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RESUMEN

Los materiales nanoestructurados y, entre ellos, las nanoparticulas de plata (AgNPs),
han despertado gran interés en el ambito cientifico/tecnolégico, debido a sus importantes
propiedades épticas y electrénicas, haciéndolas atractivas en diversas areas del conocimiento
como fisica, quimica, biotecnologia e ingenieria, entre otras. Sus aplicaciones pueden ir desde
el almacenamiento de energia o el tratamiento de aguas hasta el desarrollo de catalizadores

y sensores quimicos de distintos tipos.

El objetivo general de la presente Tesis es el desarrollo de nuevas metodologias de
sintesis de AgNPs que resulten economicas, sencillas, rapidas y amigables con el medio
ambiente. Por otro lado, se plantea la posibilidad de implementar nuevos métodos de
caracterizacion de estas particulas empleando técnicas como Electroforesis Capilar (EC) y
Espectroscopia Raman. En algunos casos se emplean modelos tedricos computacionales
basados en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT). Por ultimo, se buscan posibles
aplicaciones de las AgNPs, como su empleo en el fendbmeno de espectroscopia Raman
amplificada por superficie (SERS) para la deteccion de antibiéticos en miel y el uso de otro
tipo de nanosistemas, como nanotubos de carbono decorados con metales de transicién, para

el futuro desarrollo de sensores de glucosa en miel.



Abstract

The nanostructured materials, among them silver nanoparticles (AgNPs), have awaken
great interest in scientific/technological fields, due to their significant optical and electronic
properties, making them attractive in several areas of knowledge such as physics, chemistry,
biotechnology and engineering. Its Applications can start from energy storage or water

treatment to the development of catalysts and chemical sensors of various types.

The general objective of this Thesis is the development of economical, simple, fast and
friendly with the environment, new AgNPs synthesis methodologies. Therefore, we study the
possibility of implementing new methods of characterization of these patrticles using techniques
such as Capillary Electrophoresis (CE) or Raman Spectroscopy, the latter accompanied by
theoretical computational models based on the Density Functional Theory (DFT). Finally,
possible applications of the AgNPs are investigated, like its use in Surface Enhancement
Raman spectroscopy (SERS) for the detection of antibiotics in honey or the use of different
types of nanosystems, such as carbon nanotubes decorated with transition metals for a future

development of glucose sensors.
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Introduccidn

1.1. Generalidades de nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia engloba el desarrollo y aplicacion de sistemas fisicos, quimicos y
biolégicos que poseen tamafios que abarcan desde pocos atomos o0 moléculas a dimensiones
submicrénicas. En los ultimos afios, el interés e impacto de la nanociencia y nanotecnologia,
en las diferentes ramas de las ciencias e ingenierias, se ha ido incrementado

exponencialmente. Existen diversos tipos de nanosistemas, entre los cuales se destacan:
-Nanoparticulas metélicas
- Nanotubos de carbono
- Liposomas
- Dendrimeros

-Micelas poliméricas®.

Las nanoparticulas (NPs) metalicas comprenden un importante campo de estudio y
desarrollo en las tecnologias de nanoescala. Estas pueden definirse como un agregado de

atomos unidos (en este caso metalicos) que poseen un radio comprendido entre 1 'y 100 nm.

Si bien, como se mencioné anteriormente, las NPs han suscitado enorme interés en
los dltimos afios, su uso se remonta a varios siglos atras. Los mayas, utilizaban pigmentos
azules que contenian elementos nanoestructurados?. Por otra parte, también puede citarse la
copa de Licurgo, fabricada aproximadamente en el siglo IV por artesanos romanos, como otro
ejemplo de utilizacion de NPs en la antigliedad. Este objeto esta hecho de un vidrio muy
caracteristico, el cual, en su interior, posee nanoparticulas de oro y plata. Cuando una fuente

de luz se encuentra en el interior de la copa, ésta se ve de color violeta, mientras que, si es
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iluminada desde el exterior, el color es diferente. En la modernidad, el primero en postular la
posibilidad de que una suspension de oro nanoestructurado, al dispersar la luz presente en
colores caracteristicos en ciertas soluciones, fue Michael Faraday en el siglo XIX3. Las
propiedades épticas y electronicas de las NPs permiten su aplicacion en diferentes ciencias
(quimica, fisica, biotecnologia, biomedicina, bioingenieria, etc.), debido a su baja toxicidad,

biocompatibilidad y actividad antimicrobiana entre otras*>®.

Las nanoparticulas metalicas poseen ciertas ventajas con respecto a otros
nanosistemas, entre las que puede destacarse el hecho de poder ser sintetizadas empleando
diferentes procedimientos y modificadas quimicamente de forma relativamente mas sencilla
gue los otros hanomateriales mencionados previamente. Estas particulas suelen sintetizarse
por procesos fisicoquimicos (utilizando agentes reductores), electroquimicos u otros, como la
ablacion laser’. En los Ultimos afios se estan desarrollando nuevos métodos de sintesis en los
gue se utilizan productos naturales®. Mayores detalles sobre la sintesis de NPs se enumeran

en el capitulo 2: “Sintesis de nanoparticulas de plata”.
1.2. Técnicas de caracterizacion

En este trabajo de Tesis se utilizaron las siguientes técnicas de caracterizacion:
1.2.1. Espectroscopia UV-visible

El fenémeno por plasmon de resonancia superficial localizado (LSPR por sus siglas en
inglés) es caracteristico en las nanoparticulas (NPs) metéalicas. Este se asemeja, en un
principio, a un gas fuertemente ionizado, cuyas cargas en movimiento pueden interaccionar
con la radiacion electromagnética, ocasionando fendmenos vibratorios tipicos llamados

plasmones.

De manera similar, los metales se asemejan a lo que podria denominarse un “plasma
so6lido”, encontrandose en el interior de su estructura, nlcleos con cargas positivas y

electrones de la banda de valencia formando una red y, en su superficie, los electrones
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correspondientes a la banda de conduccion. Estos ultimos pueden considerarse como un gas
de electrones, que al interaccionar con la radiacién, son perturbados de sus posiciones de
equilibrio vibrando a una frecuencia caracteristica, formando asi oscilaciones colectivas
llamadas plasmones de superficie®. Cuando los plasmones superficiales se encuentran
confinados a volimenes metalicos pequefios del orden de los nanémetros (como en el caso
de las NPs) estas oscilaciones se llaman plasmones de resonancia de superficie localizada.
En esta situacion el campo eléctrico oscilante de la radiacién incidente induce un dipolo
eléctrico en la NP desplazando a una parte de los electrones maviles lejos del resto de la
particula metalica, generando asi una carga neta negativa en un lado de ella. Como el resto
de los nlcleos y sus electrones de valencia no fueron desplazados, constituyen una carga

opuesta positiva, es decir, una red catidnica. Esta separacion de cargas actuara como una

fuerza restauradora del equilibrio (Figura 1.1)°

Figura 1.1. Esquema del fenédmeno de resonancia de plasmon superficial localizado.

Segun la teoria de Mie, quien a principios del siglo XX desarroll6é una solucion analitica
para las ecuaciones de Maxwell*'12|a radiacién que interacciona con una suspension coloidal

de estas nanoparticulas sera absorbida o dispersada, dependiendo del metal que las forme,
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de su tamafio, de su forma y del medio en que se encuentren. De esta forma, para NPs de un
didmetro menor a 20 nm la mayor parte de la radiacién sera absorbida, mientras que para
NPs con didmetro mayor a 20 nm esta sera dispersada. Cabe destacar que en ambas
situaciones los dos fendbmenos ocurren simultdneamente, con preponderancia de uno sobre

el otro, y es por ello que en estas situaciones se suele referir a extincion de la radiacion.

Cuando una suspensién coloidal de NPs es sometida a radiaciones de diferentes
longitudes de onda, como en el caso de la espectroscopia UV-visible, se observan bandas
con maximos bien definidos. Las longitudes de onda de éste maximo de extinciébn, como se
comentd anteriormente, dependen entre otros factores, del tipo de metal (por ejemplo, si se
trata de Plata u Oro) y del medio de suspension del coloide. Sin embargo mediante la teoria
de Mie, es posible relacionar el tamafio de las NPs, con el ancho de banda y con la longitud

de onda de méaxima absorcion®s.
1.2.2. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman hace posible la identificaciébn de moléculas por medio de su
“huella digital” (“fingerprint”). Esta se obtiene a través de los diferentes modos normales de
vibracion de cada grupo funcional presente en la molécula, que oscila a frecuencias
caracteristicas dependiendo del tipo de enlace y los &tomos que lo forman. Las moléculas son
irradiadas con un laser de alta potencia, que las excitara a estados energéticos superiores
virtuales, para retornar a su estado de energia original, mayor o menor a la inicial. De esta
forma la mayoria de los fotones son dispersados sin cambios de energia (dispersion elastica
de Rayleigh). Por otro lado, una de cada 10°-108 veces la emision se produce de forma
inelastica, pudiendo ser el fotén emitido con mayor longitud de onda (Stokes) o con menor
longitud de onda (anti-Stokes). Esta Ultima es poco frecuente y en la mayoria de los casos se
utiliza el espectro generado por la dispersion de Stokes (Figura 1.2). Dependiendo de la forma
en que el fotdn haya interactuado con el enlace, éste sera dispersado con una diferencia de

energia caracteristica al modo normal de vibracion de dicha unién entre atomos, y se
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desplazara a una determinada frecuencia con respecto a la dispersion de Rayleigh,
produciendo asi el corrimiento Raman (Raman shift). Los corrimientos de todos los enlaces
de la molécula irradiada dara un conjunto de picos correspondientes al modo normal de

vibracion de cada uno de ellos generando asi una “huella digital” caracteristica en el Espectro

Raman (Figura 1.3)* .
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Figura 1.2. Esquema de los niveles energéticos en la dispersion Raman.
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Figura 1.3. Ejemplo de un espectro Raman, con sus desplazamientos Stokes y anti-Stokes.
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El acoplamiento de un microscopio al espectrometro Raman (Microscopia Raman
Confocal), posee la ventaja de analizar la muestra en sitios especificos o por partes,

recorriendo de esta forma la misma en busca de los mejores espectros (Ver Figura 1.4)

Figura 1.4. Esquema de un Microscopio confocal Raman.

El fendmeno de espectrosopia Raman amplificada por superficie (SERS por sus siglas
en inglés) se utiliza ampliamente para mejorar la detecciébn de moléculas, y, ademas, para
obtener informacién de adsorbatos sobre superficies, ya sea in situ 0 bien en soluciones
acuosas. Las superficies sensibles a este tipo de fenémeno dependen del laser de excitaciéon
utilizado, a modo de ejemplo podemos citar el caso de las superficies de plata que emplean
un laser de excitacion de 532 nm. Para que este fenébmeno ocurra, es necesario que la
molécula a determinar se ubique cerca de la superficie de un metal (alrededor de los 20 A).
Las nanoparticulas poseen una alta densidad de electrones de conduccion que se extiende a
una considerable distancia de su superficie. Cuando un haz de radiacién electromagnética
interacciona con ellos, estos comienzan a oscilar colectivamente a través de la superficie
generando de esta forma la resonancia de plasmoén superficial (SPR) como se esquematiza

en la Figura 1.5. Cuando la oscilacion electronica se da en una superficie lisa, la vibracion de
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estas particulas ocurre a lo largo del plano de la superficie, generando de esta forma un
fendmeno de absorcion de la radiacién incidente. Sin embargo, cuando ésta interactlia con
electrones vibrando perpendicularmente a la superficie del metal, la radiacion es dispersada.
Para que este fendbmeno ocurra, es necesario que la superficie metélica sea rugosa o
irregular. Es en los plasmones de resonancia situados en los valles de dichas rugosidades,
cuando la oscilacién de estos se desplaza perpendicularmente a la superficie, que ocurren las
condiciones necesarias para que la radiacion sea dispersada. Cuando la situacion antes
mencionada ocurre en cercanias de un laser excitando un modo normal de vibracion, la

intensidad de la dispersion Raman se incrementa en un orden cercano a 10% %3,

luz incidents

—

-~ Nanaparticulas -

Figura 1.5. Esquema de la interaccion de la radiacion con nanoparticulas en el fendmeno SERS.

1.2.3. Microscopia de Transmision Electronica

La microscopia de transmision electronica (TEM) es una técnica ampliamente
utilizada en la caracterizacion de NPs. Esta técnica es de enorme utilidad debido a su
elevada capacidad de resolucioén, la cual permite distinguir objetos muy pequefios con

poca separacion entre ellos (del orden de los nm).
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El microscopio electronico genera un haz de electrones con una longitud de
onda menor a la del haz de luz utilizado por los microscopios 6pticos, lo cual, segun
la teoria de De Broglie, aumenta su resolucion.

Por otra parte la utilizacion de lentes electromagnéticos permite alcanzar
grandes aumentos de tamafio pudiendo alcanzar magnificaciones de hasta

1000000x1°

1.2.4. Anédlisis Térmicos

Los métodos de analisis térmicos pueden definirse como “un grupo de técnicas
en las que se mide una propiedad fisica de una sustancia y/o de sus productos de
reaccion en funcién de la temperatura mientras la sustancia se somete a un programa
de temperatura controlado”®. En los métodos termogravimétricos (TGA) se lleva un
registro constante de la masa de la muestra (en una atmosfera controlada) mientras
se aumenta la temperatura de la misma a lo largo del tiempo. De esta forma se
obtienen las denominadas curvas de descomposicion térmicas. Por su parte, los
analisis térmicos diferenciales (DTA) miden la diferencia de temperatura entre una
sustancia y un material patron de referencia en funcion de la temperatura cuando

ambos se someten a un programa de temperatura controlado?’

1.2.5. Dispersion dindmica de la luz

La técnica conocida como dispersion dinamica de la luz (DLS por sus siglas en
inglés) es una herramienta ampliamente utilizada en la caracterizacion de nano y
microparticulas'®. Entre la amplia gama de informacién que brinda esta técnica
podemos mencionar la determinacion del tamafo y del potencial zeta de pequefias

particulas en suspension.



-Medidas de Tamario

Cuando una particula se irradia con un laser, dispersa dicha radiaciéon en todas
direcciones. En una de estas direcciones se encuentra una pantalla que recibe estos fotones
dispersados por parte de miles de particulas, y de esta forma generan un patrén de puntos
luminosos. Debido al movimiento browniano, las particulas viajan en todas direcciones,
migrando las mas pequefias a mayor velocidad y las mas grandes a menor velocidad. Esta
relacion estéa dada por la ecuacion de Stokes-Einstein. De esta manera el patron de difraccion
capturado en la pantalla se modifica a través del tiempo debido a dichos movimientos de las
particulas, permitiendo relacionar la velocidad de cambio de dicho patrén con el tamafio de

las particulas®®
-Medidas de potencial zeta

El instrumento posee una celda especial, con electrodos en sus extremos, en la que
se realiza una micro electroforesis. Se aplica un potencial en donde las particulas cargadas
migran hacia el electrodo de carga opuesta. La velocidad de migracion es medida por el
instrumento obteniéndose asi la movilidad electroforética y, por aplicacién de la ecuacion de
Henry, se calcula el potencial zeta'®; el potencial zeta provee informacién acerca de la carga
y el potencial eléctrico que rodea a las particulas en solucién. Estas mediciones son realizadas

a través de la movilidad electroforética por medio de la ecuacién de Henry

_ 2ezf(ka) Ec. 1.1
= .

e

Donde:

- z: Potencial zeta.

- ue: Movilidad electroforética.
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- £ Constante dieléctrica.
- n: Viscosidad.

-f(xa): Funcion de Henry.

1.2.6. Electroforesis Capilar

La electroforesis es un método de separacion que se basa en la diferente velocidad de
migracion de especies cargadas bajo la accién de un campo eléctrico. Para un ién, dicha

velocidad es:

U= Me. E Ec. 1.2

Donde E (V.cm™) es el campo eléctrico aplicado y pela movilidad electroforética (cm?.

Vi st

Los iones con mayor tamafio tardan mas tiempo en migrar debido a la resistencia que
opone el buffer presente en el medio de separacién, mientras que los iones que poseen mayor
carga se moveran mas rapido hacia su correspondiente electrodo, ya que el campo eléctrico
aplicado ejerce mayor efecto en éstos. Por lo anteriormente expuesto puede decirse que la

electroforesis separa las particulas por su relacién carga/tamarfio®®.

En la electroforesis capilar (EC), el buffer de separacion se aloja en capilares de 20 a
200 um de diametro interno, lo cual presenta grandes ventajas frente a la técnica
convencional, pues es mas rapida, menos laboriosa y facil de automatizar. Ademéas de
proporcionar resultados cuantitativos y separaciones en menor tiempo, presenta una mayor
capacidad de resolucion. Cabe destacar que la EC requiere minimos volumenes de muestra

y reactivos (del orden de los pL) y, por lo tanto, genera menor cantidad de residuos?®.
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1.3. Métodos teodricos utilizados en la tesis

Los célculos basados en la mecéanica cuantica se utilizan cada vez mas en los
diferentes campos de la ciencia, tanto basica como aplicada, y la tecnologia. Si bien, en un
principio, el calculo de soluciones exactas es muy limitado, el desarrollo de métodos que
permiten efectuar calculos complejos a partir de aproximaciones, es de gran ayuda en la

obtencion de resultados de alta calidad.
1.3.1. Teoria del Funcional de la Densidad

La ecuacion de Schrodinger, independiente del tiempo y sin consideraciones

relativistas, para un sistema con varios electrones esta dada por:

hz N N N
%z v? +ZV(rl-) +ZZU(ri,rj) W= EY) Ec.13
i=1 i=1

i=1 j<i

Donde los términos entre los corchetes incluyen la energia cinética de los electrones,
la interaccién nucleo - electron y las interacciones entre electrones, respectivamente; siendo
E la energia del estado fundamental de estos electrones. Cabe destacar que se tuvo en cuenta

la aproximacion de Born-Oppenheimer, ignorando asi el movimiento nuclear.

Por su parte W incluye los productos individuales de cada funcién de onda

correspondiente a cada electrdn con sus coordenadas espaciales siendo:

W=9,r)P,(2) .. Yy(ry) Ec. 14

Donde w es la funcién de onda individual de cada electrén y N es el niUmero total de
electrones. Nétese que, para encontrar el estado fundamental de un sistema sencillo, como,
por ejemplo, una molécula de dioxido de carbono (CO.) se tendria una funcion de onda de 66

dimensiones (3 para cada uno de los 22 electrones de la molécula).
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Entre las aproximaciones y teorias desarrolladas durante el siglo XX, la Teoria del
Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) tomé gran relevancia, pues simplifica

el problema en gran medida®.

El método DFT se basa fundamentalmente en dos teoremas:

Teoremas de Hohenberg y Kohn:

El primer teorema, formulado en 1964 por Hohenberg y Kohn??, establece que para el
estado energético fundamental de las moléculas, la funcién de onda y todas las demas
propiedades electronicas pueden ser determinadas univocamente por la densidad de
probabilidad electrénica del estado fundamental. Se dice entonces que la energia del estado
fundamental puede calcularse como un funcional de la densidad electrénica en ese mismo

estado, es decir:

EO = EO[:DO] EC 15

Es por ello que se le da el nombre de “Teoria del Funcional de la Densidad”.

