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Nanoparticulas de plata para su
uso como agente antibacteriano

Resumen

El presente proyecto plantea la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata
planas, y el estudio comparativo de la incidencia de la forma de las nanoparticulas,
i.e. esféricas (AgNPe) o triangulares planas (AgNPt), en su accion antimicrobiana
frente a la bacteria Gram positiva Escherichia coli. Tomando como paradigma la
hipétesis de trabajo que plantea que la capacidad antimicrobiana estd dada
exclusivamente por la presencia de iones plata liberados por la lenta oxidacion de
las nanoparticulas, se realizé una puesta a punto de la técnica de voltamperometria
de stripping anddico para la cuantificacion de los iones plata liberados por las
nanoparticulas triangulares. Los resultados sugieren que, en efecto, la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas estaria dada por la presencia de iones plata,

mas que por la existencia de un factor inherente a las nanoparticulas mismas.

Por su parte, la sintesis de nanoparticulas triangulares presenta un mecanismo
cinético complejo, teniendo como principales protagonistas al borohidruro de sodio
(NaBH.) y al peroxido de hidrogeno (H202), los cuales generarian reacciones
opuestas y simultaneas que conllevan a la formacién de AgNPs anisotrépicas. Los
resultados obtenidos sugieren la posibilidad de disefiar un sensor colorimétrico de

peroxido, capaz de detectar concentraciones en el rango nhanomolar.
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.1 Introduccion

En la actualidad existe un auge en el desarrollo de nanomateriales debido a las
propiedades emergentes que surgen como consecuencia de la escala nanométrica.
En este contexto, las nanoparticulas de plata (AgNPs) presentan una gran demanda
por parte de la industria, que busca explotar las propiedades antimicrobianas de
amplio espectro a través de su inclusién en diversos productos comerciales como
artefactos médicos auto-esterilizantes, purificadores de agua, prendas de vestir y

productos cosméticos 8.
¢, Por qué las nanoparticulas presentan nuevas propiedades?

Un nanémetro es la mil millonésima parte de 1 metro (1x10°m). A modo de ejemplo,
si comparamos esta escala con una célula promedio de 10 ym de diametro, una
particula de 1 nandmetro entraria 10 mil veces en esta célula. Al estar trabajando
con escalas tan reducidas, las propiedades fisicas (conductividad, punto de fusién,
resistencia, propiedades Opticas, magnéticas, etc.) son diferentes a las que presenta
el mismo material en escala macroscopica, debido a que la mayor relacion area
superficial/volumen de la particula repercute directamente sobre las propiedades de

los materiales, ya sea potenciandolas o cambiandolas.

Una de las propiedades mas explotadas de los nanomateriales es el incremento en
las absortividades molares que presentan las soluciones coloidales, siendo ejemplos
clasicos de esto las llamadas nanoparticulas plasmonicas, de metales como el oro,
el cobre o la plata. Para entender el fundamento del comportamiento Optico es
necesario definir primero el concepto de resonancia del plasmon superficial,

concepto que se abordara en la seccidn siguiente.



.2 Propiedades Opticas de las
Nanoparticulas

En la técnica de espectroscopia UV-Vis la cantidad de luz absorbida y dispersada
por una muestra se cuantifica empleando un fotodetector que determina la cantidad
de luz que se trasmite a través de la celda espectrofotométrica (Figura 1). En
esencia se mide la relacién entre la intensidad de luz emitida por la fuente y la
registrada por un fotodetector; este cociente recibe el nombre de transmitancia.
Desde el punto de vista analitico, en lugar de expresar los valores como
transmitancia, se emplea el logaritmo decimal negativo de este valor, definido como
absorbancia; magnitud que de acuerdo con la Ley de Lambert- Beer es directamente
proporcional a la concentracion de la muestra en un cierto rango cuyo limite se

determina experimentalmente.

Las nanoparticulas de plata tienen propiedades épticas que son sensibles al tamafo,
forma, concentracion, estado de agregacion e indice de refraccion del medio. Esto
hace a la técnica de espectroscopia UV-Vis una herramienta valiosa para la

caracterizacion de los nanomateriales.

El registro de las medidas de absorbancias en funcion de la longitud de onda de la
luz empleada se conoce como el espectro de absorcién de la muestra, que en el
caso particular de las nanoparticulas plasmoénicas se denomina espectro de

resonancia del plasmén superficial (SPR).
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Figura 1. Esquema de la disposicién de los elementos épticos para las medidas de transmitancia

en un espectrofotdmetro UV-Vis. Adaptado de Ref®

El plasmon de superficie (PS) es la oscilacion colectiva de los electrones de
conduccion en la superficie de un metal cuando son excitados por el campo eléctrico
asociado a la naturaleza electromagnética de la luz. El campo eléctrico (E) oscilante
que interactta con los electrones superficiales del metal, debido a su carga negativa,
oscilara en sentido opuesto al campo. En consecuencia, se genera una separacion
de cargas en la particula y por lo tanto un campo eléctrico resultante con sentido
contrario al impuesto por el haz de luz. Esto produce una vibracion electromagnética

en la particula con una frecuencia de oscilacion caracteristica, wy:

4 ne’
m (1)

donde n es el numero de electrones, e es la carga del electrbn y m su masa. La
frecuencia recibe el nombre de frecuencia de plasma y depende fundamentalmente
de la densidad de electrones que tenga la particula, siendo caracteristica para cada

material y morfologia de la nanoparticula.

De esta manera se reconocen tres posibles escenarios: El primero resulta de la
condicion en la cual la longitud de onda es inferior al diametro de la particula y por
tanto no se produce una oscilacion colectiva de los electrones, sino que las ondas
simplemente recorren la superficie entre el metal y el dieléctrico. En estos casos no

se habla una frecuencia de resonancia, sino de una funcion de dispersion.

En el segundo caso, cuando la longitud de onda es del mismo orden que el didmetro
de la particula, se producen ondas estacionarias, dando lugar a algunas frecuencias
permitidas, cuya longitud de onda sea un numero entero de veces el largo del

sistema.

Mayor
Por ultimo, si la longitud de onda es menor al didmetro de la particula, toda la

superficie experimentara un campo Unico, obteniéndose un plasmén de superficie
localizado en toda la particula. Este fenbmeno se describe matematicamente
mediante la teoria de Mie'®, que plantea las soluciones de las ecuaciones de
Maxwell al estudio de absorcion y dispersidn de luz de las nanoparticulas esféricas
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en funcion de la longitud de onda de luz incidente. La teoria de Mie permite explicar
y predecir el comportamiento de sistemas coloidales de nanoesferas (Figura 2). Para
el caso de estructuras no esféricas, se utilizan métodos computacionales para

obtener soluciones numéricas a las ecuaciones de Maxwell.
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Figura 2. Simulacion de los espectros de dispersion, absorcién y la suma de ambos (extincion) de

las nanoparticulas esféricas de plata monodispersas de 20 nm de radio™.

Como se mencionaba anteriormente, la teoria de Mie permite predecir el espectro de
extincidon para el plasmon superficial con soluciones analiticas exactas de las
ecuaciones de Maxwell solamente para esferas y esferoides'®.Para nanoparticulas
de otras formas, es necesario recurrir a aproximaciones basadas en calculos
numéricos, como MMP (Multiple Multipole Method), FDTD (Finite Difference Time
Domain) y DDA (Discrete Dipole Approximation)'®.

Entre los anteriores, el método DDA es el mas utilizado para el célculo de las

propiedades Opticas de las nanoparticulas de plata triangulares. En este andlisis



numeérico, el objeto de estudio es representado sobre un eje de coordenadas en tres
dimensiones en donde cada uno de los puntos del espacio (localizados segun el
vector posicién r, con i=1, 2, 3, 4, 5,...., N corresponde a un dipolo, cada uno con
su constante de polarizabilidad a; El objeto definido es excitado por una onda
monocromatica plana, la cual genera un campo eléctrico dado por la siguiente

ecuacion:
Einc (T, t) = Eo eXp(ik ) ri) (2)

donde r;es el vector posicion, t el tiempo, w la frecuencia angular, y k el numero de
onda. Cada uno de los dipolos del sistema queda sujeto al efecto del campo
eléctrico generado por la onda luminosa y al campo eléctrico que surge de los
dipolos inducidos contiguos (Egp). En resumen, el campo eléctrico local de la

nanoparticula queda expresado en la siguiente ecuacion:

E.joc =Einc; + Egip = Egexp(ikr; ) — X, Ay P (3)
donde P es el momento dipolar del elemento iy A; (con ij) es una matriz cuya
interaccion con Pj es:

(1—ik
2
T

exp iikr;;)
APy = r—3.j{k2rij (ry.P;) +

ij

"D [x2. P — 3 (rl-j.Pj)]} (4)
El calculo del momento dipolar P; se realiza con la siguiente ecuacion:

P =a; - Ejo (5)
donde ajrepresenta la polarizabilidad de cada uno de los -ésimos puntos dipolares.

En 1909 Lorentz encontrd6 una relacion simple, exacta y directa entre las
propiedades dieléctricas de una sustancia y la polarizabilidad de los atomos
individuales que componen la misma. La expresién de Lorentz-Lorenz, también

conocida como expresion de Clausius-Mossotti, relaciona las variables anteriores:

_ 3d° (&-1)
L™ 4w (gi42)

(6)

donde ¢ representa la constante dieléctrica de la particula para cada -ésimo punto y

d la distancia entre los dipolos. Es importante subrayar que el valor de d depende

de la sensibilidad con la cual se busquen los resultados.
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La absorcidén de luz (Cas) por unidad de area, en términos de momentos dipolares,

gueda determinada mediante las siguientes ecuaciones:

41Tk _ 2
Cabs = # iN=1 {Im [P; - (o D« P +] - §k3|Pi|2} (7)

Csca = Cext — Caps (8)

donde el asterisco representa la funcibn complejo conjugada correspondiente.
Mediante el calculo de C.,s €s posible determinar los espectros de absorcion para
diferentes particulas de tamano y forma arbitrarios. Cabe destacar que la Unica
limitante de este método es la cantidad de dipolos (N) empleados para representar el
objeto de estudio. A mayor numero de puntos dipolares mayor es la precision del
método, aunque también sera mayor gasto computacional. En general, para el caso

de nanoparticulas triangulares se trabaja con un nimero superior a 10* dipolos'®'.

En resumen, las propiedades épticas de las nanoparticulas dependen del tamafo y
la forma de la misma, del medio en el cual se encuentren y del campo eléctrico
generado por la onda electromagnética incidente'. Para el caso de las particulas
esféricas y esferoides, las propiedades Opticas quedan descritas matematicamente
mediante las soluciones de las ecuaciones de Maxwell descritas en la teoria de Mie.
Para los restantes casos, es necesario aplicar aproximaciones numéricas. El método
DDA permite tomar en consideracion formas y tamafo de particulas arbitrarios
dando como resultado simulaciones de los espectros de absorcion de las mismas,
siendo especialmente (til para describir las propiedades Opticas de las

nanoparticulas planas.

