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Glosario

ACRONIMOS

AuNP, nanoparticula de oro

CCC, concentracion critica de coagulacion
Cop-48/6, copolimero dibloque PNIPAAM4s-b-PAMPTMAs(+) CI(-)
Ct-AuNP, nanoparticula de oro recubierta con citrato
DLCA, agregacion limitada por difusion

DLS, dispersion dinamica de luz

DLVO, teoria Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek
DOS, dioctil sebacato

EDTA, acido etilendiaminotetraacético

ISE, electrodo selectivo de iones

LCST, temperatura de disolucién critica inferior

NP, nanoparticula

NPOE, 2-nitrofenil octil éter

PNIPAAM4s-b-PAMPTMAg(+), cation del copolimero dibloque

isopropilacrilamida)-bloque-poli(3-acrilamidopropil) trimetilamonio
PVC, cloruro de polivinilo

RLCA, agregacion limitada por reaccion

SPR, resonancia de plasmén de superfice

TCP, fosfato de tricresilo

TDMACI, cloruro de tridodecilmetilamonio

TEM, microscopia electrénica de transmisién

THF, tetrahidrofurano

UV-vis, espectroscopia ultravioleta-visible

cloruro

de

poli(N-



4 Glosario

SIMBOLOS

GRIEGOS

a, eficiencia de asociacion (“attachment efficiency”)

¢, constante dieléctrica del medio

K, inversa de la longitud de Debye (inverso del espesor de la doble capa eléctrica)
A, longitud de onda

1, viscosidad de la disolucion

Mo, Viscosidad del disolvente

p, movilidad electroforética

(, potencial zeta

LATINOS

a, radio de una particula

A, absorbancia

¢, concentracion

C, concentracién

d, distancia entre particulas
ds, dimension fractal

dh, diametro hidrodinamico

D, coeficiente de difusion traslacional
Dy, diametro hidrodinamico

H, constante de Hamaker

I, intensidad de luz dispersada

|, fuerza idnica



Glosario

lo, intensidad de luz incidente

ks, constante de Boltzmann

Ki, coeficiente de selectividad

k, constante cinética

n, concentracion en numero de particulas

Rn, radio hidrodinamico

t, tiempo

T, temperatura

V, volumen

Va, energia potencial generadora de la fuerza atractiva de Van der Waals
Vint, volumen molar parcial estandar de un catioén a dilucién infinita
VR, energia potencial generadora de la fuerza repulsiva electrostatica

Vst, volumen molar hidrodinamico de un catién a dilucion infinita
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OBJETIVOS Y ORGANIZACION DE LA TESIS

El trabajo que constituye esta Tesis Doctoral forma parte de las actividades del Grupo de
Investigacion “Polimeros” (E045-04) del Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de
Murcia y del Grupo de Investigacion “Métodos Automaticos de Analisis. Sensores Quimicos”

(E044-02) del Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Murcia.

Aunque la principal linea de trabajo del Grupo “Polimeros” es el desarrollo e implementacion
de metodologias computacionales para el calculo de propiedades de macromoléculas vy
nanoparticulas en disolucién, en los ultimos diez anos, este Grupo ha potenciado una linea de
trabajo experimental orientada a la caracterizacion quimico-fisica de sistemas constituidos por
macromoléculas y nanoparticulas en disolucion diluida que es la linea en la que se enmarca
esta Tesis. Para ello, el Grupo “Polimeros” ha recibido financiacién del Ministerio de Ciencia,
Innovacion y Universidades a través del proyecto CTQ2017-85425 que es el proyecto al que se
adscribe el contrato predoctoral con el que ha contado la autora de esta Tesis. Por otro lado, la
concesion por parte de la Fundacidén Séneca de la Region de Murcia del proyecto 20933/P1/18

ha permitido un mayor desarrollo de la linea experimental del Grupo.

Por su parte, el Grupo “Métodos Automaticos de Analisis. Sensores Quimicos” posee una
amplia experiencia en el desarrollo y aplicacién de sensores electroquimicos para la deteccién
de iones en disolucion, principalmente de electrodos selectivos de iones. Esta experiencia ha
sido fundamental para iniciar una linea de trabajo orientada al desarrollo de sensores que

permitan el seguimiento de las reacciones de formacioén de nanoparticulas metalicas.

La implementacidon de nuevas lineas de trabajo experimental y las consiguientes técnicas
instrumentales implica un evidente esfuerzo que se hace mas notable en el Grupo “Polimeros”
que hasta hace poco era eminentemente tedrico. Ciertamente, casi todas las técnicas vienen
hoy en dia listas para su utilizacién inmediata. Para ello, cuentan con sofisticados “softwares”
mediante los cuales el ordenador al que estan conectados no solamente controla el instrumento,
sino que se encarga también del analisis de los datos experimentales. El calibrado, control y
mantenimiento de toda esta instrumentacidon en un entorno de investigacion cientifica requiere
una notable dedicacién. Partiendo de estas consideraciones, parte del trabajo de esta Tesis se
dedico a objetivos de implementacion (los mencionados calibrados, controles y mantenimientos)
de las técnicas experimentales utilizadas, para su posterior aplicacion a los problemas sobre

deteccion de nanoparticulas de oro y sus agregados abordados en esta Tesis.
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OBJETIVOS

Los principales objetivos de esta Tesis Doctoral son:

- Caracterizacion de diversos factores que afectan a la agregacién de nanoparticulas de
oro: fuerza idnica, tamafo de los iones salinos, presencia de polimero.

- Estudio de la cinética de agregacion de nanoparticulas de oro mediante técnicas 6pticas
y electroquimicas.

- Desarrollo de un electrodo selectivo para el ion oro(lll) que permita la monitorizacion
potenciométrica de la concentracion de tetracloroaurato(lll) durante el proceso de
reduccion del acido tetracloroaurico, precursor habitual en la formacion de

nanoparticulas de oro.

ORGANIZACION DE LA TESIS

Establecidos en la seccion anterior los objetivos generales, indicamos a continuacion como

se desarrollan éstos entre los diferentes capitulos que componen la Tesis.

El Capitulo 1 es un capitulo introductorio dedicado a describir aspectos generales de las
nanoparticulas metalicas (tipologia, sintesis y aplicaciones), a exponer la teoria que explica el
fendmeno de agregacion de las nanoparticulas y a presentar los fundamentos e instrumentacion
de las dos técnicas opticas utilizadas principalmente en esta Tesis para estudiar la agregacion
de nanoparticulas de oro: la dispersion dinamica de luz y la espectrofotometria ultravioleta-
visible. Ademas, se realiza una introduccién a la determinacién potenciométrica de aniones con

electrodos selectivos de iones, técnica que se utiliza también en esta Tesis.

El Capitulo 2 esta dedicado a estudiar y caracterizar la influencia de cationes de gran tamafio

en la cinética de agregacion de nanoparticulas de oro.

El Capitulo 3 se centra en el estudio de la agregacion de nanoparticulas de oro cuando éstas

se recubren de un copolimero termosensible que presenta una temperatura critica de disolucion.

El Capitulo 4 esta dedicado al desarrollo de electrodos selectivos para tetracloroaurato(lll) y
su utilizacién para la monitorizacion potenciométrica de tetracloroaurato(lll) en su reaccion de

reduccion en presencia de hidroxilamina y yoduro.

El Capitulo 5 recoge las conclusiones mas relevantes de esta Tesis.



CAPITULO 1

INTRODUCCION:

FUNDAMENTOS TEORICOS y TECNICAS
INSTRUMENTALES
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FUNDAMENTOS TEORICOS Y TECNICAS INSTRUMENTALES

1.1. DEFINICION Y APLICACIONES DE NANOPARTICULAS

El prefijo “nano” significa enano en griego y en el sistema métrico decimal hace referencia a
la mil millonésima parte de la unidad. En el caso particular de unidades de longitud, el nanémetro

es la mil millonésima parte del metro:1 nm = 10° m.