La importancia crucial de esta teoria radica en que ahora, para encontrar la
solucion a la ecuacion de Schrddinger, sélo se necesita una ecuacion de tres variables

espaciales, y no una de 3N variables, simplificando asi el calculo en gran medida.

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn? brinda mas informacion acerca del
funcional ofreciendo una importante propiedad del mismo. De esta manera se establece que
la densidad de electrones que minimiza la energia del funcional global, es la densidad
electronica verdadera que corresponde a la solucion completa de la ecuacién de Schrodinger.
De esta forma, si se conociera el verdadero funcional, se podrian calcular todas las
propiedades moleculares del estado fundamental. Lamentablemente este funcional no se
conoce, sin embargo, en 1965 Kohn y Sham (K-S) idearon una forma practica para obtener

po y de esta forma hallar Eo?2. Este método, es utilizado como una manera de aproximarse a
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este funcional verdadero y se basa en separar las energias conocidas de las no conocidas,

es decir:

E[Tl] = E[n]conocido + E[n]desconocido Ec. 1.6

Donde el primer término incluye la energia cinética de los electrones del sistema no
. n? . . L. . .
interactuante (% 72 ) junto la interaccion coulombiana entre los electrones y un potencial

externo (V,:). Por su parte el segundo término agrupa lo no conocido, a lo que se le llama
energia de intercambio correlacion (Ex). Entonces podemos reescribir la parte radial la

ecuacion 1.3 como:

2

h
ﬁvz + Vert () + V() + Ve M |0 (r) = E@;(1) Ec. 1.7

Donde V, es el potencial de Hartree que describe la interaccidon coulumbiana y se

escribe como:

Vy(r) = ezfﬂd%' Ec.1.8

La densidad electrénica real del sistema puede ser expresada en términos de los

orbitales K-S:

v
p(r) =) lei(r) Ec. 1.9
1=1

Por su parte el potencial de intercambio-correlacién viene dado por la derivada de la
energia de intercambio y correlaciéon con respecto a la densidad?3:

0B [p(r)]

Veelr) = 50(r) Ec. 1.10
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Sin embargo, como las ecuaciones de K-S dependen de la densidad electronica,

debemos utilizar el método autoconsistente o método variacional; para esto:

1) Partir de una densidad electrénica de prueba

2) Colocar dicha densidad en la ecuacion 1.8 y calcular el potencial de
Hartree

3) Resolver la ecuacién K-S 1.7 con el potencial calculado en “2)” para
obtener las autofunciones

4) Con dichas autofunciones se calcula nuevamente la densidad
electrénica con la ecuacion 1.9.

5) Se compara la densidad de partida con la calculada utilizando criterios
de convergencia.

6) Si dichos criterios no se satisfacen se vuelve al punto “2)” con la

densidad electronica calculada y se repiten los pasos a partir de alli.

Métodos para la aproximacion del funcional intercambio correlacion

El funcional de intercambio correlaciéon (Ex), presente en la ecuacién 1.10, contiene
toda aquella informacion que no conocemos con exactitud en el sistema. Es por ello que surge
la necesidad de aplicar métodos de aproximacién para encontrar una forma explicita de
expresion de este funcional, el cual es necesario para resolver las ecuaciones de K-S. Dentro
de las aproximaciones mas utilizadas en el area de la Fisica de Materia Condensada podemos
mencionar la aproximacion de la densidad local (por sus siglas en ingles LDA) y la

aproximacion del gradiente generalizado (GGA, por sus siglas en ingles).
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La aproximacion LDA para el funcional Ex, fue propuesta en 1964 por Hohenberg y
Kohn?® siendo asi el primer método en aplicarse para DFT. Aqui, se asume que la energia de
intercambio y correlacién puede ser hallada aproximando localmente la densidad del sistema
inhomogéneo con la densidad correspondiente a un gas homogéneo de electrones. Se

expresa como:

B0l = [ pere(p)dr Fe. 1.11

Donde €,.(p(r)) es la energia de correlacion del gas homogéneo de electrones y
puede expresarse como la suma de las energias individuales de correlacion e intercambio, es

decir:

exc(p(r)) = ex(p(r)) + ec(p(r)) Ec. 1.12

El término correspondiente al intercambio tiene la forma:

3313p() Ec. 1.13
4 T

€x (p(r)) ==

Si bien para el término correspondiente a la correlacion no existe una expresion
explicita, el método de Monte Carlo ejecuta calculos muy precisos para un gas homogéneo
de electrones, los cuales pueden ser aplicados a DFT. Si bien a simple vista la aproximacion
por LDA parece poco adecuada, es muy utilizada en el campo de la Fisica del Estado Sdlido,
pues obtiene resultados muy precisos. Cabe destacar que cuanto mas inhomogéneo es el
sistema, como por ejemplo moléculas pequefias, mayor es el error de este método. En
términos generales puede decirse que las energias son sobrestimadas y, por lo tanto, las
distancias de enlaces subestimados, sin embargo, como ya se menciond anteriormente, la

aproximacion LDA arroja excelentes resultados.

Por su parte el método GGA, a diferencia del LDA, no asume que los efectos de

correlacion-intercambio son locales y, por ende, dependientes de la densidad electronica en
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cada punto, sino que introduce informacion acerca de la variacion de estas densidades en el
entorno del punto. De esta forma, como lo indica su nombre, considera el comportamiento del

gradiente de densidades electrdnicas, es decir:

BE910) = [ 9 exepr), To())dr Ec. 1.14

Al igual que como ocurre en la aproximacion por LDA, en GGA también se tratan por
partes separadas los términos referidos a la correlacién, por un lado y al intercambio, por el
otro?*, Los funcionales con la aproximacion GGA usualmente muestran mejores resultados en
las predicciones para las longitudes de enlace y para la constante de red; sin embargo, en
determinadas estructuras los resultados obtenidos con esta aproximacién pueden ser menos

precisos que los obtenidos mediante el método LDA.

1.3.2. Codigos basados en DFT utilizados en esta tesis
o VASP

El codigo VASP (Vienna Ab initio Simulation Package) aplica la teoria DFT a sistemas
periddicos, utilizando ondas planas y pseudopotenciales (potenciales mas débiles utilizados
para los electrones cercanos al ndcleo, cuyas funciones de onda se hacen idénticas a los
verdaderos al acercarse a la parte exterior de la esfera) del tipo ultrasuaves, los cuales
reducen el nimero de ondas planas necesarias para el célculo. Este programa resuelve las
ecuaciones de K-S de manera autoconsistente. El programa puede calcular ademas la fuerza
actuando sobre los &tomos y esta magnitud puede utilizarse para relajar la geometria del

sistema.

Para la aproximacion del funcional de intercambio y correlacion, utiliza la aproximacion
del Gradiente Generalizado de Perdew y Wang debido a que conducen a una buena
descripcion de las energias de enlace?. Para los andlisis de cargas se utilizé el método de

Bader 2.
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En el caso de los analisis de densidades de estado tanto totales (DOS) como locales
(LDOS) y proyectadas (PDOS), los cuales son en Fisica del Estado Solido el equivalente para
el diagrama de energia de los orbitales moleculares, se calcularon en el VASP por medio de

un método autoconsistente 26.

Para el analisis de enlace por medio de solapamiento poblacional (Overlap Population,
OP por sus iniciales en inglés) y orden de enlace (BO por sus siglas en inglés de “Bonding

Order”) se utilizé el método DDEC6%7%,

En las situaciones en las que se hizo necesario incorporar las interacciones de van der

Vals se hizo uso del funcional vdW-DF?°.

. Gaussian 09

Este programa permite realizar célculos de energia, dinAmica molecular, frecuencias
en el infrarrojo y Raman entre otras cosas, haciéndolo muy versatil. Los modelos mateméticos
utilizados para hacer los célculos se llaman FEM (Finite Element Method) y método Simplex.
Utilizando matrices, este método divide el espacio N dimensional en pequefios subsistemas
gue pueden ser descritos por N ecuaciones lineales. A continuacion, las ecuaciones son
resueltas por medio del método autoconsistente. A diferencia del VASP que utiliza ondas
planas, este cédigo hace uso de las funciones de onda del tipo gaussianas. La aproximacion
para la correlacidn-intercambio mas ampliamente utilizada es el B3LYP, el cual es un funcional

hibrido°
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1.5. Objetivos generales de esta tesis

En el presente trabajo se pretenden desarrollar nuevos métodos de sintesis de nanoparticulas
de plata (AgNPs) que sean sencillos, econémicos, rapidos y amigables con el medio ambiente,
empleando productos naturales. En una segunda etapa, se busca implementar métodos
novedosos para la caracterizacion de estos nanomateriales utilizando Electroforesis Capilar
(EC), Espectroscopia Raman, Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (SERS) y la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT), que brinden informacion valiosa acerca del
producto obtenido. Por ultimo, se pretenden evaluar posibles aplicaciones de las AgNPs
obtenidas en esta Tesis para el control de calidad de productos apicolas. Desde el punto de
vista experimental, se estudia el empleo de las AgNPS para la identificacion de Oxitetraciclina
en muestras de miel mediante SERS. Por otro lado, empleando DFT se intentan estudiar las
propiedades de sistemas de nanotubos de carbono decorados con metales de transicion en

el desarrollo de sensores de glucosa.
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CAPITULO 2
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Sintesis de nanoparticulas de plata

2.1. Introduccién

La sintesis de nanoparticulas (NPs), por métodos fisicoquimicos, involucra
normalmente una sal, que contiene el cation del metal que formaré la NP, un agente reductor,
que reaccionara con dicho cation llevandolo al estado metalico y un agente estabilizante que

mantendra las particulas formadas en suspensioén?.

El mecanismo general de reaccion por el cual se obtienen las nanoparticulas metélicas
puede dividirse en tres etapas? y puede representarse a través de una curva sigmoidea

(absorbancia en funcién del tiempo) como se observa en la Figura 2.1 3.
1- Nucleacion: es lenta, continua y homogénea y se subdivide en:
a) Reduccién del cation a su especie metalica:
M* + reductor — M° + reductor oxidado
b) Formacién del nacleo critico:
N(M®) —— (M9),

Corresponde al paso determinante de la reaccion y esta limitado por la lenta reduccién
del catién metalico proveniente de la sal. Esta etapa, se asocia al primer tramo de la curva
con pendiente cercana a cero, donde la absorbancia casi no se incrementa con el tiempo.
Posteriormente, se genera la formacion del nudcleo critico ligeramente mas veloz y

apreciandose, por ende, un leve incremento de la sefial®.

2- Reduccion autocatalitica de superficie. Es del tipo de reacciones: A+B 2B donde

el producto es también reactivo.

(M%), + M* + reductor —— (M%),.1 + reductor oxidado
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Es la etapa més rapida de la sintesis y se asocia al salto drastico observado en la
Figura 2.1. Es aqui donde los cationes se reducen utilizando como catalizador la superficie

del nucleo critico. Posteriormente, el atomo reducido se incorpora a la superficie, dando lugar

al crecimiento de la particula.

3- Crecimiento por aglomeracion difusiva: en esta zona, las particulas se unen para formar

otra mas grande, es decir se aglomeran.
(Mo)n + (Mo)m E— (Mo)n+m

Esta etapa es lentay corresponde a la meseta de la Figura 2.1. Puede ser un proceso
indeseado, pues esta fusion puede dar lugar a la formacién de particulas de mayor tamafio
como microparticulas 0 mesoparticulas. Para evitar este efecto los agentes blogueantes o
“capping” son relevantes. Estas moléculas se adsorben sobre la superficie de la nanoparticula,

de manera fisica o quimica, provocando un efecto repulsivo entre ellas.

Aglomeracién

Reduccion
autocatalitica

Absorbancia

_Nucleacién

Tiempo

Figura 2.1. Esquema de la cinética de sintesis en NPs.
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A lo largo de los ultimos afios, diversos métodos para la sintesis y estabilizacion de
nanoparticulas en general, y de plata (AgNPs) en particular han sido desarrollados. Dichos

métodos emplean reducciones fisicoquimicas y electroquimicas®.

Los métodos clasicos usualmente usados para la obtencion de nanoparticulas son
costosos, riesgosos para la salud y consumen altas cantidades de energia >¢. Un ejemplo de
estos es la reduccién de sales de plata con borohidruro de sodio, compuesto altamente tdxico
y corrosivo al contacto con la piel, ademas de inflamable’. Recientemente, el desarrollo de
métodos mas econémicos y menos nhocivos para el medioambiente, utilizando productos
naturales, ha captado el interés de muchos investigadores. Raveendran y col. llevaron a cabo
la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando glucosa como agente reductor y almidéon como
agente bloqueante, trabajando a 40 °C durante 20 horas®. Otros autores utilizaron este
carbohidrato y hemicelulosa como agente capping, empleandose ademas un calentamiento
por microondas®. Otras estrategias implicaron el uso de extractos naturales de plantas o
semillas. Dhand y col., estudiaron la sintesis de estas nanoparticulas empleando un extracto
hidroalcéholico de semillas de café tostado, agitando durante 10 minutos. Posteriormente se
dejé incubar 2 horas a temperatura ambiente!®. Begum y col. utilizaron extractos de hojas de
té negro para obtener AgNPs. La sintesis requiere diversos pasos de filtracion para remover
la materia insoluble. La reaccion se lleva a cabo en un tiempo mayor a 1 hora!. Baghizadeh
y col. emplearon extracto de semillas de Caléndula officinalis, siendo necesarios varios pasos
de lavado y extraccion?. En la literatura abierta existen reportes de sintesis de AgNPs
monodispersas esféricas usando miel como agente reductor y estabilizante a pH 8,503, Esta
sintesis emplea grandes cantidades de miel, lo cual podria perjudicar la separacion y
purificacion de dichas AgNPs para su posterior aplicacion. En este trabajo no se informan los
componentes responsables de la reduccion de los iones plata, asi como tampoco los
responsables de la estabilidad de los coloides. Los autores®® reportan que a pH acido no pudo
llevarse a cabo la sintesis correspondiente. Sreelakshmi y col. sintetizaron AgNPs con

diferentes concentraciones de miel. Las mismas insumen un tiempo de 3 horas'4.
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2.2. Objetivos

En este trabajo se realiza la sintesis de AgNPs a partir de soluciones acuosas de miel
en medio acuoso. Estas nanoparticulas se caracterizan evaluando tamafio, distribucién de
tamafio, forma y funcién de los hidratos de carbono mayoritarios de la miel en su formacion.

El método propuesto contempla los principios de la Quimica Verde.

2.3. Experimental

2.3.1. Instrumentacién

- Espectrofotémetro UV-Vis. Agilent Cary 60.

- Microscopio de transmisién electrénica JEOL 100 CX II.

- Rigaku Thermoflex TG 8110 acoplado a Thermal Analysis Station TAS 100.

2.3.2. Reactivos y soluciones

Los reactivos empleados poseen pureza de grado analitico. Se utilizé agua de calidad

miliQ (18 MQ).

-Soluciéon de Nitrato de Plata (AgNOs Merck 99,9%) 5,88 x 102 M: Se prepar6

disolviendo 0,0998 g de la sal en 100,0 mL de agua.

- Solucioén de hidroxido de sodio 0,1 M (NaOH): Se preparé disolviendo 0,40 g en 100,0

mL de agua.

-Solucién de miel: empleando una miel comercial proveniente de la region de Bahia
Blanca se prepard una solucién acuosa al 25% (m/v). Se determiné el contenido de glucosa

en este producto apicola, empleando un kit enzimético (Wiener kit Glicemia enzimética AA,
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Argentina) basado en el método propuesto por Tinder en 1969'°. A partir de esta solucion se
realizaron las correspondientes diluciones en agua, cuyas concentraciones varian entre

0,015% (m/v) y 0,250% (M/v).

- Soluciones de Glucosa ((Sigma-Aldrich) al 7,82% (m/v) y D (-) Fructosa (Sigma-

Aldrich) 9,55% (m/v): se prepararon disolviendo la cantidad apropiada en 10,0 mL de agua.

2.3.2. Sintesis de AgNPs

A partir de miel

Para realizar esta sintesis se emplearon 265 pL de AgNOs (5,88 x 103 M) y 40 pL de
la solucién de miel (25% (m/v)) ajustando el pH a 5,00 y 10,0 con hidroxido de sodio 0,1 M.
Se llevo a un volumen final de 10,0 mL con agua mili Q y se agité enérgicamente en un vortex
durante 1 minuto. Las concentraciones éptimas de AgNOs y miel son 1,56x10“ g% y 0,100

g%, respectivamente.

A partir glucosa y fructosa

Se sintetizaron AgNPs utilizando glucosa, fructosa, asi como también una mezcla de
ambas. Se emplearon concentraciones similares de estos hidratos de carbono a los
encontrados en la composicién de la miel comercial. Se procedié de la misma manera que en

el caso anterior.
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2.3.3. Caracterizacion de AgNPs

-Plasmones de resonancia superficial localizado

Los plasmones de resonancia superficial localizado (LSPR) de las soluciones
coloidales de las AgNPs sintetizadas, se midieron empleando un Espectrofotémetro UV-Vis,
La cubeta utilizada para las medidas fue de cuarzo para detectar posibles bandas en la region

del UV.

-Microscopia de transmision electronica

Se obtuvieron las imagenes de los nanomateriales sintetizados empleando un
microscopio de transmisién electronica. Para su medicion, dos gotas de cada dispersion se

colocaron en una malla de cobre y se dejo secar a temperatura ambiente.

-Andlisis termogravimétrico.

Las AgNPs sintetizadas con miel y con glucosa a pH 10,00 fueron liofilizadas a -40°C
en ultra vacio en un Liofilizador Rificor L-A-B4 y pesadas en balanza analitica para sus
posteriores analisis térmicos por Termogravimetria (TGA) y analisis térmico diferencial (DTA)
en atmaosfera de nitrégeno. En este trabajo se utilizaron estos métodos con el fin de evaluar

la capacidad de la glucosa para actuar como “capping”.

2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Sintesis de AgNPs a partir de miel

Con las condiciones experimentales Optimas se realizaron las sintesis
correspondientes. La aparicion del color caracteristico amarillo-marrén claro, evidencia la

formacién de las AgNPs, como puede observarse en la Figura 2.2. La reaccién de sintesis
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realizada en medio acido permitié estudiar la cinética de la reaccion. En medio alcalino, la

reaccion no pudo seguirse cinéticamente debido a la rapidez de la misma.

Figura 2.2. AgNPs sintetizadas con miel como agente reductor y estabilizante.

La Figura 2.3 muestra el espectro de extincion de AgNPs sintetizadas con miel en las
condiciones previamente mencionadas en la seccion anterior. Puede observarse, el maximo
caracteristico de las AgNPs alrededor de 411 nm*. Los LPRS muestran un ancho de banda
estrecho correspondiente a particulas esféricas, monodispersas y de tamafios pequefios?®.