Los espectros de absorcion de las nanoparticulas planas, en donde predomina un
plano de crecimiento sobre otro, presentan mas de un maximo de absorcion. Esto se
debe a que hay mas de un posible modo de oscilacién'. Los nanotriangulos son
prismas tetraédricos que tienen dos modos de vibracion dipolares y cuadrupolares
(considerando los sentidos longitudinales y transversales de la particula) (Figura 3).
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Figura 3. Representacién esquematica de los modos de resonancia de plasmoén que participan en
las AgNPt. El modo dipolar en el plano y el dipolar fuera de plano estan representados en (A) y
(B), respectivamente. Los modos cuadrupolares correspondientes estan representadas en (C) y (D),

respectivamente. Adaptado de Ref. 3

Estos modos de oscilacion se ven reflejados en el espectro de extinciébn con la
presencia de diferentes bandas (Figura 4). Dentro del rango visible, el momento de
resonancia dipolar en el plano se localiza entre 600-1000 nm, el momento dipolar
fuera de plano se ubica entre 400-600 nm y el momento cuadrupolar en plano
aparece entre 400-600 nm, mientras que el momento cuadrupolar fuera de plano se
localiza alrededor de los 340 nm, dentro de la regibn UV del espectro
electromagnético (Tabla 1). Como es de esperarse, las posiciones de estos picos
varian en funcion de tres caracteristicas: el tamafno, el coeficiente de relacion entre
el eje mayor y el eje menor (relacion de aspecto) y el truncamiento, definido como el

material faltante en el vértice de un triangulo.
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Figura 4. Espectro simulado de AgNPt. En ca 850 nm aparece la banda de absorcién

correspondiente al modo de resonancia dipolar en el plano. El modo dipolar fuera del plano se

ubica en 465 nm, el modo cuadripolar en el plano en 540 nm y el modo cuadripolar fuera de

plano en 338 nm. Adaptado de Ref. 3

Tabla 1. Interpretacion de los méaximos observados en los espectros UV-Vis de los nanotridngulos

en el UV-Vis-NIR. Adaptado de Ref.”

Posicién del maximo Interpretacion en funcion del modo de Observaciones
de absorcion resonancia
ca. 358 nm Modo cuadrupolar Esfera de 60 nm
ca. 369 nm Modo cuadrupolar Esfera de 30 nm
ca. 422 nm Modo dipolar Esferas
600-1000 nm Modo dipolar sobre el plano para El valor exacto dentro del rango depende
nanotriangulos. del tamafio de la nanoparticula.
400-600 nm Modo dipolar fuera del plano y al modo Los valores exactos dependen del tamarfio
cuadrupolar sobre el plano para de la nanoparticula. El pico del modo
nanotriangulos. dipolar fuera del plano es un méaximo
pequeiio y esta ubicado hacia longitudes
de onda menores respecto al cuadrupolar
fuera del plano
ca. 340 nm Modo cuadrupolar fuera del plano. Nanotridngulos

13



.3 Sintesis de Nanoparticulas

Se ha establecido como limite arbitrario que para que un material sea considerado
dentro de la escala nanométrica debera poseer al menos una de sus dimensiones

comprendida entre 1y 100 nm '°.

En materia de sintesis, la mayoria de las técnicas se basan en reducir la plata idnica
de una sal (generalmente AgNO3) a Ag®, mediante el uso de un agente reductor
“suave” como el citrato, o “fuerte” como el borohidruro de sodio (NaBH.). Mas alla de
las diferencias en los protocolos, el proceso se puede esquematizar en dos pasos, i)
la formacién de nucleos o “semillas” metélicas vy ii) el crecimiento cristalino de las
semillas mediante la continua reduccién de una mayor cantidad de iones metalicos.
Las primeras sintesis controladas datan del afio 2000, realizadas en solventes
organicos. Los desarrollos en los ultimos 15 afos han hecho posible la sintesis de
AgNPs en fases soélida, liquida y gaseosa'’, con asistencia de laser'®, ultrasonido'®,
espray pirrélico', e inclusive la biogénesis de nanoparticulas empleando seres vivos

como bacterias y plantas®®?’

. Con la gran variedad de técnicas y protocolos sobre la
mesa, existen métodos de sintesis para casi cualquier tipo de forma imaginable

(esferas, triangulos®, discos, corazones?®, icosaedros®, entre otras').

Nanoparticulas no esféricas

De acuerdo con la teoria de Wulff?®, forzar la sintesis de estructuras no esféricas no
es una tarea facil, ya que implica competir contra la tendencia natural del sistema por
minimizar la energia de Gibbs superficial, debido a la gran simetria de las esferas.
Por esta razén la mayoria de las nanoparticulas sintetizadas tienen formas que van
desde esferas hasta particulas altamente facetadas como octaedros, pero siempre
manteniendo una forma isotrépica. La sintesis de estructuras anisotropicas esta
asociada a un control cinético, que favorece el crecimiento de facetas cristalinas

preferenciales.

Se ha invertido mucho esfuerzo en entender el mecanismo de formacién de las

nanoparticulas no esféricas. La teoria con mayor aceptacion postula que los

14



surfactantes empleados en la sintesis se unen preferencialmente a un plano
cristalino especifico, bloqueandolo y permitiendo a la particula crecer a distintas
velocidades en los distintos planos??.Sin embargo, el crecimiento anisotropico no
depende Unicamente de la presencia de ligandos con afinidades diferentes por las

distintas caras cristalinas, sino también de la simetria del cristal®2%3°

y la relacién
molar de los reactivos. Algunos autores'® encuentran defectos en los nucleos de los
cristales atribuidos a la formacién de particulas planas. Estudios de microscopias
electronicas de alta resolucién y difraccion de rayos X, revelan la existencia de
defectos de apilamiento atomico. Uno de los defectos mas notorios en particulas
planas es llamado “planos gemelos” (twin plane), observados en planos de
crecimiento que parecerian crecer unos sobre otros (Figura 5), como resultado de

atomos errbneamente ensamblados.

Twin Plane

Figura 5. Ejemplos de errores en el apilamiento atomico en AgNPt Adaptado de Ref. ¢

/. 22

Como destacan Zhang et al.““ es importante entender el rol de cada reactivo en la

I. 23

sintesis. Por ejemplo, Botasini et al.=> estudiaron sistematicamente la incidencia de

la relacion molar NaBH.s/AgNOs; en el control de la morfologia. Mientras la

15



concentracion de NaBH, aumenta, las formas termodinamicas mas favorables se
hacen mas probables. A nivel molecular puede ser entendido como un incremento
de la probabilidad de colisiones atbmicas que conllevan a un crecimiento uniforme

en todas las direcciones.

1.4 Actividad antimicrobiana
de las nanoparticulas

El efecto bactericida de las nanoparticulas de plata aun sigue siendo un tema de
controversia. Por un lado, algunos autores sostienen que la oxidacion de la
superficie de las nanoparticulas es responsable de la liberacion de iones plata, los
cuales son toxicos para la gran mayoria de bacterias®'®. En las farmacopeas las
soluciones de Ag" estan descritas como antisépticos y desinfectantes de aplicacion
topica, incluidas en el grupo D08 (concretamente con el cédigo DOSALO1%) del
codigo internacional ATC (Anatomical, Therapeutic, Chemical). EI mecanismo de
accion de los iones plata estaria basado en su interaccion con los grupos sulfhidrilos
de los biotioles o los enlaces de hidrégeno® presentes en las proteinas, pudiendo
inhibir algunas enzimas celulares esenciales para la vida del organismo. Los iones
Ag* también podrian interactuar con las bases del ADN?%* interrumpiendo el equilibrio
del aparato celular, aunque la importancia de este ultimo mecanismo en términos de

su accion letal no esta del todo clara aun.

Ademas de sus efectos enzimaticos, las nanoparticulas podrian internalizarse en la
célula y depositarse en vacuolas y paredes celulares, dafdandolas e inhibiendo la
divisién celular. Por este motivo, otros autores®® plantean que el mecanismo de
accion estaria dado por la propia nanoparticula de plata, capaz de danar la
integridad de las estructuras celulares, como lo hacen los nanotubos al insertarse en
la membrana celular®. La plata metalica tiene una alta afinidad por los tioles, los
cuales forman parte de los componentes celulares en todos los niveles estructurales.
A modo de ejemplo, la mitocondria tiene una concentracion de biotioles de entre 60 y

90 mM 38; este sentido las AgNPs podrian unirse a la mitocondria dafiandola.
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De acuerdo con la bibliografia consultada, el efecto bactericida de las nanoparticulas
supera al presentado por la penicilina®®. Sumando lo antedicho con la posibilidad que

4041 plasticos* y geles®, el abanico de

tienen las nanoparticulas de fijarse a textiles
potenciales aplicaciones que se abre es realmente amplio. Algunas de éstas ya se
encuentran en productos del hogar, como el caso de textiles que previenen los
malos olores producidos por hongos y bacterias, tuppers con nanoparticulas que
retrasan la descomposicidon de alimentos, materiales médicos autoesterilizantes,

entre muchas otras posibilidades y promesas que retienen estos materiales.

Pal et. al.** comparan la accion antibacteriana de las nanoparticulas de plata con
forma de baston, esféricas y triangulares con la de los iones Ag* del AgNOsen
solucion frente a muestras de E. coli incubadas en placas de agar con una
concentracion inicial de 10” UFC/mL. Para niveles de concentracion de 1, 12.5, 50 y
100 g, los iones Ag® resultaron ser los menos eficientes, seguidos por los bastones
y las esferas. Los triangulos fueron los mas efectivos (Figura 6), evidenciando un
marcado efecto de la morfologia sobre el desempeno de las particulas como agentes

bactericidas.
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Figura 6. (A) Placas de Petri suplementadas con 107 UFC/ml de E. coli, incubadas
con diferentes formas y concentraciones de AgNP: (a) 1, (b) 12.5, (c) 50 y (d) 100ug.
(B) Numero de colonias de E. coli expresadas como log (1 + numero de colonias

cultivadas en A), en funcién de las concentraciones de plata. Adaptado de Ref. *

Relacion superficie/volumen

Carlson et al. *° presentaron una muy completa investigacion donde comparan la
toxicidad de las AgNPs esféricas de distintos tamafios (15, 30 y 55 nm) en rangos de
concentraciones entre 10 y 75 yg/mL, en macréfagos alveolares de raton (Figura 7).
Las nanoparticulas de 15 nm son las que presentaron la mayor toxicidad celular en
todas las pruebas realizadas. Esto se explicaria por una mayor relacion
superficie/volumen, que aumentaria la liberacidn de iones plata, tdxicos para las
células. Ademas por su tamafo, las nanoparticulas pueden penetrar en las células
con mayor facilidad, lo cual podria desencadenar otros efectos toxicos dentro de la
célula*®. En este sentido resultan muy interesantes y paradodjicos los experimentos
comparativos donde se relacionan la funcionalidad de las mitocondrias en los
macrofagos frente a los distintos tamafios y concentraciones de AgNPs, y
nanoparticulas de oxido de titanio (TiOz) (Figura 8). Los resultados muestran cémo,
a diferencia de las de plata, las nanoparticulas TiO2 no presentan toxicidad elevada
para las células y por ende la escala nano no seria suficiente por si sola para tornar

a un material como toéxico.
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Figura 7. Efecto de AgNPe en generacién de especies reactivas de oxigeno en los macréfagos.
Después de 24 hs de incubacién con nanoparticulas de plata, la intensidad de fluorescencia de
diclorofluoresceina (DCF) se evalué mediante (A) lector de microplacas y (B-D) microscopia de

fluorescencia.
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Figura 8. Efecto de las AgNPe y las nanoparticulas de TiO, sobre la funcién mitocondrial en los
macroéfagos. Esta se evalud por el ensayo de reduccién de bromuro de 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) después de 24 hs de tratamiento de nanoparticulas. Los valores de
densidad optica (DO) se calcularon como porcentajes de la DO medidos en las células control. Los
datos se expresan como la media * desviacion estandar (SD) de tres experimentos
independientes. Los asteriscos (*) indican una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con los controles (p< 0.05). (A) La funcion mitocondrial se redujo significativamente
por Ag-15 nm a concentraciones superiores a 5 pyg/mL , por Ag-30 nm a partir de 10 ug/mL, y
por Ag-55 nm a partir de 50 pg/mL, indicando una posible dependencia de la citotoxicidad al
tamafo de la particula. (B) Por su parte, las nanoparticulas de TiO, no mostraron ninguna
diferencia estadisticamente significativa en comparacién con los controles para cualquiera de los

tamafnos examinados.