En su revisién mas reciente de 2023 (ISO 80004-1:2023), la Organizacién Internacional de
Normalizacion (ISO, “International Organization for Standardization”) definié nano-escala como
el rango de longitud que abarca, aproximadamente, desde 1 a 100 nm, nanomaterial como un
material con cualquier dimensién externa en el rango de la nano-escala o que tiene estructura
interna o supetfficial en el rango de la nano-escala, nano-objeto como una porcién discreta de
material con una, dos o tres de sus dimensiones externas en el rango de la nano-escala, y
nanoparticula (“nhanoparticle”) como un nano-objeto con todas sus dimensiones externas en el
rango de la nano-escala, reservando el término nanofibra (“nanofibre”) a nano-objetos con dos
dimensiones externas en la nano-escala y la tercera dimension significativamente mas larga (no
necesariamente en la nano-escala) y nanoplaca (“hanoplate”) a nano-objetos con una dimension
externa en la nano-escala y las otras dos dimensiones externas significativamente mas grandes
(no necesariamente en el rango de la nano-escala). La especificacion ISO 80004-1:2023, se

puede consultar en https://www.iso.org/obp/ui/es/#iso:std:is0:80004:-1:ed-1:v1:en.

Por otro lado, la Comisién Europea en sus recomendaciones de 2011 define técnicamente
nanomaterial 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 tamarios
comprendido entre 1 nm y 100 nm (Diario Oficial de la Unién Europea 20.10.2011, L275/38
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX:32011H0696), sin hacer especial
distincién entre nanoparticula, nanofibra y nanoplaca. Segun esta consideracién, cualquier
material que tenga una de sus dimensiones en el intervalo de 1 nm a 100 nm podria ser calificado
como nanoparticula. Este es el criterio adoptado también por la Unidn Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry) que define
nanoparticula como una particula de cualquier forma con alguna de sus tres dimensiones en el
rango de la nano-escala, es decir, entre 1 y 100 nm (Vert et al., 2012). En cualquier caso, en
funcién del numero de dimensiones (largo, ancho y alto o espesor) que tenga el nano-objeto

dentro del rango de la nano-escala (entre 1 y 100 nm), se puede clasificar en una de las
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categorias que se ilustran en la Figura 1.1 (obsérvese que la nomenclatura hace referencia al

numero de dimensiones del objeto superiores al rango de la nano-escala):
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Figura 1.1. Representacion de nanoparticulas 0D (nanoparticulas), 1D (nanofibras) y 2D
(nanoplacas).

- 0D (Cero dimensional): Son materiales cuyas tres dimensiones se encuentran
dentro de la nano-escala. Es el caso de las nanoparticulas propiamente dichas, los

nanocristales y los nanoclusteres.

- 1D (Unidimensional): Son materiales con dos de sus dimensiones (altura y

anchura) dentro de la nano- escala. Es el caso de los nanotubos y las nanofibras.

- 2D (Bidimensional): Son materiales con solo una dimensién (espesor) dentro de

la nano-escala. Es el caso de las nanocapas y las nanolaminas.

Las nanoparticulas pueden ser naturales (como los virus) o aparecer como resultado de
actividades humanas (como los nanotubos de carbono). Aunque los materiales constituidos por
nanoestructuras se han utilizado por la humanidad desde hace siglos (valga como ejemplo la
famosa copa de Licurgo romana del siglo IV D.C. formada por un vidrio que contiene
nanoparticulas de cobre, plata y oro que le confieren un color variable segun desde donde sea
iluminada), ni se conocia la naturaleza de estos materiales ni se podian manipular con precision.
Es en la actualidad cuando somos capaces de sintetizar y manipular con precision objetos a
escala nanométrica, lo que ha dado lugar a la aparicion de una nueva disciplina, la
nanotecnologia. Podemos situar el arranque de la nanotecnologia en 1959 cuando Richard
Feynman, premio Nobel de Fisica en 1965, impartié una conferencia titulada “There is plenty of
room at the bottom” en la que sugeria la posibilidad de que en el futuro tuviésemos la capacidad

de construir maquinas moleculares con precisién atomica.
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Debido a su tamafio submicroscopico, las nanoparticulas poseen caracteristicas unicas y
pueden encontrar aplicaciones practicas en diversos ambitos, como la medicina, la ingenieria,
la catalisis y la recuperacion del medio ambiente (Altammar, 2023). En particular, las
nanoparticulas de metales nobles (principalmente oro y plata) exhiben unas excelentes
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, que son intrinsecas a su tamafo nanométrico. En
las ultimas décadas se ha incrementado su interés debido a su biocompatibilidad y a la baja
toxicidad de algunas de ellas. Centrandonos en las nanoparticulas de oro (AuNPs), éstas
presentan excelentes propiedades quimicas y Opticas (Liz-Marzan, 2004) por lo que tienen
muchas aplicaciones en distintos campos como la biomedicina (Kohout et al., 2018). Asi, por
ejemplo, debido a sus propiedades 6pticas pueden ser activadas en presencia de luz laser para
ser usadas en terapias fototérmicas (Chuang et al., 2022). Sus propiedades 6pticas también las
hacen excelentes biosensores (Dondapati et al., 2010; Liu et al.,, 2018; Yang et al. 2023).
Ademas, las AuNPs pueden ser producidas de forma controlada con distintos tamafos y formas
y pueden ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos,
polimeros, farmacos, etc.), por lo que son empleadas para la elaboracion de nanoestructuras
utiles para el transporte y la vectorizacion selectiva de farmacos y macromoléculas terapéuticas
(Rastogi et al., 2012; Siddique y Chow, 2020). Otros campos de aplicacién de las AuNPs son la

catalisis (Ansar et al., 2018) y la remediacion medioambiental (Biao et al., 2018).

1.2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Los procedimientos para la sintesis de nanoparticulas se pueden dividir en dos grandes

grupos (Wang y Xia, 2004), cuyos principios basicos se describen a continuacion.

- Procedimiento de “arriba-abajo” o “top-down”. En este tipo de sintesis se
comienza con un material de tamafo macroscépico que se disgrega en unidades de menor
tamano, habitualmente mediante métodos fisicos, hasta dar lugar a nanoparticulas.

Ejemplos de este tipo de procedimientos son la molienda y la deposicion quimica de vapor.

- Procedimiento de “abajo-arriba” o “bottom-up”. En este tipo de sintesis las
nanoparticulas se ensamblan a partir de atomos o moléculas, utilizando generalmente
procedimientos quimicos, hasta conseguir un conglomerado de tamafio nanométrico. Es el
método mas habitual para la obtencion de nanoparticulas metalicas. Asi, se generan atomos
metalicos mediante la reducciéon de una sal del metal, los cuales, al unirse, formaran
pequefos nucleos (centros de nucleacién) que dan lugar a “clusteres” que continuaran

creciendo mientras se mantenga activo el suministro de atomos, hasta alcanzar un tamafio
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nanomeétrico. La Figura 1.2 ilustra la formacién de AuNPs mediante este procedimiento de

reduccion, nucleacion y crecimiento.

Nucleaciéon Crecimiento
Agente reductor
HAuCI, Ho
2
Atomos de orolibres Disolucién coloidal de
nanoparticulas de oro

Figura 1.2. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de oro por reduccién de una sal de
oro (procedimiento “abajo-arriba”).

El procedimiento “abajo-arriba” de reduccién es el mas utilizado para sintetizar AuUNPs. Ya
en 1857, M. Faraday preparo oro coloidal por reduccién de cloruro de oro(lll), AuCls, con fosforo
(Faraday, 1857). Las AuNPs asi formadas podrian sufrir agregacion y, eventualmente,
precipitacion, si no se estabilizan mediante algun agente (molécula) que recubra su superficie.
El procedimiento mas clasico para sintetizar por reduccion y estabilizar AUNPs de entre 10 nm
y 30 nm es la sintesis de Turkevich (Turkevich et al., 1951), mejorada posteriormente por Frens
(Frens, 1973), que consiste en la reduccion de acido tetracloroaurico (HAuCls) con citrato de
sodio (CeHzNaOy7), molécula que juega el doble papel de reductor y estabilizante. Asi, si el citrato
se encuentra en exceso, puede recubrir la superficie de las nanoparticulas formadas dotandolas
de carga negativa y evitando su agregacién debido a la repulsion electrostatica. La Figura 1.3

ilustra el recubrimiento de las AuNPs por citrato.
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Figura 1.3. llustracién de la formacién y recubrimiento de AuNPs con citrato.
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Ademas del citrato, se han empleado otras muchas moléculas y macromoléculas como
agente reductor y estabilizante (Brust et al., 1994; Tyagi et al., 2011; Wu et al., 2008; Al-jawad et
al., 2018; Zhu et al., 2022).