Por otro lado, estas NPs mostraron ser estables por un afio.

2,5 -

Extincion

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 2.3. (A) AgNPs sintetizadas con miel a pH 5,00. (B) AgNPs sintetizadas con miel a pH

10,00. (C) AgNPs sintetizadas con miel a pH 5,00 luego de un afio.
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2.4.1.1. Optimizacién de las variables de la sintesis

Se estudiaron las variables involucradas en la formacién de AgNPs: concentraciones
de hidréxido de sodio y miel, y tiempo de agitacidén, observando los correspondientes LSPR.
En todos los casos la concentracién de nitrato de plata se mantuvo fija (1,56x10* M) a fin de

no saturar las sefiales de extinciéon durante las mediciones por espectroscopia UV-Visible.

- Hidr6xido de sodio

Se utiliz6 NaOH 0,1M con la finalidad de trabajar a pH acido o alcalino. Para llevar el
medio de reaccion a pH 10,00 se utilizaron 500 pL de esta solucién. Cuando se trabaja en
medio &cido, es necesario un agregado de 50 pL NaOH para la apertura de los anillos de

glucosay la posterior reduccion de los cationes de plata.

- Concentracién de miel

Se evaluo el efecto de la concentracién de miel en la obtenciéon de AgNPs a pH 5,00 y

10,00, siguiendo el comportamiento de los LPRS de las mismas.

- pH 10,00

Las concentraciones de miel analizadas fueron: 0,050; 0,100; 0,200 y 0,250 g% (m/v).
Los plasmones de resonancia obtenidos con concentraciones 0,100; 0,200 y 0,250 g% (m/v)
presentan bandas angostas y un maximo a 408 nm, caracteristico de AgNPs. Por otro lado,
no se observan diferencias notorias entre las tres concentraciones estudiadas. Trabajando
con una concentracion de miel de 0,050 g% (m/v) la longitud de onda méxima, se desplaza a
valores mayores (415 nm) y se obtiene un mayor ancho medio del plasmoén debido

probablemente a una mayor dispersion de tamafios en las NPs (Figura 2.4). Por ende, se
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eligid trabajar a una concentracion de miel de 0,100 g% (m/v) para llevar a cabo las reacciones

de sintesis.

2,5 7

——0,050 g % (m/v) miel
2,0
0,100 % (m/v) miel

——0,200¢ % (m/v) miel

[
[5,}
I

0,250g % (m/v) miel

Extincion

1,0

0,5 -

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)

Figura 2.4: Espectros de extincion de AgNPs a pH 10,00, con diferentes concentraciones de miel.

-pH 5,00

Un analisis similar se llevé a cabo cuando la reaccion procedié en medio acido.
Trabajando con una concentracion de miel de 0,100 g% (m/v) se observa un plasmdén angosto
con un maximo a 411 nm. Una concentracién de miel de 0,015 g% (m/v) muestra un leve
desplazamiento del plasmon hacia longitudes de onda mayores. Asimismo, una concentracion
mayor (0,125 g% (m/v)), si bien muestra un aumento en la sefal, no evidencia un

desplazamiento del maximo hacia longitudes de onda menores.
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Figura 2.5. Espectros de extincion de AgNPs a pH 5,00 con diferentes concentraciones de miel.

- Tiempo de agitacion en vortex

El tiempo de agitacion optimo fue de 1 minuto, no existiendo cambios al aumentar el

mismo. Valores menores no mostraban plasmones reproducibles.

2.4.2. Caracterizacion de las AgNPs

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas de la AgNPs obtenidas, se estudi6 la
influencia de la fructosa y glucosa, hidratos de carbono predominantes en la miel, en la
sintesis. Para ello se sintetizaron AgNPs empleando fructosa, glucosa y una mezcla de

ambas. Por otro lado, se evalu6 el tamafio, distribucién de tamafio y forma de las mismas.



2.4.2.1. Funcién de los hidratos de carbono en la sintesis de AgNPs

Se sintetizaron AgNPs empleando fructosa, glucosa y su combinacion. Los LSPR
obtenidos en cada caso se comparan con los aquellos correspondientes a AQNPs sintetizadas

a partir de miel (Figura 2.6).

Las AgNPs obtenidas a partir de fructosa, a pH 10,00 muestran una banda muy ancha
y de baja intensidad. Por otro lado, a pH 5,00 el LSPR no esta definido. La fructosa, si bien no
es un azucar reductor, puede pasar a glucosa por medio de tautomerizaciénes ceto endlicas
en medio alcalino. Por este motivo, a pH 5,00 practicamente no se observa LPRS alguno. Sin
embargo, a pH 10,00, una banda poco simétrica, sin un maximo bien definido, con una sefal
relativamente baja y de un ancho medio considerable, se hace presente. Esto indica gran

polidispersién de tamafios y escasa efectividad en la sintesis de AgNPs.

En el caso de las AgNPs obtenidas con glucosa, a ambos pH, puede observarse el
LSPR alrededor de 420 nm y un “hombro” alrededor de los 350 nm debido a la presencia de
algunas AgNPs con forma de nanoprismas, las cuales suelen presentar sefiales de extincion

a la longitud de onda mencionada *°.

En el caso de realizar la sintesis con glucosa y fructosa, se observa que la presencia
de fructosa, no evidencia cambios notorios en el LSPR. A pH 10,00 se observa una banda
con forma levemente mas simétrica y con un maximo mas cercano a los 411 nm. Este efecto

es mucho mas evidente a pH 5,00.

Las AgNPs sintetizadas con miel presentaron los mejores plasmones, en cuanto a
intensidad, ancho de banda medio y longitud de onda méaxima. Por lo descripto anteriormente,
puede asumirse un rol significativo por parte de la glucosa, ya que por si sola es capaz de
sintetizar AgNPs. A ambos valores de pH, la miel muestra ser mas eficiente que sus
principales azlcares por separado, por lo cual puede inferirse que existe un aporte de otros
componentes minoritarios presentes en el producto apicola que favorece la obtencion de estas

nanoparticulas.
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Figura 2.6. LPRS de AgNPs obtenidas con miel y sus principales carbohidratos, A) pH 5,00. B) pH 10,00.
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2.4.2.2. Microscopia de transmision electrénica (TEM)

La microscopia de transmision electronica (TEM) es una técnica ampliamente utilizada
en la caracterizacion de NPs. Las AgNPs sintetizadas fueron sometidas a este procedimiento
con el fin de determinar su tamafio y distribucion de tamafos. Las dispersiones estudiadas
fueron AgNPs sintetizadas con glucosa a pH 10,00 y con miel a pH 5,00 y 10,00. La Figura
2.7 muestra la micrografia TEM de AgNPs sintetizadas a partir de glucosa a pH 10,00 que
presentan formas prismaticas con un tamafio de particula medio de 50 nm. El gréfico de
distribucion de tamafios refleja un sistema polidisperso. En la Figura 2.8 se observan
micrografias TEM de AgNPs sintetizadas con miel a pH 5,00 (A) y 10,00 (B) con su
correspondiente distribucion de tamafios. Se puede apreciar un tamafio promedio de 20 nmy
10 nm a pH 5,00 y 10,00, respectivamente. Ademas, una mayor polidispersién de tamafios
para las AgNPs obtenidas a pH 5,00 comparadas con las sintetizadas a pH 10,00. Estos

estudios se corresponden con lo observado en el analisis del LPRS.

20 _nm
—

Figura 2.7. Micrografias TEM de AgNPs obtenidas con glucosa a pH 10,00.
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Figura 2.8. Micrografias TEM de AgNPs obtenidas de miel junto con sus histogramas de distribucién de

tamafios: (A) pH 5,00 y (B) pH 10,00.

2.4.2.3. Termogravimetria

La Figura 2.9A muestra los resultados termogravimétricos de la glucosa y de las
AgNPs obtenidas con glucosa y con miel, en ambos casos a pH alcalino. En este grafico
puede observarse un comportamiento muy similar para ambas AgNPs. Una disminucién de
masa inicial desde los 50 °C a los 170 °C puede deberse a la evaporacion de agua, tanto libre

como ligada. En una segunda etapa otra pérdida de masa, que representa el 40% del peso



~ 37 ~

total de las AgNPs, es apreciable y es posible que se deba a la pirdlisis de glucosa adsorbida
a la superficie de éstas'’. La Figura 2.9B presenta nuevamente resultados similares para
ambas AgNPs con un pico endotérmico cerca de los 300 °C. El andlisis termogravimétrico de
la glucosa no muestra pérdida de masa alguna antes de su punto de pirolisis, para luego
presentar cambios significativos debido a sus procesos de descomposicion®®. El grafico DTA
del carbohidrato muestra en 170 °C un pico endotérmico correspondiente a su fusion. Del
analisis de ambos estudios puede apreciarse que existen grandes diferencias en el
comportamiento de la glucosa libre y la utilizada en la sintesis de AgNPs, a la vez que se
evidencian similitudes entre estas AQNPs y las obtenidas con miel. Por lo tanto, puede inferirse
un rol bloqueante por parte de la glucosa sobre estas particulas, ya que, al estar adsorbidas
las moléculas del azucar a la superficie de plata, cambian su comportamiento térmico con

respecto a la glucosa libre.
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Figura 2.9.TGA (A) y DTA (B) de AgNPs, y Glucosa aislada.

2.4.3. Cinética de lareaccion de sintesis de AgNPs

Se llevo a cabo un estudio de la cinética de la reaccion de sintesis de AQNPs obtenidas
a partir de miel, midiendo la sefial de extincién de los LPRS en funcién del tiempo. Este
seguimiento sélo pudo hacerse a pH acido, ya que, en condiciones alcalinas la reaccion es
instantanea, haciendo imposible realizar dicho andlisis. La presencia de grupos oxhidrilos
puede acelerar la sintesis en las primeras etapas al reaccionar con los cationes Ag* formando
un oxido (Ag20), para luego dar lugar a un complejo del tipo Ag(OH), el cual incrementa la
velocidad de nucleacion, al ser mas rapida la aparicion de Ag°. Nishimura y col.'® propusieron
dicho mecanismo para la reaccion en medio alcalino, mientras que en medio &cido afirman
que transcurre la reduccion directa del cation Ag* a Ag® siendo mas lenta que el mecanismo
propuesto anteriormente. Cabe destacar que la presencia de oxhidrilos es fundamental para
la apertura del anillo de glucosa (principal agente reductor en la presente sintesis) a su forma

lineal con el grupo aldehido disponible para reducir el catién Ag*.
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Cuando las reacciones se realizan a pH 5,00, las curvas obtenidas son del tipo

sigmoideas (ver Figura 2.1) como las descriptas al principio de este Capitulo.

Se procedidé a analizar la influencia de la concentracion de miel, agente reductor y
estabilizante, en la cinética de la reaccion. Para ello se siguio el aumento del LPRS a una

longitud de onda de 411 nm en funcién del tiempo.
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=—(),050 g% miel
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‘*u;: 0,6 0,100 g% miel
0,125 g% miel
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==(3,200 g% miel
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0,0 T T T 1
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Figura 2.10. Cinética de la reaccion de sintesis con distintas concentraciones de miel.

Como puede observarse en la Figura 2.10, con una concentracion de miel de 0,050
g% (menor concentracién) es mayor el tiempo de la etapa de nucleacion. A medida que
aumenta la concentracion de miel, disminuye el tiempo de la etapa de nucleacion. Esto puede
observarse en las curvas de 0,075 y 0,100 g% miel. Estos resultados indican que, a mayor
concentracion del agente reductor, mayor es la velocidad de la reaccion. Sin embargo, al
aumentar las concentraciones de miel por encima de 0,100g%, comienza a aumentar
nuevamente el tiempo de la etapa de nucleacion. Esto podria deberse a la capacidad
amortiguadora de la miel?°. Al haber mayor cantidad de estos sistemas amortiguadores, los
oxhidrilos podrian tender a consumirse antes de actuar sobre el anillo de glucosa, impidiendo

la apertura del mismo y por ende retrasando la reaccion.
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2.5. Conclusiones parciales

La sintesis de AgNPs utilizando miel en medio acuoso se estudié en medio acido y
alcalino a temperatura ambiente. Los estudios realizados indican que la glucosa presente en
la miel actua como reductor. Ademas, los andlisis térmicos sugieren que este azlcar también
puede comportarse como agente estabilizante. Por su parte, la fructosa no mostro tener un
efecto significativo sobre la formacion de AgNPs. Las particulas de plata sintetizadas con
glucosa son de mayor tamafo que las obtenidas con miel y presentan una mayor diversidad
de formas, mostrando que los componentes minoritarios presentes en el producto apicola
tienen un efecto significativo sobre la formacién de nanoparticulas. La microscopia electronica
de transmisién mostré que las AgNPs preparadas con miel tenian tamafios promedio de 18,4
+09nmy 12,3 + 0,6 nm para pH 5,00 y 10,00, respectivamente. Las imagenes también
mostraron que las nanoparticulas eran principalmente esféricas. El estudio de la cinética de
formacion se realizé mediante el seguimiento de los plasmones de resonancia superficiales
localizados. La velocidad de reaccién mostré depender tanto del pH como de la concentracion

de miel.

La sintesis propuesta es simple, rapida, de bajo costo y evita el uso de sustancias

peligrosas y toxicas, contribuyendo a los objetivos de la Quimica Verde.
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CAPITULO 3
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Nuevos métodos de caracterizacion de AgNPs

Utilizando Electroforesis Capilar y Espectroscopia Raman

3.1. Objetivo general

En el presente capitulo se plantea como objetivo desarrollar nuevos métodos de
caracterizacién de AgNPs sintetizadas a través de productos naturales. Para ello, se ha hecho

uso de las siguientes técnicas:

-Electroforesis capilar (EC), para la determinacion de tamafio y distribucién, medidas

de potencial z, movilidad electroforética y estabilidad de las particulas obtenidas.

-Espectroscopia Raman, con el fin de identificar las moléculas que actian como
agente blogueante en la superficie de las AgNPs, asi como buscar las configuraciones mas

probables de dichas moléculas y sus sitios de unién preferenciales sobre la superficie de plata.
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3.2. Electroforesis capilar

3.2.1. Introduccién

En la actualidad la implementacién de nuevas herramientas para caracterizar las
nanoparticulas obtenidas por medio de nuevos métodos de sintesis, resulta de sumo interés.
Entre las técnicas tradicionales utilizadas para dicha caracterizacién se pueden nombrar la
microscopia de transmision electronica (TEM) y la dispersion dinamica de la luz (DLS). Sin
embargo, algunos inconvenientes pueden presentarse en ambas situaciones. En el caso de
la microscopia TEM*?, si bien es util para la determinaciéon de tamafio y morfologia de las
particulas estudiadas, se observa poca exactitud en la distribucién de los tamafios. Esto se
debe principalmente al pequefio volumen de muestra tomada para su analisis, el cual puede
no ser representativo de la misma, debido a la presencia de artefactos generados durante la
preparacion de la muestra como, por ejemplo, en el proceso de secado® . Por otra parte, DLS
es comunmente empleada en la determinacion del tamafio hidrodindmico de particulas en
suspension. Aunque simple y rapida, esta técnica tiende a sobreestimar los resultados
obtenidos debido al uso de un software especifico de tratamientos de datos (como, por
ejemplo, el algoritmo CONTIN), de esta forma no es posible describir de manera correcta los
resultados para suspensiones bi o trimodales?. Por otra parte, ninguna de las técnicas
previamente mencionadas involucra una separacion de las particulas por tamafios, lo cual es

una desventaja, ya que varias propiedades fisicas o quimicas dependen de esta distribucion.

En la actualidad, existen investigaciones en la literatura donde se propone la
Electroforesis Capilar (EC) para caracterizar nanoparticulas en diferentes medios. En 2005,
Liu y col. estudiaron la separacion de AgNPs recubiertas con citrato, obtenidas por irradiacion
con microondas, empleando una combinacion de EC y un detector con arreglo de diodos
(DAD)*. Los mismos autores combinaron la deteccion de espectrometria de masa por plasma
inducido (ICP-MS) con un método electrocinético capilar para evaluar la distribucion de

tamafio y la caracterizacion de AgNPs®. Estd técnica también fue empleada para la
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especiacion y cuantificacion de AgNPs e iones Ag* presentes en suplementos dietéticos
comerciales®. Recientemente, una mezcla de nanoparticulas de latex se caracteriz6 por medio
de una separacion en linea empleando EC combinada con un Analisis de Dispersién Taylor
(TDA), basado en los coeficientes de difusion de cada zona de muestra’. Otros autores
propusieron el acoplamiento de un DLS con evaporacion (ELSD) a un equipo de EC para
separar nanoparticulas de oro recubiertas con citrato. Las mediciones fueron realizadas
mediante un proceso de formacion de pequefas gotas, las cuales se obtuvieron por medio de
un nebulizador. Posteriormente, se procedioé a evaporar dichas gotas para que luego lleguen
a un tubo de transferencia, el cual contiene un gas transportador, en donde se realizan las
mediciones por DLS®. De la misma manera, se empled un acoplamiento EC-ELSD para
identificar y separar nanoparticulas de silice de didmetros de 20, 50 y 100 nm en solucion
acuosa®. Por otro lado, las nanoparticulas de plata y oro se caracterizaron y cuantificaron
mediante el uso de cromatografia electrocinética micelar (MEKC) combinado a un ICP-MS?.
Aungue se ha demostrado que estos métodos son Utiles para la separacién y caracterizacion
de diferentes nanoparticulas, su principal limitacion es la disponibilidad comercial de equipos

y/o la fabricacién y manejo de interfaces personalizadas.

3.2.2. Objetivos

Se propone el empleo de la técnica de EC como herramienta en la caracterizacién de
AgNPs obtenidas por sintesis verde, con el propésito de determinar con una Unica corrida
electroforética, tamafio y distribucién, potencial zeta, movilidad electroforética y estabilidad

de las AgNPs obtenidas.
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3.2.3. Experimental

3.2.3.1. Reactivos y soluciones

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. Se utiliz6 agua miliQ (18 MQ

cm?) para la preparacion de las soluciones.

-Solucion de separacién (BGE): Se prepar6é empleando soluciones de
tetraborato de sodio 20 mM (Baker) y de dodecilsulfato sédico (SDS) 20 mM (Cicarelli).
Para ello se toman 1,0 mL de una solucién de tetraborato de sodio 0,1M y 2,0 mL de
una solucién de SDS 0,1M y se lleva a un volumen final de 10,0 mL con agua. Se
ajusté el pH a 8,50 con acido clorhidrico (Cicarelli) 0,1 M.

-Solucién de Nitrato de Plata 5,88 x 103 M: Se preparé disolviendo 0,0998 g
de la sal (Merck 99.9%) en 100,0 mL de agua.

- Solucién de hidréxido de sodio 0,1 M: Se preparo6 disolviendo 0,40 g de NaOH
(Anedra) en 100,0 mL de agua.

-Solucién de miel: A partir de una miel obtenida de la regién de Bahia Blanca
se prepar6d una solucién acuosa al 25% (m/v).