Por definicibn, un agente antimicrobiano es un compuesto quimico, natural o
sintético que mata o inhibe el crecimiento bacteriano. Los agentes capaces de matar
microorganismos son denominados agentes —cidas, con un prefijo que indica el

microorganismo sobre el cual ejerce su accion (bactericida, fungicida, virucida). Por

su parte, los compuestos bacteriostaticos son aquellos que detienen el crecimiento y

se denominan —staticos (bacteriostatico, fungistatico y virustatico)*”.

La técnica de difusion en agar es el método comunmente empleado para cuantificar
la capacidad antimicrobiana de los nanomateriales. La interpretacion de resultados
esta basada en el modelo de difusion libre del antibidtico en el medio. La técnica
involucra la aplicacién de soluciones de antibiéticos en discos de papel absorbente
depositados en la superficie de las placas de agar, sembradas con bacterias. Los
antibiéticos difunden desde las fuentes hacia el agar, inhibiendo el crecimiento
bacteriano, dando lugar a “zonas claras” libres de bacterias. De acuerdo con el
tamano del didmetro del halo de inhibicién es posible establecer comparativamente

la efectividad de cada antibiotico*®°.
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1.5 Determinacion de ion plata
vy AgNPs

La determinacién de los iones plata, y su distincion de las AgNPs es uno de los
desafios analiticos mas importantes en relacion a la identificacion del agente
responsable de la accion antimicrobiana. Las técnicas habituales de determinacion
de la concentracion de los iones plata en solucion, requiere del aislamiento del i6n
de las nanoparticulas de plata, por lo que es necesario contar con herramientas de
separacion previa (cromatografias de alta resolucion, centrifugaciones, etc.) para

cuantificar por separados ambas especies.

Las técnicas electroquimicas ofrecen una posible salida, ya que en principio ambas

especies (AgNPs, Ag®) experimentan reacciones redox opuestas.

Voltamperometria de redisolucion anddica

La técnica voltamperométrica de redisolucion anddica (ASV, Anodic Stripping
Voltammetry) estd basada en la pre-concentracion de un analito presente en
disolucién, sobre la superficie de un electrodo, para su posterior redisolucién, que
genera como respuesta un pico de intensidad correspondiente al potencial de
oxidacion del analito. Si las condiciones experimentales se mantienen constantes
durante la etapa de pre-concentracion, la intensidad de pico registrada se comporta
como una propiedad aditiva con la concentracién del analito, dentro de cierto rango
que se determinara experimentalmente. A partir de una curva de calibracién puede
entonces determinarse la concentracion en disolucibn de la especie pre-
concentrada. La mayor ventaja de la técnica (en comparacibn con la
voltamperometria directa y ciclica), radica principalmente en la pre-concentracion del
analito en el electrodo, dando de esta manera limites de deteccion en el orden de
107°-10"" M ®° Por otra parte, en condiciones de medida estandar, la localizacion
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del pico de oxidacién coincide con el potencial de Nernst para la reaccidén de estudio,
por lo que también permite la identificacion quimica de la especie pre-concentrada.

La técnica se realiza en dos etapas: una electro-deposicion catddica seguida de una
redisolucion anédica con un barrido apropiado de potencial dependiendo del
potencial redox del metal de estudio. La etapa de electro-deposicién se lleva a cabo
en una celda electroquimica con agitacién constante, a un potencial levemente por
debajo del potencial de reduccion del analito de interés®. Este potencial de
reduccion se mantiene durante un cierto lapso de tiempo, denominado tiempo de
deposicion (t;) generalmente entre 2 y 12 min en funcion de los niveles de
concentracion de los analitos. Como el area del electrodo es pequefa y ty €s mucho
menor que el tiempo que se necesita para una electrolisis exhaustiva, la intensidad
de corriente (i) permanece practicamente constante durante todo el proceso, siendo

el numero de moles de metal depositado igual a:
igt
numero de moles = 44 9)
nF

donde n es el numero de electrones intercambiados y F es la constante de Faraday.
La intensidad de la respuesta voltamperométrica, i, es el parametro experimental

que se relaciona con la concentracion del analito®.

Las condiciones del proceso de pre-concentracion deben ser cuidadosamente
controladas para obtener una buena reproducibilidad en las medidas. En este
sentido, para la generacion de una curva de calibracion entre intensidad y
concentracidon del analito se deben fijar varias variables como el potencial de
reduccion del ion, el tiempo de deposicion, la velocidad de agitacion, la geometria y
volumen de la celda, la naturaleza del electrolito soporte y el area del electrodo de
trabajo. Esto supone la necesidad de generar una curva de calibracién con las
condiciones dadas, previo a cada analisis. Entre todas las variables descritas, la
agitacion es un factor clave, dado que el transporte convectivo de los iones hacia la
superficie del electrodo de trabajo afecta la cantidad de iones depositados,
influyendo en la sensibilidad y precisién de la medida.*

El barrido de potencial hacia valores mas positivos que el de deposicidbn puede
hacerse aplicando cualquiera de los programas de potencial conocidos, desde el

mas sencillo, como la voltamperometria de barrido lineal, hasta los mas complejos
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como la voltamperometria diferencial de onda cuadrada. Cuando se alcanza el
potencial del par redox correspondiente al analito depositado, se produce la
oxidacion electroquimica del metal, dando lugar al pico de la redisolucién, cuya
intensidad serd proporcional a la concentracion del metal, cerrando el fundamento

de la determinacién cuantitativa.

En el tratamiento tedrico de la etapa de redisolucidbn debe tenerse en cuenta el
espesor de capa de iones depositados (/). Para peliculas delgadas y bajas
velocidades de barrido (v), se produce el agotamiento o redisolucidn total del analito,
comportamiento que se denomina de capa delgada, caracterizado por la
proporcionalidad entre i,y v. Para peliculas gruesas y altas velocidades de barrido,
predomina el comportamiento difusivo y la intensidad de pico es proporcional a v'’2.
Normalmente para velocidades menores a 500 mV/s se observan comportamientos
de capa delgada. Una ecuacion aproximada para la corriente de pico en estas

condiciones es:

n2F2vlACy
l o —
p 2,7 RT

(10)

donde Cu es la concentracion del analito en el seno de la disolucion. Como en
cualquier otra técnica voltamperométrica, la corriente de carga condiciona la
exactitud de las medidas y los limites de deteccion que pueden ser alcanzados en el
analisis por redisolucion®®®'.En la practica se emplea una onda cuadrada para

independizar los resultados de la corriente de carga (Figura 9).
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Figura 9. Esquema del potencial de onda cuadrada aplicado. En negrita se aprecia el potencial
aplicado al electrodo de trabajo. Las lineas finas representan el potencial en escalera. Se realiza
una medida en cada ciclo directo e inverso (Forward sample y Reverse sample). AE, representa la
amplitud de la onda cuadrada y AL representa la altura del escalén de cada ciclo. Adaptado de

Ref.>2

En una onda cuadrada la corriente es medida dos veces en cada ciclo (al final del
ciclo directo y nuevamente al final del ciclo inverso), lo que permite excluir la
corriente de carga (capacitancia) mediante el retraso de la medida al final el pulso.
La diferencia de corriente entre los dos pulsos es graficada en funciéon del potencial.
Dado que soOlo la corriente faradica es medida, los valores dan cuenta
exclusivamente de los procesos de oxidacion/reduccion involucrados, los cuales

resultan proporcionales a la concentracién del analito en la disolucion.

Para un sistema redox simple y reversible puede escribirse como:

1
nFAD2

i = ﬂllp(AEs,Ep) (11)

donde i es la corriente medida en cada impulso, n es el nUmero de electrones
transferidos en la reaccién faradica, F es la constante de Faraday, A es el area del

electrodo, D es el coeficiente de difusion del reactivo, C su concentracion en el seno
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de la disolucion, t, la duracion del impulso (mitad del ciclo de escalera) y ¥ es una
funcion de corriente adimensional que depende de la atura del escalén y de la
amplitud de la onda cuadrada.

La cantidad expresada entre corchetes rectos en la ecuacién 11, se corresponde con
la corriente maxima que se obtendria con un experimento mediante la técnica normal
de impulsos. La representacion de esta funciébn de corriente frente al potencial
normalizado resulta en voltamperogramas que se corresponden con las corrientes
experimentales medias (Figura 10). Asi, la curva ¥; corresponde a la corriente
medida en el ciclo directo y la curva ¥, a la corriente medida en el punto reverso,
siendo AY¥ la corriente neta. La curva de Aivs. E, o A¥ frente a n (E-Ep) en la
Figura 10 es la senal mas util desde el punto de vista analitico, siendo la altura del

pico proporcional a la concentracion®.

1.0 —
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Figura 10. Forma del voltamperograma de onda cuadrada adimensional para el proceso de
Oxidacion/reduccion nép = 50 mV'y nis 8 = 10 mV . Corriente directa Wy, corriente reversa ¥,y

su diferencia AW referido al potencial definido por la ecuacién de Nernst. Adaptado de Ref.>?

25



1.6 Microscopia de
Transmision Electrénica (TEM)

La microscopia de transmisidn electronica (TEM, Transmission Electron Microscopy)
es historicamente una de las técnicas que mas ha impulsado el desarrollo de la
nanotecnologia por el simple hecho de permitir la visualizacion directa de los
materiales a la escala nanométrica. El esquema general de funcionamiento del
equipo es analogo al de un microscopio Optico, remplazandose la fuente luminica
por un haz electrones y las lentes de vidrio que focalizan la luz por electroimanes

que orientan los electrones.

Una disposicion tipica de los elementos del microscopio se ilustra en la Figura 11, el
mismo esquema se aplica tanto a un microscopio de luz como a uno electrénico.
Para observar estructuras muy pequefias no solo el aumento es importante, sino que
también hay que tener en cuenta la resolucién del equipo. El aumento refiere a
cuantas veces podemos magnificar un objeto y la resolucion a la nitidez de la

imagen®.

Projector

Condenser Objective Lens ;

[ )
" B | [

Object U l : Image

Light I
Source
Condenser Objective

Aperture Aperture

Figura 11. Disposicion esquematica de lentes y rayos de luz dentro de un microscopio electrénico.

Adaptado ref.53
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La resolucion de un microscopio puede ser explicada bajo el concepto de difraccion
de Rayleigh, el cual establece la minima distancia (r) capaz de ser resuelta entre dos

puntos, resumida en la siguiente ecuacion:

0.61A
r=—
usin (B)

(12)

donde A es la longitud de onda de la luz incidente, u es el indice de refraccién del
medio y B es el angulo de apertura, definido entre el objetivo y el objeto de

observacion.

De la ecuacidon de Rayleigh se deduce que para aumentar la resolucion (r), se debe
disminuir A, aumentar y y/o el sin 8. En el microscopio optico, A esta acotado al
rango visible, u es fijo una vez que se determina el medio de observacion, y el
incremento del angulo se puede lograr aumentando el diametro de las lentes y/o
reduciendo la distancia focal de los objetivos, lo cual tiene un limite y es fijo para
cada microscopio y conjunto de lentes (por simplicidad, la cantidad u.senB es

llamada apertura numérica, cuyo valor numérico es cercano a uno).

Concentrandonos en la ecuacion propuesta por De Broglie, que relaciona la energia
de un electrdbn con su longitud de onda, e ignorando los efectos relativistas, la

longitud de onda se aproxima a:

M =T (13)
E2

De la ecuacion anterior se deduce que un electron acelerado a 100 keV define una
longitud de onda del haz de aproximadamente 0.004 nm, siendo esta mucho mas
chica que el didmetro de un atomo. Pese a esto, en la practica no es posible aun
llegar a resoluciones tan bajas dado que no se puede construir lentes
electromagnéticas perfectas®.