Actualmente, los denominados métodos bioldgicos de sintesis, muchos de los cuales entran
en el ambito de la Quimica Verde (Anastas y Eghbali, 2010; Lozano y Garcia-Verdugo, 2023),
estan en expansion por ser menos perjudiciales para el medio ambiente. En las técnicas
biolégicas se emplean reactivos de baja o nula toxicidad, rapidamente biodegradables, y cuya
generacion de productos de desecho es limitada, obteniéndose AuNPs a bajas temperaturas.
Asi, las AuNPs se pueden sintetizar utilizando tanto microorganismos y sus subproductos
(biocatalizadores), como plantas y extractos de plantas (lravani, 2011; Nadeem et al., 2017;
Polyakova et al., 2017).

En cualquier caso, el procedimiento de reduccion es el mas habitual para la sintesis y
estabilizacion de AuNPs (Daruich de Souza, 2019) ya que permite un buen control del tamafio y

una facil funcionalizacion para diversas aplicaciones (Zabetakis et al., 2012; Patil et al., 2022).

1.3. AGREGACION DE NANOPARTICULAS

Las suspensiones coloidales son termodinamicamente inestables ya que las particulas
coloidales poseen una elevada relacion superficie/volumen vy, por tanto, una elevada energia
superficial que tiende a reducirse mediante el ensamblaje de éstas (Thanh et al., 2014).
Dependiendo de la intensidad de la interaccion entre las nanoparticulas (NPs), su ensamblaje
puede dar lugar a aglomerados (conjuntos de nanoparticulas débilmente unidas) o agregados
(conjunto de nanoparticulas fuertemente unidas) que, eventualmente, pueden flocular y

precipitar.

La agregacion incontrolada puede influir negativamente en la funcionalidad de las NPs por
lo que su control es de gran importancia para determinar las aplicaciones practicas (Krumpfer et
al., 2013). Asi, por ejemplo, la reactividad de las NPs se ve alterada al quedar menos superficie
expuesta, lo que es importante en ciertos ambitos como la catalisis. La agregacién también
influye en la movilidad de las NPs, disminuyendo su capacidad para alcanzar el objetivo para el
que fueron desarrolladas. Por ejemplo, en biomedicina es fundamental que las NPs mantengan
el tamano con que fueron disefiadas para mantener su funcionalidad, siendo asi capaces de

atravesar las membranas de las células diana.

Un procedimiento habitual para evitar la agregacién de las nanoparticulas es su

recubrimiento con pequefias moléculas cargadas (positiva 0 negativamente), que inducen una
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estabilizacion electrostatica, como ya se ha comentado al hablar de la sintesis de Turkevich en
la que las moléculas de citrato actuaban de estabilizadores de las NPs formadas. Sin embargo,
si el medio acuoso que contiene las NPs tiene una fuerza iénica suficientemente elevada, como
ocurre en muchos sistemas biologicos, el apantallamiento de la repulsién electrostatica podria
resultar en agregacion. Por ejemplo, la agregacion inducida por la adicion de una sal es un
proceso bien conocido en las suspensiones de nanoparticulas metalicas en general, y de oro,
en particular (Pamies et al., 2014). Un procedimiento muy comun para evitar la agregacion
consiste en el recubrimiento de las NPs con un polimero lo que provoca una repulsion de tipo
estérico (Popa et al.,, 2007; Collado-Gonzalez et al., 2015). No obstante, la agregacién
controlada de NPs puede ser también beneficiosa para diversas aplicaciones (Stolarczyk et al.,
2016).

En cualquier caso, entender y controlar la agregacion de NPs es esencial para resolver
cuestiones relacionadas con su aplicabilidad (Shrestha et al., 2020). En ello juega un papel
fundamental el estudio de la estabilidad de suspensiones coloidales y de la cinética de
agregacion de NPs, en particular de AuNPs, por lo que muchos autores se han dedicado desde

hace tiempo a abordar este asunto (Kim et al., 2008; Keene y Tyner, 2011).

Son muchas las fuerzas que pueden actuar sobre las NPs en un medio liquido y determinar

su estabilidad. Entre ellas, destacan (Shrestha et al., 2020):
- Interacciones de Van der Waals entre los constituyentes de las NPs.

- Interacciones electrostaticas que tienen su origen en la doble capa eléctrica que

rodea las NPs.

- Interacciones de tipo hidréfilo/hidréfobo segun la afinidad de la NP por el

disolvente o medio dispersante.

Ademas, si las NPs estan recubiertas con polimeros, también se podrian producir otro tipo

de interacciones:

- Interacciones estéricas debido al solapamiento de los polimeros adsorbidos sobre
las NPs.

- Formacion de puentes entre NPs mediados por cadenas de polimero.

Cuando dos nanoparticulas se aproximan lo suficiente y colisionan pueden unirse (agregar),
lo que hace que el sistema se vuelva inestable, o bien repelerse, lo que hace que el sistema sea
estable. La principal fuerza de atraccién entre NPs es la de Van der Waals que es inversamente

proporcional al cuadrado de la distancia entre las particulas. El origen de esta fuerza esta en los
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campos electromagnéticos fluctuantes que se generan debido a la polarizacién de las nubes
electrénicas de los atomos constituyentes, es decir, que esta fuerza se debe a la interaccion
entre dipolos fluctuantes. Sin embargo, si las particulas se aproximan mas de cierta distancia
critica de forma que las nubes electrénicas de los atomos constituyentes comiencen a solapar,
se produce la denominada repulsion de Born. El efecto conjunto atractivo y repulsivo de dos
particulas cuando se aproximan en el espacio se suele caracterizar mediante potenciales de tipo

Lennard-Jones.

Las fuerzas repulsivas entre dos NPs a distancias mayores que la distancia critica a la que
se produce la repulsion de Born se deben a la doble capa eléctrica que se forma en torno a las
particulas en disolucion. Debido a la importancia de la doble capa en el comportamiento de las
suspensiones coloidales y de los sistemas de nanoparticulas, a continuacion, se describen las

caracteristicas de esta doble capa.

1.4. DOBLE CAPA ELECTRICA

Es habitual que particulas coloidales dispersas en medio acuoso porten carga eléctrica en
su superficie. Ocurre, por ejemplo, con agregados de macromoléculas de naturaleza
polielectrolitica (como alginato o pectina), con nanoparticulas metalicas recubiertas de
moléculas cargadas estabilizantes (como nanoparticulas de oro y plata recubiertas de citrato), y
también con combinaciones de nanoparticulas metalicas y polimeros cargados. En medio
acuoso, ademas de los iones provenientes de las particulas coloidales pueden existir iones

procedentes de la disolucién de algun electrolito que se anada para modular la fuerza idnica.

El potencial eléctrico generado por la carga de la particula coloidal influye en la distribucién
que presentan esos iones procedentes del electrolito en la region de liquido que rodea a la
particula, apareciendo un perfil de concentracion idnica desde la superficie de la particula hasta
el seno de la disolucion. A su vez, la distribucidon de iones influira en la variacion del potencial

eléctrico con la distancia a la superficie de la particula.

En términos generales, la concentracion de contraiones (iones de carga opuesta a la carga
de la particula) en torno a la superficie de la particula es mayor que la concentracion de
contraiones en el seno de la disolucion. El perfil de concentracién generado esta intimamente
relacionado con el modo en que varia el potencial eléctrico desde la superficie de la particula
hasta el seno de la disolucion. Los perfiles de concentracion ionica y de potencial eléctrico
permiten la distincidon de varias zonas en la region de liquido que rodea a la particula coloidal.
Asi, los contraiones adyacentes a la particula estan fuertemente unidos (adsorbidos) a su

superficie formando una capa compacta e inmovil denominada capa de Stern, mientras que los
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contraiones que no estan en contacto directo con la superficie mantienen su capa de solvatacion,
por lo que no estan firmemente unidos a la particula (presentan movilidad) y se encuentran
formando la denominada capa difusa. Esta estructura es lo que se conoce como doble capa
eléctrica (Wu, 2022). La Figura 1.4 muestra la estructura de la doble capa y los potenciales

eléctricos que se definen en ella.
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Figura 1.4. Representacion de la doble capa eléctrica y del potencial zeta.

