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" Nos encontramos en los comienzos mismos de la era de la raza humana. No es ilégico
gue tengamos o que tropecemos con problemas, pero hay decenas de miles de afios en
el futuro. Es responsabilidad nuestra hacer lo que podamos, aprender lo que podamos,
mejorar las soluciones y transmitirlas a nuestros sucesores. Es responsabilidad nuestra

dejar las manos libres a las generaciones futuras."”

Richard Feynman
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Prefacio

Fundamento de la propuesta de posgrado

El acelerado desarrollo de la Nanotecnologia vino acompaiiado de la propuesta de
soluciones nanotecnolégicas para los problemas de actualidad. Uno de las dreas que mads se
ha visto beneficiada de estos desarrollos ha sido la Quimica Analitica, en la que la
introduccién de los sensores colorimétricos ha permitido bajar los limites de deteccidn a
niveles jamas alcanzados, y mds importante aun, ha colaborado en el desarrollo de técnicas

sencillas y sin uso de instrumental avanzado que permita la descentralizacién *°.

Basicamente, los sensores colorimétricos son dispositivos formados por nanoestructuras
gue modifican su capacidad de absorber la luz por cambios en su entorno fisicoquimico. Esta
capacidad de absorber la luz en las nanoestructuras es una de las caracteristicas mas
sobresalientes que presentan estos sistemas. Dada la alta relacidn que existe, en cuanto a
cantidad, entre los dtomos superficiales y los dtomos internos que conforman la particula,
es posible observar el fenédmeno de plasmén superficial, que se relaciona con el movimiento
colectivo de los electrones en respuesta a la incidencia de la radiacion electromagnética en
el rango de longitudes de onda del espectro visible '°. Este movimiento de electrones se
produce a cuenta de la absorcidn de parte de la energia suministrada por la luz incidente,

dando lugar a la aparicién de un color caracteristico en la solucion coloidal.

Es importante considerar las ventajas que poseen las nanoestructuras en la absorcién de la
luz. Por un lado, las bandas del plasmén superficial poseen un valor de absortividad molar
que es varios 6rdenes mayor (107 — 10° M'em™) gue los colorantes mas comunes
empleados en Quimica Analitica (10* — 10° M*cm™). Por otra parte, las variaciones en el
entorno fisicoquimico pueden producir cambios en la capacidad de absorcién de la luz que
se ve reflejado en un cambio del color, o de su intensidad. Estos cambios en el entorno
fisicoquimico pueden ser de varios tipos: modificaciones superficiales por adsorcién de otras

moléculas, agregacién de las nanoparticulas, cambios en la fuerza idnica del medio, etc.

La mayoria de los sensores se basan en el hecho que cuando dos nanoparticulas se

aproximan, se produce un cambio en la posiciéon del plasmén que es lo suficientemente

Pagina 8



grande (varias centenas de nm) como para producir un cambio de color notorio. En teoria,
todo aquel proceso que conduzca al acercamiento de las nanoparticulas constituiria la base
de un sensor colorimétrico. Con base en este razonamiento, los sensores basados en la
interaccidn especifica de un antigeno y un anticuerpo, ambos unidos a nanoparticulas, son

los que han encontrado mayor difusién >7#1*4,

Una revisidn cuidadosa de la literatura permite comprobar que la mayoria de los sensores
propuestos, principalmente basados en el acercamiento de nanoparticulas, han sido
probados en condiciones de laboratorio, y que rara vez se han empleado en el andlisis de
muestras reales. La razén de esto es sencilla: las nanoparticulas se encuentran formando
soluciones coloidales, que son fuertemente dependientes de la fuerza idnica % . Al
aumentar la fuerza iénica del medio, las nanoparticulas pierden su recubrimiento y se
agregan, cambiando de color la solucién. En este sentido es indispensable ahondar en los
mecanismos que rigen el proceso de agregacion de las particulas para poder controlar las

variables del entorno fisicoquimico que puedan afectar la respuesta colorimétrica de los

sensores.

OBIJETIVO GENERAL

La propuesta de trabajo de posgrado consiste en buscar profundizar en el conocimiento del
fendbmeno de agregacidn de nanoparticulas, mediante el estudio de los diferentes
pardmetros que inciden en el mismo, para luego utilizar esta informacion en el disefio de un

posible sensor colorimétrico del mercurio.

Objetivos especificos

Dentro de los objetivos especificos se enmarcan los estudios de la estabilidad de soluciones
coloidales de nanoparticulas frente a la agregacion causada por la presencia de sales en el
medio, la estabilidad respecto al tiempo de almacenamiento y la aplicacion de estos
conocimientos en la puesta en practica de la viabilidad en el desarrollo de un sensor

colorimétrico de mercurio.

Esquema general del trabajo
El plan estratégico planteado en la propuesta del plan de Tesis se enfoca en profundizar en
los conocimientos basicos de las nanoparticulas de plata en aras de caracterizar

correctamente al sistema, para luego poder aplicar racionalmente los conocimientos nuevos
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para el desarrollo de un sensor colorimétrico de mercurio (Figura 1). En este marco, el

trabajo de Tesis de posgrado se divide en cuatro etapas:

La primera corresponde a la eleccién del agente de recubrimiento, al método de sintesis y a
la caracterizacién de las nanoparticulas generadas combinando varias técnicas
(espectroscopia UV-Vis, DLS, TEM). Durante la realizacion de esta etapa, se abre una puerta
transversal de investigacién, motivada por la necesidad de contar con un método de rutina
para la evaluacién de la pureza de uno de los reactivos de la sintesis de nanoparticulas, el
borohidruro de sodio. Esta investigacion culmina con el planteo de un protocolo por

espectroscopia infrarroja para la evaluacion de la pureza del reactivo.

Una vez controlados los pardmetros involucrados en la sintesis, se puso en marcha la
segunda etapa correspondiente al estudio de la estabilidad de las nanoparticulas de plata.
Dentro de este contexto se plantea un método tedrico para la evaluacion del estado de
agregacién de las particulas, el cual permite comprender los resultados en términos
termodinamicos que engloban los diferentes factores responsables del proceso de

agregacion de las particulas.

Durante los ensayos de estabilidad con diferentes agentes de recubrimiento se observa un
comportamiento singular para el caso de las nanoparticulas recubiertas de almiddn, las
cuales son resistentes al aumento de la fuerza idnica del medio. Asimismo, se observa un
comportamiento diferencial en funciéon del electrolito empleado como agente de
agregacion. En este sentido, a la fecha de realizacidén de la Tesis se desconocia de forma
directa y clara el rol particular que jugaban las sales de halogenuros como el cloruro de
sodio, el cual se encuentra en abundancia en ambientes acuosos. Se plantea entonces un
nuevo problema que consiste en estudiar el proceso de agregacién de las nanoparticulas,
mediante un mecanismo independiente de la fuerza idnica, planteando evidencias
experimentales concretas de la presencia de complejos clorurados de plata como los
principales protagonistas. Conjuntamente con los ensayos de estabilidad frente al agregado
de sales, se realizan estudios de estabilidad coloidal con el tiempo y con los cambios de

temperatura para el almacenamiento de las muestras sintetizadas.

Finalmente, se plantea el estudio de la viabilidad de utilizar las nanoparticulas para la

deteccion colorimétrica del mercurio empleando la estrategia de amalgamacion y haciendo
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especial énfasis en la importancia de controlar bien la presencia de cloruros, los cuales se

encuentran de forma ubicua en ambiente reales.

Sintesisde Eleccién de agente
Nanoparticulas de recubrimiento

0 — R — W< &=

M\ i B

pureza del NaBHa Modelo Estudio de la estabilidad de las
nanoparticulas

Caracterizacion

termodinamico

H
Na®

B
H=P
W H

|

Aplicacidnen el disefio de un sensor colorimétrico
H
Hgg Heg
o —_— H HE  e———
Hg HE

Figura 1: Mapeo general de las distintas etapas que conforman el plan de trabajo de la Tesis de Posgrado. Por
un lado existe una tapa de investigacidon basica enfocada a la caracterizacién del sistema de trabajo y en
segunda instancia, una componente aplicada, enfatizada en la puesta en practica de los conocimientos

generados en la busqueda de un sensor colorimétrico de mercurio.

Durante la propuesta original de Tesis, se habian planteado una serie de interrogantes,
utilizadas como hipétesis en los diseifios experimentales, actuando de eje central del trabajo

de posgrado. Algunas de estas eran:

1. (Existe una concentracion critica para la agregacidon de nanoparticulas?

2. De ser asi, ¢de qué depende esta concentraciodn critica?

3. éCémo influye el tamafo del agente de recubrimiento?, ¢y sus grupos funcionales?

4. ¢Cual es la influencia del anién del electrolito empleado en fijar la fuerza idnica del

medio?
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Cada una de estas cuestiones se responde a lo largo de los capitulos subsiguientes con la
mirada focalizada en comprender a fondo el sistema de trabajo, pero sin olvidar su

importancia en el contexto de los desarrollos de los sensores de mercurio.
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Capitulo I: Descripcion de las técnicas
empleadas

La nanociencia es un drea de estudio multidisciplinaria de gran crecimiento en los ultimos
anos, en donde la sintesis y la caracterizacidon de nanoparticulas representan el pilar basico
para entender las propiedades de la materia, propias del mundo nano. Naturalmente las
técnicas empleadas para la caracterizacién de las diferentes nanoestructuras dependeran
del material de estudio; sin embargo algunas de estas técnicas son hoy en dia consideradas
de rutina y por tanto indispensables para cualquier investigador que esté trabajando sobre
estos sistemas. Entre las mencionadas, se encuentran: la espectroscopia electréonica (UV-
Vis), la microscopia de transmision electrénica (TEM), las técnicas de dispersién de luz (DLS),
la medida del potencial Z, la espectroscopia infrarroja (FTIR) y la difractometria de rayos X

(XRD).

El objetivo del presente capitulo sera abordar los fundamentos basicos de cada una de las
técnicas empleadas y su aplicacion concreta al analisis de nanoparticulas. En particular se
harda hincapié en las potencialidades y las limitaciones practicas de cada una de las técnicas,
asi como también en los cuidados especiales que se deben tener a la hora de preparar las
muestras para su medicion; incluyendo valiosos consejos practicos, que surgen de la

experiencia experimental directa.

1.1 Naturaleza de la luz

Como en una moneda de dos caras, existen dos formas de visualizar y entender a la luz a
través del concepto de la dualidad onda-particula. En la fisica clasica, ambas visiones corren
en paralelo dando lugar a propiedades definidas diferentes, y encuentran su cruce
solamente en la descripcidn de la fisica cuantica. La aplicaciéon de una u otra definicidn
dependerad del problema en cuestiéon planteado, para el que se podra recurrir a la
interpretacién corpuscular u ondulatoria, dependiendo del caso. Es por esto que, por
ejemplo, para entender a fondo la técnica de dispersiéon de luz, en algunos casos se optara
por describirla como simples corpusculos (fotones) chocando contra las particulas en

suspension, mientras que en otras situaciones se deberd recurrir a la naturaleza ondulatoria,
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para entender los fendmenos de interferencia y fluctuaciones en la intensidad de los haces

dispersados 3,

Segun la teoria ondulatoria, la luz es simplemente una pequeiia parte del espectro
electromagnético capaz de propagarse en el espacio. La porcién visible se extiende entre ca.
380 y 780 nm (Figura 1). Este es el rango de longitudes de onda capaces de excitar las
células en las retinas humanas, dando lugar a los diferentes colores observados
dependiendo de las frecuencias que los cuerpos son capaces de absorber y/o reflejar.
Dentro de este contexto de percepciones del color, se define el sistema rojo - verde - azul
conocido también como RGB (Red, Green, Blue) que se considera idealmente como el
conjunto de colores primarios con los que se pueden representar una muy amplia gama de
colores visibles. El sistema RGB se utiliza en varios ambitos que van desde la informatica, la

fotografia y hasta el andlisis quimico para clasificar a las sustancias de acuerdo su color.

Microondasy
Radio Frecuencias

Rayo0s| Rayos

. Ultravioleta Visible Infrarrojo

0.1nm 10nm 400nm 700nm Imm

Figura 1: Espectro electromagnético y paleta de colores del
sistema RGB.

Las soluciones coloidales de nanoparticulas metalicas presentan una amplia variedad de
colores, que varian dependiendo del tamafio y la forma, por lo que el sistema RGB resulta

s . ., . . . , ., 24
util para la clasificacién primaria del tipo de particulas cuando se encuentran en solucién “".

Desde el punto de vista ondulatorio, sin importar la regién del espectro, la luz es en esencia
una onda electromagnética que se propaga. Si se considera la propagacion en el sentido del

eje X, el campo eléctrico [E(x,t)] puede calcularse como:

E(x,t) = Eycosifwt — kx + ®) (1)
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donde @ es la fase (valor de E a t=0 y x=0), k el nUmero de onda ( 2771) y w es la frecuencia

angulardelaluzcon w = 2nv yv = ¢/A siendo c la velocidad de la misma en el vacio (3.0

x 102 m s™) y A su longitud de onda.

A su vez, a partir de la magnitud del campo eléctrico, se puede establecer la intensidad de la

luz en el vacio (/,) como:

Ip(x) = €gc(E?(x, 1)) (2)
donde €y = 8.85x 10712 F m™! es la permisividad en el vacio®.

En resumen, la luz no es otra cosa que el nombre que reciben las ondas electromagnéticas
gue se encuentran en un rango de longitudes de onda determinado. Como tal tiene un
campo electromagnético y una intensidad asociada. Mas adelante se vera que todos los
fendmenos de absorcién y dispersion pueden entenderse como interacciones del campo

electromagnético de la luz con la materia.

Por su parte la teoria corpuscular de la luz, originalmente descrita por Newton, define a la
misma como un haz de particulas sin carga y sin masa denominadas fotones. Max Planck, al
comienzo del siglo XX, postulé que la luz estd formada por corpusculos los cuales pueden
intercambiar energia con la materia, pero siempre de forma discreta en multiplos enteros
de paquetes de energia denominados cuantos. De esta forma la luz se compone de un haz

de fotones, cada uno transportando una cantidad de energia fija (E) la cual se calcula como:

E=hv (3)

-34

dénde h corresponde a la constante de Planck (6.63 x 10™" J s) y v es la frecuencia de la

2
luz”.

1.2 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia por UV-Vis, es quizas la caracterizacion primaria mas simple a la hora de
evaluar los productos de la sintesis de nanoparticulas. La técnica puede ser empleada para
diversos sistemas, siendo especialmente util para caracterizar nanoparticulas metalicas,
dado que las mismas presentan un espectro de absorcién diferente dependiendo de la
naturaleza del material, de la forma y tamafio de la particula, lo cual puede explicarse

siguiendo el concepto de plasmdn superficial.
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El plasmoén

Cuando una nanoparticula metalica esférica es irradiada con luz, la oscilacién del campo
eléctrico (producto de la propia naturaleza electromagnética de la onda luminosa) genera
una oscilaciéon coherente de los electrones del metal (Figura 2). Este fendmeno se
denomina oscilacion del plasma (por analogia entre el esquema dindmico de los electrones

del metal y el movimiento de iones en un plasma).

Figura 2: Esquema ilustrativo de la resonancia del plasmdn. Se representa la oscilacion de la nube electrénica
del metal causada por una onda electromagnética, dando lugar a la oscilacion dipolar (izquierda) y cuadrupolar

(derecha). Adaptado de referencia’®.

La frecuencia de vibracion de la nube electrénica es llamada frecuencia del plasma, wp, que
en el marco de la mecdnica cudntica se denomina plasmdn, y que se relaciona con su

energia (E,) de acuerdo con:

Ex=huw, (4)

donde h es la constante de Planck.

Algunos autores también utilizan el término de resonancia del plasmdn (dipole particle

. . . . . 2
plasmon resonance) para referirse a la mencionada oscilacidn colectiva de los electrones®.

La frecuencia de oscilacién depende de cuatro factores: la densidad de electrones, la masa
efectiva de los electrones, la forma y el tamafio de la distribucion de cargas en el metal. En
consecuencia existen distintos modos o niveles de oscilacion. El mas simple, en el que toda
la nube de electrones se mueve de forma paralela al campo generado, se denomina modo
dipolar. Alternativamente existe un modo cuadrupolar, generado cuando la mitad de los
electrones se mueven de forma paralela al campo eléctrico y la otra mitad se mueve de

. 1 . 7 . ~
forma anti paralela °. La presencia de uno o mas dipolos depende del tamafio de la
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particula esférica. Incluso para particulas grandes como de polvo o una gota de lluvia, la
teoria de Mie predice la formacién de dipolos de niveles mayores. En general las mas
pequeiias, como es el caso de la escala nano, solamente presentan dos modos posibles, el
dipolar y/o el cuadrupolar (Figura 2). Ademas del tamanio, las propiedades épticas de las
nanoparticulas dependen también de la naturaleza de las mismas y del medio en el cual se

encuentren 27'28.

Interpretacion de los espectros de extincion

Los espectros de extincién de las nanoparticulas metdlicas aportan una gran cantidad de
informacién sobre la naturaleza, tamafo, forma y modificaciones del entorno fisicoquimico
de las nanoparticulas. Es claro que los mismos no son huellas dactilares de determinada
particula, sin embargo si se conocen algunas variables del sistema, es posible utilizar los

espectros de extincidn para inferir otras propiedades.

Lo primero que se observa en un espectro es la posicién del maximo, la cual da cuenta del
modo de vibracion predominante de las nanoparticulas, el cual a su vez depende del
tamafo, forma y naturaleza de la misma. A modo de ejemplo, si se trabaja con
nanoparticulas de plata esféricas, es esperable obtener una banda de absorcién en el
entorno de los 400 nm, en cambio si se trabaja con nanoparticulas de oro, el maximo se
encontrard a 530 nm. Asimismo, si se sabe que se esta trabajando con sales de plata y uno
quiere saber si su sintesis de nanoparticulas genera poblaciones mayoritarias
fundamentalmente triangulares, se deberia observar un maximo de absorcidn cercano a los

800 nm, dado que el modo dipolar en el plano aparece en esa regién (Figura 3).

AgNPe Q AgNPt
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. 04 “\\
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2 | 2
2 [ 2
2o | 32 0.24

) L A
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Figura 3: Espectro de nanoparticulas de plata esféricas (izquierda) y triangulares (derecha).
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El tamano también puede afectar la posicion del maximo observado. A mayor tamafio de

particula se observa un corrimiento del maximo hacia mayores longitudes de onda (Figura

4).
s A
i

Figura 4: Esquema que representa el corrimiento de la banda del plasmdén de nanoparticulas al variar el

tamano.

Los fendmenos de agregacién de particulas también pueden ser estudiados por este método
dado que en esencia un agregado de particulas es equivalente a obtener una particula de
mayor tamafio y por ende existird un corrimiento del maximo hacia longitudes de onda de
menor energia. Dependiendo del sistema también puede incluso llegar a observarse junto
con los corrimientos de las bandas un aumento de la linea de base, que surge como

consecuencia de la aparicion de turbidez.

Otro aspecto practico y util de los espectros UV-Vis, es observar los fendmenos de
intercambio de ligandos. Dado que el fendmeno de absorcidn depende del entorno
fisicoquimico de la nanoparticula, un intercambio en el agente de proteccion generara
pequeiios corrimientos en la longitud de onda del plasmdn, el cual puede ser utilizado para
identificar el fenémeno. Mediante calculos computacionales®® se determind que los
maximos de absorcién de las bandas de resonancia aumentan concomitantemente con el
indice de refraccién del medio. Estos mismos autores encontraron una relacién matematica
tedrica, aplicando el método DDA (discrete dipole aproximation method), entre los indices

de refraccion y la posicién del maximo, valida para medios que no absorban luz:

Ay=A1+ (A1-Ag)(ny - n) (5)
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donde n1y n, corresponden a los indices de refraccion del medio 1y 2 respectivamente, y Ag
es la longitud de onda constante, que depende del metal (para la plata vale 316 nm), y no

varia con el medio en el que se encuentre.

Otro parametro util a observar en un espectro de extinciéon son las variaciones del ancho
medio de pico, el cual da cuenta de la distribucion de tamafio de las particulas. Cuanto
mayor sea el ancho medio del pico, mayor serd la variabilidad en los tamafios. Mds aun, los
incrementos en el ancho medio de pico posiblemente responden a la disminucién del

espacio inter-particula, lo cual evidencia la presencia de procesos de agregacion *°.

Por su parte la absorbancia dependera de la naturaleza de la nanoparticula (tanto del metal
como del ligando) y de la concentracion de la muestra. Para particulas esféricas el

comportamiento dptico se describe de forma completa por la teoria de Mie.

Teoria de Mie

2731 sobre el efecto en el tamafio de

En el afio 1908 Gustav Mie publica un trabajo completo
las particulas coloidales sobre la dispersion de luz, basado en las ecuaciones del
electromagnetismo de Maxwell, que explica de forma sorprendente las observaciones
experimentales, adelantdndose varios afios a su época con conceptos que hoy son propios
de la nanociencia. La teoria de Mie sigue vigente hoy dia para predecir los espectros de

absorcién y dispersiéon de luz de soluciones de nanoparticulas esféricas homogéneas.

El trabajo de Mie consistidé en explicar las diferencias de colores que presentan las
soluciones coloidales de particulas de oro de diferente tamafio, basandose en el efecto que
se genera en las constantes dieléctricas de las particulas en presencia de luz. Estos
conceptos fueron mas tarde reinterpretados en términos de resonancia del plasmdn

superficial de las particulas.

De acuerdo con la Teoria de Rayleigh, la intensidad de luz dispersada depende del radio de
las particulas y de la longitud de onda, teniendo en cuenta que a concentracion constante,
la radiacién de una suspension es tanto mayor cuanto mas grande sean las particulas. Esta
teoria es valida hasta cierto tamafio, pero a medida que este disminuye, las ecuaciones
descritas por Rayleigh no se acompasan a las observaciones experimentales. El gran logro de

Mie con su teoria fue ampliar esta teoria, explicando los fenédmenos para cualquier tamafo
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de particula. Partiendo de las ecuaciones de Maxwell, Mie, logra deducir la teoria de
Rayleigh asi como también llegar a expresiones que expliquen el comportamiento de

soluciones homogéneas de particulas esféricas sin importar el tamafio.

Estudiando soluciones coloidales de nanoparticulas de oro, Mie encontré que al aplicar las
ecuaciones de Raleigh para cierto tamafio de particula (nanométrico) las radiaciones
emitidas eran por lo general considerablemente mayores que la de las particulas
perfectamente conductoras, como se ve en el azul y el violeta. El fendmeno observado era
equivalente a pensar que la frecuencia de la radiacion incidente era coincidente con la
frecuencia propia de los 4&tomos de oro. De esta manera, haciendo calculos logré predecir
los espectros de extincidon de particulas coloidales explicando los colores llamativos
observados en las soluciones, los cuales surgen de la interaccidon diferencial de las
longitudes de onda de la luz cuando su campo electromagnético entra en resonancia con los
atomos de las particulas del metal. Esta idea inicial de Mie es la que hoy se conoce como

resonancia_del plasmén superficial, y de ella dependen la posicion de los mdximos de

absorcion en el espectro dependiendo del tamafio y forma de la particula (Tabla 1).

Tabla 1 Interpretacion de los maximos observados en los espectros de los nanotridangulos en el UV-Vis-NIR.

Posicion del
Interpretacion en funcion del modo
maximo de Observaciones
de resonancia

absorcion
ca. 358 nm Modo cuadrupolar Esfera de 60 nm
ca. 369 nm Modo cuadrupolar Esfera de 30 nm
ca. 422 nm Modo dipolar Esferas
Modo dipolar sobre el plano (dipolar  El valor exacto dentro del rango depende del tamafio
600-1000 nm

in- plane) para nanotridngulos. de la nanoparticula.

Los valores exactos dependen del tamario de la

Modo dipolar fuera del plano (dipolar

nanoparticula. El pico del modo dipolar fuera del

out of plane) y al modo cuadrupolar

400-600 nm plano es un maximo pequefio y esta ubicado hacia

sobre el plano (quadrupolar in plane),
longitudes de onda menores respecto al cuadrupolar
para nanotriangulos.
fuera del plano

Modo cuadrupolar fuera del plano
ca.340 nm Nanotriangulos
(quadrupolar out of plane).
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Capacidades y limitaciones de la espectroscopia por UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis, es un analisis simple y rdpido, considerado de rutina a la hora de
caracterizar las nanoparticulas metdlicas. Brinda informacion sobre la forma, tamaiio,
estado de agregacidn recubrimiento y naturaleza del metal que conforman la nanoparticula.
Sin duda es una herramienta valiosa a la hora de caracterizar los sistemas coloidales. Las
medidas del ancho medio de pico por UV-Vis en comunidén con las simulaciones del espectro
de absorcidn, siguiendo la teoria de Mie, permiten estimar a grandes rasgos el tamafo de
las nanoparticulas esféricas. Sin embargo, dado que existen varios factores que pueden
afectar el perfil del espectro de absorcion, se debe ir con cuidado a la hora de interpretar los
resultados observados. A modo de ejemplo un cambio en el tamafio de la particula puede
ser confundido con un cambio en la forma o con un intercambio del agente de proteccion.
En cualquier caso la interpretacion de los resultados quedara sujeta a la variable modificada
en cada caso, complementando la técnica con otros métodos de caracterizacidon

pertinentes.
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1.3 Técnica de dispersion de luz (DLS)

Existen diferentes técnicas para medir el tamafio de una particula, entre éstas se
encuentran las medidas por dispersion de luz (Dynamic Light Scattering [DLS] ). La técnica se
basa en extrapolar las medidas de tamafio de las particulas a partir de los coeficientes de
difusién que surgen como resultado del movimiento browniano 2*. Antes de seguir con los
detalles de la técnica, es oportuno adelantar que en DLS se entiende por tamafio de
particula al diametro de la esfera que difunde a la misma velocidad que la particula medida.
En otras palabras, en DLS se asume que todas las particulas son esféricas y que los
agregados se comportan como una sola entidad de mayor tamafio. Esto sera
particularmente importante a la hora de elegir correctamente la técnica a utilizar para el
sistema concreto que se quiera analizar, dado que las medidas de tamano pueden variar

sustancialmente dependiendo del método de medida.

Fundamentos de la Técnica

El equipo de DLS mide el tamafio de las particulas a partir de las medidas de dispersion de
luz. Cuando la luz atraviesa una solucion coloidal parte de los rayos que llegan siguen su
trayectoria normal (luz trasmitida), mientras que otra parte choca con las particulas
presentes desviando su trayectoria en todas direcciones (luz dispersada), dependiendo de la
posicion relativa de las particulas en ese instante. Es claro que el movimiento browniano es
por definicién aleatorio y por tanto si se colocara un fotodetector a un angulo de 90°
respecto del haz de luz incidente, se mediria una intensidad de luz dispersada que variaria
con el tiempo dependiendo de la posicidn de las particulas a cada instante. Contrariamente
a lo que se podria pensar, esta dispersidon de luz no es completamente aleatoria, sino que

guarda informacion del movimiento relativo de las particulas.

¢Como es posible obtener informacion de un movimiento aleatorio?

Movimiento browniano

El concepto de movimiento browniano ha sido objeto de diversos modelos (no solo
fisicoquimicos), que trasciende a otras disciplinas como el area bioldgica, la economia, la

dindmica de poblaciones, etc. Su origen, no obstante, deriva de las observaciones del
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botanico escocés Robert Brown en 1827, al percatarse del movimiento aleatorio de
pequeiias particulas de polen suspendidas en una gota de agua, fendmeno que mas tarde se
veria en otras particulas pequefias sin importar la naturaleza de las mismas. En 1905 Albert
Einstein ** publica por primera vez el modelo mateméatico que describe el fendmeno,
argumentando que el movimiento aleatorio de las particulas en suspension es consecuencia
del bombardeo de las moléculas que componen el fluido resultante de la agitacion térmica.
A partir de la Teoria de Einstein-Stokes sobre el movimiento browniano es posible calcular el
coeficiente de difusién de las particulas en suspension, que se encuentran bajo régimen de

movimiento aleatorio de acuerdo con la ecuacion:

_RT 1

D =
Ny 6émnr

(6)

donde D es el coeficiente de difusidén medio de las particulas, R es la constante universal de

los gases, T es la temperatura absoluta, Na es el numero de Avogadro, 1 la viscosidad y r el

®e

radio de las partl'culas.33

Movimiento browniano

La intensidad de luz dispersada, debido al movimiento browniano de las particulas que llega
al fotodetector, no es siempre la misma dado que en cada instante cambia la posicidén de las
particulas y por tanto también el patrén de interferencia de la onda luminosa. Estas
variaciones son completamente aleatorias, la intensidad puede aumentar o disminuir de un
momento a otro con la misma probabilidad con la que una moneda tirada al azar puede
fluctuar entre cara o numero; sin embargo la magnitud del cambio respecto al tiempo
depende del coeficiente de difusion de las particulas y por ende de su tamafio (Figura 5). En
consecuencia existe una cierta correlacién entre la intensidad medida en un instante y la
intensidad medida en el instante siguiente. En términos matematicos la funcién que
compara una medida consigo misma a lo largo del tiempo se conoce como funcion de

autocorrelacion y constituye el fundamento basico del equipo de medida.

Pagina

23



Intensidad

e
—_—
—_—
—_—
I

tiempo

Luzincidente Luz Trasmitida

Luz dispersada

’l!'lf'lﬁlf Intensidad

Intensidad

A tiempo B tiempo

Figura 5: Esquema de funcionamiento del equipo de DLS. El fotodetector ubicado a 90° respecto a la luz
incidente del laser capta la luz dispersada que fluctia de manera aleatoria (A). Sin embargo existe una cierta

correlacion entre la velocidad de cambio de las fluctuaciones de intensidad con el tamafio de las particulas (B).

La funciéon de autocorrelacion es un artilugio matematico que permite comparar dos sefiales
desfasadas en el tiempo. En esencia se mide la intensidad a diferentes tiempos y para cada
uno se calcula el promedio de las intensidades acumuladas. Los valores se grafican en
funcién del tiempo dando lugar a una curva que se asemeja a una sigmoidea, pero cuya
caida puede ser descrita por una funcidon exponencial decreciente. Matematicamente la

funcion de autocorrelaciéon se define como:
G(D) =< I(®) I(t+1) >= — [ I(OI(t +T)dz (7)

donde G(7) representa la funcién de autocorrelacién, cuyo valor es maximo al inicio
(cuando las intensidades son iguales) y disminuye hasta llegar O para intervalos de tiempo

grandes (cuando el valor de intensidades es completamente aleatorio) (Figura 6).

Experimentalmente se observa que la funcién de autocorrelacién presenta un decaimiento
exponencial con el tiempo dependiente del coeficiente de difusion (D) de las particulas de

acuerdo con la ecuacion:

G(7) = A[1 + Bexp(—Dq?1)] (8)
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4 ]
donde q = %sen(@/Z) , Ay B son constantes que representan la linea de base y el factor
0

instrumental respectivamente y 6 es el angulo entre la muestra y la luz dispersada. La

funcion G () a menudo también se representa como:

G(7) = A[1 + B(g(1)?)] (9)
g(1) = exp(=Dq°1) (10)
de forma de poder distinguir la funcién de caida exponencial a partir de la cual se realizan

los cdlculos de los coeficientes de difusidn de las soluciones coloidales tamafio de particulas.

Intensidad

Mar~ L~

tiempo

Intensidad

() L
— Maes

T | tiempo

Intensidad

‘/MV‘""V/{/’
1

tiempo

Figura 6: La imagen esquematiza el significado fisico de la funcién de autocorrelacién, mostrando que a
tiempos pequeiios de medida existe una fuerte correlacion de intensidades y por tanto la funcidn presenta un
maximo, que cae de forma exponencial con el tiempo hasta llegar a 0, indicando que no existe correlacion

alguna entre las sefiales.

A partir de las curvas de autocorrelacién de una muestra monodispersa pueden obtenerse
el valor de los coeficientes de difusion. Luego mediante la ecuacién de Einstein-Stokes (Ec.

6) se obtiene el valor del tamafio de las nanoparticulas.

Para el caso de una muestra polidispersa, la expresion para g(7) que describe la funcién de

autocorrelacién queda definida por una combinacién lineal de funciones exponenciales:

g(®) = [ P(I)e "dr (11)
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donde P(I") representa la funcién de distribucién de la poblacién de particulas y I' = Dg? .
Desde el punto de vista practico, para resolver la integral, la funcidon g(t) se representa en

forma discreta como una combinacion lineal de n exponenciales:
9(1) = X ¢ exp(l}, 7) (12)
En la forma de matriz la expresidon puede describirse como
g@) =Y=¢X+e con ¢, =e " (13)

La Ec. (13) permite definir un resultado aproximado de la funcién de autocorrelacién, por lo
que la expresidn absoluta tiene un error asociado (&). Existen diferentes algoritmos
disefiados para minimizar el valor de & y obtener la distribucion de tamafios de
nanoparticulas. En la practica no hay ninguno mejor que otro, sino que la aplicacién de cada

uno de ellos dependerd de la muestra de estudio.

Algoritmos para el calculo de tamafios de nanoparticulas

Algoritmo de cumulantes

Es el algoritmo mas simple y ampliamente usado en la presentacion de tamaiios de
nanoparticulas. Se basa en el ajuste de la funcién de autocorrelacién por medio de un

desarrollo de Taylor 34,

2 3
9@ =e <P (1-0+5272 734 (14)

La norma ISO 13321:1996 establece este método como el mas apropiado para la
determinacion del didmetro efectivo de particulas. Sin embargo el analisis acumulativo no
permite diferenciar distribuciones de tamafio, sino que define un didmetro promedio entre

todas las poblaciones existentes.

Si bien no es posible distinguir poblaciones, existe el llamado indice de polidispersion (IP),
cuya magnitud estd en directa relacion con el ancho de distribucion de tamafios de

particulas.

Matematicamente el IP se define como:
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_ ko
IP=—% (15)

donde k, representa el segundo término del polinomio de Taylor.

Algoritmo CONTIN

Este algoritmo se basa en calcular la funcidon g(t) a partir de la transformada inversa de

Laplace e impone un factor de regularizacién para definir los valores de la matriz inversa:
g(®) = LIP(D| = [ P(T)e~"dr P(N) =L g() (16)

Este tratamiento matematico se realiza por métodos numeéricos y permite distinguir entre
diferentes poblaciones de particulas. Sin embargo como contrapartida necesita de una gran
cantidad de valores, para minimizar el error en la construccién de la matriz de
transformacién, dado que en presencia de ruido existe mas de una matriz que satisface la

ecuacion y el ajuste depende del nivel del factor de regularizacién utilizado.

Non- Negetative Least Squares (NNLS)

En el algoritmo NNLS, como su nombre lo indica, se impone la restriccién de solo considerar
los valores positivos del ajuste, teniendo en cuenta que son estos los Unicos valores con
interpretacion fisica. Matematicamente se basa en minimizar de forma iterativa el

coeficiente de ajuste x? de la siguiente expresion:
x* = Z}V=1[9(Tj) — XL biexpi-T; 7;)]? (17)

Si bien la restriccion disminuye la cantidad de soluciones posibles, igualmente se necesitan

de una gran cantidad de datos para obtener un buen ajuste.

En la practica, para obtener un buen ajuste de resultados se utilizan hoy dia ambos métodos
CONTIN y NNLS dependiendo de la muestra. En general se sugiere utilizar el primero para
muestras polidispersas con distribuciones monomodales y el segundo para distribuciones

multimodales *°.

Interpretacion de los datos experimentales

La forma de la funcién de autocorrelacién para una solucion monodispersa (Figura 7)

muestra, para el caso de particulas de tamafio grande, que el tiempo en que la sefal
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permanece correlacionada es mayor lo cual se traduce en una zona inicial constante por
mas tiempo, mientras que para el caso de particulas pequefias la caida exponencial ocurre
rapidamente. Por su parte si se observa que aparecen mds de un cambio de concavidad, se

lo asocia a presencia de algun contaminante o a una muestra polidispersa.

Coeficiente de auto-correlacion
[ 4]
[

Coeficiente de auto-correlacion

tiempo tiempo

Figura 7: La funcion de autocorrelacién brinda informacién sobre el tamafio de las particulas dado que para
particulas grandes la velocidad de fluctuacién es menor y por consiguiente hay que esperar mas tiempo para

que el valor de correlacion decaiga a 0.

El equipo de DLS es capaz de cuantificar en tiempo real la cantidad de fotones que llegan al
detector por segundo, el cual a su vez es proporcional a la concentracién de particulas
presente en la muestra. Este grafico si bien no brinda informacién alguna sobre el tipo de
particulas es util a la hora de evaluar si las medidas se realizan correctamente. En términos
generales es aconsejable tener recuentos entre 100 y 200 kcps para obtener buenos
resultados. Ademas es importante que el gréfico de recuento vs. tiempo sea lo mas estable
posible. Si por el contrario existiera interferencia por particulas de polvo, éstas se revelarian
en el grafico como picos puntuales que aparecen de forma aleatoria a lo largo del grafico. La
presencia de estas sefiales se debe a que en esencia las particulas de polvo tienen un
tamafio elevado y por tanto si se interponen en el camino del laser, el aporte a la dispersién
de luz es grande en comparaciéon con las particulas pequefias. Por su parte, si se observan

fluctuaciones pronunciadas en el grafico es indicativo de la presencia de gradientes de
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temperatura, por lo cual hay que dejar la muestra mas tiempo hasta para que se alcance el
equilibrio térmico. Por ultimo, en caso de observar una rampa de subida en el nimero de
recuento o una rampa de bajada, puede ser que se estén generando procesos de agregacién

y sedimentacién respectivamente (Figura 8) *°.

Recuento/ A | | Recuento/ B
Kcps Kcps

T 2
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Figura 8: Esquema de los distintas formas que puede adoptar el grafico de recuento de sefiales vs. tiempo.
Registro normal (A), Efecto de la existencia de un gradiente de temperatura (B), Efecto de la presencia de

particulas de polvo (C), Efecto de la presencia de agregados coloidales o sedimentacién de las particulas (D).

Graficos de distribucion

Los algoritmos CONTIN y NNLS, permiten calcular la distribuciéon de tamafios de particulas,
la cual se representa, en ambos métodos, en un grafico de intensidad vs. didmetro. Es
importante destacar que la sensibilidad del equipo de DLS para distinguir poblaciones de
particulas solamente es posible para muestras que presentan poblaciones bien
diferenciadas de tamafio dado que los cdlculos definen curvas de tipo log normal con un

ancho medio de pico considerable.

El valor de intensidad es mayor para las particulas grandes, dado que por su tamano,

pueden dispersar mas la luz. Para determinar la poblacién mayoritaria de particulas se debe
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realizar una correccion de los valores de intensidad ponderandolos de acuerdo al tamano
del coloide, incorporando las ecuaciones de Mie y las propiedades dpticas de las particulas,
como el indice de refraccién. Los equipos de DLS hacen estos calculos de forma automatica
representando el resultado en un grafico de numero vs. tamafio. Para muestras uniformes,
monodispersas, el valor indicado en el grafico de nimero deberia coincidir al determinado
con el método de cumulantes. También el pico del grafico de nimero debe coincidir con al

menos un valor maximo del gréfico de intensidad

Sumado al grafico de numero, también existe el grafico de volumen y el grafico de superficie
(que permite determinar la distribucién de poblacién en funcidn del volumen y el rea de las
particulas respectivamente). Estas medidas también requieren del conocimiento previo de
las propiedades Opticas de las particulas, y se asume que todas presentan la misma

densidad y una forma esférica.

Calibracion y validacion del equipo

La determinacion del tamafio de las particulas por DLS esta basada en principios absolutos y
por tanto no es posible, ni resulta necesaria, ninguna medida de calibracién. Sin embargo,
todos los fabricantes proveen una muestra estdndar para validar que todo el quipo se
encuentre midiendo correctamente. El estdndar mas utilizado se compone de dispersiones
de esferas de latex de poliestireno monodisperso de un tamafio promedio de particula de
92 nm y un indice de polidispersién menor a 0.1. Alternativamente, se pueden emplear

proteinas puras cuyos diametros hidrodinamicos son bien conocidos.

Consejos y limitaciones practicas de la técnica de DLS

Si bien la técnica tiene un amplio rango de aplicaciones en diferentes areas, es importante
mencionar las limitaciones desde el punto de vista practico, asi como también algunos

consejos Utiles a tener en cuenta si se quiere obtener resultados reproducibles y confiables.

La primera regla de oro en un DLS es reconocer al polvo como el mayor enemigo. Pequefas
cantidades de polvo del ambiente evita toda posible correlacién con las particulas que se
quiere medir. El efecto de la presencia de polvo en la solucién a medir es equivalente a
medir una solucion de mezcla de coloides o bien puede que incluso apantallen por completo

la informacidn de las particulas coloidales medidas y que nuestro registro termine midiendo
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simplemente el polvo del ambiente. Para evitar la contaminacion es que se utilizan filtros de
45 pm o 22 um, dependiendo del tamafio de las particulas en la muestra. Naturalmente es
importante elegir un filtro correcto que no sea capaz de filtrar el coloide que queremos
medir. Sobre este punto vale aclarar que los filtros comerciales en su gran mayoria no son
perfectos. El tamafo de poro reportado por el fabricante siempre representa un tamafio
promedio, por lo que si no se quiere perder nada de la muestra, es preciso elegir un tamafno
de al menos un orden mayor al de nuestras particulas. Una forma rdpida de observar si
existe contaminacién por polvo mediante el grafico de nimero de conteos por segundo en
funcién del tiempo de medida. En este Ultimo se observa que en presencia de polvo

aparecen saltos grandes en la sefial 3,

Como regla general las particulas de tamafio superior a una micra tienden a precipitar, por
lo que complementariamente al filtrado, se puede hacer una pequena centrifugacién a
velocidad baja de manera de aumentar el tiempo de sedimentacidon de las particulas

grandes como el polvo.

Preparacion de la muestra

La eleccidn de la concentracién optima para trabajar con el DLS es un aspecto importante a
tener en cuenta, si bien en teoria las fluctuaciones en la intensidad de luz dispersada no
dependen de la cantidad de particulas, en la practica existen concentraciones de trabajo
Optimas a tener encuentra, que dependeran de cada muestra. Como regla general la
experiencia dicta que conteos de entre 100 a 300 kcps son suficientes para obtener una
buena medida en un tiempo razonable (rango habilitado: 5 — 1000 kcps). Por debajo de
estos valores, se deberan realizar mds medidas para poder tener el peso estadistico
suficiente, si se requiere cierto grado de precision. Por el contrario si la muestra se
encuentra muy concentrada, pueden ocurrir fendmenos no deseados como la restriccidon de
la difusion, en donde la interaccién entre las particulas dificulta el movimiento browniano
de las particulas. Ademas puede ocurrir la difusion de arrastre, en donde frente a una
concentracion elevada, las particulas aparentan tener un tamafo mayor debido a que
migran demasiado juntas; o bien también puede que ocurra una dispersién multiple que se

traduce en distribuciones de tamafo mayores a las reales, con tamanos de particulas
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menores. La norma ISO 13321:1996 establece que la muestra debe ser translicida y sugiere

gue la absorbancia no debe superar las 0.04 unidades.

Por otro lado, es importante dejar un tiempo de reposo suficiente, para que la temperatura
llegue al valor deseado, para la estabilizacién del laser y para alcanzar el régimen de
movimiento browniano de las particulas. La norma I1SO 13321:1996 sugiere comenzar a
medir luego de media hora del prendido del equipo y 10 min luego de depositar la muestra
en el instrumento. Diferencias de 1°C respecto al valor de temperatura deseado generan un

2% de error en las medidas de tamafo.

Por otro lado es necesario conocer de antemano el espectro de absorcién de la muestra,
dado que todos los equipos trabajan con una fuente laser, cuya longitud de onda se
encuentra en el visible. Si la muestra presenta absorcion de luz a la misma longitud de onda
del laser no serd posible obtener medidas fiables. De la misma forma si la muestra presenta
fluorescencia, no serd apta para su medida por esta técnica. En general los equipos
disponen de monitores que advierten tales fendémenos, sin embargo basta con visualizar el
grafico de correlacién para darnos cuenta si la medida no es posible, dado que en ambos

€asos no se observara una respuesta sigmoidea.

Debido a que las medidas por DLS se basan en la ecuacidon de Einstein-Stokes (Ec.6), es
necesario conocer la viscosidad de la solucién. En general si la muestra se encuentra lo
suficientemente bien diluida alcanza con conocer la viscosidad del solvente, para los demas
casos se debera medir de antemano el valor de la viscosidad de la muestra. Si se trabaja a
diferentes temperaturas, es importante recordar que la viscosidad también depende de la

temperatura, pudiendo en algunos casos afectar significativamente la medida.
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1.4 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica de andlisis cualitativo y cuantitativo aplicada a
diversas disciplinas, que van desde la farmacéutica, la quimica de los materiales, la industria
alimenticia, etc. Se basa en la absorcién de luz en la regidn infrarroja del espectro

electromagnético (Figura 9).

Microondasy
Radio Frecuencias

Ultravioleta Visible Infrarrojo

0.1nm 10nm 400nm 700nm 1mm

Figura 9: Espectro electromagnético. En rojo se representa la region infrarroja comprendida entre 700 — 1000

nm.

La absorcién de luz infrarroja se asocia a movimientos vibracionales caracteristicos de
ciertos grupos funcionales presentes en una molécula. El modelo clasico que explica estos
fendmenos se basa en el modelo molecular de &tomo-resorte, donde el ultimo representa el
enlace entre los mismos (Figura 10). Si bien este modelo representa es un esquema
simplificado del fendmeno (en contraposicidon con la teoria quantica), de cualquier manera
aun sigue siendo util para explicar y predecir ciertas propiedades, al tiempo que facilita

enormemente la compresion del mismo.

Figura 10: Esquema del modelo cldsico de bola-resorte, para la interpretacion de las interacciones entre los

atomos. Cada esfera representa un atomo y los resortes representan el enlace quimico entre ellos.

Cuando se irradia luz infrarroja a una molécula, esta absorbe energia por medio de la
vibracidn del enlace, lo cual siguiendo el modelo, se traduce en la oscilacion del resorte, que

vibrard con una frecuencia que se calcula de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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Vo == |= (23)

1 1
-=—4— (24)
U mq mp

donde u representa la masa reducida de los atomos de masam 1y m;, y la constante del

resorte k se relaciona con la rigidez del enlace.

Algunas predicciones validas del modelo son:

%+ Cuanto mas fuertes y rigidos sean los enlaces (mayor la constante del resorte),
mayores seran las frecuencias de vibracion absorbidas y viceversa.

* Las masas atdmicas menores tienden a originar frecuencias de absorcidon mayores.

No todas las vibraciones atdmicas son capaces de absorber luz infrarroja, esto se conoce
como la "regla de seleccion", la cual establece que para que una molécula sea visible en el
infrarrojo, el momento dipolar de la misma debe cambiar durante la vibracién. En
consecuencia, la interpretacion de las sefiales de absorcion dependera de la forma de
vibracidon de las moléculas, que formalmente reciben el nombre de modos normales de
vibracion *®. Las reglas de seleccion surgen de la aplicacién de los principios de mecénica

cuantica.

La interaccidn de luz infrarroja con la materia puede ser entendida en términos de cambios
en el momento dipolar asociados con las vibraciones y rotaciones de los atomos presentes.
Para una molécula diatémica, la cantidad de modo de vibracién es de dos, siendo que o bien
pueden acercarse un atomo hacia el otro (stretching) o bien pueden moverse hacia fuera del
plano que contiene ambos atomos con su enlace (bending). Si generalizamos estos
conceptos para un numero N de atomos en una molécula no lineal se tiene 3 N grados de
libertad con tres movimientos de traslacion y 3 movimientos de rotacién, y 2 movimientos
de rotacién para una molécula lineal. Esto deja3 N-6y 3 N - 5 modos de vibracién para una
molécula no lineal y lineal respectivamente. Luego de todas las posibles vibraciones se
evalua cual de ellas serdn activas en el infrarrojo de acuerdo con las reglas de seleccién. La

Figura 11 muestra los distintos tipos de vibraciones posibles.
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Stretchings: O

Stretching asimétrico Stretching simétrico

Bendings:

0, 00, 00O, 00, +00,°

Scissoring Twisting Wagging Rocking Torsion

Figura 11: esquema de los distintos modos vibracionales de los &tomos en el espacio.

A diferencia de los espectros de UV-Visibles, los graficos de espectroscopia infrarroja
aparecen graficados como transmitancia o absorbancia vs. nUmero de onda, en lugar de
longitud de onda. La Unica razon de esta convencidn es que el nimero de onda varia de
forma lineal con la energia y por tanto facilita utilizar esta magnitud dado que el proceso de

obtencién del espectro difiere sustancialmente de un espectro de UV-Vis *°.

v = =%=— (25)

donde v es el nimero de onda, v es la frecuencia h es la constante de Planck (6.626 x 103%)

5) % y E es la energia del haz de luz.

El andlisis de un grafico del espectro infrarrojo puede dividirse en dos partes (Figura 12). Por
un lado se ubica la regién llamada de "huella dactilar" desde los 400 a los ca. 1200 cm™
donde se presentan un gran numero de bandas, la mayoria de ellas producto de modos
vibracionales acoplados de diferentes grupos funcionales que componen las moléculas
presentes en la muestra. Debido a su gran complejidad y a que pequefias variaciones en los
atomos de una molécula producen cambios significativos, los patrones de sefales
observadas son caracteristicos de cada sustancia, por lo que se utiliza fundamentalmente
para la caracterizacién y/o identificacion de compuestos. Por encima de los ca. 1200 cm™ las

bandas observadas aportan informacion sobre los grupos funcionales presentes.
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! o

Grupos Funcionales Huella Dactilar

Figura 12: Espectro infrarrojo de una muestra de polietileno. Por debajo de los 1200 cm™ se encuentra la zona
de "huella dactilar" y por encima se distingue la regién util para la identificaciéon de grupos funcionales. En este

. ~ -1 . . .z
caso particular, las sefiales a 2900 cm™ se corresponde con el modo stretching de vibracién de los enlaces C-H.

La Figura 13 muestra el espectro de absorcién del aire. Las sefiales que aparecen se
adjudican al vapor de agua y al anhidrido carbdnico presente en la atmdsfera. La presencia
de multiples picos para el caso de la absorcidn de luz infrarroja por parte de las moléculas
de agua obedece a varios factores que fundamentalmente se observan en muestras
gaseosas: El efecto Doppler, que causa la aparicion de multiples bandas ligeramente
corridas en frecuencia y por tanto en longitud de onda, los efectos generados por la colision
de las moléculas y otros factores cudnticos son las principales causas de ensanchamiento y
aparicién de varias bandas en el espectro del aire. En general este espectro se toma como
blanco en las medidas de rutina, sin embargo si se trabaja con muestras mas complejas

pueden purgarse los gases presentes.
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Figura 13: Espectro de absorcion del aire.

Fundamento de la técnica de FTIR

Si bien los espectros de infrarrojo se visualizan como medidas de transmitancia o

absorbancia, a diferencia de la espectroscopia tradicional (UV-Vis-NIR) estas medidas no se

obtienen de manera directa, sino que a través del interferograma formado por los haces de

luz infrarroja que atraviesan la muestra. El disefio de la técnica se basa en el uso de un

interferémetro de Michelson, compuesto por un espejo mévil un espejo fijo y un espejo

semitransparente (beam splitter) (Figura 14).

