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CAPITULO 1:

1. Introduccion.

1.1. Nanotecnologia y Nanomateriales (NMs).

Actualmente, la nanotecnologia juega un papel importante a nivel mundial en
cuanto a la investigacion y desarrollo cientifico e industrial se refiere. Se trata de una
tecnologia multidisciplinar que incluye la fisica, la quimica, la biologia y la ingenieria.
La riqueza cientifica de este campo radica en que cuando la materia se presenta y es
tratada a escala nanométrica, ésta presenta propiedades y fenbmenos totalmente
novedosos, que difieren significativamente de las que presentan a escala

macroscépica.

En Julio del 2004 el informe de la Royal Society and the Royal Academy of
Engineering, “Nanoscience and Nanotechnologies: Opportunities and Uncertainties” [1]
pone de manifiesto que las nanotecnologias ofrecen muchos beneficios, pero también
es necesario investigar las incertidumbres sobre los efectos de los nanomateriales
sobre la salud y el medio ambiente. A dia de hoy, no se encuentra una definicién
Unica de nanotecnologia, pero en el informe antes citado se encuentra una que es
ampliamente utilizada, definiendo la nanotecnologia como “el disefio, caracterizacion,
produccion y aplicaciéon de estructuras, dispositivos y sistemas controlando el tamafio
y la forma a escala nanométrica” [1]. Es necesario normalizar la terminologia aplicada
en este campo. Para ello se han creado comités por organismos de Normalizacién
Europeos, Nacionales e Internacionales (como pueden ser, ISO TC 229, CEN TC 352,
AEN/GET 15), dedicados a esta materia.

Segun la International Standard Organization (ISO, 2015), nanotecnologia es
“aplicacion del conocimiento cientifico para manipular y controlar la materia
predominantemente a escala nanométrica con el fin de hacer uso de sus propiedades
y fenébmenos relacionados con su tamafio y estructura, a diferencia de los asociados
con atomos o moléculas individuales o con materiales a granel’ [2]. Por otro lado la
ASTM (American Society for Testing and Materials) la define como, “campo que mide,
manipula o incorpora materiales con una o varias de sus dimensiones comprendidas
entre 1y 100 nm” [3].

En la Figura 1 se puede observar de un mejor modo cual es el rango espacial

en el que se encuentra la nanotecnologia.

El desarrollo de esta disciplina se produce en 1959, a partir de las propuestas
del premio nobel de Fisica Richard P. Feyman, uno de los cientificos mas importantes

del siglo XX. Present6 una charla en la conferencia American Physical Society llamada
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“There’s plenty of room at the bottom” (“Hay mucho espacio al fondo”). En la misma
auguraba una gran cantidad de nuevos descubrimientos que serian de gran relevancia
en la ciencia y la tecnologia del futuro, al tratar la materia a escala atbmica y molecular

[4].

El prefijjo “nano” es un término griego que se refiere a algo extremadamente
pequefio. El nanémetro es la unidad de longitud que equivale a una milmillonésima
parte de un metro (1 nm = 10° m), una longitud 80.000 veces mas pequefia que el

didmetro de un cabello humano y 10 veces el didmetro de un atomo de hidrégeno [1].

LA ESCALA DE LAS COSAS EN EL MUNDO DE LA NANOTECNOLOGIA
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Figura 1. Rango espacial en el que se encuentra la nanotecnologia. Fuente:
https://science.energy.gov/bes/community-resources/scale-of-things-chart/ [5].

Segun la recomendacion de la Comision Europea del 18 de octubre de 2011
relativa a la definicion de nanomaterial (NM), los nanomateriales (NMs) se definen
como “un material natural, secundario o fabricado que contenga particulas, sueltas o
formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de las particulas en la
granulometria numérica presente una o mas dimensiones externas en el intervalo de
tamafios comprendido entre 1 nm y 100 nm” [6].

Se puede realizar una clasificacion de los materiales nanométricos en funcion
de su composicion:


https://science.energy.gov/bes/community-resources/scale-of-things-chart/
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<> Basados en el tipo de materiales: En ellos se incluyen los puntos cuanticos y
elementos metdlicos, como las nanoparticulas de plata (AgNPs) y las nanoparticulas
de oro (AuNPs), y 6xidos, tales como el diéxido de titanio (TiO,). Los puntos cuénticos
consisten en cristales semiconductores o nanoparticulas (NPs) con un tamafio de 2-10
nm.
X Basados en carbono: Estos NMs estan compuestos principalmente por
carbono. Los NMs de carbono esféricos y elipsoides se conocen como fullerenos,
mientras que los cilindricos son llamados nanotubos y nanofibras; ademas se conocen
los planos, como el grafeno y los 6xidos grafiticos. Estos NMs tienen importantes
aplicaciones potenciales en el campo de los lubricantes, la electronica, la
biomedicina...
XS Dendrimeros: principalmente un dendrimero se basa en la definicion de un
dendrén, que es una parte de una molécula que comprende exclusivamente unidades
repetitivas constitutivas dendriticas y terminales (CRU). Estas unidades son definidas
sobre la base de su conectividad, es decir, el nimero de otras CRU a las que estan
conectadas [7]. Su aplicacion en la medicina y en la quimica farmacéutica se esta
convirtiendo en una de las areas de mayor intéres de los dendrimeros.
<> Nanocomposites: material multicomponente que comprende multiples,
diferentes dominios de fase (no gaseosos) en los que al menos un tipo de dominio de
fase es una fase continua [8]. Un ejemplo son las nanoarcillas, las cuales se afiaden a
productos que van desde piezas de automoviles a materiales para el envasado,
mejorando asi, propiedades mecanicas, térmicas, opticas, electroquimicas...

En la Figura 2 podemos observar una clasificacion en funcion del nimero de

dimensiones que en la estructura tenga caracter nanométrico:

Nanomaterial OD: Tres dimensiones a escala
nanométrica, donde ninguna de  sus
dimensiones se encuentran fuera de la

Representacion estructural nanoescala, como por ejemplo los fullerenos.
de un fullereno

Nanomaterial 1D: Dos dimensiones a escala
nanométrica, se caracterizan por disponer de
dos dimensiones en la nanoescala y Unicamente
una fuera del rango nanométrico, como por

de nanotubos con . )
diferentes capas ejemplo los nanohilos y/o nanotubos.

concéntricas
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Nanomaterial 2D: Una dimensién a escala
nanomeétrica, son aquellos en los que una Unica
dimension se encuentran en la nonoescala, por
lo que se trata de un material con forma de
Representacion estructural pelicula delgada, como por ejemplo laminas o
de una lamina de grafeno copos de grafeno.

Figura 2. Resumen de la clasificacion en funcion de su estructura [9].

Una NP es un tipo de nanoestructura OD donde los clusters de atomos que lo
forman tienen que tener un tamafio de 1-100 nm. Han suscitado mucho interés debido
a sus propiedades, que derivan de la alta relacién superficie-volumen, ya que si el
didmetro disminuye, el area superficial de la particula aumenta y como consecuenta se
produce un aumento en las propiedades originales del material. El interés sobre
especies quimicas de tamafio nanométrico es una de las areas de trabajo mas
importantes de la investigacion en Quimica, debido fundamentalmente, a la gran
variedad de nuevas propiedades y aplicaciones potenciales que se pueden explotar en
diversos campos. Sin embargo, esta diferencia de comportamiento a escala

nanomeétrica puede inducir a riesgos potenciales que se expondran en el Capitulo 5.

Los seres humanos y el medio ambiente siempre han estado expuestos a NPs
de origen natural como son los que se producen durante las erupciones volcanicas,
incendios forestales, etc. Desde los inicios de la revolucion industrial esta exposiciéon
ha ido aumentando significativamente, debido a la presencia de fuentes
antropogénicas como la combustién interna de los motores de explosion, las centrales
térmicas y otras fuentes de termodegradacién. Sin embargo, en la actualidad la fuente
principal de exposicion a NPs para las personas se asocia con la existencia de nuevas

NPs fruto del rapido desarrollo de la nanotecnologia [10].

El auge y la presencia de las NPs en el dia a dia llevan implicito la necesidad
de fabricarlas en grandes cantidades, a fin de cumplir la demanda prevista. Es por ello,
que los avances del mercado y la demanda de la sociedad, ha llevado a que cientificos
de todo el mundo abarquen el estudio en este campo, encontrandose en la actualidad

en plena expansion en aplicacién en multitud de sectores.

Se espera que para década 2010-2020 la produccion de NMs crezca 20 veces
con respecto al ultimo lustro [11]. Esto da pauta a que diversos grupos de
investigacion traten de generar tecnologias que mejoren los procesos de sintesis y
procesamiento desde el punto de vista de ciencia basica para tratar de explicar y

entender los fendmenos que se llevan a cabo [11].
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1.2. Nanoparticulas de Plata (AgNPs): caracteristicas, propiedades y

aplicaciones.

Las NPs de metales, de 6xidos metalicos o de compuestos basados en metales
(como pueden ser las AgNPs) muestran interesantes propiedades bioldgicas, Opticas,
magnéticas, electronicas y cataliticas que, en general, se relacionan con su tamafio,
forma, composicion, cristalinidad y estructura de la particula, pudiendo ser interesantes

desde el punto de vista de su aplicacién practica [12].

La presencia de electrones libres en la banda de conduccion de la superficie de
las nanoparticulas metalicas que reciben un haz de luz incidente, induce una
excitacion colectiva de estos electrones libres, como consecuencia de la fuerte
interaccion con la luz incidente; se produce una oscilacion coherente deslocalizada de
los electrones confinados en la superficie de las nanoparticulas metalicas, en la
interfaz metal-dieléctrico o metal-semiconductor; la excitaciébn electromagnética se
llama polariton del plasmén de superficie; el polaritdbn es una casi-particula hibrida
resultante del fuerte acoplamiento entre la luz y los electrones libres en la superficie de
una NP. Para determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un
acoplamiento entre las frecuencias de la onda incidente y de la oscilacion del polariton;
este fendmeno se llama resonancia del plasmon de superficie y tiene la capacidad de
absorber determinadas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias

no absorbidas que se asocian a un determinado color.

Asi, en el caso de las nanoparticulas de oro, plata y cobre, presentan
disoluciones coloidales de colores intensos cuyas frecuencias de resonancia de
plasmon aparecen en el rango de longitud de onda UV-Visible, y que dependen del

tamafio y la forma de la particulas tal y como se observa en la Figura 3 [13].

400 nm 750 nm
[ ]

esferas de plata barras de plata

barras de oro
esferas de oro

cubos de plata laminas de plata

Figura 3: Clasificacién de diferentes morfologias tipicas de las AgNPs y AuNPs y su
localizacion el el espectro UV-Vis segln la absorcidon provocada por la SPR. Figura y nota
tomada de [13].
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Las AgNPs destacan por su potencial y versatilidad, ya que son aplicables en
optoelectrdnica, catalisis, procesos de remediacion ambiental... Como herramienta en
aplicaciones biomédicas, debido a sus propiedades Opticas, eléctricas, mecanicas y
estructurales; su fotoactividad las promueve como agente antimicrobiano

(bactericidad-fungicida) y han resultado ideales para marcaje celular [14].

Entre los agentes antimicrobianos inorganicos, la plata (Ag) ha sido utilizada
desde hace siglos, para combatir infecciones y controlar la contaminacién microbiana
[15]. El efecto que provoca los iones Ag en los microorganismos es conocido, sin
embargo, el mecanismo de accion aun no esta del todo claro. Aunque se ha planteado
que las AgNPs pueden actuar de una forma similar a la plata i6nica, existen indicios de

que el efecto biocida que producen cada uno de ellos es distinto [16].

Dentro de la familia de las nanoparticulas metdlicas, una de las que ha
suscitado mayor interés, son las AgNPs, su fuerte actividad antimicrobiana es la
principal caracteristica para el desarrollo de productos con incorporacién de AgNPs en
diversos materiales, por su capacidad como agente bactericida, contra los microbios
como son las bacterias y hongos [17].