En la capa de Stern el potencial decrece linealmente con la distancia a la superficie de la
particula, mientras que en la capa difusa el potencial presenta un decaimiento de tipo
aproximadamente exponencial. El valor del potencial eléctrico en la frontera entre la capa de
Stern y la capa difusa se denomina potencial de Stern, mientras que el valor del potencial en la
frontera entre la zona interna y la zona externa de la capa difusa se denomina potencial zeta, C.
Esta segunda frontera, que es la separacién entre los iones que acompafian el desplazamiento
de la particula y los iones libres, no es un lugar tan bien definido como la frontera entre los iones
adsorbidos y la capa difusa y se la suele denominar plano de deslizamiento o superficie de
cizalla hidrodinamica por ser la superficie de contacto efectiva entre la particula coloidal y el

disolvente, responsable a su vez de la hidrodinamica de la particula.

La repulsién de naturaleza electrostatica que aparece cuando se aproximan dos NPs vy
solapan sus respectivas dobles capas se debe fundamentalmente al potencial eléctrico existente
sobre el plano de deslizamiento, es decir, al potencial zeta, cuyo valor es, como se vera mas

adelante, de gran relevancia para determinar la estabilidad de una suspension coloidal.
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Tanto el espesor de la capa difusa como la intensidad de la fuerza repulsiva decrecen al
aumentar la fuerza i6nica del medio, como consecuencia de la disminucion del valor absoluto
del potencial zeta. Cuando este potencial es cero (punto isoeléctrico), las NPs pueden

aproximarse sin experimentar la repulsion electrostatica de sus dobles capas.

1.5. TEORIA DLVO

La teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek) combina la fuerza de atraccion de
Van der Waals y la fuerza de repulsion electrostatica de la doble capa eléctrica para predecir la
interaccion entre particulas coloidales y explicar su agregacion y la estabilidad cinética de las
dispersiones coloidales (Derjaguin, 1939; Derjaguin y Landau, 1941; Verwey, 1947; Verwey y
Overbbek, 1948). La fuerza de Van der Waals decrece como la inversa del cuadrado de la
distancia entre particulas mientras que la fuerza eléctrica de repulsion debida a la doble capa
disminuye exponencialmente. Por tanto, a medida que las particulas se acercan, la fuerza de
repulsidn supone una barrera energética que las particulas que se aproximan deben superar
para dar lugar a una colision efectiva que resulte en una asociacién estable. Si la energia térmica
de las particulas excede la energia de la barrera, éstas pueden colisionar con una energia
suficientemente elevada y agregar. La Figura 1.5 ilustra la energia potencial, V7, resultante de
la suma de la energia potencial generadora de la fuerza atractiva de Van der Waals, V4, y de la
energia potencial generadora de la fuerza repulsiva electrostética, Vr, en funcién de la distancia

entre dos particulas coloidales. Por tanto, V; =V, + V. Para dos particulas esféricas que se
aproximan VA~% y Vp~e* donde H es la constante de Hamaker, d es la distancia entre

particulas, y 1/k es la denominada longitud de Debye que es una medida del grosor de la capa
difusa en la doble capa eléctrica. A una distancia de dos longitudes de Debye, el potencial
eléctrico es un dos por ciento del potencial en la superficie de la particula. Cuanto menor es la
longitud de Debye, menor repulsion electrostatica existe entre las particulas y mas se pueden
aproximar. La intensidad de las fuerzas de Van der Waals se refleja en la denominada constante

de Hamaker, H, que tiene valores tipicos entre 0,3x102° J y 10x10%° J (Shrestha et al., 2020).
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Figura 1.5. Curva de potencial en funcion de la distancia entre particulas segun se deduce
de la teoria DLVO.

Como se observa en la Figura 1.5, el potencial resultante de la suma del potencial atractivo
de Van der Waals y el potencial repulsivo de la doble capa da lugar a una curva de potencial que
tiene un minimo secundario (que daria lugar a una asociacion débil de las particulas), una
barrera de energia y un minimo primario (que daria lugar a una asociacion fuerte de las
particulas). La teoria DLVO predice que la altura de la barrera y la profundidad del pico
secundario aumentan con el tamafo de la particula. Las NPs siempre van a estar
aproximandose y colisionando debido al movimiento browniano (aleatorio) que les induce la
energia térmica del sistema, es decir, el continuo choque con las moléculas de disolvente. Para
que la suspension de NPs sea cinéticamente estable, la barrera de energia debe ser bastante
superior a la energia térmica del sistema, tipicamente superior a 10ksT (donde kg es la constante
de Boltzmann y T es la temperatura absoluta) (Shrestha et al., 2020). De este modo, las
particulas rebotan tras el contacto entre ellas y pueden permanecer dispersas por el medio o,
en todo caso, formar asociaciones muy débiles. Sin embargo, en el caso de que las particulas
posean energia suficiente para atravesar la barrera y alcanzar el minimo primario profundo (en
el que las fuerzas de atraccion superan a las de repulsién a distancias pequefas) las particulas
agregaran de forma irreversible. Este proceso se denomina coagulacién. Por el contrario,
cuando la barrera de energia es demasiado alta para superarla, las particulas del coloide pueden
rebotar o permanecer en el minimo secundario, en el que las particulas se mantienen unidas
mucho mas débilmente que en el minimo primario. En el minimo secundario las fuerzas de
atraccion son débiles (de naturaleza fisica) y las particulas forman aglomerados que pueden

disgregarse con facilidad. Asi, la asociacion en el minimo secundario es un proceso reversible
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en el que las particulas que forman el aglomerado se dispersan facilmente. Este proceso de

asociacion débil se denomina floculacion.

En el marco de la teoria DLVO hay dos posibles mecanismos mediante los cuales las NPs
agregan: mecanismo de agregacion limitada por difusion (“Diffusion Limited Cluster
Aggregation”, DLCA), cuya etapa limitante es la simple difusion de las particulas bajo el
movimiento browniano, provocando cinéticas de agregacién rapidas ya que toda colision entre
particulas da lugar a la unién entre ellas, y mecanismo de agregacion limitada por reaccion
(“Reaction Limited Cluster Aggregation”, RLCA) cuya etapa limitante es la interaccién entre las
particulas, lo que da lugar a cinéticas de agregacién lentas ya que no todas las colisiones son
efectivas y llevan asociadas la unidn entre las particulas. Asi, si la barrera energética es inferior
a la energia térmica, las particulas que chocan se asociaran tras la primera colision (Meakin,
1983). Por el contrario, si la barrera energética es del orden de la energia térmica, no todas las

colisiones son favorables para el proceso de agregacion (Kolb y Jullien, 1984).

La eficacia de las colisiones en el proceso de agregacion se cuantifica a través del parametro
denominado “eficiencia de asociacion” o “attachment efficiency’, a, que expresa la probabilidad
de que se produzca una coagulacién o asociacion irreversible de dos particulas tras su colisidon
(Wilcoxon et al. 1989; Olivier y Sorensen, 1990). Asi, si la eficiencia de asociaciéon es a = 1,
significa que no hay barrera de energia y todas las colisiones resultan en agregacion irreversible.
En general, o < 1 y cuanto mas proximo sea su valor a la unidad, mayor es la eficacia de la
colision y mas rapida es la cinética de agregacion. De este modo, la velocidad de agregacion

podria ser descrita por la siguiente ecuacion (Ecuacion 1.1) (Shrestha et al., 2020):

dan 4kpT ..
— = a(—=)n? Ecuacion 1.1.

at 3n
donde n es la concentracion en numero de particulas y 7 es la viscosidad dinamica del medio.

Por otro lado, el parametro « esta relacionado con el mecanismo de agregacion y la

dimensién fractal, dr, del agregado formado (Ecuacion 1.2) (Trinh et al., 2009):

a="% Ecuacioén 1.2.
/d;

donde z es un pardmetro directamente relacionado con el mecanismo de agregacién (DLCA o
RLCA).