El TEM usa lentes electrostaticos y/o electromagnéticos. Los lentes electrostaticos
son raramente usados en los TEM modernos, ya que producen mayores
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aberraciones que los electromagnéticos, sin embargo son usados en sistemas de

iluminacién para extraer los electrones de la punta del filamento del cafnén.

Los lentes electromagnéticos consisten en una bobina enrollada en la cual circula
corriente y dos puntas de hierro hacia el centro del lente, los cuales generan un
campo magnético. Los electrones que pasan a través de la bobina se someten a un
efecto de enfoque, el cual depende de la intensidad de corriente administrada a la
bobina. El pequefio espacio entre las piezas polares concentra el campo y acorta la
longitud focal (Figura 12). El limite de un lente electromagnético recae en la
saturacion magnética, el punto en el cual el campo magnético deja de aumentar a

pesar de la corriente agregada. *®

Figura 12. Esquema de un lente electromagnético en un corte trasversal. Adaptado ref.>3

Trayectoria electronica

La fuerza F que percibe un electron (e’), viajando a una velocidad v en un campo

magnético de carga B se define en las siguientes ecuaciones:
F= —e(VxB) (14)
|F| = |Ble|v|siné (15)
donde 6 es el angulo entre el cambo B y la velocidad v.

De la expresidn anterior se desprende que cualquier electrdn viajando en paralelo al
campo magnético experimentara una fuerza nula, mientras que si viaja en forma
perpendicular al mismo describird una trayectoria circular alrededor de B. De esta
manera los electrones que atraviesen el eje del lente cilindrico del campo
homogéneo no cambiaran su trayectoria. Por el contrario si el &ngulo de incidencia

del haz de electrones es distinto de 0, giraran en espiral hacia el centro y después
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hacia fura de nuevo, dando un efecto de enfoque. La distancia focal del lente es
gobernada por la magnitud | BI? y por lo tanto dependera de la corriente aplicada a la
bobina. Combinaciones de lentes pueden dar una amplia gama de

magnificaciones.>®

En un sistema Optico ideal cada punto del objeto seria reproducido perfectamente.
En la practica, esto es muy improbable y solo ocurre para los rayos paraxiales
cercanos al eje del lente (dentro de 100 ym y sosteniendo un angulo de 10 mili-
radianes o menor). Las aberraciones monocromaticas incluyen: esféricas positivas,
astigmatismo, coma, campo curvado y distorsion. Cuando el haz de electrones no es
monocromatico, se suman las aberraciones cromaticas. Estas pueden ser debido a
la propagacion de la energia inherente a los electrones emitidos desde una fuente,
fluctuaciones en el voltaje del acelerador de electrones o diferentes pérdidas de
energia debidas a las interacciones con la muestra (conocidas como EELS, Energy
Electron Losses). Las ondas con diferentes longitudes (analogo a los colores en la

luz visible) son enfocadas en diferentes puntos del eje 6ptico (Figura 13).

Figura 13. Las aberraciones cromaticas en las lentes dan lugar a ondas de diferentes energias (E1

< E2) siendo llevadas a un foco en diferentes puntos a lo largo del eje 6ptico. Adaptado ref. 53

De las cinco aberraciones monocromaticas las mas importantes resultan ser la
esférica positiva, el astigmatismo y de coma. La aberracion esférica positiva se
produce cuando los rayos quedan fuera del eje y no se enfocan en el mismo punto

que los rayos paralelos al eje. En el caso de astigmatismo, el cruce de los rayos
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fuera de eje se desplaza a lo largo de eje Optico pero el grado de desplazamiento

varia con el angulo acimutal del haz en consideracion (Figura 14).

Disc of least
confusion,
diameter d,

Plane of least
Spherical aberration confusion

Astigmatism
Figura 14. Dos de las cinco fuentes distintas de la aberracion monocromatica : aberracion esférica
positiva (arriba) y astigmatismo (abajo) , a es el semi-angulo de coleccién de la lente y dq es el

didmetro del disco de menor desenfoque. Adaptado ref. 53

La aberracién de coma esta relacionada principalmente a los rayos que se emiten
desde un punto ligeramente fuera del eje dptico. Todos los rayos que viajan hacia el
centro del lente van a ser llevados hacia un punto focal mientras que los rayos que

viajan en la periferia van a ser enfocados en distintos puntos (Figura 15). %

Figura 15. Es la aberracidon donde los rayos que viajan fuera de eje, son llevados a un punto de
enfoque diferente. Adaptado ref.>3

Fuente de electrones
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Existe una amplia variedad de de fuentes de electrones y cafones disponibles. La
eleccién depende en gran medida de la corriente de haz y de la propagaciéon de la
energia que se requiere, junto con el vacio que se puede mantener en la camara del
canon.

Una cualidad a menudo nombrada es el brillo del canén (Br), el cual es definido

como la densidad de corriente (j) por unidad de angulo (dQ):
Br = L =L (16)

donde a es el angulo formado por el cono de los electrones emergentes desde el
cafndn. En todos los casos, los electrones se emiten por el calentamiento a muy altas
temperaturas de una punta, como el tungsteno, y/o el hexaboruro de Lantano, que

poseen altos puntos de fusion.

Un filamento en forma de horquilla hecho de un pedazo de tungsteno, es la forma
mas simple y barata de emitir electrones. Un arreglo tipico es mostrado en la Figura
16.

Cathode filament

Wehnelt
cylinder

Anode

Virtual source
Electron beam

Figura 16. Esquema de un cafién de electrones. Adaptado ref. 33

El filamento catédico es mantenido dentro de un cilindro hueco (cilindro de Wehnelt).
Esto es usado para concentrar los electrones, los cuales son acelerados a través de
la diferencia de potencial entre el anodo y el catodo. >
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1.7 Técnica de dispersion de
luz (DLS)

La técnica de dispersion de luz (DLS, Dynamic Light Scattering) se basa en medir el
tamano de particula a partir del movimiento Browniano que define el movimiento
aleatorio de las particulas dado por el constante choque con las moléculas del

solvente, producto de la agitacion térmica.

El diametro hidrodinamico

El diametro de una particula es calculado a partir de coeficiente de difusibn medio de

las particulas en solucion, usando la ecuacion de Stokes-Einstein:

d(H) = 5 (17)

donde d(H) representa el radio hidrodinamico, D es el coeficiente de difusién, k la
constante de Boltzman, T la temperatura absoluta y n la viscosidad. De la ecuacion
se desprende la importancia de la temperatura en el calculo de los radios

hidrodinamicos de las patrticulas.

El radio hidrodinamico considera al didmetro de la particula (core) junto con las
estructuras que la misma posea en su superficie, asi como también el tamafio de la
doble capa electroquimica generada por la carga de la particula y los iones
adsorbidos a la superficie.

La fuerza idonica del medio

La concentracion de iones en el medio puede afectar la difusibn mediante el
engrosamiento de la doble capa i6nica. Por lo tanto un medio con conductividad baja

producira una doble capa extensa, reduciendo la velocidad de difusion, resultando
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en una particula aparente mas grande. De modo inverso, un medio con

conductividad alta minimiza la doble capa reduciendo el radio hidrodinamico®°.

Diferentes técnicas pueden ser sensibles a las propiedades de las particulas como
ser area proyectada, densidad y difraccién, produciendo diferentes tamafos
promedios y distribuciones de las poblaciones. Incluso los bordes de particula en un
microscopio depende del contraste definido por el usuario. Es importante entender
gue ninguno de estos resultados son inherentemente "correctos". De esta manera, el
diametro hidrodinamico de una particula no esférica sera equivalente al diametro de
una esfera que se mueve con la misma velocidad de difusion. En otras palabras,
cualquier cambio en la forma de la particula que afecte su velocidad de difusién,
afectara el diametro hidrodinamico. No todos los cambios conformacionales afectan
de igual manera; por ejemplo, engrosar un baston no afectara tanto la medida como

lo haria alargar el mismo®°.

Si las particulas son mas pequefias que la longitud de onda del laser utilizado
(tipicamente d < A/10), entonces la dispersion de luz de una particula iluminada con
un haz polarizado sera esencialmente isotrdpica. Para estos casos, la aproximacion
de Rayleigh nos dice que la intensidad es directamente proporcional a la sexta
potencia del diametro de la particula (I a d ®) e inversamente proporcional a la cuarta
potencia de la longitud de onda (I a 1/A%). La proporcionalidad de la | con d® denota
gue una particula de 50 nm dispersara un milldbn de veces mas luz que una de 5 nm.
Por lo que si medimos una muestra con tamafos variados (pero cada uno con
similar concentracién), la intensidad de luz dispersada por las particulas mas
pequenas puede llegar a ser despreciable frente a particulas de mayor tamaro. Por
otro lado, notamos que la relacion inversa de A* significa que una mayor intensidad

de dispersién de luz sera obtenida con longitudes de onda mas cortas®.
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¢ Como funciona el equipo de DLS?

El equipo de DLS mide los coeficientes de difusion de las particulas que se mueven
bajo régimen de movimiento Browniano. Esto se logra midiendo las fluctuaciones en

las intensidades de la luz dispersadas por las particulas en solucién.

Imaginando una cubeta en donde las particulas se encuentran en estado
estacionario y son iluminadas por un laser, la luz dispersada en un angulo de 90°
forma un patron de dispersion conocido como patrén de diagrama de speckle,
formado por todas las interferencias constructivas y destructivas de luz dispersada
(Figura 17).

Incident
Beam

Laser

Figura 17. Representacién esquematica de un patrén de puntos con intensidades variables,
dependiendo de la suma de las interferencias de las ondas de luz dispersadas por las particulas

en solucién. Adaptado de ref*®

En la Figura 17, los puntos oscuros son formados cuando dos ondas desfasadas
tienen una conformacién destructiva y se cancelan la una a la otra; los puntos claros,
representa las ondas que llegan en fase y se forma interferencia constructiva (Figura
18).
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Figura 18. La sefal observada depende de la adicién de fase de la luz dispersada que cae sobre
el detector. En el ejemplo A, dos haces interfieren destructivamente resultando en una
disminucién de la intensidad detectada. En el ejemplo B, dos haces interfieren constructivamente

resultando en un aumento de la intensidad detectada. Adaptado de ref®®

Para un sistema de particulas bajo movimiento browniano, el patron de manchas en
el detector del equipo estaria en cambio constante en el tiempo. El ritmo con el que
cambia dependera del tamafio de las particulas. Las particulas pequefias se
moveran mas rapido y por lo tanto la fluctuacion serd mayor (Figura 19). Para

cuantificar esta variacion se utiliza la funcién de auto correlacion.

Intensidad

Mo/ |®®

a tiempo
Intensidad
b tiempo

Figura 19. Esquema de las fluctuaciones de intensidad medidos para particulas grandes (a) y

pequeias (b).
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La funcion de correlacion mide el grado de cambio entre dos sefiales, o consigo
misma (auto correlacién) dentro de intervalos de tiempo definidos. Si los intervalos
de tiempo tomados son comparados consigo mismos dentro de periodos de tiempo
muy extendidos, para un movimiento aleatorio, la correlacion entre esas dos sefiales
sera nula. Si por el contrario, tomamos intervalos de tiempo muy pequenos, las

sefales tendran una fuerte correlacion®.

El tiempo en que el correlograma tarda en caer significativamente es un indicativo
del tamafo de particula medio. Cuanto mas pronunciada sea la caida, menor es la
dispersion en la muestra. En contrapartida si se extiende mas el decaimiento, mas

dispersa es la muestra (Figura 20)°°.