Aperture wheel

————
Laser ! — J
1 mn IR source
I e ——
e TJ\
yryYyvwy
! Beam splitter
+——> ! >
—r 1- ——b——/ ——— \3 »-
Moving -~ | > N-
i I
mirrar A A & Laser
: detector
Y |* hi A J A J
Fixed mirror mermrrkr——r
-+ Ill a

IR detector

Sample compartment

Figura 14: Esquema del funcionamiento del interferémetro de Michelson (a).

| N

Forma del interferograma

obtenido bajo la forma de intensidad vs. camino dptico (6) para una fuente de luz policromatica (b). A partir

del interferograma se realiza una transformada de Fourier para obtener como resultado el espectro de

absorcion.
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La luz infrarroja emitida por la fuente atraviesa un espejo semitransparente de manera que
el 50 % de la luz se refleja en direccidn del espejo estacionario, mientras que el otro 50 % se
transmite hacia el espejo mavil (Figura 14a), para luego converger ambos en una misma
direccion hacia a la muestra. El espejo moévil genera que el camino éptico de cada haz sea
diferente y por tanto ambos haces se superponen con un cierto desfasaje, generando un
patrén de interferencia. Para una fuente de luz monocromatica el patrén de interferencia
representado como intensidad vs. camino dptico es la funcién coseno, mientras que para
una fuente de luz policromdtica la funcién resultante es la suma de todas las funciones
monocromaticas que la componen (Figura 14b). Dado que las muestras absorben luz a
distintas longitudes de onda, la forma de los interferogramas de salida contiene toda la

informacidén del espectro de absorcién de la muestra.

La manera de interpretar la informacion contenida en los interferogramas es calculando los
espectros de absorcién, mediante la transformada de Fourier. Esta ultima es una funcidn
gue permite calcular la intensidad de luz para cada longitud de onda (o nimero de onda) a
partir de la suma contenida en el interferograma. Matemdaticamente puede expresarse

como el par de Fourier:

1(x) = fOWS(v) cos(2mvx) dv (26)
donde I(x) corresponde a la intensidad de luz vs. la diferencia del camino éptico, y

S(w) = fOWI (x)cosi{2mvx)dx (27)

donde S(v) corresponde a la funcién de intensidad para cada nimero de onda v, es decir el
espectro de absorcidon. El cociente entre el espectro de medida sobre el espectro blanco

define el espectro de la muestra expresado en transmitancia.

La aplicacion de la transformada de Fourier presenta el problema practico de una
integracion entre cero e infinito, lo cual es imposible ya que supondria el movimiento del
espejo en un rango infinito. De esta forma la integracion se realiza en un intervalo finito [-

L,L]. Luego la expresion de la transformada puede expresarse como:

S(v) = fooo W (x)I(x) cos(2mvx) dx (28)
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donde W(x)=1Vx/|x|<L y Wxx)=0vVx/|x|>1L

La introduccion de la funcion W(x) genera que el interferograma se observe con
ondulaciones adicionales, lo cual se traduce en un espectro con bandas falsas de

transmitancia.

Matematicamente la contribucién de W(v) sobre el interferograma puede calcularse como:

2L sini{2nmvl)

2nvl (29)

W) = fooo W2(x) cos(2mrvx) dv = f_LL cos(2mvx) dv =

En otras palabras los espectros presentan bandas de intensidad reales dados por S(v) y
bandas ficticias por W (v). Para solucionar este problema se utilizan artificios matematicos
que minimizan los errores introducidos por W(v). Estos reciben el nombre de

apodizaciones.

Apodizaciones

La apodizaciones son funciones matematicas que se introducen a la transformada de Fourier
como alternativas a la funcion W (x) de manera que permiten integrar correctamente en el
rango finito de caminos O&pticos, minimizando las ondulaciones accesorias del
interferograma. Algunas de estas funciones, si bien previenen la visualizacion de bandas
falsas de transmitancia, tienen como contrapartida pérdidas de resolucién. La funciéon Happ-
Genzel es la apodizacion mas utilizada, ya que presenta un buen compromiso entre

resolucidén y ruido. La Tabla 2 lista las diferentes funciones de apodizacién mas comunes.
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Tabla 2: Funciones de apodizacion. Actualmente la mas utilizada es la funcion Happ-Genzel.

Apodizacion
x| < L Transformada de Fourier
Box-car 1
Triangular 1— lLil
Happ-Genzel 0.54+0.46cos("7x)
. nx
Cosine(Cos) COS(Z)
)
Lorenz expl——
L
2.24x
Gaussian exp {_( . )2}

Preparacion de las muestras

Una de las aplicaciones generales mdas importantes de la espectroscopia infrarroja es la
medida de muestras en fase sdélida. Existen diferentes técnicas dependiendo del rango del
espectro buscado y de la naturaleza de la muestra a analizar. El método mas explotado es el
uso de discos o pastillas de haluros alcalinos como es el caso del bromuro de potasio (KBr).
El método de medida consiste en la fabricacién de una pastilla de KBr conteniendo una
pequeiia fraccién de la muestra de andlisis. Utilizando un mortero de agata, el KBr se mezcla
con la muestra a analizar (usualmente en un 1% m/m del total de KBr utilizado). Luego la
mezcla sdlida resultante se somete a una presidon de 10 toneladas durante 2 minutos
generando un disco transparente. Existen varias precauciones a tener en cuenta en la
fabricacion de las pastillas. Primero que nada el KBr es soluble en agua, por lo que el primer
cuidado consiste en conservar la sal en un ambiente seco, generalmente dentro de un
desecador o de la propia estufa. Asimismo es recomendable que la humedad ambiente no
ser demasiado alta, o contar con algun sistema de vacio, de lo contrario las pastillas seran

débiles y se romperan facilmente.

Otro factor es la cantidad de muestra necesaria. Masas de 2 a 3 mg en 200 mg del haluro

son suficientes para obtener un buen espectro de medida. Es importante que los discos no

Pagina

40



sean ni muy gruesos ni muy finos, lo recomendable es aproximadamente 1 mm de espesor.
El tamafio de los cristales de la muestra no puede ser muy grande, especialmente para
medidas a altos nUmeros de onda, dénde la dispersion de luz se incrementa por el efecto de

Christiansen.

Si bien la pastilla de KBr es la manera usual de medir compuestos sélidos, gracias a que
brinda un amplio rango de medida (400-5000 cm™), baja reactividad y estabilidad, en
algunos casos particulares su uso no es posible, por lo que en su lugar otras sales deben ser
empleadas (cloruro de plata, cloruro de potasio o ioduro de Cesio). El ioduro de Cesio es
particularmente Util para medir en la regién entre 250-400 cm™ donde la pastilla de KBr no

es transparente.

Durante mucho tiempo el KBr era utilizado en la amplia mayoria de las muestras analizar.
Sin embargo, partir de la 142 edicién de la Farmacopea Japonesa fueron publicados varios
casos donde el reactivo es capaz de interactuar con la muestra dando lugar a bandas de
absorcién que no son propias de la muestra. Este es el caso de los clorhidratos. La Figura 1
muestra los espectros superpuestos de la L-hidrocloruro de cisteina medidos en pastilla de
KBr y KCI. Los espectros muestran la aparicion de una Banda a ca. 800 cm™ y un corrimiento

de labandaa775cmt?.

En algunos casos la naturaleza de la muestra no permite fabricar una pastilla, el sélido
puede ser medido en suspension siguiendo el método mull. La técnica consiste en morterear
el sélido y resuspenderlo (alrededor de 50 mg) en una o dos gotas de agente mull, hasta
obtener una pasta homogénea. El agente mas utilizado es el Nujol (parafina liquida). Al igual
gue con los métodos de pastilla, la cantidad de muestra es clave a la hora de obtener un
buen espectro, es necesario que la pasta formada tenga la cantidad de muestra y el espesor
adecuado y se deben minimizar los efectos de dispersion de luz mortereando bien los
cristales del analito. El Nujol permite medir muestras en un rango de 200 a 4000 cm™
aunque presenta dos bandas de absorcion alrededor de ca. 1400 cm™ y otra alrededor de

2800 cm™.

Para las medidas en fase liquida se utilizan dos clases de transmisién: fijas y desmontables.

Las primeras son utilizadas, para medidas cuantitativas de liquidos volatiles, pero presentan
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la desventaja de ser de dificil limpieza. Las celdas desmontables estan constituidas por un
soporte, dos ventanas de algin material transparente al infrarrojo (Tabla 3) y un separador
generalmente de polytetrafluoroetileno (teflén), cuyo tamafo depende de la medida ha
realizar. La principal ventaja de este tipo de celdas estd en el pulido de las ventanas, lo cual
mejora significativamente la limpieza de la celda luego de su uso. El principal inconveniente
es la necesidad de determinacion previa del camino dptico o ancho de la celda, el cual varia
ya sea por problemas de ajuste del soporte, por desgaste del separador y/o el pulido de la
ventana. Esto es especialmente importante en el andlisis cuantitativo, donde de acuerdo
con la Ley de Bouguer-Beer la absorbancia es igual al producto del camino dptico por la

absortividad molar y la concentracién de la muestra.

Tabla 3: Principales ventanas utilizadas en celdas de infrarrojo.

; indi
Ventana Rango (cm 1) ndice de Propiedades
refraccion
Nacl 40 000-625 152 Solyble (?n agu,a,.levemente sollublc.e en aIcohoIL bajo costo, alta
resistencia mecanica y de shock térmico, se empania.
KCI 33 000-400 1.50 Similar al NaCl, menos soluble.
Soluble en agua y alcohol, levemente soluble en éter, higroscépico,
KBr 40 000-400 1.53 bajo costo, alta resistencia mecanica y de shock, térmico, se
empana.

Insoluble en agua, resistente a la mayoria de los acidos y bases,
resistente a altas presiones, no se empaiia.

Insoluble en agua, soluble en acidos y en cloruro de amonio,
material quebradizo, no se empafia.

CaF, 77 000-1 110 1.42

BaF, 67 000-740 1.46

La dificultad principal en el trabajo con muestras en fase acuosa es la propia absorcion de
luz infrarroja por parte de las moléculas de agua, lo cual reduce el rango de numeros de
onda utiles de medida. Este problema puede ser resuelto en parte mediante el uso de agua
pesada. El agua deuterada (D,0) presenta sus maximos de absorcidén corridos con respecto
al agua comun debido a que la frecuencia de vibracién de los enlaces depende de la masa de
los atomos. Adicionalmente es necesario el uso de separadores cortos ( ~ 0.010 mm) de

manera de minimizar la absorcién del agua.

Alternativamente, para el analisis no cuantitativos, medidas rapidas en fase liquida pueden
ser obtenidas a partir del método sandwich, donde simplemente se coloca una gota de
solucién entre dos ventanas. Este método tampoco es util para compuestos volatiles con un

punto de ebullicion menor a 100°C.
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Procesamientos de los espectros

> LINEA DE BASE: En el analisis cuantitativos es uno de los aspectos principales a
cuidar. En general la linea de base se construye uniendo simplemente los puntos de
menor absorbancia de las porciones planas del espectro.

» SUAVIZADO: El ruido en un espectro puede ser reducido mediante el suavizado de
las sefales. El resultado es similar a reducir la resolucién. Existen basicamente dos
tipos de algoritmos comunmente utilizados: Adjacent Averaging y Savitzky-Golay. El
primero, mas simple, hace lo que su nombre indica. El segundo se basa en la
regresion local de los puntos de la ventana elegida a un polinomio de grado n, dando
como salida el valor calculado a partir del polinomio.

» RESTA DE ESPECTROS: Una de las herramientas mas utilizadas para observar sefiales
es la diferencia de espectros. Esto permite visualizar sefales que de otro modo
pudieran estar ocultas por la presencia de absorciones de diferentes compuestos. En
especial, en las medidas en solucién es necesario restar el solvente. Sin embargo, se
debe tener cuidado a la hora de procesar los resultados, ya que la mayoria de los
casos la concentraciéon de solvente sdlo es mayor que la del solvente y la muestra
problema, por lo que bandas negativas pueden aparecer en la regién de absorcion
del espectro. La diferencia de espectros es también especialmente atil en el anadlisis
de espectros con la técnica de mull.

> DERIVACION: Existen dos ventajas al derivar las bandas. Por un lado, se aumenta la
resolucidn, dado que la derivada segunda de la funcidon da como resultado picos
negativos para cada banda y hombro del espectro.

> DECONVOLUCION: La técnica de deconvolucién permite observar las diferentes
contribuciones que forman una determinada banda de absorcidn. Esta técnica es

especialmente util en el andlisis de la estructura secundaria de las proteinas.
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1.5 Microscopia de Transmision Electronica
(TEM)

El origen de la nanociencia se encuentra estrechamente vinculado a la historia del
microscopio electrénico de barrido (TEM). La razén basica es que la técnica permite la

visualizacién directa de las particulas a la escala nanométrica.

Fundamentos de la técnica

Si bien tiempo atrds se conocia las propiedades particulares de las nanoestructuras, no fue
hasta mediados del siglo XX cuando comenzé a crecer un interés particular llegando

III

actualmente a una especie de moda del “mundo nano” o como algunos autores prefieren

llamar la era de la “nano mania”>8,

La razodn principal del salto se deba probablemente al desarrollo de nuevas tecnologias que
permitieron observar directamente al “mundo nano” antes oculto. Entre toda la lista de
herramientas nuevas, quizas la mas significativa sea la invencion del microscopio electrénico

de transmision (TEM).

El TEM, es un instrumento de alta resolucion, basado en el uso de un haz de electrones

acelerados, en lugar de la luz, como en los microscopios convencionales.

Origen del TEM

El TEM surge como resultado del desarrollo de la mecanica ondulatoria hacia la primera
parte del siglo XX. La superioridad sobre los microscopios dpticos convencionales se basa en
su alto poder de resolucién (R) que de acuerdo con Ernest Abbe, se define como la distancia
minima detectable entre dos puntos de una imagen:

R=K (30)

nsen a

donde K es una constante que depende de las caracteristicas propias del aparato, A es la
longitud de onda de la radiacién iluminante con la que se forma la imagen, n representa el
indice de refraccién del medio situado entre la muestra y el objetivo, y a es el angulo de
abertura, definido entre el objetivo y el objeto de observacion. De acuerdo con la ecuacion

de Abbe, si se quisiera aumentar el poder de resolucién de un microscopio éptico habria
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qgue disminuir el numerador y/o aumentar el denominador. En el primer caso la mejora
maxima en la resolucién queda limitada al uso de la menor longitud de onda del rango
visible del espectro correspondiente al color violeta a 400 nm. Para aumentar el
denominador habria que, o bien incrementar el indice de refraccidén del medio entre la lente
objetiva y el objeto, o bien el aumentar el seno del angulo a. El indice de refracciéon una vez
gue se elige la sustancia dptima queda como una variable fija. Por su parte, el incremento
del angulo se puede lograr aumentando el didmetro de las lentes y/o reduciendo la

distancia focal de los objetivos 3940

Hasta la primera década del siglo XX la microscopia parecia haber llegado a su limite de
resolucidn, dado que las continuas mejoras en las lentes habian alcanzado el valor maximo
compatible con la observacion de las muestras bioldgicas. Durante los primeros 30 afos del
siglo XX se desarrollaron una serie de trabajos tedricos y experimentales que dieron vida al

TEM **:

» 1924: De Broglie estudia las propiedades dpticas de un haz de electrones
acelerados.

» 1926: Busch logra construir lentes para haces de electrones. Seis afios mas
tarde de la mano de Briiche, Johannson, Knoll y Ruska se comienzan a construir
los primeros prototipos del TEM.

» 1934: Ruska logra por primera vez superar al microscopio éptico y dos afios
mas tarde consigue mejorarlo, alcanzando resoluciones de 10 nm.

» 1946: Hillier y Ramberg desarrollan un corrector del astigmatismo, obteniendo
resoluciones de 0.6 nm.

En los afios posteriores la técnica se siguid mejorando, lograndose en la actualidad

resoluciones de hasta 0.15 nm *.

El fundamento del gran poder de resolucion del microscopio dptico se basa en la
disminucion del valor de longitud de onda en la ecuacién de Abbe. De acuerdo con la
ecuacién de De Broglie, la longitud de onda de un haz de electrones es inversamente

proporcional a la cantidad de movimiento p del electrén:

1=rh_"r (31)
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donde A es la longitud de onda del haz de electrones, h es la constante de Planck, y la

cantidad de movimiento es el producto de la masa m vy la velocidad v del electrdn.

El TEM utiliza un haz de electrones acelerado mediante una diferencia de potencial que
varia entre 50.000 y 120.000 V. Cuanto mayor es el voltaje de aceleracién mayor es la
velocidad de los electrones y en consecuencia menor es la longitud de onda del haz. A modo
de ejemplo, con potenciales de 100 kV se obtiene una longitud de onda de 0.0037 nm, la
cual es aproximadamente 100.000 veces menor que la luz visible. Si bien el haz de
electrones permite aumentar considerablemente el poder de resoluciéon, a diferencia del
microscopio Optico, las lentes magnéticas del TEM requieren de de dngulos de aperturas
pequeiios para minimizar las distorsiones causadas por aberraciones de la lente. De
cualgquier manera en el balance neto, el poder de resolucién del microscopio electrénico es

1000 veces mayor al del microscopio dptico >*°.

El funcionamiento del microscopio electrénico de transmisidn es analogo al del microscopio
6ptico, con la salvedad que en lugar de utilizar la luz, utiliza un haz de electrones y en lugar

de utilizar lentes de vidrio, utiliza lentes magnéticas y electroestaticas®¥*2.

Los electrones de una fuente entran en la muestra, se dispersan y se enfocan con un lente
objetivo. La sefal resultante es amplificada proyectandose una imagen de la muestra sobre
una pantalla fluorescente. Dichas imagenes se forman porque los distintos atomos de la

muestra interactdan y absorben electrones en diferente forma 3942

Componentes del microscopio electréonico de transmision

Basicamente un microscopio electrénico esta formado por cuatro partes: la “columna”
donde se ubican los lentes condensadores y la fuente (o “cafidn”) de electrones; un sistema
de vacio que mantiene baja la presidn dentro de la columna; un sistema de enfriamiento y

un dispositivo de registro de imagen *¥*2,

El cafidn estd compuesto por un catodo, formado por un filamento de tungsteno en forma
de V rodeado por un cilindro hueco (cilindro de Wehnelt) y un dnodo a potencial nulo.
Cuando el tungsteno se calienta en vacio, con una corriente de bajo voltaje, se emiten
electrones formando una nube alrededor del filamento. Al aplicar sobre el cdtodo un voltaje

fuertemente negativo se genera una gran repulsion de los electrones, los cuales se
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desplazan coherentemente en direccion del anodo. Este Ultimo posee un orificio que

permite que los electrones acelerados continlen su trayectoria hacia las lentes.

El cilindro de Wehnelt rodea completamente al filamento salvo por un pequeio orificio
situado frente a la punta de la V de tungsteno. El voltaje del cilindro es ligeramente mayor
(en valor absoluto) al voltaje del catodo y en consecuencia solamente los electrones que se
encuentren sobre el orificio serdn capaces de seguir la trayectoria hacia el anodo. Variando
la diferencia de potencial entre el catodo y el cilindro de Wehnelt se puede controlar la
intensidad de del haz de electrones. La relacion entre la diferencia de potencial, entre el
filamento (catodo) y el cilindro de control, y entre este Ultimo y el dnodo, produce un campo
electrostdtico, que tiene las propiedades de una lente convergente. El efecto de cambiar la
intensidad del haz de electrones es por analogia similar a cambiar la intensidad de un

microscopio éptico.

Existen tres parametros de control del caiidn: el voltaje de aceleraciéon de electrones, la
intensidad de haz y la corriente de calefaccion del filamento. El aumento del voltaje de
aceleracion produce una mayor velocidad de los electrones, y por tanto la velocidad del haz
aumenta y la longitud de onda disminuye (de acuerdo con De Broglie). En consecuencia el
poder de resolucién aumenta con el incremento en la diferencia de potencial. En
contrapartida, la cantidad de electrones que interactian con la muestra disminuye y por

tanto se pierde contraste™®.

La intensidad estd asociada con el nivel de brillo de la imagen (a mayor intensidad mayor
brillo). Dado que la intensidad depende de la cantidad de electrones que llegan a la
muestra, el uso de intensidades altas puede en algunos casos llegar a danar las muestras

durante su observacion®’.

La corriente de calefaccion del filamento debe ser la minima saturante. La saturacion es un
fenédmeno que se produce cuando la cantidad de electrones emitidos por fuente iguala la
cantidad de electrones que forman parte del haz. El aumento del calentamiento del
filamento por encima del nivel de saturacion no genera efecto alguno, mas que acortar su
vida util. Por otro lado su disminucion baja la intensidad del haz y por tanto el brillo es
menor. Valores muy bajos de calefacciéon del filamento, pueden generar la emisién de

electrones con diferentes energias, produciendo aberraciones en la imagen *.

Pagina

47



Alternativamente, en algunos microscopios electronicos modernos, se utilizan filamentos de
lantano o de emisién de campo. El primero funciona de la misma forma que el tungsteno
pero a diferencia de este, la punta de emisién es mucho mas delgada, lo que produce zonas
de iluminacidon mas pequefias, mejorando la nitidez de la muestra. Por su parte, el filamento
de emisiéon de campo consiste en un cilindro metalico al cual se le hace una punta de
didmetro menor a 1 um (generalmente 0.1 um). Esta punta se encuentra en una camara de
vacio y al ser sometida a un fuerte campo eléctrico emite electrones. Mediante esta
variante se pueden lograr zonas de iluminacién menores a 10 nm, lo cual aumenta

significativamente la calidad de la imagen *.

Para la visualizacion de la imagen en general se emplean pantallas fluorescentes, las cuales
emiten luz cuando el haz de electrones llega a ellas. De esta forma las diferentes
intensidades luminosas, generadas por la absorcidon desigual de los electrones de la
muestra, definen la imagen. Las zonas de mayor densidad electrénica impiden el pasaje de
luz a través de la muestra observandose de manera oscura, mientras que zonas de menor

densidad electrénica aparecen de forma clara.*

Preparacion de la muestra

Las medidas de nanoparticulas de plata no requieren de una preparacion compleja. Alcanza
con depositar una gota de una solucion en una grilla de cobre-carbono, dejar secar y luego
observar directamente en el microscopio. Sin embargo, es importante tener en cuenta
ciertos cuidados sobre cuanta cantidad de muestra se agrega, cuanto tiempo se deja secar la
gota sobre la grilla y cual es la concentracién de la muestra. La mayoria de los protocolos
reportados no hacen hincapié en este tipo de datos, lo cual conlleva en muchos casos en la
necesidad de repetir el experimento, ya sea porque se agregd una cantidad excesiva de
muestra y por tanto se observa un acumulo enorme de particulas, que no permite distinguir
ni la forma, ni el tamafio, ni el estado de agregacién; o por el contrario la muestra es escasa

y no se alcanza a observar.

Si bien cada sistema es diferente, se puede generalizar que lo recomendable es realizar una
deposicion en una grilla de Cobre-Carbono, de 10 puL durante 40 min y partiendo de una
solucién de nanoparticulas cuya absorbancia sea ca. 1. Si bien las absortividades molares de

las soluciones y/o la adherencia de las particulas por la grilla pueden variar, en términos
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generales la experiencia dicta que las condiciones descritas son suficientes para obtener

buenos resultados.
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1.6 Difractometria de rayos X en polvo (XRD)

La difractometria de rayos X (XRD) es una técnica versatil aplicada fundamentalmente a la
determinacién de las estructuras y geometrias moleculares de los compuestos quimicos y a
la identificacion de sustancias, a partir de patrones de difraccion caracteristicos que pueden
ser utilizados como "huellas dactilares". Dentro del contexto de la nanotecnologia, la técnica
permite ademads determinar el tamafio promedio de las cristalitas componentes del material

a través del método de Debye-Scherrer®.

Fundamento de la técnica

La difractometria se basa en las interacciones entre el haz de rayos X y la materia, dando
lugar a una serie de rayos difractados cuyo patréon de interferencia contiene la informacién
referente a las posiciones relativas de los dtomos que componen el material en estudio. En
otras palabras, si se conoce el patréon de difraccidon resultante, uno podria en principio
construir el camino inverso hasta llegar a las estructuras periddicas de las moléculas que
definen las sustancias quimicas“. Para que esto sea posible, es necesario contar con
cristales bien definidos, donde las posiciones relativas de los atomos que componen el
cristal se encuentran fijas, de manera que el patrén de difraccion resultante sea
caracteristico de la sustancia de estudio. Cuando la luz incide sobre una sustancia, los
atomos que la componen pueden o bien absorber o bien dispersar la luz. Cuando hablamos
de difraccién de rayos X, asumimos que la respuesta de salida se compone de un patrén de
interferencias destructivas y constructivas producto de los rayos que colisionan con los
atomos de forma eldstica, es decir, sin cambiar la longitud de onda, puesto que no hay

, . . . , 44
pérdida ni ganancia de energia™.

Dado que las distancias interatdmicas se encuentran en el rango 0.15 - 0.4 nm, es necesario
emplear longitudes de onda de la misma magnitud, ubicandose en la region de los rayos X
(0.1 — 10 nm). En general los equipos de difractometria de polvo funcionan empleando la
longitud de onda correspondiente a los maximos determinados por el doblete del cobre Ko,

Kopa1.541 A%

Los diagramas de difraccion consisten en la representacion grafica de la intensidad de los

rayos X difractados vs. el angulo (28) del haz incidente, |la aparicion de un pico da cuenta de
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la existencia de un maximo en las interferencias constructivas de los rayos difractados para

un angulo de incidencia dado, definidos por la ley de Bragg™:
nldl = 2dsen9 (32)

donde n es un ndmero entero, A representa la longitud de onda de los rayos X y d la

separacion entre los planos de la red cristalina.

A partir de la Ley de Bragg y considerando los dngulos donde aparecen los maximos en el
difractograma, se pueden calcular las distancias entre los planos de difraccién definidos por

la estructura del cristal.

Cada sustancia cristalina tiene un patrén de difraccidon Unico y caracteristico. El nimero de
picos observados se relaciona con la simetria que posee la celda unidad que compone el
cristal. En otras palabras, los angulos determinados por los picos brindan informacién sobre
el tipo de simetria presente en el cristal. Como regla general cuanto mayor sea la simetria
menor sera la cantidad de maximos observados en el difractograma. Por su parte la
intensidad de estos maximos da cuenta del tipo de atomo presente. Por ejemplo, un atomo
ligero dispersard los haces de rayos X de forma débil dando lugar a picos de menor
intensidad, mientras que atomos mas densos aumentaran la sefal. En resumen, el numero
de picos, su posicidn e intensidad determinan patrones caracteristicos para cada estructura

cristalina de un cierto material**.

Un cristal puede definirse como una estructura en mosaico formada por la repeticidon de un
patrén basico definido, que se identifica como celda unidad. Los cristales adoptan distintos
tipos de formas de acuerdo con el tipo de simetria que presente la celda unidad. En todos
los casos las celdas unidad son paralelepipedos, cuyas restricciones en los angulos y las
distancias interatdmicas determinaran los tipos de sistemas cristalinos con sus posibles
simetrias. La Tabla 4 muestra los 7 tipos de sistemas cristalinos con sus restricciones, el tipo
de simetria que presentan y las posibles posiciones de los atomos que forman el sélido

dentro de la celda unidad, que reciben el nombre de puntos reticulares™.

Combinando los 7 sistemas cristalinos con las ubicaciones de los puntos de la red se

obtienen 14 configuraciones basicas diferentes que reciben el nombre de redes de Bravais,
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siendo estas matemdticamente las Unicas formas de rellenar un espacio de manera

periddica aplicando las funciones de traslacion y rotacién de la celda unidad *.

Tabla 4: Diferentes tipos de estructuras cristalinas y sus restricciones espaciales. Adaptado de referencia “

Sistema cristalino Restricciones Simetria Red cristalina
a=b=c m3m P,IF
Cubica
o = B =Rvi= 90°
Tetragonal a=bz#c 4/mmm P,
o = B =Rvi= 90°
. a+b#c 6/mmm P
Ortorrombica .
o = B =y = 90
.. azb#c 3m R
Monoclinica i .
oa=7=90;p %90
. a#b#c mmm P,C I F
Triclinica .
oazp #y=z90
a=bzc 2/m P,C
Hexagonal* . .
a=p =907y =120
. a=b#c 1 P
Trigonal*

o =fp =90% y = 120°

*Las estructuras trigonales se diferencian de las hexagonales en el tipo de simetria siendo C¢ para la hexagonal
y C3 para la trigonal. P es la celda primitiva donde los puntos reticulares son los vértices del paralelepipedo

que forma la celda unidad. F es la celda centrada en las caras donde los puntos reticulares en los vértices y en
las caras de la celda unidad. / es la celda centrada en el cuerpo con sus puntos reticulares en los vértices y en el

centro de la celda.

Como se describia anteriormente, cada pico en el difractograma surge de un Unico set de
planos repetitivos que forman la estructura. En el polvo del material de estudio, estos
conjuntos de planos se distribuyen de forma aleatoria en todas direcciones, sin embargo las
sefiales solamente serdn visibles siempre que se orienten de forma relativa al haz de rayos

incidente.

El conjunto de planos que presentan el mismo tipo de simetria se describe mediante los
indices de Miller (h,k,/) los cuales se emplean para especificar la orientacidon de los planos
respecto a la celda unidad. Estos indices se calculan a partir de los reciprocos de las

intersecciones de los planos con los ejes (x,y,z) (Figura 15).
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Y., (100)

X

Figura 15: Ejemplos de las distintas orientaciones de los planos cristalinos, con sus respectivos indices de
Miller. Para una celda unidad de ejes (a,b,c) si el plano cristalino tiene una orientacion (h,k,/) significa que

intercepta a la celda unidad en los puntos (a/h,0,0), (0,b/k,0) y (0,0,c/l).

La asignacion de los indices de Miller (h,k,/) a cada pico de difracciéon depende del tipo de
simetria del sistema cristalino, por lo que es necesario cotejar las soluciones de forma

iterativa. Por ejemplo, para una estructura ortorrémbica la relacién queda expresada por:

1 h?  kZ 2

—_—=—4+ =+ = (33)
2

di ki a’ = b2 c?

mientras que para la una celda cubica es:

1 h2+ k2412
—=
dp ki a?

(34)

donde a,b y c son los pardmetros de la red y h,k,/ son los indices de Miller. De esta forma
para cada estructura se pueden calcular los indices de Miller a partir de las distancias de los
planos, determinada por los angulos en donde aparecen los picos maximos del diagrama de
difraccidn. Para esto existen programas computacionales que realizan la ardua tarea de

procesar la gran cantidad de cdlculos, comparandolos con bases de datos, permitiendo de
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esta forma la identificacion de las sustancias y la determinacion de las estructuras cristalinas

de los compuestos de estudio **.

Método de Debye-Scherrer

La ecuacién de Debye-Scherrer permite estimar el tamano promedio de las cristalitas a
partir del ancho medio de pico para un determinado dngulo de difraccidon.

Matematicamente se expresa como:

K2
BcosO

Tamaio de la cristalita = (35)

donde K es un factor asociado a la forma de la cristalita (generalmente entre 0.9 — 1), 4
representa la longitud de onda 1.541 A, S es el ancho de medio pico y 6 su angulo. Esta
herramienta tiene la limitante de ser solamente efectiva para cristalitas de tamafio inferior a
los 100 nm y solamente da cuenta del tamafio de la misma, por lo que a diferencia del la

microscopia no distingue agregados, particulas individuales, formas, etc “,
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1.7 Voltamperometria ciclica

Fundamento de la técnica

La voltamperometria ciclica es probablemente una de las técnicas electroquimicas mas
empleadas para el estudio de reacciones electrédicas, debido a su versatilidad y a la
cantidad de informacién que puede obtenerse de sus resultados. Se basa en la aplicacién de
un barrido de potenciales en ambos sentidos, anddico o catddico, observandose a lo largo
del proceso los picos de intensidad que se generan como resultado de los procesos de
electro-reduccién y/o electro-oxidacion de las especies electroactivas. Los ciclos de barrido
pueden repetirse "n" cantidad de veces, lo cual justifica el nombre de voltamperometria
ciclica. De esta forma pueden obtenerse informacion acerca de los potenciales redox de las
especies, cantidad de carga, concentracién, reversibilidad de las reacciones, informacion de
las interacciones de especies absorbidas sobre los electrodos de trabajo, coeficiente de

difusion de los analitos, etc*®.

Los voltamperogramas se obtienen midiendo la corriente que pasa por el electrodo de
trabajo sumergido en un electrolito sin agitaciéon. Los parametros de interés de las
voltamperometrias ciclicas incluyen las corrientes de pico a los potenciales de reduccién y/o
oxidacion, y la separacién de estos potenciales. Para un sistema reversible es esperable que
los picos correspondientes al proceso de reduccidn se encuentren aproximadamente en la
misma posicién®, pero en sentidos opuestos, mientras que para procesos irreversibles los
potenciales pueden estar varios érdenes de magnitud corridos, pudiendo no observarse
incluso el potencial en sentido inverso. Como regla general se considera que un proceso es

reversible si se cumple que:

E

va = Epe ® — mV (36)

pc n

donde n representa el numero de electrones transferidos en cada proceso y Eg,,

E,c representa el potencial de pico anddico y catddico respectivamente (Figura 16) 4.

1 , . . . . . . .
Idealmente deberian aparecer al mismo potencial, sin embargo debido a un efecto difusional de los iones en
la interfase del electrodo, existen ligeros corrimientos de las sefiales que dependeran de varios factores, como

la agitacidn, el potencial, la velocidad de barrido, la geometria del electrodo, etc.
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pPa

Figura 16: Voltamperograma tipico mostrando las corrientes de pico anddico (l,,) y catddico (l)

respectivamente.

Es una practica comun de los electroquimicos presentar el potencial redox de las especies
reversibles como el promedio de los potenciales de pico del proceso anddico y catddico.
Esta aproximacién es valida solamente si la constante de transferencia electrénica
corresponde a un proceso reversible y si la constante de difusidn es igual para ambos

procesos”’.

Por reversible se entiende que las reaccion es lo suficientemente rapida para mantener las
concentraciones de las especies oxidadas y reducidas en equilibrio en la interfase del

electrodo. Esta relacién esta dada por el potencial de Nerst:

_ 0 4 RT [1[0]Pi
E=E"+ — log T

(37)

donde n es el numero de electrones intercambiados, R la constante de los gases, T la
temperatura E° es el potencial estandard, F la constante de Faraday y [0] y [R] el cociente
de los productos de las concentraciones de las especies oxidadas y reducidas elevadas a sus

correspondientes coeficientes estequiométricos, respectivos48.

En este sentido, que un proceso sea reversible o irreversible, depende no solo de la

naturaleza quimica del analito, sino también de las velocidades de barrido empleadas.

La ecuacién matematica que cuantifica intensidad maxima es la ecuacion de Randles-Sevcik:
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5\ 3 11
I, = —(2.69 x 10°) n2Cy D22 (38)

donde I, es la densidad de corriente pico D es el coeficiente de difusion, v es la velocidad
de barrido y C es la concentracion de la especie oxidada. Como podemos ver la densidad de
corriente de pico es proporcional a: la concentracién de la especie electroactiva, la raiz

cuadrada de la velocidad de barrido y al coeficiente de difusién *.

Para el caso de sistemas irreversibles y cuasirreversibles, la separacién de los potenciales es
59 . . .,

mayor a — mV y depende de la velocidad de barrido. Por su parte la relacion de las
n

corrientes de pico también se afectan, de forma que cuanto mas irreversible sea el proceso,
mas pequefio sera la intensidad del pico en el barrido inverso. Esto se debe a que en ciertos
sistemas irreversibles generalmente ocurre que las especies oxidadas difunden a al seno de
la solucién, por lo que al aplicar el potencial inverso, no se encuentran a tiempo en la

interfase para alcanzar el pico en el barrido inverso®’.

1

1 -
I, = (2.99 x 10°)n(an,)2AD3vzC, (39)

donde n, es el numero de electrones transferidos en el paso determinante de la reaccion,

« el coeficiente de transferencia (que generalmente vale 0.5) *2.
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Capitulo II: Estabilidad de los sistemas
coloidales

La distincion entre una disolucidon quimica, una dispersién y una solucién coloidal depende
del tamafo de las particulas. La primera es una mezcla a nivel molecular o idénico de dos
sustancias o mas que no reaccionan entre si para dar lugar a un sistema homogéneo con
una Unica fase. Una dispersidon de particulas en emulsion forman un sistema heterogéneo
donde la velocidad de sedimentacion (v) es proporcional al cuadrado del didmetro de la

particula **°.

D2g(p—
— D79(p—po) (1)

1%
18

Un coloide es un sistema heterogéneo formado por una fase continua denominada fase
dispersante y una fase dispersa constituidas por entidades o particulas con tamafos en el
rango de 1 nm - 1 um. A diferencia de las soluciones, los coloides presentan el fendmeno

Tyndall, se puede separar por filtracién y pueden precipitar.

FASE ,
DISPERSANTE ‘ ‘ ‘

) ® o °
o |

FASE
DISPERSA

La caracteristica mas sobresaliente de los sistemas coloidales es que por el tamafo
pequeiio de las particulas, éstas no precipitan con la gravedad, sino que se mantienen en

suspension en continuo movimiento browniano.

De acuerdo al tipo de fase dispersa y dispersante, los coloides reciben distintos nombres:
» Emulsiones: dispersion coloidal de un liquido en otro inmiscible con él.
» Soles Coloides inestables o metaestables. Particula dispersante sélida y fase dispersa

liquida.
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» Geles: Coloides donde la fase dispersa es liquida y la fase continua es sélida.
» Espumas: Coloides en donde la particula dispersarte es un gas y la fase dispersa es

liquida.

2.1 Efecto Tyndall

El efecto Tyndall describe los fendmenos de dispersion de luz de suspensiones coloidales,
permitiendo determinar si una muestra problema es una suspensién coloidal o una solucién

(Figura 1).

Fue descrito por primera vez en el afio 1868 a partir de observaciones en aerosoles. Tyndall
encontro que al irradiar con luz un aerosol en sus primeras etapas de formacién se generaba
una nube de color azul capaz de polarizar el haz en un dangulo de 90°. Mas tarde
determinaria que el fendmeno observado se debia a la luz dispersada por las pequeiias
particulas presentes en el aerosol, y que dicho fendmeno se extiende para cualquier sistema
coloidal independientemente de la naturaleza del mismo, llegando a conectar este hecho
con el color azul observado en el cielo. La razén de que se observe un color azul, es que las
longitudes de onda de mayor energia tienden a dispersarse, mientras que las de menor

energia tienden a transmitirse >

>

— w{ﬁ}é )

s

-

Figura 1: Aplicacién del efecto Tyndall para determinar si la muestra es una dispersion coloidal (A) o una

disolucion homogénea (B). En el primer caso se observa la luz dispersada por las particulas, mientras que en el

segundo toda la luz es absorbida o transmitida.
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2.2 Teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO)

La teoria DLVO *? describe los fendmenos de atraccién y repulsién entre coloides que
presentan cargas superficiales, a partir de la combinacién de los efectos de las fuerzas de

atraccion de Van der Waals y las repulsiones electroestaticas.

Si bien al dia de hoy la teoria sigue en vigencia, existen otros trabajos en los que se plantean
desviaciones de la misma a la hora de explicar la estabilidad de los sistemas coloidales 2395
De esta manera surgen diferentes extensiones que incorporan factores que no son tenidos
en cuenta en la teoria cldsica de DLVO. Sin embargo, para los casos simples de
estabilizaciones electroestaticas, los modelos siguen resultando utiles a la hora de entender
los procesos de agregacidn de las particulas. En el apartado siguiente se muestra el caso de

un ejemplo de estabilizacidon que se trata en forma independiente de la teoria de DLVO; la

estabilizacion estérica.

, . . , . 56
La teoria de DLVO se basa en las siguientes asunciones basicas ~:

La superficie molecular de las particulas es sélida, plana, sin defectos e inertes (con

la salvedad de la presencia de cargas superficiales).

e Las moléculas de solvente tienen las mismas propiedades del liquido macroscépico
en el seno de la solucidn y solo se afectan en la interface con la particula.

e Las fuerzas, producto de la doble capa eléctrica y las fuerzas de Van der Waals son
consideradas independientes y aditivas.

e La carga eléctrica en la frontera de la doble capa electroquimica es considerada
constante.

e Las fuerzas de repulsién, por efecto de la doble capa, son calculadas a partir de la
ecuacién no linear de Poisson-Boltzmann.

e Las fuerzas atractivas de Van der Waals entre los planos de las particulas se calculan

suponiendo que el liquido, en donde el coloide se encuentra disperso, presenta una

densidad homogénea.

e El efecto de la tension superficial es ignorado.
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Tal y como aparece en los supuestos anteriormente mencionados, la teoria basica de
estabilizacidon coloidal se sustenta en la competencia entre las fuerzas atractivas de Van der
Waals y las repulsiones electroestaticas, producto de las cargas superficiales de los coloides
>’ cuyo equilibrio mantiene a las particulas en suspension sin agregarse. Las fuerzas de Van
der Waals incluyen las interacciones débiles que se generan entre las moléculas, de entre las
cuales se distinguen la interaccién dipolo-dipolo, las fuerzas por dipolo inducido y las fuerzas
de dispersién de London, son las responsables de la agregacién de las particulas en
suspensidn en ausencia de un agente protector. Segun la teoria DLVO, la estabilidad se
logra cuando estas fuerzas son contrarrestadas por fuerzas opuestas electroestaticas que
surgen de la presencia de una doble capa electroquimica en la vecindad de la interfase entre
la particula y la fase dispersante que la contiene. De esta forma, asociado a cada una de las
fuerzas, se pueden identificar energias potenciales de atraccidon y energias de repulsion las
cuales definen una resultante que determina la estabilidad del coloide. La Figura 2 muestra
un esquema de energia potencial total (V) vs. la distancia entre las particulas (r). Existen
al menos dos minimos de energia posibles en funcion de la distancia de las particulas. El
primero describe un proceso de floculacién débil, que puede ser facilmente revertido. En
estos casos también se habla de nanoparticulas coaguladas, siempre que mantengan la
identidad de cada particula en el agregado y por tanto el proceso puede ser reversible
cambiando las condiciones del medio %, Este proceso incluye los fendmenos de agregacion
de nanoparticulas que pueden volver a redispersarse, tal y como ocurre durante
centrifugaciones a velocidades moderadas o en liofilizaciones. El segundo proceso ocurre en
un minimo de energia potencial, a distancias mucho mas cercanas entre las particulas.
Cuando la barrera de energia potencial que mantiene estable al coloide se supera la
agregacion se torna irreversible y las fuerzas de repulsion electroestaticas se vencen
completamente, en este caso se dice que los agregados coalescen, pues se pierde la

identidad de la particula 8

Pagina

61



Il\d".TDtaI

—

Agregado reversible (coagulacion)

. Agregadoirreversible (coalescencia)

Figura 2: El grafico esquematiza las dos clases de agregados en funcion del balance energético generado por

las fuerzas de repulsion (electroestatica) y las fuerzas atraccién (Van der Waals) de acuerdo a la ecuacion:

Viotar = Vyaw (r) + V. (r).

Existen diversos agentes, tanto fisicos como quimicos, capaces de desestabilizar a los
coloides. En ambos casos el objetivo de lograr la agregacion de las particulas consiste en
vencer las fuerzas de repulsion, lo cual puede lograrse ya sea de forma mecanica como el
caso de centrifugaciones y/o liofilizaciones, aumentando las distancias entre las particulas o
por métodos fisicoquimicos, que involucran todos aquellos capaces de modificar el tamafio
de la doble capa electroquimica. Son ejemplos de estos ultimos el agregado de una sal,
cambios en el pH o mediante el agregado de cualquier molécula capaz de modificar la

superficie de la nanoparticula.

La coagulacién de coloides aparece principalmente en aerosoles, pero rara vez en
hidrosoles. La razén se fundamenta en las diferencias de cargas que presentan las particulas
en ambos sistemas. Los aerosoles, en general, al poseer carga neta neutra, las fuerzas que
predominan son de tipo atractivas fundamentalmente por fuerzas débiles de tipo Van der
Waals; mientras que los hidrosoles predominan las fuerzas electroestaticas de repulsidon que
mantienen las particulas separadas 8 las nanoparticulas metalicas por su parte se
encuentran a medio camino, dado que dependiendo del agente de recubrimiento, serd el

tipo de estabilizacidon que posea.
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El balance de fuerzas que describe la teoria DLVO puede resumirse matematicamente en

56,58

dos ecuaciones simplificadas , que describen las energias de atraccion y repulsion para

dos particulas esféricas de didametro 2R ubicadas a una distancia relativa r:

V.(r) = 4megyRW¢ ?log{l + %e[_K(r—ZR)]} (2)
H[ 2R? 2R? 2_4R?
Vyaw (1) = _E[TZ—4R2 +—=+ log (r ~ )] (3)

donde V. (r) representa el potencial Coulombimétrico (por repulsion de cargas) que resulta

de la doble capa electroquimica y actia de forma opuesta a la atraccién por fuerzas de Van

der Waals, W, es el potencial externo de la superficie de las particulas, y k es una variable
1 - .

que describe el radio de la nube (=) electrénica de la doble capa electroquimica
K

determinada en expresién de Debye-Hiickel:

e=—_ > z? (4)
_SSOka J ]j

con €y &y la permitividad del medio y del vacio respectivamente, kg la constante de
Boltzmann, T la temperatura absoluta 'y n; y z la concentracion y la carga de los iones de

tipo j. Por su parte, Vyaw () representa la energia de atraccidon por fuerzas de Van der

Waals donde H es la constante de Hamaker.

El balance entre ambos potenciales generados por las fuerzas de atraccidén y repulsion,

definen la estabilidad del coloide en funcién de la distancia entre las particulas (Figura 2).

2.3 La doble capa electroquimica

El concepto de doble capa electroquimica es un modelo que explica la presencia de
superficies cargadas en la interface electroquimica entre un electrodo y el seno de la
solucién. La teoria sufrid ligeras modificaciones a lo largo de la historia desde el primer
modelo planteado por Helmoltz *® hasta el actual modelo de Gouy-Champman-Stern. En el
ultimo se plantea que la interface estad formada por dos capas: una interna que contiene las
moléculas de solvente y las moléculas de las especies adsorbidas al electrodo, que se
encuentra cargado con un signo opuesto a los iones que forman la capa. Esta capa interna, o

compacta se conoce como la primera capa de Stern. La segunda capa la forman los iones
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solvatados que se aproximan a la primera por atraccion eléctrica de la particula, pero al
acercarse a la misma, presentan la repulsién de las cargas que forman la primera capa de
Stern, formandose de esta manera la segunda capa electroquimica, conocida como capa

difusa, y completando de esta manera la doble capa electroquimica (Figura 3).

Seno de la solucién

Figura 3: Esquema representando la doble capa electroquimica de una particula esférica cargada

positivamente.

A la diferencia de potencial entre el seno de la solucién y la particula, a la altura de la capa
difusa, se denomina el potencial Z de la particula, definiendo asi la carga eléctrica neta de Ia

particula en solucién.

2.4 Potencial Z

El potencial Z es una magnitud fisica que define la carga neta que presentan las particulas
coloidales. Las mediciones de potencial Z se realizan de forma indirecta a través de medidas
de dispersidon de luz en presencia de un campo eléctrico. La ecuacion que vincula la
movilidad de las particulas con su potencial Z se describe a continuacion:

__ 2ezf (Ka)

U
E 3

(5)

Donde z representa el Potencial Z, Ug La movilidad de la particula, € la constante dieléctrica
del medio, 1 la viscosidad y f(Ka) representa la funciéon de Henry (que generalmente vale 1
0 1.5). La constante dieléctrica asi como la viscosidad son dependientes de la naturaleza del

solvente utilizado. La movilidad se calcula a partir de las medidas de dispersion de luz; y la

Pagina

64



funcion de Henry se determina teoréticamente, de acuerdo al tamano de la particulay a la
concentracion salina del solvente. En este sentido surgen 2 métodos para la determinacion

del potencial Z: el método de Hiickel y el de Smoluchowski.

Método de Hiickel

Se utiliza para particulas de tamafio pequefio y/o solventes no acuosos o para soluciones de
baja concentracion salina. Permite calcular el potencial Z a partir de aproximar la funcién de

Henry a 1 (Ec. 5).

Método de Smoluchowski

Es usado, para particulas mayores a ca. 200 nm y/o para concentraciones salinas de 10 mM,
gue determina una doble capa electroquimica fina. Permite calcular el potencial Z a partir

de aproximar la funcién de Henry a 1.5 (Ec. 5).

2.5 Factores que afectan la estabilidad del coloide

En medio acuosos, el pH de la muestra es uno de los factores mas relevantes capaces de
afectar el potencial Z de las particulas. La carga eléctrica de las particulas dependera del
estado de protonacion de los grupos funcionales presentes en el agente de recubrimiento,
asi como también de las cargas superficiales adsorbidas. En este sentido, presentar un valor
de potencial Z sin establecer las condiciones de medida, carece de completo sentido. Por
definicidn, el valor de pH al cual el potencial Z vale 0 se denomina punto isoeléctrico; y
dentro del contexto de la teoria de DLVO este punto es el de menor estabilidad del coloide.
Desde el punto de vista practico, coloides con potenciales entre ca. +30 y -30 mV se
consideran estables, por fuera de estos valores se produce la agregacién. Es importante
resaltar que estas consideraciones son validas para ligandos que estabilizan
electroestaticamente, quedando por fuera de la consideracidn estabilizacidn estérica. Visto
de otra forma, es posible obtener soluciones coloidales estables a potenciales Z de 0

siempre que la estabilizacidn sea de tipo estérica.

Ademas del pH es necesario establecer los valores de conductividad de la solucién, dado
gue la fuerza idnica afecta el tamafio de la doble capa electroquimica (Figura 4) y por tanto

modifica el calculo del potencial Z.
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Alta concentracién idnica

Baja concentracidn idnica

Figura 4: Se esquematiza el efecto de la concentracidn idnica sobre la doble capa electroquimica.

La magnitud en que los aniones afectan la doble capa electroquimica depende del tipo de
anion vy sigue la serie de Hofmeister . En todos los casos la compresion de la doble capa
electroquimica afecta la estabilidad del coloide, pudiendo disminuir las energias de

separacion de las particulas dando lugar a la formacion de agregados.

Ademas de los factores electroestaticos mencionados, la estabilidad del coloide puede
modificarse por otras vias como son la adsorcién de un precipitado, cuando la formacién de
un agregado arrastra a las particulas que se encuentran en suspension o la formacién de
puentes moleculares entre las particulas, cuando las particulas se encuentran recubiertas
con agentes con estructuras complementarias. Dentro de este ultimo grupo se ubican la

gran mayoria de los sensores quimicos basados en el uso de nanoparticulas. °.