Como se observa, a mayor valor de d;, menor «. La dimensién fractal de un objeto, d;, esta
relacionada con la “capacidad de llenado” del espacio y por lo tanto es una medida de la

densidad del agregado formado, es decir, de como de compacto es el agregado. Valores de dr



24 Introduccion

de aproximadamente 1,8 estan relacionados con agregados abiertos (producidos normalmente
por el mecanismo DLCA), mientras que valores de drcercanos a 2,1 corresponden a estructuras
mas compactas (normalmente producidas por el mecanismo RLCA) (Trinh et al., 2009). Esto es,
si a es elevado, la probabilidad de que la colision de dos particulas coloidales dé lugar a su
asociacion y a la formacion de un agregado es préoxima a 1, lo que implica la formacion de
agregados abiertos, poco compactos y con dr inferior a 2, por lo que el agregado puede
considerarse un objeto fractal. Esto es lo que ocurre en un mecanismo DLCA donde la
agregacion esta controlada por la difusién de las particulas, lo que significa que en el momento
que colisionan, se unen. En cambio, si « es pequeio, la probabilidad de que la colision de dos
particulas coloidales provoque su asociacion y la formacién de un agregado es menor que 1, lo
que implica la formacién de agregados muy compactos, con dimension fractal en torno a 2. Esto
es lo que ocurre tipicamente en un mecanismo RLCA donde la agregacién esta controlada por
la interaccién que se produce entre las dos particulas que colisionan. No todas las colisiones

son efectivas, lo que permite la formacion de una estructura mas compacta.

La cinética de agregacion se puede caracterizar monitorizando la variaciéon del radio
hidrodinamico promedio de los agregados (Rx) en funcién del tiempo. La “eficiencia de
asociacion” (a) y la evolucion temporal de Ry estan relacionados mediante la siguiente ley de

potencia que se cumple a tiempos suficientemente largos (Ecuacion 1.3) (Weitz et al., 1984):

Ry, « R, (0)t* Ecuacion 1.3.

donde Ry (0) es el valor del radio hidrodinamico inicial de las particulas coloidales.

Como ya se ha mencionado, al afiadir un electrolito a una suspensién coloidal aumenta la
fuerza idnica del medio, las cargas superficiales que estabilizan las particulas coloidales sufren
apantallamiento electrostatico, disminuye el grosor de la doble capa eléctrica (disminuye la
longitud de Debye), disminuye también la altura de la barrera de potencial que hay que superar
para alcanzar el minimo primario, y las particulas tienen mas facilidad para agregar de forma
irreversible. Por tanto, cuando se anade un electrolito, el parametro o aumenta, y su valor sera

mayor cuanto mayor sea la concentracion de electrolito.

La concentracion de coagulacion critica (CCC) es la concentracién de electrolito que
conduce a un valor de a practicamente igual a 1, indicando que no hay barrera de energia y
que, por tanto, todas las colisiones son efectivas. Es decir, este valor de la concentracion de
electrolito es el responsable de que se produzca la transicién entre un mecanismo RLCA puro
(donde hay barrera energética, no todas las colisiones resultan en asociacion y la cinética de

agregacion es lenta) a un mecanismo DLCA puro (donde no existe barrera energética, todas las
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colisiones resultan en asociacion y la cinética de agregacion es rapida). La CCC es mas pequefia
conforme aumenta la carga de los iones (CCC « Z*, donde Z es la carga del ion), ya que, a
mayor carga, se necesita menor concentracion de electrolito para alcanzar la fuerza iénica critica

que provoca el apantallamiento efectivo de la carga superficial de las particulas.

1.6. TECNICAS INSTRUMENTALES

Las técnicas instrumentales que se van a usar en esta Tesis se pueden clasificar en técnicas
Opticas y electroquimicas. Para obtener informacion sobre el tamafo de las NPs y sus
agregados, las técnicas utilizadas son la Dispersion Dinamica de Luz (DLS, del inglés “Dynamic
Light Scattering”), cuya informacion proporcionada incluye el potencial zeta, y la espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-vis), todas ellas técnicas instrumentales opticas. Por otro lado, se va a
utilizar la Potenciometria, que es una técnica electroquimica, con el fin de realizar por primera
vez el estudio cinético de una reaccion de reduccion de tetracloroaurato(lll) con hidroxilamina
catalizada por yoduro. A continuacion, se exponen brevemente el fundamento y las

caracteristicas mas relevantes de las técnicas mencionadas anteriormente.

1.6.1. DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Al ser iluminada con luz visible (u otras radiaciones electromagnéticas), la materia puede
dispersar una parte de la luz incidente en todas las direcciones del espacio sin cambio en la
longitud de onda (el fendmeno de dispersion de luz no es un fendmeno espectroscopico). Los
conceptos basicos de la dispersién de la luz por la materia fueron expuestos a finales del siglo
XIX por J. Tyndall (Tyndall, 1869) y J.W. Strutt, mas conocido como Lord Rayleigh, (Strutt, 1871)
mientras que su aplicacion a la caracterizacion de moléculas (esencialmente macromoléculas y
nanoparticulas) fue establecida por P.J.W. Debye (Debye, 1947), y posteriormente por B.H.
Zimm (Zimm, 1948) a mediados del siglo XX.

El esquema de funcionamiento de la técnica DLS, también llamada espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS, “Photon Correlation Spectroscopy”) o dispersion de luz
cuasielastica (QELS, “Quasi Elastic Light Scattering”), se describe en la Figura 1.6. La muestra
(disolucién o suspensién) se ilumina con luz laser de intensidad lo y longitud de onda Xo. En un
plano perpendicular a la direccidon de polarizacion de la luz laser se observa la intensidad de luz
dispersada, ls, a uno 0 mas angulos 6, definidos por la prolongacién del rayo incidente y la

direccion de observacion. El detector esta colocado a una distancia r de la muestra.
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Léaser

Ordenador

Figura 1.6. Esquema de un montaje para aplicar la técnica de dispersion de luz.

Si se observa con precision la intensidad de luz dispersada a un angulo fijo, ls, manteniendo
inalterables todas las condiciones experimentales, se puede apreciar que ésta no tiene un valor
constante, sino que fluctia en torno a un valor medio. Esta fluctuacion no es achacable a
factores tales como fluctuaciones de temperatura, ruido electrénico, etc., sino que tiene su origen
en el movimiento browniano de las particulas en suspensién. Aun en ausencia de cualquier
perturbacion, las particulas de soluto en el seno de un fluido estan sometidas a este movimiento
browniano (azaroso) cuyo origen y teoria basica explicé A. Einstein (Einstein, 1905). La técnica
DLS se basa en el analisis de la fluctuacion de la intensidad de luz dispersada por las particulas
de soluto. La consolidacion tedrica e instrumental de esta técnica se debe, sobre todo, a R.

Pecora (Pecora, 1964; Berne y Pecora, 1975).

Debido al movimiento browniano, en un determinado volumen de la disolucién, el nUmero de
particulas y la distancia entre ellas fluctia en torno a su valor medio. En concreto, el llamado
“volumen iluminado”, que es la confluencia del finisimo rayo laser incidente con el también muy
fino haz de luz dispersada en la direccion de observacion, es muy pequeno, y en él, la fluctuacion
sobre la media es, en términos relativos, suficientemente importante. Estas fluctuaciones en
numero y distancia producen variaciones en la cantidad de luz dispersada y en la interferencia

entre los rayos dispersados por las particulas. Evidentemente, la velocidad de las fluctuaciones
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depende de la movilidad browniana de las particulas, reflejada en el valor de su coeficiente de
difusion traslacional, D (Figura 1.7).

| 4 (A) | (B)

Figura 1.7. llustracion de la fluctuacion temporal de la intensidad de luz dispersada en DLS. (A)

Fluctuacién lenta: particulas menor movilidad, menor D. (B) Fluctuacion rapida: particulas mayor
movilidad, mayor D.

Por tanto, del analisis de la rapidez de las fluctuaciones se puede obtener informacion del
coeficiente de difusion y, a partir de éste, es posible obtener el tamario o distribucion de tamafios

de las particulas en disolucién a través de la ecuacién de Stokes-Einstein, valida para particulas
esféricas (Ecuacion 1.4):

__ kpT
6mnoRp

Ecuacion 1.4.

donde 7, es la viscosidad del disolvente y Rx es el radio hidrodinamico de la particula. En
definitiva, a mayor rapidez de las fluctuaciones, mayor es valor del coeficiente de difusion y

menor el tamafo de las particulas (a igualdad de los otros parametros de la ecuacion de Stokes-
Einstein), y viceversa (Figura 1.8).
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_
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Figura 1.8. Relacion entre rapidez de fluctuacién en intensidad y el tamafio de particula.
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El analisis de las fluctuaciones se realiza a través de la funciéon de autocorrelacion temporal.
Siendo /(1) la intensidad que fluctua con el tiempo en torno a un valor medio <I>, se define la
funcion de correlacion Ci(f) como el producto de dos valores de / separados por un intervalo f,

promediado sobre todas las elecciones posibles del instante inicial, fo (Ecuacién 1.5):

Ci(6) =<I(tp)l(to+1t) > ¢, Ecuacion 1.5.