Coeficiente de auto-correlacion
Coeficiente de auto-correlacion

tiempo tiempo

Figura 20. Esquema mostrando las diferencias de los correlogramas de dos muestras con
particulas de distinto tamafo. Se observa que para el caso de que las particulas sean pequefias, la
correlacion de la sefal decae rapidamente (a), mientras que para el caso de particulas grandes lo

hace mas lentamente (b). Adaptado de ref>®

Como se expuso las particulas en solucidn se encuentran en constante movimiento y
esto causa que la luz dispersada fluctue con el tiempo. Los algoritmos empleados en
computadoras construyen una funcién de autocorrelacion G(r) dependiente del
tiempo y la intensidad:
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Go)=<I).I(t+71) > (18)
donde 1 es el tiempo de muestreo.

Para un gran numero de particulas monodispersas en movimiento Browniano, la

funcion de autocorrelacion se ajusta a un decaimiento exponencial:

G(t) = A[1 + Bexp(—2IT)] (19)
donde A representa la linea de base de la funcion y B es una constante asociada al
equipo

— 2
T = Dq (20)
donde D es el coeficiente de difusion.
g = (41tn/Ao ) sin (6/2) (21)

donde n es el indice de refraccion del medio, Ay la longitud de onda del laser

irradiante, y 0 el angulo de la luz dispersa.
Para muestras polidispersas, la ecuacion puede ser escrita como
G(1) = A1 + B g1(1)7] (22)

donde g1 es la suma de todos los decaimientos exponenciales contenidos en la

funcion de correlacion. *°

El tamafo es obtenido de la funcion de autocorrelacion usando varios algoritmos. El
problema puede ser resuelto de dos maneras: o bien se ajusta la funcion por una
exponencial unica, para obtener el tamano promedio, o por una exponencial multiple

(minimos cuadrados) para obtener la distribucién de tamafos de particulas.

La distribucién de tamafios se obtiene del grafico de la intensidad relativa de la luz
dispersada por las particulas en funcidén del didmetro. Si la distribucidén de intensidad
tiene un Unico maximo, entonces no tiene mucho sentido hacer la conversiéon a una
distribucién de volumen utilizando la teoria de Mie®’. Sin embargo, si el grafico
muestra una cola sustancial, 0 mas de un pico, entonces la teoria de Mie puede

hacer uso del parametro de entrada del indice de refraccion de la muestra para
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convertir la distribucion (d) de intensidad en una distribucién de volumen. Esto dara
una vision mas realista de la importancia de la cola y/o el segundo pico presente. En

términos generales, se vera que: d(intensidad) > d(volumen) > d(niimero).*®

Para ejemplificar estas transformaciones, se toma las diferencias entre la intensidad,
el volumen y la distribucién numérica de 2 poblaciones de particulas esféricas de 5
nm y 50 nm de didmetro presentes en numeros iguales. Si se representa
graficamente una distribucion numérica de estas poblaciones, presentes en iguales
cantidades, se obtendrian 2 picos (de 5 y 50 nm) con una relacién 1:1. Si esta
distribucion numérica se convirtiera en volumen, entonces los 2 picos cambiarian a
una proporcion de 1:1000 (porque el volumen de una esfera de 50 nm de diametro
es mayor que uno de 5 nm). Por ultimo, convirtiendo la grafica en una distribucion de
intensidad, se obtendria una relacién de 1 :1000000 entre los 2 picos (porque la
intensidad de dispersion es proporcional a of (de acuerdo con la aproximacion de

)55.

Rayleigh
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Reactivos

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico y fueron usados como se
recibieron sin mayor purificacion: nitrato de plata (AgNO3 99%, Biopack™); citrato tri-
sodico (TSC 99%, Carlo Erba™); acido citrico (99.5%,Sigma-Aldrich™); borohidruro
de sodio (NaBH4,98%, Sigma-Aldrich™); peroxido de hidrogeno (H20», 30% v/v,
Mallinckrodt™); dioctilsulfosuccinato de sodio (NaAOT, 98%, Sigma-Aldrich™);
almidoén soluble (pureza analitica, Merck™). El agua usada durante toda la
investigacion fue de calidad Milli-Q™ con resistividad mayor a 18.2 MQcm. Para el
crecimiento de las bacterias, se empled un medio de cultivo Luria-Bertani (low sall)
(LBIs): 10 g de Bactotriptona, 5 g de Levadura, 5 g de Cloruro de Sodio (NaCl), 10 g
Agar, pH 7; controles positivos: Ampicilina Lachifarma™, AgNOs; 100 mM y 1 yM; E.

coli cepa DH5q.

Equipos

Los espectros UV-Vis fueron adquiridos en un espectrofotometro Shimadzu UV-1603

y en Analytik-Jena 2000, empleando cubetas de plastico de 1 cm de paso 6ptico.

Las imagenes de microscopia electronica fueron tomadas con un Microscopio
Electronico de Transmision (TEM) JOEL Microsopy JEM modelo 1010. Las muestras

fueron depositadas sobre gradillas de carbono, con evaporacién natural al aire.

Los experimentos electroquimicos fueron llevados a cabo con un potenciostato
Voltamaster 3000 de la firma Radiometer y analizados con el software Voltamster4
MFC.

Para la purificacidbn de nanoparticulas se emple6 una centrifuga Sigma modelo
D37520.

Consideraciones generales

Todo el material de vidrio fue previamente lavado con una mezcla sulfonitrica,

HoSO4/HNO;3 (1:1 v/v), por unos minutos y posteriormente enjuagado con agua ultra

pura. Previamente a cualquier sintesis de nanoparticulas, se preparan soluciones
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acuosas frescas de AgNOs;, NaAOT, acido ascérbico, TSC y NaBH4. En especial
las soluciones de NaBH4 deben prepararse en bafo de hielo y usarse de inmediato

para evitar la hidrélisis del reactivo *°.

Para la formacién de AgNPe, se sigue la sintesis reportada por Jianget al.**®°

Brevemente, se colocan 35.6 mL de H>O ultra pura en un matraz de fondo plano de
100 mL y se agregan consecutivamente 2 mL deAgNO; 0.01 M, 2 mL de una
disolucion de dioctilsulfosuccinato de sodio (NaAOT) 0.02 M, 120 uL de acido citrico
0.1 My 180 pL de acido ascérbico 0.1 M. Se mantiene con agitacién constante y se
inicia la reaccion con 100 pL de NaBH4 0.001 M, manteniendo la agitacion por 30
min adicionales. Una vez terminada la sintesis, las nanoparticulas son diluidas al
medio en una solucion de almidéon 1 pg/mL como agente de recubrimiento y

posteriormente usadas o almacenadas en heladera a 4°C.

Para la sintesis de AgNPt se sigue el protocolo descrito por Zhanget al.??. En breve,
a 24.2 mL de agua ultra pura en agitacion vigorosa, se le agregan consecutivamente
50 pyL de AgNO3; 50 mM, 500 pyL TSC 75 mM, 60 pL de H»O2 30% y se inicia la
reaccion con la adicion de 250 pyL de NaBH4 0.1 M. La solucion incolora cambia a un
color amarillo claro casi instantaneamente, pasando rapidamente por los colores
rojo, verde y finalmente azul a los ca. 3 min. Las mismas son usadas o guardadas en
heladera a 4°C.

UV-Vis
Todos los lotes de AgNPs fueron caracterizados en una primera instancia por
espectroscopia UV-Vis como método de rutina, dado que esta metodologia aporta

informacion relevante sobre la morfologia y el tamafio de las AgNPs.

TEM

Las imagenes fueron adquiridas con una aceleracion electrénica de 100 keV,
después depositar a temperatura ambiente 10 yL de una solucion conteniendo
nanoparticulas sobre una grilla de cobre. Las imagenes fueron analizadas con el

software de uso libre Image J. Para el analisis estadistico de los tamafios de
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particulas se contabilizaron entre 100 y 500 nanoparticulas, utilizandose el
programa Prism Graph Pad 6c¢.

DLS

Tanto el agua ultrapura como las muestras se filtraron (tamafo de poro promedio de
0.45 pym) y todo el material fue cuidadosamente lavado, para eliminar el polvo. Las
medidas de dispersion de luz fueron obtenidas con un equipo de la firma
Brookhaven, en solucion acuosa a 25°C con una fuente de luz laser a 659 nm, un
angulo de medida de 90°C vy utilizando un algoritmo de distribucion de tamafio de
tipo continuo. Se realizaron 6 corridas de 10 min cada una, y se estableci6 un

algoritmo de filtro de polvo del 30%.

La sintesis a tiempo real se siguio llevando a cabo la reaccion en la propia celda del
espectrofotometro. Para ello se ajustd el protocolo de sintesis manteniendo la
proporcion entre los reactivos a volumen total de 3 mL. La reaccion de sintesis es
seguida espectrofotométricamente con agitacion magnética a 400 rpm y los
espectros son tomados, con una resolucién de 2 nm a una velocidad de 200 nm/s en

el rango 300—-900 nm.

Se colocd 1 mL de solucidn en las celdas espectrofotométricas y se almacenaron a
4°C. Dado que una pequena-pero significativa- fraccion de las nanoparticulas puede
agregarse y adherirse a las paredes de la cubeta, los espectros electronicos fueron

normalizados para su comparacion.

Para la cuantificacion de plata libre, se puso a punto la técnica de stripping anddico
en una celda compuesta por tres electrodos: carbono vitreo como electrodo de
trabajo, un alambre de platino como contra electrodo y un electrodo de hidrogeno
como electrodo de referencia. El electrodo de referencia es preparado en cada
ensayo a partir de una soluciéon 0.1 M H.SO, que llena una camara de vidrio
conteniendo al electrodo de platino, y que queda separado de la disolucién de
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trabajo mediante un capilar de Luggin. Para el desprendimiento de hidrégeno se
emple6 una bateria de 9 V, usando un alambre de platino como contra electrodo.

Para la electrodeposicion de plata metélica en el electrodo de trabajo se us6 una

crono amperometria aun potencial de -50 mV durante 7 min.

El stripping anddico fue realizado con un potencial de onda cuadrada en un barrido
desde los 300 a 1100 mV a una velocidad de 125 mV/s y una frecuencia de 25 Hz.

Para la limpieza de electrodo se utiliza una repeticion de la secuencia de potencial
de onda cuadrada y una cronoamperometria a un potencial de 900 mV durante 5
min.

El programa de medida se esquematiza en la siguiente secuencia:

Potencial de onda cuadrada (Comprobacién de electrodo)

Cronoamperometria (Deposicion)

Potencial de onda cuadrada (Medida)

Potencial de onda cuadrada (Limpieza)

Cronoamperometria (Limpieza)

Potencial de onda cuadrada (Comprobacion de Limpieza)

Entre cada paso de las secuencias, el sistema permanece bajo potencial controlado
y se mantiene una leve agitacion durante toda la secuencia para homogeneizar la

solucién.

Se realiza una curva de calibracion en el rango de 0.25 yM a 2.73 yM de AgNOs.
Las soluciones a cuantificar deben estar libres de nanoparticulas, para ello se toma
una solucion de AgNPt recién sintetizada (A) la cual se centrifuga durante 40
minutos a 13.000 rpm. Posteriormente el sobrenadante es guardado en heladera
durante 6 dias (B) y el pellet a temperatura ambiente (C). El pellet es re suspendido
en agua ultra pura y ambos son centrifugados durante 2 hs a 13.000 rpm (Figura
21). Al finalizar estos pasos se obtienen como resultados dos soluciones libres de
nanoparticulas (de acuerdo con las medidas espectrofotométricas Figura 33), una de
ellas con los iones plata que no sedimentan (D) y otra con los iones plata que las

43



nanoparticulas liberaron durante los 6 dias en condiciones de concentracion y

temperatura ambiente (F).