-Solucién de Glucosa 7,82% (m/v): Se preparo6 disolviendo 0,7825 g de dicho

hidrato de carbono (Sigma-Aldrich) en 10,0 mL de agua.

3.2.3.2. Preparacién de suspensiones coloidales (SC) de AgNPs

Se prepararon cinco suspensiones coloidales (SC) de AgNPs: SC1, SC2, SC3, SC4 y
SC5. En todos los casos el volumen final fue de 10,0 mL. SC1 y SC2 fueron preparadas
empelando una solucién 0,10 g% (m/v) de miel y una solucién 1,56x10“M de nitrato de plata
llevandose finalmente a pH 5,00 y 10,00, respectivamente. Las suspensiones SC3 y SC4, se
prepararon con nitrato de plata 4,75 x 103M y dos soluciones de miel (0,038 g% m/v (SC3) y
0,46 g% m/v (SC4)), ambas a pH 10,00. Finalmente, SC5 se sintetizd con una solucion de

glucosa 0,069 g% (m/v) y una solucién 1,56x10“* M de nitrato de plata a pH 10,0. En todos los
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casos se agitd vigorosamente mediante un vortex durante un minuto hasta obtener el color
amarillo-marrén caracteristico de las AgNPs. Todas las suspensiones coloidales fueron
centrifugadas hasta reducir su volumen a la mitad (35° C, 0,56 atm y 3000 rpm) utilizando una

centrifuga-evaporadora Thermo Scientific, Speed Vac SPD11V.

3.2.3.3. Caracterizacion de las SC de AgNPs

Espectroscopia UV-Visible

Los plasmones de resonancia superficial localizado (LSPR) se obtuvieron con un

espectrofotdmetro UV-Vis Agilent Cary 60.

Microscopia de transmision electrénica

Las fotografias de las SC sintetizadas se obtuvieron empleando un microscopio de
transmisién electrénica JEOL 100 CX Il. Para su medicién, dos gotas de cada dispersion se

colocaron en una malla de cobre y se dejo secar a temperatura ambiente.

Dispersiéon dinamica de la luz

Para el andlisis por dispersion dindmica de la luz, se realiz6 una dilucion 1:6 de las SC
en el BGE, para evitar posibles interferencias en las sefiales por la alta concentracion de NPs
o fendmenos de turbidez. Dicho estudio se realizé en un equipo Zetasizer Nano Series
(Malvern Instruments Ltd.) utilizando un laser de 663 nm de longitud de onda a un angulo de
90 ° y una temperatura de 25 °C. Previo al analisis, las SC fueron sonicadas durante 10 min

y filtradas empleando un filtro de 0,45 um de diametro de poro.

3.2.3.4. Electroforesis Capilar

La separacion electroforética se llevé a cabo empleando un instrumento de
electroforesis capilar Beckman Coulter PPACE™ MDQ equipado con un detector con arreglo

de diodos (Sciex, Redwood, CA, USA). El capilar de silice presenta una longitud total de 62
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cm y una longitud efectiva de 51 cm, con diametros interno y externo de 50 ym y 375 ym,
respectivamente. Se empleé como BGE una solucién de tetraborato de sodio 20 mM vy
dodecilsulfato sédico 20 mM de pH 8,50. El voltaje de separacion aplicado fue de 20 kV. La
inyeccion de la muestra se realizé hidrodindmicamente aplicando 0,8 psi durante 10 s. Las

mediciones se realizaron a 25 °C.

3.2.4. Resultados

3.2.4.1. Caracterizacion AgNPs por espectroscopia UV-Visible y Microscopia de

Transmisién Electréonica

En la Figura 3.1 se observan los plasmones de resonancia superficial localizado
(LSPR) caracteristicos de AgNPs, alrededor de los 411 nm, sintetizadas con miel a ambos
valores de pH. Las bandas estrechas y simétricas de las suspensiones SC1 y SC2, indican
una distribucion monodispersa de particulas, de forma principalmente esférica que se
correlaciona con las imagenes obtenidas por TEM!'12, En particular, para SC1, se observaron
nanoparticulas con un tamafio medio de 18 nm. Para la dispersion SC2, se obtuvo una banda
de LSPR ligeramente mas estrecha, que indica un tamafio de particula menor que para SC1.
Esto se confirma mediante analisis TEM mostrando AgNPs con un tamafio medio de 12 nm.
En el caso de SC3 y SC4, las bandas de LSPR sugieren una distribuciéon polidispersa de
AgNPs con dos maximos y un ancho de banda considerablemente mayor que en los casos
anteriores. La Figura 3.1 también muestra el LSPR de AgNPs obtenidas con glucosa a pH
10,0 (SC5). Se puede ver un corrimiento de 411 a 426 nm en la banda de plasmon con un
aumento en el ancho de banda, con respecto a SC1 y SC2, lo cual es acorde con un aumento
en el tamafio y polidispersion de las nanoparticulas'®. Ademas, en las suspensiones SC3,
SC4 y SC5 se puede observar un pequefio “hombro” alrededor de 350 nm probablemente
debido a la presencia de formas nanoprismaticas'?!4. Las formas caracteristicas y el tamario

de las nanoparticulas se observaron en las imagenes TEM, en donde se confirmé la presencia
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de nanoprismas y polidispersién para SC3, SC4 y SC5. El tamafio de las AgNPs varia entre
15 y 25 nm para SC1, 10 y 25 nm para SC2, 20 y 50 nm para SC3 y SC4 muestra
nanoparticulas de tamafio entre 10 nm y 20 nm. Con respecto al SC5, el tamafio medio fue

de 30 nm de didmetro (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Plasmones de resonancia superficial localizada de las diferentes suspensiones coloidales.



20 nm Z_Onm 2 m.'

SC4

20 nm 20 nm

SCS

20 nm

Figura 3.2. Fotografias TEM de las diferentes Suspensiones Coloidales obtenidas.

3.2.4.2. Caracterizacién de AgNPs por Dispersién Dinamica de la Luz

La técnica DLS fue utilizada en la determinacién de movilidad electroforética, potencial
Z y tamafo. Para los dos primeros parametros mencionados se evaluaron las SC1, SC2 y
SC5, ya que poseen relacion de concentraciones y tamafio de particulas muy similar entre si,
lo cual resulta adecuado para el analisis. Los valores de movilidad electroforética variaron
entre -4,24 y -3,82 mV y los de potencial Z entre -3,80 y -3,85 mV. Para la determinacion de

tamarfo se analizaron las cinco soluciones coloidales. Los valores obtenidos fueron 9,1; 10,5;
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82; 89,5 nm; para SC1, SC2, SC3 y SC4, respectivamente; habiendo una distribucion binomial

para SC5 de 11,2 y 58,2 nm.

3.2.4.3. Desarrollo de un método de Electroforesis Capilar para la caracterizacién de

AgNPs

El método desarrollado permite determinar mediante una Unica corrida
electroforética, la movilidad electroforética, potencial zeta y tamafio de nanoparticulas de

plata (AgNPs).

3.2.4.3.1. Optimizacion de las variables de electroforesis capilar

Se requiere el uso de un BGE que pueda asegurar la conductividad eléctrica y la fuerza
i6nica apropiadas con el fin de minimizar el ancho de los picos, la distorsiébn debido a la
dispersidn y calentamiento por efecto Joule durante la separacion electroforética. Ademas, es
necesario evitar la adsorcion de las AgNPs a la pared del capilar durante la separacién. Por
lo tanto, se seleccion6 una solucion de BGE compuesta por borato de sodio 20 mM y SDS.
Para obtener las variables quimicas y operacionales 6ptimas, se estudio la concentracion de
borato de sodio, SDS, pH?, voltaje de separacién, tiempo de inyeccién y presion aplicada). En
todos los casos el valor 6ptimo se establecié en funcién del analisis de la forma, intensidad y
resolucion de los picos, en el menor tiempo de analisis posible. La Tabla 3.1 muestra las
variables e intervalos estudiados y los valores 6ptimos seleccionados mediante el método
univariante. En la Figura 3.3 pueden observarse los electroferogramas correspondientes a las
suspensiones estudiadas, en los cuales el pico 1 corresponde al flujo electroosmotico (EOF),
con un tiempo de migracién de 6 minutos, mientras que los picos 2 y 3 corresponden a AgNPs

gue eluyen alrededor de los 7 minutos y entre 10 - 12 minutos, respectivamente.

Tabla 3.1. Pardmetros de optimizados en la Electroforesis Capilar.
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Parametro evaluado Intervalo Valor 6ptimo
estudiado obtenido
Variables quimicas
Concentracion Fie Borato de 20 - 40 mM 20 mM
sodio
Concentracién de SDS 0-20mM 20 mM
pH 7,50 -10,00 8,50
Variables electroforéticas
Voltaje de separacion 15 -25kV 20 kV
Presién aplicada de Inyeccién| 0,5-1,0 psi 0,8 psi
Tiempo de Inyeccion 50-100s 10,0 s
———sc2
1, ——sc1
i [ VR
6000 - | ——scs

5000 b oA pen fin S Id I,

2000

Unidades Arbitrarias (UA) (10®)

1000 +

0 2 4 6 8 10 12
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Figura 3.3. Electroferogramas de las suspensiones coloidales sintetizadas con miel (1-4) y con glucosa
(SC 5). Seindican 1. Flujo electrosmético (EOF) y las sefiales 2 y 3 corresponden a la distribucion principal de

AgNPs y posible agregacion de nanoparticulas, respectivamente.

3.2.4.3.2. Determinacion de movilidad electroforética y potencial zeta

En el analisis por EC, las AgNPs se consideran particulas esféricas (con radio r)
rodeadas por una doble capa eléctrica de espesor 1/ k, donde el parametro de Debye-Hiickel,
k (nm) es directamente proporcional a la raiz cuadrada de la fuerza iénica de separacién del
medio. Teniendo en cuenta que r es el radio de las NPs, cuando kr >> 1, la formula de

Smoluchowski®® se puede utilizar para estimar la movilidad electroforética (u.) como:
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€réoZ Ec.3.1

He

Donde ¢ y € son la permitividad relativa y del vacio respectivamente, z es la potencial
zeta y n la viscosidad de la solucién de separacién (a 25 °C). Sin embargo, varios autores han
demostrado que si z > 25 mV, las movilidades electroforéticas de las nanoparticulas pueden
verse afectadas por los efectos de relajacion, debidos a la distorsion del entorno iénico bajo
un campo externo aplicado, lo que la convierte en una funciéon de kr 61718 Por otro lado,
Kimura y colaboradores!® derivaron una expresion analitica de la funcién de Henry para

estimar la movilidad electroforética sin restricciones con respecto al rango kr:

ze (my+m_) Ec. 3.2

[rer) = (558) {5 0+ P37, )

&r€o§
n

2
k=3

Donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, z es el nUmero de
carga de los iones electrolitos, m son los coeficientes de resistencia ionica y fi(kr)son las

funciones desarrolladas de la ecuacion 3.2%°;

1 Ec. 3.3
2[1+2.5/{kr(1+2e~%")}]3

fikr)= 1+

kr(kr + 1.3e~018K7 4 3 5) Ec. 3.4
2(kr+1.2e~ 74K+ 4.8)3

falker)=
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9kr(kr+5.2e739%"+ 5.6) Ec. 3.5
8(kr+1.55e~032Kr4 6,02)3

falkr)=

Asi, la ecuacion 3. 2 es util para estimar los valores de potencial zeta a partir de la

movilidad electroforética de las AQNPs sintetizadas.

La Tabla 3.2 muestra la movilidad electroforética (u) y el potencial zeta ({) para las
suspensiones coloidales de AgNPs, SC1, SC2 y SC5, analizadas por el método electroforético
propuesto y comparadas con los resultados obtenidos a partir del andlisis por DLS. Como
puede observarse, los valores de movilidad electroforética obtenidos por EC poseen una
excelente correlacion con los estudiados por DLS para las tres muestras analizadas (tca=1,60
< tap=4,30, nivel de confianza del 95%)%°. Como se puede observar, la ecuacion de Ohshima
también permite obtener una buena correlacion entre valores de z obtenidos para SC2 y SC5,

si se los compara con el andlisis por DLS.

Tabla 3.2. Comparacion de potencial zeta y movilidad eletroforética utilizando EC y DLS. Utilizando (1)

Ecuacion de Smoluchowski y (2) Ecuacion de Ohshima.
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Suspension
de AgNPs EC DLS
Movilidad Potencial Movilidad
Potencial Zeta (mV) Electroforética (x10 Zeta (V) Electroforética
cm?/V.s) (x10* cm?/V.s)
1) )
48,47 + -48,80 *
SC1 0,21 60,56 + 0,20 -3,85 0,02 1,31 -3,82+0,10
-47,93 = -54,03 =
SC2 0,20 59,91 + 0,26 -3,81 + 0,02 0,45 -4,24 + 0,04
-47,90 = -51,87 =
SC5 0,25 59,91 + 0,32 -3,80 £ 0,03 1,80 -4,04 £ 0,13
3.2.4.4.3. Determinacion de tamafio de AgNPs
La movilidad aparente (uapp) puede definirse por la expresion general:
Happ = Heo T He Ec. 3.6

Donde peo €s la movilidad electroosmética y pe es la movilidad electroforética de las
AgNPs 4. La distribucién de tamafos de una suspension coloidal de AgNPs desconocida
podria analizarse relacionando la movilidad electroforética y el tamafio de particula. Con este
propésito, las dispersiones sintetizadas a pH 5,00 y 10,00, y caracterizadas previamente por
TEM se analizaron mediante el método electroforético propuesto. Experimentalmente, se
obtuvo una buena correlacion entre la papp (0 movilidad observada) y el tamafio de particula
en el rango de tamafo estudiado (de 10 nm a 55 nm de diametro). Debido a que existe una
correlacion lineal (R%>0,90), la movilidad electroforética (ue) de las AgQNPs puede considerarse

proporcional al tamafio de las nanoparticulas como se representa en la Ecuacion 3.7:

Mep = KT+ C Ec. 3.7

Donde K es la pendiente y C la ordenada al origen de la regresion lineal (y
=4,00x10° + 1,00x10°, R? =0,942) como muestra la Figura 3.4. La relacién satisfactoria entre
la movilidad electroforética y el tamafio de estas nanoparticulas cargadas negativamente esta

de acuerdo con la literatura*. Dado que este tipo de AgNPs no estan disponibles
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comercialmente, los tamafios obtenidos para todas las muestras analizadas soélo se
compararon con los datos recogidos mediante analisis TEM y DLS. Como puede observarse
en la Tabla 3.3, se obtiene una buena correlacién entre los valores obtenidos por EC y los de
TEM y DLS para SC1, SC2 y SC5. En el caso de SC3 y SC4, se obtiene una aproximacion
mas exacta de la distribucién de tamafios de AgNPs obtenidos por medio de EC y TEM con
respecto a los alcanzados por DLS. Los didmetros hidrodindmicos obtenidos a través de DLS
estan sesgados de los otros valores, los cuales pueden estar asociados con la posible
agregacion de nanoparticulas en la solucion y conducir a una sobrestimacion de los valores
medios, en especial en las suspensiones SC3 y SC4. Por lo mencionado anteriormente, se
aplicé una prueba estadistica para datos emparejados (test “t”) para comparar los resultados
obtenidos mediante EC y TEM para las muestras SC1 a SC5. El valor tca (2,24) resulté menor
que el valor tan (2,57) al 95% de nivel de confianza, no mostrando asi diferencias
estadisticamente significativas entre EC y TEM para el andlisis de estas AgNPs. Ademas, se
observa claramente que la EC permite identificar la posible agregacion de AgNPs y, de esta

forma, estimar la distribuciéon de tamafio de cada subpoblacion.
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Figura 3.4. Relacion lineal entre el radio de las NPs y su movilidad aparente, (Ec.3.7).

Tabla 3.3. Comparacion en la determinacion de tamafios de AgNPs obtenidas por EC, TEM y DLS



~ 58 ~

AgNPs Diametro de particula (nm)
EC* TEM** DLS*
SC1 13,8+0,6 18,4 91+2,2
SC2 8,8+0,4 12,3 10,5+4,2
27,9+3,3
SC3 36,8 82+0,7
47,2+2,5
sc4 15,4+ 1,5 11,3 98,5 +2,9
scs 15,4+0,5 23,2 11,2 +1,2
42,9+0,6 52,6 58,2 £6,2

*Valor promedio de 3 réplicas.

3.2.4.4.4. Evaluacion de estabilidad de las AgNPs por EC

Para evaluar la capacidad del método electroforético propuesto para controlar la
estabilidad de las suspensiones coloidales de AgNPs y monitorear la posible agregacion de
estas particulas, se seleccionaron las SC2 y SC4. Fueron analizadas luego de almacenarlas
por un periodo de tiempo de 20 dias a 4 °C. Las suspensiones coloidales se sonicaron previa
aplicacion del método propuesto. Estas muestras fueron seleccionadas considerando las
condiciones experimentales para su sintesis y las diferencias observadas inicialmente en las
bandas de LSPR. Como se puede ver en la Figura 3.5, se observa una amplificacién en la
intensidad del pico electroforético (t = 9,5 min) después de la sonicacién, mientras que no se
encuentran picos adicionales entre los 7 y 9 minutos si se compara con la misma muestra
antes de ser sonicada, lo cual puede asociarse con la agregacion de AgNPs durante el
proceso. Por otra parte, la SC4, se someti6 al mismo tratamiento, con el objetivo de seguir los
cambios en las areas de los picos y la distribucién del tamafio por EC. Como se puede
observar en la Figura 3.6, SC4 tiende a agregarse después del almacenamiento durante 20
dias (comparar trazo A, cuando estan sintetizadas en el momento con los demas trazos)
evidenciado por los picos electroforéticos entre 7,5y 11 min (B), que pueden atribuirse a la
relacion miel / Ag* en esta muestra si se compara con la muestra de SC2. La distribucion del
tamafio se ve afectada levemente durante el proceso de sonicacién debido a la desagregacion

aparente (Figura 3.6, C). Estos resultados demuestran un rendimiento satisfactorio del método
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EC propuesto para evaluar la estabilidad de los coloides y la distribucién de tamafios de las

AgNPs, incluso cuando éstas se encuentran agregadas.
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Figura 3.5. Electroferograma de SC2 luego de 20 dias de almacenamiento. Sin sonicacion (A). Con

sonicacion (B). EOF: Frente electrosmatico.
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Figura 3.6. Electroferogramas de SC4 sintetizada en el momento (A, en negro), SC4 20 dias después sin sonicar

(B, en azul) y SC4 20 dias después luego de la sonicacion (C, en rojo).