El valor de Ci(t) decrece con el intervalo de tiempo ¢ (Figura 1.9): a valores muy pequefios
de t, I(tg) e I(to+t) tendran valores muy parecidos y Ci(t) = <I(ts)*>1, mientras que a valores

grandes de t, I(to) e I(to+t) tendran valores totalmente independientes y Ci(t) = <I(tg)>%o.

C(

2
<| >

2
<|>

Figura 1.9. Tipico aspecto de la funcién de autocorrelacion de la intensidad de luz dispersada.

El ajuste de la funcién de autocorrelacion C;(t) a una exponencial simple proporciona el valor
de D que aparece como uno de los parametros de la funcion C,(t) ajustada: C;(t) o« e(~24°Pt)

donde q = (47"‘//10) sin(8/2), siendo n el indice de refraccion del disolvente.

En el caso de que no todas las particulas tengan el mismo tamano, la funcién de correlacion
es mas compleja (es multimodal), por lo que debe ajustarse a una funcion exponencial multiple
a partir de la cual se puede construir una funcion de distribucion del radio hidrodinamico. El area
de los picos de esta funcién de distribucion primaria es proporcional a la intensidad de luz
dispersada por la poblacion de particulas cuyo tamafio corresponde a ese pico (funcién de
distribucion en intensidad). Puesto que las particulas mas grandes dispersan mucha mas luz
que las mas pequeiias (la intensidad dispersada es proporcional a Rx°), la funcion de distribucion

en intensidad esta sesgada hacia las particulas de tamarfo mayor, no reflejando adecuadamente
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la poblacion de particulas de un tamafo determinado. Por eso, en ocasiones, la funcién de
distribucion en intensidad se transforma, utilizando la teoria de G. Mie (Mie, 1908), en las
denominadas funcién de distribucién en volumen y funcién de distribuciéon en nimero. En estas
distribuciones, el area y la altura de los picos reflejan mejor la poblacion de particulas de un

determinado tamafio existentes en la suspension.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que para realizar estas transformaciones es necesario
hacer las siguientes suposiciones: i) las particulas son esféricas, ii) todas las particulas tienen
una densidad homogénea y equivalente, y iii) no hay errores en la funcién de distribucion en
intensidad. Los dos primeros requisitos se suelen cumplir, pero el tercero no se cumple
estrictamente nunca ya que la técnica de DLS posee una incertidumbre inherente que implica
un ensanchamiento de los picos de la funcién de distribucién en intensidad entre el 10% vy el
15%, aunque la muestra sea perfectamente monodispersa. Ademas, la transformacion entre
funciones de distribucion requiere el conocimiento de las propiedades épticas de las particulas
de soluto, informacion de la que no siempre se dispone. Por tanto, la funcién de distribucién en
intensidad es la que debe tenerse en consideracién para caracterizar el tamafio de particula,
siendo especialmente util para detectar agregacion puesto que es muy sensible a las particulas
de mayor tamafio. Por otro lado, las distribuciones en volumen y en numero son adecuadas para
estimar las poblaciones relativas de las distintas familias de particulas. En concreto, la
distribucién en numero pone de relieve la presencia de las particulas mas pequefias, mientras

que la distribucion en volumen refleja la porcion en masa de cada familia de particulas.

Para la medida de distribucion de tamafo de las nanoparticulas en disolucion mediante la
técnica de DLS se utilizé el equipo Zetasizer Nano-ZS de Malvern Instruments Ltd. (Reino Unido)
(Figura 1.10) que esta equipado con un laser de 4 mW de He/Ne que emite a 632,8 nm, y un
fotodetector que mide la intensidad de luz dispersada a un angulo respecto a la prolongacién de

la direccién incidente de 173° (retrodispersion o “backscattering”).

WL

Figura 1.10. Equipo Zetasizer Nano-ZS de Malvern utilizado.
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1.6.2. POTENCIAL ZETA

El valor del potencial zeta, definido anteriormente al explicar la doble capa eléctrica, se utiliza
como indicador de la estabilidad de una suspension coloidal. Si todas las particulas en
suspension tienen un potencial zeta muy positivo o muy negativo tenderan a repelerse entre si
por lo que no tendran tendencia a agregar y la suspension sera estable. Se asume que particulas
con potencial zeta mayor de 30 mV o menor de -30 mV son estables, mientras que un potencial
zeta comprendido entre ambos valores implica una suspension coloidal inestable en la que las

particulas acabaran agregando y precipitando (Berne y Pecora, 1975).

Como ya se ha mencionado, la fuerza idnica del medio, que depende de la concentracién y
valencia de los iones dispersos en el medio, influye en el espesor de la doble capa y en el valor
del potencial zeta. Asi, cuanto mayor es la fuerza idnica, mas delgada es la doble capa y mas
préximo a cero (mas pequefio en valor absoluto) es el potencial zeta. Esto es consecuencia del

apantallamiento eléctrico producido por los contraiones préximos a la superficie de la particula.

La técnica que se utiliza para medir el potencial zeta se fundamenta en el efecto denominado
electroforesis que consiste en el desplazamiento de una particula cargada a través de un medio
como consecuencia de la aplicacion de un campo eléctrico. En ese proceso aparecen fuerzas
viscosas o de friccion que se oponen al movimiento de las particulas hasta que se alcanza un
régimen estacionario en el que las dos fuerzas se contrarrestan y la particula se mueve a
velocidad constante. Esta velocidad depende de la intensidad del campo eléctrico (o gradiente
de potencial eléctrico), de la constante dieléctrica del medio, ¢, de la viscosidad del medio, 7, y
del potencial zeta, . La movilidad electroforética, u, se obtiene midiendo la velocidad de las
particulas en un experimento de electroforesis lo que se consigue utilizando la técnica DLS. La
movilidad electroforética se transforma en potencial zeta, ¢, a través de la ecuacién de Henry
(Ecuacion 1.6):

__ 2&f(kR)
= —311

Ecuacion 1.6.

donde f(xR) es la denominada funcion de Henry que depende de la longitud de Debye inversa,
(x), y del radio de la particula, R (xR es, por tanto, el cociente entre el radio de la particula y la
longitud de Debye). En disolventes polares con fuerza idnica moderada suele ser valido utilizar

la aproximacion de Smoluchowski f(xR) = 1,5.

La movilidad electroforética se mide utilizando el mismo equipo Zetasizer Nano-ZS de

Malvern Instruments Ltd. descrito anteriormente que permite aplicar la técnica de dispersion de
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luz electroforética (ELS, “Electrophoretic Light Scattering”) (Ware, 1964), la cual es una variante
de la técnica denominada velocimetria Doppler de laser (LDV, “Laser Doppler Velocimetry”).
Para ello, el equipo Zetasizer Nano-ZS lleva a cabo la medida en la zona central de la celda

para evitar influencias perturbadoras de las paredes y detecta el rayo dispersado a 12,8°.

Experimentalmente, el procedimiento se lleva a cabo en las siguientes etapas: 1) introducir
una dispersién coloidal en una celda que contiene dos electrodos, 2) aplicar una diferencia de
potencial eléctrico a los electrodos cuya consecuencia es la migracion de las particulas que
tienen potencial zeta neto hacia el electrodo de carga opuesta, 3) iluminar una zona de la
disolucion con luz laser y medir la velocidad de migracion aprovechando el efecto Doppler en la
luz dispersada, 4) transformar la velocidad en movilidad electroforética, y 5) utilizar la ecuacion
de Henry para calcular el potencial zeta. El esquema de una celda tipica para medir movilidad

electroforética es la que se ilustra en la Figura 1.11.
+ r’)"‘ -
T >
o —
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Figura 1.11. Esquema de un proceso de electroforesis para medir potencial zeta.