D Sobrenadante

Centrifugado 13.000 rpm
2hsa 4°C

B

Sobrenadante 4°C

E

A Centrifugacion

Sintesis 13.000 rpm 40 min 4°C

F Sobrenadante

C

Pellet, 6 dias a

temperatura ambiente  Centrifugado 13.000 rpm
2hsa 4°C

G Pellet

Figura 21. Esquema de purificacién por centrifugacion. La sintesis de AgNPt (A), es centrifugada a

13.000 rpm durante 40 min a 4°C, obteniéndose el pellet G y los sobrenadantes E y F. El

sobrenadante D se obtiene luego de una segunda centrifugacién a 13.000 rpm durante 2 hs a 4°C.
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Se siembran 100 yL de un cultivo fresco de E. coli, crecido durante toda la noche,
con una absorbancia ajustada a 0.1 u.a. para una longitud de onda de 600 nm.
Luego las bacterias se diseminan uniformemente por rastrillado en placas plasticas
de Petri con medio de cultivo LB. Los circulos de papel de 6 mm de diametro fueron
sumergidos en las soluciones de analisis y se depositaron en la superficie de las
placas de Petri, dejando el sistema en reposo por 10 min. Las placas se incubaron a
37°C en estufa durante 24 hs.

Sensor H,0,

Se realizan diluciones seriadas del H>O» 30% v/v (en el rango de 10 - 10° M), y se
agregan volumenes de 5 pyL sobre 1 mL de una solucién fresca de AgNPt. Los

cambios colorimétricos observados se siguen por espectrofotometria UV-Vis.

Caracterizacion de las nanoparticulas

El espectro de absorcion de las AgNPe (Figura 22), muestra una banda de absorcion
centrada en 400 nm en concordancia con lo esperado de acuerdo con la teoria de
Mie'®, confirmando a su vez la presencia mayoritaria de particulas esféricas o cuasi-
esféricas, como se observa en las imagenes TEM (Figura 23), y la ausencia de
sefales correspondientes al momento cuadrupolar, que seria visible para
nanoparticulas con tamafos superiores a los 50 nm. Por su parte, las soluciones
coloidales de AgNPt muestran una banda de absorcion con un maximo a ca. 760
nm, un hombro entre 430 y 500 nm y una pequefa contribucion a 320 nm
correspondiente al modo dipolar de vibracion en el plano, al modo dipolar fuera del
plano junto con el cuadrupolar en el plano, y al modo cuadrupolar fuera de plano
respectivamente (Tabla 1).
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AgNPe AgNPt
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Figura 22. Izquierda, espectro de AgNPe; derecha, espectro AgNPt.

Las imagenes obtenidas por TEM son mostradas en la Figura 23 izquierda donde se
observa a las AgNPt que muestran una forma triangular truncada en sus vértices y

en la Figura 23 derecha las de forma esférica.

100 nm . R
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Figura 23. Imagenes TEM, Izquierda, AgNPt; Derecha, AgNPe.

A partir de las imagenes se construyen los histogramas para la distribucion de
tamano de las AgNPs. Los resultados muestran esferas con 10.3 nm de diametro

(83.3 nm® de area) y triangulos con un area de 722.4 nm? (25 nm de altura) (Figura
24).
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Por su parte, las medidas por DLS (Tabla 2 y 3) presentaron un diametro
hidrodinamico promedio de 29.06 nm para AgNPt, valor que se encuentra en
concordancia con el calculado a partir de los datos del TEM. Sin embargo para las
AgNPe obtenemos un diametro promedio de 27.27 nm, siendo éste casi 3 veces
mayor al obtenido por imagenes TEM. Esto se atribuye a que las AgNPe se
encuentran recubiertas por macromoléculas de almidén, el cual no puede ser

visualizado por TEM.

Frecuencia de distribucion, diametro AgNPe Frecuencia de distribucién, area AgNPt

80 40
Media geometrica = 10.27 nm
IC 95% = 5.53- 19.07nm

Media Geometrica = 722.4 nm
IC 95% = 656.8- 795.8 nm

[=2]
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[
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Figura 24. Histogramas de distribucion del tamafio de las AgNPe (izquierda) y AgNPt (derecha).
los graficos muestran distribuciones de tipo log Normal con medias geométricas a 10.27 nm de

didametro y 722.4 nm? de érea respectivamente.
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Diametro efectivo

Polidispersion

indice de linea base

29.37 0.124 10.0
29.02 0.138 9.9
28.97 0.135 9.9
28.84 0.139 9.6
29.04 0.125 8.4
29.14 0.128 7.5
29.06 0.131 9.2
0.07 0.003 9.2
0.18 0.007 1.0

Tabla 2: Medidas de DLS de las nanoparticulas triangulares. El didmetro efectivo promedio es de

29.06 nm.
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e I N
_ Diametro efectivo ~ Polidispersion indice de linea base
_ 27.13 0.31 5.30
_ 27.02 0.31 5.70
_ 26.91 0.31 5.23
_ 27.26 0.31 2.29
_ 28.01 0.31 1.08
_ 27.27 0.31 3.92
_ 0.19 0.00 0.94
_ 0.44 0.00 2.09

Tabla 3: Medidas de DLS de las nanoparticulas esféricas. El didmetro efectivo promedio es de

27.27 nm.

Seguimiento de la reaccion de sintesis AgNPt

En la Figura 25 se muestran los espectros tomados desde los 0 a los 176 s de la
reaccion de sintesis de AgNPt. Como muestran las gréaficas la nucleacion de
particulas se da casi inmediatamente mostrando un maximo a 400 nm a los 39 s,
caracteristico de nanoparticulas esféricas con ca. 50 nm de didmetro ya que se ve
la banda correspondiente al modo cuadrupolar'®. Inmediatamente después se
observa que el maximo de las AgNPe comienza a disminuir aumentando en su lugar

la banda de absorcion centrada en 760 nm, caracteristico de AgNPt (Figura 22).
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Figura 25. Seguimiento espectrofotométrico de la reaccién de sintesis de AgNPt entre 0-176 s de

reaccion (A); entre 0-76 s (B); entre 73-176 s (C).
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Evaluando puntualmente las absorbancias a 400 y 750 nm caracteristicas de las
nanoparticulas esféricas y triangulares respectivamente (Figura 26), se observa que
los primeros nucleos esféricos se forman entre los 27 y los 39 s, siendo su maxima
concentracion a los 39 s. Posteriormente, la absorbancia a 400 nm comienza a
disminuir mientras que aumenta concomitantemente la absorcién a 750 nm. Esto
sugiere que la morfologia triangular se forma a partir de una transformacion de los
nacleos esféricos. Estos resultados confirman los estudios de sintesis reportados por

Zhang y Yin%.

Cinética de reaccion a 400y 750 nm
1.0

- 400 nm
0.8+ —— 750 nm
© 0.6+
2 |
3 04
2 )
0.2+
0.0 -1 T ]

I 1
0 30 60 90 120 150 180
t(s)

Figura 26. Cinética de reaccion para la formacién de AgNPt seguida espectrofotométricamente a

400 y 750 nm.

El peréxido de hidrogeno es conocido por su alto poder oxidante. Su potencial
estandar varia dependiendo del medio de reaccién: 1.763 V y 0.867 V para un medio
acido y alcalino respectivamente. Ambos valores son superiores al de la cupla
Ag'lAg (E° = 0.7996 V). Esto indica que en un principio el peréxido puede ser un
buen agente oxidante de la plata metélica. Por su parte es bien sabido que el NaBH4
actla como agente reductor de los iones Ag*, lo cual indica que se genera como
resultado de un mecanismo complejo en el que se superponen ambas reacciones
opuestas: la reduccion de la plata por el borohidruro y la disolucion de las

nanoparticulas de plata generadas por la presencia del H2O..
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La sintesis de AgNPt se produce en distintas etapas sucesivas donde el color de la
solucién se torna amarillo claro inmediatamente después del agregado del agente
reductor. Al cabo de 3 min, la solucion se torna de color amarillo intenso y en menos
de 1 s la solucion se torna roja, verde y vuelta al amarillo intenso, oscilando

brevemente hasta llegar a un color azul (ver video en el cd adjunto).

Para entender esta reaccion se propone un mecanismo posible para la formacién de
particulas planas (Figura 27): con el agregado de NaBH. los iones plata son
parcialmente reducidos para formar de pequenas nanoparticulas, las cuales son
temporalmente estabilizadas por la adsorcion del citrato. Al mismo tiempo, el
crecimiento de las particulas pequefas es inhibido por la disolucién del H,O,. Como
resultado, obtenemos un equilibrio dinamico entre la reduccidon y la oxidacion. La
plata se mantiene en la forma de pequenas particulas las cuales presentan un
plasmon de resonancia con un maximo en 400 nm, mostrando a simple vista un
color amarillo. Cuando el NaBH4 es consumido, quedando unicamente el citrato
como posible agente reductor y agente de recubrimiento, lo que se traduce en el
crecimiento de nucleos con estructuras variadas. Debido a la coordinacion
preferencial del citrato con el plano {111}'® de la nanoparticula y la presencia del
oxidante fuerte (H20), los ndcleos de plata contienen un sin fin de defectos,
incluidos los defectos gemelos'® que favorecen el crecimiento anisotropico de forma

plana.

Si bien este fendmeno es notorio en la reaccidbn macroscépica, no fuimos capaces
de detectarlo con el espectrofotdmetro, esto puede ser debido a que la velocidad con
la cual el equipo toma el espectro completo no es lo suficientemente rapida (4
segundos). También es relevante aclarar quela sintesis en matraz (volumen de
reaccion 25 mL) el color amarillento aportado por las nanoparticulas esféricas
aparece inmediatamente al agregar el NaBH4, mientras que el color azul aportado
por los nano tridngulos se observa a los 180 s. En cambio, cuando la reaccion ocurre
en la cubeta podemos ver que el espectro a 400 nm obtiene su valor maximo a los
39 sy el pico de nano triangulos a los 107 s. Estas diferencias se atribuye a cambios
en los volumenes de reaccion, en la geometria de la celda de reaccion, y en la
velocidad de agitacién, lo cual muestra también indicios de que la sintesis sigue un
control cinético, consistente el crecimiento de nanotriangulos®. El cambio en la
geometria de la celda afecta la resolucion de los espectros, dado que, pese a las
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precauciones tomadas, la agitaciébn en un recipiente de tales dimensiones no es
perfecta y algunas burbujas pequenas (que surgen del desprendimiento del Hy por
parte del NaBH,) quedan temporalmente atrapadas en las paredes de la celda. Pese
a estas dificultades experimentales, se observa claramente la evolucidén del espectro
con el corrimiento sucesivo de los maximos hacia longitudes de onda de menor
energia. Esto sugiere que la sintesis de AgNPt se produce a partir de semillas
esféricas que evolucionan por un mecanismo controlado cinéticamente, que se
genera como consecuencia de dos reacciones opuestas que ocurren en simultaneo
con el perdxido de hidrogeno y el borohidruro de sodio como agentes oxidante y

reductor.