3.2.5. Conclusiones parciales

El método electroforético propuesto mostr6 ser efectivo en la separacion de AgNPs,
con un tiempo de andlisis menor a 12 min. Adicionalmente, se utilizaron pequefios volimenes
de AgNPs y reactivos, lo cual implica una reduccién en costos econdmicos y en las cantidades
de residuos generados. Mediante la aplicacion del método propuesto, se obtuvo informacién
valiosa sobre la distribucién de tamafios, potencial zeta y estabilidad en el tiempo, de las
nanoparticulas de plata a partir de una Unica corrida electroforética. Los datos generados
se compararon con éxito con las técnicas de caracterizacion tradicionales, tales como TEM y
DLS. A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que el método EC propuesto
representa una herramienta Util para la caracterizacién de dispersiones de nanoparticulas de

plata.
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3.3. ldentificacién de agentes bloqueantes en Nanoparticulas de
plata (AgNPs) empleando Espectroscopia Raman amplificada por
superficie (SERS)

3.3.1. Introduccidn

En la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs), luego de los pasos de reduccion
del metal y la nucleacion de los &tomos, los agentes bloqueantes son de gran importancia en
la determinacion de su tamafio y estabilidad, ademas de ser tenidos en cuenta al momento
de elegir la aplicacién que se les dara a dichos nanomateriales?'. Algunos de estos agentes
estabilizantes ( bloqueantes o “capping”) pueden llegar a cumplir, incluso, el rol de reductores
en las primeras etapas de la reaccién como lo hacen, por ejemplo, el citrato o la glucosa?>%.
En soluciones acuosas, sin recubrimiento, las AgNPs no son estables y se oxidan liberando
cationes Ag®. Los coloides de AgNPs pueden estabilizarse segun los siguientes mecanismos:
1) Electroestatico, es decir repulsién entre cargas, 2) estérico, por impedimento en base al
volumen que ocupan las moléculas adsorbidas, 3) fuerzas de hidratacion, es decir aquellas
que actuan entre las superficies polares separadas por una capa delgada de agua (<3 nm),
4) fuerzas de deplecién, cuando las NPs se colocan en solucion, de tal forma que excluyen

moléculas méas pequenias y 5) fuerzas de van der Waals?*.

Las propiedades que posean las AgNPs y, por lo tanto, su eficiencia, estan fuertemente
relacionadas con las moléculas adsorbidas sobre su superficie, ya que estas pueden formar
parte importante en el desarrollo de su aplicacion. Por ejemplo, en el caso de AgNPs utilizadas
como agente bactericida, el rol de los mono y di sacaridos juega un papel crucial en la
actividad anti-bacteriana. Por ejemplo, cuando estas particulas son sintetizadas con maltosa
y lactosa se obtienen mejores resultados en la accion bactericida de las mismas si se las
compara a las obtenidas utilizando glucosa o galactosa % Por otra parte, Ajitha y col.
sintetizaron AgNPs con diferentes agentes blogueantes o “capping”, estudiando su influencia
en el tamafo, forma y potencial zeta de dichos nanomateriales. Los mejores resultados se

observaron con polivinilpirrolidona (PVP)?.
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En la sintesis verde de AgNPs empleando miel como agente reductor y estabilizante,
la glucosa al ser un azulcar reductor, puede formar parte de la primera etapa, reduciendo los
cationes Ag* para dar atomos Ag° y el anién gluconato, en medio alcalino. Este Ultimo, puede
actuar como agente estabilizante junto con los sacéaridos o y 3 D-Glucosa presentes, debido
a la mutarrotacion, e inicialmente en exceso en el medio de sintesis?’. La Figura 3.7 muestra
la estructura de a-D-Glucosa, B-D-Glucosa y del anién Gluconato, posibles agentes

estabilizantes de estas AgNPs.

Figura 3.7: Estructura de la a-D-Glucosa (A), B-D-Glucosa (B) y del anién Gluconato (C)

respectivamente con la numeracion de sus correspondientes atomos de oxigeno, (rojo) y los atomos de carbono

(gris) e hidrogeno (blanco).

3.3.2. Objetivos

Con la finalidad de evaluar la funcién de la D-glucosa y del anién gluconato como
agentes estabilizantes en la sintesis de AgNPs a partir de miel y, si existe alguna preferencia

entre estas moléculas para este rol, se realizan los siguientes estudios:

- Sintesis de AgNPs empelando glucosa, uno de los hidratos de carbono
predominantes en la miel.

- Determinacion de la configuracion de a-D-Glucosa, B-D-Glucosa y del anién
Gluconato, simulada por la teoria del funcional de densidad (DFT)?, que ajuste mejor
con los datos experimentales obtenidos por Espectroscopia Raman Amplificada en

Superficie (SERS).
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3.3.3. Experimental

3.3.3.1. Instrumentacion

Microscopio Raman Confocal, modelo WITec Alpha 300RA.

3.3.3.2. Reactivos y soluciones

Los reactivos empleados poseen pureza de grado analitico. Se utilizé agua de calidad

miliQ (18 MQ).

-Soluciéon de Nitrato de plata (AgNOs Merck 99.9%) 5,88x10° M: Se prepar6

disolviendo 0,0998g de la sal en 100,0 mL de agua.

- Solucioén de hidréxido de sodio 0,1 M (NaOH): Se preparé disolviendo 0,40 g en 100,0

mL de agua.

- Solucion de Glucosa (Sigma-Aldrich) al 7,82% (m/v): Se preparé disolviendo 0,789

de reactivo en 10,0 mL de agua.

3.3.3.3. Sintesis de AgNPs

Las AgNPs se obtuvieron empleando D-glucosa, de manera similar a la detallada en

el Capitulo 2, item 2.3.2.

- Obtencidn de espectros a través de Raman convencional y SERS

Para las mediciones en Raman convencional y observacion del fendbmeno SERS, las
AgNPs fueron depositadas sobre una placa con fondo de papel aluminio e irradiadas con laser

verde a 532 nm, de una potencia de 10 mW durante 2 minutos.



3.3.3.4. Método computacional

Tanto para la ay B D-glucosa, como para el ién gluconato se realiz6 una optimizacién
geométrica de las moléculas aisladas con el fin de hallar sus configuraciones mas estables.
Para el modelado de la AgNPs se utilizé un cluster de 3 atomos de plata (Ags), el cual también
fue optimizado. Este cluster Ags ha demostrado ser una buena aproximacion en la adsorcion
de moléculas sobre AgNPs?, ademas de ser utilizado para la comparaciéon de espectros
SERS®*. Se modelaron 15 configuraciones iniciales en total; 6 para la a-D-glucosa, de las
cuales 5 interaccionan con un cluster Ags de forma triangular y otra que interacciona un con
uno de forma lineal. Para la B-D-glucosa se evaluaron 7 geometrias, en 5 de ellas se utiliz6 el
cluster Ags de forma triangular y en 2 de ellas el cluster de forma lineal. El anién gluconato fue
modelado en 2 configuraciones, todas ellas con el cluster Ags de forma triangular. El codigo
utilizado fue el Gaussian 9.0, utilizando el funcional DFT-B3LYP con la base 6-311g y la base
LANL2TZ para los atomos de plata, debido a la presencia de electrones en el subnivel 4d.
Para modelar el efecto del solvente, se introdujo la instruccién de hidratacion implicita

CPCM31*2, Para el calculo de energias se utilizé la ecuacién 3.8:

Eass=E(molécula/Ags) —-E(Ags) —E(Molécula) Ec. 3.8

Posteriormente se realizé una correccion por Error por Superposicion de Base (BSSE por sus

siglas en inglés)3334,



3.3.4. Resultados y discusion

3.3.4.1. Sintesis de AgNPs

La AgNPs obtenidas son monodispersas y esféricas, el tamafio promedio de 10 nm. Estas

caracteristicas son similares a las obtenidas en capitulo 2, seccion 4.2.1.

3.3.4.2. Espectroscopia Raman de la a-D-Glucosa sélida

Con el fin de comprobar la posibilidad de comparar las frecuencias obtenidas en las
mediciones experimentales con las reportadas en bibliografia, se obtuvo un espectro Raman
convencional de la a-D-Glucosa en polvo y se contrastaron sus frecuencias con las extraidas
de la busqueda bibliografica (Tabla 3.4), obteniéndose una excelente correlacion entre ambas
(R? 0,999), como puede observarse en la Figura 3.8. Debe tenerse en cuenta que el error

experimental de las mediciones luego de la calibracion del instrumento es de + 10 cm™.

Tabla 3.4. Comparacion entre las frecuencias reportadas en bibliografia y las obtenidas

experimentalmente para la a-D-Glucosa en estado cristalino®®
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a-D-Glucosa cristal® /cm™ a-D-Glucosa cristal medida/cm™®
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538 539
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912 913
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Figura 3.8. Correlacion entre las frecuencias medidas experimentalmente y las obtenidas en la

literatura.



3.3.4.3. Espectroscopia SERS
El fendmeno SERS mostr6 no ser un efecto estatico para el presente estudio, sino que
a lo largo de los 2 minutos de analisis, diferentes sefiales en distintas frecuencias e
intensidades se fueron presentando esporadicamente a lo largo del tiempo de andlisis®®. La
Figura 3.9 muestra la superposicion de 7 espectros que, juntos, representan todas las sefiales

observadas para la muestra analizada.
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Figura 3.9. Espectros Raman, tomados a distintos tiempos, que muestran los fendmenos SERS para

las AgNPs sintetizadas con glucosa.

Los picos obtenidos en la medicién se deben a moléculas adsorbidas en la superficie
de plata, ya que las moléculas libres no se encuentran lo suficientemente cerca para dar el
fendbmeno SERS. Estas frecuencias fueron comparadas con las mismas reportadas en
bibliografia para mediciones de glucosa e i6n gluconato, con el fin de hacer las asignaciones

correspondientes de los modos normales de vibracion (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Asignacion de modos normales de D-glucosa e i6n gluconato obtenidos experimentalmente y por

bibliografia. Las referencias se encuentran en la columna de asignaciones, para cada una de ellas.

Frecuencias obtenidas Frecuencias obtenidas de Asignacion mas probable obtenida
experimentalmente/cm-t bibliografia/cm* por bibliografia
531 515 + 540 5 COO glu ¥+  C2-C1-01 a*®
603 594 5CO+3C0O0glu?¥
662 651 5 COO +35CO0glu ¥
760 770 5 05-C1-01 338
806 808 5 CHglu ¥
996 974 uCO +50CH glu ¥’
1039 1041 + 1039 8C1-H a® + uCO a + 80CH glu ¥
uCO,uCC,5COH a*+yCO+3%
1095 1100 + 1095 COO glu ¥
1108 1112 CC stretch, CCO bend alfa 4°
1133 1133 + 1125 uOCyuCOglu¥+ucCc0o#
1176 1150 uC-0 endociclico gsa *?
C6-0-H/C1-O-H/C1-H a%*+ C-0-C
1268 1278 + 1267 +1262 452 ® + 5 C(6)-OH, & COH,5 CCH B
1305 1310 5 COH+30CHGgIu ¥
3C-O-Ha*+wCH2%+3COH+d
1339 1349 + 1330 + 1349 + 1336 + 1349 COH a “ + 1(CH2) gsa “+ 5 COH + &
COH glu ¥
WCH2B®¥+35CH +350H gsa“®+w
1363 1360 + 1368 + 1368 + 1349 CH2, 8 OCH, COH gsa “? +
SCOH+3COH glu ¥
1392 1401 uCOO- antisimetrico glu ¥’
1433 1448 5 CH2, OCH B *°
5 CH2 gsa %+ CH2, 5 OCHa * + &
1450 1455 + 1454 + 1445 CH2'y OCH glu &7

glu: Anién gluconato, gsa: D-Glucosa, a: Alfa-D-Glucosa, B: Beta-D-Glucosa, &: Balanceo o tijeras (bending), w:

Aleteo (wagging), T: Torsién (twisting), u: Tension (streching).

Como puede observarse, tanto la glucosa (en sus dos isémeros a y 3) como el anién
gluconato se encuentran adsorbidos en la superficie de plata de las AgNPs, ya que las
frecuencias presentes en la mediciébn experimental se corresponden a las halladas en
bibliografia para estas moléculas. Las pequefias discrepancias que pueden observarse, entre
ambas frecuencias, pueden ser atribuidas a la diferencia que existe en la concentracién del
hidrato de carbono presente en la muestra con respecto a la utilizada en los diferentes datos
de literatura. En el caso del experimento realizado en este trabajo, la concentracion inicial de

a-D-Glucosa en la sintesis fue de 0,034% (m/v), mientras que en la literatura la concentracion
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de los monosacaridos era superior al 20% (m/v). Esta elevada concentracion de D-Glucosa
puede dar lugar a interacciones por parte de las moléculas de soluto por medio de fuerzas de
van der Waals o a través de puentes hidrégeno, produciendo, alteraciones en el corrimiento
Raman?*. Por otra parte, el pH, juega también un rol preponderante en la localizacién de los
picos correspondientes a modos vibracionales 4447 Las frecuencias obtenidas
experimentalmente fueron realizadas en un medio alcalino (pH 10,00), mientras que la
medicion de modos normales obtenidos de bibliografia se realizé en agua destilada,
teniéndose de esta manera un pH entre levemente &cido a neutro. Por otra parte existen
evidencias reportadas sobre un leve corrimiento de frecuencias entre mediciones Raman
convencionales y SERS*4° Cabe destacar que las frecuencias encontradas en literatura para
el anién gluconato se encuentran en estado sélido, dando lugar a posibles diferencias. Sin
embargo, se han obtenido buenas correlaciones entre los modos vibracionales obtenidos

experimentalmente y los reportados en literatura.

3.3.4.4. Célculo de frecuencias

En la Tabla 3.6, se presentan las diferentes interacciones entre el cluster Ags
evaluadas para ambos isbmeros de la D-Glucosa y el anion Gluconato. Como puede
apreciarse en dicha tabla, en un principio se muestran las interacciones propuestas para estas
moléculas, para luego observar su evolucién hacia su geometria mas estable, dando lugar a
las interacciones finales las cuales arrojaran las frecuencias Raman tedricas obtenidas por los
modelos. Estas geometrias pueden observarse en las Figuras 3.10, 3.11y 3.12. Por otra parte,
la Tabla 3.6 también presenta informacién acerca de las energias para cada configuracion
final, aportando asi herramientas para la posterior evaluacion de las geometrias preferenciales

en la adsorcion de los hidratos de carbono propuestos sobre las AgNPs.
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Tabla 3.6. Interacciones propuestas y obtenidas entre el cluster Ags y las distintas moléculas evaluadas,

junto con la distancia final entre ambos y sus respectivas energias.

Molecula Interaccion inicial Interaccion final [A) de intera{Energia (eV)
w-D-Glucosa 1 05| eter) 05 |eter] 2,52 -0,35
w-D-Glucosa 2 03; 04 {OH) Q3{0H) 2,38 -0,43
w-0-Glucosa 3 02; 03; 04 {OH] 03; 04{0H) 3,51; 3,71 -0,08

o-D-Glucosa 3 lineal 02; 03; 04 |0OH] 01; 02 {DOH] 2,85; 2,67 -0,30
g-D-Glucosa 4 01; 02 {OH) 01; 02 (OH) 2,57, 2,53 -0,66
w-0-Glucosa s 02; 03 ({OH] 01; 02 {OH] 2,78; 2,458 -0,48
[-D-Glucosa L 05| eter) QL1 OH], 05 (eter]) 2,56; 2,72 -0,62
[-D-Glucosa 2 03; 04 {OH) 0d {OH) 3,57 -0,05

[-D-Glucosa 2 lineal 03; 04 {0OH] 06 (hidroximetil) 2,50 -0,24
p-D-Glucosa 3 02; 03; 04 (OH) 04 {OH) 2,42 -0,40
B-D-Glucosa 4 01; 02 (OH) 01 ({OH) 2,44 -0,43
p-D-Glucosa 5 02; 03 {OH) 02; 03 {OH) 3,69: 3,66 0,07

[-D-Glucosa 5 lineal 02; O3 {OH) 03 (OH) 3,68 -0,04

Anion Gluconato 1 01, Olb (carbonilo) 01 {grupo carbonilo) 2,25 -1,93
Anion Gluconato 2 02; 03; 04 |OH] 02; 03 ({OH] 2,68; 2,43 -1,32

Las configuraciones evaluadas, en su forma mas estable luego de la

geomeétrica, fueron las siguientes:

optimizacion



~71 ~

Ags/a-D-glucosa:

Figura 3.10. Diferentes geometrias evaluadas para la a-D-glucosa. Los 4tomos de oxigeno se
presentan en color rojo, los atomos de carbono e hidrégeno se indican en color gris y blanco respectivamente y
los celestes corresponden al cluster de plata. Geo: Geometria: diferentes formas de interaccién de la a-D-

glucosa con el cluster.
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Ags/p-D-glucosa:

Figura 3.11. Distintas geometrias evaluadas para la interaccion Ags/B-D-Glucosa. Los atomos de
oxigeno se presentan en color rojo, los atomos de carbono e hidrégeno se indican en color gris y blanco
respectivamente y los celestes corresponden al cluster de plata. Geo: Geometria: diferentes formas de

interaccion de la B-D-glucosa con el cluster.
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Ags/lén Gluconato:

Figura 3.12. Geometrias evaluadas para la adsorcion del i6n Gluconato sobre el cluster Ags. Los
atomos de oxigeno se presentan en color rojo, los &tomos de carbono e hidrogeno se indican en color gris y
blanco respectivamente y los celestes corresponden al cluster de plata. Geo: Geometria: diferentes formas de

interaccion del i6n Gluconato con el cluster.

Cabe destacar que el motivo por el cual algunas geometrias se repiten con un cluster
Ags en forma lineal, es debido a que, en su forma triangular, las interacciones entre los atomos
de oxigeno de las moléculas y los atomos de plata de dicho cluster estan a una distancia
mayor a los 3 A, y presentan valores de energia débiles. Por otra parte, las energias de
interaccioén resultaron mas favorables para la forma lineal de esta estructura de plata, excepto
para la geometria 5 de la 3-D-glucosa, la cual no mostré cambios significativos. Si se observa
detalladamente la Tabla 3.6, puede apreciarse que la mayoria de las interacciones de la a-D-
glucosa con el cluster Ags, evolucionan hacia los atomos de oxigeno O1 y O2 como puede
apreciarse en la Tabla 3.6, situacion que no se repite con el isomero B, posiblemente por la

diferente posicion que ocupa el &tomo de oxigeno O1 en dicha molécula.
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3.3.4.5. Analisis de frecuencias tedrico-experimentales

A continuacién se procederd a analizar la Tabla 3.7, la cual lista tanto frecuencias
tedricas como experimentales, con el fin de encontrar aquellas geometrias que presenten

mayor probabilidad de encontrarse presentes sobre la superficie de la AgNPs.