Seguimiento del proceso de agregacion

Cuando las nanoparticulas se agregan, el cluster formado puede dar lugar propiedades
nuevas emergentes que no se encuentran en las partes que lo componen. A modo de
ejemplo, los colores llamativos de la gema de dpalo (Figura 5) resultan de multiples
dispersiones de luz de las esferas de éxido de silicio de 250 nm, las cuales se encuentran
estrechamente empaquetadas una de otra, formando una red cristalina cubica. Las fuerzas
de Van der Waals entre las particulas mantienen la estructura agregada que genera los

distintos colores observados 5.
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Figura 5: Piedra de 6palo

Como se describia anteriormente, la agregacion entre las particulas puede dar lugar a dos
tipos de agregados, dependiendo de la energia involucrada en el proceso. De esta forma
frente a fuerzas débiles, como atracciones de tipo Van der Waals, en general se logran
distancias inter-particulas moderadas, formando aglomerados coagulados, que mantienen
la identidad de cada particula. En contrapartida, cuando la fuerza de atraccion se encuentra
gobernada por enlaces quimicos fuertes, se crea una nueva unidad irreversible que pierde la
individualidad de cada particula, siendo en este caso agregados que coalescen. Estos
procesos vienen acompafiados de una reduccién del drea superficial de las particulas y por
tanto son en general procesos exotérmicos. La coalescencia frecuentemente viene
acompafada del surgimiento de nuevas propiedades emergentes en particular de tipo
Opticas y eléctricas, como es el caso de la piedra de dépalo. Algunos tipos de agregados
coalescentes son también agregados fractales, dado que en esencia estan formados por el

aglomerado de un largo nimero de particulas primarias iguales o muy similares entre si %8,

2.6 Estabilizacion estérica

La estabilizacion por repulsion estérica se genera con toda aquella molécula (en general de
gran tamafo) capaz de unirse a las nanoparticulas e impedir que estas entren en contacto
cercano. Mientras que la estabilizacidn electroestatica es de tipo termodinamica, dado que
depende de las energias de repulsiéon y atraccién, la estabilizacidon estérica sigue un
mecanismo fundamentalmente cinético. La presencia de macromoléculas retarda el
movimiento aleatorio de las particulas, bajando la probabilidad de choques efectivos que
logren superar la barrera de energia potencial necesaria para que se genere la agregacion

del coloide %,
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Estabilizacion estérica

Cada mecanismo tiene sus propios beneficios: La estabilizacion estérica es simple y en
general la proteccidn es mas resistente a los cambios de pH temperatura y fuerza idnica, a
diferencia de la estabilizacidon electroestdtica. En contrapartida, en situaciones donde la

floculacién es deseada la estabilizacidn estérica dificulta el proceso.

El fendmeno de agregacion de las particulas, depende fundamentalmente de dos factores:
el agente protector y el medio en el cual se encuentran las particulas. El poder estabilizante
del agente protector dependera de la naturaleza del mismo. A modo practico se los pueden

clasificar entre protectores de tipo: estérico, electroestatico y electroestéricos.

La proteccion estérica se basa en el impedimento fisico que mantiene las particulas
separadas. En general la proteccion por esta via es mucho mds fuerte que la estabilizacion

electroestatica, la cual cambia en funcién de las condiciones del medio pH, fuerza idnica.

Maduracion de Ostwald

La maduracién de Ostwald es un fendmeno termodinamico observado en los sistemas
coloidales por el cual las particulas de menor tamafio coalescen con las particulas de mayor
tamano. El desbalance termodindmico existe debido a que en los sistemas coloidales hay
una mayor area superficial, cuya energia asociada puede minimizarse si se disminuye el
tamaino de la superficie total de la fase dispersa. Debido a que la contribucion de las

energias superficiales es baja, los procesos se observan en largos intervalos de tiempo .
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Capitulo III: Determinacion de la pureza del
borohidruro de sodio

3.1 Introduccion

El borohidruro de sodio es un compuesto quimico extensamente utilizado como agente
reductor en la sintesis de compuestos organicos, nanoparticulas y como medio de
almacenamiento de hidrégeno, especialmente para su aplicacién en celdas de combustible
®162 Sin embargo, su extrema higroscopicidad e inestabilidad en ambientes humedos lo
hacen un reactivo de dificil manipulacién. Por este motivo, es necesario contar con un

método analitico para la evaluacién de su estado previo a su uso.

De acuerdo con la bibliografia consultada, la gran mayoria de los métodos de sintesis de
nanoparticulas metdlicas como el oro o la plata utilizan este agente como fuente de
potencial reductor. Sin embargo, existen antecedentes que demuestran que la sintesis de
nanoparticulas es muy sensible a la relacion entre la cantidad de plata agregada y la
concentracién del agente reductor ®, lo que motivé desde el comienzo, la necesidad de
evaluar el estado del reactivo previamente a ser utilizado como agente reductor, ante la
posibilidad de que los productos de descomposicién pudieran afectar la reproducibilidad de

los experimentos de sintesis.

Sorprendentemente, la técnica analitica de referencia, provista por el fabricante (Sigma-
Aldrich), data del afio 1952, y se reduce al método de titulacién por iodometria®. Esta
técnica, aunque robusta, presenta ciertas dificultades experimentales que no la hacen
practica a la hora de evaluar de manera rapida el reactivo para su uso inmediato. En este
sentido se disefié un método sencillo y moderno por espectroscopia infrarroja que permite
el analisis de rutina del reactivo previo a su uso. La técnica desarrollada se compard con la
iodometria cldsica y con un método electroquimico, el cual fue ligeramente modificado para

obtener mejores resultados.
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3.2 Materiales y métodos

Para el estudio se contd con un reactivo recién adquirido, sin abrir, de borohidruro de sodio
anhidro (NaBH,), nimero de registro 16940-66-2 Aldrich, lote STBB1392.De acuerdo con la
informacion reportada por el fabricante la pureza es superior al 98.85%, conteniendo 0.52%
de MgCO; afiadido como agente desecante. Para evaluar la presencia de impurezas
generadas por la humedad a lo largo del tiempo de almacenamiento, se utilizé otro frasco
de borohidruro, de igual pureza y fabricante, pero ya vencido, de acuerdo con su fecha de
expiracion. El resto de los reactivos fueron utilizados sin purificacidon adicional: metaborato
de sodio (NaBO;,-4H,0, >99%, Aldrich); bromuro de potasio (KBr, pureza analitica para
espectroscopia, Pike Technologies); hidroxido de sodio (NaOH, 97%, Anedra); tiosulfato de
sodio (NayS,03-5H,0, 99.5%, Biopack); ioduro de potasio (KI, >99.5%, R.Benzo); iodato de
potasio (KIO3, 98%, Sigma-Aldrich).

Todos los reactivos sensibles a la humedad fueron conservados en un desecador con acido
sulfdrico concentrado como agente desecante (RH 20 %). Con excepcién del borohidruro de

sodio anhidro, las muestras fueron secadas en un horno convencional a 80°C durante 24 hs.

Todas las disoluciones preparadas, asi como también el lavado del material, se realizé con

agua ultrapura (resistividad > 18.2 MQ cm).

Medidas electroquimicas

Los experimentos de voltamperometria ciclica se realizaron siguiendo el la técnica
reportada, ® con ligeras modificaciones que se describen a continuacién: Como electrodo
de trabajo se utilizd un disco de oro de 3 mm de didmetro y un drea geométrica de 0.071
cm? (CHI Instruments). Como contra-electrodo se utilizé una mina de grafito y como
electrodo de referencia se utilizé un electrodo de calomel (SCE, E=0.244 V-SHE a 20°C, NaCl
3M). El electrodo de oro fue previamente pulido con polvo de alimina de 0.05 um, seguido
de ultrasonido y lavado en abundante agua pura. Como electrolito soporte se utilizé una
disolucién 2 M de NaOH vy las soluciones de borohidruro se prepararon directamente en el
electrolito soporte inmediatamente antes del analisis en el rango de concentraciones entre

0.5 y 10 mM. Todas las disoluciones fueron purgadas de oxigeno por burbujeo de nitrégeno
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ultrapuro y todas las medidas fueron realizadas manteniendo en la celda electroquimica una

atmosfera de nitrogeno.

Las medidas electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato Voltalab PGZ 301
(Radiometer, Suiza). Los voltamperogramas ciclicos se obtuvieron entre -0.90 y 0 V a una

velocidad de 0.100 V s

Medidas por iodometria

Las titulaciones por iodometria se realizaron siguiendo la técnica reportada64. Brevemente,
se disolvieron con agitacién moderada cantidades entre 25 y 35 mg de borohidruro de sodio
sobre 25 mL de una disolucién de NaOH 0.5 M, previamente patronizada con una disolucidn

de KIO30.04 M.

Medidas por espectroscopia infrarroja

Las medidas por espectroscopia infrarroja se realizaron en el rango de longitudes de onda
entre 400 y 4000 cm™,a temperatura ambiente, en un equipo Shimadzu modelo IR-Prestige
21, promediando 10 barridos a una resolucion de 4 cm™, y utilizando una apodizacién Happ-

Genzel.

Las medidas del NaBH; humedecido se realizaron dejando las muestras en atmésfera
controlada durante 4 horas a 70% de humedad relativa (HR) y 3 dias a 98% (HR). En el
ultimo caso se observd la formacién de agua liquida adsorbida del ambiente sobre la
muestra. Las humedades relativas de las atmdsferas controladas fueron medidas con un

termometro de bulbo humedo.

La curva de calibracion se construyd a partir de los espectros medidos sobre preparados de
500 mg de de KBr, pesando diferentes relaciones de masa entre el metaborato y el
borohidruro. En todos los casos se tuvo especial cuidado en lograr mezclas de polvos
homogéneas y se minimizd al maximo posible el tiempo de exposicién de la muestra a la

humedad ambiente.

Todos los espectros colectados fueron procesados con ajuste de la linea de base y
correccion atmosférica y de CO,, utilizando la configuracion recomendada por el software

del fabricante del equipo.
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Medidas de rayos X

Las medidas en XRD se realizaron mediante un barrido de angulo rasante, 26 comprendido
entre 10° y 65°, a temperatura y humedad ambiente usando una radiacién CuKa (1.5418 A)
con un voltaje de tubo de 30 kV y una corriente de 40 mA. Los diagramas colectados fueron
normalizados en referencia al pico maximo y comparados con la base de datos para la

asignacién de bandas.

Calculos teodricos

Los modelados tedricos de los espectros infrarrojos del borohidruro se obtuvieron a partir
de los calculos de optimizacién geométrica, en vacio, utilizando la teoria del funcional de
densidad (Density Functional Theory/B3LYP) con una base 6-311++G (2df,2p) y utilizando la
perturbaciéon Moller-Plesset de segundo orden (MP2) con una base 6-311++G**. En ambos
casos se eligid como punto de partida para el inicio de los calculos, una molécula obtenida
de los experimentos de sincrotron de la base de datos del Fachinformationszentrum de
Karlsruhe (Alemania) (#CSD-419045). Todos los calculos se realizaron utilizando el software
Spartan08 y los espectros calculados sin re-escalar fueron comparados con los datos

experimentales.

3.3 Resultados y discusion

De acuerdo con la bibliografia consultada, *%%¢%®

en atmoésferas con humedad superior al
20% y a temperatura ambiente, el NaBH, originalmente en su forma anhidra, absorbe y
reacciona con el agua generando metaborato de sodio (NaBO,) como producto final de

reaccion, de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

NCLBH4(S) + ZHZO(Z) — NaBH, - 2HZO(S) (1)
NaBH, - 2H20(s) + HZO(I) — NaBH4(aC) (2)
NaBH, ., + (2 +x) 2 H,0q) — 4H,,y + NaBO, - xH,0 (3)

siendo la ecuacién global la suma de las ecuaciones (1 — 3):

NaBH4(S) + (2 + X) 2 HZO(I) i 4H2(g) + NQBOZ : XHzo(s) (4)
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donde x representa el nimero de moléculas de agua, cuyo valor depende de la temperatura

y la cantidad de agua presente en el sistema.

De acuerdo con las ecuaciones (1-4) la descomposicion del borohidruro es un proceso

irreversible, cuyo mecanismo de reaccion involucra al menos tres etapas (Figura 1).

NaBH4 solido

1 HR >20%

NaBH,-2H,0 sdlido
1 Delicuescencia

NaBH4 acuoso

Oxidacidn Fase solida Hidrolisis

NaBO2

Figura 1: Esquema con las etapas del proceso de descomposicion del borohidruro de sodio. Adaptado de

._ 69
referencia .

La primera etapa, comienza cuando, a temperatura ambiente, se alcanza un valor de al
menos 20% de humedad relativa; en donde bajo estas condiciones cada molécula de NaBH,
incorpora 2 moléculas de agua de hidratacion’ (Ec.1), seguida del proceso de delicuescencia

1 .
6671 Estudios

(Ec. 2) donde el borohidruro di-hidratado se disuelve en el agua adsorbida
tedricos, realizados con calculos de dinamica molecular ab initio, mostraron que esta etapa
es extremadamente rapida, pudiendo el agua adsorbida penetrar en el plano cristalino (001)

en un tiempo del orden de los picosegundos®. Finalmente el proceso se completa con la
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posterior descomposicion del NaBH,, ya sea por un proceso de oxidacion (para el caso de la
presencia de agentes oxidantes o a través de la aplicacion de un potencial electroquimico) o
por hidrélisis, generando en ambos casos la liberacion de hidrégeno gaseoso y la formacién
de metaborato de sodio. Dependiendo del grado de humedad del ambiente puede
observarse o bien el proceso global completo (Ec. 4) o bien alguna de las etapas intermedias

(Ec. 1-3).

Si bien el proceso de hidrdlisis es termodinamicamente favorable, la temperatura y el pH
pueden interferir dramaticamente sobre la cinética de la reaccidn. En especial para el ultimo
caso, el medio acido cataliza el proceso pasando de constantes cinéticas de hidrdlisis del
orden 10° M™'s™ (a pH neutro) a constantes del orden de 10° M™'s™ en pH &cido. Por el

contrario, en disoluciones basicas (pH > 13) las reacciones se enlentecen significativamente

68

Retomando el objetivo planteado de evaluar el estado de pureza del borohidruro de sodio,
parece ldgico suponer que la deteccidn del metaborato de sodio constituye una medida del
deterioro del reactivo. En este sentido la espectroscopia infrarroja resulta de utilidad dado
gue en principio como minimo podria utilizarse la zona de "huella dactilar "que es
caracteristica de cada sustancia y por tanto ante cualquier cambio de la composicién del
sistema (siempre que el compuesto sea activo en FTIR), el perfil de bandas del espectro
cambiaria. Tomando esta idea como hipdtesis de trabajo, se recolectaron los espectros
infrarrojos de muestras de borohidruro de sodio incubadas en diferentes atmdsferas con
humedad controlada, durante tiempos variables. Al superponer los espectros,
sorprendentemente, se encontré que en comparacion con el NaBH4 anhidro, las muestras
humedecidas mostraron varias bandas que solamente aparecen en presencia de humedad.
Mas aun si se superpone el espectro del metaborato de sodio, se observa una superposicion
casi perfecta de las bandas, lo cual sugiere que efectivamente las sefiales observadas

corresponden al compuesto mencionado (Figura 2).
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Figura 2: Espectro infrarrojo del reactivo nuevo AldrichNaBH, anhidro (negro) NaBH,, luego de ser sometido a
una atmosfera de ca. 70 % HR durante 4 horas (azul), NaBH,, ca. 98% HR durante 3 dias (rojo) y reactivo

Aldrich NaBO,® 4H,0 (verde).

Para tener una mejor descripcidn del sistema y poder asignar las bandas observadas en los
espectros con las vibraciones moleculares, se recurrié a calculos tedricos que pudieran

simular el espectro observado.

Calculos teodricos de la estructura del
borohidruro de sodio

En general, el costo computacional (tiempo de CPU y memoria dinamica) para sistemas
complejos depende naturalmente del equipamiento disponible, pero también de la eleccién
de la celda unidad a ser modelada. En este sentido, el aumento de unos pocos atomos al
sistema, genera un aumento exponencial en el tiempo de ejecucién de los programas. Para
minimizar este problema, se optd de forma arbitraria, modelar solo una molécula de
borohidruro con tan solo dos moléculas de agua de hidratacién, cuyas posiciones relativas
de inicio se obtuvieron de los resultados de la estructura cristalografica obtenida de

muestras experimentales de rayos X por sincrotrén (Figura 3).
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Figura 3: Estructuras moleculares del NaBH,-2H,0 derivado del andlisis cristalografico de sincrotrén (a) 72, y las
posiciones relativas finales luego de realizar una optimizacion geométrica con calculos DFT B3LYP/ 6-

311++G(2df,2p) (b) y Mgller -Plesset MP2/6-311++G** (c).

Luego de la optimizacién geométrica, los resultados encontrados por ambas teorias DFT y
Megller- Plesset mostraron una buena coherencia en términos de distancias interatomicas y
angulos de enlace. Mds aun, la variacién de los valores fue leve respecto a la estructura
experimental de partida (Tabla 1). Por su parte, la simulacién de los espectros infrarrojos no
presentaron bandas con componente de nimero complejo y en general los valores se
mostraron correlativos con las sefiales experimentales. En suma, todos estos indicios
sugieren que la eleccidn del sistema inicial fue correcta y que la estructura optimizada

alcanzé un minimo de energia que concuerda con los datos experimentales.
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Tabla 1: Distancias interatémicas (A) y dngulos (°) de los 4tomos presentes en la molécula de NaBH,-2H,0.

Distancias inter-atomicas (A) Angulos (°)

exp?  B3LYP6- MP2 6- exp.? B3LYP 6- MP2 6-

311++G(2df 2p) 311++G* 311++G(2df2p)  311++G**
*

Na--B  2.953 2.506 2.442 H—B—H,  111.80 108.70 107.03

Na---H, | 2.455 2.964 2.494 H—B—H,  106.78 109.24 110.40

Na---H, 2571 2.150 2.206 H—B—H,  113.37 108.80 109.04

Na---Hs 5650 3.610 3.636 Hw,—O—HwW 45 45 107.28 106.25

2
Na---Hi 5995 3.156 2.258 Hws—O,—HwW 145 g9 106.08 104.79
4

Na--O,  2.396 2.309 2.329 0,—Na—0, 8852 71.22 68.53

Na--O,  2.469 2.436 2,547 B—Na—O,  175.52 132.64 136.53

Na---Hw, 2733 2.473 2556 B—Na—O,  88.36 78.87 81.67
Na---Hw, 2.795 3.095 3.152
Na---Hw;  2.892 2.473 2.483
Na---Hw, 2.833 3.199 3.280
B-H,  1.120 1.234 1.241
B-H, 1116 1.235 1.237
B-H, 1134 1.202 1.203
B--H,  1.109 1.237 1.236
O, --Hw, 0791 0.971 0.969
O,---Hw, 0.756 0.960 0.960
Oy-Hws  0.762 0.990 0.978
O,--Hw, 0.768 0.961 0.961
Hws--H;, | 3.290 1.544 1.666
Hwa--H, 3.686 2.985 3.183

De acuerdo con los célculos tedricos (Tabla 2) las bandas agudas ubicadas a 3414 cm™, 3478
cm™y 3553 cm™ corresponden a las vibraciones stretching de los grupos O-H y la banda
débil a 3237 cm™ corresponden a los enlaces de di-hidrégeno entre el agua y el NaBH, 2 Las
bandas centradas en 1618 cm™ y 1638 cm™ corresponden a las vibraciones bending del
grupo H-0-H, sugiriendo nuevamente que ambas moléculas de agua interaccionan de forma
diferente con el NaBH,. Las bandas a 478cm™, 617cm™ corresponden a las vibraciones de
"libracion" del H,0. Por su parte el NaBH; puede ser identificado por la banda intensa a
1126 cm™ (la cual aparece como resultado del solapamiento de vibraciones wagging y
scissoring), conjuntamente con otra serie de bandas a 2224 cm™, 2291 cm™ y 2386 cm™ y
2594 cm’, las primeras tres correspondientes a varios modo stretching de los enlaces B-H

del grupo BHg; vy la restante (a 2594 cm™) al modo stretching del grupo B-Hs. Respecto a esta
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ultima banda, es relevante aclarar que para los casos de las muestras humedecidas (también
para la muestra expirada) existe ademas una contribucién de la absorbancia del metaborato
(Figura 2). Por ultimo, la ausencia de desdoblamiento del modo wagging es un indicativo de

la simetria tetraédrica del grupo BHj,.

Tabla 2: Asignacidn de las bandas del espectro del NaBH, mediante las teorias DFT y la perturbacién de Mgller-

Plesset .
Calculos Tedricos
Espectro B3LYP Mgller-Plesset
experimental 6- MP2 6-311++G** Asignacion de bandas
NaBH4-xH,O  311++G(2df,2p)
478 487 438 BH, rocking + OH libration del H,O(1) y (2)
617 645 633 OH libration OH del H,O(2)
756 679 assym. twisting H,O(2)
1083 1142 BH, wagging
1130 1168 BH, scissoring
1126 1180 1217 BH, scissoring
1232 1295 BH, scissoring
1302 1325 BH, scissoring
1618 1621 1618 bending H,O(1)
1638 1665 1673 bending H,O(2)
2224 2239 2303 stretching B—H; + B—H;,
2291 2257 2317 asymmetric stretching B—H, (B—H; + B—H,)*
2386 2274 2327 symmetric stretching B—H, (B—H; + B—H,)?
2594 2505 2568 stretching B—Hj;
3237 3294 3593 stretching O(2)—H,;
3414 3692 3795 stretching O(1)—H,;
3478 3877 3941 stretching O(2)—H,4
3553 3903 3971 stretching O(1)—H,;,

& corresponden a las contribuciones adicionales de los modo de vibracion stretching encontrados solamente con
el método B3LYP/ 6-311++G(2df,2p).

El metaborato puede ser distinguido por la presencia de bandas de absorcién a 880 cm™
1018 cm™, 1339 cm™ y 1437 cm™. Las dos primeras corresponden al modo vibracional

7 .
3. Existe una clara

stretching y las restantes al modo bending del grupo B—O—H
correspondencia entre las sefiales del al metaborato de sodio tetrahidratado y las del
borohidruro de sodio expuesto a diferentes niveles de humedad (Figura 2), lo cual evidencia
la transformacién del borohidruro en metaborato a través del proceso de hidrdlisis. La
relacion entre las intensidades relativas de la banda del metaborato a 1437 cm™ vy el

maximo caracteristico del NaBH4 a 2291 cm™ puede ser utilizada como criterio de evaluacion

del estado del reactivo.
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Tabla 3: Comparacién de las bandas espectrales para la muestra de borohidruro anhidrida y para una muestra
expirada. Las bandas marcadas corresponden a sefiales caracteristicas del borohidruro de sodio, mientras que

las bandas ausentes en la muestra de borohidruro anhidrido son atribuidas al metaborato.

NaBH, (nuevo) NaBH, (expirado)
Namero glle onda Absorbancia normalizada Numero c_ile onda Absorbancia normalizada

(cm™) (cm™)

478 0.30 478% 0.13

617 0.29 617 0.12

880" 0.09

1018° 0.14

1126 0.72 1126 0.72

1339° 0.14

1437° 0.14

1618 0.38 1618 0.16

1638 0.26 1638° 0.13

2224 0.69 2224 0.69

2291 1.00 2291 1.00

2386 0.33 2386 0.35

2594 0.04 2594 0.07

3237 0.13 3240 0.07

3279 0.08

3414 0.64 3420 0.21

3478 0.54 3474 0.21

3553 0.43 3564 0.18

®hombros “handas del metaborato de sodio

Desarrollo del método para establecer la pureza
del NaBH,4 por espectroscopia infrarroja

Si bien el analisis cualitativo permite una rapida e inequivoca deteccion del metaborato
presente, la cuantificacién del mismo por IR no es tan simple dado que las medidas son en
fase sélida. La correcta aplicacion de la ley de Lambert-Beer (que relaciona la absorbancia
con la concentracién de la muestra) requiere del conocimiento exacto del valor del camino
optico, lo cual es practicamente imposible puesto que el espesor de la pastilla de KBr es
muy delgado y varia significativamente en cada preparacién de la pastilla. Asimismo existen

otros factores que pueden variar entre medida y medida como la tortuosidad? de la pastilla,

’La tortuosidad es un término definido por el cociente entre la longitud promedio de los poros y el largo de la
propia muestra de material poroso74
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la cual puede aumentar la cantidad de luz dispersada, la no homogeneidad en su tamano, la
presencia de huecos vy las fluctuaciones de la humedad atmosférica y el CO,. Todos estos
factores, en mayor o menor medida, generan que no exista una relacién constante entre la

cantidad de muestra agregada y las intensidades de las sefales infrarrojas.

Para solucionar el problema anterior se propone cuantificar la cantidad de borohidruro de
sodio de forma relativa a la cantidad de metaborato. Para realizar este cometido, el método

se basa en varios supuestos:

. Se considera que se cumple que el valor de la absorbancia caracteristica de cada
pico, es directamente proporcional a fraccion de muestra presente, en otras palabras
se trabaja en un rango de absorbancias, tal que se cumple la aditividad con la
fraccion de muestra presente (consideracién analoga a la ley de Lambert-Beer).

Il. Se considera que las muestras, se encuentran homogéneamente distribuidas en toda

la pastilla de KBr preparada.

. Se asume que las bandas a 1437 cm™y 2291 cm™ son exclusivas de la presencia del

metaborato y el borohidruro de sodio, respectivamente.

IV. Se asume que durante el corto tiempo que lleva la medida no existen

transformaciones significativas del borohidruro de sodio.

V. Se considera que la reaccién de transformacién del borohidruro a metaborato es la

Unica que da cuenta del deterioro del reactivo, dejando de lado la interferencia de

cualquier otro tipo de reaccion quimica que pudiera existir.

Asumiendo que se cumplen todas las consideraciones anteriormente mencionadas, el
deterioro de la muestra de borohidruro de sodio puede ser calculado de forma relativa a la
fraccidn molar de metaborato presente, relacionando estas fracciones con el cociente entre
las intensidades de las sefiales caracteristicas a 1437 cm™y 2291 cm™. Como ambas sefiales
se miden en simultaneo en una pastilla de KBr determinada, al realizar el cociente de las
absorbancias, se cancelan los efectos inherentes a la morfologia de la pastilla de KBr y a las

fluctuaciones atmosféricas, permitiendo asi determinar la pureza del reactivo.

Matematicamente, el nUmero de moles del metaborato y el borohidruro de sodio puede

calcularse como:
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My g0, 4H,0

N\aBo,4H,0 = M (5)
NaBO,-4H,0
~ Myagy,
NNagH, = M (6)
NaBH,

donde [0S My,p5 4110 Y Myapy, representan las masas reactivos pesados en cada medida, y

M Nago, 41,0 Y M nagn, SUS masas moleculares respectivas.

Luego, a partir de estos valores, pude calcularse las fracciones molares de cada reactivo

como forma de expresion de la concentracion:

NNago, 4H,0
fNaBOZ»4H20 = oAt x100 (7)
(nNaBH4 * Nyago, 41,0
g, = T, x100 8
NaBH, — (8)

(nNaBH4 + nNaBOZ~4H20)

De acuerdo con los supuestos | y lll, la relacion entre las absorbancias y las fracciones

molares queda expresada como a través de la ley de Lambert-Beer:
A= b€l437fNaBOZ~4HZO (9)
Asrgr = ngZQlfNaBH4 (10)

donde &5,y €145, hacen referencia al coeficiente de proporcionalidad (equivalente a la

absortividad molar) para cada nimero de onda medido y b es el camino dptico, el cual es el

mismo para ambas bandas de absorcién por obtenerse sobre una misma pastilla de KBr.

Luego la relacion de absorbancias queda definida por:

Avuz; _ Gzt fNaBOz-4HzO _ St NNago,4H,0 (11)
Arser  E€x001 fNaBH4 €201 Myagn,
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donde la suma de las fracciones es igual a la totalidad de la muestra:

fNaBOZ~4HZO + fNaBHA =1 (12)

Luego, sustituyendo las ecuaciones 12,11; la relacion entre las absorbancias medidas y la

relacion molar del borohidruro de sodio es:

Az _ G143 1- fNaBH4

Aper  Ex001 fNaBH4

(13)

A partir de la ecuacién 13, con los datos del espectro es posible despejar la fraccién de
borohidruro de sodio, que a su vez también puede escribirse en términos de porcentaje

como:

f qagn, X100 (14)

La Figura 4 muestra los resultados de la curva de calibracion obtenida. La pendiente

. . . &
determinada para los valores que ajustan al rango lineal fue de =2~ = 0.54%0.03. Por su
€2291

parte el apartamiento de la linealidad, observado para las relaciones molares por encima de
0.8, se atribuye a las desviaciones clasicas de la ley de Lambert-Beer, para concentraciones

de muestras altas.
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Figura 4: Curva de calibracién del NaBH, medido por FTIR, de acuerdo con la Ec. 13. Adaptado de referencia®.

La principal ventaja de esta técnica es que se realiza en fase sdélida, lo cual soluciona en gran
medida las reacciones indeseadas de hidrdlisis y oxidacidn del borohidruro. Aunque es
posible que el polvo de NaBH, llegue a reaccionar con la humedad del ambiente, gracias al
corto tiempo de analisis estos problemas son despreciables especialmente si se tienen
ciertos cuidados minimos de trabajar en atmdsfera con humedad reducida y si el transporte
de las muestras se realiza en sistemas cerrados. La otra gran ventaja de la técnica es que no
requiere de grandes cantidades de reactivo, basta con unos pocos miligramos para poder
evaluar el estado del reactivo, a diferencia de la titulacion iodimétrica que depende de una
reaccion quimica y valoracién por bureta, que consume grandes cantidades de reactivos

para medidas con grado de precisién analiticas.

Entre sus desventajas, se encuentran los cuidados que se deben llevar a la hora del
procesamiento de los espectro medidos. En este sentido es importante el secado de las
muestras, aln en estado sélido, dado que muestras de borohidruro hiumedo pueden dar

lugar espectros deformados, con baja resolucién de las sefiales (Figura 5).
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Figura 5: Efecto de la humedad sobre los espectros infrarrojos de las muestras de borohidruro: Muestra de
NaBH, expirado luego de ser secado en estufa durante 24hs a 80°C (a) NaBH, expirado sin secar (b) y NaBH,
anhidro humedecido durante 2 dias a 78% HR (c). El proceso de secado elimina las moléculas de aguas
absorbidas, dejando solamente las aguas de hidratacién de las muestras, lo que se traduce en bandas agudas,

con mayor resolucién.

Es importante aclarar también que el método analitico desarrollado es semi-cuantitativo,
en el sentido que no es posible determinar la pureza del reactivo de forma absoluta,
teniendo en cuenta otros contaminantes o al propio hidrégeno que se deprende en el
proceso de descomposicidn. En su lugar brinda un dato cuantitativo relativo al porcentaje
de metaborato presente. Sin embargo, es indiscutible que el método es especialmente

cédmodo vy util para el control del grado de deterioro del reactivo.

Validacion del método

La puesta a prueba del método de cuantificacion por espectroscopia infrarroja se realizd
sobre una muestra de borohidruro expirada, comparando los resultados obtenidos con

otras dos técnicas, una de base electroquimica y otra consistente en una iodometria cldsica.
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El espectro FTIR medido de la muestra expirada se mostrd igual a los espectros de las
muestras humedecidas, identificAndose las bandas caracteristicas del borohidruro de sodio,

conjuntamente con las bandas del borato a 880 cm *, 1018 cm ™, 1339 cm ' and 1437 cm ™!

(Figura 6).
) nuevo
BH4 expirado
/—A—\
H,0 BA,

L . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 6:Espectro FTIR de la muestra de NaBH,anhidro (negro) y expirado (azul). Ambos espectros fueron

normalizados asignando un valor de 1.00 a la banda caracteristica del borohidruro a 2291 cm™".Adaptado de

._ 69
referencia .

Aplicando el método de cuantificacion sobre la muestra expirada, se obtuvo un valor de
pureza del 81% mol (rango 78-83%, n=5). Esto indica que el método detecta alrededor de un
17% mol (rango 15-20%) de impureza bajo la forma de metaborato de sodio, respecto al
98% borohidruro puro. Para conocer si el espectro de una muestra de borohidruro podia
explicarse a partir de los espectros sumados de borohidruro y metaborato, se sumaron
ambos espectros variando el peso relativo de cada uno (Figura 7); manteniendo una relacion
de proporcionalidad 1:0.15 entre el NaBH, y el NaBO, -4H,0, mostrandose un solapamiento

casi perfecto con el espectro experimental.
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NaBH, + 0.15 NaBO,.4H,0
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NaBO,.4H,O
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frequency / cm™

Figura 7: Espectro FTIR de la muestra de NaBH, puro (gris) y NaBO, 4H,0 (negro). Las dreas marcadas
representan las bandas a 2291cm™ y 1437 para el NaBH, y el NaBO, respectivamente, utilizadas para el calculo

de proporcién de cada sustancia. Adaptado de referencia *

Determinacion electroquimica de la pureza del
borohidruro de sodio

Existen varios métodos electroanaliticos para la determinacién de la pureza del borohidruro,
. . . fa s 75-7

entre los que se destacan las medidas de potencial abierto y voltamperométricas®’>7®.

Todas estas técnicas tienen en comun la utilizacion de un medio fuertemente alcalinos (pH

>12):
BH, + 80H™ - BO, + 6H,0 + ne™ (15)

El medio basico garantiza que el reactivo se consuma exclusivamente mediante el proceso

de oxidaciéon, dado que en estas condiciones la reaccidn competitiva de hidrélisis se
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enlentece. De cualquier forma el nUmero de electrones intercambiados son generalmente
mas bajos al valor esperado de 8 """ |o cual sugiere que en parte no se logra evitar
completamente la reaccién de hidrdlisis. Algunos autores incluso sostienen que la presencia
de metaborato podria afectar también la transferencia electronica cambiando el perfil

voltamperométrico del proceso de oxidacion”.

En todos los casos, la reaccion de oxidacidn electroquimica global expresada en la ecuacién

15 puede dividirse en varias etapas que dan cuenta de la existencia de un mecanismo

complejo:
BHy + OH™ - BH3, + H,0 + 2e~ (16)
BH3 , + OH™ » BH3; + OH™ 44 (17)
BH3;0H™ ;4 + OH™ - BH,0H™ ;4 + H,0 + 2e~ (18)
BH,0H™ ;4 + 50H™ - BO, + 4H,0 + 4e™ (19)

La velocidad de la reaccion electroquimica global queda determinada por la etapa lenta de
la reaccion, y se expresa a través de la densidad de corriente (j,), que varia linealmente con

la concentracion de borohidruro de sodio de acuerdo con la ecuacion:

1
Jp = 2.99x10°[(1 — a)ny Dpy; |*nChy - (20)

donde a representa el coeficiente de transferencia de carga, n,el numero de electrones
intercambiados en el paso determinante (lento), n el nUmero de electrones del proceso

global, Dpy el coeficiente de difusion de los iones BHy y Cpy;- la concentracion de BH .

De acuerdo con el trabajo de Santos and Sequeirasses posible obtener una aproximacién de
la pendiente del grafico de j,vs. C§H4— a partir de datos tedricos donde se considera
a =0.84,n =7.6 y Dpy; = 2.4x10°cm?s~1. Asimismo, considerando la ecuacién 16 como
el paso determinante del mecanismo planteado, el valor del nimero de electrones
intercambiados queda en: n, = 2. Con estos valores, se obtiene que el valor de la
pendiente calculada es de 1.99 ALmol™. Este valor ajusta bastante bien los datos de la curva

de calibracion experimental (Figura 8), lo cual de cierta forma verifica el mecanismo de
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reaccion planteado, con la transferencia de 8 electrones en el proceso global. Sin embargo,
a la hora de utilizar la curva de calibracidon para la determinacion de la concentracién
efectiva del NaBH; se optd por adoptar un ajuste a un polinomio se segundo orden de

acuerdo con la ecuacién:
Jp = 2.3470C§H4—0.03416(CZ,IL,4—)2 (21)

El coeficiente de correlacion lineal alcanzado por este ajuste fue de 2 = 0.9994 (Figura 7). Si
bien la ecuacién 21 no posee significado fisico, permite estimar con mayor exactitud el valor
de concentracién de una muestra de borohidruro problema, al tiempo que da cuenta de la
complejidad del proceso de descomposicidon cuyo mecanismo se acerca bastante al descrito
por la ecuacion lineal, pero que a medida que la concentracidon de BH; aumenta se observa

una desviacion de la tendencia lineal.

0,030

0,025

0,020

0,015

0,010

Densidad de corriente (A cm'z)

0,005

0,000 ; 1 ; 1 ; 1 ; 1 ; 1
0,000 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015

[NaBH,] (mol L")

Figura 8: Curva de calibracion para la determinacion voltamperométrica de la pureza del NaBH,. En linea
punteada se marca la prediccién tedrica lineal descrita en la ecuacién 20y la linea sdlida corresponde al ajuste

de los datos experimentales a la funcidn polinomial expresada en la ecuacién 21.
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Utilizando el ajuste polinomial se determind que la pureza del borohidruro expirado fue de

86.3% mol (76.4-92.9%, n=5).

Una de las principales desventajas del método electroquimico es la competencia de los
procesos de oxidacion e hidrdlisis del borohidruro en solucion acuosa, aun retardando la
reaccién por el empleo de un pH basico &4, Tampoco se descarta la existencia de un procesos
catalitico sobre la superficie del electrodo de trabajo debido al pasaje de corriente. Sumado
a esto, los intermediarios generados en la reaccién electroquimica pueden dar lugar a
multiples contribuciones que pueden afectar de forma desigual la intensidad del pico
faradico medida , generando que el proceso de oxidacién electroquimico del borohidruro
no sea una propiedad aditiva en todo el rango de concentraciones. Desde el punto de vista
experimental este fendmeno se observa en una variacién no proporcional de la altura de los
picos, mientras que los ligeros corrimientos en la posicién del voltamperograma se atribuye

a lairreversibilidad del proceso (Figura 9).
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Figura 9: Voltamperograma para la oxidacion irreversible delNaBH, a concentraciones en el rango de 0.5-15

mM. Adaptado de referencia 6

Determinacion de la pureza del borohidruro de sodio por iodometria

El método de titulacién iodimétrico es la técnica analitica considerada de referencia®. Es
una técnica de analisis robusta que pese al paso del tiempo, adn no ha sido sustituida por
otro método. En el trabajo original ®*, los autores muestran que incluso empleando
concentraciones fuertemente basicas, no se inhibe de forma completa la hidrdlisis del
borohidruro afectando negativamente la calidad de los resultados de las titulaciones
iodimétricas. A esto se debe sumar un tiempo de analisis relativamente largo, la necesidad
de cronometrar exactamente algunas etapas de la determinacion, el alto consumo de

reactivos y la inestabilidad quimica de los reactivos para tiempos prolongados de medida.
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Una de las grandes ventajas en comparacién a los anteriores es que la pureza es expresada
en funcién de la masa total pesada del compuesto, por lo que no requiere de una curva de
calibracion previa y la pureza queda expresada en términos absolutos, es decir, tiene en

cuenta cualquier otro contaminante que se encuentre presente en la muestra de estudio.

Al igual que en las determinaciones electroquimicas se debe utilizar un medio alcalino para
retardar el proceso de hidrdlisis, el cual, sin embargo, no logra evitar completamente.
Sumado a esto, el gas hidrégeno liberado en la descomposicién (Ec.3) del borohidruro es
generalmente despreciado de las medidas, por lo que la pureza determinada puede ser
ligeramente sobreestimada. Dado que la pureza determinada se expresa en funcién de la
masa total pesada de muestra, no brinda informacion del proceso concreto de
descomposicién del borohidruro, pudiendo incluirse el agua de hidratacion como una
impureza del reactivo. En este sentido tras el andlisis de la muestra de borohidruro anhidro,
se encontraron diferencias respecto al dato de referencia reportado por el fabricante(>
98.8%), siendolos valores experimentales obtenidos en el laboratorio de 93.2% m/m(rango
de 91.4-94.8%, n=5), y 82.8% m/m (rango de 75.0-89.1%, n=6) para el caso del NaBHsnuevo
y expirado, respectivamente. Como se detalla mds adelante este 5.6% de diferencia es
atribuido a la presencia de las aguas de cristalizacion aun en la muestra supuestamente

anhidra.

Analisis comparativo de las distintas técnicas

La Tabla 4 resume los resultados comparados de las diferentes técnicas empleadas, asi

como también algunas de las ya mencionadas ventajas y desventajas de cada método.

El primer dato importante que se observa es que los tres valores promedio de pureza del
reactivo, fueron concordantes, lo cual valida entre si los resultados obtenidos por los

distintos métodos.

La segunda conclusion que se desprende es que las tres técnicas son complementarias,
permitiendo en el analisis combinado tener el panorama completo del estado del reactivo.
Por ejemplo, de la titulacion iodométrica del reactivo fresco (NaBH,; anhidro 98.8%) se

desprende que el 93.2% de la masa total corresponde al borohidruro de sodio, y de acuerdo
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con el espectro FTIR, no se detecta banda alguna de metaborato, pero si la presencia de

bandas agudas en la regién de las vibraciones de los O-H a ca. 3500 cm™. En consecuencia,

es logico suponer que el 5.6% restante corresponde a las aguas de hidratacién que se

generan por el contacto del reactivo con la humedad atmosférica (Ec.1) del laboratorio

(RH<40%) durante la preparacién de las pastillas de KBr. Esto denota la rapida adsorcion de

agua que tiene lugar sobre el borohidruro de sodio previo a su oxidacion”®.

Finalmente es importante notar que de entre todas las técnicas empleadas, el método

propuesto es el Unico que evalia el compuesto en su estado sdlido, que como quedd

demostrado es el Unico que minimiza los procesos de hidrdlisis .

Tabla 4: Principales ventajas y desventajas de cada una de las técnicas presentadas.

Determinacioén de
la pureza del
reactivo

Técnica

Ventajas

Desventajas

0, .
Voltamperometria 86.3%mol (rango: 76.4

Alta sensibilidad.

Aunque la pureza del reactivo
se expresa en funcion de la
relacion molar entre el NaBH,y
el NaBO,, tiene la ventaja de
detectar impurezas
electroactivas.

Competencia entre los procesos de
oxidacidn e hidrdlisis.

Existencia de un posible efecto
catalitico en el &nodo del electrodo.
Requiere una curva de calibracion.
Es una técnica lenta.

La pureza del reactivo se expresa en
funcién de la relacion molar entre el
NaBH,y el NaBO,.

No requiere una curva de
calibracion.

La pureza se expresa sobre la
masa total pesada y por tanto el
método toma en cuenta otras
impurezas aparte del NaBO,.

Es una técnica lenta.

Entre los principales problemas se
destaca la inestabilidad del NaBH, en
solucion acuosa.

~92.9%, n=5).
. 82.8 % wi/w (rango:
lodometria 75.0—89.1 %, n = 6)
0, . _
FTIR 81 %mol (rango: 78

83 %, n = 5).

Es la técnica més répida y
sencilla.

Las medidas se realizan de
forma directa sobre la muestra
solida.

Aunque la pureza del reactivo
se expresa en funcion de la
relacién molar entre el NaBH, y
el NaBO, tiene la ventaja de
detectar impurezas visibles en el
infrarrojo.

Requiere una curva de calibracion
La pureza del reactivo se expresa en
funcion de la relacion molar entre el
NaBH, y el NaBO,.
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Analisis del producto de descomposicion

En la naturaleza, el metaborato de sodio puede presentarse bajo diferentes formas
cristalinas dependiendo de las condiciones de sintesis®, por lo que se realizaron medidas de
XRD para determinar la estructura molecular del producto de descomposicién oxidacion del

NaBHj,.

De acuerdo con la base de datos disponible (153293-ICSD-PXRD), el diagrama perfil de
difraccién de rayos X para el NaBH4 anhidro presenta 6 picos caracteristicos a 25.13°, 29.02°,

41.5°,49.12°, 51.45° y 60.18° (Figura 10).
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Figura 10: XRD de la muestra de NaBH, anhidra experimental (rojo) y NaBH, obtenido de de la base de datos

153293-ICSD-PXRD (negro).

Los mismos picos son identificados en la muestra de NaBH, puro (Figura 11), conjuntamente
con otros picos de menor intensidad. Estos ultimos son adjudicados a una reaccidn parcial
con la humedad del ambiente durante la molienda del reactivo. La evidencia mas clara de

esto son los picos observados a 14.67° y 17.19°, seflales que aparecen en el NaBH4-2H,0
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(Figura 11) con gran intensidad. En comparacion, la baja intensidad de las sefales
observadas en la Figura 10 indican que el NaBH,4 puro se encuentra parcialmente hidratado
(NaBH4xH,0 , con x « 2), lo cual es coherente dado que esta hidratacion solamente
proviene del tiempo de exposicién a la humedad ambiente. Por su parte la pérdida de
alguna de las sefiales intensas observadas solamente en la muestra experimental

posiblemente se deba a los cambios conformacionales de la molécula en presencia aguas de

hidratacion.
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Figura 11: XRD de la muestra de NaBH, -2H,0 (rojo) y la muestra experimental de NaBH, puro (negro).

De forma similar, los perfiles de los difractogramas del metaborato, cambian levemente
dependiendo del grado de hidratacién de la muestra, tal es asi que algunos picos

caracteristicos, (32.29°, 33.46°, 37.82° y 43.70°) se muestran con menor intensidad en la

muestra seca (Figura 12).
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Figura 12: Difractogramas para el metaborato de sodio seco (negro) y humedecido en atmdsfera a 98% HR

durante 24 horas (rojo).

Cabe aclarar ademas que algunas de las sefiales del NaBH; ¢2H,0 (419041-ICSD-PXRD)
aparecen ligeramente corridas con respecto a la muestra medida, hecho que puede
explicarse por diferencias en el empaquetamiento de la muestra y/o calibracién del
instrumento de medida. La diferencia en las intensidades relativas se atribuye a la existencia
de orientaciones cristalinas preferenciales causadas por un empaquetamiento de la muestra
heterogéneo, por el ensanchamiento de los picos el cual depende del tamafio del grano de

polvo y/o por variaciones en la humedad relativa de la muestra durante la medida.
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Figura 13: XRD de la muestra de NaBH,sometida durante 4 horas a 70% HR (azul) y la muestra de

NaBH,"anhidro" (negro).

Por su parte los diagramas de difraccién las muestras de NaBH4; humedecidas mostraron
diferentes perfiles dependiendo del grado de humedad de las mismas: El diagrama de la
muestra humedecida durante 4 hs a 70% HR es idéntico al diagrama del NaBH,4 “anhidro”, lo
cual indica que para este caso solamente se produjo la reaccién de hidratacién y/o una leve
descomposicion parcial de la muestra, dado que no aparecen las sefales propias del borato
(Figura 13). Por su parte el diagrama de la muestra sometida a condiciones de saturacion de
humedad presenta claras diferencias con respecto al NaBH,4 “anhidro”, indicando un alto
grado de avance de la reaccion de oxidacidén del reactivo. Esta diferencia en el perfil tan
remarcable se explica por la aparicién de las senfales del metaborato bajo la forma de
tincalconita. La Figura 14 compara el perfil del NaBH, (3 dias, 98% HR) con los perfiles de la
tincalconita y NaBH; “anhidro” y el NaBO, de la base de datos 72913-ICSD-PXRD mostrando
una correlacién de las sefales del NaBH; (98% HR) con la tincalconita, evidenciando
claramente la presencia de la primera como producto final de la descomposicién del NaBH,4
en agua. La tincalconita (Na, (B4 Os (OH)4)( H0 ),.668 ) posee una celda unidad romboédrica
de grupo espacial R32 (Figura 15). Estos resultados confirman los trabajos reportados por

Stepanov sobre estudios de estabilidad del borohidruro de sodio®.
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Figura 14: XRD de las muestra de NaBH, en humedad saturada 98 % HR-3 dias (verde), NaBH,; anhidro
experimental (azul), tincalconita (rojo) y diagrama del borato de sodio obtenido de la base de datos 72913-

ICSD-PXRD (negro).

Figura 15: Estructura quimica de la tincalconitaNa, (B4 Os (OH)4)( H; O ),.¢6s
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3.4 Conclusiones

En esta etapa se desarrolld un método original, de cuantificacion de la pureza del
borohidruro de sodio por espectroscopia infrarroja. Contrario a las técnicas existentes, el
método propuesto tiene la ventaja de ser rapido, sencillo y de evaluar la muestra en su
propio estado sodlido, evitdndose las interferencias de reacciones no deseadas, como la
hidrélisis de la muestra que ocurre en medios acuosos. Los calculos tedricos realizados
permitieron describir en profundidad el sistema de estudio, ayudando a diferenciar de
forma clara las bandas de FTIR correspondientes al borohidruro y el metaborato de sodio.
Por ultimo los andlisis de cristalografia permitieron identificar de forma inequivoca la
presencia de tincalconita como la forma cristalina preferencial en la cual se encuentra el

metaborato que surge de la descomposicién del borohidruro.
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Capitulo IV: Quimica de las nanoparticulas
de plata

4.1 Naturaleza quimica de la plata

La plataes elelemento quimicodenimero atémico47, cuyo simbolo "Ag" proviene
del latin Argentum, que significa "brillante". Es un metal blanco resplandeciente, blando,
ductil y maleable, utilizado desde antano para acufiar monedas, al igual que sus vecinos, el
cobre y el oro. De acuerdo con la tabla periédica de Mendeleiev, es un metal de transicion
cuya configuracién electrénica [Kr] 4d'°5s" define el estado de oxidacién +1 como principal.
Con el oro y el cobre comparte algunas de sus propiedades fisicas, como los valores altos en
la energia de ionizacién, que dificulta la formacién de cationes. Es por esto que en solucion
presenta una moderada resistencia a los dcidos y a las bases, aunque es susceptible al
ataque del cianuro, el sulfuro y los sulfhidrilos. Presenta una baja tendencia a perder mas
de un electrén, por lo que son muy raros los compuestos en donde la plata actia con

numero de oxidacién +2 como es el caso del AgF, 8384

La sal mads comun del metal es el nitrato de plata, el cual puede obtenerse facilmente

reduciendo el metal con acido nitrico:
3Ag + 4HNO3; —» 3AgNO3; + 2H,0, (1)

En presencia de los halogenuros forma sales insolubles en agua como el cloruro, bromuro,
ioduro y fluoruro de plata. La plata metalica también puede regenerarse utilizando al zinc de

acuerdo a las siguientes reacciones:
24gClL+ Zn - 2Ag + 2Cl™ + Zn?* (2)

Todos los haluros de plata son sensibles a la luz, la cual desencadena la descomposicion del
compuesto generando la plata metalica. Esta propiedad ha sido explotada por la fotografia,
en el revelado de imagenes: La exposicion de bromuro de plata a una fuente luminosa

origina la reduccién de la plata, produciendo los pixeles negros en las zonas expuestas de la
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hoja fotografica gelatinizada con bromuro de plata®. Al dia de hoy se sigue utilizando este

método en el revelado de fotografias profesionales.

4.2 Sintesis de las nanoparticulas de plata

En materia de sintesis de nanoparticulas la bibliografia es extensa®®, existiendo una infinidad
de técnicas con distintos agentes de recubrimiento, para fabricar casi cualquier tamafio y
forma que se desee. Mds aun, en los ultimos afios se han publicado varios trabajos donde se
presentan métodos de biogénesis de nanoparticulas, con agentes de recubrimiento muy

poco convencionales utilizando microorganismos y/o extractos de plantas 86, 87°88.