1.6.3. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Una propiedad 6ptica de gran relevancia en nanoparticulas metalicas es que éstas presentan
un maximo de absorbancia a un valor de longitud de onda que depende del tamafio de la
nanoparticula (Kelly, 2003). Esta propiedad tiene su origen en el fendmeno denominado
resonancia de plasmoén de superficie y se puede utilizar para caracterizar tamafos de
nanoparticulas y monitorizar su agregacion mediante la técnica de espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-vis). Antes de describir la técnica se va a describir el fendbmeno de resonancia de

plasmoén de superficie (SPR, “Surface Plasmon Resonance”).
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1.6.3.1. RESONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE

Cuando la radiacién electromagnética incide sobre las NPs, los electrones libres de la banda
de conduccion de la superficie pueden absorber dicha radiacion, excitarse y sufrir oscilaciones
colectivas respecto a sus posiciones de equilibrio (Suarasan et al., 2013) vibrando a una
frecuencia determinada tal y como se ilustra en la Figura 1.12. La onda generada es un plasmén
y el fenobmeno se denomina resonancia del plasmoén de superficie (Kelly et al., 2003; Hutter y
Fendler, 2004).

Campo Eléctrico

Esfera metalica

Figura 1.12. Resonancia de plasmén de superficie por la interaccion de los electrones de
la banda de conduccién con la radiacién electromagnética.

Cuando ocurre el fendbmeno SPR, la particula absorbe ciertas longitudes de onda de la
radiacion incidente y refleja las restantes, adoptando asi el color correspondiente a estas
ultimas. En el caso de las AuNPs, el color de sus suspensiones es muy diferente al habitual del
oro metalico macroscépico, variando del rojo al violeta-azulado. Este fenédmeno fue observado
por M. Faraday en 1857 quien atribuyd el color rojo resultante a la obtencién de particulas de
tamano muy pequefo (Faraday, 1857). G. Mie (Mie,1908) determind que el color del oro coloidal
era una manifestacion del fenomeno de SPR descrito anteriormente y dependiente del tamano

de particula, como refleja la Figura 1.13.
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Figura 1.13. Variacion del color de una suspension de AuNPs en funcién de su tamario.
Si las AuNPs son excesivamente grandes, precipitan y la disolucidn se vuelve incolora.

La longitud de onda de resonancia del plasmén de las AuUNPs (maximo del espectro de
absorbancia) se encuentra dentro del rango del espectro visible, tomando valores entre 500 nm
y 600 nm segun el tamafio de la nanoparticula (Kelly et al, 2003; Hutter y Fendler, 2004). El color
de la disolucién variara, por tanto, entre el rojo y el violeta-azulado que son los colores cuya
longitud de onda es “complementaria” a la absorbida. Las nanoparticulas de menor tamaro
presentan el maximo de absorbancia (también denominado pico de plasmén) a menor longitud
de onda que las particulas grandes. Asi, las nanoparticulas coloidales monodispersas de
pequeno tamafo tienen una banda de absorcidn intensa para los colores azul y amarillo del
espectro visible, por lo que adoptan un color rojo en disolucién. La coloracién se tornara a
purpura o violeta si se producen cambios en la disolucidon por aglomeracion de las AuNPs. Por
tanto, la longitud de onda a la que aparece el pico de plasmon se desplaza a valores mayores
al aumentar el tamafio de la nanoparticula (desplazamiento al rojo). El cambio de rojo a violeta-
azulado que se aprecia en la suspensiéon de AuNPs corresponde a cambios de tamafio de las

nanoparticulas entre 5 nm y 100 nm (Kelly et al, 2003).

1.6.3.2. DESCRIPCION DE LA TECNICA DE ESPECTROSCOPIA UV-VIS

La espectroscopia UV-vis es una técnica que permite evaluar la cantidad de luz absorbida
en el rango del ultravioleta al visible del espectro por una muestra en funcién de la longitud de
onda. Cuando un material transparente es irradiado con una radiacién electromagnética de una
determinada longitud de onda, parte de la energia puede absorberse en funcién de la cantidad
y naturaleza de la sustancia que compone dicho material. Cuando se produce absorcion de la

radiacion, la intensidad de la radiacion que emerge del material como intensidad transmitida, /s,
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disminuye respecto a la intensidad de la radiacién incidente, /o. La absorbancia del material, A,

se define a través de la Ecuacion 1.7:
A = —log (I;/1,) Ecuacién 1.7.

Si el material es una disolucion diluida, el valor de A depende linealmente de la concentracion
segun la ley de Lambert-Beer: A = ¢lc, donde ¢ es la absortividad molar (o coeficiente de
extincion molar) del soluto, / es la longitud de disolucion atravesada por el rayo luminoso y ¢ es

la concentracidn molar de la disolucion.

Por tanto, mediante la técnica de espectroscopia UV-vis se puede determinar la
concentracién de una sustancia en disolucién. En esta Tesis, sin embargo, la técnica de
espectroscopia UV-vis se utiliza para identificar el desplazamiento del pico de plasmén
consecuencia de la agregacion de las AuNPs estudiadas. Un desplazamiento al rojo de la
longitud de onda a la que aparece el pico de plasmaon, asi como un ensanchamiento de éste, es

indicativo de que se ha producido agregacion.

Para obtener los espectros de absorcion UV-vis de las muestras de AuNPs se ha utilizado
un espectrofotometro UV-vis T92+ de la casa PG Instruments Ltd (Figura 1.14). El equipo esta
compuesto por un haz de doble rendija variable de 0,1 nm a 5 nm, tiene un rango de medida de
190 nm a 900 nm y un rango fotométrico de -4 a 4 Abs. La Figura 1.15 muestra un esquema de

la estructura y funcionamiento de un espectrofotdmetro como el utilizado en este trabajo.

Figura 1.14. Espectrofotometro T92+ para la medicion de espectros UV-vis.
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Figura 1.15. Estructura de un espectroscopio UV-vis: (1) Lampara o fuente de luz, (2)
rendija 1, (3) monocromador, (4) rendija 2, (5) cubeta con muestra, (6) rendija 3, (7)
detector y traductor, (8) registro de sefial en un espectro.

1.6.4. POTENCIOMETRIA CON ELECTRODOS SELECTIVOS DE IONES

Para la sintesis de nanoparticulas de oro mediante el procedimiento de “abajo-arriba” o
“bottom-up”, se suele utilizar acido tetracloroaurico como reactivo precursor. Su reaccion con un
reductor adecuado en condiciones experimentales apropiadas da lugar a atomos de oro que se

van ensamblando hasta alcanzar el tamafio nanométrico.

En esta Tesis Doctoral se propone por vez primera, segun nuestro conocimiento, la
monitorizacion potenciométrica del anion tetracloroaurato(lll) en una reaccién de reducciéon de

dicho anién, con el objeto de obtener informacion cinética de dicha reaccion.

La potenciometria con electrodos selectivos de iones es una técnica muy util para la
monitorizacién de reacciones quimicas debido a su sencillez, respuesta rapida y alta selectividad
y sensibilidad (Mikhelson, 2013). La investigacion en electrodos selectivos de iones constituye

un campo muy activo en las ultimas décadas (Zdrachek y Bakker, 2021).

Los electrodos selectivos de aniones basados en intercambiadores de aniones disueltos en
una membrana polimérica plastificada siguen normalmente el orden de selectividad de
Hofmeister, que implica una mayor respuesta de potencial hacia los aniones monovalentes de
mayor tamafo (Bakker et al., 1997 y Wojciechowski et al., 2010). En el caso de aniones
inorganicos comunes este orden seria: ClOs~; SCN™; I7; NOs™; Br—; ClI; HCO3;™; CH3;COO™;
S04%7; F 7; H,PO4 . La serie de Hofmeister se mantiene en multitud de procesos fisicoquimicos
muy diferentes entre si, con el denominador comun de implicar sistemas de dos fases (Gregory
et al., 2022).
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En términos termodinamicos la selectividad de este tipo de electrodos esta directamente
relacionada con la energia libre de Gibbs asociada al proceso de transferencia del ion primario
(analito) y de los iones interferentes, desde el agua a la fase organica (membrana del electrodo
selectivo). Este parametro se traduce en el correspondiente valor del coeficiente de reparto del
ion entre ambas fases y, en términos electroquimicos, en el correspondiente valor del potencial

estandar de transferencia del ion.