Tabla 3.7. Coincidencias de frecuencias experimentales y tedricas, el error del instrumento es de +10

cm. Las frecuencias marcadas en rojo superan la diferencia de £10 cm™* entre experimento y célculo.
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a: alfa-D-glucosa; B: beta-D-glucosa; Glu: Gluconato; Geo: Geometria; L: Interaccion con cluster Ags

lineal.
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Como se puede observar, las frecuencias experimentales 760 y 1567 cm™ sélo se
presenta en la geometria 1 del aniébn Gluconato, mientras que las vibraciones en 806, 1133,
1548 cm? sélo se encuentran en la geometria 1 de este mismo anién. Estas dos
configuraciones abarcan casi todas las frecuencias experimentales observadas, con
excepcion de 603, 662, 996, 1108 y 1433 cm. Por otro lado, la vibracién ubicada en 662
cm? sélo se encuentra presente en la geometria 2 de la a-D-glucosa haciendo que dicha
configuracion sea altamente probable; por otra parte, también aporta la vibraciéon 1108 cm™™.
Los restantes modos normales pueden encontrarse tanto en las geometrias 1 como 5 de la 3-
D-glucosa haciendo de estas configuraciones preferibles, por sobre los otros sistemas Ags/[3-

D-glucosa evaluados.

En cuanto a las energias, podrian agruparse en tres conjuntos conforme a su
estabilidad. La molécula mas estable resultd ser el anién gluconato, principalmente, su
geometria 1 con una energia de -1,93 eV seguido de su geometria 2 con -1,32 eV. En un
segundo grupo, entre los isémeros de D-glucosa, no se encontraron diferencias significativas
de energia, siendo las mas estables, para la a-D-glucosa, las configuraciones 4; 2 y 5 con
energias de -0,66; -0,49 y -0,48 eV, respectivamente, y para la B-D-glucosa, las geometrias
1; 4y 3, con energias de -0,62; -0,43 y -0,40 eV, respectivamente. Por Ultimo, en un tercer
conjunto, las geometrias 1 y 3 lineal de la a-D-glucosa y la configuracion 2 lineal de la B-D-
glucosa mostraron menor estabilidad, siendo practicamente no interactuantes la geometria 3

del isbmero a y las configuraciones 2; 5y 5 lineal del isémero B (ver Tabla 3.7).

3.3.6. Conclusiones parciales

Todas las geometrias de las moléculas analizadas pueden encontrarse adsorbidas
sobre las AgNPs. Sin embargo, los céalculos muestran que el anion gluconato se hace
imprescindible para asignar muchas frecuencias halladas experimentalmente. Lo
anteriormente dicho también aplica a la geometria 2 de la a-D-glucosa y las geometrias 1 6 5

de la B-D-glucosa, aunque esta Ultima mostré6 ser muy poco estable en cuanto a energia;
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siendo por ende mas probable hallar la geometria 1 de dicho isémero. Por lo tanto, los estudios
indicarian que el anion gluconato se encuentra como agente bloqueante en su geometria 1,
seguido por la geometria 2 vy, luego, las moléculas de glucosa en sus configuraciones
previamente indicadas. También se ha encontrado que, el sitio de interaccion entre la plata y

la a-D-glucosa tiende a darse, preferentemente, a través de los &tomos de oxigeno Ol y O2.
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CAPITULO 4
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Estudios de potenciales aplicaciones de las AgNPs

Objetivos generales

Se pretende hacer uso de las AgNPs sintetizadas en esta Tesis para:

-Producir el fendbmeno SERS en espectroscopia Raman haciendo uso del laser

verde de 532 nm para la deteccién de oxitetraciclina en muestras de miel.

-Analizar la posibilidad de desarrollar sensores de glucosa basados en nanotubos
de carbono (CNT) decorados con un metal de transicidn o nanoclusters de plata cuya
reactividad debe ser moderada, mediante un estudio teorico utilizando la Teoria del

funcional de la Densidad (DFT).
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4.1. ldentificacion de Oxitetraciclina en miel por medio de

Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (SERS)

4.1.1. Introduccioén

La oxitetraciclina (OTC), es un antibidtico de amplio espectro perteneciente a la
familia de las tetraciclinas?, el cual es habitualmente utilizado por los productores apicolas
en el tratamiento y prevencion de las enfermedades, Loque Americana y Loque Europea,
que afectan gravemente a las abejas productoras de miel (Apis melifera)?. Paises como
Estados Unidos, Canadd, Australia, India e inclusive Argentina recurren frecuentemente a
la aplicacion de este antibidtico en sus colmenas. Sin embargo, la Unién Europea, prohibe
estrictamente su uso®. La presencia de OTC puede persistir de manera residual en
productos apicolas como la jalea real, propéleos e inclusive la miel, cuando las colmenas
son tratadas con dicha droga. Este hecho es de preocupacion, ya que puede afectar la
salud de los consumidores, principalmente en la generacion de resistencia bacteriana a
estos antibiéticos*®. Lo anteriormente expuesto representa por lo tanto un impedimento en
la exportacién de miel a paises pertenecientes a la Unién Europea, la cual represent6 un
36,4% de la exportacion total de este producto apicola por parte de Argentina en el afio

2017°.

En la actualidad, para la determinacion de OTC en miel, existen diversos métodos,
entre los cuales se pueden mencionar: cromatografia liquida de alta performance
(HPLC)"®8, sensores fluorescentes utilizando nanoclustes metdlicos o nanoparticulas
funcionalizadas con ADN®°, inmunoensayos tipo ELISA!!, métodos electroforéticos??,
voltamperometria de onda cuadrada con redisolucion catodica, empleando electrodos de

antimonio generados “in-situ™3.

La utilizacion de la espectroscopia Raman convencional y espectroscopia Raman
amplificada por superficie (SERS) son técnicas de gran utilidad en la deteccion de

diferentes moléculas de antibidticos, entre las que se encuentra la oxitetraciclina. Chen 'y
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col.', utilizaron espectrocopia Raman convencional para la determinacién simultanea de
tetraciclina, doxiciclina y OTC sin evaluar el método en ninguna matriz. Por otro lado, se
utilizé espectroscopia SERS con la finalidad de detectar tetraciclina, levofloxina vy
benzilpenicilina adsorbidas sobre AgNPs*®. Estas particulas fueron obtenidas mediante
borohidruro y citrato de sodio; evaluandose el antibiético en suspensiones acuosas sin
realizar estudios en muestras complejas. El empleo de nanoparticulas de oro (AuNPSs)
comerciales se utilizé para la cuantificacion de residuos de tetraciclina en carne de pato,
por medio del fendmeno SERS, Meng y col. emplearon AuNPs funcionalizadas con
hebras de ADN (oligonucleétidos) con el propésito de alcanzar mayor especificidad en la
deteccion de OTC utilizando SERS?Y. Asimismo, se empled esta misma técnica para
detectar residuos de Penicilina G en muestras de leche, utilizando una metodologia costosa
y tediosa que incluye varias etapas de lavados y deposicion de las nanoestructuras de plata

obtenidas en placas, para su posterior analisis?.

4.1.2. Objetivos

- Estudiar el empleo de AgNPs obtenidas por sintesis verde para la identificacién
de oxitetraciclina en muestras de miel mediante Espectroscopia Raman Amplificada por

Superficie (SERS).

4.1.3. Experimental

4.1.3.1. Instrumentacion

- Microscopio Raman Confocal modelo WITec Alpha 300RA. Se emplea un laser
verde (532 nm) con una potencia de 10 mW del microscopio Raman confocal durante 2

minutos. Resolucién espectral 4 cm™ y error instrumental de +10 cm™.

- Microscopio de transmision electrénica JEOL 100 CX II.

- Centrifuga Servall con un rotor SM 400.
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4.1.3.2. Reactivos y soluciones

Los reactivos empleados poseen pureza de grado analitico. Se utiliz6 agua de

calidad miliQ (18 MQ).

-Solucion de Nitrato de plata 0,059 M: Se prepard disolviendo 0,500 g de la sal

(Merck 99,9%) en 50,0 mL de agua.

- Solucién de hidréxido de sodio 0,5 M: Se prepar6 disolviendo 2,00 g de NaOH

(Anedra) en 100,0 mL de agua.

- Solucién de glucosa 7,82% (m/v): Se preparé disolviendo 0,7825 g de dicho hidrato

de carbono (Sigma-Aldrich) en 10,0 mL de agua.

- Solucién de oxitetraciclina 100 ppm: Se disolvieron 0,027 g de clorhidrato de
oxitetraciclina (Sigma-Aldrich) en 250,0 mL de agua. Posteriormente de esta solucién se

tomé una alicuota de 1,00 mL y se llevé a 100,0 mL con agua.

- Solucién de oxitetraciclina 1 ppm: Se tomé una alicuota de 1,00 mL de la solucién

de oxitetraciclina de 100 ppm y se llevaron a 100,0 mL con agua.

- Carbonato de potasio (K2COs3) Timper.

4.1.3.3. Método computacional

Con el fin de visualizar las vibraciones de los enlaces pertenecientes a diferentes
grupos funcionales de oxitetraciclina a pH 10,00 y obtener las frecuencias tedricas de dicho
antibiotico, se llevd a cabo un caclulo DFT. Esta molécula, se encuentra desprotonada a
pH alcalino (OTC?) (Figura 4.1). Se realiz6 una optimizacion geométrica de la molécula
aislada, obteniéndose de esta manera los modos normales oscilantes. El codigo utilizado

fue el Gaussian 9.0, utilizando el funcional DFT-B3LYP con la base 6-311g y la base 6-
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311+G*. Para modelar el efecto del solvente, se introdujo la instruccion de hidratacion

implicita CPCM?*°2,

Figura 4.1. Molécula de oxitetraciclina a pH 10,00 (OTC?). Las esferas grises, blancas, rojas y

azules corresponden a los a&tomos de carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, respectivamente.

4.1.3.4. Sintesis de Nanoparticulas de Plata

Se sintetizaron AQNPs empleando D-glucosa como agente reductor y estabilizante,
ya que las moléculas adsorbidas sobre la superficie de las AQNPs con este reactivo fueron
caracterizadas en el Capitulo 3, Seccion 3.2. Para ello, se tomaron 7,50 mL de AgNO3
0,059M, se agregaron 1,00 mL de glucosa 7,82% (m/v) y se llevé a pH 10,00 con NaOH
0,5M. El volumen final fue de 250,0 mL con agua miliQ. La mezcla se agit6 vigorosamente
utilizando un vértex, durante 1 minuto hasta alcanzar una suspension turbia de color gris

verdoso, correspondiente a una SC de AgNPs muy concentradas (SC AgNPs).

Para la obtenciébn de una sefial SERS adecuada, se trabajo con AgNPs de

concentracion similar a la utlizada en otros trabajos que hacen uso de esta
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técnica'*!"?1,Por otra parte, se aumento la relacion Ag*/agente bloqueante, agregando una
mayor concentracion de nitrato de plata, para generar mayor superficie de plata expuesta

para la union de la OTC , sin interferencias del agente “capping”.
4.1.3.5. Procedimiento

Con la finalidad de identificar los picos SERS correspondientes a la oxitetraciclina y
miel, se prepararon una serie de suspensiones coloidales que contenian en todos los casos
25,00 mL de SC AgNPs y 0,5 g de carbonato de potasio. Las SC preparadas se detallan a

continuacion:

SCa) SC AgNPs + K,COs.

SCb) SC AgNPs + 5 g miel + K,CO:s.

SCc) SC AgNPs + OTC + 0,5 g de K>COs. Concentracion final OTC: 0,8 ppm (m/v)
SCd) SC AgNPs + 5 g miel + OTC + K»COs. Concentracion final OTC: 5 ppb (m/m)
SCe) SC AgNPs + 5 g miel + OTC + K>COs. Concentracion final OTC: 10 ppb (m/m)
SCf) SC AgNPs + 5 g miel + OTC + K>COs. Concentracion final OTC: 15 ppb (m/m)
SCg) SC AgNPs + 5 g miel + OTC + K>COs. Concentracion final OTC: 20 ppb (m/m)

La funcién del Ko.COs; es facilitar la agregacion de las AgNPs, generando asi una
superficie irregular propicia para SERS. Las SC fueron centrifugadas a 7000 rpm durante
45 minutos. Los tubos de centrifuga contenian papel aluminio en el fondo del mismo con la
finalidad de que se deposite el agregado para su posterior analisis por SERS. En el caso
de las SC que contenian miel, luego del tratamiento descripto, se le agreg6 al sobrenadante
3,00 mL de AgNO3z y 5,0 mL de NaOH con el fin de realizar una sintesis de AgNPs “in situ”
con los azucares reductores propios de la miel que se encuentran en el sobrenadante. De
esta manera, la oxitetraciclina remanente en solucién puede adsorberse sobre la superficie

de estas nuevas AgNPs y agregarse en una segunda etapa de centrifugacion. Para ello,
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se agreg6 1,0 g de de K-COzYy se centrifugd nuevamente en el mismo tubo a 7000 rpm por
45 minutos. El papel aluminio fue extraido para el posterior andlisis del nuevo agregado.
En todos los casos se colectaron los espectros con 0,1s de tiempo de acumulacion cada

uno y se analizaron aquellos que presentan el fendbmeno SERS.

4.1.4. Resultados

4.1.4.1. Caracterizacién de AgNPs

Las AgNPs analizadas por microscopia TEM mostraron tener un didmetro promedio

de 49,5 nm con la siguiente distribucién (Figura 4.2):
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Figura 4.2. Distribucion del tamafio de las AgNPs obtenidas.

Por otra parte, la Figura 4.3 presenta algunas de las imagenes tomadas por el

microscopio TEM.
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Figura 4.3. Fotografias TEM de las AgNPs sintetizadas como se detalla en la seccién 3.4.



4.1.4.2. Espectroscopia SERS

Las SC fueron analizadas a partir de los espectros Raman que presentan el
fendmeno SERS, a lo largo de los 2 minutos de irradiacion trabajando con el laser de 532
nm. La SCa) correspondiente a las AgNPs, sélo muestra picos alrededor de los 200 cm?,
atribuible al enlace Ag—O. En el caso de la SCb) se observan picos intensos a frecuencias
mayores a 1100 cm?, pertenecientes a los compuestos presentes en la miel, tal como se
observa en la Figura 4.4. El estudio de las frecuencias en los espectros de la SCc) se
realizd a valores menores a 1100 cm?, para evitar solapamientos con los modos
vibracionales pertenecientes al producto apicola. En esta SC se observan corrimientos
Raman en 596, 780, 797, 865 y 1015 cm, correspondientes a la OTC, que se encuentran
ausentes en la miel (SCb). La frecuencia 596 cm™* podria asignarse a una vibracion de tipo
“bending” del grupo amida. Por otro lado, las frecuencias 780, 797 y 1015 cm™ podrian
deberse a deformaciones del esqueleto aromético de los enlaces C-C, y C—H; mientras
que la vibracién 865 cm™ puede ser asignada a estiramientos (streching) del enlace C-N
222324 Estas vibraciones también fueron verificadas visualmente en la simulacion realizada
por DFT mediante la animacion de los movimientos moleculares de la OTC, corroborando
lo anteriormente citado por bibliografia. En la Tabla 4.1, se muestran los corrimientos
Raman de la OTC con sus respectivas asignaciones, las cuales pueden observarse en la
figura 4.4, solo en las SC que contienen OTC, si se tiene en cuenta el error instrumental de
+10 cm™. Las SCd) a SCg) corresponden a muestras de miel con el agregado de diferentes
concentraciones de OTC de 5, 10, 15y 20 ppb, respectivamente. En la Figura previamente
mencionada, puede también apreciarse que las intensidades de los picos para una misma
frecuencia son muy variables y carentes de reproducibilidad, no siguiendo relacién de
ningan tipo con la concentracion del analito. Esto puede deberse aparentemente a que,
durante la centrifugacion en presencia de K,COs, el tamafio y forma de las AgNPs es

extremadamente variable al igual que su interaccion con el antibiético. El tamafio, la forma
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e interaccion de las nanoparticulas con el mismo, son variables que afectan en gran medida

la intensidad relativa de los picos?®26:27:28,
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Figura 4.4. Espectros SERS de la miel aislada, OTC aislada y miel con diferentes concentraciones

de OTC. Las intensidades de los espectros se encuentran normalizadas.
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Tabla 4.1. Frecuencias de la miel y la OTC (en cm) con sus respectivas asignaciones. En la

columna “miel “se presentan las frecuencias de la misma que mas se aproximan a las de OTC.

Miel OTC medida| OTCcalculada | OTC literatura Asignaciones

573 596 599 594 &lamida-CMNH)

g24 730 778 771 u{C-C); & {C-H) aromatico
824 797 205 792 v {C-C); & {C-H) aromatico
828 865 865 — Ul C-N)

986 1015 1018 1002 v {C-C); & {C-H) aromatico

8: “Bending”; v: “Streching”

La Tabla 4.2 muestra, entre paréntesis, el nimero de veces que se presentaron las

frecuencias 596, 780, 797, 865 y 1015 cm™ de OTC para cada SC durante los analisis.
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Tabla 4.2. Modos normales de vibracion en espectros SERS correspondientes a OTC tomados para
las distintas SC. Los nimeros entre paréntesis indican la cantidad de veces que dicha vibracién aparece en el
espectro a lo largo del tiempo. Las filas en un mismo color representan el mismo modo normal. El error del

instrumento es de +10 cm!

OTC {cm™) | Miel con 5ppb de OTC (cni™) | Miel con 10pph de OTC (cm™) | Miel con 15pph de OTC (cm™) | Miel con 20ppb de OTC {cm™)
591 (1) 587 (1) 596 (1) 586 (3) 591 (2)
596 (3) 591 (3 600 (2) 591 (3}

605 (1) 596 (2) 605 (1) 535 (2)
600 (10}
505 (3)
780 (2) 771 (1) 775 (1) 770 (1) 784 (1)
784 (3) 775 (3) 784 (1) 775 (1) 793 (2
780 (3) 779 (2)
784 (2)
757 (3) 793 (4) 757 (6) 733 (2) 793 (2
802 (3) 797 (2) 802 (3) 797 (2) 797 (2)
806 (2) 802 (5) 806 (3) 802 (4) 802 (3)
306 (2) 806 (1) 806 (4]
868 (2 855 (1} 855 (1) 863 (1) 859 (1)
864 (1) 864 (1) 872 (2)
368 (4) 868 (1)
872 (1)
877 (3)
1016 (2) 1007 (2) 1007 (2) 1007 (1) 1012 (2)
1012 (1) 1016 (2) 1011 (1)
1016 (1) 1020 (1) 1024 (2)
1025 (2) 1025 (1)

Como puede observarse, se toma un rango de +10 cm™ para un mismo modo
normal de vibracion, ya que, como se comenta en la descripcion de la tabla, es el error de

medicion instrumental.