Una revisiéon de los articulos publicados muestran que los métodos de sintesis de
nanoparticulas de plata siguen la estrategia bottom up, principalmente atribuida a la

4289 | os métodos

complejidad y a las imperfecciones que generan las estrategias top down
bottom up se basan en el autoensamblado de las moléculas que ocurre a escala atomica y
molecular, permitiendo la formacién de nanoestructuras a partir de los precursores bdsicos:
una sal de plata, un agente reductor y un agente de proteccidon que estabiliza al coloide.
Dentro del primero, el mds utilizado es el nitrato de plata debido a su bajo costo y
estabilidad quimica. El agente reductor, normalmente disuelto en solventes acuosos, es mas
variado, existiendo una preferencia por el borohidruro de sodio (ca. 23% de los articulos
publicados) y el citrato de sodio (10%) *. La razones fundamentales de esta seleccion
derivan en parte de la historia de la sintesis de nanoparticulas, dénde los primeros métodos
empleados surgen a partir de los trabajos de Turchevich, Yonezawa y Kunitake®®®* donde se
obtenian nanoparticulas de 20 nm de didmetro a partir de reflujo de la sal en citrato, el cual
actuaba como agente reductor y estabilizante al mismo tiempo. En la bdsqueda de técnicas
mas simples y que no necesitaran temperaturas elevadas, aparece entonces la técnica de
Brust y Schiffrin %2 desarrollando por primera vez un método de sintesis de nanoparticulas a
temperatura ambiente cambiando al citrato por un agente reductor mucho mds potente: el

borohidruro de sodio (NaBH4). La nueva técnica permitié reducir ain mas el tamafio de las

nanoparticulas llegando a lograrse diametros de entre 1 y 3 nm, simultdneamente

3 . e .
Los agregados formados hoy lo identificariamos como nanoparticulas de plata.
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mejorando la estabilidad al trabajar en condiciones de baja temperatura®. Mientras que los
primeros métodos de sintesis utilizaban el NaBH4; en exceso, las técnicas para la sintesis de
nanoparticulas con formas especificas depende de un control cinético sensible a la cantidad

de agente reductor y a los ligandos estabilizantes presentes .

El uso de agentes estabilizantes o surfactantes es alin mas variado, pudiendo clasificarse a
grandes rasgos en funcidn del mecanismo de proteccién, distinguiéndose entre los
electroestaticos, los estéricos, los electroestéricos y los covalentes. La eleccién de uno u
otro depende de la aplicacidn que se requiera y no existe un criterio Unico de seleccién®. El
citrato de sodio, el dodecil sulfosuccinato de sodio (NaAOT) y la polivinil pirrolidona (PVP)

son algunos de los mas utilizados.

El agente estabilizante conjuntamente con el agente reductor, determinan el tamafio y la
morfologia de las nanoparticulas sintetizadas. Para el caso de la sintesis de nanoparticulas
de plata, la relacion entre el AgNOs/NaBH, definen el tipo de control prevalente en la
sintesis: cinético o termodinamico. El Ultimo caso ocurre cuando se agrega una
concentracion en exceso de NaBH, acelerando el proceso de sintesis para formar esferas,
dado que la misma minimiza la energia de Gibbs de superficie por presentar una menor
relacién drea/volumen de particula % En el caso contrario cuando el NaBH,4 se encuentra en
defecto, la cinética quimica es mas lenta y por tanto la sintesis pasa a operar bajo un control
cinético donde el agente estabilizante presenta un rol fundamental al unirse de forma
diferencial a los planos cristalinos de las particulas, permitiendo que algunas caras crezcan

con mayor predominancia frente a las otras, formando nanoparticulas planas (Figura 1) °>°.

4 ’, . P .. .re . .
En el capitulo VII se describe un método termodinamico el cual puede ser utilizado como criterio de
evaluacion de la estabilidad de los coloide.
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Figura 1: Espectros (entre 300 y 900nm) soluciones de nanoparticulas, sintetizadas a partir de diferentes
concentraciones de NaBH, siendo la original 1X, con el doble de NaBH, la verde (2X), el quintuple para la
celeste (5X), decuple para la azul y la roja la mitad (1/2X). Se observa el corrimiento de los maximos a: 341y
1300 nm (rojo), 338, 510, 852 nm (negro), 338, 480 768 nm (verde), 338, 460, 604 nm (celeste), 338, 440 nm
(azul); producto de la predominancia de las nanoparticulas triangulares para concentraciones de NaBH, en

, ;. . .63
defecto y particulas esféricas para concentraciones de NaBH, en exceso. Adaptado de referencia .

En resumen, la sintesis de nanoparticulas esféricas se produce bajo control termodinamico,
donde los agentes reductor y protector deben encontrarse en exceso respecto al precursor.
Los agentes reductores fuertes favorecen la rapida reduccién de la sal de la plata haciendo
gue se generen numerosos nucleos o semillas, las cuales crecen hasta llegar hasta cierto
tamaio para el que se establece el equilibrio coloidal mediante la unién de las particulas
con el agente estabilizante. Si este Ultimo se agrega al inicio de la sintesis, se reduce la etapa
de crecimiento de las particulas obteniéndose nanoparticulas de menor tamafio. En el caso
contrario, si se desea obtener particulas grandes, es necesario prolongar la etapa de

crecimiento para lo cual basta con agregar el agente a distintos tiempos desde el inicio de la
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sintesis. En ambos casos el tamafio también dependerd del balance entre la naturaleza
guimica del agente protector (especialmente de la afinidad quimica que tenga por la

particula) y de la concentracién de agente reductor.®*?%%°

4.3 Destino de las nanoparticulas de plata en
ambientes reales

Una cuidadosa revisiéon a la literatura muestra que las nanoparticulas de plata son
susceptibles de transformaciones en los distintos medios en los cuales se encuentran®®?*?’.
Esto es debido a su alta reactividad, consecuencia directa de la alta relacion area/volumen

gue presenta la materia en la escala nanométrica.

De acuerdo con la teoria DLVO, las nanoparticulas se encuentran rodeadas de una capa
difusa electroestatica, la cual define la carga promedio de la particula que se relaciona
directamente con sus propiedades en solucién frente a los agentes externos como el pH, la

fuerza idnica, y la naturaleza de los electrolitos .

El grado de reactividad de estos
nanomateriales, dependera a su vez de la naturaleza quimica del agente protector, el cual se

encarga de contraponerse a los procesos que desestabilizan al coloide.

Si bien la teoria DLVO provee de las herramientas matematicas y conceptuales para
entender y predecir el destino de las nanoparticulas en ciertas situaciones controladas,
como toda teoria, es incompleta en cuanto a que no considera los mecanismos de
proteccién estérica ni electroestérica, ni la existencia de otros agentes externos como la

presencia de oxidantes y reductores (Tabla 1).
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Tabla 1: Resumen de los principales factores que determinan el destino de las nanoparticulas en ambientes

reales. Adaptado de referencia %7,

Proceso Factores intrinsecos Factores extrinsecos

e ——
o Composicion de la solucién :

Disolucién oxidantes, reductores
o Tamanoyforma
o Agente de recubrimiento

o Estado de agregacion

o Composicién de la solucidn: fuerza

Agregacion idnica
o Agente de recubrimiento
Reactividad o Composicion de la solucidn : iones,
o Estado redox de los dtomos de
Quimica ligandos, etc.
superficie

o Relacién area/volumen

Influencia del oxigeno

En ausencia de otros agentes oxidantes la presencia de oxigeno disuelto es suficiente para
generar una lenta oxidacion superficial de las nanoparticulas de plata de acuerdo con la

siguiente ecuacion:
1
ZAg(s) + EOZ(ac) + ZH(-;C) « ZAgZ;q) + Hzo(l) (3)

La reaccidn es termodindmicamente favorable con un AG® de -91.3 kJ/mol a 298 K, siendo
valida para un amplio rango de pHs y concentraciones de oxigeno disuelto en el rango entre
5 y 100% de saturacion del gas % Contrariamente a lo que se podria pensar, existen
evidencias que sugieren que el mecanismo involucrado en el proceso de oxidacion de plata
(0) no sigue una transferencia directa de 4 electrones desde el oxigeno a la plata, para
formar agua, sino que implica una serie de reacciones redox, que producen intermediarios

de perc')xidom:

O2(ac) + H{yey = intermediaros de peréxido — Ag(y,y + H;0, (4)
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De acuerdo con la ecuaciodn, la oxidacidn de las particulas depende del pH. En medio acido el
exceso de protones favorece la reaccion de oxidacidén, mientras que por el contrario, en
medio alcalino se inhibe la reaccidn, al tiempo que se favorece la formacion de la capa

superficial de éxido.

Las nanoparticulas sintetizadas en condiciones anaerobias presentan un tamano
considerablemente menor que las mismas sintetizadas en presencia de oxigeno, hecho que
se atribuye a la redisolucion de las particulas de menor tamafio, las cuales por presentar una
mayor relacion area/volumen son mas susceptibles a la redisolucién completa, generando
qgue las nanoparticulas pequefias formadas en las primeras etapas del proceso de
redisolucion no puedan llegar a estabilizarse con el agente protector y por tanto se
favorecen las de mayor tamafio *°. Este mecanismo es similar al mecanismo de formacién de
nanoparticulas planas en presencia de peréxido de hidrégeno °*°!, donde el crecimiento
de nanoparticulas se genera por un mecanismo de reacciones opuestas entre la oxidacion
de las nanoparticulas por medio del perdxido y la reduccién del precursor por parte del
borohidruro de sodio. En este caso el oxigeno, aunque con menor poder oxidante, actuaria
de la misma forma que el perdéxido compitiendo con el borohidruro determinando en

definitiva la formacién de particulas de mayor tamano.

Pagina

105



H,0,
 onidacion™
Ag+ NaBH, . . Formacién de .
+ Nucleacion ’ Defectos ’ . .
a8 0 g

Continua el equilibrio | Unidn del Citrato
dindmico entre las preferencialmente al
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Figura 2: Esquema que ilustra el mecanismo de formacién de nanotriangulos. Las nanoparticulas triangulares
se producen por un efecto de reacciones contrapuestas entre el perdxido y el borohidruro. Inicialmente se
generan los primeros nucleos de nanoparticulas de tamano reducido, que conforme transcurre la reaccion se
redisuelven por la presencia de perdxido, determinando la seleccién natural de las nanoparticulas de mayor
tamafio, menos reactivas. Una vez consumido el peréxido, el remanente de borohidruro (que se encuentra en
exceso) continua el proceso de reduccion generando la etapa de crecimiento de las particulas. Adaptado de

. 101
referencia

Desde el punto de vista de la cinética del proceso, la reaccion de redisolucién de la
nanoparticula es de orden global 2:

V= kapp [Ago][oz] (5)
donde kg,, es una constante cinética aparente que depende, ademas de la temperatura,
del pH, la naturaleza y la concentracién del agente protector y el tamafio de las particulas. A
medida que se aumenta el pH la constante cinética aumenta logrando su maximo a 9.0. Por
encima de este valor no se observan variaciones apreciables en las velocidades. Por su lado,
el efecto del tipo agente de recubrimiento es mas dificil de evaluar, debido a la multiplicidad
de factores que operan sobre la eficiencia del agente protector. Sin embargo, existe una
leve correlacién inversa entre la concentracién del agente empleado y la cantidad de iones
Ag" liberados en la oxidacién por oxigeno. Esta dependencia puede inhibirse

sustancialmente frente a la presencia de cloruros, donde la constante cinética disminuye en
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un factor de 1000 (Tabla 2). Este fendbmeno podria explicarse por una pasivacion de la

superficie por la formacién de cloruro de plata'®.

Tabla 2: Efecto de la variacion de la concentracidn de PVP, utilizado como agente de recubrimiento de las
nanoparticulas de plata, sobre la constante cinética del proceso de disolucién con oxigeno. Se observa un
apantallamiento de la oxidacion a mayores concentraciones de PVP. En presencia de 0.05 mM de CI se

observa una inhibicién del proceso de oxidacién Adaptado de referencia *°

Concentracion Concentracion Constante cinética aparente
PVP /mM Cl'/ mMm mts?t
0.0 0 1.76
1.0 0 1.58
2.0 0 1.58
5.0 0 1.66
10.0 0 1.58
11.0 0 1.72
12.0 0 1.53
1.0 0.05 <10’

Por su parte, el tamafio de las nanoparticulas también afecta la capacidad de reaccionar con
el oxigeno en solucién. La razén principal generalmente se atribuye al aumento del area
superficial efectiva, sin embargo también existen evidencias que muestran que la plata, en

s ~ . . . s 1
nanoparticulas pequefias, posee un potencial de oxidacién de menor energia *©.

El efecto que tiene el oxigeno sobre las nanoparticulas de plata permite explicar el
funcionamiento de una de las aplicaciones mas explotadas dentro del campo de la
nanotecnologia: la accién antibactericida de las nanoparticulas de plata. Dentro de este
contexto, si bien existen dos paradigmas acerca del posible mecanismo de accién, uno de
ellos plantea que la plata (0) no presenta toxicidad por si misma y por tanto las
nanoparticulas por si solas son inofensivas para las bacterias. Sin embargo, la presencia de

factores externos como el oxigeno, pueden generar la redisolucidn superficial de las
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nanoparticulas, liberdndose en el proceso iones Ag®, de los cuales se conoce desde tiempos
inmemoriales, su efecto bactericida de amplio espectro. Las nanoparticulas simplemente
actuarian como vehiculos transportadores de iones, los cuales se liberarian de forma
progresiva. Respecto a este punto, los estudios de Tesina de grado conducidos por Carissimi,
101 . . . . ..
en el Laboratorio de Biomateriales, mostraron que efectivamente el efecto bactericida
depende de la presencia de iones plata presentes en disolucidn, lo cual deja en evidencia la
alta reactividad de las nanoparticulas frente a la presencia de diferentes factores

ambientales.

Naturaleza del agente de recubrimiento

Los componentes organicos presentes en ambientes reales también contribuyen a la
estabilidad del coloide, variando en funcién de la afinidad relativa por la plata. Dependiendo
de la naturaleza del agente, asi como también de la concentracion de los mismos, en
muchos casos puede producirse adicion o intercambios de ligandos que aumenten o
disminuyan la estabilidad de las particulas variando su entorno fisicoquimico 2425104
Ademas, cada agente de recubrimiento posee distinta afinidad por las particulas, por lo que
la fuerza protectora responderad al tipo de mecanismo de proteccidn, ya sea electroestatico,
estérico, o electroestérico, o incluso puede involucrar la formacion de un enlace covalente.
Mas aun, como se vera mas adelante, en medios reales es posible que ocurran intercambios

de ligandos, lo cual provoca que la estabilidad de las nanoparticulas pueda variar

dindmicamente con las condiciones del medio.

Disolucion de nanoparticulas de plata en
presencia de cloruros

Como se mencionaba en apartados anteriores, las nanoparticulas de plata son
extremadamente sensibles a la presencia de oxidantes. Algunos autores postulan que
durante el proceso de oxidacion puede incluso formarse una capa superficial fina de

Agzoms. En presencia de oxigeno, la presencia de iones Ag" evitan la redisolucién de la

particula una vez formado el 6xido tal y como se ilustra en las siguientes ecuaciones:

249" +350; > Ag20(s) (6)
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Ag,0(s) + H,0 - 2Ag* + 20H™ (7)

El agregado de iones Cl a la solucidon de nanoparticulas genera la formacién de cloruro de
plata consumiendo los iones Ag" de la superficie de la particulas, desencadenando en
consecuencia la reaccion de disolucidn de las nanoparticulas, lo cual puede observase como
una inmediata reduccién en el tamano de las particulas presentes, para luego generar la
agregacion de las particulas. Si bien este fendmeno era conocido, las evidencias presentadas
hasta hace dos o tres afios eran escasas y en algunos casos hasta confusas, dado que
algunos trabajos planteaban que la presencia de nitrato de sodio era capaz de inducir el
mismo efecto de redisolucién y agregacion de las nanoparticulas, incluso de forma mas
pronunciada que para el caso del cloruro. Estos datos sugerian que los agregados se
producian simplemente por cambios en la fuerza idnica que afectaban la proteccién del

agente de recubrimiento siguiendo la teoria DLVO >*%%1%7

Para complicar ain mds el panorama, otros estudios reportados en las nanoparticulas
recubiertas con PVP?2 mostraron cémo, paraddjicamente, bajas concentraciones de iones CI’

incrementan la estabilidad de las nanoparticulas (Tabla 2).

En capitulos posteriores se volvera sobre estos temas siendo una de las primeras etapas del
proyecto de Tesis dar respuesta a la del mecanismo de agregacién de particulas por la

presencia de cloruros.

4.4 Aplicaciones de las nanoparticulas de
plata

En materia de aplicaciones nanotecnoldgicas, las nanoparticulas de plata han sido objeto de
estudio principalmente en las areas analitica (con el desarrollo de sensores), la electrénica
(con la fabricacion de los circuitos impresos) asi como también en el area microbioldgica,
explotando las propiedades antibactericidas que frente a una gran variedad de organismos

108109 " Dentro de estas tres grande ramas de

(ejemplo, virus, bacteria, y hongos)
aplicaciones, la ultima es quiza la de mayor impacto y avance en los ultimos tiempos, con la

venta de productos comerciales que incluyen articulos de vestimenta contra el mal olor,
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articulos médicos autoesterilizantes, productos cosméticos, lociones, cremas, detergentes,

jabones, etc. &

Dentro de las aplicaciones analiticas, el desarrollo de sensores colorimétricos y como
potenciadores de las sefiales de espectroscopia infrarroja, Raman y SERS, son quizas las mas

destacadas' %!,

En el campo de la electrdnica, la aplicacién mas popular es la fabricacién de circuitos
impresos, donde las nanoparticulas de plata se utilizan como tintas conductoras; aunque
también se ha explorado el disefio de nanotransistores, capacitores y como potenciadores

de las celdas fotovoltaicas'****.

Por fuera de estas lineas principales de investigacion, las nanoparticulas de plata han sido
utilizadas como agentes cataliticos de reacciones quimicas como la oxidacién del mondxido

117

de carbono®® y del benceno™®, la fotodegradacion del acetaldehido®’, y la reduccién del p-

nitrofenol'*.

Sin lugar a dudas las nanoparticulas de plata presentan propiedades capaces de generar
productos de innovacién por lo que han estado en el foco de atencion de las investigaciones
cientificas y aplicadas. En los capitulos subsiguientes se abordara la problematica del
mercurio, su naturaleza quimica y los riesgos que presentan para la salud de la poblacidn; y
como el uso de nanoparticulas de metales como la plata pueden brindar una solucién al
problema no resuelto de contar con técnicas analiticas descentralizables, que permitan la

deteccion temprana de mercurio en zonas contaminadas.
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Capitulo V: Quimica del mercurio y sus
riesgos para la salud

En la naturaleza el mercurio se presenta como un liquido estable monoatémico con
propiedades quimicas que en muchos casos lo asemejan a los gases nobles. Su tiempo de
residencia en la atmdsfera se estima que es del orden de un dia o mds siendo
extremadamente téxico para una amplia gama de organismos vivos, entre ellos el hombre,
aun en muy bajas concentraciones. Cuando los vapores de mercurio pasan de la atmésfera a
los ambientes acuiferos, los microorganismos presentes se encargan de metilarlo dando
lugar a la formaciéon de metilmercurio. Hoy dia, la principal via de exposicion al mercurio es
bajo la forma de metil mercurio, el cual a su vez se bioacumula en animales marinos 19
Cuanto mayor es la vida del pez, mayor el tamafio que alcanza, y por lo tanto mayor es el
tiempo que tiene para acumular el mercurio. De esta manera, los pescados mas grandes
(atdin, pez espada) acumulan mas mercurio que los pequefios*®®. La naturaleza no polar del
metilmercurio le permiten atravesar la barrera encefalica, pudiendo dafiar selectivamente el
cerebro. En adultos, afecta las células especificas de la corteza visual y del cerebelo. En
nifios la exposicién puede ocasionar problemas de crecimiento tanto fisico como mental*?.
Para complicar aun mas el panorama, el metilmercurio tiene una vida bioldgica
relativamente alta en humanos (44 - 80 dias), con una excrecidn lenta que tiene lugar por las

heces, la leche maternay la orina’?, lo cual favorece el dafio por acumulacién del téxico.

El mercurio que es ingerido o inhalado bajo la forma de Hg° en el organismo se une al
glutation (GSH) y/o a la cisteina (Cys) formando complejos tiolados. Dado que la
concentracion de GSH intracelular es relativamente alta (del orden de los 1-10 nM), es
esperable que se formen los complejos de Hg-glutation que pueden desestabilizar el
aparato bioquimico. En el organismo, los érganos que mas sufren la presencia del metal son
el sistema nervioso y los rifiones. En el caso de las embarazadas afectan fundamentalmente
el desarrollo del feto. En segundo plano también puede afectar el sistema respiratorio,

. . . ;s . . . 122
cardiovascular, gastrointestinal, hematoldgico, inmune y reproductivo ~*.
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5.1 Aspectos regulatorios del mercurio

El mercurio es un metal que puede encontrarse presente en varios productos del hogar
(termdémetros, baterias, productos dentales, etc.), lo cual agrava el problema de la
contaminacién de este metal. La poblacidn se encuentra expuesta por multiples vias desde
su inhalacién ambiental, por el consumo de alimentos (fundamentalmente marinos), el agua

contaminada, el suelo, implantes dentales, entre otros 122

Si bien en muchos paises se ha iniciado el recorrido de tratar de eliminar el mercurio de los
productos cotidianos, Uruguay se encuentra ain muy retrasado en este aspecto, aunque
existen material de advertencia por parte de las autoridades competentes, a la fecha no
existe una regulacion especifica que prohiba el uso del mercurio en el hogar. El paso mas
concreto respecto a esto se realizd recién en el 2013, con la firma del Convenio de
Minamata, donde Uruguay se compromete a eliminar las fuentes de mercurio para el afio
2020 *2. En el marco de este tratado los gobiernos han acordado varias medidas, entre las
cuales se destaca la prohibicién de la produccién, importacion y exportacién de una

variedad de productos que contienen mercurio **'?°,

A nivel de politicas publicas, se aconseja no eliminar el consumo de pescados grandes, sino
limitar su consumo. Es, por lo tanto, responsabilidad de la poblacién consumir este tipo de
pescados con una frecuencia no mayor de 15 dias, y es responsabilidad de las autoridades,
educar a la poblacién y darle a conocer los riesgos a los que se encuentran sometidos si

. 12
consumen estos pescados con una frecuencia mayor 6

5.2 Aspectos quimicos

Comparado a otros metales del bloque d de la tabla periddica, el mercurio es un metal muy
singular dado que presenta ciertas propiedades caracteristicas, como ser una baja
conductividad térmica, excelente conductividad eléctrica, bajo punto de fusion y ebullicidn,
que se explican por su configuracién electrdnica particular. La configuracién electrénica del
ion Hg2+ es [Xe] 5d™° 6s°, con todos los orbitales atémicos desde el 1s al 6s se encentran
completamente llenos. En general se acepta que la ausencia de estados de oxidacion

mayores a 2 indican que los electrones d no participan en los enlaces con Iigandosm.
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En este sentido existen varias caracteristicas quimicas importantes a la hora de comprender
las estrategias analiticas utilizadas para el disefio de sensores del metal, y para entender su
reactividad con los medios bioldgicos. En particular se destaca la interacciéon con ligandos
donores como son las interacciones especificas 1:2 de los complejos mercurio-timina, asi
como también la capacidad que presenta el Hg0 de formar amalgamas con otros metales,

comoeloroola pIata83.

5.3 Quimica del mercurio en solucion acuosa

En solucidon acuosa, el mercurio (Il) se encuentra coordinado a 6 moléculas de agua,

128129 Esta estructura junto con la

formando una estructura octaédrica distorsionada
tendencia del mercurio de formar estructuras de tipo co-linear es atribuida a los efectos
relativista que resultan de una diferencia de energia entre los orbitales 6s y los 6p que

130 De acuerdo con la clasificacién de Pearson, el

limita la formacion de los orbitales sp
mercurio (ll) es un ion blando debido a su gran tamafo y polarizabilidad y como
consecuencia presenta afinidad por especies donoras como el azufre, el selenio, el fosforo™*

y por los haluros I, Br and CI" (Tabla 2).
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Tabla 2: Constantes de equilibrio de formacidon de los distintos complejos de mercurio (II) con ligandos

inorganicos, a 298 Ky fuerza idnica nula. Adaptado de referencia 132,133

Ligando Reaccidén logB°
Cloruro Hg”" + CI = Hg(Cl)* 7.3
Hg®* + 2 CI" = Hg(Cl), 14.0
Carbonato Hg®* + CO;* = Hg(COs) 10.6 (0.5) 11.8*
Hidréxido Hg®* + OH = Hg(OH)" 10.6
Hg®* + 2 OH = Hg(OH), 21.8
Sulfato Hg®* + SO,> = Hg(S0.) 1.3(0.5) 2.6*
Bromuro Hg* + Br" = Hg(Br)* 9.1(0.5) 9.7*
Hg®* + 2 Br = Hg(Br), 17.3(0.5) 18.1*
Fluoruro Hg** + F = Hg(F)* 1.0 (0.5) 1.6*
Amonio Hg™ + NH; = Hg(NH3)* 8.8(22,2.0)
Hg”" + 2 NH; = Hg(NHs),>" 17.4(22,2.0)
Sulfuro Hg®* + 2 HS = Hg(HS), 37.7(20,1.0)
Fosfato Hg®* + PO,> = Hg(PO,) 9.5(3.0) 12.1*

* Valores corregidos para fuerza idnica nula

Los ligandos donores O- son considerados duros, mientras que los donores N muestran
caracteristicas intermedias entre los blandos y los duros. Es por este motivo que se puede
predecir la preferencia del mercurio en la formacién de complejos con ligandos donores S >
N > O. Las energias de Gibbs de unién entre ejemplos de ligandos pertenecientes a los
diferentes grupos apoyan esta tendencia, estableciendo que la formacién de complejos de

134 En todos los

mercurio claramente siguen un mecanismo de control termodinamico mixto
casos la formaciéon de complejos es favorable, generando procesos exotérmicos y con
aumento de la entropia. Sorprendentemente, la contribucién entrépica de los N y O donores
es del mismo orden de magnitud lo cual supone que la preferencia termodinamica por en la
formacion de uno u otro tipo de ligando depende de la componente entdlpica de cada

proceso.
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Formacion de Amalgamas

Desde la antigliedad se conoce la capacidad que tiene el mercurio de formar amalgamas de
forma especifica con metales como el oro y la plata, fendmeno que era utilizado en las

minas para la extraccién de estos metales valiosos.

Para el caso de las nanoparticulas de oro el proceso de formacion de amalgamas involucra la
adsorcion sobre el metal y luego la difusidn hacia el interior de la particula pudiendo
alcanzar una penetracion maxima de ca. 3 nm®>. En otras palabras, la interaccion entre una
solucién coloidal de nanoparticulas de 11 nm y el Hg (0) genera que al final del proceso
alrededor del 15% del tamaiio de la particula corresponda a los atomos amalgamados de

mercurio (0) **°.

Para el caso de las nanoparticulas de plata (de tamafio < 32nm), la reaccién de formacién de
la amalgama tiene lugar en una relacion atémica Hg:Ag de 1.125:1, sobre la superficie de la
particula136. Este dato contrasta con la relacién Hg:Ag de 1:2 observada para la formacién de

amalgama en el metal macroscépico.

Calculos tedricos revelaron que la unién entre el mercurio y el oro se genera a partir de la

137,1 .
37138 Do |a misma

trasferencia de electrones entre el orbital s de Hg y el orbital s del Au
forma en la interaccidn con la plata participan los electrones en los orbitales s de ambos

. . . . 1
metales, junto los electrones de los orbitales p del mercurio con el orbital s de la plata *%.

5.4 Extraccion y almacenamiento de las muestras
de mercurio

La dificultad en la recoleccion de las muestras para el andlisis de mercurio se encuentra bien
documentada, especialmente en soluciones acuosas de trazas de mercurio, donde puede
existir pérdidas debido a la volatizaciéon y/o absorcidon del analito por las paredes del
recipiente contenedor. Los materiales como el cuarzo, vidrio Pirex, Teflon® plasticos de
politetrafluoroetileno o tereftalato de polietileno son los mas adecuados para minimizar

1 . . . .
3%, Sin embargo si se trabaja con concentraciones

pérdidas en los recipientes contenedor
estdndar de mercurio por debajo de los 0.05 nM, se debe trabajar con muestras frescas. En

general las muestras almacenadas de mercurio son solamente estables por un maximo de 5
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semanas, a diferencia de otros metales pesados los cuales pueden ser almacenados por
hasta 6 meses 0 mas. Junto con el almacenamiento apropiado, normalmente se utilizan
soluciones de HNO3 para minimizar la formacion de los 6xidos del metal. Este inconveniente

refuerza la necesidad real de lograr disefiar métodos de deteccién de campo™®.

Pre tratamiento de las muestras

Los protocolos de pre tratamiento de muestras normalmente utilizan acidos y oxidantes
fuertes como el HNOj, H,SO4 , K;S,05, KMnQ4, K,CrO;, HCI, H,O, y BrCl. Todas estas
sustancias deben ser analizadas y certificadas para el andlisis de mercurio. En otros casos
para la extraccidon en muestras mas complejas como el casos de muestras de cabello, se
utilizan solventes organicos como el hexano, alcohol, acetona, agua, dietiléter y detergentes

para remover el polvo y la grasa **%.

En sedimentos sdlidos el mercurio puede ser extraido y/o analizado de forma in situ. El
método EPA 7473 provee de una guia practica para detectar la cantidad total del analito sin
la necesidad de tratamientos de extraccidn previas. En otro orden andlisis de especiacidn del
mercurio requieren de métodos de extraccidn complejos que incluyen el uso de microondas
y ultrasonido seguido de separacién de cada una de las especies mediante solvente organico

y columnas de separacién en fase sdlida.

En los casos donde solamente alcanza con conocer la concentracion total de mercurio, una
digestion simple del mercurio es suficiente, utilizando oxidantes quimicos o por métodos de
calentamiento a altas temperaturas (pirolisis/combustién). La oxidacidon quimica requiere el
uso acidos concentrados y agentes oxidantes'®. Para muestras sélidas se recomienda el uso

de de acido fluorhidrico para remover el metal de las matrices orgdnicas.

Otro aspecto clave que debe ser tenido en cuenta durante las digestiones es evitar la
volatilizacién del mercurio, para lo cual es necesario controlar adecuadamente las
temperaturas de digestion (generalmente entre 60-70°C), o bien trabajando en todo

momento en recipientes cerrados si se requiere aumentar la temperatura a 90 — 100 °C

139,141

Por su parte los métodos la combustién y pirolisis involucran el uso de oxidantes y

reductores, y normalmente tienen una etapa de reconcentracién con trampas de mercurio
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(generalmente una lamina de oro) las cuales selectivamente capturan el analito, evitandose

de esta forma las interferencias quimicas'.

Por fuera de las recomendaciones del EPA, existen métodos innovadores'* gue utilizan
energia de microondas (a 630 W) y altas presiones para la extraccién de mercurio de

pescados, permitiendo evitar el uso de acidos y oxidantes fuertes.

Métodos de preconcentracion de las muestras
de mercurio

Existen bdsicamente dos métodos de preconcentracion de mercurio: por un lado las
. - T ., , . , 143

trampas de mercurio utilizadas en el analisis por absorcién atémica de vapor frio™" y por

otro lado los métodos quimicos que explotan la alta afinidad de las formas del mercurio, en

particular el mercurio (I1) por el grupo tiol***.

El primero consiste en concentrar el mercurio utilizando una lamina activada de oro, la cual
atrapa al metal en solucién por formacién de amalgama, y se recupera finalmente
calentando el oro a la temperatura de ebullicidn. El ciclo de amalgamamiento y generacion

de vapor de mercurio puede repetirse varias veces hasta alcanzar la concentracién deseada.

Dentro de los métodos quimicos, se utilizan los llamados tiol-SAMMS (Tiol Self Assembled
Monolayers on Mesoporous Silica). Estos sustratos sélidos y porosos permiten atrapar los
iones de mercurio (Il) con una alta afinidad, especificidad y velocidad de absorcién en un

amplio rango de pH (4-12) **

. Estos sistemas se utilizan no solo para la preconcentracion de
muestra, sino también como métodos de descontaminacién, para la remocion del metal en
efluentes, dado que la silica porosa que actla de soporte, permite la incorporaciéon de

145-146

multiples moléculas de tioles . Los tiol-SAMMS pueden absorber grandes cantidades de

. s . , . . 1
mercurio de forma rapida alcanzandose porcentajes de remocién de ca. 98.9% ¥/ .

Como alternativa, se ha empleado el uso de ionéforos formados por copolimeros con una
prevalencia de grupos tioles y sulfénicos que exhiben una estructura macroporosa capaz de
capturar al mercurio (ll). Estas macromoléculas se emplean en resinas de intercambio,

permitiendo la concentracion de mercurio. A modo de ejemplo se encuentra el
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mercaptoestirenedivinil benceno, el cual se deposita en electrodos de trabajo de platino,

para la deteccidn selectiva del mercurio por impedancia **2.
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Capitulo VI: Sensores de mercurio basados
en el uso de nanoparticulas

Historicamente las técnicas analiticas para la determinacidon del mercurio total en aguas a
concentraciones trazas se basaban en el uso de un equipamiento pesado y costoso, como la
técnica de absorcidn atdomica de vapor frio, emisiéon atdmica de plasma o la espectrometria

de fluorescencia atémica **

. Con el devenir de los afos el equipamiento se ha reducido
sustancialmente ayudando al proceso de descentralizacion. Sin embargo, a partir de Ila
concientizacién de la poblacion sobre los peligros del metal, conjuntamente con las politicas
de proteccién medioambientales, en los uUltimos afios crecié la demanda del monitoreo del
mercurio en campo, lo cual motivé en abrir la busqueda de nuevas tecnologias simplificadas
13 " donde las nanoparticulas aparecen como los candidatos justos para la generacién de

sensores descentralizados, tales que permitan el andlisis rapido, a un menor costo y que

eviten los problemas de transporte y conservacion de las muestras.

Debido a los altos valores en los coeficientes de extincion molar y al amplio rango de valores
para los cuales se cumple la aditividad de la absorbancia con la concentraciéon (Figura 1), las
nanoparticulas de oro y plata han sido utilizadas para el disefio y desarrollo de sensores

. 4. 149,1
colorimétricos >0,
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Figura 1: Diluciones seriadas de nanoparticulas recubiertas de almidén mostrando el amplio rango de
linealidad entre la concentracidon y la absorbancia.
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A grandes rasgos existen cuatro estrategias generales de trabajo (Figura 2). Por un lado se
encuentran los sensores colorimétricos basados en la interaccion directa de las
nanoparticulas con el nucleo metélico generalmente utilizando la formacién de amalgamas.
En una segunda clasificacién se encuentran los sensores que utilizan moléculas conectoras
especificas de reconocimiento del mercurio. En tercer lugar estan las técnicas de
inmovilizacion de nanoparticulas, fundamentalmente empleadas en la busqueda de
desarrollar bandas colorimétricas similares a los kit de deteccion de pH. Finalmente se
encuentran las técnicas complementarias las cuales utilizan otros métodos no
colorimétricos de deteccidn para mejorar la sefial de respuesta. Dentro de estas ultimas se
destacan las técnicas electroquimicas. A continuacién se describen las estrategias

empleadas, junto con las ventajas y desventajas de cada una de ellas.

Mercury detection using
nanotechnology based-strategies

T-Hg-T complexes

DD SR —

A !H = |ol

3—T—T—C—F

Colorimetric Nanoparticle-electrochemical

test strips

combined strategies

S L

Figura 2: Esquema de las principales lineas de investigaciéon en materia de desarrollo de dispositivos portatiles,

para la deteccion de mercurio. Adaptado de referencia >
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6.1 Sensores basados en a amalgama y formacidon de complejos entre la plata
y/o el oro con el mercurio

Dentro de esta categoria se ubican las estrategias de censado mas simples, aunque
paraddjicamente menos exploradas. Se basan en la deteccién directa del mercurio
basandose en la interaccion fuerte y especifica que existe en la formacidn de la amalgama
mercurio-plata o mercurio-oro. La técnica se inspira en los antiguos métodos de extraccién
del oro en las minerias™' donde la gran afinidad del mercurio por formar amalgamas

preferentemente con el oro o la plata era util para purificar los metales valiosos del resto.

Como se describia en apartados anteriores, las nanoparticulas de plata presentan una fuerte
reactividad ante las condiciones externas. Mdas aun cualquier cambio en el entorno
fisicoquimico de las mismas produce cambios en la resonancia superficial del plasmén (RSP)
y por tanto puede ser facilmente detectado por espectroscopia UV-Vis o simplemente por

inspeccidn visual.

La formacion de la amalgama de mercurio es una reaccion espontanea que se traduce en un
corrimiento en la resonancia hacia longitudes de onda de mayor energia
concomitantemente con una disminucién en la intensidad de la sefial®®*>?. Debido a que los
potenciales redox de las nanoparticulas de plata y de mercurio se encuentran muy cercanos
entre si, se facilita la transferencia de electrones de un metal a otro sin la necesidad de
vencer grandes barreras de energia potencial. Como consecuencia de esto, las técnicas son
capaces de detectar mercurio (0), mercurio (I) y mercurio (ll) sin la necesidad del agregado

de agentes reductores externos.

Agt+e” — Ag® E° =0.7996 Ve (1)
Hg?t +2e~ — Hg® E° =0.851 Ve (2)
2Hg?" + 2e~ — Hg2%, E° = 0.905 Vsye (3)
Hg>" + 2e~ — 2Hg®, E° = 0.7961 Ve (4)

Mas aun, para el caso de las nanoparticulas, la reaccion de amalgama se potencia debido a

que los valores de los potenciales redox disminuyen como consecuencia de la escala.
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Entre las variaciones que se encuentran reportadas para esta estrategia, estd el uso de
agentes reductores y oxidantes, utilizados para facilitar la formacién de la amalgama y por
tanto mejorar la sensibilidad de la respuesta colorimétrica. Entre estos estd el uso de
peroxido de hidrégeno™® el cual es utilizado para rapidamente iniciar una redisolucion
superficial de la plata, dando lugar a la formacién de radicales superdxidos e iones Ag (I)
(Reacciones 5-7). El superdéxido participa en la formacidn de nanoparticulas
electronicamente cargadas (AgNPs*’) las cuales actuan como agentes reductores del

mercurio.

AgNP + 0, — AgNP*™ + 0, (5)
AgNP*~ + 0, — AgNP + 0, (6)
AgNP*~ + Ag™ — AgNP + AgNP (7)

Otras variantes, también enfocadas en potenciar la sensibilidad del método y asi generar
sensores que puedan ser utilizados a simple vista, se encuentra en el uso de nano bastones
y nano discos, los cuales se caracterizan por presentar modos dipolares de resonancia que
son mas sensibles a los entornos fisicoquimicos que los modos cuadrupolares responsables
de la absorcion de luz de las esferas. De esta manera, la presencia de mercurio produce

cambios espectrales mas pronunciados.

La respuesta colorimétrica de este tipo de sensores es altamente especifica para el
mercurio, frente a una gran variedad de cationes como el Pb?*, cd**, zn**, Ca**, Cu*, Mn*",
ce*, AP, K*, Na*, Co™, Ag’, Ni*" y Mg®". Sin embargo, pese a la ventaja que presenta
respecto a la sensibilidad, selectividad y sencillez, la gran mayoria de los trabajos publicados
no le brindan la importancia que merece a la presencia de aniones en solucidn, en particular

los iones cloruros, que juegan un rol principal en los estudios de estabilidad de los coloides.

Sensores basados en el uso de ligandos de reconocimiento del mercurio (ll)

El uso de ligandos especificos y de alta afinidad por el mercurio es otra interesante
alternativa en las estrategias de censado colorimétricas. De los valores altos de las entalpias
para el enlace entre el mercurio y las timinas, sumado a la ventaja del apareamiento

especifico que presenta el ADN, surgen los populares sensores basados en la estrategia de
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Mirkin'** que explotan las formaciones de los puentes T-Hg?-T , cuya alta afinidad quimica
logra a alcanzar energias de unidn de 24.53 Kcal mol™ (Kunisn ~ 1 x 10" M™ a 298 K) . El
mecanismo de formacién de los puentes T—Hg"—T consta de una etapa de deshidratacion de
los iones de Hg(ll) y una segunda etapa de sustitucién de los electrones del grupo NH de la
posiciéon 3 de las moléculas de timina. Comparado con otros cationes divalentes, el mercurio
posee un tamaino que se ajusta perfectamente a la cadena de ADN sin alterar demasiado su

| °°. Ademas existe evidencia experimental y tedrica, que muestran que

estructura helicoida
el enlace T—Hg”—T a través de los grupos NH de las timinas tiene una geometria lineal, lo

facilita el emparejamiento de las restantes bases nucleotidicas **°.

Ejemplos de estos ultimos son los sensores de nanoparticulas de oro recubiertos con 2,5

I">71%% En presencia de mercurio los complejos de geometria

dimercapto 1,3,4 - tiodiazo
octaédricas, deformados entre el grupo tiol y el mercurio, disminuyen la distancia

interparticula, lo cual se traduce en modificaciones en el RSP (Figura 3).

Particulas separadas Particulas agregadas

Figura 3: Esquema del sensor de mercurio basados en el uso de ditioles como el caso de la 2,5 dimercapto
1,3,4 - tiodiazol. En presencia de mercurio, se forma un complejo de geometria octaédrica deformada, entre el
metal y el compuesto organico dando lugar a una disminucién de la distancia interparticula, la cual puede ser

detectada por cambios en el plasmon.

Para mejorar aun mas la respuesta, algunas variantes presentan el uso de equipos de
fluorescencia que intensifican la senal, debido a que la formacién de agregados entre las
particulas confieren restricciones conformacionales capaces de ser detectadas por
fluorescencia. Variantes de estas técnicas permiten llegar a limites de deteccidn en el rango

fentomolar utilizando luminiscencia y moléculas protectoras sensibles como el 3,5 diamino-
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1,2,4-triazol, que en presencia de de iones de mercurio pueden formar cadenas de

agregados inducidas por la formacion de complejos con el metal.

Siguiendo con este tipo de estrategias, surgen los trabajos que presentan sensores de
mercurio utilizando ADN, los cuales remplazan a la a los compuestos quimicos orgdnicos
tiolados. La razén de esta tendencia es simplemente la facilidad con la cual pueden
sintetizarse moléculas de ADN, pudiendo definir el largo de la cadena molecular, el grado de
complementariedad de bases y la cantidad de timinas, las cuales atrapan al mercurio. De
esta forma la literatura muestran numerosos trabajos en dénde se experimenta con

distintas variantes de DNA.

Un ejemplo de este tipo de estrategia son los sensores basados en la agregacion de
nanoparticulas en presencia de mercurio, desencadenado por la unién de dos
nanoparticulas en donde cada una se encuentra recubierta con hebras de DNA
complementarias entre si, excepto por algunas timinas permitiendo la agregacion

solamente en presencia de mercurio (Figura 4) >**°.
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Figura 4: Ejemplos de estrategias de sensado de de nanopartiuclas basado en la formacién de los puentes T-

Hg”-T. Adaptado de referencia >,
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Exceptuando algunos pocos trabajos dénde se conjugan moléculas de DNA con ligandos
fluorescentes para amplificar la sefial, la gran mayoria de los sensores basados en ADN son
simplemente de tipo colorimétricos. Sin embargo, se han empleado varias estrategias para
potenciar la sensibilidad de la respuesta. Uno de los primeros trabajos al respecto fue
promovido nuevamente por el grupo de Mirkin** quienes propusieron la posibilidad de
medir los cambios en la temperatura de transicién (T,,) del ADNds en lugar de solamente
enfocarse en los cambios colorimétricos. La dependencia linear entre la T, y la
concentracion de mercurio (IlI) produce incrementos en el T,, del ADNds del orden de los ca.
5°C. Esto permite limites de deteccion del orden de los 100 nM de mercurio con una

selectividad destacable.

Otros autores explotan el hecho que las hebras simples de ADNss no son tan buenas como
agentes protectores de las nanoparticulas que las doble hebra de ADNds. El disefio de este
tipo de sensores involucra nuevamente el uso de dos hebras simples complementarias
exceptuando por algunas timinas que impiden la hibridizacién. En este caso el ADN protege
la agregacién de la particulas a través de uniones débiles, por lo que la ventaja de estos
sensores es que no requieren de ADN tiolados, lo cual disminuye el costo y simplifica el
disefio. En ausencia de mercurio (ll) las hebras de ADN permanecen separadas, incluso luego
del agregado de pequefias cantidades de sales, las cuales se utilizan para remarcar la
diferencia. Por el contario si el mercurio (Il) esta presente, el ADN se hibridiza y las dobles
hebras resultantes no pueden evitar la agregacion de las particulas (Figura 4). Utilizando un
concepto similar, pero remplazando las nanoparticulas de oro y plata por magnéticas, se
mejora los limites de deteccién, midiendo la relajacién magnética en lugar de la respuesta

colorimétrica *°.

El largo en las cadenas de ADN asi como también el nimero de bases de timina son los
principales factores que definen la performance de los sensores. Se ha estudiado que las
cadenas largas de ADN complementarias excepto por un alto nimero de bases de timina,

d*® Esto

amplian el rango de respuesta lineal del sensor, sacrificando parte de la sensibilida

es debido a que se necesita una mayor cantidad de mercurio (ll) para formar los puentes T-
1l . . . . ..

Hg -T necesarios para hibridar las cadenas. Por el contrario una menor cantidad de Timinas,

necesita menos mercurio (ll) para unir las cadenas y por tanto aumenta la sensibilidad, al
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costo de acortar el rango lineal de concentraciones detectables de mercurio, dado que una

pequeiia cantidad de mercurio ya es suficiente para hibridizar las hebras.

Otra clase de sensores mas sofisticados, combinan el uso de ADN tiolados conjugados a
nanoparticulas junto con métodos de separacién por centrifuga de manera de disminuir el
limite de deteccidn. Es el caso de los sensores que utilizan la 5'-tiol-politimina, la cual se usa
para secuestrar a los mercurios y las nanoparticulas de plata, para aumentar la masa de las
hebras de ADN las cuales se separan por centrifugacion. Luego se agrega perdxido de
hidrégeno en exceso para oxidar a las nanoparticulas de plata y asi dejar libre al mercurio, el
cual se detecta utilizando una sonda complementaria de ADN conjugadas a una molécula
fluorescente. Esta estrategia de centrifugado, permite concentrar al mercurio por lo cual la
sensibilidad se aumenta tantas veces como se quiera. Como contrapartida los tiempos de
duracién del andlisis pueden ser largos *®*. Otra alternativa surge del uso de nanoparticulas
conjugadas con moléculas apolares, con tioles capaces de capturar al mercurio, pero
teniendo mayor afinidad por la fase organica. Mediante extracciones puede separarse y
concentrarse el mercurio, para su posterior deteccion. A igual que el anterior presentan la
desventaja de ser procesos complejos, lentos y requieren de grandes cantidades de muestra

para concentrar (Figura 5).
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Figura 5: Sensores basados en la preconcentracion del mercurio (Il). Las moléculas de politiminas de ADN

conjugadas a nanoparticulas se utilizan para capturar las moléculas de mercurio en solucion, para luego ser
separadas por centrifugacion, liberandose el mercurio tras el agregado de perdxido de hidrégeno. La deteccion
final se realiza por FIA utilizando una sonda fluorescente conjugada a una hebra complementaria de ADN (a).
Otra alternativa de preconcentracion se encuentra en el uso de nanoparticulas doblemente conjugadas, por un
lado con moléculas de reconocimiento selectivo y de alta afinidad por el Hg y por el otro con moléculas

apolares, que le confieren una alta afinidad por una fase organica la cual se utiliza para la extraccion,

. .59
concentrando de esta forma el mercurio presente en la muestra (b). Adaptado de referencia ™.

Otro ejemplo de tecnologia hibrida es el uso de fibras de microextraccién para concentrar el
mercurio, conjuntamente con nanoparticulas de oro y un potenciostato como método de
deteccion. En este sistema los iones de mercurio (ll) son capturados por una membrana
porosa de polipropileno constituida por 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN). Dentro de la fibra se
encuentra una solucién quelante de EDT, nitrato de potasio y acido sulfurico. La deteccién
se completa mediante un electrodo de platino dopado de nanoparticulas de oro, al cual se
amalgama con el mercurio concentrado y la sefial es detectada mediante voltamperometria
de stripping anddico. Tanto las nanoparticulas de oro como la solucidn organica embebida
en la membrana porosa se encargan de preconcentrar la muestra, aumentando la

sensibilidad de la técnica (Figura 6).
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Figura 6: Ejemplo de tecnologias combinadas de preconcentracién con fibras embebidas de sustancias capaces
de captar el mercurio conjuntamente con electrodos recubiertos de nanoparticulas de oro, que tienen la
capacidad de amalgamar al mercurio. La deteccion se realiza por métodos electroquimicos, aumentando el

poder de deteccidn. Adaptado de referencia >,

En todos los casos descritos anteriormente las estrategias apuntan a resolver el problema
utilizando sistemas de deteccién en solucién acuosa, lo cual tiene su desventaja a la hora de
la comercializacién de las técnicas. El siguiente apartado trata algunos ejemplos de
estrategias en donde la principal motivacion es conseguir sensores inmovilizados,
particularmente apuntando al desarrollo de test de deteccidn primarios, similares a las tiras

de pH.

En la busqueda de un kit colorimétrico de
mercurio

Los sistemas de inmovilizacion poseen varias ventajas sobre los sensores que trabajan en
solucién: evitan fendmenos de agregaciéon no deseados, reducen el pre-tratamiento de las

muestras, son de rapida respuesta y en general no requieren de instrumentos sofisticados

162
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Duan y Guo 162,163 gisefiaron un sensor inmovilizado en tiras de papel consistente en una
primera banda dopada con nanoparticulas de oro conjugadas a una molécula de ADN1
anclada en el extremo 3' a una molécula de botina y en el otro extremo 5' a un grupo tiol. La
segunda banda contiene las hebras de ADN 2 cuyas secuencias de bases es complementaria
a la primera. La tercera banda se compone de moléculas de estreptavidina, las cuales tienen
la capacidad de capturar de forma especifica al complejo biotina-AuNP- ADN 1 mediante la
interaccion fuerte entre la biotina y la estreptavidina formando un complejo coloreado. En
ausencia de los iones de mercurio (1) el complejo AUNPs—ADN1 se une tanto al ADN2 como
a la estreptavidina revelando dos bandas. En el caso contrario, si el mercurio estd presente,
la banda que contiene el AuNPs—ADN1 puede unirse consigo mismo formando una
estructura en forma de horquilla, mismo mediante la formacidn de los puentes de T—Hg-T,
e impidiendo la posterior unién al ADN 2. En este caso solamente se observa una banda, la

|164

cual actia como contro Los limites alcanzados por esta técnica son variados llegando a

concentraciones minimas de 5 nM en condiciones controladas de laboratorio.