Como resultado, debido al poder antimicrobiano que presentan estas NPs se
utilizan en multitud de productos de consumo disponibles en el mercado, llegando a
ser el NM mas utilizado en la produccion de bienes de consumo, presentes
aproximadamente en 435 productos [18]. En la vida diaria los consumidores pueden
tener contacto con las AgNPs en productos para la electronica, la informatica, la
industria del textil, la cosmética, en la agricultura e industria alimentaria (como
veremos en el siguiente apartado), en medicina...

En el ambito médico, existen apdésitos para heridas, instrumental quirdrgico y
prétesis Oseas, todos ellos recubiertos o integrados con AgNPs, evitando asi el
crecimiento antibacteriano [19]. Por ejemplo, los catéteres se preparan generalmente a
partir de materiales que contienen AgNPs, ya que pueden ser Utiles para reducir el
riesgo de infecciones [20]. También, estan incorporadas en la industria textil para la
fabricacion de ropa antibacteriana [21].

Las AgNPs muestran gran variabilidad en sus caracteristicas en funcion de su
forma y tamafio. Se ha publicado que el poder bactericida de estas NPs, incrementa

con la disminucion del tamafio, ya que presentan mayor superficie de contacto [15].
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Morrones y col. [22] sefalan que las
particulas de un tamafio de 1-10 nm presentan
una mayor interaccién con la membrana celular
bacteriana [22]. En cuanto a su forma, Rai y
col. [23] plantean que las AgNPs de forma
triangular tienen un mayor efecto bactericida en
comparacion con aquellas que presentan forma

esférica o cilindrica [23]. En la Figura 4

podemos observar diversas formas de las

AgNPs. Figura 4: Imagen ilustrativa de diversas

formas de AgNPs. Figura y nota tomada de
[24].

La morfologia de las NPs depende principalmente de los parametros de
fabricacion, tales como, la temperatura, el método de fabricacion, el flujo del material
de crecimiento, la presencia de un sustrato, entre otros. Se pueden obtener NPs de
formas diversas como: esféricas, varillas, triangulares, entre otras.

Estudios han demostrado que las AgNPs tienen una actividad eficaz
antimicrobiana contra las bacterias y hongos, como se ha mencionado anteriormente.
Sin embargo, las actividades antivirales de las AgNPs siguen siendo auln objeto de
estudio por los cientificos. Actualmente, existen pocos trabajos que investiguen los
efectos de las AgNPs contra los virus. Se esta evaluando la utilizacion de las AgNPs
contra el tratamiento de enfermedades que requieren una concentracion mantenida de
farmaco en sangre o con un direccionamiento especifico a células u érganos, como
ocurre con el virus del VIH-1, ya que ha sido demostrado que el tratamiento in vitro con
AgNPs interacciona con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las células del
huésped [25].

En la Union Europea, se cuenta con la Agencia Europea de Sustancias y
Preparados Quimicos (EACH), donde los NMs estan regulados por el Reglamento
REACH (Reglamento Europeo sobre sustancias quimicas) y CLP (Reglamento que
armoniza los criterios para la clasificacion de sustancias y mezclas, y las normas de
etiquetado y envasado para sustancias y mezclas peligrosas), pudiéndose encontrar
en el apartado de Reglamentos: hitps://echa.europa.eu/es/regulations/nanomaterials
[26].

El Reglamento sobre Productos Biocidas (RPB) incluye disposicines

especificas relativas a los NMs. Estas disposiciones se aplican a los productos y las

10
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sustancias que cumplen los criterios definidos en el RPB. Dichas definiciones se basan
en las recomendaciones de la Comisién sobre la definicion de NM [27].

Estas disposiciones se aplican a las sustancias activas y no activas que
presentan las siguientes caracteristicas: agregados o aglomerados en los que al
menos el 50% de las particulas primarias tienen al menos una dimension comprendida
entre 1 y 100 nm, sin disposiciones para "propiedades novedosas" procedentes de su
pequefio tamario [27].

En concreto, para poder comercializar los NMs en Europa, deben ser probados
como seguros, es decir, que no afecten negativamente a la salud publica o al medio
ambiente, demostrando su inocuidad previa, basandose en el Principio de Prevencion.
En octubre de 2012 se constituyd el Grupo de Expertos sobre Nanomateriales (ECHA-
NMEG) con el apoyo de las autoridades competentes en cuanto al cumplimiento de
REACH y CLP (CARACAL) y del Reglamento de biocidas. Este grupo consultivo
informal apoya la ejecucion del Plan de trabajo sobre nanomateriales 2016-2018 de la
ECHA y proporciona informacion y asesoramiento sobre cuestiones cientificas y
técnicas relativas a la aplicacion de la legislacion REACH, CLP y RPB en relaciéon con
los NMs [26].

1.3. Aplicacién de las AgNPs en la Industria Alimentaria.

La nanotecnologia ofrece grandes oportunidades para la obtencion de
productos y aplicaciones innovadoras en el sector agroalimentario. Estas aplicaciones
se estan estudiando y desarrollando e incluso utilizando en las diferentes etapas de la
cadena de produccion de alimentos, desde la agricultura, el procesamiento y embalaje
de alimentos [28]. El avance en los Ultimos afios se hace palpable en numerosas

aplicaciones como [29]:

v' el envasado (envases activos y envases inteligentes)

v el desarrollo de nuevos productos (nanoalimentos funcionales, microcapsulas)
v la calidad y la seguridad alimentaria (biosensores).
v

la mejora de los procesos de los alimentos (gelatinizacién, espumas y emulsiones).

Actualmente ya se emplea el término “nanofood”, el cual hace referencia a todo
producto alimenticio en donde la nanotecnologia ha intervenido en cualquiera de las
etapas de su produccion, procesamiento, transporte y almacenamiento [16]. Segun la
informacion de la que actualmente se dispone, los NMs artificiales que se pueden
encontrar en los productos alimentarios se clasifican en tres categorias diferenciadas:
NMs artificiales organicos, NMs artificiales funcionalizados de superficie y NMs

artificales inorganicos, encontrandose las AgNPs en este ultimo tipo [30].

11
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Ademas, se puede destacar su utilizacion en la fabricacion de materiales y
objetos destinados a entrar en contacto con alimentos (ejemplos Tabla 1), ya que sus
propiedades biocidas permite prevenir hasta en un 90% el crecimiento de

microorganismos en los alimentos [31].

Los usos mas recientes de las AgNPs en este sector, estan relacionados con el
desarrollo de envases con recubrimientos antimicrobianos debido al potencial que
poseen con funciones en la calidad y seguridad alimentaria. Los recubrimientos con
NMs incorporados son Utiles para evitar que la comida conservada en estos
recipientes se contamine, con el fin de retrasar su maduracion y alargar su vida util.
Esto es debido a la liberacion lenta de AgNPs de la superficie revestida. Con ello se
consiguen envases alimentarios dotados de propiedades antimicrobianas con menor
riesgo de migraciones toxicas al alimento. Es por ello, que estas medidas pueden
reducir en gran medida la incorporacion de aditivos en el propio alimento (que aunque
esta regulada en cuanto a su composicién y concentracién, es positivo la reduccién de
los mismos). Las actuales investigaciones sobre ese tipo de superficies tienen por
objeto conseguir sensores capaces de detectar la contaminacién bacteriana y

reaccionar contra ella.

Li y col. [32], investigaron el efecto de un nuevo material de embalaje “nano”,
para la preservacion de datiles chinos, para ello, emplearon un material de envase con
incorporacién de AgNPs, dioxido de titanio (TiO,) y kaolin. Ademas de presentar
mejores propiedades de barrera y mecéanicas, mantuvieron la calidad de los frutos por
mas tiempo, en comparacion con los envases sin recubrimientos nanoestructurados
[32].

Los investigadores que trabajan en el campo de la conservacién de alimentos
han informado del revestimiento sonoquimico, una técnica simple y versatil utilizada
para la preparacion de materiales con revestimiento de disolucién coloidal que AgNPs
utilizando ultrasonicacion [33]. El recubrimiento demostré ser eficaz contra diversas
cepas de bacterias (Escherichia coli y Staphylococcus aureus), dotandonos de
procedimientos factibles en la sintesis de materiales que permiten prolongar la

conservacion de alimentos durante mas tiempo.

La empresa Samsung Electronics ha desarrollado una linea de
electrodomeésticos con la presentacion de la Silver Nano Technology (Tecnologia de
NanoPlata). Concretamente, en lo que concierne a electrodoméstico en contacto con
los alimentos, incorporan nanoplata en los refrigeradores, con el fin de impedir la

proliferacion de bacterias, para una mejor conservacion de los alimentos [34].
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Nanogap, es una compafia Gallega que fabrica NMs como NPs esféricas de 5
a 50 nm, Clasters Cuanticos Atomicos (AQC’s), producto exclusivo de Nanogap, de
tamafio subnanométrico. Las capacidades tecnologicas de Nanogap le permiten
producir una amplia variedad de nuevos nanomateriales con aplicaciones muy
variadas en diversos ambitos como terapia y diagnostico en biomedicina,

componentes electrénicos avanzados o tecnologia de seguridad [35].

Concretamente, Nanogap tiene dos productos de clusters cuanticos atomicos
que pueden ser incorporados en recubrimientos para proporcionar un efecto
antimicrobiano. Estos productos son NGAP AQC Ag-1103 y NGAP AQC Ag-1104. Los
beneficios de estos incluyen: eficacia antimicrobiana no tdxica a concentraciones muy
bajas, permanencia en peliculas de recubrimiento delgadas y facilidad de
incorporacién. Los niveles de la incorporacion tan bajos como 10 ppm proporcionan las

caracteristicas antimicrobianas significativas, con el efecto que dura por afios [35].

La Autoridad Europea de Normas Alimentarias (EFSA) ha realizado un
inventario que proporciona una vision general de la nanotecnologia en el sector de la
alimentacién, ya que recoge sus aplicaciones actuales y futuras, examina la normativa
en este ambito (tanto en la Unidn Europea - UE - como en terceros paises) y recopila
los datos toxicolégicos disponibles hasta el momento sobre estos materiales y las
evaluaciones de riesgo especificas que se han llevado a cabo en este &mbito en los
dltimos afios. El inventario recopila 633 registros, que incluyen 55 nanomateriales y 12
aplicaciones, procedentes todas ellas de busquedas bibliograficas (mas de 9000
referencias), de consultas a webs de empresas de alimentacién y de cuestionarios
enviados a institutos de investigacion, industrias alimentarias, consultores y otros

expertos. Uno de los mayores numeros de registros corresponde a AgNPs [31, 36].

En la siguiente tabla se recogen en la gran cantidad de productos que se

utiliza, especificandose en donde se comercializan.

COMPARNIA / INSTITUCION COMPONENTE NANO

Sharper Image®. (EEUU). Bolsas de plastico para guardar alimentos
tratadas con AgNPs.

BlueMoonGoods, LLC, A-DO Global, Quan Zhou Hu Recipientes de plastico para guardar
Zhen Nano Technology Co., Ltd y Sharper Image alimentos tratados AgNPs.

(EEUU, Korea, China, EEUU).

Daewoo, Samsung y LG. (Korea) Refrigeradores tratados con AgNPs.

Baby Dream® Co., Ltda. (Korea). Jarros para bebes tratados con AgNPs.
A-DO Global (Korea). Tablas para picar tratadas con AgNPs.
Changmin Chemicals (Korea). Cuencos para alimentos tratados con

13
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AgNPs.

Nanogap (Espafia) NGAP AQC Ag-1103 se suministra como
AQCs dispersado en monémero acrilico
curable por UV (HDDA) a una
concentracion de Ag de 10g/litro. Puede
utilizarse como un aditivo para conferir
propiedades antimicrobianas a
recubrimientos.

Tabla 1. Nano agentes antibacteriano en envases y materiales en contacto con

alimentos. Fuente: [35, 37].

En cuanto al empleo de las AgNPs en el sector de la agricultura, se ha
descubierto su aplicacion para prolongar la conservacion de los frutos, ya que ademas
de su actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico' que retarda el

crecimiento de hongos.
CAPITULO 2:
2. Alcance y objetivos.