H,0,
£ onidacion™
Ag+ NaBH, . . Formacion de .
+ Nucleacién . Defectos ] . .
Ag e Ly

Continua el equilibrio | Unidn del Citrato
dindmico entre las preferencialmente al
reacciones de O y R plano {111}

Ag’ Ag’ Ag'
Ag* - Reorganizacidn Ag" - Reorganizacin AE. Ag+

atémica atdmica
Ag
Ag' Ag*
Ag! Ag'

Figura 27. Esquema de reaccion sintesis de AgNPt. Los iones Ag+ son reducidos por el NaBH, y
luego oxidados por el H,O, en reacciones inversas que generan errores de apilamiento atomico,
los cuales favorecen un crecimiento cristalino con formas anisotropicas. La union preferencial del
citrato al plano {111} modifica las velocidades de crecimiento en los planos. La morfologia de las
AgNP sigue avanzando con el tiempo hacia estructuras mas estables mediante reorganizamiento

atémico, sin la perdida de atomos.
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Efecto del H.0-»

Las AgNPt resultan extremadamente sensibles al H2O, incluso a concentraciones
muy bajas (Figuras 28 y 29). Este ultimo, es capaz de oxidar la plata metalica
influyendo en la morfologia y tamafo de las AgNPt y por lo tanto alterando su
espectro de absorcion. La alta reactividad de las nanoparticulas de plata con el H,O»
abre la puerta a la posibilidad del uso de esta cualidad para la confeccion de un
sensor colorimétrico. En la Figura 28 se observan los espectros normalizados
tomados a los 55 s luego del agregado de 5 pyL de H>O,. La presencia de H20O-
genera un corrimiento gradual del espectro hacia zonas de mayor energia. Estos
resultados sugieren que el efecto del perdxido se vincula con el proceso de
oxidacion de los vértices de los nanotriangulos, los cuales evolucionan a nano

discos, evidenciados por su maximo de absorcion a ca. 600 nm?>,

Diluciéon x103

=100 — Oseg
— 55seg
— 106 seg
— 160 seg
212 seg

Abs (u.a.) Normalizada

600 800
1 1

Longuitud de onda (nm)

Figura 28. Agregado de 5 pL de H,O, 0.030% v/v a 1 mL de AgNPt. Los espectros son medidos a
los tiempos 0, 55, 106, 160 y 212 s.
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50- — Dil.x105 & 7007
— Dil.x10®
600+
| | | |
400 600 800 1000 10¢ 10> 10% 103 102

Longuitud de onda (nm) Concentracion log (H,0;)

Figura 29. Espectros de las AgNPt frente a distintas diluciones del H,O, 30% v/v (A). Posicion del

maximo de absorcién con respecto al logaritmo del factor de dilucion del H,O, agregado (B).

Efecto del NaBH,

El efecto del borohidruro en la reaccion de sintesis de AgNP fue estudiado por

Botasini et al.®

En sus experimentos demuestran que el proceso de sintesis conlleva
un control cinético, el cual se ve afectado por la relacion molar AQNOs/NaBH4 (Figura
29). Para relaciones molares altas, las formas termodinamicamente estables como la
esférica se ven favorecidas, que a nivel molecular puede entenderse como un
aumento en la probabilidad de colisiones atdbmicas que permite un crecimiento
uniforme en todas las direcciones de los nucleos originales. Mientras que para
relaciones molares bajas, la forma triangular se muestra dominante en el proceso

(Figura30cye).
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Figura 30. Espectro UV -Vis -NIR entre 300 y 900 nm de nanoparticulas de plata, sintetizados con
diferentes relaciones molares AgNOs/NaBH,: de derecha a izquierda 0,0025, 0,005, 0,01, 0,025, 0.05
(a). Imagenes TEM tomada de la muestra con una relacion molar NaBH4,/AgNO; de 0.005 (b).
Distribucion de la forma de nanoparticulas en la muestra con relaciéon molar NaBH,/AgNO; de
0.005 (c). Imagen TEM tomada de la muestra con la relacibn molar mas alta: AgNO; NaBH, de
0.05 (d). Distribucién de la forma de nanoparticulas para la muestra con una relacién molar

NaBH,/AgNOs de 0.05 (e). Adaptado de Ref. 23

Estabilidad de las nanoparticulas

Los espectros normalizados de AgNP (Figura 31) muestran distintos
comportamientos para los nanotriangulos y nanoesferas. El espectro de las AgNPt
experimentan un corrimiento de su maximo a 720 nm hacia la region del azul,
alcanzando la estabilidad a los 30 dias. Esto puede deberse a un truncamiento de
las puntas y/o al aumento en el tamafio de las nanoparticulas por agregacién'®. El
hombro desaparece al 6° dia, mostrando un corrimiento hacia el rojo, quedando

oculto por la vibracién dipolar en el plano.

En base a los resultados observados, concluimos que la reaccion sigue avanzando,
haciendo crecer las particulas, moldeandolas en una forma mas energéticamente

favorable 236",

Por su lado, las AgNPe recubiertas con almidén luego de pasados 50 dias desde su
sintesis muestran un espectro inalterado, confirmando la estabilidad y uniformidad

de la disolucion coloidal.
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Si el proceso de evolucibn de nanotriangulos a nanodiscos se genera por un
mecanismo de oxidacién de los vértices, es l6gico suponer que con el correr del
tiempo se generen una mayor cantidad de iones Ag* en las soluciones de
nanoparticulas planas, en comparacion con las esféricas. Sin embargo, como se
vera mas adelante, el proceso de maduracion de nanotriangulos a nanodiscos se
produciria como consecuencia de un reordenamiento atémico interno de las

particulas, mas que por un efecto de oxidacién de los mismos.

AgNPt AgNPe
— Dia1 _ Dia
% 100 — Dia?2 § 100+ — D': S
§ - Dee S Dia 20
© . © — 1
£ — Dia10 £ .
‘z‘5 Dia 15 g 5 B:: 2(1)
50 . z -
- Dia 20 N: — Dia50
3 — Dia24 3
8 — Dia30 F
< — Dia35 <
0 T T T = . v T T T
400 600 800 1000 — Dia41 400 600 800 1000
Longuitud de onda (nm) Longuitud de onda (nm)

Figura 31. Espectros normalizados para AgNPt (panel izquierdo) y AgNPe (panel derecho), las

disoluciones fueron almacenadas a 4°C y analizadas periddicamente.

Cuantificacion de la liberacion de Ag* por AgNPt mediante voltamperometria
de stripping anddico

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas no se limita a un solo elemento,
pudiendo la forma, el tamafo, la composicion, la liberacibn de iones o una
combinacion de todas estas estar involucrada. Mediante la técnica de
voltamperometria de stripping anddico originalmente se esperaba poder detectar y
cuantificar la concentracién de Ag* resultantes de la oxidacion de las nanoparticulas,
para asi poder determinar si son tan solo los iones los responsables de la actividad
bactericida, o si existe un efecto propio de la naturaleza nanométrica de las
particulas.
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Es importante resaltar que el protocolo utilizado llevé un amplio periodo de
optimizacién debido a que se inicid utilizando un electrodo de referencia de AglAgClI

como indicaba la bibliografica consultada®®?

. Sin embargo los potenciales de
oxidacién de la plata aparecen a 0.27 V vs AglAgCI (Figura 32), quedando por
debajo del potencial esperado para la oxidacion de la plata. Mas aun este valor de

potencial se encuentra reportado como el potencial redox del par AglAgCI®*.

65 uM Ag+
25
20
e 15
4
< 10
Ty A
1
ol [ ] /\AA[\WN
0 200 400 600 800
E (V) vs Ag/AgCL

Figura 32. Medida de strjpping anddico para un concentracién de Ag* 65 uM usando Ag|AgCl

como electrodo de referencia.

Si bien el corrimiento hacia potenciales menores existe y es esperable para sistemas
irreversibles con bajas concentraciones de iones, la diferencia era demasiado grande
como para deberse a un efecto de UPD (under potential deposition)®®, a un efecto
difusional o al tamafio de los clusters depositados. Por otro lado al realizar los
blancos se pudo incluso evidenciar la presencia de trazas de iones Ag* aun después
de lavar cuidadosamente el material. Revisando la bibliografia, notamos que este
defecto también se observaba en algunos trabajos publicados®®. Tomando en cuenta
que la unica fuente posible de plata era el propio electrodo de AglAgCI utilizado de
referencia, se remplazd el mismo por el electrodo normal de hidrogeno. El potencial
de oxidacion de la plata se corrid a 0.6 V lo cual es coherente con los corrimientos
esperados respecto del valor estandar®®, no observandose ninguna sefial en los

blancos realizados.
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PREPARACION DE LA MUESTRA

Para realizar las medidas de stripping debemos contar con soluciones libres de
nanoparticulas, ya que las mismas podrian interferir con la medida. Después de
terminar con el proceso de purificacion (como se indica en la seccién de Materiales y
Métodos), se realiza un espectro a los sobrenadantes para verificar su pureza
(Figura 33). En el sobrenadante D encontramos una traza de nanoparticulas con un
maximo a 400 nm posiblemente producto de pequefias particulas esféricas que no
logran precipitar. Asumiendo una proporcion lineal entre la concentracion de las
particulas y la absorbancia en el rango de 0.1 - 0.001 unidades de absorbancia (u.a.)
se calcul6 el porcentaje de particulas remanentes tomando la absorbancia a 400 nm
para el sobrenadante D y el espectro a t, previo a la purificacion. Se obtiene que el

1.4% del total de AgNP sigue presente después del proceso de purificacion.

No se encontrd ningun rastro de particulas en el espectro medido del sobrenadante
F, lo cual indica que en la primera centrifugacion se genera una separacion de las
particulas segun su tamafo, llevando las mas grandes al pellet y dejando las mas
pequenas todavia en suspension. De esta manera recién luego de una segunda
centrifugacion se logra un sobrenadante 100% libre de particulas (de acuerdo con

las medidas espectrofotométricas).
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A partir de las medidas para los agregados de AgNO; (Figura 34) se construye la
curva de calibracion entre la intensidad de la senal electroquimica vs. la

concentraciéon de AgNOs.

Sobrenadantes

w

— Fraccion D
— Fraccion F

Abs x 10-3 (u.a.)

T =

I ] I
400 600 800
Longuitud de onda (nm)

Figura 33. Espectros de las Fracciones D y F después del proceso de purificacion.
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Figura 34. Medidas de stripping anddico para los agregados sucesivos de 5 puL de AgNOs 500 pM.
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Curva Calibracion AgNO,

50
Pendiente:1.591e-5 + 4.219e-7
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2 30'
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Figura 35. Curva de calibracién empleada para la cuantificacién de los iones plata en solucién. El
grafico muestra un comportamiento lineal entre la intensidad del pico de oxidaciéon y la

concentracién de los iones plata con un buen indice de ajuste (r=0.9965).

Analizando las medidas de los sobrenadantes, empezando por la fraccion D (Figura.
36), se obtuvieron para dos tomas independientes, picos de 13.75 y 15.00 pA, cuyo
promedio interpolando en la curva de calibracion y ajustando por la dilucion al medio,
determina que la concentracion de Ag* sea de 0.90 uM. Teniendo en cuenta que la
concentracion original de AgNOs en la sintesis de las nanoparticulas era de 0.1mM
(y considerando que toda esta cantidad se reduce completamente), el 1.4%de este
valor corresponde al remanente de plata que no alcanza a separarse en el primer
centrifugado. Esta cantidad equivale a una concentracion de iones plata de
aproximadamente 1.4 yM. En resumen, el remanente de nanoparticulas no es en
realidad despreciable, siendo posible que en un medio acido la mayor parte de las
mismas sufran un proceso de disolucibn que interfiere con las medidas
electroquimicas. Teniendo esto en cuenta se decidi6 realizar una segunda

centrifugacion.