El uso de anticuerpos especificos también ha sido explorados para amplificar la respuesta de
la sefial. En estos casos existe un disefilo compuesto de cuatro zonas de inmovilizacién: La
primera se compone de una cadena de ADN 1 conjugada a una molécula de digoxina (ADN -
digoxina). La segunda zona se compone se compone de una molécula de ADN 2 tiolada,
unida a una nanoparticula de oro (AuNP—ADN 2). La tercer zona contiene el anticuerpo
antidigoxina. Por ultimo se encuentra la cuarta zona conformada por una molécula de
estreptavidina unida a una biotina y a una hebra de ADN 3. Esta ultima con una secuencia
complementaria a la de ADN 2. El principio de deteccidn se basa en la formacién del puente
T—Hg"—T conjuntamente con la capacidad especifica de unién de los anticuerpos por la
digoxina. En presencia de los iones de mercurio (ll), el complejo ADN 1-digoxina interactua
con el AuNP-ADN 2 para generar un complejo supramolecular de AuNP—ADN1-ADN2-
digoxina. Luego la mezcla migra a lo largo de la tira hasta que el complejo es finalmente
capturado en la zona de revelado donde se encuentran los anticuerpos anti-digoxina. La
acumulacién de las nanoparticulas de oro produce una banda roja caracteristica, revelando
la presencia de mercurio. Por su lado el exceso de AuNPs—ADN2 migra hacia la zona de

control donde es capturado por el complejo de streptavidina—biotina—ADN 3 formando una
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banda de control. Si por el contrario la concentracién de mercurio es baja, la intensidad de

la banda de deteccién se reduce o simplemente no aparece.

Una alternativa al desarrollo de tiras colorimétricas, son los sensores electroquimicos
basados en el uso de nanoparticulas. Esta clase de sensores buscan aumentar la sensibilidad
sustituyendo la respuesta visual o espectrofotométrica, por sefiales eléctricas, las cuales son
en principio mas sensibles. Hoy en dia se fabrican potenciostatos ultra pequenos y de costo
reducido, por lo que estas combinaciones son igualmente atractivas para el analisis

descentralizado.

Sensores combinados de nanoparticulas con
técnicas electroquimicas

La Agencia de proteccién medioambiental de los estados unidos (Environmental Protection
Agency) provee de métodos electroquimicos para el analisis de mercurio en aguas, desde
reservas industriales hasta aguas de uso doméstico™®. Sin embargo, estos métodos
dependen de varios pre-tratamientos que no son facilmente automatizables como el pulido
y limpieza general de los electrodos. Esto afecta la aplicabilidad de las técnicas en campo,

siendo necesarios algunos conocimientos minimos de analisis electroquimico.

Para solucionar estos inconvenientes, en los ultimos afos se ha popularizado el uso de

166-168

sensores descartables serigrafiados (o screen-printed electrodes) . El uso de depdsitos

de nanoparticulas en la superficie de los electrodos de trabajo, permite crear sistemas

171 Utilizando electrodos

hibridos 16170 gue potencian las respuestas analiticas
descartables, deja de ser necesario el uso de pre tratamientos y acondicionamientos de los
electrodos de trabajo, permiten aumentar la velocidad de transferencia electrdnica,
reducen los fendmenos de sobre potencial y permite que las reacciones redox sean

172

cinéticamente favorables™“. Como ventaja adicional, el aumento de area generado por las

nanoparticulas, permiten bajar los limites de deteccion.

Una de las estrategias empleadas involucra el uso de los complejos de T-Hg"—T conjugados a
nanoparticulas de oro las cuales en presencia de mercurio permiten la union de las
particulas a la superficie del electrodo recubierto con una hebra de ADN tiolada rica en

timinas. Luego mediante el agregado de un ion electroquimicamente detectable como el
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hexaminrutenio (lll) el mismo puede unirse electroestaticamente al fosfato anidénico de ADN

revelando la presencia de nanoparticulas y por tanto de mercurio.

Los electrodos de carbono nano estructurados son otro ejemplo de vinculo entre los
métodos electroquimicos y el uso de nanotecnologia. La voltamperometria de stripping
anddico, se potencia con el uso de nanoparticulas de oro homogéneamente dispersas en los

173 por otro

electrodos de grafeno, permitiendo disminuir los niveles de deteccién a 30 pM
lado el uso de otras nanoestructuras, como es el caso de los electrodos de nanotubos de
carbono permite minimizar los efectos de contaminacion comparado con el uso de carbono

activado y/o fullerenos'’*.

Pese a los avances en las estrategias de deteccidon sigue siendo un desafio el estudio de

estos sistemas en condiciones de factores de interferencia como son los ambientes salinos.

6.6 Una mirada critica de los métodos de
deteccion de mercurio

El interés en el andlisis de mercurio depende principalmente en la deteccidn del analito y su
cuantificacion en el ambiente, alimentos y trabajadores de la industria expuestos a
contaminacion del metal. Sin embargo, en todos los casos descritos anteriormente, los
trabajos publicados mostraron pruebas de ensayo promisorias alcanzandose una
sensibilidad y selectividad adecuada para el analisis de muestras en condiciones de

laboratorio y en muestras reales poco frecuentes, como aguas pristinas de rios y lagos 0L

a
mayoria de los trabajos reportados solamente se enfocan en disminuir los limites de
deteccion, mostrando la selectividad de las técnicas solamente frente a otros cationes
metalicos y dejando de lado factores como la fuerza idnica, el pH o el efecto del tipo de
electrolito. Como se discutié previamente, este ultimo tiene especial importancia en el caso
de trabajar con nanoparticulas de plata, y no es habitual encontrar estudios que

demuestren la funcionalidad de los sensores desarrollados en presencia de halogenuros en

general, de cloruro en particular, y de sulfuros inorgdnicos y biotioles.

En consecuencia existen varios factores ambientales que limitan el uso de los métodos
nanotecnoldgicos en medios reales, desmotivando las primeras etapas de laboratorio donde

se mostraban promisorios para el andlisis descentralizado. Los agentes de recubrimiento
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empleados en la sintesis de nanoparticulas juegan un rol crucial en el caso de la deteccion
del mercurio dado que tienen la doble funcién de estabilizar los coloides y funcionar como
moléculas de reconocimiento especifico del mercurio. En algunos casos ambos objetivos
entran en conflicto donde un aumento de sensibilidad se acompafia de una pérdida de
selectividad y viceversa, haciendo dificil el traslado de la tecnologia del laboratorio a la

aplicacion practica en muestras reales.

No todas las nanoparticulas son estables a alta fuerza idnica y pH extremos %’ A modo de
ejemplo las nanoparticulas de oro recubiertas de citrato se agregan a concentraciones de
cloruros tan bajas como 30 mM. En resumen, los sensores basados en la agregacién de
nanoparticulas son extremadamente susceptibles a la agregacion bajo condiciones normales
de fuerza idnica. Aunque el problema podria en principio solucionarse con el empleo de
otros agentes de recubrimiento, se dificulta el intercambio de ligandos, lo cual presenta un

desafio en si mismo muy rara vez estudiado (Figura 7) *”.
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Figura 7: Posibles destinos de los sensores en ambientes reales: En el primer caso, las nanoparticulas que se
agregan con la presencia de bajos niveles de concentracién salina aumentan su resistencia mediante el empleo
de tioles, pero pueden ser sensibles al intercambio con otras moléculas tioladas(A). En el segundo caso, los
tioles protegen a las nanoparticulas de la fuerza idnica, pero electrolitos capaces de reaccionar con una alta

afinidad, para formar sales insolubles con la plata (como el Cl'), pueden generar de igual manera la agregacion
, et .z Il
de las particulas (B). Por ultimo los sensores basados en la formacion de puentes T—Hg —T puden separarse en

presencia de tioles con mayor afinidad por los mercurio (ll) que las bases de timina desestabilizando a los

sensores (C). Adaptado de referencia >,
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La estabilidad del puente T-Hg"-T también debe ser considerada, especialmente teniendo
en cuenta de la gran mayoria de sensores basados en la formaciéon de este complejo.
Termodinamicamente, la estructura del mismo puede romperse frente a la presencia de
grupos tioles, los cuales presentan una mayor afinidad por el mercurio. Existe evidencia que
confirman estos datos donde moléculas de cisteina, glutatién y homocisteina son capaces

de desplazar los atomos de mercurio (II) de su unién con las timinas 154,

Los métodos de formacion de amalgamas por parte de las nanoparticulas de oro y/o plata se
muestran como las alternativas mas simples y promisorias, en cuanto a que el desarrollo se
puede enfocar en el disefo de sistemas que soporten la agregacion del medio, dejando la
deteccion selectiva en manos de la formacion directa de amalgamas, la cual es en principio
mas favorable termodindmicamente en la unidn entre el mercurio y el tiol. Sin embargo
estas técnicas son las menos exploradas y aun se encuentran en desventaja en términos de
los limites de deteccidn alcanzados y en cuanto a los estudios de interferencia y estabilidad

de los coloides frente a la agregacién de las nanoparticulas.

El desarrollo de tiras de mercurio constituyen una buena alternativa para el analisis
descentralizado al tiempo que resuelve alguno de los problemas anteriormente
mencionados asociados a la agregacidn de particulas 76 Sin embargo estas técnicas son en

general cualitativas o semi cuantitativas y en varios casos se sacrifica sensibilidad analitica.

En conclusidn, no existe una técnica Unica y éptima del analisis de mercurio por métodos
descentralizados. Los limites de deteccion de las técnicas reportadas son muy variados, no
encontrandose un patrdn claro que permita elegir entre una u otra técnica. Sin embargo hay
un aspecto que surge con claridad de la revisidn bibliografica realizada: la necesidad de
contar con sistemas analiticos adecuadamente validados en sistemas reales, o en soluciones
simuladas de sistemas reales. La presencia de moléculas ubicuas como los iones cloruro, o la
presencia de tioles y biotioles debe demostrar ser inocuas frente a la respuesta analitica del

mercurio.
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Capitulo VII: Estabilidad de las
nanoparticulas de plata

Una revision cuidadosa de la literatura permite comprobar que la mayoria de los sensores
propuestos, principalmente basados en el acercamiento de nanoparticulas, han sido
probados en condiciones de laboratorio, y rara vez se han empleado en el andlisis de
muestras reales. La razén de esto es sencilla: las nanoparticulas se encuentran formando
disoluciones coloidales, que son fuertemente dependientes de la fuerza i6nica 2. Al
aumentar la fuerza iénica del medio, las nanoparticulas pierden su recubrimiento y se
agregan, cambiando de color. Si se emplearan estas nanoparticulas, modificadas
electrostaticamente con la adsorcidn de distintas moléculas de proteccién, en un medio de
alta fuerza idnica, se produciria el agregado de las mismas y el sensor no funcionaria (falso

positivo). Por tanto el analisis de la estabilidad de los coloides es esencial para el desarrollo

de fututas aplicaciones.

En suma, resulta imprescindible profundizar en el conocimiento del fendmeno de
agregacion de nanoparticulas, mediante el estudio de los diferentes parametros que inciden
en el mismo, con el objetivo de determinar racionalmente el mejor agente de

recubrimiento, necesario para el posterior desarrollo de un sensor colorimétrico.

Por el afio 2012 existian publicados numerosos trabajos que estudiaban el efecto de Ia

15-22 . . .
>22 sin embargo, muy pocos autores subrayaban la importancia de

fuerza idnica y/o el pH
la naturaleza del electrolito como responsable del proceso de agregacién. Algunos de estos
autores encontraron que las nanoparticulas triangulares se agregaban de forma selectiva
con aniones capaces de formar sales insolubles con la plata. Sin embargo la evidencia
empirica de tal fendmeno era escasa. En virtud de esto, en el afio 2013 a partir de los
resultados parciales de la presente Tesis, se publicd por primera vez un trabajo en el cual se
destaca la existencia de un mecanismo de agregacion diferente del cldsico efecto de la
fuerza idnica (descrito por la teoria de DLVO), dependiente de la naturaleza de electrolito.
En particular se encontrd que los cloruros presentes en el medio eran capaces de agregar los

coloides metalicos, mediante la formacion de una capa de cloruro de plata alrededor de las

particulas y la consecuente precipitacion, al formar una sal insoluble con el metal. Al mismo
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tiempo se dejo en claro la importancia del anién a la hora del disefio del sensor
colorimétrico siendo indispensable para determinar la concentracién maxima de trabajo que

la nanoparticula es capaz de soportar.

7.1 Materiales y métodos

Todos los reactivos fueron utilizados en grado analitico y todas las disoluciones empleadas

se prepararon con agua ultrapura (resistividad > 18.2 MQ cm).

Nitrato de plata (AgNOs, 99%, Biopack), acido sulfurico (H,SO4, 95-98%, Biopack) acido
nitrico (HNOs, 69.0-71.0% Biopack) cloruro de sodio (NaCl, 99% Anedra) hidréxido de sodio
NaOH Cicarelly, borohidruro de sodio (NaOH, 98%, Sigma). Almiddn soluble (pureza
analitica, Mallinckrodt), fluoruro de sodio (NaF, 99% J.T. Baker), nitrato de sodio
(NaN03,99.5% Sigma-Aldrich) bromuro de sodio (NaBr, 99% Carlo Erba), bis(2-ethil hexil)
sulfosuccinato de sodio (NaAOT, 98%, Aldrich), glucosa (99% Sigma-Aldrich), citrato tri-
sodico (TSC 99%, Carlo Erba). La pureza del borohidruro de sodio fue previamente evaluada

de acuerdo al protocolo descrito por Botasini y Méndez 6,

Limpieza del material de vidrio

Todo el material de vidrio fue lavado empleando una mezcla de H,SO4 y HNOs concentrado
en relaciéon 1:1 (v/v), para eliminar cualquier contenido de plata presente, y luego se
realizaron enjuagados exhaustivos con abundante agua ultrapura (resistividad > 18.2 MQ

cm).

Sintesis de nanoparticulas de plata recubiertas de almidon

La sintesis de las nanoparticulas de plata recubiertas con almiddn se prepard agregando 3
mL de una solucién 0.1 M de AgNO3 a 200 mL de una disolucién en exceso de almiddn 0.20%
(m/m) agitando la solucién de forma vigorosa para acelerar la union del agente protector a
las nanoparticulas. Luego, 6 mL de una disolucion de borohidruro 0.1 M, preparado en el
momento, se adiciond iniciando la reaccidon de sintesis; donde se observa un color amarillo
intenso inmediatamente después del agregado de borohidruro de sodio y luego, a medida
que transcurre la reaccion, se observa un leve oscurecimiento del color amarillo. La

agitacion se continud durante 30 min, sin observacidon de cambios en el color de la solucién.
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La sintesis resultante se mide por espectrofotometria UV-Vis y finalmente se almacena a
temperatura ambiente y en una zona con ausencia de luz. En todos los casos, al finalizar la
sintesis se controld el valor de pH=7 de las soluciones, utilizdndose tiras colorimétricas

(Sigma-Aldrich).

Sintesis de nanoparticulas de plata recubiertas de NaAOT

La sintesis de nanoparticulas recubiertas de sulfosuccinato de sodio 102 5o realizod agregando
3 mL de NaAOT 0.02M y 0.5 mL de AgNO3 0.1 M en un recipiente conteniendo 46 mL de
agua ultrapura. La mezcla se agitdé vigorosamente para asegurar la homogeneidad de la
solucidn. La sintesis dio comienzo tras el agregado de 1 mL de NaBH4 0.1 M recientemente
preparado y mantenido en un bafio de hielo. El agitado continué durante ca. 30 min

adicionales y la disolucién final se almacené a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

Sintesis de nanoparticulas de plata "naked"

La sintesis de nanoparticulas sin agente de recubrimiento se realizé siguiendo el protocolo

descrito por Mulfinger et al. "’

con ligeras modificaciones: Sobre un erlenmeyer
conteniendo 30 mL de borohidruro de sodio 2.0 mM, en un bafio de hielo y manteniendo un
homogeneizado por agitacion vigorosa, se agrega gota a gota 10 mL de una disolucion de
nitrato de plata 1 mM. A medida que transcurre el goteo se observa un cambio gradual de
color, notandose un amarillo claro intenso al inicio, oscureciéndose poco a poco. Luego de
finalizado el agregado del nitrato de plata, se continda agitando la disolucién durante 10
min. Concluido este tiempo, se agrega entonces el agente de recubrimiento para proteger
las particulas. Es importante controlar en todo momento la velocidad con que se adiciona el
agente de recubrimiento, dado que las nanoparticulas naked, al estar estabilizadas
Unicamente por los iones adsorbidos, son metaestables. El agregado gota a gota, garantiza
el crecimiento homogéneo de las nanoparticulas, evitando la existencia de concentraciones
locales diferentes tras el agregado de reactivo. Ademas el exceso de NaBH,; permite que

exista en todo momento un control termodindmico, necesario para la sintesis de

nanoparticulas esféricas.

Esta sintesis fue utilizada como punto de partida para comparar la eficacia en la protecciéon

de distintos agentes de recubrimiento.
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Ensayos comparativos de los distintos agentes de recubrimiento

Para las pruebas comparativas entre los agentes de recubrimiento se empled como punto
de partida la sintesis de nanoparticulas naked y sobre esta se adicioné una cantidad en
exceso de los diferentes agentes de recubrimiento empleados: TBA, glucosa, NaAOT, citrato
de sodio, y almiddn, dejando reposar durante 1 hs para lograr el tiempo suficiente para que

se genere un buen intercambio de los ligandos.

Medidas electroquimicas

Limpieza de los electrodos

Todos los electrodos de grafito empleados, tanto el de trabajo como el auxiliar fueron
lavados en dos etapas, primero con abundante agua ultra pura, luego se realizé un
decapado con papel y finalmente se realizé un segundo lavado. Por su parte también se

realizd un lavado exhaustivo del electrodo de referencia, con abundante agua ultra pura.

Previamente a todas las medidas electroquimicas se realiza una corrida de control, para

corroborar que no existe sefial alguna y que la limpieza fue efectiva.

Preparacion de la muestra

Para la determinacién electroquimica del NaCl, los electrodos de trabajo de carbono grafito
se incubaron por 24 hs en una disolucidn conteniendo las nanoparticulas previamente
sintetizadas para permitir la adsorcidén de las mismas sobre la superficie rugosa del carbono.
El sistema electroquimico se completé con un grafito de mayor drea superficial como
electrodo auxiliar y calomel saturado como electrodo de referencia (SCE, 0.244 V-SHE a

20°C). Como electrolito soporte se utilizé una disolucién de NaCl 1M.

Estabilidad de las nanoparticulas recubiertas de almidéon con el
tiempo

Para los ensayos de estabilidad, se preparan las nanoparticulas de plata naked y sobre estas
se agregd a los 10 min de terminada la reaccién, el almidén (al 1% m/m) como agente
estabilizante. Luego se tomd una alicuota de 2 mL, se filtré (con un filtro de 0.2 u de tamario
de poro promedio) y se midié el radio hidrodinamico; de la misma forma, se tomaron otra

alicuota de 2 mL para las medidas en paralelo de los espectros UV-Vis. Ambas muestras
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fueron almacenadas en las propias celdas de medida, cerradas, a temperatura ambiente y

en ausencia de luz.

Simulaciones de los espectros UV-Vis

Las simulaciones tedricas de los espectros de absorcién UV-Vis basados en la resolucién de
las ecuaciones de Maxwell, se calcularon mediante el programa MiePlot version 4.4 178
calculando los espectros para particulas esféricas en el rango de 200 a 900 nm, con cdlculos
cada 1 nm, empleando en la determinacién del indice de refraccién de la componente

imaginaria y compleja la aproximacién de Segelstein *”°.

Estabilidad de las nanoparticulas recubiertas de
almidon con el aumento de temperatura

Las medidas de estabilidad se realizaron sumergiendo una alicuota de 3 mL en un bafio
termostatizado durante 15 min, en el rango de temperaturas entre 25 y 90°C; recolectando

los espectros de cada muestra de forma inmediata.

Equipamiento empleado

Estudios por espectroscopia electronica UV-Vis-NIR

Las medidas de espectroscopia UV-Vis-NIR se realizaron en un espectrofotémetro UV-1603
Shimadzu (Japdn) utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de camino éptico. En el caso de las
disoluciones coloidales, se registré hasta el rango del IR cercano (900 nm), de manera de
detectar posibles agregados de nanoparticulas, que suelen absorber por encima de los 600
nm. Todos los espectros se realizaron a una velocidad de barrido de longitud de onda de 5

nm s. Los espectros se visualizaron utilizando el programa UVPC de Shimadzu.

Equipamiento electroquimico

Las medidas electroquimicas se llevaron a cabo en un potenciostato Voltalab PGZ 301 de la

firma Radiometer (Holanda).
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Estudios por microscopia electronica de transmision (TEM)

Las medidas de microscopia electrénica de Transmision (TEM) se realizé en un equipo JEOL
Microscope JEM modelo 1010 con una aceleracién de voltaje de 100 kV. Para las medidas se
adicionaron 10 pL de una disolucidn de nanoparticulas con una concentracién equivalente a
ca. 1 unidad de absorbancia, sobre una grilla de cobre-carbono. Esta ultima se secd a

temperatura ambiente.

Estudios por difraccion de rayos X (XRD)

Las medidas de XRD se realizaron en un difractémetro Philips PW3710 usando una radiacidn
de Cu Ka. Las muestras se prepararon por deposicién de 20 plL de una disolucién

concentrada de nanoparticulas sobre un portaobjetos de vidrio.

Estudios de dispersion de luz (DLS)

Las medidas de radio hidrodinamico, fueron realizadas empleando un equipo de dispersiéon
de luz de dngulo fijo (DLS) marca Brookhaven, en solucién acuosa a 25°C con una fuente de
luz laser a 659 nm de longitud de onda, con un angulo fijo de medida a 90° y utilizando un
algoritmo de distribucion de tamano de tipo continuo. Se realizaron 5 corridas de 10 min

cada una, con un filtro de polvo del 30%.

7.2 Resultados y discusion

Sintesis de las nanoparticulas de plata esféricas

Como se mencionaba en el capitulo IV, debido a la infinidad de técnicas de sintesis
disponibles, la eleccion del método adecuado no es una tarea sencilla, dado que no existe
un criterio Unico que permita elegir el mejor agente de recubrimiento y protocolo a utilizar,
siendo la eleccidn correcta en cierto modo una suerte de ensayo y error. Mds aun la teoria
de crecimiento de las nanoparticulas en muchos sentidos se asemeja al crecimiento
cristalino®™, donde pequefias modificaciones del entorno pueden generar variaciones
grandes del producto final que se traduce en nanoparticulas con morfologias bien
diferenciadas ®. Sin embargo, existen algunos indicios que pueden ser utilizados para

facilitar la eleccion mdas adecuada, como el conocer la naturaleza quimica del agente
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protector (electroestatico, estérico, electroestérica) y las concentraciones del agente

reductor (control cinético vs. termodinamico, capitulo 1V) .

Para el caso concreto del presente trabajo, la eleccion del agente de recubrimiento se
realizd teniendo en cuenta el objetivo ultimo de lograr un sistema coloidal con un cierto
grado de resistencia frente a los posibles agentes externos. En este sentido, los agentes de
recubrimiento estéricos son los mas prometedores, dado que en principio no son tan
afectados por cambios en el pH o la fuerza idnica. También hoy en dia existe una tendencia
a nivel global de utilizar reactivos inofensivos para el medio ambiente, por lo que se buscan

sustancias naturales y biocompatibles, como el almidén.

Teniendo todo esto en cuenta, como punto de partida se eligio trabajar con nanoparticulas
sintetizadas mediante la técnica de Brust 92, la cual utiliza el borohidruro de sodio como
agente reductor. El alto poder redox, junto con el hecho de trabajar con un exceso del
reactivo, aseguran la permanencia de un control termodindmico que definen la formacién
de nanoparticulas esféricas, al tiempo que la sintesis no requiere de elevadas temperaturas,

siendo en suma un método sencillo y efectivo.

Como surfactante, se selecciond un agente representativo de cada uno de los tipos de
naturaleza protectora: como agente estérico el almidon, covalente el TBA, electroestérico el
NaAOT y electroestatico el citrato y la glucosa. Dado que los protocolos publicados para
cada uno de los reactivos es distinto, se eligi6 emplear un cambio de ligando, tomando
como sintesis inicial a las nanoparticulas naked , preparadas Unicamente mediante el
agregado del nitrato de plata y el borohidruro de sodio, que actia como agente protectory

.1 177,1
estabilizante®’”/1&

. La sintesis de nanoparticulas por este ultimo método es una técnica
confiable y facilmente reproducible, que genera nanoparticulas estables por un par de
horas, en ausencia de otro agente protector de mayor fuerza; en cuyo caso la estabilidad
puede durar dias o semanas. De esta forma los experimentos de comparacion entre los
agentes de recubrimientos tienen una sola variable fisica siendo esta el propio agente
protector empleado, el cual se agrega inmediatamente luego del sintetizado de las
particulas naked. La concentracion es otro aspecto a controlar a la hora de evaluar el

agente. En principio uno desearia que fuera suficiente para cubrir completamente todas las

particulas, dado que lo importante es mantener la estabilidad del coloide. Sin embargo
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como muestra la Figura 1, concentraciones en exceso de algunos agentes de recubrimiento
pueden repercutir negativamente en la estabilidad del coloide. Entre los casos ensayados el
almidén fue el Unico agente capaz de poder ser agregado en exceso sin generar cambios
significativos en el perfil del espectro UV-Vis de las particulas, mientras que por el contrario
para los restantes casos se observa una caida en los espectros de absorcién del maximo a
400 nm y un aumento de las absorbancias a longitudes de onda mayores, lo cual es
caracteristico del proceso de agregacion de las nanoparticulas. La razon de este fendmeno
se atribuye a que a altas concentraciones, existen interacciones inter-particulas las cuales
generan agregados, que en muchos casos podrian incluso dar lugar a la formaciéon de
precipitados. El fendmeno mas claro se visualiza con el TBA, donde el agregado en exceso
del reactivo produce una notoria caida del maximo de absorcion a 400 nm, quedando
Unicamente las sefiales de la propia molécula de TBA. Esto es posible debido a las
interacciones intermoleculares mediadas por la formacidon de puentes de hidrégeno entre

los grupos N-H y los aceptores oxigenos o el azufre de la propia molécula de TBA (Figura 2)

181

Por su parte, la razon de la excelente proteccién del almidén se atribuye al mecanismo de
proteccidon estérico que genera la gran molécula formada por un largo encadenamiento de

glucosas por medio de enlaces a (1 — 4) %%,
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Figura 1: Efecto del agente de recubrimiento agregado en exceso sobre la estabilidad de las nanoparticulas.
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Figura 2: Dos de las 8 posibles formas tautoméricas del TBA, para ejemplificar la capacidad de la molécula de

. . . . 181
formar puentes de hidrégeno con sus pares vecinas Adaptado de referencia = .

En resumen, se elige como punto de partida de trabajo a la técnica de Brust °> como método

de sintesis empleando al almidédn como agente de recubrimiento.

Las nanoparticulas sintetizadas por esta técnica presentan un tamafio promedio de entre
10-20 nm segun las imagenes de microscopia TEM (Figura 3), observandose el
comportamiento tipico de ajuste a una curva log-Normal. Este tamafio relucido se
corresponde con el maximo de absorbancia ubicado a valores levemente por debajo de los
400 nm correspondiente a la absorcién de luz generada por la oscilacion colectiva de

electrones del modo cuadrupolar de las nanoparticulas.
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Figura 3: Distribucion de las poblaciones de las nanoparticulas de plata.

Las simulaciones computacionales utilizando la teoria de Mie (Figura 4), permiten predecir
un maximo de absorcién a 389 nm para particulas de de 20 nm de didmetro, lo cual se
ajusta bastante bien a los datos experimentales, donde el maximo de absorbancia a valores
ligeramente menores a 400 nm son un indicativo de la presencia de nanoparticulas en este
entorno de 20-30 nm de diametro. El grafico permite visualizar el efecto del grado de
dispersién de la distribucidon de poblaciones sobre el espectro de absorcidon de las
nanoparticulas, dado que el grafico experimental se compone de la sumatoria de las
absorciones de cada una de las poblaciones presentes, que para el caso de muestras muy
polidispersas es esperable contar con valores grandes en el ancho medio de los picos de

absorcion.

Por otro lado las simulaciones permiten entender las altas fluctuaciones que se observan en
los valores de absorbancia al transcurrir el tiempo, puesto que los indices de absortividad
molar cambian significativamente frente a variaciones pequeifias en la longitud de onda, las
cuales a su vez dependen del tamafio de las particulas. En otras palabras cambios en la
distribucién de poblaciones puede ocasionar que la absorbancia disminuya o aumente
dependiendo del tamafio de las particulas. En el grafico de la Figura 4 se visualiza

claramente este efecto, puesto que el maximo en la capacidad de absorcién de luz se ubica
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a 394 nm correspondiente a las nanoparticulas de 15 nm de radio, por encima y por debajo

de este tamafio se ve una caida en los valores de extincion de luz.
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Figura 4: Simulaciones de Mie de los espectros de absorcién UV-Vis para nanoparticulas de plata de diferentes

tamafos y en medio acuoso, utilizando el programa libre MiePlot 4401 178

El didmetro hidrodindmico efectivo promedio entre sintesis independientes fue de
32.65 +5.69 nm con un indice de polidispersion medio de 0.321 + 0.014 . Las gran
sobrevaloracién del diametro medido por la técnica de DLS en comparacién al recuento
estadistico de las imagenes de microscopia se atribuye al tamafio de la molécula de
almiddn, la cual envuelve a las particulas aumentando considerablemente su diametro
hidrodindmico. Ademas, es importante aclarar que el didmetro efectivo medido por el
método de cumulantes en general tiende a sobrevalorar los tamafios reales de las muestras
polidispersas, dado que expresa el promedio aritmético de todas las poblaciones presentes,
en dénde las particulas de gran tamano tienen un peso relativo mayor en la cantidad de luz
dispersada que las particulas pequefias. En este sentido, el andlisis de distribucidn
multimodal de intensidades por DLS permitié identificar 3 poblaciones cuyos tamafios
promedio se estiman en 3 nm, 12 nm y 73 nm (Figura 5), siendo el segundo correlativo con

el valor de tamarfio obtenido de las imagenes por microscopia. Sin embargo es justo aclarar
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que esta distribucién solamente es valida en virtud de que los resultados son correlativos
con las imdgenes de microscopia, dado que el andlisis de distribucion multimodal puede
presentar errores grandes en la estimacion de los resultados, para el caso de muestras

polidispersas, como en el caso nuestro.
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Figura 5: Andlisis multimodal de distribucién de tamanos de las nanoparticulas, por DLS, mediante el calculo

empleado por el algoritmo CONTIN.
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Estabilidad de las nanoparticulas recubiertas de
almidon con el tiempo de almacenamiento

A simple vista es notoria la estabilidad que brinda el almidén a las nanoparticulas, en
comparacion con los preparados de particulas naked, evitando los cambios de color que se
observan durante los procesos de agregacidon y precipitacién de las particulas en las
primeras horas luego de realizada la sintesis. Puesto que es deseable contar con sistemas
coloidales estables en el tiempo, se realizd un estudio durante un mes, dénde se evaluaron

3 parametros: radio hidrodindmico, absorbancia y posicidon del maximo de absorcidn.

Para el caso del radio hidrodindmico, se observa una leve disminucion del tamano de las
particulas durante la primera semana de medida, para luego estabilizarse en ca. 34 nm

durante los dias restantes de medida (Figura 6).
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Figura 6: Evolucién del didametro hidrodindmico de las nanoparticulas recubiertas de almidén con el tiempo.
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Por su lado, no se observaron cambios significativos en los valores de absorbancia de las
muestras, lo cual sugiere que el pequefio cambio en el tamano de las nanoparticulas no

afecta la absorbancia de la muestra (Figura 7).
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Figura 7: Evolucion del maximo de absorbancia de las nanoparticulas respecto al tiempo de almacenamiento a
temperatura ambiente.

Finalmente, se observa un corrimiento notorio hacia longitudes de onda de menor energia,
del maximo de absorcion en el primer dia de sintesis, para luego estabilizarse durante los
restantes 16 dias, a partir del cual se observa un nuevo corrimiento en la misma direcciéon de

longitud de onda (Figura 8).
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Figura 8: Evolucidn de la longitud de onda respecto al tiempo de almacenamiento de las particulas

El andlisis comparativo de los distintos experimentos, permite dilucidar el panorama
completo del proceso de evoluciéon de las nanoparticulas de plata. En primer lugar se
destaca que durante los primeros dias se observa un leve cambio tanto en el tamafio como
en la respuesta colorimétrica, lo cual indica que el efecto de la protecciéon de almiddn no se
establece de forma completamente inmediata, sino que es necesario esperar un tiempo
suficiente para que se genere el intercambio de ligando. Esto podria explicar también la
disminucion del tamano de las nanoparticulas, dado que la presencia de almiddn podria ser
suficiente para cambiar la carga superficial de la particula generando que el radio
hidrodindmico disminuya, producto del acortamiento de la doble capa electroquimica, mas

gue por un cambio efectivo del tamano de la particula.

Otra posible explicacion de estos cambios podria estar vinculada a un simple efecto de
decantacién de particulas grandes. Esto explicaria porqué se observa un cambio significativo
en radio hidrodinamico sin repercutir con el mismo peso en el espectro de absorcion, dado
que las particulas grandes al estar presentes en baja concentracién, no son suficientes para

cambiar los valores finales de absorbancia y/o longitud de onda, pero si puede detectarse
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en las medidas de DLS, dado que la intensidad de luz dispersada por las particulas grandes
es de varios érdenes de magnitud mayor que la dispersada por las nanoparticulas pequenas.
La disminucién en los valores de los indices de polidispersién (Tabla 1) con el tiempo
sugieren que esta Ultima hipdtesis podria ser la responsable del fenédmeno observado, dado
gue la baja en el indice de polidispersion puede traducirse en una reduccioén de la diversidad

de tamafios presentes en solucion.

En resumen, estos estudios permitieron determinar que luego de la sintesis de
nanoparticulas, es recomendable esperar al menos 24 hs para que se logre una protecciéon
completa, sugiriendo almacenarlas a bajas temperaturas, para minimizar la cinética

vinculada a los procesos de agregacion.
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Tabla 1: Evolucion del tamafio y la polidispersion con el tiempo de almacenamiento.

Dia Diametro efectivo nm Desviacion estdndar Polidispersion Desviacién estandar

22-May 38.04 0.31 0.335 0.003
25-May 37.73 0.93 0.332 0.003
26-May 36.03 0.27 0.331 0.002
27-May 37.03 1.1 0.334 0.002
28-May 36.69 0.74 0.332 0.001
29-May 35.15 0.85 0.331 0.002
01-Jun 34.81 0.37 0.33 0.002
02-Jun 33.55 0.26 0.328 0.003
03-Jun 35.29 0.86 0.332 0.002
04-Jun 35.33 0.95 0.33 0.002
05-Jun 34.33 0.15 0.327 0.002
08-Jun 33.71 0.2 0.327 0.002
09-Jun 34.78 0.93 0.329 0.001
10-Jun 33.27 0.1 0.327 0.002
11-Jun 35.03 0.59 0.327 0.005
12-Jun 33.28 0.26 0.326 0.002
15-Jun 33.24 0.25 0.327 0.001
16-Jun 33.99 0.53 0.327 0.002
22-Jun 32.25 0.35 0.323 0.001
23-Jun 33.66 0.38 0.323 0.001
24-Jun 33.41 0.27 0.321 0.002
25-Jun 33.81 0.36 0.324 0.001
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Estabilidad de las nanoparticulas de almidon
frente al aumento de temperatura

La Figura 9 muestra el efecto que tiene el aumento de la temperatura sobre las
nanoparticulas de plata, observandose los primeros cambios a partir de los 40 °C con una
ligera disminucién del maximo de absorbancia a 408 nm. Esto indica que el sistema es
estable en las condiciones de trabajo de temperatura ambiente, observandose cambios

solamente a temperaturas elevadas.

A partir de los 80°C se observa un corrimiento del maximo hacia longitudes de onda de
mayor energia concomitantemente con un aumento de la absorbancia a 800 nm lo cual
sugiere que ante temperaturas elevadas las nanoparticulas sufren un proceso de
agregacion. El corrimiento en la longitud de onda, hacia la zona de mayor energia, sugiere
gue existe un cambio en la distribucion de la poblaciéon donde prevalecen las nanoparticulas

pequeias y los agregados.
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Figura 9: efecto de la temperatura sobre las nanoparticulas recubiertas de almiddn.

Pagina

152



Estabilidad de las nanoparticulas de almidon
frente al agregado de sales

Durante la impronta experimental de los estudios de estabilidad, se observd una diferencia
notable en los perfiles de agregacion dependiendo de la naturaleza del electrolito y del
agente de recubrimiento empleado. Mds aun los resultados indican que el verdadero
mecanismo detras de la formacién de agregados no sigue la linea clasica fundamentada en

la teoria DLVO, sino que se observan diferencias debido al agente empleado.

La Figura 10 muestra un ejemplo del mecanismo de agregacién diferencial de las
nanoparticulas de almiddn, donde se no se observan cambios significativos en la banda
maxima del espectro electrénico de absorcion de las nanoparticulas, frente a la adiciéon de
concentraciones crecientes de NaNO; o NaF (Figura 10 e y f). En cambio, frente a la
presencia de otras sales como el NaCl y el NaBr (Figura 10 a y c) se observa una rapida
disminucion de la absorbancia de la banda maxima del plasmén de las nanoparticulas a 400
nm conjuntamente con un aumento uniforme de la absorbancia a longitudes de onda de
menores energia. Este es el comportamiento tipico observado para los fendmenos de
agregacién de las nanoparticulas, el cual queda representado en ajustes a curvas
sigmoideas, de acuerdo al modelo matematico que se describe en el capitulo siguiente.
Dentro de este contexto, las figuras 10 b y c ilustran la fraccion de nanoparticulas no
agregadas (libres) en solucién al variar la concentraciéon de sales presentes. En aparados
posteriores se profundiza sobre estos fendmenos observados, determindndose al final un
mecanismo que permite explicar en profundidad el comportamiento de agregacion

desigual.
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Figura 10: Espectros UV-Vis-NIR de las AgNPs recubiertas con almiddn frente a concentraciones crecientes de
NaCl (a) y NaBr (c), respectivamente. Fraccion de AgNPs no agregadas vs. concentraciones crecientes de NaCl
(b) y NaBr (d), respectivamente. Las fracciones se calcularon por normalizacién del maximo a 400 nm.
Espectros UV-Vis-NIR en presencia de concentraciones crecientes de NaF (e) y NaNO; (f), respectivamente.
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Propuesta de un modelo de estudio del proceso de agregacion de las

nanoparticulas de plata en ambientes reales

Teniendo en cuenta la gran cantidad de factores involucrados en el proceso de agregacion
de las particulas, resultaria compleja y tediosa la tarea de evaluar por separado cudl o cuales
son los factores mas relevantes a la hora de elegir el mejor agente estabilizantes (Capitulo
VII). En consecuencia es deseable poseer de un criterio unificado que involucre todos los
pardmetros mencionados, permitiendo a partir de experiencias simples obtener informacion
sobre el estado coloidal de las particulas, asi como también clasificar el mejor agente
estabilizante a ser utilizado en cada caso. En este sentido la interdependencia de los
distintos factores que afectan la estabilidad de las nanoparticulas tienen la ventaja de poder

estudiarse en conjunto, aplicando un enfoque termodinamico.

Antes de continuar es importante aclarar que todos los procesos de agregacién de coloides
tienen siempre asociado una componente termodindmica y cinética que describen
completamente al sistema. Sin embargo, la Ultima no serd tenida en cuenta para el modelo
de estudio propuesto, asumiendo en todos los casos que se trabaja en condiciones de
equilibrio o a lo sumo de cuasi-equilibrio termodindmico. También se dejan de lado los

fendmenos de maduracién de Ostwald (Capitulo I1).

Fundamento del modelo

El estado inicial se caracteriza por las nanoparticulas de plata libres (en solucidn)
estabilizadas por la presencia de una capa de agente de proteccidn que las envuelve y evita
su agregacién. Este estado se considera estable o al menos meta estable
termodinamicamente y por tanto no se generara la agregacién a menos que se cambien las
condiciones del medio. Por su parte el estado final se caracteriza por las particulas
agregadas. En resumen, el proceso que se describe es el proceso de agregacion y sistema se
representa como por el equilibrio entre dos estados posibles: Las nanoparticulas agregadas

y las nanoparticulas libres.

Matematicamente se puede expresar el proceso como:

[AgNPS]libres = [AgNPS]agregadas (1)
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Dado que la posicidn del equilibro depende de la naturaleza de agente de recubrimiento
(AR) y de la composicién del medio, la misma dependera no solamente de la temperatura,
sino que también de los factores extrinsecos responsables del proceso de agregacion,
llamesele "factor extrinseco (FE)". Entre estos ultimos, la fuerza idnica asi como también la
naturaleza de algunos aniones particulares, serdn los mas relevantes. En este contexto la
constante de equilibrio puede denotarse como Kﬁ’,‘;E , cuyo calculo dependera del cociente

entre fraccion de particulas agregadas y la fraccién de nanoparticulas libres:

AR __ fag regadas __ 1_fagregadas
Kt re = = (2)
flibres flibres
siendo la fraccidn libre igual a:
1
flibres ~ 1+KAR (3)

T,FE

Luego, bajo determinadas condiciones experimentales la constante de equilibrio se
relaciona con la energia libre de Gibbs para el proceso de agregacion (ag) representado

como.:
Dog GFRg = —RTIn(K{'Rg (4)

La expresién de la energia libre de Gibbs define un criterio de espontaneidad del proceso de
agregaciéon determinando que para cierta concentracidn limite de agente agregante, el
proceso se hace espontaneo, mientras que a bajas concentraciones no ocurre agregacion.
La dependencia de la energia de Gibbs con la concentracion del medio puede ser
establecida experimentalmente mediante el método de extrapolacion lineal (MEL),

determinando un valor especifico de energia libre para concentraciones nulas de agente.
El método MEL puede esquematizarse matematicamente en:
AR _ AR
BDogGr g = —MCrg+ Doy G rp— (5)

donde m es el coeficiente de ajuste Crg la concentracion del agente utilizado y A G#,’;Ezo

el valor de la energia libre a concentracién nula de agente.
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Cuando la concentracién de agente alcanza la concentracién critica (CF*

) necesaria para
que el proceso se vuelva espontaneo (A,, Gf'ry = 0) la constante de equilibrio K5z =1y
Dog GiRp—o = mCEE* . Luego la ecuacion 5 puede reescribirse como:

Dog Gip = m(CEt — Crr) (6)

Combinando y re arreglando las ecuaciones 2 y 6 se obtiene:

1

R
Bag GT rg
Itexp| ——F7—

flibre = (7)

flibre = (8)

m(Cf;-Tgt —CFE )]

1+exp [— 7T

Esta Ultima expresion tiene la forma de una sigmoidea de Boltzmann para valores de A;=1y

A2=O:

fx) = ﬁ"‘flz (9)

Las medidas de la fracciéon libre de nanoparticulas a cada concentracion de agente
agregante puede calcularse a partir de un grafico de absorbancia vs. concentracion de
nanoparticulas, teniendo en cuenta que el valor de absorbancia disminuye con el agregado
de las nanoparticulas, puesto que durante el proceso se pierde la nanoestructura y por
tanto se pierde el efecto del plasmdn superficial. En resumen las curvas de agregacion
observadas presentan un comportamiento sigmoideo cuyos parametros describen el
proceso de agregacidén para una determinada nanoparticula, en determinadas condiciones

de medida.

La tabla 2 muestra las relaciones entre los pardmetros de la curva sigmoidea y las
propiedades termodindmicas que surgen de la aplicaciéon del modelo de MEL. Comparando
ambas ecuaciones se concluye que el valor de concentracién critica donde el proceso de
agregacion se hace espontaneo, se corresponde con el punto de inflexiéon de la curva de
Boltzmann. Por su parte, el coeficiente experimental m es inversamente proporcional al
factor "d" el cual depende de la pendiente de la curva de Boltzmann en el punto de
inflexion. En otras palabras, el significado fisico del factor m es determinar qué tan abrupta

serd la variacidn de la absorbancia en el rango de transicién entre la forma libre y agregada
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de nanoparticulas. Un valor grande de m supondra un cambio precipitado entre los estados
libres y agregados, mientras que valores pequeiios determinaran cambios mds graduales.
Finalmente el valor de la energia libre de Gibbs en ausencia de agente incluye tanto el valor
del punto critico, como el pardmetro "d", lo cual refuerza el objetivo original, donde se
plantea el cdlculo de la energia libre como criterio unificador de todas las variables que
afectan el proceso de agregacién de las nanoparticulas.

Tabla 2: Relaciones entre los parametros sigmoideos y las propiedades termodindamicas. Adaptado de
.97
referencia ™.

Parametros
de la Sigmoidea de Boltzmann

Parametros del modelo

C?gt Xp
RT
m q
Xo RT
Aag G#,I;E =0 0 d

R=8.314 J mol™ K'l, T representa la temperatura en K.

Los conceptos anteriormente descritos se esquematizan en la Figura 11, donde se observan
gue variaciones de xo se traducen en corrimientos de la curva hacia valores de
concentraciones mayores de concentracion de agente. Por otro lado, los cambios en el
parametro d, dan cuenta de qué tan abrupto se produce el proceso una vez que se alcanza
cierta concentracion de agente suficiente para lograr pasar a la regién de transicion del
proceso. Por ultimo, si se realizan cambios de ambas variables se observa la combinacién

lineal de ambos efectos en simultaneo.
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Funcion Boltzmann

X

Figura 11: Efecto de los pardmetros de la sigmoidea de Boltzmann: Aumento de x, manteniendo constante los

demas pardmetros (a), Aumento de d manteniendo x, y variaciones de ambos parametros en simultaneo,

manteniendo constante la relacion xo/d (c). Adaptado de referencia 7

Aplicacion del modelo a muestras reales

El modelo anteriormente descrito permite entender y explicar los perfiles observados en el
proceso de agregaciéon de las nanoparticulas. Para poder mostrar la puesta en practica del
modelo, se seleccionaron cuatro agentes de recubrimiento diferentes para las
nanoparticulas de plata, cubriendo los distintos tipos de interacciones posibles: el anidn
citrato (electroestatica), el almidén (estérica), el sulfosuccinato de sodio NaAOT
(electroestérica) y el acido 2 thiobarbitirico TBA (covalente). Las nanoparticulas fueron
expuestas a concentraciones crecientes de diferentes sales inorganicas y la concentracién

de nanoparticulas libes se siguid por espectroscopia UV-Vis-NIR a 400 nm. Todos los
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experimentos se realizaron a temperatura ambiente. En todos los casos se observa que el
proceso de agregacion se ajusta al modelo descrito, observdndose curvas sigmoideas que
siguen la ecuacidon de Boltzmann, validando al mismo tiempo el modelo termodindmico

propuesto.

Los perfiles de las curvas de agregacién con NaAOT en presencia de diferentes sales de
sodio mostraron curvas sigmoideas para todas los aniones empleados. Para el caso concreto
del nitrato no se observa la primera etapa constante, indicando que la zona de transiciéon

comienza a muy bajas concentraciones de agente.

Por su parte los valores de Aang’,%E:O aumentan dependiendo de la naturaleza del
electrolito empleado CI™ > Br™ > F~; siendo este orden inversamente proporcional a la
relaciéon carga/tamano del halogenuro (Figura 12). El bromuro y el fluoruro inducen la
agregacion a menores concentraciones que el cloruro, aunque en el ultimo caso la transicion
es mas pronunciada, lo cual sugiere que una vez alcanzada cierta concentracion el efecto del
anion en la desestabilizacion del coloide es mucho mas pronunciado que en los casos
anteriores. Estos resultados indican que la estabilizacidon electroestérica provista por el
NaAOT es afectada por la naturaleza del electrolito, mas que por un simpe efecto de la
fuerza idnica. Este efecto es tratado en mayor profundidad en capitulos posteriores, donde
se observa un mecanismo diferencial de agregacidn por parte de este tipo de aniones que
implica la formacion de cloruro de plata sobre la superficie de la particula. Esto genera que
el proceso pueda dividirse en dos etapas, donde a bajas concentraciones se genera AgCl
superficial, manteniéndose las nanoparticulas separadas, y por tanto se observa una zona
de meseta, luego al incrementar la concentracién el cloruros la cantidad de cloruro de plata
es suficiente para formar puentes entre las particulas, induciendo el agregado de forma

abrupta.
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Figura 12: Grafico comparativo del proceso de agregacion de las nanoparticulas, recubiertas de NaAOT,

empleando diferentes sales. Adaptado de referencia 7

Junto con el efecto de la naturaleza del ion, es interesante observar la validez de modelo al
cambiar el tipo de agente de recubrimiento empleado (Figura 13). Los perfiles de agregacion
muestran un comportamiento sigmoideo de tipo Boltzmann. Los valores de A, G#,};E:o
incrementan en orden NaAOT>TBA>citrato de sodio>almidén (Tabla 2). Los resultados
sugieren que existe una dependencia entre el poder estabilizante del agente y el mecanismo
requerido. El NaAOT y el TBA presentan los valores mayores de Ay, Gﬁ’}E:O siendo
comparativamente similares, dado que ambos tienen un fuerte poder estabilizante, siendo
el primero electroestérico (estabiliza por dos mecanismos) y el segundo por formacién de
enlaces covalentes, entre el tiol y la plata. Por su parte el citrato se ubica en tercer lugar,
dado que la proteccion es Unicamente de la forma electroestatica. Finalmente el almidén
gue presenta una proteccidn de tipo estérica posee energias de Gibbs mas bajas. Asimismo
es relevante destacar que el TBA cuyo efecto de proteccidn es covalente tiene una zona de
meseta mas pronunciada que el resto de los agentes protectores, o dicho de otra forma

presenta un Xxo a valores mayores de concentracion de agente. Esto refleja también el
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caracter covalente del mecanismo de proteccidén, aumentando la concentracion critica que
puede soportar el sistema en presencia de cloruro de plata. Este efecto se atribuye a una
competencia entre los tioles y los cloruros por interaccionar con la superficie de la
nanoparticula. Los resultados sugieren que el TBA solamente es capaz de cubrir una fraccién
de la superficie de la nanoparticula, dejando lugar a huecos por donde el cloruro puede
absorberse y formar AgCl, determinando la agregacién una vez alcanzada cierta

concentracion critica de Cl™ (Figura 13).

1.0 ¢ o TBA
| & o NaAOT
0.9 Citrate
- o Starch
0.8
0.74
N
% 3
= 0.6}
2
8 0.5k &
5 | o
: LY
2 04} -
o i
2 03
0.2 \()
0.1+
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1 1

" 1 " A 1 A 1 " 1
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Figura 13: Ensayos de agregacion sobre nanoparticulas recubiertas con diferentes agentes de recubrimiento,

en presencia de concentracidn es de NaCl en el rango de 1-100 mM. Adaptado de referencia 7

Pagina

162



Tabla 2: Calculo de las propiedades termodindmicas a partir del modelo propuesto para la evaluacion de la

estabilidad. Adaptado de referencia %7,

Agente de Parametros de la Parametros calculados siguiendo el
recubrimiento funcidn de Boltzmann modelo de agregacion de nanoparticulas
Acido 2-tiobarbitarico ~ A4; = 0.95 + 0.02 Doy G1Fp—o = 41.9k] mol™*
(TBA) A, =043 40.02 m =729
X9 = 57.5%£0.8
d=34%+07
Sulfosuccinato de Ay =0.989 £+ 0.005 Dog GFp—o = 47.4k] mol™*
sodio (NaAOT) A, = 0.152 + 0.006 m = 1304
X9 =36.4+10.1
d=1940.1
Citrato de sodio Ay = 0.97 £ 0.01 Dog Gip—o = 30.1 k] mol™*
A1 =0.19 +£0.01 m = 953
Xo=316+04
d=261+03
Almidén A, =1.00 +0.01 DogGiip—o = 14.2 k] mol ™
A; =0.17 £ 0.01 m = 442
xo=32.11£0.3
d=56%03

Utilidad del modelo en el desarrollo de sensores colorimétricos

El modelo termodindmico propuesto, conjuntamente con el método de extrapolaciéon de
MEL, es util a la hora de estudiar y determinar el mejor agente a ser empleado para el
desarrollo de sensores colorimétricos. La primera porcién de la curva, mientras no se
observa disminucién en los valores de absorbancia, es Util para determinar la concentracion
maxima de agente que puede coexistir con las nanoparticulas libres. Desde el punto de vista
de un sensor colorimétrico estos valores estan asociados a la robustez del sensor, es
definiendo el limite maximo de interferencia que puede soportar antes de dar un falso
positivo. Por otro lado, la pendiente determinada por el parametro d, da cuenta de la
sensibilidad del sensor. A modo de ejemplo, si se buscara un sensor positivo negativo de

determinado agente capaz de agregar las nanoparticulas, es deseable que la etapa de
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transicion sea lo mas abrupta posible, de manera de trabajar sobre un valor umbral de
concentracion, para el cual una variacién bien pequeiia genera una desestabilizacién
completa del sistema permitiendo la identificacién de variaciones pequefias en las

concentraciones.