Con este Trabajo Fin de Master se pretende recopilar los principales
procedimientos para la preparacion y caracterizacion de las AgNPs, debido al gran
interés que han suscitado a sus propiedades antimicrobianas, Opticas, eléctricas,
cataliticas y magnéticas.

El estudio se centrara en la presetacion de los avances y aplicaciones que
tienen las AgNPs en el sector alimentario, concretamente en la inocuidad de los
alimentos. Llevara implicito por tanto, examinar los posibles efectos toxicos que
presentan dichas NPs, ya que su aplicacion en el sector alimenticio puede da lugar a
una exposicion directa humana; y a los posibles efectos que provocan sobre el medio

ambiente.

Para ello, se realiz6 una busqueda bibliografica para los ultimos 10 afios
aproximadamente, teniendo en cuenta que es un campo novedoso y que esta en
crecimiento exponencial. Recopilando para ello informacién de una variedad de
fuentes entre las que destacan: SciFinder, PubMed, Scopus, Google Academic, Web

of Science...

! Efecto fungistatico: supender o retardar el crecimiento y el desarrollo de los hongos, o la germinacion de sus esporas.
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Parte fundamental de este trabajo es realzar las técnicas de mayor
repercusion investigadora, destacando los parametros importantes que adn estan
siendo investigados como: la estabilidad y agregaciéon de las AgNPs, el control sobre
el tamafio y la morfologia. Se destacaran las nuevas formas de sintesis “bio” que
repercuten positivamente, puesto que es un método de sintesis mas amigable con el
medio ambiente, empleando para ello microorganismos o extractos de plantas. Por
otro lado, se hara hincapié en la denominada “sintesis verde”, ya que permite reducir

los residuos, empleando sustancias menos toxicas.

Una vez sintetizadas las AgNPs, es importante realizar técnicas de
caracterizacidon para conocer las propiedades fisicoquimicas que estas presentan. Las
técnicas de caracterizacion de mayor aplicacion en este estudio son: microscopia
electrénica de transmision (TEM), microscopia electronica de barrido (SEM),
microscopia de fuerzas atémica (AFM), difusién de luz dindmica (DLS), espectroscopia
fotoelectronica de rayos X (XPS), difraccién de rayos X (XRD), espectroscopia de
infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de adsorcién atémica
(AAS), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), espectroscopia de emisién atdbmica con
fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y espectroscopia de absorcién
atémica (FAAS).

CAPITULO 3:
3. Preparacion de las AgNPs.

En este capitulo se presenta una revision bibliografica de los principales
métodos de sintesis utilizados para la obtencion de las AgNPs; exponiendo las
ventajas y desventajas que presentan los métodos, y las caracteristicas del producto
obtenido. Asi como un analisis detallado de los diversos factores que afectan a la
morfologia, el tamafo, el rendimiento y la polidispersidad de las AgNPs obtenidas,

dando asi, la facilidad de adaptarlas a la aplicacion especifica que se desee.

Los procedimientos de obtencion de las AgNPs podemos clasificarlos en tres
grupos: métodos quimicos, fisicos y biolégicos.

3.1. Métodos quimicos.

Segun Poole y Owens, los métodos quimicos pueden ser probablemente los
métodos de sintesis de AgNPs mas utilizados, ya que tienen un alto potencial para ser
escalados a nivel industrial [37]. Generalmente, los métodos quimicos, son

relativamente faciles en comparacion con otros métodos. Permiten preparar las NPs a

gran escala, con una distribucién de tamafio monodispersa, es decir, con un tamafio
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de particula muy homogéneo. Es por ello que muchos grupos de investigacion estan

utilizando estos métodos para sintetizar AQNPs.

Los principales procesos de sintesis de AgNPs por métodos quimicos son:
reduccion quimica, proceso sol-gel, microemulsion, deposicién quimica de

vapor (CVD), termolisis...

La mayoria de estos métodos estan todavia en fase de desarrollo, intentando
mejorar inconvenientes relacionados con: la estabilidad en el crecimiento de las
AgNPs, la agregacion, el control del crecimiento de los cristales, la morfologia, el

tamafio y la distribucion del tamafio de las AgNPs [14].

Desde el punto de vista quimico, la

Nucleacion

sintesis de AgNPs en disolucién, precisa de M g A s A0
AN

métodos que permitan tener el control [ — S

I‘ recimient
riguroso sobre el tamafio y la forma de las | [¥ |4 ¢ ——— Agl

NPs, para obtener un conjunto de particulas |

monodispersas que presenten propiedades

determinadas [39]. La sintesis, en general, se

Tiempo

lleva a cabo utilizando los siguientes
componentes: precursor metalico (nitrato de  rigyra 5. Diferentes etapas que tienen lugar

plata,...), agente reductor (borohidruros, durante la sintesis de las AgNPs. Figura
tomada de [40].

ascorbatos, citratos...) y agente estabilizante

NUCLEACION CRECIMIENTO

(suelen  ser ligandos, polimeros o

agente reductor

surfactantes cargados). Aoy A e @@= W

Las etapas que tienen lugar en la sintesis de

las AgNPs son: nucleacion y crecimiento [39].  Figura 6. Mecanismo de formacion de AgNPs

Ver Figura 5y 6. a partir de la reduccion de nitrato de plata
(AgNO3). Figura tomada de [39].

El tamafio, la distribucién de tamafio y la forma pueden lograrse controlando la
etapa de nucleacion y el aplilamento de nucleos controlando parametros
experimentales tales como, precursor utilizado en la reaccién, concentracion, pH,

temperatura y agentes reductores [39].

La reduccion quimica es ampliamente utilizada para la obtencion de
suspensiones coloidales, tanto en disolventes organicos como acuosos, utilizando
distintos tipos de agentes reductores, estabilizantes y medios. Este método permite

trabajar en condiciones de temperatura y presion ambiente.
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Durante la reduccion de los iones Ag los diametros de AgNPs resultantes son
variables, dependiendo de la cantidad de iones Ag (Ag*) que formen atomos de Ag
(Ag% y después, el nimero de atomos de Ag que se aglomeren en clisteres que
conformaran las AgNPs.

La cantidad de agente reductor debe ser suficiente para estabilizar las AgNPs
al momento en que ocurre la reaccién, pero no demasiado grande como para

aumentar la fuerza iénica total en la disolucién y promover la agregacion.

En la bibliografia existente para la obtencion de AgNPs, los precursores mas
utilizados son el AgNOs y el cloruro de plata (AgCl). Como agentes reductores para la
sintesis de AgNPs se han publicado numerosas opciones entre las que se encuentran:
reductores fuertes como el borohidruro de sodio (NaBH,), borohidruro potasico (KBHy,),
hidrégeno elemental y monoéxido de carbono, reductores moderados como citrato de
sodio (CsHsNasO-), ascorbato de sodio [41], hidrazina (N,H,;) o alcoholes en reflujo
prolongado, y reductores débiles como la fructosa y la glucosa [42]. También se
utiizan como agentes reductores, reactivo de Tollens, poliol, N, N-dimetilformamida
(DMF)... Este es un parametro importante ya que se ha encontrado que el empleo de
agentes reductores fuertes, permiten la formacién de NPs de menor tamafio, ya que la
velocidad de reaccion en la etapa de nucleacion es mayor [41, 42].

En este tipo de reacciones se producen sistemas coloidales de baja y alta
fuerza idnica, esto debido al alto potencial de reduccion de la Ag. Los sistemas
coloidales de baja fuerza i6nica no necesitan de agentes estabilizanes, debido a que
las dobles capas eléctricas formadas alrededor de las particulas evitan la agregacion
de éstas; mientras que los sistemas de alta fuerza ionica requieren de agentes
estabilizantes para prevenir la aglomeracion de NPs, y ademas, estos juegan un papel

importante en el control del tamafio y forma de las NPs.

La temperatura es uno de los factores de influencia clave en las reacciones
quimicas. Es necesario un estudio sistematico del efecto de la temperatura sobre la
formacion y crecimiento de las AgNPs, la influencia del proceso de calentamiento o
enfriamiento en la sintesis de estas NPs. Jiang y col. [43] verifican que la temperatura
puede afectar significativamente a la forma, tamafio y distribucion de tamafio de las
AgNPs. En general, el tamafio de las NPs aumenta con el tiempo reaccion, y ademas,

cuanto mas alta sea la temperatura, mas rapido creceran las AgNPs [43].

Es importante la utilizacién de agentes estabilizantes que sean capaces de
proteger las AgNPs a la par que prevenir su aglomeracién en el transcurso de la

preparacion, sobre todo en disoluciones coloidales de alta fuerza ionica o en fase
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organica [39]. La presencia de agentes tensioactivos® como, tioles, aminas, acidos y
alcoholes, permiten estabilizar el crecimiento de las particulas y protegerlas de la
sedimentacion y la aglomeracion [44].

Se ha comprobado que los compuestos poliméricos tales polivinilpirrolidona
(PVP), poliacrilatos, polivinilalcohol (PVA), poliacrilonitrilo, poliacrilamida o
poli(etilenglicol) son los agentes protectores mas eficaces para estabilizar las AgNPs
[44].

Los primeros métodos descritos son el método Lee-Meisel [45] basado en una
variacién del método Turkevich para la obtencion de AuNPs, en el que se emplea
AgNO; como precursor metalico y CsHsNazO; como agente reductor. Por este método
se obtienen AgNPs polidispersas. Desafortunadamente, este proceso simple tiende a
producir una gran variedad de tamafios (20-600 nm) y una diversidad de formas
(poliedros y placas) en una sola reaccién. Aunque son Utiles para estudios de NPs
individuales, no son adecuados para estudios que involucran la suspensién coloidal
entera [45].

Dong y col. [46] demostraron que cambiando el pH de la disolucién variaba la
morfologia de las particulas, obteniéndose para pH = 11,1 formas entre esféricas y
varillas, siendo la reaccion mas rapida, mientras que para pH = 5,7, morfologias de
placas triangulares o particulas poligonales, con reacciones mas lentas en este caso
[46]. También se ha demostrado que es posible dirigir la sintesis con citrato como
reductor, para dar un producto predominante en forma de hilos, mediante la adicion de
pequefias cantidades de hidroxido de sodio (NaOH) a la sintesis, pero siempre y
cuando no se afada en grandes cantidades, puesto que da como resultado una

mezcla de particulas polidispersas [47].

Otro método de preparacion, es el conocido como el método Creighton,
utilizando el mismo agente precursor pero en este caso es reducido con NaBH,. Este
método es el mas popular en la actualidad, obteniéndose AgNPs de aproximadamente
10 nm y con una buena homogeneidad. La reaccién que se lleva a cabo es la

siguiente:

BH; +6Ag* +80H™ — BO; + 6H,0 + 6Ags)

2 Agentes tensioactivos o también llamados surfactantes, son sustancias que influyen por medio de la tension

superficial en la superficie de contacto entre dos fases.
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El procedimiento general consiste en poner en contacto el agente reductor y el
estabilizante y a estos, adicionarle la disolucién con la sal de Ag. Bajo esta
metodologia, es posible sintetizar AgNPs a altas concentraciones y generar
suspensiones estables. Los tipos de estabilizantes que se usan pueden ser polimeros
de alto o bajo peso molecular, cargados o sin carga, asi como estabilizantes i6nicos o
neutros. La proporcion estabilizante/AgNPs, dependera del tipo de sustancia que se

use y de la concentracion NPs en el sistema [40].

A partir de estos dos métodos descritos se han publicado una variedad de
reacciones quimicas que dan lugar a la sintesis de AgNPs mediante reduccion quimica
de una sal de Ag (I) [48-52]. De entre los que merece la pena destacar, la formacién
de AgNPs a partir de AgNO3; empleando como agentes reductores polioles [48, 49],
acido ascorbico [50] o monosacaridos [51, 52]. El uso de un agente reductor u otro

influye en el tamafio de las NPs obtenidas.