Las medidas sobre la fraccion F, centrifugadas por segunda vez, no mostraron sefial
alguna de la presencia de iones. Teniendo en cuenta este resultado junto con lo
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expuesto sobre la baja estabilidad de las particulas, vemos que las mismas
evolucionan de morfologia sin pérdida de atomos detectable. Este fenbmeno se
explica apoyandose en la termodindmica, donde el sistema intenta disminuir su
energia mediante la evolucion a formas méas estables. Resulta evidente que los
atomos en los vértices de los triangulos son termodinamicamente mas desfavorables
que aquellos encontrados en el centro de la particula, por lo que podriamos estar
ante un fenémeno de reordenamiento atomico donde los atomos mas inestables
migren de posicion dentro de la particula para encontrar un estado de menor
energia. En 1896 basandose en hechos empiricos, Ostwald®” propuso una teoria
qgue plantea el desacople de un &tomo de una red cristalina, para re-ensamblarse en
otra con el solo fin de disminuir su energia en un proceso puramente termodinamico.
Esto supone que pequenas particulas de atomos sean disueltas para ensamblarse
en grandes particulas. Recientemente, en 2015, este fenbmeno fue reportado y
capturado en video' a través de imagenes TEM de alta resolucion por Chung et al.%,
Quienes proponen que la barrera de activacion para el proceso de desacople de la

red cristalina es incluso menor a la energia necesaria para ensamblar el cristal'>¢"%,

'Wer video en: https:/www.youtube.com/watch?v=q-JvrkFVGNw
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Figura 36. Medidas de stripping anddico por duplicado para las fracciones D y F del purificado de

AgNPt.
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Como se observa en la figura 37 A, el control negativo muestra que las bacterias
crecen en las condiciones normales de cultivo. Por su parte se emplearon tres
controles positivos: uno con ampicilina y dos con iones plata con concentraciones de
[Ag] = 0.1 mM y 1 uM, observandose en todos los casos el halo de inhibicidn

caracteristico del efecto antibacteriano.

El uso de AgNPs para inhibir el crecimiento microbiano se encuentra ampliamente
reportado’>"%7"2. Sin embargo, para nuestra sorpresa, los resultados demuestran un
efecto nulo de las AgNPt y AgNPe sobre |la cepa de E. Coli utilizada (Figura 36). Este
resultado se atribuye a la falta de liberacion de iones plata por las AgNPs como se
evidenciaba en los experimentos electroquimicos. Este resultado concuerda con los

experimentos de Yang et al.”®

, quienes estudian la influencia del medio y los
surfactantes para la disolucién de las nanoparticulas. En sus estudios demuestran
como nanoparticulas recubiertas con citrato presentan una fraccién de disolucion
menor a 0.001, mi entras que otras AgNP recubiertas con surfactantes de menor
afinidad por la plata, como la goma arabica, sobrepasan una fraccién de disolucion
de 0.2. Si tenemos en cuenta que las AgNPe presentaron una mayor estabilidad que
las AgNPt y que estas no fueron capaces de liberar cantidades de Ag™* detectables,

podemos predecir un resultado similar para las AgNPe.
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Figura 37. Actividad antibacteriana de las nanoparticulas esféricas y triangulares por difusién en
agar: Control Positivo de crecimiento (A). Control Negativo sin agente antibacteriano (SN) y
aplicando distintas concentraciones de Ag 0.1 mM, 1 uM y con ampicilina (Amp) (B). Nano
particulas triangulares en diluciones 0, 1/2, 1/4, 1/8 (C). Nano particulas esféricas con almidén en

diluciones 0, 1/2, 1/4, 1/8 (D).

Claramente la escala nanométrica por si sola no es suficiente para determinar la
efectividad bactericida de las particulas. Esto sigue la linea de trabajo de Carlson®
donde se demuestra la importancia de la composicién de las particulas ademas del
tamano, y de otros autores que postulan que directamente en realidad el verdadero
efecto bactericida queda limitado a la liberacion de Ag™ como Unicos responsables y
que el tamafo o morfologia de las particulas influye simplemente en el aumento del
area expuesta que facilita la redisolucion del metal por los agentes oxidantes del

medio.
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Dado que concentraciones tan bajas como 1 yM de AgNO; son suficientes para
producir un notorio halo de inhibicibn, se confirma que efectivamente la
concentraciéon de iones (0.9 M) medida en la fraccién D provenian de la disolucidén
del remanente de la plata durante la centrifugacion, dado que no estaban en
solucién a la hora de realizar el cultivo bacteriano; puesto que de otro modo se
deberia haber observado un halo de inhibicibn en la tira embebida de

nanoparticulas.

Los resultados muestran que ambos tipos de nanoparticulas no fueron efectivos
como agentes antibacterianos, lo cual sugiere que el tamafo no es el unico factor a
tener en cuenta para que se liberen de forma efectiva iones, que en ultima instancia
serian los responsables de la actividad antibacteriana. El fuerte poder estabilizante
del almidén y el gran tamafo que presentan las nanoparticulas triangulares, podrian
estar incidiendo en la capacidad del oxigeno de liberar iones. Por otra parte es
relevante mencionar que la concentracion de las nanoparticulas no fue un factor
clave ya que no se observé ningun halo de inhibicidn, incluso empleando una

fraccion de AgNPt concentradas en un vector de 50 por centrifugacion (Figura S2).

11.4 Conclusiones

La formacion de AgNPt se da en dos etapas, primero se crean nucleos con forma
esférica que luego, en una segunda etapa, avanzan hacia su forma triangular plana
en un mecanismo complejo de reacciones opuestas generado por el borohidruro de
sodio y el peroxido de hidroégeno. La alta reactividad de las nanoparticulas de plata
por el H,O. abre la posibilidad a la creacibn de un sensor colorimétrico, rapido,

econOmico y sensible.

Las AgNPe sintetizadas son altamente estables, mientras que las AgNPt presentan
una evolucion de la forma con el transcurso del tiempo. Confirmamos que las AgNPt
no liberan Ag*, por lo que el truncamiento de los vértices de los nanotriangulos

seguiria un mecanismo de ordenamiento interno de los atomos.

Los resultados apoyan el paradigma que plantea que la accién antimicrobiana
depende exclusivamente de la libracién de Ag®, lo cual pone en evidencia que el
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efecto del tamafo de la particula estaria vinculado simplemente con la cantidad de
plata expuesta a la oxidacion.

I1.5 Perspectivas futuras

No podemos evitar pensar en las razones por las cuales las AgNPs no fueron
capaces de detener el crecimiento bacteriano, siendo que esta claramente reportado
su efecto antibacteriano. Nuestras principales conclusiones sostienen que la
liberacion de iones plata es el factor clave para su funcionamiento, por lo tanto los
experimentos futuros tendran como objetivo buscar agentes de recubrimiento mas
débiles que permitan el acceso de los oxidantes hasta la superficie de la AgNP para
su disolucion. Otro enfoque apuntaria hacia la posibilidad de agregar al coloide un
oxidante débil, incluso un agente de recubrimiento que se “active” ante la presencia
de determinados microorganismos, de forma que se desencadene un mecanismo de
oxidacion sobre la nanoparticula para que la misma libere iones plata solo cuando
sea necesario. También es necesario investigar sobre los agentes quimicos y fisicos
que se encuentren naturalmente presentes en los ambientes capaces de disolver
lentamente la particula para permitir una liberacion de iones sostenida y prolongada
en el tiempo. Ademas, esta reportado que las AgNP son sensibles a la concentracion
de NaCl™ y pH"™, por lo que los estudios futuros también deberian contemplar el

efecto particular de estos agentes.

Por su lado, la posibilidad de crear un sensor colorimétrico rapido y econémico de
peroxido de hidrogeno con AgNPt, genera una rama completamente nueva de
estudio, donde los principales desafios serdn aumentar la sensibilidad y la
selectividad del método, asi como también estudiar el efecto de los agentes de

recubrimiento, el pH, y la concentracion de sales en solucion..
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Estudio de las Velocidades de Barrido

La puesta a punto de la técnica de stripping anddico llevo un amplio periodo de
optimizacién, un aspecto muy importante de este ensayo es la velocidad de barrido
como se explica en la seccidn 6.4, para ello, se analizaron 4 velocidades de barrido:
10, 100, 125 y 200 mV/s, (Figura S1). Para un concentracion fija de AQNO3 0.5 M, un
tiempo de deposicion de 2 minutos, usando un electrodos de carbono Vvitreo,
AglAgCl y Pt como trabajo, referencia y auxiliar respectivamente, H.SO4 0.1 M como
electrolito soporte y un volumen de celda de 10 mL. Los resultados muestran que
para una misma concentracion de iones Ag*, la velocidad 125 mV/s mostro un

incremento de poco mas del doble de sefial. Por lo tanto se prosiguié usando este

parametro.
Velocidad de Barrido 10 mV/s Velocidad de Barrido 100 mV/s
10 10
T 5 EO
2 =
04 04
1 T 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgCI
Velocidad de Barrido 125 mV/s Velocidad de Barrido 200 mv/s
10 10
< 7 <
= =
04 0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgCI
Figura S1. Estudio de las velocidad de barrido para una concentracion de [Ag*] = 5 M, con

velocidades de 10, 100, 125 y 200 mV/S, en NaCl [0.1 M].
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I(uA)

Tiempos de deposicion

El tiempo de deposicidbn es una variable crucial, debido a que un tiempo de
deposicién escaso podria alejarnos de los limites de deteccion deseados y tiempos
muy extensos ademas de dificultar el experimentos por razones practicas, podria
depositar multiples capas en el electrodo, disminuyendo la exactitud del
experimento. Por lo tanto se probaron 3 escenarios posibles para tiempos de 120,
300 y 420 s, para una concentracion fija de AgNO3 0.4 M, usando un electrodos de
carbono vitreo, Ho/H* y Pt como trabajo, referencia y auxiliar respectivamente, HoSO4
0.1 M como electrolito soporte y un volumen de celda de 10 mL. Los experimentos
muestran que con un tiempo de deposicion de 300 segundos se consigue el pico con

mayor intensidad y mejor definicién.

Deposicion 120 seg Deposicion 300 seg Deposicion 420 seg
20 20 20
15+ 154 15+
< 10 < 10
5 54 5+
G 1 1 T 1 c L T L L C ] ] ] L]
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
E (V) vs NHE E (V) vs NHE E (V) vs NHE

Figura S2. Estudio de las velocidad de barrido para una concentracion de [Ag*] = 5 M, con

velocidades de 10, 100, 125 y 200 mV/S, en H,SO4 0.1 M.
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Anexo 2

Ensayo Bioldgico

En el intento de conseguir que las AgNPs tuvieran efectos sobre las bacterias, se las
concentré en un factor de 50. Para las AgNPt, se toma 1 mL de solucién, se
centrifuga a 13.000 rpm durante 40 minutos, se eliminan 980 pL del sobrenadante, y
el pellet se resuspende en 20 pyL de agua, agitando en vortex. Luego se vierten 5 pL
del concentrado en el disco de papel de filtro y se coloca sobre la placa de agar con
la E. Coli. Para las AgNPe, se colocan 5 uL de la disoluciéon de sintesis y se deja
secar a temperatura ambiente durante 5 min repitiéndose el proceso 2 veces para

tener un concentrado mayor de particulas en el disco de papel.

Figura S3. Actividad antibacteriana de las nanoparticulas esféricas y triangulares por difusiéon en
agar A y B Cultivo de E. Coli. C+, control positivo con AgNO; 100 mM. C-, control negativo con
agregado de LB. AgNPt ¢, se centrifuga las AgNPt durante 40 min a 13.000 rpm en eppendorf de
1 mL, se descartan 980 uL del sobrenadante y se colocan en el disco 5 L del pellet. AgNPe ¢, Se
depositan 5 pL de AgNPe, se deja secar durante 5 minutos, y se repite el proceso 2 veces mas.
AgNPt 0 y AgNPe 0. La solucion de NP fue usada sin concentrar. Todos los resultados son

realizados por triplicado.
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