Por ultimo los valores de energia libre en ausencia de agente permiten estimar el mejor
agente de recubrimiento a ser empleado para el almacenamiento de las nanoparticulas en

solucion.

Es relevante mencionar que en ningln caso se observa agregacion a pH 14 (Figura 14). La
explicacidon de este resultado se atribuye a la competencia entre los iones cloruros y los
grupos hidroxilo, los cuales son capaces de generar una pequefia pelicula de Ag,0

superficial que impediria la agregacion %,

2.5
' —— pH=7

20 pH= 7 + NaCl 100 mM
N pH= 14
S15L | pH=14 + NaCl 100 mM
© -
o
c
©
2
o
%2
o)
<

1

300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 14: Espectros UV-Vis-NIR de las AgNPs recubiertas con almidén a pH 7 (negro), pH 7 y 100 mM Nacl

(azul), pH 14 (verde), pH 14 y 100 mM NaCl (rojo). Adaptado de referencia .
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De acuerdo con la bibliografia consultada, las AgNPs en solucién acuosa son factibles de
agregarse frente a la presencia de iones, debido al aumento de la fuerza idnica como por

184

reacciones quimicas sobre la superficie de la nanoparticula Este ultimo caso fue

184 quienes se observaron un comportamiento

reportado inicialmente por lJiang y Yu
diferencial de los espectros UV-Vis de nanoparticulas planas frente a la presencia de
distintos halogenuros. Esta diferencia es atribuida a la capacidad de ciertos halogenuros
(cloruro, ioduro, bromuro) de reaccionar con la plata formando sales insolubles alrededor
de la nanoparticula, generando como resultando un cambio en el plasmdn y por tanto un

cambio en el espectro.

Como se mencionaba en el capitulo Il, si bien existian varios experimentos que constataban
las diferencias entre los distintos halogenuros, la evidencia de formacién de sales insolubles
era hasta entonces escasa, e incluso confusa, para los casos donde la presencia de Cl” a bajas
concentraciones podia incluso aumentar la estabilidad de las nanoparticula recubiertas con
polivinilpirrolidona (PVP) %%, En este contexto se planted el desafio de poder explicar cudl era
el efecto real que tenian los cloruros sobre las nanoparticulas de plata, buscando la forma

de presentar un mecanismo global que explicara todos los resultados experimentales.

Como se habia mencionado anteriormente, los espectros UV-Vis-NIR de las nanoparticulas
recubiertas de almidén (Figura 10 a y c) mostraban una reduccién en la absorbancia a 400
nm concomitantemente con el incremento de la absorbancia a 800 nm frente el agregado
de concentraciones crecientes de NaCl y NaBr, respectivamente. Las imagenes por
microscopia electréonica de transmisién (TEM) confirman los resultados espectroscépicos
(Figura. 16), donde se observa que en presencia de NaCl se forma una capa AgCl y/o AgCl;
gue recubre a todas las particulas, las cuales légicamente también se encuentran reducidas
en tamafo debido a la reaccidn con los CI'. La estructura de estos agregados pueden variar
dependiendo de la especie quimica que prevalece en solucién entre el AgCly el AgCl; dado
gue ambos presentan una geometria molecular diferente. Para el caso en que la especie
mayoritaria sea el AgCl; los agregados forman estructuras orientadas de forma lineal
29106107 mientras que para el caso donde predomine el AgCl, se forman agregados en todas

direcciones, que en una segunda etapa pueden terminar precipitando el coloide debido al

bajo valor del Kps del AgCl (1.77x107%) *#°.
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Retomando los resultados de El-Badawy et al. %, ahora es posible explicar por qué a bajas

concentraciones, existe un efecto estabilizante de las nanoparticulas: De acuerdo con la

Figura 15 a bajas concentraciones de cloruros existe una mayor concentracion de AgCl; ,

conjuntamente con un minimo en la solubilidad de la plata, lo cual sugiere que en estas

condiciones se forma la primera fase, con el recubrimiento de las particulas con cloruros sin

llegar a formar agregados. Esto explica que las nanopaticulas recubiertas con PVP logren

aumentar su estabilidad frente a la fuerza idnica, dado que los AgCl, que se encuentran en

la vecindad de la superficie, contribuirian a estabilizar electroestaticamente al coloide. Si por

el contrario la concentracién de cloruros es mayor, la especie predominante es el AgCl y por

tanto, se empezarian a formar los agregados de las particulas.

2
A PAg
i pAgClI
2" \ pS yd PAgCL,
g p\ /// pPAgCF
% PR 2 pAgCLY
< Nt pAgCI =—1D5
g4
= \ PAg
6+ : pAgCIi
8  pAgCl _PAgCI,
10 1 1 1 l ) 1
2 0 2 4 6 8 10
pCl

AgCl, = Agt+Cl™

AgCl, = AgCl

AgCl, + Cl™ = AgCly

AgClg + 2C1~ = AgCl3~

AgCls +3Cl~ = AgCl3~

K,s = [Ag*][Cl7]

K, = [AgCl]
_ [AgCl;]
27 e
_[AgCly]
K= [cl 2
_ [AgCiy]

4=

[cry?

S = [Ag*] + [AgCl] + [AgCl;] + [AgCl37] + [AgCliT]

pS = —log$

Temperatura/°C  AgClpk,;, AgCl,.pK, AgCl; pK,s AgCl} pK,s AgCli™ pK,,

25

9.55

3.31

5.52

5.52

5.51

Figura 15: Diagrama de los complejos clorurados. S representa la solubilidad de plata: El diagrama fue
disefiado en base a los datos reportados por Z. Q. Zhong, G. G. Mei Application of diagrams of chemical
potential in hydrometallurgy and purification of waste water. Changsha: Central South University of Technology
Press, 1986. (in chinese).
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Figura 16: Imagenes TEM de las AgNPs recubiertas de almidén en ausencia de NaCl (a) y en presencia de 100

mM NacCl (b). Adaptado de referencia 102,

El analisis por difraccion de rayos X (Figura 17) evidencia la formacidn de cloruro de plata
cristalino (AgCl) sobre las nanoparticulas de acuerdo con las presencias simultaneas de los
maximos a 27.9 °y 32.3 ° que corresponden con las sefales de los planos cristalinos (111) y
(200) de la celda cubica centrada en las caras del AgCl (JCPDS 31-1238). Adicionalmente los
picos a 38.3°, 44.5° y 64.8° se asignan a los planos (111), (200) y (220) de una celda cubica

186,187
8187 por su parte

centrada en las caras correspondiente a la plata metdlica (JCPDS4-0783)
el maximo a 31.8° es asignado al plano (200) del cloruro de sodio el cual fue utilizado para

inducir la agregacion.
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Figura 17: XRD de las AgNPs recubiertas de almidon agregadas mediante 100 mM NaCl. Adaptado de

. 102
referencia = .

El tamafio promedio de las cristalitas de Ag(0) y AgCl estimados por el método de Debye-
Scherrer es de 5 y 8 nm, respectivamente. La reduccidn en el tamano de las AgNPs sugiere la

disolucién de las mismas generada por la formacion de AgCl.

Para estudiar el efecto quimico de los cloruros sobre las nanoparticulas de plata, las mismas
fueron depositadas sobre un electrodo de grafito e incubadas en una solucién 1 M de NacCl.
El perfil voltamperométrico de 0 a -0.25 V mostré una contribucién catédica a -0.11 V

(Figura 18a) la cual es asignada a la reduccion del AgCl a Ag(0).
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Figura 18: Perfiles voltamperométricos a una velocidad de barrido de 0.1 V st de las nanoparticulas
depositadas sobre electrodos de grafito. Barrido desde 0 a -0.25 V (a). Barrido positive de 0 a 0.9 V (b).

Iméagenes TEM de los electrodos de grafito en presencia (c) y ausencia (d) de los depédsitos de nanoparticulas.

Adaptado de referencia 102,

Por otro lado el perfil voltamperométrico para el barrido positivo de 0 V a 0.9 V (Figura 18b)
mostrd dos procesos anddicos, ambos asignados a la disolucién de nanoparticulas de plata.
El primer pico puede dividirse en tres contribuciones (Figura 19): la primera corresponde al
AgCl cristalino, mientras que las otras dos restantes corresponden a los compuestos de
cloruro de formula general AgClr(ll_n) 188189 proveniente de la oxidacién de las

nanoparticulas de plata pasando a Ag(l), de acuerdo con la ecuacion:

Ag(s) + nCl_(aC) = AgClr(ll_n)(ac) + e (5)
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Los anchos medio de pico calculados para las curvas deconvolucionadas de la contribucion
anddica son menores al valor esperado para reacciones redox de especies adsorbidas y se
encuentran en linea con el comportamiento voltamperométrico observado en peliculas

delgadas “°. Esto ultimo refuerza la idea original de formacién de cloruro de plata sobre la

190

superficie de la nanoparticula
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Figura 19: Primer ciclode 0 a 0.1 V st (a) y su correspondiente magnificacion entre 0 y 0.25 V, incluyendo la

deconvolucién del pico en 3 contribuciones asignadas a los diferentes compuestos clorurados: 1a 0.036 V, Il a

0.060 V, y Il 2 0.082 V (b). Adaptado de referencia '*.

Entre los diferentes compuestos de cloruro de plata, se observé la formaciéon de AgCl (n=1)
(1), y AgCl; (n=2) (lll), de acuerdo con el diagrama de especiacién para una concentracion 1
M de NaCl (Figura 15). Adicionalmente el AgCl puede también existir formando el complejo
AgCl(H,0), *®. En consecuencia, es esperable una pequefia diferencia en los potenciales,

hecho que se constata en la Figura 19b.

El segundo proceso observado aparece a 0.53 V, el cual se atribuye a la disolucién de la

nanoparticula a Ag (l), de acuerdo con la ecuacién:

AgNPs = Ag+(ac) +e” (6)
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En este caso el ancho medio de pico aparece a ca. 60 mV, valor esperable para un proceso

redox irreversible de especies adsorbidas *® (Capitulo ).

Finalmente, el barrido negativo mostré una contribucién catédica a -0.13 V correspondiente
a la reduccion del AgCl formado electroquimicamente, completando de esta manera el

ciclo.

Aun utilizando un agente protector eficiente como el almiddn, las nanoparticulas de plata
son susceptibles a la agregacién por un mecanismo independiente de la fuerza idnica. La
diferencia radica en la formacién de sales insolubles alrededor de las nanoparticulas que
generan agregados. La forma de estos uUltimos dependera de la prevalencia en la formacién
de AgCly 188 y/o AgCl. En el primer caso los agregados adoptan una estructura en forma de

106,107

cadena , mientras que en el segundo se genera un arreglo aleatorio, como en nuestro

caso (Figura 16b).
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7.3 Conclusiones

En resumen, las nanoparticulas recubiertas de almidén sintetizadas con un tamafio
promedio entre 10-20 nm de didmetro, mostraron un mecanismo de agregacion diferencial
frente al agregado de particulas al variar la naturaleza quimica de la sal empleada. Los
halogenuros con un bajo valor de Kps, en especial el NaCl que se encuentra de forma ubicua
en el medio ambiente, induce la agregacion de las particulas a través de la formacién de de
una capa superficial de los compuestos de AgCl y/o AgCl ™. Este efecto puede ser

inhibido a pH basicos.

Para estudiar el proceso de agregacion se propone un modelo termodindmico que toma en
cuenta solamente dos estados posibles, el estado de nanoparticulas libres y el agregadas,
permitiendo acumular todas las variables responsables del proceso de agregacion de las
particulas en los parametros simples que definen la ecuacidon sigmoidea del proceso. El
modelo permite la interpretacion de los resultados experimentales incluyendo las
interacciones que existen entre las nanoparticulas de plata y los cloruros, asi como también
los diferentes perfiles que se observan al variar la naturaleza quimica del agente protector.
Asimismo permite el calculo de la energia de Gibbs asociada al proceso de agregacion de las
particulas, que describe globalmente el sistema incluyendo todos los factores intrinsecos y

extrinsecos del proceso de agregacion.
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Capitulo VIII: Hacia un sensor colorimétrico
del mercurio

En capitulos anteriores se subrayaba la importancia del estudio de la estabilidad y la
caracterizacién de las nanoparticulas de plata para sentar las bases necesarias para estudiar
su viabilidad como sensores de mercurio. Recapitulando el tema del funcionamiento de los
sensores colorimétricos de mercurio, como se mencionaba anteriormente, la estrategia de
la amalgama es dentro de las reportadas, una de las menos exploradas en cuanto a que la
gran mayoria de los sensores reportados, se centran en las interacciones T—Hg"—T, dejando

de lado la gran capacidad que tiene la plata de amalgamar de forma selectiva al mercurio.

El presente capitulo emplea los conocimientos anteriormente adquiridos en el estudio de la
viabilidad de un sensor colorimétrico del mercurio con nanoparticulas de plata, haciéndose
énfasis en las capacidades y las limitaciones que posee la estrategia de amalgamacion. El
capitulo finaliza con las conclusiones generales de todo el eje temdtico de la Tesis, junto con

una mirada critica a las perspectivas futuras que surgen a partir de la presente Tesis.

8.1 Materiales y Métodos

Todos los reactivos fueron utilizados en grado analitico y todas las disoluciones empleadas

se prepararon con agua ultrapura (resistividad < 18.2 MQ cm).

Nitrato de plata (AgNOs, 99%, Biopack), acido sulfurico (H,SO4, 95-98%, Biopack) acido
nitrico (HNOs, 69.0-71.0% Biopack) cloruro de sodio (NaCl, 99% Anedra) hidroxido de sodio
NaOH Cicarelly, borohidruro de sodio (NaOH, 98%, Sigma). Almiddn soluble (pureza
analitica, Mallinckrodt), estandar de mercurio 1000 mg/L en 12% de acido nitrico de alta
pureza para ICP (Sigma-Aldrich). Nitrato de hierro (FeN,04-9H,0, pureza analitica,
AppliChem). Nitrato de Zinc (Zn(NOs), -6H,0,99%,AppliChem). Nitrato de cromo (CrN3Og -
9H,0 , 99.99% Sigma-Aldrich). Nitrato de cadmio (CdN,0g4H,0, >99.0%, Sigma-Aldrich).
Nitrato de bismuto (BiN3Og - 5H,0, = 98.0%, Fluka). Sulfato de cobre (CuSO4 - 5H,0, 99%,

Merck). Papel de filtro con tamafio de poro de 110 mm (Macherey-Nagel), Filtros para DLS
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de 0.22 u de tamafio de poro (MFS™), tubos "falcon" de polipropileno, electrodos de vidrio

recubiertos con dxido de indio estafio (ITO, In,03/Sn0, Sigma-Aldrich).

Previo a los ensayos de sintesis de nanoparticulas, la pureza del borohidruro de sodio fue

previamente evaluada de acuerdo al protocolo descrito en el capitulo 111 .

Limpieza del material de vidrio

Todo el material de vidrio fue lavado empleando una mezcla de H,SO4 y HNOs concentrado
en relaciéon 1:1 (v/v), para eliminar cualquier contenido de plata presente, y luego se
realizaron enjuagados exhaustivos con abundante agua ultrapura (resistividad > 18.2 MQ

cm).

Voltamperometria de stripping andédico

Las voltamperometrias se realizaron empleando un electrodo de carbono vitreo, un
electrodo de Ag/AgCl y un electrodo de platino como electrodo de trabajo, de referencia y
auxiliar respectivamente. Se realizaron barridos anddicos entre -0.3 a 0.9 V, a una velocidad
de 0.1 vs™ empleando un electrolito soporte de NaNO3 1M, un tiempo de deposicion de 5
min y una concentracion de 1 mM de Ag y Hg para cada uno de los correspondientes

estudios.

Voltamperometria ciclica

Las voltamperometrias se realizaron empleando un electrodo de carbono vitreo, un
electrodo de Ag/AgCl y un electrodo de platino como electrodo de trabajo, de referencia y
auxiliar respectivamente. Se realizaron corridas entre -0.4 a 0.9 V, a una velocidad de 0.05
Vs, partiendo de un potencial -0.4 V empleando un electrolito soporte de NaNOs 1 M y una

concentracion de 1 mM de Ag’ y Hg2+ para cada uno de los correspondientes estudios.

Estudios para la deteccion de mercurio

La deteccidon de mercurio se siguid por espectrofotometria UV-Vis en el rango de 300 a 900
nm mediante registrandose los corrimientos y en los cambios de absorbancia de la banda
maxima del plasmoén de las nanoparticulas a (ca. 400nm), observados tras el agregado de
concentraciones crecientes de mercurio. Paralelamente se realizaron ensayos con

concentraciones constantes de mercurio(ll) a 5x10°M agregandose volimenes crecientes
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de la solucion de sintesis de las nanoparticulas de plata, para estudiar el efecto que tienen

los cambios de relacidn plata mercurio sobre el plasmdn de las nanoparticulas.

Estudios de interferencia con otros metales

Para estudiar la incidencia que tienen otros metales sobre el espectro del plasmén de las
nanoparticulas, se emplearon algunas de las sales mds comiunmente encontradas en
ambientes acuosos como el Zn, Fe, Cr, Cu y otras con similar reactividad al mercurio como el
Cd, Biy la propia Ag. En todos los casos se realizaron adiciones progresivas de 5 a 50 uL de

nanoparticulas de plata sobre una disolucién 1 x 10 > M de cada sal respectiva.

Inmovilizacion de nanoparticulas sobre superficies solidas

Los ensayos se realizaron sobre diferentes soportes, papel de filtro, electrodos de vidrio
recubiertos con ITO y sobre tubos "Falcon" de 15 mL de polipropileno. Los recubrimientos se
realizaron por deposicion fisica de las nanoparticulas, incubando el material con la solucién
de nanoparticulas durante 24 hs. Luego de este tiempo se realizaron al menos tres lavados

con agua ultrapura, para corroborar la correcta deposicidén de las particulas.

Medidas de tamaiio por DLS

Se midid el diametro hidrodindmico medio efectivo con el método de cumulantes de las
nanoparticulas de plata recubiertas de almidén frente al agregado de concentraciones
crecientes de mercurio empleando una dilucién 1/3 disolucion de sintesis, registrando 5
medidas de tamanos en ciclos de 5 min cada uno. Se mantuvo una temperatura constante a
25°C y se dejé un tiempo de estabilizacién de 10 min antes de comenzar a realizar las
medidas. Previo al andlisis, las disoluciones de nanoparticulas, asi como también las
disoluciones de mercurio y el agua necesaria para el lavado del material fueron filtradas con

un filtro de 0.22 um de tamano de poro promedio.

Deteccion de mercurio en nanoparticulas recubiertas con almidon y

TBA

A partir de 500 pL de nanoparticulas recubiertas de almiddn, se agregaron 10 uL de una

disolucién de TBA 10™ M agitando vigorosamente durante 15 min, luego se agregaron 500pL

Pagina

175



una solucion de NaCl 100 mM. Finalmente se agregaron 500 pL con concentraciones

crecientes de mercurio para observar el efecto del mismo en el sistema.

8.2 Resultados y Discusion

La reaccion entre la plata y el mercurio es un proceso relativamente rdpido tomando en
cuenta que el método se usaba desde antafo para la extraccién de plata de las minas. Este
efecto se pone de manifiesto en el seguimiento de la absorbancia a 400 nm con el tiempo
para una solucién de nanoparticulas a la cual se agrega una concentracién de mercurio de
1x10”M. En este caso se observa que se alcanza una meseta a los 12 min de reaccién, lo

cual marca el minimo tiempo de reaccién necesario para llegar al equilibrio (Figura 1).

1.04

1.02

1.00

0.98

Absorbancia (u.a.)

0.96 12min

0.94

0.92 . ] . ] . ] . ] . ] . ] . ]
0 120 240 360 480 600 720 840

Tiempo (s)

Figura 1: Tiempo de reaccidén entre la nanoparticula de plata y una solucién de mercurio (Il) 1x 107 M. El

grafico muestra como se estabiliza la absorbancia, medida a 400 nm, a los 12 min.

Una de los puntos claves en la estrategia de amalgamacion consiste en explotar la cercania
en los potenciales redox entre la plata y el mercurio. Para explorar esta hipdtesis, se
realizaron experiencias de voltamperometria de stripping anddico (Figura 2) en disoluciones
de mercurio y plata observandose la estrecha relacién en los valores de los potenciales de

oxidacion de ambas especies, observandose incluso un corrimiento de ca. 0.1 V en el pico de
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mercurio cuando se forma la amalgama, lo cual confirma la posibilidad, que tienen las
nanoparticulas de plata de generar la reduccidn espontanea del mercurio mediante la
oxidacion de los dtomos de plata ubicados sobre la superficie de la nanoparticula, dada la

cercania en sus potenciales redox (Capitulo VI).

Ag —=Ag'+ 1€ Hg—=Hg™'+ 2¢

Intensidad de corriente

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E vs. Ag|AgCl (mV)

Figura 2: Voltamperometria de stripping anddico, sobre carbono vitreo en una disolucién 1M de nitrato de
sodio. La figura muestra la cercania de los potenciales de oxidacidn del mercurio (rojo) y la plata (negro). El
corrimiento del pico de mercurio cuando se encuentran conjuntamente ambas sales son evidencias de la

formacién de la amalgama (azul).

Similares resultados se observan sobre las voltamperometria ciclicas, donde la presencia de
nanoparticulas en solucién generan la aparicién de un pico a un valor muy cercano al
correspondiente potencial de oxidacion de la plata (0.35 V) (Figura 3). Sin embargo en
presencia de mercurio (Il) se observa el corrimiento de las sefiales, observandose dos picos
a2 0.49 y 0.61 V los cuales se adjudican a la oxidacién de la malgama de mercurio-plata. Por
su parte el pico de reduccién observado a 0.12 V se debe a la formacion de la amalgama por

la reduccion de ambos metales.
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Figura 3: Voltamperometrias de las nanoparticulas en presencia de mercurio. La figura muestra por un lado el
solapamiento de las sefiales del pico correspondiente a la oxidacién de la plata y como en presencia de
mercurio se observa el corrimiento de la sefial de oxidacién de que evidencian la formacién de la amalgama
entre la nanoparticula y el mercurio. Ademas se observa el pico catddico el cual corresponde a la

electrodeposicién del mercurio sobre la plata reducida por la aplicacién de un potencial. Barrido a 50 mV s

Es claro que la formacién de amalgama es un proceso que deberia cambiar el tamafio de las
nanoparticulas, reflejdandose este efecto sobre el plasmdén superficial, lo que daria la
respuesta colorimétrica buscada del sensor. Sin embargo previo a realizar estos analisis es
interesante explorar de qué forma se manifiestan estos cambios, determinando si se trata
de un fendmeno exclusivamente de superficie o si por el contrario el mercurio tiene un
efecto de agregacidn sobre las nanoparticulas. Para dar respuesta a estas interrogantes se
realizaron medidas de DLS sobre nanoparticulas estabilizadas con almiddn, a diferentes

concentraciones de mercurio en solucion.

Al aumentar la concentracidn de nitrato de mercurio se observa que los didmetros

hidrodindmicos de las particulas crecen de forma notoria (con una diferencia en el tamafio

Pagina

178



promedio de al menos 2 nm) a partir de concentraciones superiores a 5x 10° M de Hg(NOs),
(Figura 4). Por debajo de este valor también existe una tendencia en aumento, pero los
valores promedios se encuentran dentro del margen de error de las medidas del equipo
(Figura 4 b). Estos resultados estdn en concordancia con los efectos observados en el
espectro UV-Vis de las nanoparticulas de plata en presencia de mercurio en donde los
cambios en el corrimiento del la banda maxima del plasmén, estaria vinculado con
variaciones en el radio hidrodindmico de las particulas. El mercurio presente en solucion es
capaz de ser captado por las nanoparticulas de plata formando una amalgama que se refleja
en el aumento del radio de las particulas. Por debajo de una concentracién de 4 x10™ M se
observa un aumento lineal entre la cantidad de plata formada y el mercurio presente en
solucién, mientras que a partir de este valor, se observa un aumento exponencial en el radio
hidrodindmico de las particulas. Esto se explica si se toma en cuenta el cdlculo aproximado
de la cantidad de atomos de mercurio capaz de ser amalgamados por una particula de plata,
asumiendo que la absortividad molar de las nanoparticulas es del orden de 10° Mt em™.
Este calculo solamente toma en cuenta el valor promedio de tamafo de particula obtenido
por TEM, se considera que la geometria de las particulas es perfectamente esférica, que
toda la superficie definida por el radio atémico del &tomo de mercurio se distribuye en la
nanoparticula de forma uniforme y que toda la superficie de la nanoparticula es capaz de
interaccionar con los dtomos de mercurio (Il) (naturalmente que estas suposiciones no son
vélidas en la realidad, pero es util a los efectos de poder estimar un valor medio de
referencia para poder estimar la cantidad de atomos de mercurio que pueden ser

amalgamados sobre la superficie de una nanoparticula).

Teniendo estas consideraciones en cuenta, se calcula que para un didmetro promedio de
12.5 nm la superficie que define la esfera (472m) es de 490.88 nm. Si ahora se considera el
radio atdomico del mercurio (150 pm), el calculo de unidad de superficie para este radio es
de 0.28 nm que corresponde a la superficie tedrica de un dtomo esférico de mercurio. Luego
la relacion entre el drea de mercurio y la nanoparticula de 12.5 nm de didmetro es de
1753:1. Partiendo de una absorbancia de 1.5 para una dilucién al tercio de nanoparticulas
sintetizadas, eso define una concentracién de particulas de 0.5x10°M que tomando en
cuenta la relacién de areas anteriormente calculadas entre el mercurio y las nanoparticulas,

se necesitaria entonces una concentracién de 0.88x 10° de mercurio para amalgamar
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Diametro hidrodindmico (nm)

completamente la superficie de las nanoparticulas de plata. Estos calculos sugieren que si el
mercurio se distribuye de forma uniforme en todas las particulas, los cambios significativos
en el tamano recién se estarian observando a partir de valores del entorno del orden de 107
a 10° M, lo cual es concordante con los resultados de DLS donde el primer salto significativo

en el tamafio de las particulas se observa recién a partir de 5x10°M de Hg(ll).
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Figura 4: Efecto del agregado de mercurio (ll) sobre las nanoparticulas de plata (a) y el correspondiente

aumento de la imagen mostrada en linea punteada a bajas concentraciones (b).

El aumento del tamafio de las nanoparticulas es lineal con la concentracién de mercurio
para valores entre 0 y 5 x 10® M observandose un salto exponencial con grandes
crecimientos en el tamano promedio de las nanoparticulas a valores mayores, lo cual
sugiere que existe una concentracion critica para la cual el mercurio deja de amalgamarse
solamente de forma superficial y en su lugar comienza a operar el fendmeno de agregacién

de particulas producto del gran tamano alcanzado. Este salto ocurre a los 6x10™ M de Hg.

Debido a que el proceso de amalgamacién de la plata con el mercurio es un fenémeno de
superficie, suena légico que la intensidad de la respuesta de los cambios en el plasmdn
dependerd en definitiva de la cantidad de superficie expuesta de la nanoparticula para
poder interaccionar con los iones de mercurio disueltos. Es por esto que en teoria el limite
de deteccidon del sistema variard dependiendo de la concentracién de nanoparticulas

empleadas. La Figura 5b muestra esta dependencia en los espectros UV-Vis de voliumenes
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crecientes de nanoparticulas de plata agregados sobre una disolucién de mercurio 5x10° M,
observandose la aparicién del pico de absorbancia recién luego del agregado de 45 plL de
una disolucidon de nanoparticulas, lo cual pone en evidencia la necesidad de trabajar con
concentraciones bajas de nanoparticulas para aumentar el limite de resolucién del sensor
basado en los cambios de plasmén mediante la formacién de amalgamas. El aumento de la
linea de base observado al agregar las nanoparticulas obedece a la dispersién de luz por
parte de las particulas agregadas y a la presencia de almiddn en la solucién, mientras que el
maximo caracteristico a 400 nm solamente se observa tras alcanzar la concentracidn critica
de nanoparticulas capaz de amalgamar el mercurio presente (Figura 5). En comparacion
idénticos volumenes, con la misma concentracién de nanoparticulas, agregadas sobre una
solucién de agua, muestra que las sefial aparecen desde los primeros 5 L agregados (Figura
6). La capacidad que tiene la nanoparticula de plata de amalgamar el mercurio en tiempos
cortos (menores a 13 min, Figura 1) permite que las mismas puedan ser utilizadas no solo

como sensores sino también como agentes de remediacion de aguas191

. Por su parte, en
ausencia de mercurio, el agregado de una misma concentracion y volumen de
nanoparticulas sobre agua, muestra la presencia de un maximo de absorbancia a 400 nm
con el primer agregado de nanoparticulas a 5uL. Teniendo todo esto en cuenta, trabajando
a bajas concentraciones, es posible bajar el limite de deteccién a valores del torno a los 0.5 x

10’M considerando tnicamente el corrimiento de la absorbancia hacia longitudes de onda

de menor energia (Figura 5).
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Figura 5: Variacion de la longitud de onda correspondiente al maximo de absorbancia del plasmén de las
nanoparticulas de plata vs. la concentracién de mercurio (a). Estudio del efecto del agregado de volimenes

crecientes de nanoparticulas de plata sobre una concentracion final de 5x10° M de Hg(l1) (b) .
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Figura 6: Espectro de absorcion de las nanoparticulas de plata definido por el agregado de voliumenes de a 5uL

sobre 1 mL de agua ultrapura, mostrando la aparicidn de sefial tras el primer agregado.

El espectro de absorcién del mercurio (ll) presenta una banda maxima la region ultravioleta
del espectro electromagnético, concretamente se observa un pico de gran intensidad a 200
nm (Figura 7). Si bien esta sefial es sensible a bajas concentraciones, no es util en términos
cuantitativos, dado que es sabido que la gran mayoria de los metales y las sales también

absorben en esta regién del espectro.
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Figura 7: Espectro de absorcion del mercurio (I1) en el UV, para una concentracién de 1x10”M.

Anteriormente se hizo énfasis en la importancia de los aniones, en especial los cloruros
como la principal fuente de interferencia en la respuesta colorimétrica del sensor en
presencia de mercurio. De la misma forma es relevante analizar el comportamiento de las
disoluciones coloidales de nanoparticulas de plata frente a la presencia cationes de metales
gue comunmente se encuentran en medios reales. Si bien la formacién de amalgamas
tienen una alta afinidad entre la plata y el mercurio, otros metales como el cadmio o el
cobre podria en principio afectar la resonancia del plasmdn. En este sentido se evalluan seis
de los metales mas comunes a una concentracion de 1x 10 M, siendo esta muy superior a
las ensayadas para los casos del mercurio. Los resultados muestran ligeras interferencias
reflejadas en corrimientos de los maximos hacia longitudes de onda de menor energia,
exceptuando el caso del hierro donde se observa el efecto contrario. Sin embargo es de
notar que el comportamiento observado dista mucho del mostrado en la Figura 5, donde la
absorbancia del maximo se corre notoriamente a longitudes de onda de menor energia
frente a la presencia de bajas concentraciones de mercurio. El corrimiento del maximo del
plasmén, asi como también los cambios observados en el ancho medio de pico de las

nanoparticulas en presencia de los metales, sugiere que a estas concentraciones surgen de
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fendmenos de agregacion de particulas que se traducen en cambios de tamafio, dando lugar
a bandas de absorciéon a mayores longitudes de onda. El caso mas claro de esto se observa
en el cromo donde se observa un hombro a 500 y 600 nm junto con el maximo a 400 nm.
Por su parte las variaciones en los valores de absorbancia, se atribuyen a los pequeiios
corrimientos en los maximos producto de los cambios del entorno fisicoquimico dado por la
presencia de distintos cationes (Figura 8). Sin embargo, pese a todas las posibles
interferencias visualizadas en los cambios de los perfiles espectrales, es claro que el
comportamiento difiere notoriamente al observado con el mercurio, donde el maximo
Unicamente se constataba tras el agregado de 45ulL sobre una solucién de mercurio del

orden de los 5x 10°M.
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Figura 8: Efecto de las diferentes sales metdlicas sobre las nanoparticulas de plata. En todos los casos se
realizaron adiciones progresivas de 5 a 50 uL de nanoparticulas de plata sobre una disolucion 1 x 10 3 M de

cada sal respectiva.

Teniendo en cuenta las diferentes interferencias existentes, especialmente las que aportan
las sales de cloruro y las de algunos metales que pueden también encontrarse en
abundancia en ciertos ambientes industriales como el hierro, se explora la alternativa de
utilizar las nanoparticulas inmovilizadas sobre una superficie sélida, de manera de poder
diferenciar los cambios colorimétricos por la agregacién de los observados por formacién de
amalgamas. Se realizaron varios depdsitos sobre superficies de papel, sobre vidrio vy
plasticos. Desde el punto de vista cualitativo, la sensibilidad de estos sistemas disminuye
considerablemente observandose un cambio de coloraciéon Unicamente a concentraciones
altas de mercurio(ll) (Figura 9). De cualquier manera los resultados reflejan a ojo desnudo

los cambios observados espectrofotométricamente (Figura 5) donde la presencia de
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mercurio esconde el maximo a 400 nm responsable de la coloracidon amarilla observada en
las nanoparticulas. Los depdsitos realizados sobre tubos de plasticos aumentan Ia
resistencia del sistema a los cambios de color en presencia de cloruros, siendo imposible
distinguir la coloracién hasta un maximo de 0.3M de NaCl, sin embargo a mayores
concentraciones se pierde el color amarillo caracteristico de las nanoparticulas dejando de

ser el método efectivo.

Figura 9: Cambios de color observados sobre depdsitos de nanoparticulas de plata en tubos de ensayo de
plastico. Depdsitos en electrodos de vidrio recubiertos de ITO. Se observa un agregado no homogéneo sobre la

superficie del electrodo.

Por su parte la resolucién de los cambios de coloracién observados en tiras de papel pueden
ser aumentada empleando un espectrofotémetro. En estos casos se observa el mismo
comportamiento que en disolucién acuosa, donde el agregado de mercurio genera la
desaparicion del maximo a 400 nm. Es importante notar que el mercurio se amalgama
solamente de forma superficial sobre la nanoparticula, pudiéndose revertir el proceso
mediante el empleo de una solucién de soda concentrada (1 M) la cual extrae el mercurio,
permitiendo observarse la banda caracteristica del plasmdén, aunque con menor absorbancia

a lainicial, lo cual evidencia que el sistema no es completamente reversible (Figura 10).
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Figura 10: Deteccién del mercurio sobre tiras de papel. Depdsito concentrado de las nanoparticulas de plata
en filtros de papel mediante ciclos de agregado y evaporado de tres gotas de 10 uL de la solucion de
nanoparticulas (negro). Espectro de las nanoparticulas de plata luego del agregado de una gota de 5uL de una

disolucién de mercurio 1x10”° M (azul). Efecto de la competencia de los OH™ con los mercurios (1) (rojo).

Dado que los métodos de inmovilizacidon suponen una pérdida grande en sensibilidad en
comparacion con la deteccion en solucidn, déonde el limite observable se fija en 1x10° M
(Figura 11), es necesario volver sobre los sistemas acuosos, y establecer los limites de
vialidad del sensor en presencia de cloruros. De acuerdo con los resultados presentados en
el capitulo VII, los sistemas de agregacion se representan por funciones sigmoideas donde a
bajas concentraciones de cloruros no se observan cambios significativos en la absorbancia,
luego ocurre la zona de transicion y finalmente una nueva zona constante que completa la
sigmoidea. En este sentido es interesante ver que en principio uno podria establecer una
ventana de trabajo a bajas concentraciones de cloruros donde el mismo no afectaria la
estabilidad del coloide, al tiempo que acerca el sistema a un umbral donde un pequeio
cambio generado por el agregado de mercurio podria desencadenar modificaciones en la
nanoparticula y por tanto también en el espectro de absorciéon. La Figura 12 muestra como
en presencia de una concentracién de 15 mM de NaCl se observa el aumento de la
absorbancia producto del tamafio de la doble capa electroquimica de la nanoparticula, dada

por la presencia de un electrolito. Sin embargo, solamente se observa una caida significativa
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en la absorbancia, concomitantemente con un corrimiento en la seiial hacia longitudes de

onda de mayor energia, a concentraciones superiores a 1x10° M de mercurio

. . ; Y . . . -4 -9
Figura 11: Soluciones de nanoparticulas de almiddn a diferentes concentraciones de mercurio entre 10 a 10

M.
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Figura 12: Deteccion del mercurio en presencia de cloruros (15 mM) (a) y 50 mM (b). En el grafico se observa la
disminucion de la absorbancia a 400 nm junto con un corrimiento de la sefial que se hace notorio a partir de

una concentracién de 1x10° M.

Otra posible alternativa para evitar la interferencia de los cloruros podria ser el empleo de
un ligando fuerte como el TBA el cual, a través del grupo tiol, puede unirse covalentemente
a la nanoparticula compitiendo de esta manera con los cloruros, pero no asi con el mercurio

, . s . . 192
el cuya energia de unién es superior a la del tiol **.

La Figura 13 muestra como en presencia de TBA, a diferencia de las nanoparticulas
recubiertas exclusivamente por almiddén, el mercurio genera un corrimiento en la longitud
de onda hacia valores de menor energia, posiblemente generado por la presencia de
cloruros, los cuales desencadenan el proceso de agregacion de las particulas una vez que el
tiol se desprende de la misma al interaccionar con el mercurio en solucién. Por su parte, a
altas concentraciones de mercurio del orden de 10° M se observa en paralelo un
corrimiento de la longitud de onda hacia valores de mayor energia, lo cual se lo atribuye al

proceso de amalgama que ocurre en simultaneo con la agregacion de las nanoparticulas.

Si bien el uso de tioles en principio ofrece una mayor estabilidad al sistema, el limite de

deteccion empleando esta técnica disminuye en un orden de magnitud.
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Figura 13: Efecto del agregado de mercurio sobre las nanoparticulas de plata recubierta con almidén y TBA. El
grafico muestra como en presencia de mercurio se observan los efectos de formacion de amalgama

concomitantemente con un proceso de agregacién de las particulas.

Si bien los cambios en el plasmdén son observables a concentraciones bajas (del orden de
nanomolar) estas variaciones se encuentran dentro de los rangos de error de la técnica
(Capitulo VII), por lo que la tendencia encontrada no es suficiente para establecer un limite
claro que permita la puesta practica de un sensor colorimétrico. El limite real aparece en el
orden de los micro moles por lo que es deseable bajar al menos un orden de magnitud para
hacer funcional la técnica en ambientes reales. Anteriormente se describia un limite tedrico
basado en célculos, sin embargo como se observaba en los ensayos por DLS, el efecto de la
cantidad de mercurio amalgamado se genera sobre la superficie de las nanoparticulas

generando el cambio de tamafio que afecta el plasmdn superficial, determinando en ultima
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instancia la sensibilidad de la técnica. Luego, se plantea como hipédtesis de trabajo trabajar
con concentraciones menores de nanoparticulas, yendo al limite de deteccidn
espectrofotométrico. Los resultados presentados en la Figura 14 muestran como a muy
bajas concentraciones de nanoparticulas es posible detectar concentraciones de mercurio
en el orden de 5x10%M mediante el corrimiento de la banda maxima del plasmoén. Sin
embargo estas diferencias son apenas perceptibles por lo que solamente es posible detectar
el mercurio de forma cualitativa, considerando la baja relacién sefial/ruido. Por su pare el
aumento de la linea de base hacia longitudes de onda de mayor energia obedece a la

absorcidon de mercurio en el UV.
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0.0050 |-
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0.0035 N
0.0030 N
0.0025 N
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Figura 14: Reduccidén al limite de la concentracidn de nanoparticula en presencia y ausencia de una solucién

5x10° M de Hg.

Si bien es posible bajar la sensibilidad de la técnica disminuyendo la relacién nanoparticulas
mercurio, en términos prdacticos no es aconsejable dado que al hacerlo se disminuye
también la sensibilidad del equipo de medida perdiéndose resolucién de la sefial y por tanto

los resultados solamente pueden ser Utiles como métodos cualitativos.
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8.3 Conclusiones

La técnica empleada para la cuantificacién de mercurio por formacién de amalgamas
permite detectar la presencia del analito mediante un cambio de coloracién de la solucién
de nanoparticulas, producto del crecimiento en el tamafio que se observa por la formacion
de la amalgama y del cambio del maximo del plasmdén generado por la presencia del
mercurio. El limite maximo de deteccidn se encuentra en el orden de 1x 107'M empleando el
corrimiento del plasmén como senal de medida. Por su parte los cambios de intensidad,
aunque mas sensibles, son demasiado susceptibles a los efectos de otras especies presentes
en solucién, por lo que, contrario a otros trabajos publicados, encontramos que no es una
medida util por si misma para la deteccién del mercurio. Si bien el plasmén se ve poco
afectado por la presencia de otros metales, la problematica del cloruro es un aspecto de
dificil resolucidon dada la alta afinidad que tiene por la nanoparticula. Respecto a esto, los
efectos de interferencias pueden reducirse empleando las nanoparticulas inmovilizadas

sobre superficies sélidas, no sin el perjuicio de reducir la sensibilidad del sensor.
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Capitulo IX: Conclusiones generales y
perspectivas futuras

El eje temdtico central de la propuesta se enfoca en profundizar en los conocimientos
basicos de la quimica coloidal de las nanoparticulas de plata, para luego emplear toda la
labor de investigacién, en la puesta en marcha de una aplicacidon concreta en la deteccion
colorimétrica del mercurio. En este sentido, el trabajo puede subdividirse en una serie de
etapas comenzando con la sintesis de nanoparticulas de plata, luego se estudid la
estabilidad de las particulas y finalmente se ensayaron pruebas de deteccién del mercurio
(I) empleando la estrategia de formacidn de amalgamas entre la plata y el mercurio.
Asimismo durante la etapa de sintesis, se encontré con la necesidad de evaluar la pureza del
borohidruro de sodio, empleado como agente reductor, para lo cual se desarrollo una
técnica sencilla, rédpida y original de cuantificacién por espectroscopia infrarroja. Por su
parte, los estudios de estabilidad revelaron un mecanismo diferencial de agregacion de las
nanoparticulas dependientes de la naturaleza de la sal empleada, plantedndose evidencias
inequivocas de la formacidn de especies de cloruro de plata como las principales
responsables de la agregacién de particulas. En paralelo se desarroll6 un modelo
termodindmico, que permite entender de forma global el proceso de agregacién.
Finalmente se ensaya una estrategia para la deteccién de mercurio, lograndose un limite de

deteccién de 1x 107 M.

Por uUltimo es importante resaltar, para los trabajos futuros en el area, la necesidad de tener
en cuenta el control de los factores que afectan la estabilidad coloidal de las nanoparticulas,
qgque de acuerdo con la bibliografia consultada, la gran mayoria de las técnicas de
cuantificacién de mercurio solamente ensayan la interferencia de otros metales, dejando de
lado la importancia de controlar la fuerza idnica, resistencia a los cloruros y presencia de

tioles, los cuales se encuentran en abundancia en ambientes reales.
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ANEXO 1

Precauciones y elementos de seguridad

En el trabajo de laboratorio, se empled tunica, lentes de proteccién y guantes de nitrilo para
los experimentos con mercurio. La limpieza del material se llevé a cabo con agua regia o con
una solucion 1:1 v/v de H,SO4 cc. y HNOs cc. en campana de gases, empleando elementos de
proteccién individual. Las concentraciones empleadas de los principales agentes quimicos

siempre fueron bajas, con excepcion de las mezclas de acidos fuertes *.

Manipulacién y disposicion del agua regia

Las soluciones de agua regia son en extremo corrosivas, y pueden producir explosiones o
guemaduras en la piel si no se manipulan con cuidado. Se prepararon a partir de una mezcla
1:3 v/v de HNO3 cc. y HCI cc. Respetando el orden, se agrega lentamente el HNO; sobre el
HCI en un recipiente de vidrio Pyrex™, bajo campana de extraccidén de gases. Una vez hecha
la mezcla, se debe dejar enfriar con el recipiente abierto. Las soluciones se prepararon

frescas y fueron adecuadamente etiquetadas, descartandose después de su uso.

Para desechar el agua regia y las mezclas de acidos, se diluye 20 veces con agua corriente
fria y luego se agregan pequefias porciones de bicarbonato de sodio o potasio con agitacién

. 7 2
continua, hasta que no se produzca mds espuma *.

Tratamiento de los desechos de las nanoparticulas de plata

Una vez terminados los ensayos, las nanoparticulas de plata deben descartarse empleando
una mezcla de acidos que puede ser de una relacion 1:1 v/v de H,SO4 cc. y HNOs cc. o
alternativamente también puede utilizarse agua regia. En ambos casos el acido nitrico oxida

a la plata generando los iones Ag" los cuales son inofensivos a bajas concentraciones:
Ag® — Agt +e (1)
2e” + 2H* + NO3 — H,0 + NO3 (2)

Finalmente, las diluciones &acidas concentradas pueden descartarse de forma lenta por
dilucién con abundante agua en la pileta, manteniendo las mismas precauciones que para el

caso del agua regia.
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Seguridad en el manejo de las sustancias con mercurio

El mercurio es considerado como un contaminante en todas sus formas, aunque el grado de
toxicidad depende del estado quimico y fisico en el cual se encuentre. El mercurio metdlico
es el mas inofensivo, aunque puede ser absorbido por la piel, generando problemas por
bioacumulacion. Los compuestos de mercurio (I) son pocos solubles, pero también pueden
atravesar la piel siendo fuertemente tdxicos para el organismo. Los compuestos de mercurio
() son solubles y por lo tanto mucho mas téxicos, siendo el principal contaminante en el
ambiente marino. Las formas organicas del mercurio como el metil- y dimetil-mercurio son
altamente tdxicas, pudiendo tener efectos nocivos en muy bajas concentraciones, ademas
gue a diferencia de otras especies quimicas, son capaces de atravesar los guantes de latex o
polivinilo, por lo que en general se recomienda el empleo de guantes de de nitrilo. Por su
parte, los vapores de mercurio que se forman incluso a temperatura ambiente, son
altamente toéxicos, siendo la concentracién umbral 0.1 mg m? en aire. Estos pueden
ocasionar serios problemas de salud si la exposicién es prolongada en el tiempo. Sin
embargo, en condiciones normales, el oxigeno inhibe la velocidad de evaporacién del
mercurio %, haciendo que las concentraciones reales del contaminante medidas en la

atmoésfera del laboratorio se encuentren muy por debajo del valor limite de toxicidad 3,

Para prevenir la contaminacién se manipuld el reactivo con la proteccién adecuada: lentes,
tunica y guantes de nitrilo; dentro de lo posible bajo campana de extracciéon de gases,
especialmente para la manipulacion de soluciones concentradas de partida. Se trabajé sobre

bandejas de plastico sin juntas como medida preventiva ante posibles derrames.

Nunca se debe dejar el mercurio en recipientes abiertos y el ambiente del laboratorio debe
ventilarse regularmente. El manejo adecuado del reactivo es indispensable para prevenir

dafios en el sistema nervioso por la exposicidn continua al metal 34,

La forma recomendada para la eliminacion de los desechos con mercurio consiste en
transformar el contaminante a una forma mas inofensiva empleando sulfuros °
Alternativamente existen productos comerciales como los SAMMS™ los cuales se venden

como un polvo de un compuesto poli-tiolado ¢ disefiados para la captacion rdpida del
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mercurio con buenos rendimientos de absorcion, producto de la alta afinidad del grupo tiol

gue actua como quelante.

Si bien es posible purificar el metal, en la practica no es conveniente dado que se necesitan

costosos equipos de laboratorio. En su lugar se recomienda el almacenamiento de los

desechos en recipientes herméticamente cerrados, para luego ser eliminados por las

autoridades competentes.
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ANEXO II

Calculo del coeficiente de extincion molar de las nanoparticulas de
plata recubiertas de almidén

Myesada = 0.001478 g
M potar ag = 107.87 g/mol
Mmolar AgNO3 — 169.87 g/mOZ

Mmolar Ag X Mpesada

My, = = 0.000938g

Mmolar AgN O3

Pag = 10.490 g/cm?

Tagnp = 7.5nm =7.5x10"7cm
4 3 ~18 .3
VAgNP = (§)ﬂ' r° =1.77x10 cm

Magnp = Pag X Vagnps = 1.85x 1071 g

mAg

Cantidad de AgNPs en 40 mL = =5.1x1013

Mygnp
Cantidad de AgNPs en 1 mL = 1.27 x 10'?
Cantidad de AgNPs en 1L = 1.27 x 10
N, = 6.022 x 10% mol™*
Concentracién molar de AgNPs = 2.11 x 10™° M
(Esta es la concentracion de nanoparticulas en la solucion madre).

AbSAngS = ebC
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La Figura 1 muestra el amplio rango lineal de la absorbancia con la concentraciéon de
nanoparticulas determinandose el coeficiente de absortividad molar en 9.28 x 10 Mtem™
(= 10%), lo cual se encuentra dentro de los valores esperados en comparacién a los calculos
reportados para nanoparticulas recubiertas de citrato siendo del mismo orden de magnitud
(Tabla 1). Si bien el grafico no pasa por (0,0), el valor determinado experimentalmente se
encuentra muy cercano a este valor, por lo que es esperable que la diferencia surja de los

errores comunes de la ley de Lambert-Beer asociados a las medidas a bajas

concentraciones.