Mediante la técnica sol-gel se pueden sintetizar coloides nanoparticulados de
Ag. Esta técnica consta de varios pasos: mezclado, gelificacién, envejecimiento,
secado y sinterizado. En cada una de estas etapas hay muchos factores fisicos y
quimicos que deben estar perfectamente controlados.

Esta técnica permite mejorar considerablemente la velocidad de reaccién del
oxido de plata (Ag20) y la N,H,. A continuacion, se presenta el método patentado por
Jixiong y Cheng [53] para obtener dispersiones coloidales de AgNPs (concentracion
de Ag comprendida entre 0.001-0.4% en peso) a partir de Ag,O y de N,H,; mediante
técnicas sol-gel [53]:

1. Disolucion de Ag,O en una disolucion acuosa de NHs.
Agzo + 2NH3 * H20 g [Ag(NH3)+]20 + 2H20

2. Disolucion de un agente gelificante en medio acuoso. Formacién de un gel que
actie como medio de reaccién, impidiendo la formacién de agregados de Ag y
la precipitacion de AgNPs. La concentracion del agente gelificante estara
comprendida entre 0.2-5 % en peso. Ejemplos de agente gelificante: almidén o

derivados del mismo, celulosa, polimeros de acrilato, PVP, acido alginico, etc.
3. Mezcla del compuesto organometalico de Ag y del gel anteriormente formado.

4. Reaccion del compuesto organometalico de Ag y de la N,H,4 para rendir Ag

coloidal.

[Ag(NH3)*1,0 + NH,NH, - H,0 + 0, > 24g + 2N, + 6H,0
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Puesto que la N,H, presenta una notable toxicidad, tras llevar a cabo la etapa
(4) del proceso, durante un periodo aproximado de 0.5-5 horas se somete la dispersion
coloidal resultante a la accion oxidativa del oxigeno, el cual se encargara de levar a
cabo la degradacién de la N,H, en nitrégeno gas y en agua (H,O), tal y como se

muestra en la siguiente reaccion:
NHzNHz " H20 + 02 d NZ + 3H20

Las AgNPs sintetizadas mediante esta técnica tendran un tamafio de particula
comprendido entre 1 y 100 nm [53].

Por otro lado, se debe indicar que se han desarrollado metodologias para
sintetizar AgQNPs en ausencia de amoniaco [54], ya que que es perjudicial tanto para la
salud como medioambientalmente, a la par que como medio de reaccion encarece el

proceso de sintesis.
La sintesis de AgNPs tiene lugar en base a la siguiente reaccion:
2AgNO; + Glucosa + H,0 — Acido Glucénico + 2HNO; + 24g

La glucosa actua de agente reductor, reduciendo el ion de Ag mientras tiene
lugar su oxidacion a acido gluconico. Se obtienen AgNPs con un diametro de 1-100

nm.

En el caso de emplear monosacaridos como agente reductor, se ha
desarrollado un método denominado “sintesis verde”, por ser mas respetuosos con
el medio ambiente, ya que disminuyen la utilizacion de agentes quimicos asociados

con la toxicidad ambiental de la que comentabamos (ejemplo en la Figura 7).

Raveendran y col. [51], obtuvieron
AgNPs de aproximadamente 5 nm, provocando
la reduccion de AgNO; utilizando como agente
reductor la B-D-glucosa, y el almidébn como
agente de estabilizacion. Es un método
respetuoso con el medio ambiente, a la par que
bastante eficiente y emplea sustancias que
residuos de facil

tienen baja toxicidad y

tratamiento [39].

HO

H
Ho Almidén AgNP
AGNO; + HQ ——
HO. OH
H OH
H H
OLz E fi
n

B-D-Glucosa
Figura 7: Método de sintesis de AgNPs

1OH
Ho
Almidén =
HO.
oi
H H

empleando reactivos respetuosos con el medio

ambiente. Figura tomada de [39].

El tamafio de las AgNPs preparadas mediante Ciclodextrina (B-CD) como

agente reductor y estabilizante puede controlarse facilmente, variando la relacion

molar de B-CD/AgNO;. Los resultados experimentales mostraron que la superficie

modificada por 3-CD puede mejorar la actividad catalitica de las AgQNPs [52].
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En concreto el Método Poliol, desarrollado por Fievet, es un método versatil
ya que se pueden obtener una amplia variedad de tamafios y formas variando las
condiciones de reaccion, tales como temperatura, concentraciéon de reactivo y
contenido de iones. Es posible conseguir un alto grado de control sobre la nucleacién y
el crecimiento y, por tanto, sobre los productos finales [47]. En la Figura 8 se puede

observar una serie de morfologias que se han obtenido por este método.

Los disolventes utilizados es este método, pueden ser por ejemplo, el
etilenglicol (EG), el 1,2-propilenglicol o el 1,5-pentanodiol. Ademas, desempefian la
funcién de agente reductor y estabilizante, previniendo la glomeracién de las NPs. En
este proceso, el precursor metalico suspendido en el poliol es calentado hasta la
temperatura de ebullicibn del mismo. Durante la reaccién, el precursor se disuelve,

formando un intermedio que es reducido para generar las AgNPs.

Al encontrarse el agente reductor por separado, es posible tener un control mas
preciso sobre la reaccién, en comparacion con la sintesis basada en citrato como
agente reductor. Los detalles del mecanismo de reduccion se han estudiado
recientemente para el sistema basado en EG. Aunque el etilenglicol solo puede reducir
un precursor de Ag tipico a una temperatura elevada. Tras una investigacion mas
detallada se encontr6 que el agente reductor primario era el glicoaldehido. Este
compuesto se forma cuando el etilenglicol se calienta en presencia de oxigeno

(tipicamente en el aire), siendo la reaccién que tiene lugar la siguiente:
2HOCH,CH,OH + 0, » 2HOCH,CHO + 2H,0

El glicoaldehido, un reductor mas fuerte que el EG, se considera el
responsable de la reduccion del poliol. La identificacion del glicoaldehido como agente
reductor ayuda a explicar la fuerte dependencia de la temperatura del proceso de
poliol. En este trabajo demostraron que la cantidad de glicoaldehido aumento
significativamente a medida que la temperatura para precalentar el etilenglicol
aumentod. Esta sensibilidad tiene un gran impacto en la cinética de reducciéon de un

sistema de poliol y, en consecuencia, en la morfologia del producto [47].
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Figura 8: El método poliol para la sintesis de AgNPs. En (A) la reduccion de iones Ag”
por EG conduce a la formaciéon de ndcleos que son altamente volatiles. A medida que los
grupos Ag crecen, se vuelven mas estables y emergen a una de las tres estructuras
predominantes: monocristalina, gemela simple y gemela multiple. En este caso, estos grupos
mas grandes de atomos de Ag se llaman tipicamente semillas, de los cuales creceran
finalmente en nanoestructuras de formas diferentes como esferas (B), (C) cubos, (D) cubos
truncados, (E) bipriamidas derechas, (F) barras, (G) esferoides, (H) placas triangulares, (1)

alambres [47].

La mayoria de las sintesis de polioles de las AgNPs usan la PVP como un
agente estabilizador, porque se ha demostrado que promueve el crecimiento de una
variedad de morfologias de particulas de alta calidad. El papel de este polimero en el
control de la forma ha sido examinado tanto en la sintesis de nanocables de Ag por
medio de un proceso de poliol como en el crecimiento excesivo mediado por semilla

de esferas de Ag en un sistema acuoso [47].

El empleo de EG como agente reductor en la sintesis de AgNPs estabilizadas
por PVP, conduce a la formacion de NPs esféricas con didmetros pequefios, con un
promedio de 10 nm aproximadamente. La temperatura ejerce una influencia
importante en el control del tamafio de las AgNPs. Este resultado se debe
probablemente a que la temperaturas mas elevadas se produce un proceso de
nucleacion-crecimiento mas adecuado para la formacién homogénea de NPs. Asi, la
etapa de nucleacion es mucho mas rapida a altas temperaturas y genera una gran
cantidad de nucleos de crecimientos de Ag (nanoclusters) que permiten que la etapa
de crecimiento de las NPs transcurra de manera homogénea dando lugar a particulas

de tamafio similar.
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Guery Saenz y col. [49], reportan en una sintesis de una etapa por medio de
reduccion quimica de AgNO3, empleando como agente reductor y protector la PVP.
Como medio de reduccion utilizaron H,O, un solvente econémico y no toxico,
sintetizaron AgNPs con una polidispersidad muy baja y un tamafio de particula de 30
nm de diametro [49].

La sintesis de Tollens es un método bien establecido durante décadas para
obtener AgNPs con un tamafio de particula controlado. La reaccion involucra la
reduccién de una solucion amoniacal de Ag, utilizando varios agentes reductores tales
como: el formaldehido, la glucosa, la galactosa, la maltosa y la lactosa. Investigaciones
han demostrado que el tamafio de las AgNPs depende fuertemente de la
concentracion de amonio y del pH del medio durante el proceso de reduccién. La

reaccion que tiene lugar es la que se muestra a continuacion:
RCHO + 2[Ag(NH3),]* + 20H™ — RCOOH + 2Ag + 4NH; + H,0

Por tanto, el proceso de Tollens implica la reduccion del complejo [Ag(NHs),]"
por sacaridos, formando asi peliculas de AgNPs con tamafos de particulas que
oscilan entre 50-200 nm e hidrosoles con tamafios de particula entre 20-50 nm y

particulas coloidales de Ag de diferentes formas [41].

Como bien hemos comentados con aterioridad el empleo de distintos agentes
estabilizantes como aminopropiltrietoxisilano (APS) y posterior hidrélisis con
tetraetoxiliano (TEOS) o polivinilpirrolidona (PVP), permite la obtencion de diferentes
tamafios de NPs e incluso nanoprismas de Ag (Figura 9).

BN

Mediante la sintesis de AgNPs utilizando
DMF como agente reductor, se obtienen
AgNPs recubiertas de silice (SiO,) o de
oxido de titanio (TiOp). Estos
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Figura 9: Sintesis de AgNPs empleando DMF como agente reductor. El empleo del

H,C0

polimero PVP da como resultado NPs o nanoprismas de Ag. Cuando se emplean APS se

obtienen AgNPs rodeadas de una capa de silice. Figura y nota tomada de [39].

Otro polimero de interés en la estabilizacion de AgNPs son los dendrimeros

[55]. Se trata de macromoléculas tridimensionales con estructura arborescente. Este
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tipo de moléculas puede estabilizar las AgNPs mediante mecanismos diferentes: el
primero consiste en la estabilizacion estérica mediante la interaccion con los grupos
funcionales de los dendrimeros dando lugar a una estabilizacion similar a la de los
polimeros no arborescentes; mientras que el segundo método, consiste en la
estabilizacion de AgNPs muy pequefias en el interior de los dendrimeros lo que

produce su encapsulacion.

Otro método para sintetizar AgNPs, es mediante técnicas de
microemulsién, el uso de micelas o micelas inversas. Estas entidades
supramoleculares formadas a partir de surfactantes se pueden considerar como
nanoreactores en los que se puede producir la reduccion de una sal de Ag en
presencia de un agente reductor quimico como acido ascoérbico, NaBH; o N,H4-H,O
[46].

El procedimiento para generar AgNPs a partir de éste método consiste en
mezclar dos microemulsiones, una con una sal de Ag y la otra con el agente reductor.
Luego de mezclar estas dos microemulsiones las colisiones entre las microgotas de

H,O dispersas dan lugar a la reaccion de la Ag iénica con el agente reductor.

Algunos de los surfactantes mas empleados en la sintesis de NPs son CTAB
(Bromuro de cetil trimetil amonio) y AOT (bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio).
Cuando se emplea el surfactante AOT en una mezcla dodecano/H,O se pueden
sintetizar AgNPs por reduccion de AgNOs; con N,H,; en el interior de las micelas

inversas formadas (ver Figura 10).

Resulta ser una técnica viable y atractiva, ya que se pueden sintetizar NPs con
una distribucion de tamafio estrecha, ademas de que el tamafio puede ser faciimente
controlado mediante la variacién de la composicién de la microemulsion.