4.1.5. Conclusiones parciales

Estas AgNPs demostraron ser adecuadas para el desarrollo del fenomeno SERS
en la deteccion de OTC a nivel de trazas en muestras de miel, sin necesidad de realizar
procesos de extraccion o separacion. Los modos vibracionales presentes en el producto
apicola no se solapan con las correspondientes al antibiético en 596, 780, 797, 865y 1015
cm?, pudiéndose de esta forma diferenciar dichas vibraciones, y detectar OTC presente a
escasos ppb. Debido a las diferentes formas, tamafios e interaccion de las AgNPs con el
analito correspondiente al proceso de centrifugacion y agregacion, las intensidades
relativas en los distintos espectros son variables y, por ende, no son reproducibles, siendo

si reproducibles los corrimientos Raman.
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4.2. Estudio DFT de sensores de B-D-Glucosa basados en

nanotubos de carbono decorados con Pt

Se opt6 iniciar por comenzar la investigacion en el uso de nanotubos de carbono
(CNT) decorados con metales de transicion y su interaccién con D-glucosa, uno de los
principales componentes de la miel, mediante un estudio del sistema CNT/Pt. Dada la
reactividad de la plata y la inexistente informacion de su accién como sensor en CNTs para
este azucar, decidimos emplear un sistema con amplio conocimiento en su comportamiento
basado en CNT/Pt o CNT/Pd?*303132 que nos permiten desarrollar el estudio de la
interaccion de la D-glucosa. Una intensa busqueda de modelados Metal de transicion/D-
glucosa/CNT o grafeno arroj6 muy escasos antecedentes en el tema, por lo que
consideramos importante el aporte utilizando Pt para, en etapas posteriores, probar
combinaciones con Ag y nanoclusters de Ag soportados sobre CNT o grafeno para su
interaccion con glucosa, con el fin de desarrollar sensores basados en estos

nanomateriales.

4.2.1. Introduccién

La miel es un alimento dulce con un alto contenido de carbohidratos producido por
las abejas obreras, a partir del néctar y otras sustancias presentes en las flores. En todos
los casos su composicion varia dependiendo de las especies de plantas pecoreadas por
las abejas. Sin embargo, sus componentes principales son la glucosa (Figura 4.5) y
fructosa®***, Su alto valor nutricional, sabor Unico y una amplia gama de usos hacen de la
miel un alimento deseable para los consumidores y, a su vez, un producto sujeto a diversas
adulteraciones para reducir su costo, en detrimento de la calidad. Uno de los principales

métodos para el propdsito mencionado anteriormente es afiadir jarabe de glucosa. Esto se
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ha convertido en un tema de preocupacion y objeto de estudio en las Ultimas décadas®>-%

Figura 4.5. Molécula de B-D-Glucosa. Las esferas rojas, blancas y marrones corresponden a atomos

de oxigeno, hidrégeno y carbono, respectivamente.

Con el fin de resolver estos problemas, la monitorizacién de la glucosa ha
evolucionado en el ultimo siglo con el desarrollo de sensores mas sensibles y sofisticados.
Estos se pueden clasificar en 6pticos o electroquimicos® . En el primer grupo, destacan
los dispositivos basados en la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET,
pos sus siglas en inglés)®®%*, o los derivados del fenémeno de resonancia de plasmén
superficial (LSPR)*41, Por otro lado, los sensores electroquimicos pueden clasificarse en
tres generaciones. La primera generacion se basé en la captura de la enzima glucosa
oxidasa (GO) en polimeros o membranas unidas a un mediador de electrones, que registra
las sefiales producidas por las reacciones quimicas del oxigeno en la superficie. La
segunda generacion incluye nuevos mediadores redox que sustituyen al oxigeno, como

ferroceno, ferricianuro, quinonas y tioninas, entre otros. La tercera generacion elimina
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estos mediadores para lograr una mayor sensibilidad y selectividad sin necesidad de
reactivos. Por dltimo, la dltima generacion también utiliza nanomateriales
(nanobiosensores), que aumentan drasticamente la reproducibilidad, especificidad y
estabilidad de estos dispositivos®®. Un ejemplo de biosensores es la interaccion de una
lamina de grafeno con quitosano, para la deteccién de glucosa y colesterol*? . Otros
materiales interesantes son los nanotubos de carbono (CNTSs), que presentan excelentes
propiedades en la catélisis heterogénea debido a su tamafio a hanoescala, alta relacion
superficie-volumen y estabilidad quimica, permitiendo una excelente comunicacion
eléctrica entre la superficie y los biocomponentes inmovilizados lo cual los hace ideales
para biosensores analiticos de alta calidad**#4. La eficacia de estos dispositivos depende
altamente del nimero de sitios activos capaces de unirse al analito con alta sensibilidad y
reactividad®®. La adiciéon de atomos de metales de transicion a CNTs (CNT decorado) es
una estrategia bien conocida en la deteccién de glucosa*®+’. Otra estrategia que puede
mencionarse es la funcionalizacion de nanotubos de nitruro de boro (5,5), con grupos
hidroxilo y grupos tiol*®. A pesar de los numerosos estudios experimentales sobre este tipo
de dispositivos, existe una investigacion teorica limitada sobre la eficiencia de estos
metales como sitios activos de unién para la adsorcion de glucosa en CNT decorados.
Ganijiy col.*® estudiaron la adsorciéon de glucosa sobre nanotubos de carbono pared simple
(SWCNT) funcionalizados con Pt, encontrando una interaccion mucho mayor entre el

carbohidrato y el adsorbente que la del nanotubo intrinseco sin decoracion.
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4.2.2. Objetivos

En este capitulo, se estudiaron las propiedades de los SWCNT decorados con Pt
como potenciales sensores de B-D-glucosa por medio de la teoria del funcional de la
densidad, incluyendo las interacciones de van der Waals (vdW). Se analiz6 la influencia de
estas fuerzas en diferentes geometrias de adsorcién y su papel en el mecanismo de unién,
junto con los cambios en la estructura electronica, con el fin de aportar mas informacién

para la comprensién y desarrollo de este tipo de sensores.

4.2.3. Métodos computacionales

Los célculos DFT de spin-polarizado se realizaron utilizando el método projector
augmented wave (PAW)* como se implementa en el cédigo Vienna Ab initio Simulation
Package (VASP)51:525354 Se seleccioné la aproximacion de gradiente generalizado (GGA)
y el funcional de intercambio-correlacién de Perdew, Burke y Ernzerhof (PBE)®®°¢, con una
energia de corte de 520 eV para el set de bases de expansion de ondas planas. Se empleé
el algoritmo de gradiente conjugado para relajar las posiciones idnicas, con un criterio de
convergencia fijado en 107 eV/A para cada atomo y 10 eV para la energia total. Se
dejaron relajar todas las coordenadas atomicas durante la optimizacion geométrica. Los
efectos de las fuerzas de vdW sobre las propiedades electrénicas y estructurales del
sistema Glucosa/Pt/SWCNT fueron evaluados mediante el funcional vdW-DF>"°8°°, Estos
métodos se utilizaron en varias oportunidades con éxito en la simulacion de diferentes

estructuras de carbono y nanoestructuras®0-61.62.63,

Se eligio el tipico SWCNT (8,0). Se aplicé una condicién de frontera periddica
unidimensional a lo largo del eje del tubo, con una constante de red supercelular de 8,53 A
(Figura 4.6). La distancia desde el eje del nanotubo y su imagen respectiva era de 20 A
con el fin de evitar cualquier interaccion entre las imagenes periédicas. La decoracién del

SWCNT (8,0) fue modelada adsorbiendo un atomo de Pt en un sitio de puente regular (por
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encima de un enlace axial C—C), que es la ubicacion preferencial de un tUnico atomo de Pt
sobre la superficie del nanotubo de carbono®%. En todos los célculos, se tom6 un
Monkhorst-Pack 1 x 7 x 1 puntos k de malla®® para la integracién en la zona de Brillouin

(Figura 4.6).

Figura 4.6. Nanotubo de carbono decorado con Pt (visto desde arriba).

Siguiendo un estudio DFT anterior®, se consideraron cuatro geometrias para la
adsorcion de B-D-glucosa sobre el SWCNT (8,0) decorado con Pt. En esas geometrias la
molécula de B-D-glucosa (Figura 4.5) interactia con el &tomo de Pt a través de diferentes

atomos: El atomo de oxigeno perteneciente al grupo —COH ubicado por fuera del anillo
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(geometria 1), un atomo de oxigeno del grupo —OH perteneciente al anillo (geometria 2),
El &tomo de O perteneciente al anillo (geometria 3); o un &tomo de H del anillo (geometria
4). En la Figura 4.7 se muestran las diferentes configuraciones de adsorcion. Otras
geometrias presentan menos posibilidades de desarrollar interacciones de largo alcance.
La energia de adsorcién (Eags) de B-D-glucosa en SWCNT decorado con Pt se definio como
la diferencia entre la energia total del sistema glucosa / Pt / SWCNT y la suma de las

energias del huésped aislado (SWCNT decorado con Pt) y la molécula 8-D-glucosa aislada:

Eads = E(B-D-glucosa/Pt/SWCNT) —E(Pt/SWCNT) —E(8-D-glucosa) Ec.4.1

De acuerdo con esta definicién, un valor de energia de adsorcion negativo
corresponde a una interaccion estable entre la molécula de glucosa y el nanotubo

decorado.
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Pt-0(C6) —> Pt-0(C3)—»|

H

Pt—H(C2)—>}

’7 \Pt—o(aniuo)

H

Figura 4.7. Geometrias estudiadas para la adsorcién de §-D-glucosa en Pt/SWCNT y sus principales

interacciones (lineas punteadas). Los atomos de glucosa se definieron en la Figura 4.5.

También se realiz6 un estudio cualitativo de las interacciones de unién desarrollado
durante la adsorcion molecular de 8-D-glucosa. Para este proposito, se calculé el orden de
enlace (BO) por atomo y la poblaciéon de solapamiento (OP) entre &tomos en estructuras
extendidas®”% para las geometrias previamente optimizadas de 8-D-glucosa / Pt/ SWCNT
utilizando el método DDEC6%% %71 . También evaluamos la densidad de estados proyectada
por atomos (PDOS) para analizar la evolucion de la estructura electrénica de glucosa, Pty

SWCNT durante el proceso de adsorcion.
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4.2.4. Resultados y discusion

4.2.4.1. Optimizacion geométrica

Se realiz6 una optimizacion completa de las geometrias con el fin de obtener las
configuraciones de adsorcién mas estables. La Tabla 4.3 muestra los valores de energia
de adsorcion correspondientes a las diferentes configuraciones B-D-glucosa/Pt/SWCNT.
Alli se incluyen tanto los resultados de los célculos de PBE como los de vdW-DF. Se puede
observar que en todos los casos se obtuvieron valores negativos, lo que significa que la
adsorcion es un proceso energéticamente favorable. La Tabla 4.3 también muestra que no
hay diferencias significativas entre las energias de adsorcién de PBE para las geometrias
1, 2y 3 (Figura 4.7), siendo la configuracion 1 ligeramente favorecida. La geometria 4, en
la cual el decorado de Pt interactia con un atomo de H del anillo de glucosa, resulta

inestable sin fuerzas de dispersion.

Tabla 4.3. Energias de adsorcion para el sistema 3-D-glucosa/Pt/SWCNT

Sistema B-D-glucosa/PUSWCNT Eacs (eV)
Método PBE* | Método vdW-DF>"85°
Geometria 1 -1,07 -1,08
Geometria 2 -1,04 -1,15
Geometria 3 -1,03 -1,13
Geometria 4 — -0,53
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La Tabla 4.3 también muestra que la energia de adsorcion total de la geometria 1
no cambia significativamente al incorporar interacciones vdW. Sin embargo, valores
ligeramente mas negativos se obtienen en el caso de las geometrias 2 y 3, modificando asi
la tendencia obtenida con el funcional PBE. La geometria 4 resulta estable cuando se
incluyen las interacciones de vdW, pero presenta la energia de adsorcibn menos negativa.
Por lo tanto, se puede suponer que se desarrollan interacciones de largo alcance
significativas entre la glucosa y el nanotubo decorado, proporcionando asi estabilidad a
tales sistemas. De manera similar Ganji y col.*® realizaron célculos de vdw-DF con el
codigo SIESTA y encontraron que las geometrias méas estables se producian cuando la a-
glucosa se adsorbia en un SWCNT decorado con Pt a través de sus oxigenos, en particular

a través de los grupos —COH y —OH.
4.2.4.2. Analisis de los cambios en enlace quimico

Se realiz6 un detallado analisis de OP y BO sobre todas las geometrias de
adsorcion optimizadas, con el fin de describir la naturaleza y la evolucién de las uniones
guimicas. La Tabla 4.4 muestra las longitudes de enlace y los valores de OP
correspondientes a las interacciones de corto alcance en sistemas aislados de (-D-
glucosa, Pt/SWCNT y B-D-glucosa/Pt/SWCNT. La comparacion entre los resultados de
PBE y vdW-DF revel6 s6lo cambios menores (de hasta 0,02 A) en las longitudes de enlace

cuando se consideran las fuerzas de dispersién, excepto para las interacciones C-Pt y

Pt-O, en las que los incrementos fueron de hasta 0,03 A 'y 0,06 A, respectivamente.
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Tabla 4.4 Distancias (d) y sus valores de OP, entre paréntesis, para los enlaces seleccionados en la

B-D-glucosa libre, los sistemas Pt/SWCNT aislados y B-D-glucosa/Pt/SWCNT.

B-D-glucosa Pt/SWCNT i B-D-gluc?sa/Pt/SWCNT '

Enlace libre aislado GeoTetrla Georgetrla Georgetrla Georzetna
d@A) | oP |d@A)| oP |d(A)| OP |[d(A)| OoP |[d(A)| OP |d(A)| OP

Pt-O(C6) — — — — 218|044 | — — — — — —
Pt-O(C3) — — — — — — 1222]039 | — — — —
Pt-O(anillo) — — — — — — — — 1223|036 | — —
Pt-H — — — — — — — — — — 11,98 | 0,22
C(l)-pt — — | 209|048 | 211|046 |211|045| 2,10 | 0,46 | 2,10 | 0,46
C(I)-Pt — — | 209|048 |209 048 | 2,1 | 047|211 | 0,46 | 2,11 | 0,45
C()-C(n — — | 1,47 |065| 145|068 | 145|068 | 1,45 | 0,68 | 1,46 | 0,67
O(C6)-H 097 | 054 | — — |098| 05 |098 054|099 ]| 055|098 | 054
0O(C6)-C6 1,44 | 0,72 — — 1,47 | 064 | 1,44 | 0,72 | 1,43 | 0,73 | 1,44 | 0,72
C5-O(anillo) | 1,46 | 0,64 | — — | 1,46 | 064 | 1,46 | 064 | 1,5 | 0,58 | 1,46 | 0,63
C3-0(C3) 145|069 | — — | 144|069 |149| 06 | 145|069 | 1,44 | 0,7
O(C3)-H 097 | 054 | — — 1097 (053|098 0,49 0,98 |0,53]|0,98| 0,53
C1-0O(C1) 142 | 0,72 | — — | 141|072 |141 0,72 | 1,40 | 0,74 | 1,41 | 0,72
O(C1)-H 0,97 | 054 | — — 1097053097 053|098 |0,52]| 0,97 | 0,53
C1-O(anillo) | 1,44 | 0,65 | — — | 145|064 | 144|065 | 149 | 0,56 | 1,44 | 0,65

Se puede observar en la Tabla 4.4 que, cuando la 3-D-glucosa es adsorbida en la
geometria 1, se desarrolla una fuerte interaccion Pt—O entre el O del grupo —COH de la
glucosa y el Pt de la decoracién, con un valor de OP de 0,44 y una longitud de enlace de
2,18 A. Como consecuencia, los enlaces C—Pt entre el nanotubo y el metal de transicion
se alargan hasta el 1,0%, con una disminucion del 2,6% en el valor OP. Al mismo tiempo,
el enlace C-C perteneciente al puente de la decoracion en el SWCNT se contrae y se
refuerza un 1,1% y un 3,6%, respectivamente. Por el contrario, otros enlaces C-C del
SWCNT decorado casi no se ven afectados. El proceso de adsorcién también provoca
cambios en los solapamientos poblaciones de la molécula de 8-D-glucosa, particularmente
en los enlaces C6—0O(Pt) y O(C6)-H, los cuales experimentan un significativo debilitamiento
(10,7 and 8,6%, respectivamente). En el caso de la geometria 2, la Tabla 4.4 muestra el

desarrollo de un importante enlace Pt—O a través del grupo —OH del anillo con una longitud
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de 2,22 A y un valor de OP de 0,39. Como resultado de esta interaccion
adsorbato—sustrato, los enlaces Pt—C(l) y Pt—C(ll) del SWCNT decorado se estiran 1,3 %
and 0,4 %, respectivamente, junto con un marcado debilitamiento de sus valores de OP.
Simultaneamente, el enlace C(I)-C(Il) se fortalece un 4,0% mientras que su distancia
disminuye un 1,2%. Por otra parte, los enlaces C3-O(Pt) y O(C3)-H de la B-D-glucosa
sufren un debilitamiento considerable luego de la adsorcion, disminuyendo sus valores de

OP enun 12,9% vy 7,9%, respectivamente.

Para la geometria 3, la interaccion tiene lugar principalmente a través del atomo O
del anillo de glucosa, alcanzando un valor de OP para el enlace Pt-O de 0,36 y una
distancia de enlace de 2,23 A. En este proceso, los enlaces entre los &tomos de Pty C del
nanotubo se alargan en aproximadamente un 1,0%, con una disminucién de OP hasta
4,4%. El enlace C-C que soporta la decoracion de Pt se contrae un 1,0% y se fortalece un
3,4%. Al mismo tiempo, los enlaces C-O5 y C-Ol1 en la B-D-glucosa se debilitan
notablemente después de la adsorcién. De hecho, los valores OP de dichos enlaces
disminuyen un 9.7 % (O-C5) y un 13.2 % (O—C1) mientras que sus enlaces se estiran un
2.5 % and 3.6 %, respectivamente. Por Ultimo, en la geometria 4, la interaccion ocurre
principalmente a través del H(C2), originando una interaccién H-Pt con un valor de OP de
0,22 y una distancia de enlace de 1,98 A. En consecuencia, los enlaces Pt-C (1) y Pt—C (Il)
se alargan un 0,8% vy 1,1%, respectivamente, mientras que los correspondientes valores
de OP disminuyen hasta 4,8%. Asi mismo el enlace C (I)-C (ll) también se ve afectado
después de la adsorcion: su valor OP aumenta 0,6% y su longitud disminuye 2,1%. Los
resultados de la Tabla 4.4 muestran que el valor OP de Pt-O es mas importante en la
geometria 1 que en las otras configuraciones. Sin embargo, los valores de energia de
adsorcion mas estables que se muestran en la Tabla 4.3 corresponden a las geometrias 2
y 3, cuando se incluye el método vdW-DF, por lo que también deberemos tener en cuenta
las interacciones de largo alcance. De este modo, con el objetivo de estudiar las

contribuciones de enlace a corto y largo alcance se analizaron los valores de OP totales
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pertenecientes a la suma de interacciones Pt—0O, Pt-C(glucosa), Pt-H, C(SWCNT)-0 6
C(SWCNT)-H. La Tabla 4.5 enumera las sumas de valores OP obtenidas para las
interacciones &tomo- atomo previamente seleccionado. Se observa que para las
geometrias 1y 2 los solapamientos Pt—O de corto alcance (enlaces quimicos) contribuyen
en 98,4 y 97,4%, respectivamente, al OP total de las interacciones Pt—O, mientras que en
geometria 3 esta contribucion disminuye al 79,3%. Este comportamiento sugiere que en la
geometria 3 se presentan mas interacciones Pt—O de largo alcance, lo que confiere una
alta estabilidad a la glucosa adsorbida. Puede observarse también en la Tabla 4.5, que los
solapamientos de Pt—C (glucosa), Pt-H, C(SWCNT)-O y C(SWCNT)-H de largo alcance
son mayores en la geometria 2 y 3 que los que pertenecen a la geometria 1. En otras
palabras, podria decirse que las interacciones de corto alcance entre B-D-glucosa vy
Pt/nanotubo son las predominantes en la geometria 1, mientras que las interacciones de
largo alcance son mas importantes en las geometrias 2 y 3. Aunque estos solapamientos
de largo alcance estan menos desarrollados, proporcionan una clara estabilidad al
adsorbato, cambiando el orden de estabilidad. Finalmente, las interacciones seleccionadas
mostradas en la Tabla 4.5 para la geometria 4 son, en todos los casos, similares 0 mas
pequefias que las pertenecientes a las otras configuraciones, con excepcion del
solapamiento Pt—H. Por lo tanto, el valor de energia de adsorcion menos negativo se obtuvo

para dicha geometria, como puede observarse en la Tabla 4.3.