1.6

al a=-0.06(20.01) + b 9.28(20.07)x10°

12} R=0.99965

a

310}
0.8

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0.0 N E— - - -
0.0  4.0x10™ 8.0x10™ 1.2x10° 1.6x10° 2.0x10°

Concentracion de AgNPs (M)

Figura 1: Grafico de absorbancia vs. concentracion de nanoparticulas, empleado para determinar el coeficiente

de absortividad molar de las nanoparticulas.
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Tabla 1 : Simulacion de los coeficientes de extincion molar y de la posicién de los maximos de absorcién para

nanoparticulas recubiertas de citrato. Adaptado de referencia L

d (nm) Amax (Nm) € (M1cmx108)

20 400.8 41.8

40 412.3 336

60 431.5 739

80 458.3 1142

100 492.8 1546

'paramelle, D. et al. A rapid method to estimate the concentration of citrate capped silver
nanoparticles from UV-visible light spectra. Analyst 139, 4855-4861 (2014).
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ABSTRACT

Since sodium borohydride has become extensively used as chemical hydrogen storage material in fuel
cells, many techniques have been proposed to assess the purity of this substance. However, all of them
are developed in aqueous media, where the reagent is unstable. In addition, its hygroscopic nature was
difficults in any attempt to make precise quantifications. The present work compares three different
methods, namely, voltammetric, titrimetric, and Fourier transformed infrared spectroscopy (FTIR) in
order to assess the purity of sodium borohydride, using an expired and a new sodium borohydride samples
as references. Our results show that only the FTIR measurements provide a simple and semi-quantitative
means to assess the purity of sodium borohydride due to the fact that it is the only one that measures
the sample in the solid state. A comparison between the experimental data and theoretical calculation
reveals the identification of the absorption bands at 1437 cm~! of sodium metaborate and 2291 cm™!
of sodium borohydride which represent a good fingerprint for the qualitative assessment of the sample

quality.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Sodium borohydride is being extensively studied for chemical
hydrogen storage and as a fuel in direct borohydride fuel cells
(DBFC) [1,2]. Due to the high requirements of water in these cells,
the use of solid sodium borohydride is a suitable option [3], and
ideally, future DBFC might be stored and handled in a dry form.
However, the instability of sodium borohydride in humid ambient
constitutes a problem, and the formation of NaBO,-xH,O as a by-
product retards water accessibility to NaBH,4 particles, and lowers
the efficiency in H, production. In this context, the quality control
of the purity state of sodium borohydride is on demand.

Sodium borohydride powder is highly hygroscopic both at
ambient and steam temperatures [4]. Anhydrous NaBH4 progres-
sively reacts with water to yield sodium metaborate, NaBO,-4H,O0,
according to the following reactions [4-7]:

NEIBH4(S) + 2H20(1) d NEIBH4-2H20(S) (1)
NaBH4-2H,0 +yH,0(1) — NaBH4(aq) + (2 +y)H,0(1) (2)
NaBH4(aq) + (2+x)H,0(1) — 4H,(g) + NaBO,-xH,0(s) 3)

* Corresponding author at: Laboratorio de Biomateriales, Instituto de Quimica
Biolégica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Reptiblica, Igua 4225, 11400 Mon-
tevideo, Uruguay. Tel.: +598 25250749; fax: +598 25250749.

E-mail addresses: sbotasini@fcien.edu.uy (S. Botasini), emendez@fcien.edu.uy
(E. Méndez).

0378-7753/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jpowsour.2011.09.055

being the total reaction the sum of Egs. (1)-(3):
NaBH4(s) + (2 +x)H,0(1) — 4H(g) + NaBO,-xH,0(s) (4)

where the number of water molecules, x, can vary depending on
the temperature and the quantity of water present in the reacting
system.

Water adsorption begins at 20% relative humidity at ambient
temperature [8]. Under these conditions, isothermic microcalori-
metric measurements display an exothermic peak, corresponding
to the phase transformation from the anhydrous to the di-hydrate
form (Eq. (1)). Above this level of water adsorption, the deli-
quescence process takes place (Eq. (2)), in which solid sodium
borohydride dissolves in sorbed water [9]. The process ends with
the full hydration of NaBH4, yielding sodium metaborate and
gaseous hydrogen (Eq. (3)). Abinitio molecular dynamics near ambi-
ent temperature indicates that sorbed water penetrates into the
(001) surface of NaBH,4 on a picoseconds time-scale [4]. This indi-
cates that the deliquescence process constitutes the intermediate
step towards the formation of sodium metaborate as the final prod-
uct. In this regard, the chemical transformations produced due to
the sorption of ambient humidity are irreversible, and therefore
NaBHy is highly unstable towards hydrolysis, even under appropri-
ate storage conditions. Depending on the humidity conditions, the
whole process is observed in Eq. (4) or some intermediate degree
of deterioration of the reagent can be seen in Egs. (1)-(3).

Several analytical methods provide simple ways to monitor
borohydride concentration in solution, including titrimetry with
iodate or hypochlorite [10,11], open circuit potential measure-
ments [12,13] and cyclic voltammetry [14]. All of these methods
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Solid NaBH,

RH > 20%

Solid NaBH, -2H,0

deliquescence

Aqueous NaBH,
Solid phase
NaBO,

Fig. 1. Processes involving hydration of solid sodium borohydride.

hydrolysis

'

follow the borohydride oxidation reaction (BOR), which under
strong alkaline conditions (pH>12) is:

BH4~ +80H — BO,~ +6H,0 + ne~ (5)

Such alkaline condition slows down the competitive reactions of
hydrolysis, which is strongly dependant on the electrode mate-
rial [12]. Nevertheless the total number of exchanged electrons
(n) reported for the BOR at high pH are generally lower than
the expected value of 8 [13,15,16], indicating that the hydrolysis
reaction cannot be completely disregarded. Moreover, it has been
claimed that the presence of metaborate in the solution affects the
voltammetric profile of the BOR [17].

As all the reported analytical methods described herein are
carried out in aqueous media, the real state of solid sodium boro-
hydride remains obscure, and none of them would be adequate for
quality control purposes (Fig. 1). In this context, the need of a rapid
tool to control the purity and storage conditions of sodium boro-
hydride in view of its eventual future industrial use is desirable.
In this work, we will show that Fourier transformed infrared (FTIR)
measurements provide a simple semi-quantitative means to assess
NaBH, purity. A comparison between well-established techniques
provides the necessary background for a full discussion on the real
possibility of assessing the purity of sodium borohydride.

2. Materials and methods

Solid sodium borohydride, NaBH4, CAS Number: 16940-66-2,
was acquired from Aldrich (Product Code 45,288-2). According to
the Lot analysis (LOT STBB1392), it is 98.8% pure, contained 0.52%
MgCO5 added as anti-caking agent, and the expiration date is March
2012. Other chemicals were, at minimum, reagent quality: sodium
metaborate, NaBO,-4H,0 >99%, from Aldrich; spectroscopic grade
potassium bromide, KBr, from Pike Technologies; NaOH, 97%, from
Anedra; sodium thiosulfate, Na,;S,03-5H,0, 99.5%, from Biopack,
potassium iodide, KI > 99.5%, from R. Benzo, potassium iodate, KIOs3,
98%, from Aldrich. Water-sensitive reagents were stored at ambi-
ent temperature in a closed chamber at 20% RH maintained with
concentrated sulfuric acid. Borohydride samples were dried in a
conventional oven at 80 °C during 24 h. All solutions were prepared

in MilliQ water. An expired sample of sodium borohydride (from
Aldrich) was used for comparison.

Cyclic voltammetric experiments were performed using a con-
ventional three-electrode arrangement composed of a BAS gold disc
working electrode (0.3 cm diameter, 0.071 cm? geometric area), a
graphite carbon lead as counter electrode, and a Schott saturated
calomelreference electrode (SCE, E=0.244 V-SHE at 20 °C). The gold
electrode was polished with 0.05 . alumina slurry, followed by
ultrasonication in ultrapure water, and finally rinsing with copi-
ous amounts of ultrapure water. The supporting electrolyte was
2mol L~! NaOH, and the borohydride solutions in the supporting
electrolyte were prepared immediately before the measurements
at concentrations between 0.5 x 10-3 and 10 x 103 molL-!. All
solutions were purged from oxygen by bubbling ultrapure nitro-
gen, and a nitrogen atmosphere was maintained over the solution
during measurements. A Voltalab PGZ 301 computer-controlled
potentiostat (Radiometer, Switzerland) was employed for total
control of the experiments and data acquisition. Voltammograms
were obtained by sweeping the working electrode potential from
—0.90V to 0V at a scan rate of 0.1 Vs~! in quiescent solutions.

lodate titrimetry was conducted based on a reported technique
[11] on 25-35mg sample of dried sodium borohydride, which
was added to a previously mixed solution containing 25 mL of
0.5 mol L-! NaOH and a standardized KIO5 solution ca. 0.04 mol L1,
and swirled for 30 s. This order in the reagent addition ensures min-
imal time exposure of sodium borohydride to the aqueous solution,
minimizing hydrolysis reaction.

FTIR spectra in the range 400-4000 cm~! were obtained at room
temperature employing a Shimadzu infrared spectrometer model
IR-Prestige 21, averaging 10 scans at a nominal resolution of 4 cm~!
and Happ-Genzel apodization. Dried samples were thoroughly
mixed with KBr in an agate mortar, and 13 mm-discs were pre-
pared in a Pike CrushlIR at a pressure of 10 ton. For the design of the
calibration curve, dried samples of NaBH4 and NaBO,-4H,0 were
accurately weighed and mixed with ca. 0.50 g KBr. The absorbance
of the vibrational bands related to each compound was measured
for the analytical studies.

Geometry optimization calculations were performed in vaccuo
using density functional theory (DFT)/B3LYP with the basis set 6-
311++G (2df,2p) and Meller-Plesset perturbation theory at second
order (MP2) with a basis set 6-311++G"". In both cases the starting
point for the calculations was the molecule taken from the experi-
mental synchrotron data obtained from Fachinformationszentrum
Karlsruhe (76344 Eggenstein-Leopoldshafen, Germany, depository
number CSD-419045) [18]. All calculations were performed with
SPARTAN 08 software, and the unscaled calculated IR spectra were
compared with the experimental results.

3. Results and discussion
3.1. Voltammetric determination of sodium borohydride
The BOR is a complex process involving, theoretically, a total

exchange of 8 electrons. Recent in situ FTIR study of the BOR [19]
agrees with the following mechanism:

BH,; ™ +OH™ — BHs 4q+Hy0 + 26~ (6)
BH3 gq + OH™ — BH3 +OHgq~ (7)
BH30Hyq~ + OH™ — BH,0H,q~ +Hy0 + 2e~ (8)
BH,OHyq + 50H" — B0y~ +4H,0 + 4e~ 9)
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According to the theory for an irreversible process [20], the current
density (jp) for the BOR varies linearly with the bulk concentration
of sodium borohydride, C;H, :

4

1/2
Jjp=2.99 x 10° [(1 —a) naDBva} / nCs, (10)
4 4
Inorder to calculate the theoretical value for the slope of Eq.(10), we
employed data from Santos and Sequeira [21] closest to our exper-
imental conditions: charge transfer coefficient for the oxidation
step, o =0.84; total number of exchanged electrons, n="7.6, and dif-
fusion coefficient of borohydride anion Dy, - =2.4 x 1075 cm?s~1.

In addition, the number of electrons involved in the rate determin-
ing step, n; =2, can be deduced from the mechanism depicted in
Egs. (6)-(9)[19]. At a potential scan rate v=0.10V s~1, the value for
the slope is 1.99 AL mol~!. While the theoretical equation fits quite
well with our experimental data (Fig. 4, dashed line), the polyno-

mialequation of second orderjp = 2.3479C; - 0.03416 (C;H,)
4 4
represents a better fit (r2=0.9994) (Fig. 4, full line). Hence, the

complexity of the BOR process affects the experimental determi-
nation of confident values for the current density, and the linearity
predicted by Eq. (10) is not accomplished [21]. The determination
carried out at concentration levels between 5 x 10~% and 15 x 103
M employing the quadratic equation yielded a mean value for
the purity of expired sodium borohydride of 86.3 mole% (range:
76.4-92.9%,n=5).

One of the main flows in the electrochemical methods is the
competition between the BOR and the hydrolysis, and the possi-
ble catalytic effect of the anode material [12,21]. In addition, the
heterogeneous processes taking place on the electrode surface by
the reaction intermediates give rise mutually superimposed faradic
currents, which affect the reliability of the main current peak [22].
Therefore, the main current peak related to the BOR cannot be taken
as an additive property, and fails as analytical signal. The high dis-
persion of the voltammetric determination is a confirmation of such
lack of reliability.

N

3.2. Titrimetric determination of sodium borohydride

The iodate method is the analytical methodology considered
as the reference, and despite being more than 50 years old and
with several pitfalls, has not been substituted with other method
with more efficient. In the original work [11] the authors show that
even at the highest pH assayed, borohydride hydrolysis is not com-
pletely avoided. This becomes a problem in connection with iodate
titrimetry, a volumetric technique quite length. The determination
carried out on expired sodium borohydride samples yield a mean
value for the purity of 82.8%ww~1 (range: 75.0-89.1%, n=6). On
the other hand, the same analytical procedure carried out on the
recently opened sodium borohydride yields a value for the purity
of 93.2%ww~! (range: 91.4-94.8%, n=5).

One of the advantages of this method is that the purity is
expressed over the total mass weighted so no calibration curve is
needed. However, face the problems of the well-known difficul-
ties related to iodine-based methods [11], which requires extensive
precautions to render it quantitatively precise. Like in the elec-
trochemical methods the reagent intrinsic instability in aqueous
media may produce unreliable analytical results. Though alkaline
media retard the hydrolysis process, it is not completely avoided. In
addition, hydrogen gas liberated in the decomposition process Eq.
(10), may have as a consequence of an overestimate of the purity
of the sample. Given that the purity is expressed as the mass of
borohydride over the total of mass of weighed sample, the purity
assessed does not provide direct information of the decomposition
of borohydride into metaborate, and may also include hydration

new BH,
expired —
BH,
H,0 i
F_I_l
H,O
— H,0
—
BO,
L L 1 L 1 L 1 L 1 " 1 L 1 L 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
frequency /cm”

Fig. 2. FTIR spectra of new (recently opened borohydride) (black) and expired (grey)
NaBH4 normalized by assigning a value of 1.00 to the vibrational band at 2291 cm~1.

water as impurity. Notice that for the recently opened reagent, the
declared purity by the dealer was 98.8%, and our value obtained
by titrimetry was 93.2%. This 5.6% difference may be ascribed to
crystallization water, as we will show later.

3.3. Experimental FTIR spectra

The FTIR spectra of NaBH,4 samples (Fig. 2) are composed by well
defined bands, in which it is worth to mention their quality in terms
sharpness and definition. Such an improvement can be attributed
to the absence of liquid water produced by the deliquescence pro-
cess thatis usually reflected in smoothed spectra. Therefore, sample
drying improves the quality (see Fig. 2, Appendix C).

Five groups of bands are clearly distinguished in the experi-
mental FTIR spectra of the recently opened borohydride sample
(Fig. 2, black line). Two of them correspond to NaBH4 signals,
and the others to the H,O crystallization molecules. The appear-
ance of the unexpected H,O crystallization bands in the recently
opened NaBHy, strongly suggest that the NaBH, is either already
partially hydrated (before opened) or is rapidly altered during the
measuring process. In any case the borohydride sample should be
considered as a mixture of NaBH4 and NaBH,4-2H, O (global formula
NaBH4-xH,0), although the actual amount of NaBH4-2H,0 cannot
be determined. This compromise all the analytical methods based
on the use of a calibration curve.

In order to fill some gaps found in the interpretation of the
infrared spectra of sodium borohydride, the experimental data was
compared with the calculated FTIR for NaBH4-2H,0 (Table 2). The
O-H stretching region reveals three sharp bands at 3414, 3478 and
3553 cm~!,and alow intensity sharp band at 3237 cm~! thatis due
to the formation of a di-hydrogen bond between water and NaBHy4
[18]. Two partially superimposed bands at 1618 and 1638 cm™!
correspond to H-O-H bending, again suggesting that both water
molecules interact differently with NaBHy4. Finally, the librational
modes of the water molecules are observed at 478 and 617 cm™1,
while the four scissoring bands together with the wagging band of
BH4 define one single peak at 1126 cm~!. The absence of splitting in
this band is indicative of an undistorted tetrahedral symmetry of
the borohydride group. The stretching modes of BH4 group give
rise to three well-distinguished and sharp bands at 2224, 2291
and 2386cm~1, and a small contribution at 2594 cm~!. The first
three bands correspond to a mixture of stretching modes involving
different hydrogen atoms of the BH, moiety, and the latter band
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FTIR vibrational bands (in cm~!) for recently opened and expired solid sodium
borohydride. The shaded area corresponds to borohydride vibrational bands.

NaBH4 (new)

NaBH, (expired)

Frequency (cm') Normalized Frequency (cm~') Normalized

absorbance absorbance
478 0.30 4782 0.13
617 0.29 617 0.12
880P 0.09
1018P 0.14
1126 0.72 1126 0.72
1339b 0.14
1437° 0.14
1618 0.38 1618 0.16
1638 0.26 1638? 0.13
2224 0.69 2224 0.69
2291 1.00 2291 1.00
2386 0.33 2386 0.35
2594 0.04 2594 0.07
3237 0.13 3240 0.07
3279 0.08
3414 0.64 3420 0.21
3478 0.54 3474 0.21
3553 0.43 3564 0.18

2 Shoulder.

b Sodium metaborate bands.

at 2594 cm~! corresponds to the single stretching mode of B-Hs
(Table 2). Nevertheless, it was also noticed that the normalized
absorbance at 2594 cm~! (Table 1), differs between the new and
the expired NaBH4 while the others bands assigned to the borohy-
dride molecule do not. The difference was attributed to the small
contribution of metaborate absorption (Fig. 3a).

The FTIR spectra of expired sodium borohydride (Fig. 2, grey
line) essentially display the same features of the recently opened
reactive (Table 1). Comparison between the vibrational spectra
(Fig. 3a) of pure NaBO,-4H,0 (black) and expired NaBH,4 (grey)
clearly demonstrates that the new vibrational bands at 880 cm™!,
1018cm~1,1339cm! and 1437 cm~! appear due to NaBO,-4H,0,
formed through Eq. (3) (vide supra). The first two bands can be
assigned to the stretching mode while the last two are assigned
to the B-O-H bending mode [23]. This confirms why they do
only appear in the expired sodium borohydride sample, where
NaBO, is present. Both the linear combination of pure borohy-
dride and metaborate spectra (Fig. 3b) and the similarities in the

Table 2

NaBH,.expired b
NaBH, + 0.15 NaBO, 4H,0

NaBH, xH,0

7
NaB0,4H.0 [

/

Do SSSSSeS

S

1 ) 1 . 1 f 1
3500 3000 2500 2000

frequency / cm’”’

4000 1500 1000 500

Fig. 3. (a) FTIR spectra of NaBH, (grey) and NaBO,-4H,O (black). The shaded
areas represent the vibrational bands for NaBH; (2291 cm~') and NaBO,-4H,0
(1437 cm~1) for which there is no mutual interference between both spectra. (b)
Experimental FTIR spectra of expired NaBH, (grey) and simulation obtained by linear
combination of NaBH4 and NaBO,-4H,0 spectra in 1:0.15 proportion, respectively
(black).

0,030 S

0,025

-2

0,020

0,015

0,010

0,005

Current density / A cm

I IU R R
0,000 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015

0,000 .

Borohydride concentration / mol L™

Fig.4. Calibration curve for the voltammetric determination of sodium borohydride.

Unscaled vibrational bands position (in cm~1) for sodium borohydride di-hydrate calculated at different levels of theory, and compared to the experimental spectra.

Experimental spectra NaBH4-xH,0 Theoretical calculations

B3LYP 6-311++G(2df 2p)

Moller Plesset MP2 6-311++G™

Assignments®

478 487 438
617 645 633
756 679

1083 1142

1130 1168

1126 1180 1217
1232 1295

1302 1325

1618 1621 1618
1638 1665 1673
2224 2239 2303
2291 2257 2317
2386 2274 2327
2594 2505 2568
3237 3294 3593
3414 3692 3795
3478 3877 3941
3553 3903 3971

BH4 rocking + OH libration from H,0(1) and (2)
OH libration OH from H,0(2)

Assym. twisting H,0(2)

BH4 wagging

BH4 scissoring

BHj4 scissoring

BH, scissoring

BH,4 scissoring

Bending H,0(1)

Bending H,0(2)

Stretching B-H; +B-Hy4

Asymmetric stretching B-H, (B-H; +B-Hg)?
Symmetric stretching B-Hy (B-H; + B-H;)?
Stretching B-H;

Stretching O(2)-Huws

Stretching O(1)-Hw

Stretching O(2)-Hwa

Stretching O(1)-Hw2

2 In parenthesis the additional contributions of other stretching modes predicted only by B3LYP/6-311++G(2df,2p).
b See Fig. B1 in Appendix B of supplementary data for borohydride di-hydrate atom numbering.
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Table 3

Summary table of the results and the advantages and disadvantages of each method.

Technique Assessment of the purity Advantages

Disadvantages

Voltammetry 86.3 mole% (range: o High sensitivity

76.4-92.9%,n=5).

detected

lodometry 82.8% ww~! (range: o Calibration curve is not required
75.0-89.1%,n=6) e The purity is expressed over the mass weighted thus it takes into
account others impurities apart from NaBO,
FTIR 81 mole% (range: 78-83%, o Fast technique

n=5). e Measurements are carried out directly on the solid sample
o Although the purity is expressed as the ratio between the NaBH4

o Although the purity is expressed as the ratio between the NaBH4
and NaBO;, the presence of electro actives impurities can be

o Competition between the BOR and
the hydrolysis

« Possible catalytic effect of the anode
material

o Requires a calibration curve

o Slow technique

o The purity is expressed as the ratio
between the NaBH4 and NaBO,

o Slow technique

o The instability of NaBH4 in aqueous
solutions

o Requires a calibration curve

e The purity is expressed only as the
ratio between the NaBH4 and NaBO,

and NaBO,, the presence of infrared visible impurities can be

detected

spectra of the expired sodium borohydride and of the recently
opened sample left under severe humidity condition for some
hours, confirms that the new vibrational bands in the expired sam-
ple are due to the hydrolysis of NaBH4 to form NaBO,-4H,0 (see
Fig. C.1, Appendix C).

Given that the bands at 1437 cm~! of sodium metaborate and
2291 cm~! of sodium borohydride (Fig. 3a) do not overlap, both
signals represent a good fingerprint for the qualitative assessment
of the quality of sodium borohydride. The attempt to use these
bands for quantitative purposes should consider the ratio between
the measured absorbance of both peaks and the assumption of the
accomplishment of the Lambert-Beer law (see Appendix A):

A1az7 _ €1437 <1 _fNaBH4> (11)

Axo1  €2201 fNaBH,

where fyapn, is the molar fraction of sodium borohydride in
the sample. Experimental data in the lower concentration range
adjusted toEq.(11) fits with a slope €1437/€2291 =0.54 £ 0.03 (Fig. 5),
yielding a purity of the expired sample of sodium borohydride of
81 mole% (range: 78-83%, n=>5). The non linearity observed in Fig. 5
for values above 0.8 molar fraction ratio could be attributed to
deviations from Lambert-Beer law at high concentrations.

06 |
05 | |
04 |

03

A143?IA2291

02

0,1

0,0 . I : 1 . 1 ,
0.0 0,5 1,0 1,5 2,0

(1- fNaBH4) / fNaBHd

Fig. 5. Calibration curve for the quantification of NaBHy4 in the samples by FTIR,
according to Eq. (11).

As discussed above this procedure is based on a calibration
curve, therefore the calculated results can slightly differ from the
real value. Despite of that, unlike other methods, FTIR methodology
is the only one which assesses the purity of sodium borohydride in
the solid state, so problems related to the BOR and hydrolysis pro-
cess are avoided. Moreover, FTIR spectra can be effectively used as
a positive-negative assay for the presence of metaborate.

Table 3 summarizes all the results together with the advantages
and disadvantages of each method. The analysis of the combined
results give rise to a more complete picture of the actual state of
solid sodium borohydride, and all data should be taken as comple-
mentary. For example, from iodate titrimetry we know that sodium
borohydride represent 93.2% of the total mass of the newly open
reagent, and in combination with FTIR, we know that the rest is
mainly water. This water uptake of ca. 6% is in accordance [8] with
the rate of water uptake during the time usually spent in the lab-
oratory (RH<40%) in the confection of the KBr disks. From FTIR
spectrum, we notice that this amount of adsorbed water did not
yield detectable amounts of sodium metaborate, suggesting that
the reagent is in the first step of the deterioration process (Eq. (1)).
In the case of the expired sample, the purity obtained by titrimetry
was 82.8%, indicating that the level of impurities has dramatically
increased. FTIR measurements indicate that H,O and NaBO, are
present, and the level of deterioration of the reagent achieved the
level represented by Egs.(3)and (4). The presence of sodium metab-
orate seems not to affect the lack of linearity in the voltammetric
determination of borohydride anion; are the ad-species formed
during the BOR the responsible for the incomplete number of elec-
trons exchanged.

4. Conclusions

We propose FTIR as a simple method for the assessment of
the purity of sodium borohydride. Contrary to voltammetry and
titrimetry, the present one is carried out directly on the solid
sample, avoiding the interference of the hydrolysis and oxidation
processes that take place in aqueous solutions. A precaution-
ary note is that NaBHy4 is highly hygroscopic, and so whatever
technique is employed one should keep the samples dry, and/or
account for adsorbed moisture. Theoretical calculations help to
confirm that the two most useful vibrational frequencies are 1437
and 2291 cm~! for BO, and BHy respectively which are used for
the semi-quantitative analysis of the sample. The simplicity and
rapidness of the method constitutes an additional and welcomed
advantage for quality control purposes.
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Abstract The synthesis of stable colloidal solutions
of silver nanoparticles is a major goal in the industry to
control their fate in aqueous solutions. The present
work studies 10-20-nm silver nanoparticle aggrega-
tion triggered by the presence of chloride ions. The
aggregation process was followed by UV-Vis—NIR
spectroscopy and transmission electron microscopy.
We found that the mechanism involved differs from
the classic explanation of nanoparticle aggregation
triggered by an increase in the ionic strength. More-
over, our results give evidence that even when
nanoparticles are resistant to an increment of the total
amount of ions, the formation of insoluble salts in the
vicinity of the nanoparticle is enough to induce the
aggregation. The presence of silver chloride around
the silver nanoparticles was documented by an X-ray
diffraction pattern and electrochemical methods
because chloride anions are ubiquitous in real media;
this alternative process jeopardized the development
of many applications with silver nanoparticles that
depend on the use of stable colloids.
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Introduction

In the past few years, silver nanoparticles (AgNPs)
have been the subject of many studies due to the
current applications especially in the cosmetic indus-
try (Quadros and Marr 2011) as antimicrobial agents
and in the analytical field as colorimetric sensors
(Botasini et al. 2011; Hebeish et al. 2011; Huang et al.
2011; Mirzajani et al. 2011; Sharma et al. 2009;
Vimala et al. 2009). It has been established that the
bactericidal action relies on the toxic effect of free
Ag(l) ions liberated by oxidation with dissolved
oxygen (Beer et al. 2012; Liu and Hurt 2010; Liu
et al. 2010; Xiu et al. 2011; Zhang et al. 2011).
Alternatively, the design of sensors needs stable and
sensitive nanoparticles to selectively react with the
analyte of interest. Therefore, the analysis of the
stabilization of the colloidal nanoparticle solutions is
essential to the development of applications as well as
to contribute to the prevention of undesirable toxic
effects once the nanoparticles enter in the organism
(Arvizo et al. 2012; Chaloupka et al. 2010; Stebou-
nova et al. 2011) or the ambient (Chinnapongse et al.
2011; Levard et al. 2012). Although there are several
works that study the aggregation process of AgNPs in
simpler aqueous solutions focusing on the effect
of ionic strength and pH (Piccapietra et al. 2012;
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Prathna et al. 2011; Saini et al. 2011; Singh et al.
2009), only a few authors highlight the importance of
the electrolyte anion nature in the aggregation process
(El-Badawy et al. 2010; Gang et al. 2005; Jiang and Yu
2008; Liu et al. 2010). Jiang and Yu (2008) experi-
mented with different salts and found that triangular
AgNPs aggregate selectively in the presence of anions
capable of forming insoluble silver salts, though the
experimental evidence on its identification and the
mechanism involved in the aggregation process is still
lacking (Jiang and Yu 2008; Li and Zhu 2006; Li et al.
2012; Liu et al. 2010). Thus, to the well-known
aggregation mechanism based on colloidal instability
produced by an increase in ionic strength, another
mechanism not triggered by such an effect, but
depending on chemical affinity, can be envisaged.

The objectives of the present work are twofold:
(i) to present new evidence on the formation of AgCl
around AgNPs in chloride medium and (ii) to show the
role of such salt formation as the main responsible
mechanism for AgNPs aggregation and provide alter-
natives for its prevention.

Materials and methods

All chemicals used were analytical reagent grade:
silver nitrate (AgNO3z, 99 %, Biopack), sulfuric acid
(H>SO4, 95.0-98.0 %, Biopack), nitric acid (HNOs;,
69.0-71.0 %, Biopack), sodium chloride (NaCl, 99 %,
Anedra), sodium hydroxide (NaOH, 97 %, Cicarelly),
sodium borohydride (NaBH,4, 98 %, Sigma), soluble
starch (reagent grade, Mallinckrodt), sodium fluoride
(NaF, 99 %, J.T. Baker), sodium nitrate (NaNOs,
99.5 % Sigma—Aldrich), and sodium bromide (NaBr,
99 % Carlo Erba). Solid sodium borohydride was
previously checked by Fourier Transformed Infrared
Spectroscopy (Botasini and Méndez 2012) in order to
assess its purity and the absence of sodium metaborate
that may compete with other anions in solution.

All solutions were prepared with ultrapure water
(resistivity >18.2 MQ cm). Glassware was rigorously
cleaned with a 1:1 (v/v) mixture of concentrated
H,S0, and HNO; followed by thorough rinsing with
ultrapure water.

The synthesis of starch-capped AgNPs was carried
out according to the literature methods with minor
modifications (Vigneshwaran et al. 2006). An aqueous
dispersion was prepared by adding 3 mL of a 0.1 M

@ Springer

AgNOj; solution to about 200 mL of 0.20 % (w/w)
aqueous solution of soluble starch followed by stirring
to insure homogeneity. Next, 6 mL of freshly prepared
0.1 M NaBH, was added all at once and stirred for ca.
30 min. The solution was filtered to remove the excess
starch and stored at room temperature. The synthesis
of NaBHy4-capped nanoparticles for the electrochem-
ical analysis was carried out according to the literature
(Mulfinger et al. 2007).

Carbon leads were incubated for 24 h in a solution
containing AgNPs and used as working electrodes.
The electrochemical system was completed with a
high area graphite carbon lead as the auxiliary
electrode and a saturated calomel as the reference
electrode (SCE, E = 0.244 V-SHE at 20 °C). The
supporting electrolyte was a 1 M NaCl solution.

Electronic spectra were recorded at room temper-
ature with a UV-Vis—NIR Shimadzu UV-1603 spec-
trophotometer. Samples for Transmission Electron
Microscopy (TEM) were examined with a JEOL
Microscope JEM model 1010 with acceleration volt-
age of 100 kV, after dripping 10 pL of AgNPs
dispersion onto a carbon-coated copper grid, and air
dried at room temperature. X-ray diffraction (XRD)
studies were carried out with a Philips PW3710
diffractometer using Cu Ko radiation. Samples were
prepared by dripping 20 pL of concentrated AgNPs
dispersion onto a glass slide.

Results and discussion

The synthesis of the starch-capped AgNPs yields
quasi-spherical nanoparticles with a major population
between 10 and 20 nm in diameter (Fig. 1 in Elec-
tronic Supplementary Material). Among the different
capping agents that we may have selected for this
work, there are many reasons to choose starch. It is
cheap, environmentally and biologically friendly
(Raveendran et al. 2003; Vigneshwaran et al. 2006),
and its size and 3D network-like structure give the
adequate physicochemical surroundings that illustrate
the differential behavior observed in the presence of
the different halides assayed (Fig. 1), compared to
AOT-capped AgNPs (Fig. 2 in Electronic Supple-
mentary Material). It is relevant to highlight that such
differential behavior of starch can be addressed to the
protection stability mechanism. It has already been
reported (Prathna et al. 2011) that sterical or
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electrosterical protection provides better stability than
single electrostatic stability. Unlike NaAOT, starch is
clearly a huge molecule loaded with several hydroxyl
groups and therefore acts as both electrostatic and
steric protector. The UV-Vis—NIR spectra for the
starch-capped AgNPs (Fig. 1a and c) show a reduction
of the absorbance at ca. 400 nm concomitant with an
increase in the absorbance at 800 nm with NaCl and
NaBr rising concentrations. This indicates the forma-
tion of aggregates as revealed by the TEM images
(Fig. 2). However, an equivalent concentration of both

NaF and NaNOj; (Fig. le and f) does not produce any
change in the nanoparticle absorbances, which indi-
cates the prevention of aggregate formation in these
electrolytes. Therefore, the aggregation process must
be somehow related with the chemical nature of the
anion.

It has been reported that non-spherical AgNPs
exhibit a shift in their surface plasmon resonance peak
position only in the presence of ions capable of
producing insoluble salts with Ag(I) ions. However,
such an effect was not observed in spherical AgNPs

Fig. 1 UV-Vis-NIR 25 Ly
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AgNP dispersions with o < a
increasing concentrations of = 2D o8l *
1] .
NaCl (a) and NaBr (c). — © A
. © o) .
Fraction of non-aggregated e D gg 1
AgNPs vs. concentration of 8 =4 LS
NaCl (b) and NaBr (d). The 5 “‘:’ 04 L
fraction was calculated by 2 g .
normalizing the absorbance < 5 02k .
at 400 nm. UV-Vis-NIR : c - -
spectra for increasing —— = 2 0.0 . . ) ) )
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100nm

V]

Fig. 2 TEM images of starch-capped AgNPs in the absence (a) and presence (b) of 100 mM NaCl concentration

for chloride concentrations in the micromolar range
(Jiang and Yu 2008), indicating that the aggregation
phenomenon is dependent not only on the identity of
the anion but also on its concentration. The sigmoidal
profiles of the aggregation process for increasing
concentrations of NaCl (Fig. 1b) and NaBr (Fig. 1d)
give a quantitative account for such dependence.

In our experimental conditions (chloride concen-
tration in the millimolar range), the XRD pattern
supports the formation of crystalline AgCl on AgNPs
(Fig. 3) as deduced from the simultaneous presence of
the peaks at 27.9 and 32.3° which correspond to the
(111) and (200) diffraction planes of face-centered
cubic AgCl (JCPDS 31-1238) (Wang et al. 2009;
Zayat et al. 1997). Additionally, diffraction peaks at
38.3, 44.5, and 64.8° are assigned to (111), (200), and
(220) planes of face-centered cubic Ag (JCPDS4-
0783), respectively (Wang et al. 2009; Zayat et al.
1997). The peak at 31.8° is assigned to the (200)

1000 | Ag
‘/ (111)
800 | NaCl
—_ (200) AgCl
= " (200)
© 600 )«
> Ag
§ !‘ (200) p”
g 0T agal f (220)
= (111) | '
' |
200 - \ 1
|
.l-'.',ll-'\.*".r...‘,,“a"\". ',3\4 -,'.'_ll r_._l':ld.'-'r,"."."' "r_"ir_'l.l-'l‘.f" '.‘-_I'l‘-l.l;Ilﬂ-.l"‘d,\','.-.'.\',-I-l.I|'.'\'I,Iv_':..’_-,".'_.'w _I—'I,J'J"f"-\,\..

0

20 30 40 50 60 70
2 theta (degrees)

Fig. 3 X-ray diffraction pattern of starch-capped AgNPs
aggregated in 100 mM NacCl solution
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crystalline plane of sodium chloride which was used to
induce the aggregation.

The average Ag and AgCl crystallite sizes estimated
from the width of the XRD peaks using the Debye—
Scherrer method are 5 and 8 nm, respectively. Such
reductions in size are in agreement with the idea of the
AgNPs’ dissolution with the concomitant formation of
AgCl crystallites. No aggregation was observed at pH
14 (Fig. 4). As hydroxyl groups effectively compete
with chloride anions for Ag(I) ions (Singh et al. 2009),
it is expected that the presence of OH™ ions favors the
formation of Ag,O and hence reduces the amount of
free Ag(I) cations available to react with NaCl. These
results support the idea that the formation of AgCl is
the responsible for AgNPs aggregation.

25
pH=7

20 | pH= 7 + NaCl 100 mM
— I A pH= 14
= 4 pH=14 + NaCl 100 mM
S s} {
) i
Q L {4
= I 1
8 | i
= 10 [ 3 B
? /
2 |
=) i E
< I \

05 |

0.0 s 1 " T“""'-.'--———f L :

300 400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)

Fig. 4 UV-Vis—NIR spectra of starch-capped AgNPs at pH 7
(solid), pH 7 and 100 mM NaCl (dash dot), pH 14 (dot), and pH
14 and 100 mM of NaCl (dash)
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In order to understand the chemical effect of
chloride anions on the AgNPs, the latter were isolated
onto a graphite lead and immersed in non-deaerated
1 M NaCl solution. As starch-capped AgNPs do not
properly adhere to the graphite electrode, we used
NaBH, as both the reducing and capping agent
instead. The comparison between Fig. 5c and d shows
the presence of small bright spots which correspond to
the adhesion of AgNPs. It is worth mentioning that the
physical deposition is aided by the surface roughness
of the graphite electrode that provides pores and sites
for the nanoparticles’ anchorage. The voltammetric
profile for the first negative-going scan from 0 to
—0.25 V shows a cathodic contribution centered at
—0.11 V (Fig. 5a) which is assigned to the reduction
of adsorbed AgCl to Ag(0).

In another experiment, the voltammetric profile for
the first positive-going scan starting at 0 'V to the upper
potential limit of 0.9 V (Fig. 6a) displays two anodic
processes, both assigned to the dissolution of AgNPs,
taking place in two stages. The first stage can be
divided into three contributions (Fig. 6b), the first
coming from the crystalline AgCl deduced from XRD
experiments (I) and the last two coming from the
chloride compounds of the general formula AgCl! "
(Lampre et al. 2000; Liu et al. 2012) derived from the

oxidation of AgNPs to Ag(I) in the presence of 1 M
NaCl:

Ag+nCl™ = AgCLll™ 4 e~ (1)

The width at half height for the deconvoluted
anodic voltammetric peaks is lower than the expected
value for an adsorbed redox process (ca. 60 mV,
irreversible le exchange), but it is in agreement with
the voltammetric behavior of a thin film (Bard and
Faulkner 2001), reinforcing the idea of the formation
of a surrounded structure rather than a bulky nano-
particle undergoing a solid-state phase transformation
(Singh et al. 2012).

Therefore, the chloride compounds formed remain
adsorbed on the surface of the AgNPs. Among the
different chloride compounds, one corresponds to the
ionic pair AgCl (n = 1) (II) and the other to AgCl;
(n=2) (IlI), in agreement with the speciation
diagram at 1 M NaCl concentration (Fig. 3 in Elec-
tronic Supplementary Material). It has been recently
reported that in aqueous solutions, AgCl exists as the
complex AgCl(H,0),, while AgCl;is not bound to
any water molecules (Liu et al. 2012). Hence, we
expect a small difference between the electrode
potential for both complexes (Fig. 6b). Additionally,
with the exception of crystalline AgCl, the other

Fig. 5 Voltammetric 20
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species may diffuse toward the bulk solution, explain-
ing the disappearance of the voltammetric signal in the
following cycles (Fig. 5b), in agreement with early
reports (Brolo and Sharma 2003).

The second stage, which takes place at 0.53 V,
corresponds to the dissolution of the remaining
AgNPs:

AgNPs = Ag"™ +e” (2)

In this case, the width at half height is ca. 60 mV, as
expected for an irreversible redox process of an
adsorbed entity (Bard and Faulkner 2001).

Finally, in the following negative-going scan, a
single cathodic contribution at —0.13 V is attributed to
the reduction of electrochemically formed AgCl, thus
completing the cycle.

In light of all the evidence presented here, we
propose that AgNPs are susceptible to aggregation
triggered by the presence of chloride anions, even
when the capping agent is sufficient to prevent the
aggregation caused by an increase in the ionic
strength. The difference relies on the fact that chloride
ions are capable of forming compounds with adsorbed
Ag(I) cations on the nanoparticle surface. We regard
the aggregation mechanism as a two-step process.
First, AgNPs are partially oxidized to AgCl and
AgCl; . This can be seen in Fig. 2 as a starch jelly-like
structure that wraps the remaining nanoparticles,
which are logically reduced in their size. In the second
process, the structure coagulates into aggregates. In
our opinion, the structure of these aggregates may
differ depending on whether AgCl or AgCI; prevails,
due to the different molecular geometry of both
species. The linear structure of AgCl; (Liu et al. 2012)
would orient the aggregates to the formation of a
chain-like structure (Li et al. 2010, 2012), while the
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Potential (V-SCE)

non-linear structure of AgCl would produce bulky
aggregates, as in our case (Fig. 2b).

Conclusions

To sum up, NaCl induces the aggregation of AgNPs by
a mechanism independent of the ionic strength that
involves the formation of adsorbed crystalline AgCl
and/or AgCI:l_” compounds. Silver nanoparticles are
stabilized from the effect of chloride anions by the
combined effect of starch protection and high pH. Our
results highlight the genuine state of AgNPs in real
media, where chloride anions are ubiquitous, yielding
reasonable doubts on the utility of AgNP-based
products.
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In recent years, it has increased the number of works focused on the development of novel nanoparticle-
based sensors for mercury detection, mainly motivated by the need of low cost portable devices capable of
giving fast and reliable analytical response, thus contributing to the analytical decentralization. Method-
ologies employing colorimetric, fluorometric, magnetic, and electrochemical output signals allowed
reaching detection limits within the pM and nM ranges. Most of these developments proved their suit-
ability in detecting and quantifying mercury (II) ions in synthetic solutions or spiked water samples.
However, the state of art in these technologies is still behind the standard methods of mercury quantifi-
cation, such as cold vapor atomic absorption spectrometry and inductively coupled plasma techniques,
in terms of reliability and sensitivity. This is mainly because the response of nanoparticle-based sensors
is highly affected by the sample matrix. The developed analytical nanosystems may fail in real samples
because of the negative incidence of the ionic strength and the presence of exchangeable ligands. The
aim of this review is to critically consider the recently published innovations in this area, and highlight
the needs to include more realistic assays in future research in order to make these advances suitable for
on-site analysis.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Mercury vapor is a stable monatomic gas with properties some-
what similar to the noble gases. Thus, its residence time in the
atmosphere is of the order of a year or more, allowing for the
global distribution of this element via the atmosphere [1]. How-
ever, despite the fact that the atmosphere is the main conduit for
mercury transport, the actual concentrations are so low to make a
significant contribution to overall human exposure. Nevertheless,
mercury is removed from the atmosphere by an oxidation pro-
cess, and the ionic form is distributed by rain water, being Hg2"*,
Hg(OH),, Hg° the common mercury aqueous species [2]. Seafood
consumption is one of the main sources of human exposure due to
its methyl-mercury content, which formation takes place mediated
by a variety of microorganisms in the water, and biomagnifies in
the aquatic food chain [3,4]. Methyl-mercury selectively damages
the brain [5], and due to its high solubility in lipids readily cross
the placenta and accumulate in fetal tissues [6-8], disrupting the
normal development of the fetal brain [6,7,9]. Mercury ions com-
ing from direct ingestion or inhaled from mercury vapors, bond
to glutathione and/or cysteine forming the corresponding thiol-
conjugated complex [10] which, due to its structural similarity to
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the development of decentralized systems for envi-
ronmental and clinical analysis, and the synthesis and
characterization of biomaterials for bone replacements.

methionine, is transported into cells via a widely distributed amino
acid carrier protein [11,12]. Methyl-mercury has a relatively long
biological half-life in humans (44-80 days) and its excretion occurs
via feces, breast milk, and urine.

Analytical techniques suitable for total Hg determination at the
picogram level are either based on cold vapor atomic absorption,
plasma atomic emission and fluorescence spectrometries [13-15].
However, in recent years, the need of simplified on-site monitoring
techniques opens the door to novel sensors based on nanotech-
nology developments, which are good candidates for decentralized
analysis. The efforts made to develop mercury sensors were mainly
directed to solve the transduction mechanisms (optical, elec-
trochemical, fluorescent) and recognition probes (small organic
molecules, DNA, metals), as reviewed in the last years [15-20].
However, most of the work done has only demonstrated the fea-
sibility of such sensors in buffered solutions or artificial matrices
[18],and whether these sensors are suitable for real samples remain
eluded.

The aim of the present article is to critically discuss the applica-
bility to the analysis of real samples of the nanotechnology-based
sensors. For such purpose, after the general introduction to the
topic of this review (Section 1) we will discuss in Section 2 the
basics of mercury (II) solution chemistry; Section 3 is devoted to
the review of nanotechnology-based strategies for mercury analy-
sis, and Section 4 is focused on the analytical problems associated
to real sample analysis, and the discussion of the feasibility of the
previously mentioned methods to be used in the analysis of such
samples. Finally, Section 5 ends with the conclusions and our opin-
ion on the needs for future research to solve the actual problems.

In order to facilitate the comparison between the works
reviewed, we use molarity (M) as concentration units throughout
the text, employing the equivalences1 ppb=1 wgL-!=5nM.

Please cite this article in press as: S. Botasini, et al., Toward decentralized analysis of mercury (II) in real samples. A critical review on
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2. Solution chemistry of mercury (II) ions

Compared to other metals of the d-block, mercury has several
properties that are explained by its unique electronic configura-
tion. All available sub shells from 1s to 6s are completely filled with
electrons, in such a way that their removal is pretty resisted. The
absence of oxidation states greater than 2 indicates that the d elec-
trons do not participate in the bonding with the ligands, although
recent theoretical and experimental results showed some contra-
dicting examples [21]. The electronic configuration of mercury (II)
ion, [Xe] 5d1° 6s0, suggests that the mechanism of binding involves
hybridization of the s-do orbitals of the mercury (II) ions, which
share the electronic density of the ligand [22].

The solution chemistry of mercury (II) ion is dependent on the
relative stability of the hydrated and the complexed ion. In the
hydrated ion, mercury (II) is coordinated with six water molecules
in a distorted octahedron configuration [23]; four water molecules
are slightly more strongly bound than the other two in the axial
positions [24], which explains the strong tendency of mercury
(I1) ions to form collinear complexes [25]. Nevertheless, its large
ionic radius favors the formation of higher coordination number
complexes with a particular donor through an associative process,
making feasible the ligand exchange mechanism. The measured
rates of ligand exchange for mercury (II) complexes of simple lig-
ands are exceptionally high [26].

According to Pearson [27], mercury (II) ion is classified as a soft
specie due to its large size and polarizability, and as a consequence,
shows affinity to soft donor species, like S, Se and P, and for the
halide ions I~, Br~ and Cl~. O-donor ligands are considered as hard,
while N-donor ligands show intermediate characteristics between
hard and soft ligands. Hence, the expected strength of the interac-
tions between mercury (II) ions and the different ligands is S-donor
> N-donor > O-donor.

As will be evidenced in this review, many of the sensors devel-
oped for mercury (II) ions are based on the formation of the
Thymine-Mercury (II)-Thymine ensemble (T-Hg!'-T). The mer-
cury (II) ion stabilizes the thymine-thymine mismatched base pair
[22] with a conditional stability constant for the T-Hg!!-T bridge
formation of ca. 1018 (M~1)at 298 K [28], providing enhanced stabi-
lization of the DNA structure in comparison to the non-mismatched
ensemble [29]. The formation of the T-Hg!'-T ensemble consists
in the dehydration of mercury (II) ions and substitution of each
proton in —NH group at position 3 of the thymine molecules. Com-
pared to other divalent ions, the ionic radius of mercury (II) ion
is optimal for fitting into the double stranded DNA without steric
disturbance of the helical structure [30]. Recent Density Functional
Theory (DFT) calculations reveal the preference for O-atoms in the
mono-coordinated complex, and N-atoms in the bi-coordinated
one [31]. Raman spectroscopy supported by DFT calculations agree
with existence of resonance structures that includes the N—Hg
bonded and dissociated states, leading to a cationic character of
the Hg nucleus in the T-Hg"'-T ensemble [32].

3. Nanotechnology-based methodologies

Spherical gold (AuNPs) and silver (AgNPs) nanoparticles are
widely used as optical sensing materials due to the high molar
extinction coefficients of their surface plasmon resonance (SPR)
absorption band: 108 M~!cm~! [33] and 101°M-1cm~! [34],
respectively. The wavelength position of the SPR band depends on
the size and nanoparticle’s immediate surroundings (i.e. adsorbed
species, amalgam formation, or capping agents). Also, as a conse-
quence of different exogenous factors, like surface complexation
or changes in the medium ionic strength, nanoparticles can aggre-
gate giving characteristic colorimetric responses (Table 1). All these

characteristics have been advantageously used in the design of dif-
ferent sensors with different limit of detection (LOD).

3.1. Sensors based on mercury amalgam or complex formation
onto silver and gold nanoparticles

This is one of the simplest, but less explored strategies of all.
Mercury amalgams are alloys formed by the reaction of zero valent
mercury with other metals, especially gold and silver, for which
they have high affinity [35]. When AgNPs are used instead of bulk
silver metal for the reduction of mercury (II) ions, the reaction takes
place in a Hg:Ag molar ratio of 1.125:1 on the surface of the AgNP,
with no detectable oxidation, forming a Hg—Ag amalgam [36], a
phenomena taking place below a critical nanoparticle size of 32 nm.
This molar ratio is lower than 1:2, the one observed when using
silver at the bulk scale.

Mercury amalgam sensing methods are mainly based on two
characteristic properties of AgNPs: the specificity of the amalgam
formation, and its high molar extinction coefficient. In addition,
formation of a mercury amalgam on AgNPs is accompanied by a
blue shift in the SPR band [37-39]. AgNPs spontaneously trigger
amalgam formation from mercury (II) and/or mercury (I) solutions
without the need of the addition of any reduction agent. This is a
direct consequence of their close redox potentials (Reactions (1)
and (4)) [40,41]. Moreover, mercury ions reduction is also favored
on AgNPs compared to bulk Ag due to the decrease of the redox
potential with the size [42]. Hence, unlike gold and based on pure
thermodynamic considerations, AgNPs spontaneously react with
mercury species regardless their redox state: Hg°, Hg(I) or Hg(Il)
[43].

Agt+e = Ag°, E° = 0.7996V (1)
Hg?* +2e~ = Hg°, E° = 0.851V (2)
2Hg?t +2e~ = Hgy?*, E° = 0.905V (3)
Hg?* 4+ 2e~ = 2Hg°, E° = 0.7961V (4)

The presence of increasing concentrations of mercury (II) ions
causes a blue shift of the SPR band concomitantly with its reduction
in intensity [41]. The physicochemical change is attributed to the
strong bond between the mercury and the silver surface forming an
amalgam-like structure that affects the SPR absorption band. Addi-
tionally, the colorimetric response of AgNPs is specific to mercury
(1) ions among other common metals ions such as Pb2*, Cd2*, Zn2*,
Ca?*,Cu?*, Mn?*, Ce3* AI3* K*,Na*, Co%*, Ag*, Ni2* and Mg2*. On the
other hand, the detection sensitivity depends on the method and/or
the analyst subjectivity, provided the detection is performed by the
“naked eye” [41,44-46].

Despite AgNPs reduce mercury (II) ions at high concentrations
without any additional reduction agent, the addition of a mild
agent like hydrogen peroxide helps to increase the sensitivity of the
method [47]. The addition of small amounts of hydrogen peroxide
triggers the quick reduction of the mercury (II) ions and therefore
the colorimetric response can be seen at lowers levels of mercury.
The proposed mechanism involves two coupled reactions:

Ag-NP + H,0, — Agt 4+ 0,7~ +2H,0 (6)

Ag-NP + 0, — Ag-NP™ +0, (7)

where AgNPs catalyze the decomposition of H,O, through a ref-
ormation process [48] generating superoxide anion and Ag* ion
(Reaction (6)). Then, the superoxide anion mediates the formation
of electron-charged AgNPs (AgNP~) (Reaction (7)) which behave
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Color of the colloidal solutions formed by gold and silver nanostructures with different shapes and aggregation states.