Zhang Wanzhong y col. [56], asi lo

hicieron en sus experimentos. Estudiaron los

efectos de la concentracion de los SishuiteA| | Dischcibnts.  Moteotiy 3 haf oriossainvares

precursores y las proporciones molares de

~—=~Q =AOT
agua a AOT sobre el tamafio de la particula S T
/\/N/\O L Nt
y la distribucion de tamafios. Obtuvieron \Ajvo\] b

AgNPs esféricas con un rango medio de 2-5

nm de diametro. Como resultado, se Figura 10: Produccion de AgNPs mediante micelas

obtienen coloides de AgNPs que tienen una nversas de AOT formadas en una  mezcla
dodecano/H;0. Figura y nota tomada de [39].
estabilidad favorable y se puede conservar

durante mucho tiempo sin precipitacion [56].
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El grupo de investigacion de la
Profesora Murphy [57] ha desarrollado un

método de sintesis de nanoestructuras de

Ag unidimensionales (nanobarras o

nanocables), como se puede ver en la

citrato

H . AgNO; + NaBH;
Figura 11, empleando micelas formadas

nanoparticulas de Ag
"semilla” de 4nm

con el surfactante CTAB en un proceso en

dos pasos denominado “"seed-mediated o B dioss s

growth" (crecimiento dirigido por
sembrado) [39].

nanoparticulas de Ag nanobarras o
"semilla" de 4nm nanocables de Ag

Figura 11: Sintesis de nanobarras y nanocables de Ag
empleando micelas de CTAB. Figura y nota tomada de
[39].

En cuanto al método organometalico merece especial atencién, nombrar el
grupo del Dr. Chaudret, ya que lo han estudiado ampliamente para las sintesis de NPs
de un gran numero de metales y 6xidos metalicos. Este método consiste en el empleo
de precursores organometalicos en los que el metal se encuentra en bajo estado de
oxidacion y que pueden descomponerse bajo condiciones de reaccion suaves, es
decir, de forma espontdnea o mediante el empleo de un gas reductor, evitando asi el
empleo de agentes reductores fuertes. Esta metodologia basada en la descomposicién
controlada de complejos organometalicos mediante ruptura de enlacces metal-ligando,
da lugar a centros metdlicos desnudos y ligandos libres por separado, evitando asi, en
gran medida, la contaminacién de la superficie de las NPs y permitiendo, ademas, un

mayor control de la cinética de reaccion [39].

Este método da lugar a la formaciéon de AgNPs con un elevado control sobre su
tamafio y forma mediante el empleo de precursores organometalicos susceptibles de
descomponerse en condiciones muy suaves de reaccién, y agentes quimicos
estabilizantes como polimeros, ligandos alquilicos de cadena larga o sustratos
inorganicos. Un buen agente estabilizante es crucial puesto que como ya hemos
comentado con anterioridad, permite evitar los procesos de agregacion descontrolada
de AgNPs, permitiendo producir un alto control sobre la morfologia de las

nanoestructuras obtenidas. (Figura 12) [13].
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Condiciones suaves

Polimeros Ligandos Soportes

Figura 12: Representacion del método organometalicos para la obtencion de MNPs,
mediante la estabilizacion de las particulas utilizando polimeros, ligandos alifaticos de cadena

larga o materiales inorganicos. Figura tomada de [13].

El método de deposicion quimica de vapor (CVD, de sus siglas en inglés,
Chemical Vapor Deposition). Es una técnica que consiste en la atomizacion de
materiales sélidos a partir de precursores en fase vapor. Implica la reaccion entre los
precursores volatiles del material a depositar y diferentes gases reactivos y tiene como
resultado la formacién de sélidos no volatiles que se depositan sobre un sustrato en

forma de pequefias particulas o formando capas finas.

Entre sus principales ventajas destacan la obtencién de NPs de alta pureza,
generacion de NPs de forma rapida y continuada en un proceso automatizable y que
permite controlar el tamafio y la forma de las NPs. Por el contrario, en muchos casos
es necesario, el uso de precursores peligrosos, ya sea por su toxicidad, inflamabilidad,
explosividad o corrosividad, etc. Es un proceso basado en una reaccién quimica y
compleja, debido a que suelen intervenir compuestos multiespecie en las reacciones,
se lleva a cabo en varias etapas y a alta temperatura, se producen productos
intermedios y el crecimiento de las NPs esta sujeto a muchas variables independientes

(flujo, presion parcial, presion del sistema,...) [58].

La termolisis, se lleva a cabo por la descomposicién de soélidos a altas
temperaturas, por este proceso se pueden obtener diversas formas de AgNPs, con
tamafios inferiores a 5 nm. Por lo general, la termdlisis permite degradar compuestos
organicos como carbonilos, acetatos y acetilacetonatos empleando disolventes con
puntos de ebullicion altos [16]. Kashiwagi y col. [59] en sus investigaciones
recurrieron a la termdlisis controlada utilizando alquilcarboxilatos de Ag con
alquilaminas primarias para la obtencién de AgNPs. El proceso se lleva a cabo sin la
presencia de disolvente, por lo que se ve favorecido por ser un proceso mas limpio.
Obtuvieron AgNPs de tamafio pequefio (2.8-15.4 nm). Los autores llegaron a la

conclusion que el tamafio y la dispersabilidad de las NPs dependen de la longitud de la
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cadena alquilica de los precursores, alquilcarboxilatos y alquilaminas. Es un método
gue presenta ventajas sobre otros métodos, ya que es una técnica que se puede
adaptar a gran escala y un bajo costo, resultanto por tanto un método sintético facil de
obtencién de AgNPs [59]. El empleo de altas temperaturas permite emplear los
ligandos alquilicos de cadena larga como disolvente y agente estabilizante al mismo
tiempo. Utilizando un método de inyeccién rapida de un compuesto organometalico
como [Ag(Mes)], (Mes=mesitil) en una disolucion de hexadecilamina a 300 °C se

pueden obtener AgQNPs de unos 9 nm de didmetro [39].
3.2. Métodos fisicos.

Los principales procesos de sintesis de AgNPs por métodos fisicos son:
evaporaciéon-condensacion, ablacién por laser pulsante (PLD), técnica del arco
de descarga, magnetron sputtering, irradiacion con microondas, sintesis
sonoquimica, métodos electroquimicos, técnica ultrasénico spray pirdlisis,

reduccion fotoquimica...

En este apartado se clasifican diferentes fuentes de produccién de energia, que
en la formacién de sistemas nanoestructurados ayudan a la generacion de particulas

con diversas formas y tamafios.

Generalmente la sintesis de AgNPs por métodos fisicos se efectia por
procesos de evaporacion-condensacion. Para la obtencion de AgNPs es un método
gue aunque es uno de los mas sencillos y mejor controlados, presenta algunos
inconvenientes. Principalmente el horno tubular ocupa mucho espacio y consume una
gran cantidad de energia, ademas de incrementar la temperatura ambiental alrededor
del proceso, con lo que se requiere de mucho tiempo para conseguir una estabilidad

térmica [60].

Un método fisico novedoso que permite seleccionar y controlar el tamafio de
las NPs en sistemas coloidales es la técnica de Ablacion por Laser Pulsado (PLD,
por sus siglas en inglés Pulse Laser Ablation) [61]. La sintesis mediante este sistema
utiliza un laser de alta potencia dirigido a un blanco soélido (en forma de disco), que se
encuentra sumergido en un liquido junto con los precursores. La incidencia del laser
provoca que el blanco se caliente en el punto focal y éste a su vez promueve la
reaccion entre los precursores, generando diminutas particulas. Las propiedades de
las AgNPs obtenidas y el rendimiento de la ablacién dependen de muchos factores,
como las caracteristicas del laser (energia, potencia maxima, frecuencia de oscilacion,
longitud de onda A)), la duracién de los impulsos laser (en el régimen femto, pico y

nanosegundos), la fluencia del laser, la duracion del tiempo de ablacién y el medio
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liquido con o sin presencia de tensioactivos [62]. Mediante esta técnica se pueden
producir de 2-3 g/min de AgNPs [38]. Por esta técnica se pueden obtener AgNPs
esféricas con un tamafio de 2-5 nm [63].

Técnica del arco de descarga, por esta técnica investigadores han podido
obtener AgNPs con un tamafio inferior a 10 nm evitando el uso de agentes

tensioactivos, utilizando electrodos de Ag en H,O desionizada [64].

Magnetron sputtering, es un método muy versatil, pudiéndose obtener AgQNPs
con un didmetro medio de 10 nm. El proceso consiste en el bombardeo iénico del
material, denominado blanco, con iones procedentes de un gas ionizado por accién de
un campo eléctrico a baja presién. Es un método que se realiza en un Unico paso,
ademas de ser facilmente automatizable, lo que lo hace factible a escala industrial. No
requiere de reacciones guimicas, es por tanto, no contaminante. Se obtienen NPs de

alta pureza, con un control muy bueno del tamafio de estas [58].

Las técnicas de microondas [65] resultan ser también un procedimiento
ventajoso y atractivo para la preparacion de AgNPs, ya que el calentamiento
homogéneo favorece la nucleacién de las particulas metéalicas y por lo tanto reduce en
gran medida el tiempo de reaccion. La irradiacibn con microondas conlleva obtener

nanoestructuras estables, de tamafio pequefio y distribucién uniforme.

El método sonoguimico, consiste en la aceleracién de reacciones quimicas a
través de ondas de ultrasonido. El efecto sobre la velocidad de reaccion quimica de la
radiacion ultrasonica recae sobre el fendmeno de la cavitacion, el cual crea “puntos
calientes” en el micro ambiente, elevando la temperatura y presiéon de forma
importante (hasta 5000°K y 1800atm, respectivamente). Estas condiciones extremas
pueden ser aprovechadas para la fabricacion de materiales con estructuras y
propiedades diferentes. Por este método se pueden obtener AgNPs altamente
monodispersas, en el que Ag® en una disolucion etandlica de AgNO; se redujo por
irradiacién con ultrasonidos en presencia de benzilmercaptano sin tener que introducir
otros reactivos reductores o protectores. Ademas del efecto estabilizante, el

benzilmercaptano mejoré notablemente la tasa de reduccion [16].

H H

Elsupikhe y col. [66] han desarrollado f\/ NTL
, u ;. ” Noiolw:m N\{O*OH o =279, t=90 min H . Ov “ Hoi«zc H

un método “sonoquimico verde” para la \_t“;; /_T e e i
., X HooH who :u”v‘"o, 5 H
preparacion de AgNPs en diferentes e t—&;/o J,i/t
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Ag/k-carrageenan

Figura 13: Diagrama esquematico que ilustra la interaccion

concentraciones de carragenano kappa (k-

carragenano) ver Figura 13 entre los grupos cargados de AgNPs que estan rodeados de
s .
k-carragenano. Figura y nota tomada de [66].
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El k-carragenano® se utiliz6 como un estabilizador ecolégico natural, y la irradiacion
ultrasénica se utilizé como un agente reductor verde. Se determind un aumento de

AgNPs con el aumento de la concentracion de k-carragenato [66].

En lo que respecta a la sintesis electroquimica, Reetz y Helbig, fueron los
primeros en reportar dicha técnica para la sintesis de NPs; donde una hoja metélica es
disuelta anodicamente en un disolvente aprotico. De acuerdo con Rodriguez-
Sanchez y col. [67], este procedimiento permite obtener AgNPs de alta pureza y con
tamafios inferiores a 10 nm, asi como controlar su tamafio mediante el ajuste de la
densidad de corriente. Sin embargo, sefialaron que también tienen sus limitaciones, la
deposicion de Ag en el catodo durante el proceso electroquimico disminuye la
superficie efectiva para la produccién de NPs [67].