Tabla 4.5. Suma de los valores de OP pertenecientes a interacciones de corto y largo alcance para

los sistemas B-glucosa/Pt/SWCNT
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B-D-glucosa/Pt/SWCNT
Interaccién Geometria | Geometria | Geometria | Geometria
1 2 3 4
Pt-O 0,446 0,397 0,449 0,048
Pt-C (glucosa) 0,042 0,081 0,124 0,047
Pt-H 0,081 0,125 0,19 0,281
C(SWCNT)-O 0,001 0,031 0,011 0,032
C(SWCNT)-H — 0,021 0,041 0,011

El andlisis de BO, para los &tomos que juegan un papel importante en el proceso
de adsorcion, permite arrojar mas luz sobre el mecanismo de union. La Tabla 4.6 enumera
las sumas de los valores BO (SBO) para los &tomos O, H y C relevantes, antes y después
de la adsorcién. El valor SBO para el Pt correspondiente al sistema Pt/SWCNT sin glucosa
es menor que el observado después de la adsorcién, aumentando para todas las
geometrias B-D-glucosa/Pt/SWCNT estudiadas como resultado de las nuevas
interacciones adsorbato-soporte. La Tabla 4.6 también muestra que los valores de SBO
pertenecientes a los C(l) y C(ll), que participan en la decoracién del nanotubo, sufren
pequefios cambios después de la interaccion de la glucosa, para todas las configuraciones
de adsorcion, mientras que los dtomos de C alejados del punto de decoracion Caejado) Casi
no muestran diferencias en sus valores SBO cuando la glucosa se adsorbe. Con respecto
a los atomos de O, se observa una evolucién BO diferente de acuerdo con la configuracion
de adsorcion. En efecto, la Tabla 4.6 muestra que el &tomo O(C6) aumenta su valor SBO
cuando el sistema adopta la geometria 1. EI mayor incremento de SBO para el O(C3)
corresponde a la geometria 2, y para el atomo de O perteneciente al anillo de glucosa se
observa para la geometria 3. En el caso del H(C2), el cambio en el valor de SBO mas
importante tiene lugar en la geometria 4, en donde se desarrolla una interaccion Pt—-H(C2)

muy importante.

Tabla 4.6. SBO para los principales atomos involucrados, antes y después de la adsorcion.
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B-D- B-D-glucosa/Pt/SWCNT
SBO 9':{003& Ptéiss\gcd:gl T Geometria | Geometria | Geometria | Geometria
ibre 1 2 3 4
Pt — 1,727 2,463 2,416 2,496 2,135
() — 4,082 4,100 4,101 4,104 4,087
c(n — 4,085 4,118 4,120 4,115 4,080
O(C6) 2,237 — 2,571 2,274 2,314 2,277
0O(C3) 2,208 — 2,211 2,409 2,210 2,217
O(ring) 2,582 — 2,573 2,570 2,605 2,585
H(C2) 0,901 — 0,899 0,938 0,958 1,015
Calejado — 3,912 3,911 3,917 3,911 3,916

Finalmente, la Tabla 4.7 detalla las contribuciones de diferentes atomos de glucosa
a los valores totales de Pt BO después de la adsorciéon. En las geometrias 1, 2 y 3 puede
observarse gue los atomos de O representan la contribucion mas importante a la unién con
el Pt. La geometria 3 muestra la mayor contribucion total de los atomos de glucosa a la
unién total con el atomo de Pt: 0.895, lo cual representa el 35,8% del BO para esta
geometria. En el caso de las geometrias 2 y 1, las contribuciones de la molécula de glucosa
al BO total del Pt son menores (31,0 y 30,5%, respectivamente), lo cual estad en
concordancia con los menores valores de energia de adsorcion calculados para esta
geometria (Tabla 4.1). La geometria 4 presenta la contribucion total mas baja de los &tomos
de glucosa al BO total del Pt, siendo s6lo el 23,6% de este valor de BO total. Los resultados
de la Tabla 4.7 sugieren que en las geometrias 1, 2 y 3 las interacciones Pt-H, Pt-C y Pt-H
de corto y largo alcance son menos fuertes que las superposiciones Pt-O. Sin embargo,
sus contribuciones, juegan un papel relevante en el mecanismo de enlace. Para la
geometria 4, la contribucion mas importante en el proceso de adsorcidn corresponde a la

interaccion Pt—H.
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Tabla 4.7. Contribucién de los atomos de glucosa al BO total del Pt

Atomos de B-D-glucosa - - BO Pt - ;
Geometria 1 | Geometria 2 | Geometria 3| Geometria 4

0(C6) 0,617 0,043 0,009

0O(C3) 0,523 0,028

O(anillo) 0,002 0,465 0,021

Otros atomos de O (suma) 0,005 0,011 0,055 0,019

H(C2) 0,041 0,040 0,256

Otros atomos de H (suma) 0,084 0,089 0,164 0,064

Atomos de C (suma) 0,044 0,085 0,128 0,106

Atomos de glucosa (suma) 0,752 0,749 0,895 0,503

Total 2,463 2,416 2,496 2,135

% BO Pt-glucosa 30,5 31,0 35,8 23,6

4.2.4.3. Estructura electrénica

La estructura electrénica del PYSWCNT y de la molécula de glucosa se muestran
en la Figura 4.8. EI DOS total muestra una estabilizacion después de la adsorcién para las
geometrias evaluadas mas estables (ver Figuras 4.8a y 4.8d). El DOS total del sistema (-
D-glucosa/Pt/SWCNT revela un pequefio desplazamiento hacia energias menores luego
de la adsorcion. Para la geometria 3, la curva de DOS es mas amplia en su rango de
energia en comparacion con la geometria 2, estando los dltimos picos situados en -19,1
eV y -19,6 eV, respectivamente. Por otra parte, el DOS total en la geometria 2 presenta
fuertes picos en la region energética comprendida entre -1,5y -19,0 eV. EI PDOS tanto del
atomo de Pt como de la glucosa después de la adsorcién, muestran también un cambio a
energias mas bajas (ver Figuras 4.8b a 4.8f). El PDOS de la molécula adsorbida de glucosa
en la geometria 2 muestra un pico agudo a -15,3 eV y un pico muy pequefio a-19,1 eV. En
el caso de la geometria 3, el PDOS para la glucosa presenta un pico agudo a -12,0 eV y
luego picos menores a -15,4 eV y -19,6 eV. El diferente valor en energias de los picos
agudos en las curvas PDOS de la glucosa indica que la geometria 2 es ligeramente mas

estable que la geometria 3.
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Energia (eV)

DOS

Figura 4.8. curvas DOS para el sistema -D-glucosa/Pt/SWCNT: a) Total, b) proyectado sobre el
atomo de Pty c) sobre la molécula de glucosa para la geometria 2, d) Total, e) proyectado sobre el atomo de
Pty f) sobre la molécula de glucosa para la geometria 3. La linea de relleno negro indica el sistema después
de la adsorcion de la glucosay la linea roja discontinua corresponde al Pt/SWCNT y a la molécula de glucosa

en el vacio (antes de la adsorcion). La linea punteada verde en (f) es el PDOS de la molécula de glucosa

para la geometria 2.

La interaccion entre el &tomo de Pt y el nanotubo se ve afectada por la adsorcion,
como lo revelan los picos con su intensidad incrementada y los cambios en su energia. Los
agudos picos en -5,5 y -15,3 eV para la geometria 2 (a -5.6, -12.0 y -15.4 eV para la
geometria 3) procedentes de los orbitales de glucosa estabilizados luego de la adsorcion
(comparar Figura 4.8a con 4.8c, y 4.8d con 4.8f). Los picos en -2,1y -15,4 eV en la Figura
48bya-22y-15,5 eV en la Figura 4.8f corresponden a la interaccion de la glucosa con
el Pt. La mayor hibridacion en las regiones mencionadas muestra la interaccion de los
orbitales de la molécula de glucosa con el fondo de la banda d del metal y el SWCNT

(comparar Figura 4.8a con 4.8c y 4.8d con 4.8f).

4.2.5. Conclusiones parciales

Se analizaron la adsorcion y estabilidad de la 8-D-glucosa sobre SWCNT decorado
con Pt, con el fin de comprender las principales interacciones adsorbato-soporte. Se hizo

especial énfasis en el estudio de las propiedades de enlace a través de analisis OP y BO.
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Los célculos sin fuerzas de vdW muestran una ligera preferencia por la geometria 1, con
una energia de -1,07 eV, mientras que las geometrias 2 y 3 fueron favorecidas cuando se
tuvieron en cuenta estas interacciones mostrando una energia de adsorcion de -1,15y -
1,13 eV, respectivamente. La geometria 4 solo se encontré estable con fuerzas vdW. Pt-O
fue el principal enlace de corto alcance encontrado, particularmente para las estructuras 1,
2 y 3. Sin embargo, los valores OP muestran una importante contribucion de las
interacciones de largo alcance para las geometrias 2 y 3 a través de los atomos (-D-
glucosa fuera del sitio principal de unidn, contribuyendo asi, a la estabilidad de estas
estructuras. De esta manera, los atomos de O y H situados lejos del atomo de Pt
interactlan principalmente con este, pero también pueden hacerlo con atomos de C
pertenecientes al SWCNT. El andlisis de BO confirma nuestro estudio de OP y la influencia
de vdW en la estabilizacién de las geometrias antes citadas. Los resultados coinciden con
trabajos anteriores y proporcionan un interesante andlisis de OP, BO y DOS que revelan la

contribucidn de las interacciones de largo alcance.
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5.1. Conclusiones generales

En esta Tesis se desarrollaron nuevos métodos de sintesis verde vy
caracterizacibn de nanoparticulas de plata (AgNPs) empelando métodos
experimentales y andlisis quimico computacional. Asimismo, se estudiaron posibles

aplicaciones de las nanoparticulas sintetizadas en productos apicolas.

En una primera etapa se estudié un método de sintesis de AgNPs amigable con
el medio ambiente. Para ello, se utiliz6 como agente reductor y estabilizante, una
solucion de miel en medio acuoso, en condiciones acidas y alcalinas a temperatura
ambiente. La velocidad de reaccion mostr6 una dependencia del pH y de la
concentracion de miel. Las AgNPs obtenidas son esféricas y presentan un tamafio de
alrededor de 15 nm. La sintesis propuesta es sencilla, rapida y no emplea reactivos

nocivos para la salud o el medio ambiente.

En una segunda etapa, se desarrollaron nuevos métodos de caracterizacion de

las AgNPs obtenidas:

-Se evalud la técnica de Electroforesis Capilar (EC) con el fin de obtener una
rapida caracterizacion de AgNPs. Esta técnica mostro ser efectiva en la separacion de
AgNPs, con un tiempo de analisis menor a 12 min. Mediante la aplicacién del método
propuesto, se obtuvo informacién valiosa sobre la distribucién de tamafios, potencial
zeta y estabilidad en el tiempo de las nanoparticulas de plata a partir de una Unica

corrida electroforética.

-Se evaluaron las moléculas que actian como agentes bloqueantes sobre la
superficie de las AgNPs empleando Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie
(SERS) junto con célculos tedricos utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT). Se estudiaron diferentes configuraciones de D-glucosa y anién gluconato sobre

dicha superficie. El anion gluconato junto con dos geometrias de la D-glucosa mostraron
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tener una presencia mucho mas probable que el resto. También se ha encontrado el

sitio de interaccién preferente entre las AgNPs y la a-D-glucosa.

Finalmente, las AgNPs obtenidas demostraron ser adecuadas en el desarrollo
del fendmeno SERS en la deteccidn de oxitetraciclina a nivel de trazas (escasos ppb)
en muestras de miel, sin necesidad de realizar extracciones 0 separaciones. Se
pudieron diferenciar las vibraciones correspondientes a la miel de las correspondientes

al antibiotico

Se analizaron la adsorcién y estabilidad de la 8-D-glucosa sobre nanotubos de
carbono de pared simple (SWCNT) decorado con Pt, con el fin de desarrollar sensores
para dicho monosacarido. Se hizo especial énfasis en el estudio de las propiedades de
enlace a través de analisis de Solapamiento Orbital y Orden de Enlace. Los calculos sin
fuerzas de vdW muestran una ligera preferencia por la geometria 1, correspondiente al
enlace Pt—O del carbono del hidroximetil, ubicado por fuera del anillo, mientras que las
geometrias 2 (oxidrilo del carbono 3 perteneciente al anillo) y 3 (oxigeno del éter
perteneciente al anillo) fueron favorecidas cuando se tuvieron en cuenta estas
interacciones. La geometria 4, correspondiente al hidrégeno del carbono 2 del anillo de
glucosa, sdlo se encontré estable con fuerzas vdW. Pt—O fue el principal enlace de corto

alcance encontrado.

5.2. Trabajo a futuro

Proximamente se realizara un estudio méas exhaustivo del rol de otros hidratos
de carbono presentes en la miel, como la fructosa y la maltosa, como agentes
bloqueantes en la sintesis de AgNPs; al mismo tiempo que se evaluaran sitios y

configuraciones preferenciales de los mismos para una mejor caracterizacion.

Por otra parte, se continuara trabajando en la deteccién de oxitetraciclina con la

finalidad de implementar un método de “screening” adecuado.
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En cuanto al estudio de sensores de glucosa utilizando nanotubos de carbono
(CNTSs) decorados, por medio de la Teoria del Funcional de la Densidad, se evaluaré la
posibilidad de utilizar clusters de &omos de plata sobre dicho material, para, mas
adelante, modelar sistemas de mayor complejidad basados en AgNPsS/CNT o

AgNPs/grafeno.
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CAPITULO 6
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Productividad

6.1. Congresos

1) Primer Congreso Internacional Cientifico y Tecnoldgico de la Provincia de Buenos

Aires. La Plata, 19 al 20 de septiembre de 2013.

“METODOS ANALITICOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS

APICOLAS.”

Gonzalez F4a, Alejandro; Juan, Alfredo; Di Nezio, Maria S.

2) 3er reunion NANOCORDOBA 2014. Ciudad de cordoba, 22 al 24 de octubre 2014

“SINTESIS DE NANOPARTICAULAS DE PLATA A PARTIR DE PRODUCTOS

NATURALES”

Gonzalez Fa, Alejandro; Centurion, Maria E.; Pistonesi, Marcelo; Juan, Alfredo; Di

Nezio, Maria S.

3) 8vo Congreso Argentino de Quimica Analitica. Ciudad de La Plata, del 3 al 6 de

Noviembre de 2015.

“SINTESIS VERDE Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA

EMPLEANDO MIEL
Gonzalez Fa, Alejandro; Centurién, M.E.; Juan, A.; Di Nezio M.S.

4) 8vo Congreso Argentino de Quimica Analitica. Ciudad de La Plata, del 3 al 6 de

Noviembre de 2015.

“DESARROLLO DE UN METODO ELECTROFORETICO PARA LA SEPARACION Y

CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA”
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Gonzéalez F4, Alejandro; Cerutti, Isabella; Springer, Valeria; Girotti Stefano; Centurion,

Maria E.; Di Nezio, Maria S.; Pistonesi Marcelo.

5) XVI Encuentro de Superficies y Materiales Nanoestructurados Nano2016, Ciudad

Auténoma de Buenos Aires, del 9 al 13 de Mayo de 2016.

“CARACTERIZACION MEDIANTE DFT Y MICROSCOPIA RAMAN CONFOCAL DE
NANOPARTICULAS DE PLATA SINTETIZADAS A PARTIR DE PRODUCTOS

NATURALES”

Gonzéalez F4, Alejandro; Lopez Corral, Ignacio; Faccio, Ricardo; Di Nezio, Maria S.;

Juan, Alfredo.

6) XVII Encuentro de Superficies y Materiales Nanoestructurados Nano2017, San Carlos

de Bariloche, del 22 al 24 de Mayo de 2017.

“ESTUDIO DEL ROL DE LA GLUCOSA Y EL ACIDO GLUCONICO EN LA SINTESIS
DE NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS CON MIEL POR MEDIO DE

ESPECTROSCOPIA RAMAN”

Gonzalez F4, Alejandro; Lopez Corral, Ignacio, Faccio, Ricardo; Di Nezio, Maria S.;

Juan, Alfredo.

7) XlIl Reunidn de la Asociacion Argentina de Cristalografia, Bahia Blanca, del 1 al 3 de

Noviembre de 2017.

“CARACTERIZACION DE AgNPs OBTENIDAS POR SINTESIS VERDE MEDIANTE

TEMY XRD.”

A. Gonzalez Fa, M.A. Miranda, M. J. Yafez, M. Dailoff, M.S.Di Nezio.
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8) 9no. Congreso Argentino de Quimica Analitica, Rio Cuarto, Cérdoba, del 7 al 10 de

Noviembre de 2017.

“EMPLEO DE NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS POR SINTESIS VERDE
PARA LA DETECCION DE OXITETRACICLINA EN MIEL MEDIANTE

ESPECTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICADA EN SUPERFICIE”

Gonzalez F4, Alejandro; Pignanelli, Fernando; Faccio, Ricardo; Juan, Alfredo; Di Nezio,

Maria Susana.

6.2. Publicaciones en revistas indexadas

1) A. J. Gonzélez Fa, A. Juan, M. S. Di Nezio. Synthesis and Characterization of Silver
Nanoparticles Prepared with Honey: The Role of Carbohydrates, Anal Lett. 50 (2016)

877-888.

2) A. J. Gonzélez F4, V. Orazi, E.A. Gonzélez, A. Juan, |. Lépez-Corral, DFT study of 3-
D-glucose adsorption on single-walled carbon nanotubes decorated with platinum. A

bonding analysis. Appl. Surf. Sci. 423 (2017) 542-548.

3) A. J. Gonzélez F4, I. Cerutti, V. Springer, S. Girotti, M. E. Centurién, M. S. Di Nezio,

M. F. Pistonesi, Simple Characterization of Green-Synthesized Silver Nanopatrticles by

Capillary Electrophoresis, Chromatographia. 80 (2017) 1459-1466.