Nanostructure Shape SPR wavelength range (nm) Color of the colloidal solution
Silver nanostructures

AgNP Spherical 380-450 Yellow

AgNP aggregated Spherical 600-700 Bluish gray
AgNT Triangular 600-800 Bluish green
AgND Disk 500-650 Light violet
Gold nanostructures

AuNP Spherical 500-550 Red

AuNP aggregated Spherical 550-650 Blue

AuNR Rod 600-650 Greenish blue
AuNR aggregated Rod 900 Colorless
AuND Disk 530 Red

like an electron pool. Both AgNP ~ and superoxide anion can reduce
the Ag* to Ag®, leading to the regeneration of the nanoparticles.

Spherical AgNPs does not fulfil the requirements of a colorimet-
ric sensor for ultra-trace analysis when using the amalgam method,
as the shift in the SPR band is not high enough to be detected by
the naked eye (Table 1). However, other nanoparticle structures
improve the colorimetric response. Mercury amalgamation induces
gold nanorods (AuNRs) re-shaping into gold nanodisks (AuNDs), a
process that is accompanied by a dramatic change in the SPR band
position [49], and can be immobilized onto glass slides [50].

The use of ligands with high affinity for mercury (II) ions
attached to gold nanostructures proved to be a highly sensi-
tive alternative. AuNRs can be end-to-end assembled by means
of the specific T-Hg!'-T interaction between DNA strands, lead-
ing to a very sensitive sensor [51]. AuNRs derivatized with a
N-alkylaminopyrazole ligand [52] form a complex with mercury
(I) ions leading to AuNRs aggregation with the correspond-
ing color change, with an enhanced sensitivity. AuNPs capped
with 2,5-dimercapto-1,3,4-thiadiazole aggregate in the presence
of micromole concentrations of mercury (II) ions, but despite
no change in the UV-Vis spectra is noticeable, in the picomo-
lar range, an enhanced fluorescent emission is obtained due to
photoinduced electron transfer and metal binding-induced confor-
mational restriction upon complexation [53]. On the contrary, the
same ligand attached to AgNPs does not show this property and a
decrease in the fluorescent intensity due to aggregate formation
is observed [54]. A femtomolar LOD level is achieved by lumi-
nescence measurements with 3,5-diamino-1,2,4-triazole-capped
AuNPs, which in the presence of mercury (I) ions forms large chain-
like aggregates induced by complexation [55].

AgNPs can experiment shape transformations [56] and size
reductions [57] triggered by the presence of ions capable of forming
insoluble salts with silver, like chloride. As this anion is ubiqui-
tous in real media, it can severely interfere with sensors involving
amalgam formation. Alkanethiols as capping agents not only are
adequate for preventing insoluble silver salt formation [46,58], but
also strongly interact with mercury (II) ions. In this way, the pres-
ence of mercury (II) ions in a colloidal solution of AgNPs induce the
preferential detachment of adsorbed alkanethiols form the more
active sites of some nanoparticles, like the borders and tips of silver
nanotriangles (AgNTs). The strong dependence of the SPR band on
the shape of silver nanostructures (Table 1) constitutes the basis
of a different mercury sensor, that take advantage of the forma-
tion of Hg''-alkanethiol complex, leaving naked tips of AgNTs that
are preferentially dissolved in the presence of iodide anions, thus
inducing a shape change from nanotriangles to nanodisks (AgNDs).
This sensor has a remarkable selectivity toward mercury (II) ions
with a LOD of 3.3nM in controlled laboratory environment, and
reasonable recovery yield in spiked real samples like tap, drinking,
and lake waters.

3.2. Sensors based on T-T mismatch—-Hg complexes

Since the first report on the specific binding of mercury (II) ions
to two thymine bases [59], there has been an increased interest in
the development of sensors based on this concept, either using col-
orimetric, fluorometric or electrochemical detection modes. When
AuNPs are brought close to one another, the SPR band shifts [60,61],
and the colloidal solution changes from red to blue [62]. This con-
cept is advantageously used for mercury sensing, based on the
interaction between mercury (II) ions and two thymine bases. As
thiolated DNA stabilizes AuNPs against aggregation [62], the strat-
egy is to induce the aggregation of DNA-capped nanoparticles in
the presence of mercury (II) ions, producing a color change due to
the shift in the localization of the SPR band. The original design
of Mirkin’s sensor [33] consists on the separate fabrication of two
AuNPs solutions, each one protected with two different 5'-thiolated
DNA which are complementary to each other, except for several
thymine mismatches that prevents the DNA hybridization. Once
both solutions are mixed, in the absence of mercury (II) ions the
colloidal solution remains stable and no color change is observed
(Fig. 1a). On the contrary, if mercury (II) ions are present, several
T-Hg''-T bridges are formed, the AuNPs aggregate, and the color
of the colloidal solution changes from red to blue. The formation
of T-Hg!!-T bridge, and the general concept developed by Mirkin’s
group is one of the most prolific approaches for mercury sensor
design.

The change in the Gibbs energy for the T-Hg'!-T bridge disas-
sembly is ca. 100k] mol~! [28]; this stabilization is reflected in a
shift of the transition profile of DNA containing T:T mismatch of
ca. 10 degrees [29]. In order to amplify the signal and improve the
sensitivity, instead of only considering the color change, Mirkin and
his co-workers [33] measured the changes in the average transi-
tion temperature (T,) of the DNA-AuNPs ensemble (Fig. 1b). The
sharp and highly cooperative melting properties of the DNA-AuNPs
conjugates enable to distinguish subtle differences in T, thus
extending the limit of detection. The linear dependence between
Tm and mercury concentration is the basis of the quantitative anal-
ysis: each 1M increase in mercury (II) concentration produces
an increase in Ty, by ca. 5°C. The LOD achieved by this method is
approximately 100 nM and the selectivity toward mercury (II) ion
is remarkable [33].

Other authors exploit the fact that double stranded DNA
(dsDNA) cannot efficiently protect nanoparticles from aggregation
(Fig. 1c). The design of this type of sensors involves the use of two
complementary single stranded DNA (ssDNA) with several thymine
mismatches. In the absence of mercury (II) ions, the strands remain
separated, and protect the nanoparticles even with the addition of
a controlled amount of salt. On the contrary, if mercury (II) ions
are present, both DNA strands join and therefore the nanopar-
ticles aggregate with the same amount of salt concentration by
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Fig. 1. Nanotechnology-based sensors involving the use of the T-Hg"-T ensemble. (a, b) Hybridization of two rich-thymine DNA-capped AuNPs in the presence of mercury
(1) ions, that can be followed using colorimetry or temperature transition measurements. (c) Differential protection exerted by ssDNA and dsDNA. (d) Hairpin formation
allows for an effective protection of dsDNA provided the original ssDNA is attached to the surface via thiol ligation. (e) Interaction between a thiol modified rich thymine
DNA attached to a AuNP and a rich thymine DNA with a fluorescent probe in one of its ends. Upon hybridization, the fluorescent signal is quenched.

electrostatic attraction [62]. By using the same concept, but
employing magnetic nanoparticles, the aggregation process can
be followed using the more sensitive magnetic relaxation mea-
surements [63]. The length of the DNA strands and the number
of thymine bases are key factors in the performance of the sen-
sors. Long DNA strands with a large number of thymine mismatches
results in a wider linear concentration detection range but less sen-
sitivity [62,64], because it needs more mercury (II) ions in order to
hybridize with its complementary DNA strand. On the contrary, a
lower number of thymine mismatches needs less mercury (II) ions
to hybridize, increasing the sensor sensitivity but narrowing the
linear concentration range since a small amount of mercury ions
can completely hybridize all DNA strains.

The instability of dSDNA can be overcome if the AuNPs are func-
tionalized with a thiolated-ssDNA strand with several thymines
that in the presence of mercury (II) ions folds into a hairpin struc-
ture [65]. The folded structure has a stabilizing effect toward
nanoparticle salt-induced aggregation, and the sensing mechanism
in this case is based on the aggregation of AuNPs in the absence of
mercury (II) ions (Fig. 1d). In this case, the protection mechanism
relies only on the electrostatic repulsion of the nanoparticles medi-
ated by the negatives charges of the phosphate backbone chain.
The assay has a LOD of 60 nM in the concentration range between
0.1-10 uM, and displays a high selectivity toward mercury ion
compared to other ions asCa2*, Zn2*, Mn2*, Ni*, Co%*, Cd%*, Pb2*
and K*.

A better sensitivity is usually provided by fluorescence mea-
surements as the output signal. Wang et al. [66] used AuNPs and

a pair of thymine rich ssDNA, one of them labeled with a fluores-
cent probe at the end (Fig. 1e). Upon formation of dsDNA mediated
by the T-Hg!!-T complexes, due to its inefficient attachment to
the nanoparticle, no fluorescent quenching is observed; but in the
absence of mercury (II) ions, the AuNPs interact with the ssDNA,
causing the quenching of the fluorescence activity. The LOD of this
method is 40 nM, and using carbon nanoparticles instead of AuNPs
the LOD is reduced to 10nM [67].

Other sensors use physical separation methods to improve
the LOD (Fig. 2). For example, a 5'-thiolated-polyT-ssDNA con-
jugated to AgNPs (Fig. 2a) are used as extraction agent [68].
Mercury (II) ions trapped within the thymine mismatches are
separated by centrifugation, and hydrogen peroxide is added to
release the DNA-nanoparticle complexes through oxidation of
the AgNPs. The fluorescent dye SYBR Green I (SG), which weakly
binds to the polyT-ssDNA, is then added to form a SG-T-Hg!!
complex. The quantification is completed with flow injection anal-
ysis and fluorescent detection, achieving a LOD of 3pM. The
technique was tested in tap water and uses the standard addi-
tion method to eliminate any possible matrix effect. Cloud point
extraction also was used as a physical enrichment method, taking
advantage of the enhanced hydrophobicity produced by complex-
ation between mercaptopropionic acid and homocystine modified
AuNPs and mercury (II) ions (Fig. 2b). The enhanced hydrofo-
bicity of the aggregate can be extracted in Triton TX-114, and
the color change in the TX-114 rich phase from colorless to
red provides the colorimetric detection with a LOD of 10nM
[69].
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Fig. 2. Sensors that use physical separation methods (a) Trapped mercury (II) ions within a pair of polyT-DNA strands attached to AuNPs are centrifuged as a pre-concentration
for further analysis. (b) Cloud point extraction of the hydrophobic ensemble formed upon complexation of mercaptopropionic (MPA) acid and homocystine (HCys) modified

AuNPs and mercury (II) ions in the presence of 2,6-pyridinedicarboxylic acid (PDCA).
Adapted from Refs. [68,69].

3.3. Sensors based on nanoparticle immobilization and
colorimetric test strips

Immobilization procedures present various advantages over
those performed in solution, avoiding non desired nanoparticle
aggregation, sample pre-treatment, fast response, and it does not
require the use of sophisticated instruments [70].

Duan and Guo [70,71] designed a strip sensor consisting in (i) a
line of AuNPs conjugated with both 3’-biotinylated and 5'-thiolated
thymine rich DNA; (AuNPs-DNA1), (ii) a line with a DNA; strand
partially complementary to DNA+ ; and (iii) a layer with streptavidin
that can capture the biotin—-AuNPs-DNA;complex via the highly
specific biotin-streptavidin interaction. In the absence of mercury
(I) ions, AuNPs-DNA is captured by both the DNA,and the strep-
tavidin, forming two visible lines in the strip. If mercury (II) ions
are present, AUNPs-DNA; recognizes them through the formation
of T-Hg!'-T complex, and the DNA folds into a hairpin structure
preventing its hybridization with the DNA;. Provided the concen-
tration of mercury (II) ions is high enough, only the control line is
observed. The LOD in homogeneous systems lies between 3 and
5nM, and no interference was observed with other metal ions like

Co?*, Cd?*, Pb%* and Cu?*.

He et al. [72] proposed another method following the same
immobilization strategy, reaching a lower detection limit (0.1 nM),
using antibodies and a portable strip reader that can measure
the intensity of the bands. In this case, the sensor designed is
composed of four pads: (i) the sample pad, (ii) the conjugated pad,
(iii) the test zone and (iv) the control zone. The first one contains a
rich thymine DNA; strand linked to a digoxin molecule in one of its
ends (DNA;-digoxin). The second zone a 5'-thiolated hairpin DNA;
partially complementary to the DNA;-digoxin strand conjugated
to AuNPs (AuNPs-DNA,). The third line contains anti-digoxin anti-
body, and finally the fourth line has a streptavidin conjugated to
a biotinylated DNA (streptavidin-biotin-DNA3), whose sequence
is complementary to the DNA; strand. The principle of mercury
(11) ion detection is based on T-Hg!!-T coordination chemistry and
immune-capturing AuNPs. In the presence of mercury (II) ions,
the DNA;-digoxin interacts with the AuNPs-DNA; to generate a
AuNPs-DNA{-DNA,-digoxin complex. Then the mixture migrates
along the strip until the complex is captured on the test zone by
the anti-dioxin antibodies. The accumulation of AuNPs produces a
characteristic red band, enabling visual detection of the recognition

reaction. For their part, the excess AuNPs-DNA; migrates to the
control zone where it is captured by the streptavidin-biotin-DNA3
forming the control line. At a low sample concentration of mercury
(II) ions, the test band intensity is reduced or even absent.

An alternative based on the fabrication of chips was
proposed, where nanoparticles and amino modified DNA (5'-
NH,—C;9—TgTTg-3’) are immobilized onto a Code Link Activated
Slides, coated with N-hydroxysuccinimide ester reactive groups.
First, a thiol modified DNA (5'-HS—Ao—TgTTg-3’) is conjugated to
AuNPs. Next, the slide and the DNA-AuNPs are incubated together
for 24 h. Due to the thymine mismatch both DNA strands hybridize
only in the presence of mercury (II) ions. The slide is washed
to remove all non-hybridized DNA and the signal is revealed by
the addition of silver nitrate and hydroquinone [73,74]. AuNPs
function as a growing seed for the silver reduction, in other
words if the nanoparticles are present (and consequently mer-
cury (II) ions are present) growing onto the AuNPs, and therefore
a clear spot is visualized. The limit of detection by this method
is estimated in 10nM, with the additional advantage of being
portable.

3.4. Nanoparticle-electrochemical combined strategies

The USA Environmental Protection Agency provides electro-
chemical methods for the analysis of mercury in drinking water,
natural surface water, seawater, domestic and industrial wastewa-
ter, and aqueous soil extracts [ 11]. However, these methods require
a few steps that cannot be easily automated including extensive
pre-treatments (polishing, surface contaminant oxidation, etc.) of
the electrode surface. This affects their application as decentralized
systems.

One of the most extended developments in electrochemical-
based sensors is the incorporation of the screen-printed technology
for the fabrication of disposable electrodes [75-77]. In recent
developments regarding this technology, the incorporation of
nanoparticles onto the electrode surface [78,79], or the use of
nanohybrid materials combining different kind of nanomaterials
[80] greatly enhances the analytical signals. Compared to bulk
electrodes, the presence of nanoparticles on the electrode sur-
face enables fast electron-transfer kinetics, reduces overpotential,
and causes redox reactions to become kinetically feasible [81].
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Fig. 3. Electrochemical detection strategy for mercury (II) sensing. A thiol-modified rich thymine DNA forms a monolayer onto a gold surface, and a solution containing
another thiol-modified rich thymine DNA but attached to a AuNPs. In the presence of mercury (II) ions, hybridization takes place, and exposed phosphate anionic charges

exposed are compensated by the addition of the redox active Ru(NH3)g3*.
Adapted from Ref. [82].

Nanoparticles also provide a larger surface area for analyte detec-
tion, leading to electrochemical sensors with lower detection limits.

A method joining T-Hg"-T complex conjugated with AuNPs
showed an increased sensitive employing electrochemical detec-
tion instead of the change in the optical properties [82]. In this
design, a 5'-thiolated DNA strand with six strategically placed
thymines is fixed onto the working gold electrode, and comple-
mentary thiolated DNA strand is attached to the AuNPs. In the
presence of mercury (I1) ions, the T-Hg!'-T ensemble mediates DNA
hybridization and the AuNPs become attached to the electrode
surface. Then, hexaammineruthenium (III) ions, which are elec-
trostatically attracted to the anionic phosphate of DNA, are added
to the system. The large number of AuNPs attached to the surface
allows for a high load of hexaammineruthenium (III) ions, leading
to a LOD of 10 nM (Fig. 3).

Carbon nanostructures have also been employed in the devel-
opment of different electrochemical-based sensors. Stripping
voltammetric detection is greatly enhanced, in terms of conduc-
tivity, selectivity and sensitivity, when AuNPs are homogeneously
dispersed onto graphene electrodes, achieving a LOD as low as
30pM [83]. The modification of glassy carbon electrodes with
carbon nanotubes (CNT) allow for the voltammetric detection of
mercury (II) in mouse blood, avoiding electrode fouling, compared
to activated carbon (AC) and fullerene (Cgg) [84]. The LOD achieved
with this modification differs according to the sample matrix:
0.01 mM for seawater and 3 mM in blood. This reduction of the LOD
by a factor of 100, as well as the comparatively low LODs, gives a
clear idea of the important effect of the sample matrix.

4. Issues on real samples mercury analysis

The interest in mercury analysis relies mainly in the assessment
of environmental and human contamination level, food analysis,
and labor human exposure environments. However, most of the
newly developed technologies were assessed on synthetic solu-
tions or spiked samples, being unable to assess mercury in their real
state. In this regard, one of the main flops is that nanotechnology-
based sensors for mercury are still unable to discriminate between
different mercury species, including the toxicologically relevant
methyl-mercury [85]. The only approach that partially faced this
challenge proved that the different mercury species, namely Hg',
Hg! and Hg°, amalgamate on AgNPs [43], confirming earlier deduc-
tions from thermodynamic redox potentials (see Section 3.1).
Nevertheless, unless mercury species are previously separated,
they cannot be detected and quantified simultaneously in the same
sample.

As mentioned before, almost all strategies in mercury sensing
development were tested in tap water, lakes or rivers, as the
“real samples”. However, mercury (II) spikes were used to assess

mercury level, in such a way that bound mercury in the sample
matrix could not be correctly evaluated. Moreover, more complex
matrixes, such as blood, contaminated rivers, fish, or high ionic
strength media, were rarely analyzed. Hence it is necessary to apply
some pre-treatment to avoid any matrix interference and maintain
the mercury under the preferable mercury (II) ion form.

Human blood and hair are often analyzed in order to estimate
human exposure to mercury and its compounds. Blood is a sus-
pension of cellular components containing about 3700 different
proteins [86] that can interfere with the analysis. In addition, blood
samples are usually obtained with added anticoagulants, which are
either polyanions (e.g. heparin) or organic chelators (e.g. EDTA,
citrate) with high affinity for metal species. Hair offers several
advantages over analysis of blood: easier sample collection, stor-
age, a natural pre-concentration of methyl-mercury, which is ca.
250 times higher than in blood. In both cases, the organic content
of the samples must be destroyed in order to free mercury from its
bound state [13].

Fish is another type of sample for which mercury analysis is
needed, mainly after de Minamata disaster in Japan in 1979. As
marine bacteria are responsible for mercury methylation in the
oceans, fish are the initial propagators of this contaminant through
the food chain web. Moreover, mercury is considered a natural
contaminant for ocean fish, as evidenced by the fact that fish cap-
tured in the pre-industrial era [87] contained high level of this
contaminant. For the general assessment of mercury levels in fish,
total mercury content is accepted, while mercury speciation is not
required. To achieve this goal, fish samples must be digested with
an oxidizing acid mixture (concentrated HNO3 + H,SO4) in order to
free mercury from its organic complexes, and to oxidize all mercury
to mercury (II) ions.

The different matrixes that are to be analyzed, puts into capital
letters the importance of sample storage, pre-treatments, and pre-
concentration procedures.

4.1. Sample storage

It is well documented the difficulty of preventing losses of low
level mercury from aqueous solutions, mainly due to volatiliza-
tion and adsorption on container walls. Container materials such
as quartz, Pyrex glass, Teflon® and plastics made in polytetraflu-
oroethylene, or polyethylene terephthalate [85] are adequate to
prevent such losses. Nevertheless, any working standard solution
with a concentration below 0.05 nM should be carefully prepared
freshly on a daily basis. In general, storage conditions for mer-
cury containing samples are only stable for up to 5 weeks, unlike
other heavy metals which can be stored for about 6 months [88],
reinforcing the need of on-site methodologies.
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4.2. Sample pre-treatments

Normally, strong acids and oxidants, such as HNO3, H;SOy4,
K5S,0g, KMnOQy, K;Cr,07, HCl and H,0, and BrCl, are used for
sample digestion procedures. All these substances must be ana-
lyzed and certified for mercury analysis. In other cases, as for hair
samples, pre-treatments additionally involves the use of common
solvents such as hexane, alcohol, acetone, water, diethyl ether, and
detergents to remove dust and grease [13].

In solid sediments, mercury can be either extracted or analyzed
in situ. EPA method 7473 provides the guidance to directly analyze
the total amount of mercury without a previous extraction proce-
dure. On the other hand, the speciation analysis requires the use of
more exhaustive extraction procedures involving microwave irra-
diation or ultrasound, followed by mercury species isolation with
the aid of organic solvents, column separations, and solid-phase
extractions.

If only total mercury data is required, a simple sample digestion
is enough. The methods can be either wet (oxidizing digestion) or
dry (combustion/pyrolisis). Wet oxidation digestion requires the
use of one or more acid agents, or the combined use of strong oxidiz-
ing agents together with a strong mineral acid. For solid samples it
is alsorecommended to use hydrofluoric acid to completely remove
mercury from the inorganic matrix. Wet digestion methods should
be carried out with careful control of the temperature digestion
(a water bath at 60-70°C is recommended) to prevent mercury
losses due to volatilization, or using sealed containers if higher tem-
peratures (90-100°C) are needed [13,85]. Combustion or pyrolisis
procedures can be performed under reducing or oxidant conditions,
and are normally combined with pre-concentration with sorbent
materials that selectively traps mercury. The advantage of this
approach is the avoidance of chemical interferences [13].

An innovative digestion pre-treatment using microwave heat-
ing systemat 630 W was optimized for fish samples. A tissue sample
0f0.1-0.4 g is incubated for 10 min with 2 mL of HNO3 (70% v/v) and
1 mLof H,O at 50 psi. Then the pressure is increased to 60 psi for the
next 10 min and two series of 6 min at 80 and 100 psi, respectively.

Then, 2 mL of H,0, (30% v/v) is added and the sample is finally
incubated for another 10 min at 80 psi [89]. This digestion method
proved to be effective, avoiding the use of strong mineral acids.

4.3. Procedures for mercury pre-concentration

The thiol Self Assembled Monolayers on Mesoporous Silica
(thiol-SAMMS) are novel substrates with a porous siliceous struc-
ture functionalized with alkylthiols that bind mercury (II) ions
with strong affinity and specificity, fast absorption rates, and use-
ful in a wide pH range (4-12). They are formed by attaching a
monolayer of molecules to mesoporous ceramic supports. The high
surface area of the materials allows an extremely high density of
binding sites [90,91], which make it specially suitable for mercury
removal [90,92] in effluents or combined with electrodes for mer-
cury pre-concentration and detection [93,94]. Thiol-SAMMS are
able to rapidly absorb high mercury amounts with an estimated
adsorption of ca. 98.9% of the total mercury initially present in the
solution.

As an alternative, there has been great interest in exploiting
the properties of organic materials as ionophors for mercury (II)
ions detection. These ionophors are copolymers with a prevalence
of thiol and sulfonic groups that exhibit a macroporous structure.
Due to the strong affinity of thiol groups for mercury (II) ions,
the ionophor acts as an ion exchange resin allowing for mercury
concentration. For example, the ionopohor mercaptostyrenedi-
vinylbenezene deposited on a platinum working electrode gives
selectivity and enhanced sensibility due to mercury concentration
in the vicinity of the electrode, which can be followed by impedi-
metric detection [95].

Another example of combined technology involves hollow fiber-
based liquid three-phase micro extraction (HF-LPME) technology
with nanoparticles and electrochemical methods [96]. This tech-
nique can provide pre-concentration and cleanup of analytes
simultaneously. In this method, the analyte of interest is extracted
from the aqueous sample (donor solution) through a thin layer of
an organic solvent, which is immobilized within a porous hollow
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Fig. 4. Combined technology involving hollow fiber-based liquid micro phase extraction (HF-LMPE) with AuNPs and electrochemical output signal. Mercury (II) ions in the
donor solution are trapped by 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN) ligand and dissolved in the organic solvent immobilized onto the walls of a porous polypropylene hollow
fiber. Inside the fiber is the acceptor solution containing EDTA, potassium nitrate and sulfuric acid. The sensor is completed using a platinum working electrode doped
with AuNPs onto which mercury is amalgamated allowing its detection by differential pulse anodic stripping voltammetry. Both organic ligand trap and gold amalgamation
provide a means by which mercury is concentrated, enhancing the sensor sensitivity. Adapted from Ref. [96].
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low ionic strength, and thiolated ligands can be exchanged with other thiols in solution, but halide forming insoluble salts with silver are able to induce AgNPs aggregation,
independently of the nature of the capping agent. (c) T-Hg"-T ensemble can be separated in the presence of thiols with higher affinity toward mercury (II) ions than the two

thymine bases.

fiber, and then back-extracted into an acceptor solution inside the
lumen of the hollow fiber (Fig. 4).

The fibers, being typically disposable, contribute to the elimi-
nation of sample carryover. The pores in the walls of the hollow
fibers provide selectivity by preventing the extraction of macro-
molecules such as proteins and particles from the sample matrix.
Mercury extraction is accomplished by the amalgamation process
mediated through the presence of AuNPs, which are attached to the
polymeric fiber that is linked to a platinum wire. Finally mercury
concentration is quantified by differential pulse anodic stripping
voltammetry. The presented method reaches a LOD of 0.06 nM,
0.15nM and 0.19 nM in water, rice and fish samples, respectively,

with good accuracy compared to the standard inductively coupled
plasma (ICP) measurements.

4.4. How useful are nanotechnology-based methodologies in
decentralized analysis?

As already mentioned, there are several issues that jeopardize
the use of the developed nanotechnology-based methodologies
in real samples, discouraging their use in decentralized analysis.
The capping agents employed in the synthesis of nanoparticles
play a double role in the case of mercury analysis: stabilization
of the colloidal solution, and to provide recognition elements for
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the specificity of the analysis. Sometimes, both goals enter in con-
tradiction when the analytical nanosystem faces the real samples,
and as promising as these methods might be, there are several
issues to overcome before it can be translated to practical appli-
cations.

Not all nanoparticles are stable at high ionic strength and
extreme pH values [97]. For example, citrate-capped AuNPs
undergo aggregation at a chloride concentration as low as 30 mM.
In the case of AgNPs, aggregation takes place between 30-100 mM
employing common capping agents [97], and there is another
mechanism of aggregation caused by the reaction between AgNPs
and halides that can form insoluble salts (Fig. 5a), such as sodium
chloride, which is ubiquitous in real environments [57]. Those
sensors based on nanoparticles aggregation are susceptible of
aggregation under normal ionic strength conditions including rele-
vant biological fluids [98] (Fig. 5a). As a consequence, the stability of
the analytical nanosystems is incompatible with the concentrations
employed in the acidic digestion step.

Although this problem might be easily overcome by employing
thiol bound capping agents, the possibility of ligand exchange is
a real problem (Fig. 5a,b), hardly ever considered in the analysis
of the stability of the proposed sensors. Thiol molecules have high
affinity toward mercury [99], but also gold and silver nanoparti-
cles. The formation of mercury-thiol bonds is thermodynamically
favorable (logB110 between 25 and 42), and kinetically labile [26],
which favor substitution reactions in the presence of other ligands.
In this competence, AgNPs or AuNPs might also take part, yielding
new complications to a yet complicated system.

Cysteine and its derivatives, penicillamine and glutathione, are
involved in many biological processes, being the latter the most
abundant non-protein thiol in biological systems [99]. Moreover,
glutathione, the metallothioneins, and 3-mercaptopropionic acid
are present in large concentrations in aquatic or marine environ-
ments [100,101]. The interaction between mercury (II) ions and
dissolved organic matter (DOM) provides an interesting exam-
ple of this fact. Inconsistent measured logf11pvalues varying from
21.9 to 23.6 [102] or 29.9 to 33.5 [69] are obtained depending
on the methodology employed. Nevertheless, these values indi-
cate that DOM is able to sequestrate mercury (II) ions, because
reported logfBipvalues are of the same order of thiol-mercury
(I1) complexes. Hence, incorrect elimination or neutralization of
these compounds in the matrix may lead to the destruction of
the analytical nanosystems. In addition, chloride anions are able
to displace thiol-capped AgNPs, inducing halide formation induced
aggregation. A novel approach to consider is the use of biogenic
nanoparticles, which result from the reduction and capping of
nanoparticles with biological molecules o mixture of molecules.
For example, a recent report on the synthesis of AgNPs with yogurt
demonstrates the stability of the obtained colloidal solutions up to
1 M salt concentration [103].

The stability of the T-Hg"'-T ensemble has to be considered, due
to the importance of this interaction in the development of several
sensors. The structure of this ensemble can be disrupted by the
competence of thiols for mercury (II) (Fig. 5¢). For example, cys-
teine, glutathione [58], and homocysteine [28] displace mercury
(11) ions from their attachment to the T-T mismatch in a oligonu-
cleotide molecular beacon.

The development of disposable strips constitutes a good alter-
native for decentralized analysis. In all cases these approaches solve
many of the common problems associated to undesired nanoparti-
cle aggregationreaching the necessary detection limit. For example,
the immobilized nanosystem designed by Du et al. [104] is resistant
to the ionic strength obtained after acid digestion and neutral-
ization, and real samples as milk, juice and lake water could be
analyzed. On the other hand, the techniques are only qualitative or
semi-quantitative, being only useful for positive/negative tests.

5. Conclusions and needs for future research

There are a huge number of studies on the development of novel
nanosystem-based strategies for mercury detection and quantifi-
cation. However, only a few attempts have been made to apply
them to real samples such as waste contaminants, blood, urine,
fish tissue, etc. There is no unique and optimum technique to quan-
tify mercury in all samples, and the detection limit and reliability
of each method appeared to be variable depending on the sam-
ple matrix, and much rigorous studies are needed. Nevertheless,
the best results were found in the combination of technologies, as
in the use of nanoparticles and electrochemical methods (see Sec-
tion 5). The use of modified electrodes with nanoparticles greatly
improves the selectivity and sensitivity of the electrochemical mea-
surements, and among all the reviewed techniques they seem to be
the most promissory approach. The next step in the upcoming tech-
nology should be focused on the improvement of the presented
strategies, in the aim to create functional automated sensors for
decentralized and on site analyses.

As recently reviewed by Leopold et al. [85], common analyti-
cal techniques developed for mercury quantification are available
with detection limits in the order of pM. For these methodolo-
gies, contamination, analyte losses, and interspecies conversion
during sampling, storage and pre-treatment are key issues for sen-
sitive and accurate determination. In this regard new challenges
appear for the development of analytical techniques for on-site
use, where the balance between sensitivity and accuracy on one
side, and ease of use and simplicity on the other side, must be care-
fully considered. Despite the rapid and exciting developments of
nanosystem-based methodologies, there is still a gap between labo-
ratory research results and their applicability to real samples. Some
available clean-up methods are suitable in decentralized systems,
but they should use reagents that do not interfere with the sensor
ensemble.

Thiol compounds present in real samples are one of the main
interference in mercury analysis, due to its high affinity toward
mercury (II) ions, as well as the possibility of ligand exchange
between nanoparticle capping agents. Future assays for mercury
(I1) sensors should include their stability in the presence of thiol
ligands.
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Silver Nanoparticles in Real Environments

SaNTIAGO BoTASINI AND EDUARDO MENDEZ!

ABSTRACT

Proper application of silver nanoparticles requires the knowledge of their
behavior in real environments. For such goal, effective control of the processes
of dissolution, aggregation and reactivity in relation to medium composition
led to optimization of the application, as well to the control of possible
ecotoxicological issues. The three mentioned processes, followed by simple
absorptiometry in the UV-Vis-NIR range of the aggregation process, yields
valuable a complete information that can be interpreted in the framework of
a thermodynamic-based model. The Gibbs energy for the aggregation process
and its dependence on the medium composition contains all the information
needed to understand and control de fate of silver nanoparticles in real
environments.

Key words: Aggregation, Dissolution, Silver nanoparticles, Thermodynamics

1.INTRODUCTION

Silver nanoparticles (AgNPs) are being increasingly incorporated as a broad-
spectrum antimicrobial agent in different consumer products including
textiles, cosmetics, fabrics and plastics. Such direct contact with the
consumer has not encompassed ecotoxicological studies (Fabrega et al., 2011;
Marambio-Jones and Hoek, 2010; Majestic et al., 2010) or social education/
information (Fauce and Watal, 2010), leading to reasonable and justified
concerns about potential adverse effects on human health and the
environment (Quadros and Marr, 2011). In addition, the development of
analytical applications for AgNPs, which includes nanoelectronics/biosensing,
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2 Nanotechnology

surface enhanced Raman spectroscopy and optical sensors (Thompson et
al., 2008; Bakr et al., 2009; Charles et al., 2009), may be seriously affected
when applied in real environments if the media is not considered in their
design.

Proper application developments of AgNPs should take into account their
behavior in aqueous solutions, implying the knowledge of the impact of
nanoparticle dissolution, aggregation, and reactivity, both from the
thermodynamic and kinetic points of view. Such processes are mutually
affected by different factors (Table 1) which have been acknowledged by the
recent research on this topic.

Table 1: Intrinsic and Extrinsic factors affecting AgNPs fate in real Environments

Process Intrinsic factors Extrinsic factors
Dissolution o Size and shape o Solution composition: oxidants

o Surface coating

o Aggregation state
Aggregation o Surface coating o0 Solution composition: ionic strength
Chemical o Redox state of surface atoms o Solution composition: ions, ligands, etc.
reactivity o Ratio surface area/volume

Commercial AgNPs are stabilized by various types of organic coatings,
which provide electrostatic, steric or electrosteric stabilization against
aggregation in aqueous solutions (Badway et al., 2010). Citrate,
polyvinylpyrrolidone (PVP) and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
are the most common examples of these three stabilization agents (Tolaymat
et al., 2010). In some cases, the reductant itself employed during AgNPs
synthesis also act as stabilizing agents, like H, or NaBH , yielding the so-
called “naked nanoparticles”, which are probably covered by H atoms or
BH,/BO; anions, respectively (Botasini and Méndez, 2012). Silver nano-

particles synthesized in basic media are covered by a thin layer of Ag,O,
i.e., covered by covalently attached oxo groups. In nanobiomedicine
applications, the stabilization layer may be designed to reach a specific
target (protein, cellular membrane, etc.). In addition, the strength of the
stabilization layer attachment controls the dissolution of AgNPs and the
bioavailability of Ag* ions. For those applications involving antibacterial
activity of AgNPs, the controlled release of Ag* ions is the key factor to the
success, establishing the limit between ecotoxicity and disinfection efficacy
Xiuetal., 2011).

Independently of the application for which the AgNPs were designed, its
fate in real media will define the success of the application. Dissolution,
aggregation and chemical reactivity are the main physicochemical processes
affecting AgNPs stability; once the stabilized AgNPs enters the real medium,
pH, ionic strength, and medium composition determine the ultimate fate of
AgNPs.
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The dissolution of AgNPs is an oxidative process induced by dissolved
oxygen in the aqueous media (Ma et al., 2012). The overall reaction is a
multi-step process (Liu et al., 2010), involving the formation of an oxygen
chemisorbed complex on the AgNP surface:

AgNP + O, - [AgNP--O,]

followed by the oxidation of surface Ag atoms concomitant with the
formation of reactive oxygen species (ROS):

[AgNP-O,] + H* - Ag* + ROS + AgNP

The main result of the oxidative dissolution of AgNPs is the formation
of ROS and Ag* ions, along with the remains of the AgNP. Hence, the
ultimate fate of AgNPs in real environments will depend on the different
reactions taking place between the different products and media components.

The thermodynamic feasibility of the oxidative dissolution is supported
by the standard potential values for the species involved: E° Ag*/Ag® =0.799
V and E° O/H,O = 1.23 V (Liu and Hurt, 2010). Silver ions produced by
oxidation are immediately adsorbed onto the AgNP surface (Liu et al., 2010),
size dependent-process involving the free nanoparticle surface space
available for adsorption. In the presence of inorganic anions usually present
in natural environments, like chloride, phosphate, sulfide, sulphate and
carbonate, some insoluble silver compounds forms, inducing nanoparticle
precipitation (Xiu et al., 2011; Zhang et al., 2011). Additionally, organic
compounds present in environmental samples, either naturally or as a
contaminat, also form complexes with silver ions, changing the bioavailability
of the latter Xiu et al., 2011).

The mutual interdependence between the different factors difficult the
rationalization of the whole process. It is, however, highly desirable to have
a model that allow to predict the behavior of AgNPs in real media. Having
this in mind, we present a new model based on pure thermodynamic
considerations to account for the different effects of real media in the stability
of silver nanoparticles.

2. EXPERIMENTAL ISSUES

The interdependence between the different factors that affect nanoparticle
stability has the advantage that a simple analytical methodology that follows
the aggregation process is usually enough to take into account the diversity
of medium conditions that produce the aggregation. Hydrodynamic diameter
determination by dynamic light scattering measurements (Zhang et al.,
2011), nanoparticle tracking analysis (Piccapietra et al., 2012), and UV-Vis
absorbance (Zook et al., 2011) have been proposed as useful techniques to
determine AgNPs in isolated and aggregated states.



Nanotechnology

Electronic absorption spectroscopy in the UV-Vis-NIR wavelength range
yields quantitative results for isolated and aggregated states provided AgNPs
have a quasi-spherical shape (Botasini et al., 2011). The plasmon resonance
band centered at ca. 400 nm is characteristic of spherical AgNPs (Fig. 1, red
line). Upon aggregation by 100 mM NaCl induction, the plasmon band
decreases considerably, with the simultaneous increase of a wide absorption
band extending from 700 nm and beyond (Fig. 1, blue line). It is noteworthy
the absence of absorption in the latter wavelength range for isolated AgNPs,
thus providing a simple analytical tool to follow the aggregation process.

2.0

—— 0 mM NaCl
—— 100 mM NacCl

1.5

1.0

Absorbance (a.u.)

0.5

0.0

1 " 1 L 1 n I )
300 400 500 600 700 800 900

wavelength (nm)

Fig. 1: UV-Vis-NIR absorption spectra of starch-covered AgNPs isolated (red) or
aggregated in the presence of 100 mM NaCl (blue).

3. ATHERMODYNAMIC-BASED APPROACH TO RATIONALIZE
AgNPs AGGREGATION

Taking into account the diversity of factors that determine the fate of AgNPs
in real environments, it is desirable to have unified criteria to rationalize
the increasing amount of data. First, we must acknowledge the fact that
there are thermodynamic and kinetic aspects related to the aggregation
process. The last one will not be considered in this work, and we will consider
only the initial and final equilibrium states of AgNPs in real environments.
Hence, based on the Ockham rule, the thermodynamic approach will
consider an initial and final equilibrium states, linked by a process. The
initial state is characterized by isolated nanoparticles forming a stable
colloidal solution due to the presence of a protective layer surrounding
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them. The final state is characterized by aggregated AgNPs in the real
media considered. The process responsible for the change from the initial
to the final states is the nanoparticle aggregation. Such process will be
characterized by thermodynamic functions of state as the Gibbs energy.

3.1. The Mathematical Model

The initial and final states of the system are linked by equilibrium of the
type:

[AgNPs] = [AgNPs]

isolated aggregated

numerically characterized by a constant value at a given temperature.
As the equilibrium position is determined by the nature of the covering
agent and the medium composition, the equilibrium constant will depend
not only on the temperature (7', but also on extrinsic factors responsible
for the aggregation, like the capping agent (CA) and some parameter
characterizing the medium that we will name “medium factor” (MF). Among
the latter, the ionic strength, the presence of certain ions or organic ligands,
are the main ones to consider. In this regard, the equilibrium constant is

actually an apparent equilibrium constant, which we will denote as K5 :

KCA _ faggregated _ 1- ﬁsolated
T.MF — -

(Eql)

fisolated f;solated

where frepresents the molar fraction. The apparent equilibrium constant
is related with the Gibbs energy for the aggregation process (ag) at the
given experimental conditions:

A Gror =0 RTIn (K74, ) (Eq2)

Above a certain level for the medium factor concentration responsible
for the nanoparticle aggregation (critical concentration), the equilibrium

position will be displaced to the right, K73, >0 and A_G7;» <0, that is,

the aggregation process will be thermodynamically favored. On the contrary,
below the medium factor critical concentration, no aggregation process will
take place, and the colloidal nanoparticle solution will be stable in such
conditions.

The mathematical dependence between the Gibbs energy for the
aggregation process and the medium factor concentration could be
experimentally determined, and the extrapolation would yield a specific
value for the Gibbs energy that is valid in the absence of the medium factor
(null concentration): A,,G74;r . A linear relationship is the simplest one,
and this Gibbs energy value may contain all the information related to the
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effect of the medium conditions in the stability of colloid nanoparticle
solutions. The linear extrapolation method (LEM) yields the numerical value
for this Gibbs energy:

AagG?,?MF = AagGgﬁ\lF:O 0rn/(jMF (Eq 3)
where m is the coefficient of the fitted line and C,,, is the medium factor

concentration. When the medium factor concentration correspond to the

critical value C the apparent equilibrium constant K;, =1,

_ Ccrit
MF — Y MF >

A,Grr =0 and A,G74r =mCiri . Hence, Eq 3 can be also expressed as:

AagGTcﬁ/IF = m(C;Z,f —Cy) (Eq4)

Combining Eqs 1 and 2, and rearranging, the mathematical expression
for the molar fraction of isolated AgNPs is obtained:

1

A GCA
1+ exp(—“gRTT;WJ (Eq5)

ﬂsolated =

This molar fraction is readily measured by UV-Vis-NIR spectroscopy at
ca. 400 nm. Substituting Eq 4 into Eq 5 we finally obtain:

1
crit
1+exp {_’”(CW_CMF)} (Eq6)

f;solated =

RT

3.2. The Fitting Model

The Boltzmann expression for the sigmoid curve is:

fay=— ALZAZ 4

(xod_x) (Eq7)

1+exp| -

with a clear resemblance with Eq 6 for A1 =1 and A2 = 0.

The gradual change in the fitting parameters allows assigning their effect
on the plot profile. The plot moves toward higher values of x when x_ is
increased (Fig 2a), while the increase in the parameter d led to a decrease
in the slope at the inflection point (Fig 2b). The mutual dependence between
the different parameters is evident looking at the different profiles that are
obtained by keeping constant the ratio x /d (Fig 2c¢).
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(A)

(B)

Boltzmann fucntion

©

X

Fig. 2: Effect of fitting parameters in Boltzmann function. (a) increase of x keeping
d constant, (b) increase of d keeping x constant, and (c) four plots having
equal value of x /d ratio

3.3. Interpretation of the Fitting Parameters

By fitting the Boltzmann expression to the experimental data, i.e. Absorbance
at ca. 400 nm for the isolated fraction of AgNPs vs. medium factor conce-

ntration, the values for Cg, m, and A,,G13;r_, can be obtained (Table 2).
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Table 2: Relationship between fitting parameters obtained from Boltzmann equation
and the thermodynamic model parameters

Model parameter Calculation from fitting parameters
ci X,
m (RTYd
Ao Gl (RT)x,/d
y (A1-A2)/4d

R =8.314 J mol! K is the gas constant, T'is the temperature in K

The fitting parameter x_ is easily recognizable as the model parameter
C: . On the other hand, the model parameter m, which is just an experi-

mental coefficient relating the Gibbs energy and the medium factor
concentration, is inversely related to the fitting parameter d, which at the
same time, is inversely related to y’, the slope at the inflection point of the
Boltzmann curve (Table 2). Hence, a direct relationship exists between y’
and m, suggesting that the physical interpretation of m relies on the
gradualism of the transition between the isolated nanoparticles and the
aggregated one: a large value of m is related to a sudden transition from
the isolated to aggregated states. Finally, it is interesting to notice that the
ratio x /d is related to the Gibbs energy for the aggregation process (Table
2), indicating that this thermodynamic property contains all the relevant
information relating the aggregation process.

3.4. Experimental Test of the Model

In order to experimentally test the proposed model, we have chosen four
different capping agents for AgNPs, covering the different possible
interactions: citrate anion (electrostatic), starch (steric), sodium bis(2-
ethylhexyl) sulfosuccinate, NaAOT (electrosteric), and 2-thiobarbituric acid,
TBA (covalent). The as-prepared AgNPs were exposed to increased
concentration of different inorganic salts, and the concentration of isolated
AgNPs was followed by UV-Vis-NIR spectrometry at 400 nm. All experiments
were conducted at 298 K in the dark. In all cases, data nicely adjusted to
the Boltzmann equation, indicating that the proposed thermodynamic model
could explain the experimental observations.

The aggregation profile for NaAOT covered AgNPs in the presence of
different sodium salts in solution (Fig. 3) show sigmoid shapes for all the
anions considered except nitrate, indicating that the process is spontaneous
in the whole mM range analyzed, and probably the colloidal solution is
unstable at the micromolar range.

The values for A, G7%, , increase in the order Cl > Br > F (Table 3).
This order is inversely related with the ratio charge/size of the ions, indicating
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Fig.3: Fraction of isolated AgNPs covered with NaAOT, in the presence of NaCl,
NaBr, NaF and NaNO, at concentrations in the 1-100 mM range, fitted to the
Boltzmann function (Eq 7).

Table 3: Calculated model parameters calculated from the Boltzmann fitted parameters
for NaAOT covered AgNPs in the presence of different sodium salts in the
concentration range 0-100 mM.

Medium factor Boltzmann fitted Model calculated

parameters parameters
A1=0.989 + 0.005 Ci = 36.4 mM
NaCl A2 =0.152 + 0.006 m = 1304 J mol! mM™!
x0=36.4+0.1 y'=0.110 mM*
d=19=+0.1 A, Gir =47.4 kJ mol™
Al1=0.95+0.02 Cii =56 mM

NaBr A2=0.09+0.04 m =310 J mol™ mM!

x =562 y'=0.026 mM™!
d=8.0x15 A G, =17.3 kJ mol™?
A1=0.98+0.05 Cik =21.3 mM

NaF A2=0.16+0.02 m =516 J mol™ mM™!

x =21.3x1.1 y'=0.043 mM™
d=48+0.8 A Gip =11.0 kJ mol™*

NaNO3 not determined A Gripo <0




10 Nanotechnology

that the electrosteric stabilization provided by NaAOT agent is affected by
the size of the anion rather than by the solution ionic strength. On the
other hand, the critical concentration of salts is higher for NaBr, but the
process begin smoothly at lower concentration, in accordance with the low
value of m. In conclusion, bromide and fluoride anions are able to induce
aggregation at lower concentrations than chloride, but in the case of fluoride,
the transition is sharper, thus determining the lower critical concentration
for the aggregation process. NaAOT results the better stabilizing agent for
AgNPs in the case of the presence of chloride anions, as the aggregation
process takes place in a limited concentration range.

On the other hand, chloride anions provide an interesting contrasting
example, as they are able to form AgCl on the AgNP surface, as demonstrated
by XRD and electrochemical measurements (Botasini and Méndez, 2012b).
The formation of AgCl induces per se the aggregation of nanoparticles.
Moreover, the silver speciation diagram (Fig. 4) shows that depending on
the concentration, chloride silver complexes of the type Agci"(n > 1) may
also form, promoting AgNPs aggregation (Fig. 5).

p(AgCIB(n-l))

pCl

Fig. 4: Silver speciation diagram in chloride media

Hence, chloride anion constitutes a special case explaining the stability
of AgNPs. It is interesting to check the proposed thermodynamic model en
chloride solutions assessing the effectiveness of different capping agents in
preventing aggregation. In this case, all the aggregation profiles adjust to
the Boltzmann model (Fig 6).

The values forA.,Gruro increase in the order NaAOT > TBA > sodium
citrate > starch (Table 4), suggesting that electrosteric and covalent
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Fig.5: Transmission Electron micrographs for isolated starch-covered AgNPs (left)
and aggregated ones by induction with 100 mM NaCl (right).

o TBA
o NaAOT

Citrate
o Starch

1.0

0.8

0.6

0.4

Fraction isolated AgNPs

0.3

0.2l MR ,
| \L\ C ©)

0.1

0.0

" 1 P 1 L 1 1 1 n 1
0 20 40 60 80 100
Concentration NaCl (mM)

Fig.6: Fraction of isolated AgNPs covered with different capping agents, in the
presence of NaCl concentrations in the 1-100 mM range, fitted to the Boltzmann
function (Eq 7).

interactions are equally effective in protecting against aggregation. A detailed
analysis show that the aggregation process is smoother for TBA than for
NaAOT, as deduced from the m values, but the critical concentration is
higher for TBA. As the adsorption of TBA on AgNPs takes place by a surface
chelate (Botasini et al., 2011), it is reasonable to assume that TBA cannot
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Table 4: Calculated model parameters calculated from the Boltzmann fitted parameters
for AgNPs covered with different capping agents in the presence of NaCl in
the concentration range 0—-100 mM.

Capping agent Fitted Boltzmann Calculated model
parameters parameters
A1=0.95+0.02
TBA A2=0.43+0.02 m = 729
(thiobarbituric acid) x, =575+038 y'=0.038
d=3.4+0.7 A, Grmy =41.9kJ mol !
A1=0.989 + 0.005
NaAOT A2 =0.152 + 0.006 m = 1304
(sodium bis(2-ethylhexyl) x0=36.4+0.1 y'=0.110
sulfosuccinate) d=19=+0.1 A, Gipo =47.4kJ mol™
A1=0.97+0.01
Sodium citrate A2=0.19+0.01 m = 953
x =31.6+0.4 y'=0.075
d=2.6+0.3 A, Gy =30.1 kJ mol™
A1=1.00+0.01
Starch A2=0.17+0.01 m = 442
x =321+0.3 y'=0.037
d=5.6+0.3 A, G, =14.2 kJ mol-1

cover part of the surface, providing free space for chloride adsorption and
AgCl formation.

4. CONCLUSIONS

A simple thermodynamic model that takes into account only the initial
isolated state of and the final aggregated state of silver nanoparticles is
sufficient to take into account the different factors, including environmental
relevant ones, associated to the aggregation process. This process was
selected because is key in the determination of the fate of silver
nanoparticles, as include common events as dissolution and chemical
reactivities. Additionally, the model also allows the interpretation of silver
nanoparticle interactions in the presence of chloride, a relevant and
ubiquitous anion in environmental samples. In brief, the thermodynamic
model yields a Gibbs energy value for the aggregation process that includes
all relevant information related to extrinsic factor that determines the
disruption of the stability of isolated nanoparticles. In addition, the process
is also related to the relative strength and protecting action of the capping
agent, as well as to the smoothness of the transition range. We believe that
extensive Tables containing Gibbs energy for different capping agents and
medium factor will contribute to the prediction of the ultimate fate of silver
nanoparticles in real environments.
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