Ultrasonico Spray Pirolisis, (USP, de sus siglas en inglés, Ultrasonic Spray
Pyrolysis) es una técnica sintética simple de aerosol, ampliamente utilizada para la
sintesis de los nano-materiales como peliculas delgadas o NPs. Debido a su facil
viabilidad, flexibilidad y rentabilidad, el método USP es una importante alternativa a la
deposicion de vapor quimico (CVD). Los precursores de la técnica se preparan a
menudo por la ruta sol-gel. La composicion de las NPs sintetizadas o la pelicula puede

modificarse facilmente mediante cambios de los parametros de procesamiento.

Mediante este método, se puede tener control total sobre los pardmetros de
proceso mas importantes tales como: amplitud ultrasonica, solucién precursora,
composicion precursor/viscosidad, tasa de flujo, temperatura de deposicién o

temperatura del substrato [68].

La sintesis fotoguimica es un proceso limpio, con alta resolucién espacial,
comodidad de uso y gran versatilidad. Se lleva a cabo por la aplicacion de radiaciones
con diversas longitudes de onda, tales como rayos gamma v, laser de ién Ar, laser
Nd:YAG, luz visible y luz ultravioleta. Esta técnica permite fabricar los NPs en diversos
medios incluyendo células, emulsién, peliculas de polimero, micelas de tensioactivos,

cristales, etc [44].

® La carragenina es un polimero natural econémico, que se encuentra en varias especies de algas rojas. Carragenatos
son polisacéaridos sulfatados lineales que son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, para gelificar, espesar,
estabilizar propiedades. Su principal aplicacién es en productos lacteos y carne, debido a su fuerte unién a las
proteinas alimentarias. La k-carregenina se encuentra como aditivo en helado, crema, queso, batidos, aderezos para

ensaladas, salsas, leche condensada, leche de soja y otras vegetales.
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El método fotoinducido podria utilizarse para convertir nanoesferas de Ag en
nanocristales de Ag triangulares (nanoprismas) con longitudes de borde deseadas en
un rango de 30-120 nm, consiguiendo con un nimero mayor de bordes aumentar las
propiedades caracteristicas de las NPs. El proceso de crecimiento de particula se
controla usando iluminacion de haz doble de NPs. EIl proceso de foto-reduccion
directa de AgNO; en presencia de citrato de sodio (NaCit) se realiza con diferentes
fuentes de luz (UV, blanco, azul, verde y naranja) a temperatura ambiente [19]. Al igual
gque en otros métodos, la disolucién de surfactante ayuda a llevar a cabo el proceso de
crecimiento de AgNPs por control difusional disminuyendo la difusién o el coeficiente
de transferencia de materia de los cationes de Ag. También ayuda a mejorar las
distribuciones de tamafios de las NPs, aumentando la tensién superficial en la interfaz

solvente-NPs.
3.3. Métodos biolbgicos.

Debido al impacto que tienen las sintesis propuestas con anterioridad (quimica
y fisica) con el medio ambiente, en la actualidad se estan desarrollando métodos y
buscando nuevas alternativas para la produccién de AgNPs que sean mas amigables
con la naturaleza. Estos métodos de sintesis los podemos describir como procesos
biol6gicos, donde las biomoléculas sustituyen a los agentes reductores y estabilizantes
convencionales, utilizandose pétalos de flores o plantas (algas, levaduras, hongos y
bacterias) para lograr la reduccion de los iones metélicos. Anil y col. [69] utilizaron la
bacteria Shewanella oneidensis (un agente reductor del metal) para la biosintesis de
las AgNPs, utilizando la disolucion de AgNO; como precursor. Obtuvieron AgNPs
esféricas y practicamente monodispersa, en el intervalo de tamafio 2-11 nm.
Este método de sintesis basado en bacterias es econémico, simple, reproducible y
requiere menos energia en comparacion con las vias de sintesis quimica [69]. En otro
estudio, se utiliza el hongo Trichoderma viride para la biosintesis extracelular de
AgNPs a partir de disolucion de AgNO; como precursor. Obtuvieron AgNP con
geometrias variables y tamafios en el intervalo de 5-40 nm. Queda latente en la
investigacion, que el T. viride demuestra ser un componente bioldégico importante para
la biosintesis extracelular de AgNPs estables [70]. Ademas, usando bacterias
aerotransportadas como las Bacillus sp. y AgNO; se sintetizaron AgNPs estables de
5-15 nm de tamafio. Las AgNPs biosintetizadas se recogieron de la region

periplasmica® de la célula bacteriana [71].

* Region periplasmica: espacio entre la membrana externa e interna.
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En otro estudio publicado por Venkata Subbaiah y Savithramma [72], investigaron
que las AgNPs también pueden ser sintetizadas a partir de hojas de Cadaba Fruticosa®
usando AgNO; como precursor. Las NPs sintetizadas biolégicas fueron muy potentes
contra los microbios [72].

Cabe mencionar, alguna patente para dar indicacién de su uso industrial, por
ejemplo, la patente US8394421B2 “Synthesis of nanoparticles by fungi’, esta patente
trata sobre la biosintesis de las AgNPs wusando un hongo, que es
medioambientalmente amigable e industrialmente abundante, llamado T. Reesei [73].
Otro ejemplo, la patente US7052765 B2 “Method for manufacturing antibacterial
polyester master batches and fibers both containing nano-silver particles”, en ella se
muestra como desarrollar granza y fibras de poliéster aditivadas con AgNPs, a fin de

conferir a ambos materiales propiedades antibacterianas [74].

A nivel industrial, se pretende el desarrollo de técnicas de sintesis con altos
rendimientos y que ademas, no genere una gran cantidad de productos secundarios

de dificil gestion medioambiental.

La preparacion de AgNPs por métodos quimicos nos permiten reproducir el
proceso a gran escala y por tanto obtener un rendimiento importante de NPs, asi
como obtenerlas con una distribuciobn de tamafo estrecha (monodispersas) y
homogéneas. La estructura, tamafio y forma se pueden controlar variando
simplemente las condiciones de preparacion. Sin embargo en el proceso de sintesis,
se eliminan demasiados subproductos téxicos y peligrosos y se pueden obtener
AgNPs que no sean del todo puras, por lo que requieren un paso mas para la
prevencion de la agregacion de particulas. En cambio a la hora de producir AgNPs los
métodos fisicos son mas rapidos y no requieren de tantos productos quimicos
peligrosos, como en la sintesis quimica. También se obtienen NPs de tamafos
controlados y uniformes, pero son procesos mMAas caros, ya que requieren equipos
altamente costosos, por lo que no se reproduzcen a gran escala como ocurre con los
quimicos. Sin duda alguna los métodos biolégicos son mas amigables con el medio
ambiente, ya que no utilizan productos toxicos, pero no son reproducibles a gran
escala, aunque se obtienen particulas de alta calidad aun se encuentran en fase de
desarrollo para obtenerlos a mayor escala y obtener con ellos grandes cantidades de
NPs.

® Cadaba Fruticosa: es un género de plantas con flores.
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CAPITULO 4:
4. Técnicas fisicoquimicas de caracterizacion de las AgNPs.

La caracterizacion de las AQNPs es una etapa fundamental para comprender y
controlar la sintesis, asi como conocer las aplicaciones posteriores que se les pueden
atribuir. Para ello se utilizan una amplia variedad de técnicas instrumentales diferentes
tales como: Espectroscopia de absorcion de luz Ultravioleta-Visible (UV-Vis),
Microscopia electrénica de transmision y de barrido (TEM, SEM), Microscopia de
fuerza atémica (AFM), Difusion de luz dinamica (DLS), Espectroscopia fotoelectrénica
de rayos X (XPS), Difraccion de rayos X (XRD), Espectroscopia de infrarrojo de
transformada de Fourier (FTIR), Resonancia magnética nuclear (RMN), también
siendo posible por la espectroscopia de emision atémica con fuente de plasma de

acoplamiento inductivo (ICP) y espectroscopia de absorcion atomica (FAAS) [24].

A través de estas técnicas podemos obtener informacion de parametros como:
composicion, estructura, topologia, morfologia, cristalinidad, tamafio del poro, entre
otras. Todo ello por la interpretacion de la interaccion de una sefial (eléctrica,

luminosa, térmica, etc) en una porciéon del material a caracterizar.

4.1. Propiedades 6pticas y andlisis elemental.
4.1.1. Espectroscopia de absorcién de luz Ultravioleta-Visible (UV-
Vis).

La espectroscopia de absorcion de luz Ultravioleta-Visible (UV-Vis) es una de
las técnicas mas ampliamente utilizada para la caracterizacion primaria de las NPs
sintetizadas, ademas, también se utiliza para controlar la sintesis y estabilidad de las
AgNPs. Es una técnica rapida, sencilla y aplicable a diferentes tipos de NPs. Se basa
en la absorcion de radiacion ultravioleta y visible por el analito, como consecuencia de
lo cual se origina un estado activado que posteriormente elimina su exceso de energia

en forma de calor.

Como bien hemos comentado con anterioridad, las AgNPs poseen propiedades
Opticas que las hacen interactuar fuertemente con longitudes de onda especificas de
la luz [75]. La espectroscopia UV-Visible es una técnica sensible a la presencia de
coloides de Ag debido a que estas NPs presentan un pico de absorcion intenso por la
excitacion de plasmones superficiales.

En las AgNPs, la banda de conduccion y la banda de valencia se encuentran
muy proximas entre si, lo que facilita que los electrones se muevan libremente. Estos
electrones libres dan lugar a una resonancia de plasmén de superficie (SPR), que se

produce debido a la oscilacién colectiva de los electrones de las AQNPs en resonancia
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con la onda de luz. Cuando la frecuencia del campo electromagnético se hace
resonante con el movimiento coherente de electrones, se produce una fuerte
absorcion (produciéndose un cambio de color). Los espectros de absorcién que se
obtienen, se centran en la banda de SPR. La posicién y la forma de esta banda estan
influenciadas por diferentes factores tales como el medio circundante, el tamafio, la
forma, la polidispersidad de las particulas y las sustancias adsorbidas en sus
superficies [76]. La aparicion de un pico de absorcion alrededor de los 400-450 nm es
un indicativo de la presencia de AgNPs [77]. La emisién de un pico a 400 nm
corresponde a AgNPs de menos de 5 nm de didmetro, mientras que si el pico de
absorcion se desplaza a 420 nm, el tamafio predominante de las AgNPs es de
alrededor de 20 nm [16].

4.1.2. Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier

(FTIR).

La espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) utiliza la
interaccion de la radiacion infrarroja con la materia para obtener informacién sobre la
estructura molecular, utilizandose con frecuencia para averiguar si las biomoléculas
estan involucradas en la sintesis de AgNPs. La FTIR es una técnica capaz de
proporcionar exactitud y reproducibilidad, con una relaciébn sefial-ruido favorable.
Mediante el uso de la espectroscopia FTIR, es posible detectar pequefios cambios de
absorbancia del orden de 10, lo que ayuda a que la caracterizacion sea mas precisa
[24]. EI principal uso en la caracterizacion de las AgNPs es detectar las especies
guimicas enlazadas a la superficie, asi como estudiar las reacciones de oxidacion

sobre su superficie [16].

4.1.3. Espectroscopia fotoelectronica de Rayos (XPS).

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS, de sus siglas en inglés, X-
ray photoelectron spectroscopy) es una téchica espectroscOpica cuantitativa de
analisis quimico de superficie. El andlisis proporciona informacion sobre la
composicion elemental, el estado quimico de cada elemento, la posicion de los &tomos
con respecto a la estructura cristalina del material, la homogeneidad superficial y el
estado de adsorbatos. XPS también se conoce como espectroscopia de electrones
para el analisis quimico (ESCA). Se realiza en condiciones de alto vacio [24]. Esta
técnica permite medir el estado de oxidacién del elemento metélico y determinar las
energias de enlace de la plata reducida, pudiéndose observar la efectividad del

método de reduccion seguido para la formacion de AgNPs [78].
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4.1.4. Espectroscopia de emision atdmica con fuente de plasma
de acoplamiento inductivo (ICP) y espectroscopia de

absorcién atémica (FAAS).

Otras técnica como la espectrometria de Sver UV

Nanoparticles
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. Figura 14: Figura tomada de [79].
en la muestra. En la Figura 14 se puede ' ° 9 (7]
observar una ilustracion del conjunto de las

técnicas.

Debido a que las AgNPs presentes en una misma muestra pueden tener diferentes
composiciones y pudiendo presentar polidispersidades, es necesaria la caracterizacion
combinando distintas técnicas que sean capaces de aportar informacion para el mejor
estudio de las mismas. En un trabajo se public6 una comparacién entre la
caracterizacion de los productos de AgNPs. Una combinacion con un método para
distinguir y cuantificar las particulas y las fracciones de Ag disueltas mediante
fraccionamiento de flujo de campo asimétrico (A4F), seguido de un UV-Vis y
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), para la
validacion de los datos se compararon los datos con la técnica TEM y DLS [79].

4.1.5. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es un método espectroscopico de
analisis no destructivo, que se basa en la absorcibn de energia de radiaciéon
electromagnética (del orden de las radiofrecuencias) por nlcleos atdmicos que tienen
un momento magnético. Dicha absorcién ocurre a frecuencias caracteristicas que
dependen del spin nuclear (1H, 13C, etc.) y del entorno molecular en el que se
encuentran y solo tiene lugar en presencia de un campo magnético intenso. Esta
técnica se utiliza para la determinar la corona orgénica de las AgNPs [80].

4.2. Morfologia.

Los microscopios electrénicos son una de las técnicas mas comunmente
utilizadas para la caracterizacion de las AgNPs. Nos permiten observar su forma,
tamafio, rugosidad y cristalinidad. Operan con los principio basicos de un microscopio
Optico, pero usando un haz de electrones en lugar del haz de luz visible, ya que éstos
tienen una A mucho menor, lo que hace posible llegar a resoluciones mucho mayores

gue un microscopio optico.
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(FIB)-SEM. Figura y nota tomada de [81].

Su alta resolucion los convierte en una opcién muy frecuente en la visualizacion
y caracterizacion de los NMs.

4.2.1. Microscopia electrénica de transmision (TEM).

La microscopia electronica de transmision (TEM, de sus siglas en inglés,
transmission electron microscopy) es una técnica ampliamente utlizada para
completar la caracterizacion estructural de las AgNPs, permitiendo obtener imagenes
gue aportan informacion del tamafio, morfologia y estado de agregacion de estas NPs
(Figura 16 derecha). El microscopio electronico de transmision utiliza un haz de
electrones de alta energia (80-300keV) con una longitud de onda comprendida entre
0.001 y 0.1 nm. Estos electrones se transmiten a través de una capa muy delgada de
la muestra, dando lugar a electrones transmitidos, otra parte se dispersa y otra da
lugar a interacciones que producen distintos fenémenos, tales como, emisién de luz,
electrones  secundarios, rayos X, etc. [Este microscopio emplea la
transmisiéon/dispersion de los electrones para formar imagenes y la emision de rayos X
caracteristicos para conocer la composicion elemental de las muestras [81]. Se
pueden obtener dos tipos de imagenes: campo oscuro, y campo claro. Las imagenes
en campo claro son producidas por electrones que se propagan a través de la
muestra, mientras que, en campo oscuro la imagen es producto de los electrones
difractados. EI TEM de campo claro se utiliza ampliamente en la investigacion de
alimentos (por ejemplo, en estudios sobre el andlisis morfolégico y dimensionamiento

de nanoestructuras de alimentos, como pueden ser, almidones y micelas de caseina).

En cuanto a la preparacion previa de la muestra para su observacion en TEM,

es necesario realizar una dispersion de las AgNPs en un disolvente y dejarlas secar
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sobre una rejilla cobre con recubrimiento de carbono [81]. Con lo que dicha técnica

requiere especial y sumo cuidado en una buena preparacion de la muestra [82].

4.2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM).

En microscopio electrénico de barrido (SEM, de sus siglas en inglés, scanning
electron microscopy,) esta equipado con diversos detectores, entre los que se pueden
destacar: el detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta
resolucion, el detector de electrones retrodispersados que permite la obtencion de
imagenes de composicion y topografia de la superficie, y un espectrometro de energia
dispersiva que permite colectar los rayos X generados por la muestra y realizar
diversos andlisis semicuantitativo y de distribucién de elementos en superficies (Figura
16 izquierda). El microscopio electrénico de barrido utiliza un haz de electrones de
energia baja (1-30 keV).

Esta técnica se utiliza para la obtencion de imagenes de la superficie de la
muestra, proporcionando imagenes con una resolucién de gran profundidad de toda la
zona de la micrografia enfocada. Permite determina aspectos morfologicos y tamafio
de las AgNPs. En un enfocado por haz de iones (FIB-SEM), el haz de iones puede
cortar el material pudiendo asi, seleccionar muestra y obtener la imagen en 3D [82].

Su principal ventaja es la sencilla preparacion de la muestra, que aunque las
muestras SEM no necesitan ser tan delgadas como las de TEM, para evitar la
acumulacién de carga electrostatica en ésta durante la irradiacion, la muestra, o al
menos la superficie de ésta, debe ser conductora, por lo que muchas veces hay que
recubrir la muestra con una capa de material conductor, con el riesgo de que se pierda
parte de la informacién de la superficie.

La técnica mas reciente de SEM consigue una alta resolucién, capaz de
identificar la morfologia de las NPs por debajo del nivel de 10 nm [24]. La combinacién
de SEM con espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDX) puede
utilizarse para examinar la morfologia del polvo de Ag y también para realizar andlisis
de composicién quimica [24].

Tanto las técnicas TEM y SEM convencionales, necesitan un tratamiento
complejo previo de preparacion de las muestras, en menor o0 mayor medida, para que
la muestras puedan insertarse en la cadmara de vacio del microscopio electrénico.
Estos problemas pueden solventarse en parte, mediante el uso de SEM
medioambiental (ESEM) y TEM medioambiental (ETEM), donde es posible mantener
un vapor mas alto alrededor de la muestra, permaneciendo hidratadas, mientras se

obtienen las imagenes [82].
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Figura 16: Podemos observar a la izquierda imagen SEM de AgNPs, y a la derecha

imagen de TEM de AgNPs. Figura y nota tomada de [23].
4.2.3. Microscopia de fuerzas atomicas (AFM).

En general, la microscopia de fuerzas atomicas (AFM, de sus singlas en inglés,
atomic force microscopy) se utiliza para investigar la dispersién y agregacion de los
AgNPs, ademas de su tamafo, morfologia y estructura. El AFM es una de las pocas
herramientas capaz de brindar informacion espacial acerca de una superficie en las
coordenadas X, Y y Z con suma precision en la escala nanométrica. Por ejemplo, la
adsorcion de materiales sobre la superficie, la erosién de una superficie o cambios en
la rugosidad por la accion de un agente pueden ser cuantificados mediante esta
técnica. Por lo general, puede operar bajo distintos regimenes de fuerzas, de acuerdo
al modo de operacion elegido: contacto, no contacto o intermitente (que deben de ser
escogidos segun las condiciones de operacion adecuadamente). Sin embargo, un
inconveniente importante es la sobreestimacion de las dimensiones laterales de las
muestras, por lo que es necesario prestar especial atencidn para evitar errores en la

medicién [24].

4.3. Andlisis estructural.

4.3.1. Difraccion de Rayos X (XRD).

La técnica de difraccion de rayos X (XRD, de sus siglas en inglés, X-ray
diffractometry) permite identificar y caracterizar estructuras de naturaleza cristalina.
Normalmente, se combina con TEM o SEM para dar una distribucion elemental de las
AgNPs. Este método esta basado en la interaccion de una onda electromagnética de
rayos con la nube electrénica de los atomos de un sélido cristalino, cuyos pardmetros

de celda® son del orden de magnitud de la longitud de onda de la radiacién incidente.

® Parametros de celda hace referencia a la distancia constante de las celdas unitarias o “dimensiones de cada celda”

con respecto a su estructura cristalina.
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Parte de esta radiacion es absorbida y posteriormente devuelta en forma de radiacion
dispersada en todas las direcciones del espacio. Las distintas radiaciones dispersadas
sufren fendmenos de interferencia que, Unicamente, son constructivas en direcciones
muy bien definidas, dando lugar al difractograma del cristal. Las condiciones
necesarias para que se produzca la difraccién vienen determinadas por la Ley de
Bragg.

Los componentes basicos de un equipo de difraccion de rayos X son: una
fuente (del haz de radiacién), un dispositivo encargado de seleccionar el intervalo de
longitud de onda de la radiacién incidente, un soporte para la muestra, un detector de

radiacién o trasductor y un dispositivo de lectura.

El método analitico de la difraccion de o
rayos X del polvo al azar o de Debye-
Scherrer consiste en irradiar con rayos X
sobre una muestra formada por multitud de

cristales colocados al azar en todas las

Intensity (a.u.)

direcciones posibles. Rong He y col. [83] asi

lo hicieron en su trabajo, determinaron las AR an o pmanrasiviinnbions

30 %0 50 %0 70 )

estructuras de los coloides de Ag (Figura 17) 20 (degrees)

por difraccion de rayos X en pOIVO con Figura 17: Patrones XRD del coloide de Ag
patrones de difraccion de rayos X con preparado en diferentes disolventes: a) Etanol y

., piridina, b) DMF, d) N-metil-2-pirrolidona. Figura 'y
radiacion Cu-Ka (L~0.15542 nm).

nota tomada de [83].

Obtuvieron diferentes morfologias de AgNPs (esféricas y nanoprismas) con diferentes
colores en funcién del disolvente utilizado, como se puede observar en la Figura 18
[83].

Figura 18: Imagenes TEM y distribucion de tamafios en histogramas de las AgNPs en
diferentes disolventes: a) Piridina, b) etanol, c) DMF, d) N-metil-2-pirrolidona. Figura y nota
tomada de [83].
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4.3.2. Dispersion dindmica de luz (DLS).
La dispersion dindmica de luz (DLS, de sus siglas en inglés, dynamic light
scattering), se encuentra entre las técnicas mas importantes, y cominmente utilizadas
para la caracterizacion de AgNPs. Es una técnica no destructiva, la cual permite

determinar el radio hidrodinamico’.

La DLS es un método que depende de la interaccion de la luz con las
particulas. Analiza la intensidad de luz dispersa en funcion del tiempo, para determinar
el tamafo hidrodindmico de las particulas. Este método puede utilizarse para la
medicion de distribuciones estrechas de tamafio de particula, especialmente en el

rango de 2-500 nm.

Para esta técnica es necesario conocer la viscosidad de la fase dispersante,
asi como, mantener la temperatura constante durante toda la medicion. El radio
hidrodinamico es afectado por los iones presentes en el medio y las modificaciones
superficiales, ya que esto varia la velocidad de difusion de las particulas dispersas. El
tamafio obtenido de DLS es generalmente mas grande que TEM, que puede ser
debido a la influencia del movimiento browniano. Tiene la ventaja especial de sondear

una gran cantidad de particulas simultdneamente [24].
CAPITULO 5:
5. Toxicidad de las AgNPs.

Como ya hemos comentado con anterioridad, la aplicacion de AgNPs esta en
plena expansion ya que se encuentran hoy dia en multitud de aplicaciones en la vida
cotidiana, debido a las caracteristicas que poseen, pero sobre todo a su efecto
antimicrobiano. Es por ello, que es importante y necesario investigar sobre las
implicaciones toxicolégicas que conllevan su empleo, tanto en la salud humana como

en el medio ambiente.

La exposicién humana, pueden tener lugar a través de los alimentos, el aire y
por contacto con la piel, pudiendo causar consecuencias perjudiciales y graves
afecciones en la salud. A pesar de la poca informacion, estudios in vivo e in vitro
ponen de manifiesto que las AgNPs producen una toxicidad determinada en una
variedad de érganos, incluyendo pulmones, cerebro, rifiones, teniendo su principal

acumulacion en el higado [80].

" Radio hidrodinamico: tamafio de la NP, ntcleo+corona+capa de disolvente.
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Para determinar la inocuidad o la peligrosidad (ya que pueden originar en
mayor o menor medida contaminacion en funcion de la metodologia adoptada, asi
como, la utilizacién de sustancias quimicas secundarias perjudiciales para la salud y el
medio ambiente), caracterizacién e identificacion para poder estudiar los posibles
efectos téxicos presentes, distribucion y comportamiento en los tejidos y fluidos

biolégicos una vez ingeridos [84].

Ademds, es muy importante considerar la posible trasferencia de las AgNPs a
los alimentos, aunque los envases que contengan AgNPs como recubrimiento
antibacteriano, antes de su comercializacion deben estar incorporados en el REACH.
Por ello, algunos cientificos y el REACH-Reglamento (CE) n® 1907/2006, sugieren que
la evaluacion del riesgo potencial de las NPs debe realizarse caso por caso de forma
individual, teniendo en cuenta el NM, su tamafio y si van a ingerirse como tal, ya que

entonces serfan necesarios estudios de toxicidad y genotoxicidad® apropiados [80].

Diversas investigaciones han confirmado que existen una serie de propiedades
fisico-quimicas de las AgNPs que estan involucradas en su toxicidad intrisica, como
son principalmente: [80]

% Tamafio, presentandose mayores efectos toxicos las de menor tamafio.

% Superficie especifica, estrechamente ligada con el tamafio de la NPs, ya que
conforme disminuye el tamafio la superficie especifica aumenta, dejando un
mayor numero de atomos expuestos en la superficie, encontrandose
disponibles para que reaccionen. El area superficial también influye en la

produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS).

X3

%

Estado de aglomeracién, las AgNps tienen una tendencia natural a formar
aglomerados® o agregados™®, pudiendo cambiar el lugar de depésito de las NPs
en el organismo en funcion de si se trata de uno u otro. Como consecuencia la

estabilidad influye en la toxicidad.

% Forma, es un aspecto importante, ya que las AgNPs que en su forma
contienen mas caras son mas reactivas, siendo las AgNPs esféricas las que

presentan menor toxicidad.

8 Genotoxicidad: capacidad para causar dafio al material genético por agentes fisicos, quimicos o biolégicos.

° Aglomerados: son grupos de particulas unidas mediante fuerzas relativamente débiles de tipo van der Waals,
electroestaticas o de tension superficial, que pueden resdispersarse por medios mecanicos.

1 Agregados: son grupos de particulas fuertemente asociadas cuya redispersién por medios mecanicos no resulta
facil.
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% Carga superficial, existen estudios que demuestran una correlacién directa
entre la cagar superfical y la toxicidad de las AgNPs. El Badawy y col. [85]
observaron que las AgNPs estabilizadas con citrato con cargas
superficiales negativas fueron menos citotoxicas que las AgNPs con cargas

superficiales positivas estabilizadas con polietilenimina ramificada.

Puesto que actualmente no existe legislacién especifica, la Autoridad Europea
para la Seguridad Alimentaria publicé una Guia de Orientacibn para evaluar los
riesgos de las aplicaciones de la nanociencia y de las nanotecnologias en los
alimentos y en la cadena alimentaria. Una de sus recomendaciones consistia en la
necesidad de desarrollar, mejorar y validar metodologias rutinarias para estudiar en
profundidad la toxicidad de las NPs, dado el gran nimero de nuevos NMs que hay en
el mercado [36].

Segun la REACH, las sustancias fabricadas o importadas >1T/a requieren
registro, pero si se sabe que es de alto nivel de preocupacion tendra que ser
registrada incluso si es por debajo de 1T/a y los procesos de autorizacién y restriccion
se aplicaran igualmente. Cuando una sustancia existente se introduce en el mercado
en forma de NM, el dossier de registro tendra que incluir propiedades especificas de la
nanoforma (va incluida en el tonelaje). Las Autoridades Competentes pueden requerir
mas informacion (aspectos de seguridad, salud, propiedades fisico-quimicas, medio
ambiente) [86].

Como se ha mencionado con anterioridad, el efecto bactericida de los iones de
Ag en los microorganismos es bien conocido, sin embargo, el mecaniscmo aln no esta
del todo claro. Algunos estudios han sido desarrollados para explicar los efectos
inhibitorios de iones Ag y Ag metalica en microorganismos. Plateandose que los iones
Ag interaccionan fuertemente con los grupos tiol de enzimas vitales, provocando su
inactivacion. Es posible también que el ADN de bacterias tratadas con NPs pierda su
capacidad de replica, debiéndose a la afinidad de la Ag a interaccionar con grupos
foforilados y azufrados [16].

Aunque se ha planteado que las AgNPs pueden actuar de una forma similar a
la Ag i6nica, hay indicios de que el efecto biocida que producen cada uno de ellos es
distinto. De acuerdo con Morones y col. [22], los iones Ag producen una region de
bajo peso molecular en el centro de la bacteria. Este efecto se debe a que el
microorganismo agrupa y protege su ADN como mecanismo de defensa contra

compuestos toxicos. En cambio, al utilizar AgNPs, no se aprecia dicha regién en las
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células bacterianas. El efecto bactericida de las AgNPs puede ser favorecido por la

liberacion de iones una vez que éstas han ingresado en el interior de las células [23].

Cientificos estudiaron la interaccion de las AgNPs con diferentes bacterias
Gram-negativas, donde se observé que particulas de 1 a 10 nm presenta un efecto
bactericida importante. Estas NPs se unen a la membrana provocando cambios en la
permeabilidad y afectando a las funciones respiratorias de la misma. En este mismo
estudio se propuso que las NPs pequefas penetran en el interior de las bacterias
dafiando las estructuras que contienen grupos funcionales basados en azufre y
fésforo, como las cadenas de ADN, por otro lado también contribuyen al efecto
bactericida iones Ag que se desprenden de la superficie de la NP, como se puede

observar en la Figura 19 [39].

Nanoparticulas de plata

en membrana plasmética: o
- Cambios en la permeabilidad

- Cambios en respiracion celular
oparticulas de plata

en el interior de la bacteria:
Coordinacién a grupos funcionales
~ 0 5-dadores

- Liberacién de iones plata

Figura 19. Micrografias de microscopia electronica de barrido de los microorganismos
E. coliy S. aureus. Esquema de la actuacion de las AgNPs sobre una bacteria [39].

Otro estudio analiza la actividad de AgNPs frente a la E. coli en funcién de su
tamafo y forma. Identifican que los nanoprismas de Ag de forma triangular truncada
presentan mayor efecto biocida que las de forma esférica o barra, lo que sugiere que
AgNPs con misma area superficial pero distinta forma pueden presentar distintas
areas superficiales efectivas [39]. Cabe destacar también, que la inhibiciéon bacteriana
depende de la concentracion de AgNPs y de la cantidad de microorganismos
presentes, encontrdndose diferencias en la actividad biocida en funcion del

microorganismo estudiado [86].
CAPITULO 6:
6. Conclusiones.

Las AgNPs son de los NMs mas utilizados en productos para el consumo, ya
que poseen propiedades que las hacen muy atractivas, entre las que se pueden
destacar: propiedades biologicas, Opticas, magnéticas, electronicas, cataliticas y su

buena actividad antibacteriana y antifungica. Es por ello, que tienen aplicaciones
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en diversos sectores como: la electronica, cosmética, médica, farmacéutica, textil,

alimentaria. ..

Se ha estudiado méas en profundidad su aplicacién en la inocuidad de los
alimentos, ya que su potencial como antibactericida y efecto fungistastico es bastante
elevado, utilizandose sobre todo en el envasado de alimentos. Estos envases aportan
que los alimentos tarden mas tiempo en degradarse, retardando el crecimiento de los
microorganismos, favoreciendo por tanto, a que etos estén mas frescos y sean mas

duraderos.

Este trabajo proporciona una visién general de los procesos de preparacion
que existen hoy dia, siendo el méas utilizado la reducciéon quimica. Debido al auge que
presentan dichas AgNPs, cada vez se publican mas trabajos cientificos, investigando

en nuevas técnicas que sean mas amigables con el medio ambiente y el ser humano.

Un aspecto importante que se ha presentado es la caracterizacion de las
AgNPs ya que es un proceso fundamental para evaluar la preparacion de las AgNPs y
sus propiedades. Por medio de estas técnicas podemos obtener informacién de
composicion (ICP, XPS...), estructura (XRD...), morfologia (TEM, SEM...),
permitiéndonos saber cuando el proceso de sintesis ha concluido y evaluar la calidad
del lote de AgNPs preparado. También estas técnicas nos dotan de conocimientos

para proponer otras aplicaciones.

De la busqueda de informacién, lectura y estudio realizado a lo largo de la
elaboracion de este TFM cabe destacar que del aumento de la produccién de las
AgNPs en la industria agroalimentaria, pone de manifiesto un mayor riesgo de
exposicion y/o bioacumulaciéon en el cuerpo humano. Es por ello, que es necesario
ahondar mas en el estudio de su toxicidad, para prevenir su posible repercusion y/o

riesgo sobre la salud publica.

Aunque se dispone en Europa del marco lesgislativo mas restrictivo del munto
(el REACH), es necesario desarrollarlo para todas las formulaciones, de forma que se

puedan aprovechar los beneficios de los NMs sin poner en riesgo a los consumidores.
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ANEXO 1: ABREVIATURAS

AAS:
AESA:
AFM:
AgNPs:
AOT:
APS:
ASTM:
ATR:
AUNPs:
A4F:
CTAB:
CVD:
DLS:
DMF:
DT:
EACH:
EDX:
EFSA:
EROS:
ESCA:
ESEM:
ETEM:
FAAS:
FTIR:
HDA:

ICP:

ICP-MS:

IPC:
ISO:
NaCit:
NMs:
NPs:
PLAL:
PLD:
PVA:
PVP:

REACH:

Espectroscopia de absorcion atomica

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
Microscopia de fuerza atbmica

Nanoparticulas de plata

Bis (2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio
Aminopropiltrietoxisilano

Sociedad Americana para Pruebas y Materiales
Espectroscopia de reflexion total atenuada
Nanoparticulas de oro

Fraccionamiento de flujo de campo asimétrico
Bromuro de cetil trimetil amonio

Deposicion quimica de vapor (Chemical Vapor Deposition)
Difusion de luz dinamica (Dynamic light scattering)
Dimetilformamida

Dodecanotiol

Agencia Europea de sustancias y preparados quimicos
Espectroscopia de dispersién de energia de rayos X
Autoridad Europea de Normas Alimentarias

Especies reactivas de oxigeno

Espectroscopia de electrones para el analisis quimico
SEM medioambiental

TEM medioambiental

Espectroscopia de absorcion atdmico

Espectroscopia por infrarrojo de transformada de Fourier

Hexadecilamina

Espectrometria de emisién atébmica con fuentes de plasma
de acoplamiento inductivo.

Espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente

Inventario de productos de consumo de nanotecnologias
Organizacién Internacional de Normalizacién

Citrato de sodio

Nanomateriales

Nanoparticulas

Ablacion por laser pulsada en liquido

Ablacién por laser pulsado (Pulser Laser Ablation)
Polivinilalcohol

Polivinilpirrolidona

Reglamento Europeo sobre sustancias quimicas
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RMN:
RPB:

SEM:

SPR:
TEOS:

TEM:

TFM:
USDA:
USP:

UV-Vis:

XPS:
XRD:

B-CD:

Resonancia magnética nuclear

Reglamento que armoniza los criterios para la clasificacion
de sustancias y mezclas.

Microscopia electrénica de barrido (Scanning electron
microscopy)

Resonancia de plasmén superficial

Tetraetoxiliano

Microscopia electronica de transmision (Transmission
Electron Microscopy)

Trabajo final de méster

Departamento de agricultura de los Estados Unidos
Ultrasoénico spray pirolisis (Ultrasonic Spray Pyrolysis)
Espectroscopia de adsorcion de luz ultravioleta y visible
Ultravioleta-Visible

Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (X-
ray photoelectron spectroscopy)

Difraccion de rayos X
Longitud de onda
Ciclodextina
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