El anion tetracloroaurato(lll) es mas voluminoso que todos los aniones inorganicos comunes
y mucho mas que el anion cloruro que esta presente a alta concentracion en disoluciones de
tetracloroaurato(lll). Por esta razén, se pensé en desarrollar un electrodo selectivo para dicho
anién con la finalidad de aplicarlo a la monitorizacion potenciométrica de reacciones de
reduccion de tetracloroaurato(lll). Existe algun precedente de un electrodo selectivo para dicho
anion que se utilizo para la determinacioén analitica de oro en minerales (Ortufio et al., 1986). La
construccion de nuevos electrodos, en este caso con disolucion interna para evitar derivas en el
potencial, su calibracion y aplicacion a la monitorizacion potenciométrica de tetracloroaurato(lll)

se describen en el capitulo 4.
1.6.4.1. MEDICION POTENCIOMETRICA

La instrumentacién empleada para llevar a cabo medidas potenciométricas suele constar de
una célula en la que se encuentra la disolucion de la muestra, en la que se sumergen el electrodo
selectivo y un electrodo de referencia, este ultimo a ser posible de doble unién liquida. Los
electrodos se conectan a un potenciémetro. La célula se mantiene en agitacion constante y a
alta velocidad con objeto de homogeneizar la muestra de forma rapida cuando se varie la
concentracién de analito en el seno de la disolucién, asi como de acelerar el transporte a través
de la capa estacionaria préxima al electrodo. Puede considerarse que en esta capa el transporte

es por difusion y que el espesor de dicha capa disminuye al aumentar la agitacion.
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Figura 1.16. Esquema de la instrumentacién y montaje para la realizacion de medidas
potenciométricas: (a) ordenador portatil, (b) potenciometro multicanal, (c) electrodos de
selectivos, (d) electrodo de referencia, (e) muestra, (f) nucleo de agitacion y (g) agitador
magnético.

Actualmente, el tipo mas abundante de electrodos selectivos de iones es el constituido por
membranas poliméricas plastificadas que contienen un polimero, habitualmente cloruro de
polivinilo (PVC), un disolvente que actua como plastificante, un intercambiador de iones lipofilico

disuelto en la membrana y, en algunos casos, un ionéforo selectivo.
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ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE CATIONES DE GRAN TAMANO EN LA
CINETICA DE AGREGACION DE NANOPARTICULAS DE ORO
RECUBIERTAS CON CITRATO

RESUMEN

Las nanoparticulas de oro recubiertas con citrato (Ct-AuNPs) poseen carga eléctrica
negativa en su superficie, lo que provoca su repulsién cuando se aproximan en el espacio.
Cuando se afiade un electrolito al medio, los contraiones (en este caso cationes) de éste tienden
a neutralizar las cargas superficiales. Dicho apantallamiento electrostatico facilita la agregacion
de las Ct-AuNPs. En este capitulo se realiza un estudio de la estabilidad y la cinética de
agregacion de Ct-AuNPs cuando a una suspensiéon de estas nanoparticulas se le adiciona
alguna de las siguientes sales solubles que contienen cationes de gran tamanio: cloruro de
tetrabutilamonio, cloruro de tetrapropilamonio y cloruro de tetraetilamonio. Estos cationes
monovalentes tienen un tamafio mucho mayor que los cationes empleados normalmente para
llevar a cabo las investigaciones sobre agregacion de nanoparticulas (Na* o K*). En el estudio
que se ha llevado a cabo, la cinética de agregacion de las Ct-AuNPs se ha monitorizado
mediante dispersion de luz dinamica (DLS) y espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis).
Ademas, se ha medido el potencial zeta y se han tomado imagenes de microscopia electronica

de transmision (“Transmission Electron Microscopy”, TEM).

Con los resultados obtenidos se ha demostrado que los cationes grandes utilizados
producen una rapida agregacion que es mas notable cuanto mayor es el tamafio de dicho cation.
Asi, los resultados indican que los cationes mas grandes apantallan mas eficazmente la
superficie de las Ct-AuNPs, lo que puede atribuirse a la menor hidratacion de estos cationes.
Por otro lado, el mayor efecto desestabilizador producido por los cationes de mayor tamafio
concuerda con la serie directa de Hofmeister. Los cationes mas grandes tienen un efecto mas
acusado debido a que en disolucién se encuentran mas pobremente solvatados que los cationes
pequefios, lo que da lugar a que interaccionen mas eficazmente con la superficie negativa de
las Ct-AuNPs.
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2.1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) en disolucion forman suspensiones coloidales que no
son estables termodinamicamente, y por ello, tienden a flocular. Por ello, para la aplicacion de
nanoparticulas en distintos campos, es imprescindible conocer y controlar su agregacion. Con
el fin de evitar la agregacion, las nanoparticulas se suelen recubrir con pequefias moléculas
cargadas eléctricamente que las estabilizan. Un agente de recubrimiento (o “capping”) muy
comun es el citrato de sodio, ya que es barato, no es toxico y actua tanto de agente de
recubrimiento como de agente reductor en el proceso de sintesis de AuNPs. Las moléculas de
citrato son capaces de adsorberse sobre la superficie de las AuNPs (tal y como ya se indicé en
el Capitulo 1) dotandolas de carga superficial negativa debido a los grupos carboxilo (Grys et
al., 2020), lo que impide la agregacion debido a la fuerza de repulsion electrostatica que se
genera conforme las AuNPs se aproximan. Ademas de por moléculas pequefas, las AuNPs
también se pueden recubrir por cadenas de polimero que inducen una estabilizacion estérica o
forman nanocompuestos (“nanocomposites”) que evitan la agregacion (Collado-Gonzalez et al.,
2015). Sin embargo, aunque las AuNPs se recubran con agentes estabilizantes, si el medio en
el que se encuentran presenta una fuerza idnica suficientemente elevada, la carga superficial
de las AuNPs puede ser apantallada, evitandose el efecto de la fuerza de repulsion electrostatica
(Pamies et al., 2014; Christau et al., 2017). Por tanto, es importante realizar un estudio de la
agregacion de las AuNPs inducida por la presencia de electrolitos en el que se varie tanto la
concentracién como las caracteristicas de éstos (Barreto et al., 2015; Alba-Molina et al., 2017)
ya que el proceso de floculacién y su cinética no sélo dependen de la fuerza idnica del medio
(relacionada con la concentracién y la valencia de los electrolitos), sino que en dicho proceso
también influyen las caracteristicas de los electrolitos, como por ejemplo el tamafo de los iones
(Pfeiffer et al., 2014; Liu et al., 2014; Oncsik et al., 2015; Perera et al., 2016 y Hu et al., 2020).

La mayoria de los estudios sobre agregacién de AuNPs inducida por la presencia de sales
utilizan cationes pequefios como Li*, Na* o K*. En este capitulo, la cinética de agregacion de las
Ct-AuNPs se ha estudiado en presencia de cationes monovalentes grandes, en concreto:
tetrabutil-, tetrapropil- y tetraetil- amonio (BusN*, PrsN*, EtsN*) lo que, ademas, ha permitido
poner de manifiesto el papel que tiene el tamafo del cation en el proceso de agregacion. Las

estructuras de los cationes utilizados en este trabajo se muestran en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Estructura de las sales de amonio cuaternarias utilizadas en este trabajo.

Para llevar a cabo el estudio, se utilizaron suspensiones comerciales de AuNPs recubiertas
con citrato de sodio, Ct-AuNPs. A estas suspensiones se les adicioné un volumen determinado
de disolucién acuosa de cada una de las sales de tetraalquilamonio descritas anteriormente
(Figura 2.1), de forma que la concentracion de trabajo de la sal fue 0,5 M. Esta concentracion
se eligié con el fin de lograr una agregacion apreciable durante un tiempo de medicién de 1 hora.
La cinética de agregacion se siguié mediante DLS, técnica con la que se obtuvo la distribucion
del tamafo de las nanoparticulas y sus agregados, y mediante espectroscopia UV-vis, técnica
que pone de manifiesto la presencia de agregacion a través del desplazamiento del pico de
plasmédn, tal y como se comenté en el Capitulo 1. Por otra parte, se determind la carga superficial
de los agregados con la medida del potencial zeta, ¢. Por ultimo, también se tomaron algunas

imagenes mediante la técnica de microscopia de transmision de electrones (TEM).

La agregacion de las Ct-AuNPs en presencia de las sales de amonio empleadas en este
trabajo no se ha estudiado previamente en la literatura, aunque estas sales de amonio si que se
han utilizado para la preparacion de AuNPs y su posterior uso en diferentes aplicaciones (Siddiq
et al., 2019a; Siddiq et al., 2019b; Jagtap et al., 2012; Morita et al., 2023). Tras evaluar el efecto
de estos cationes de amonio cuaternario sobre la cinética de agregacion de las Ct-AuNPs, se
observé que, por un lado, cuanto mayor es el catién, mas rapida es la cinética de agregacion vy,
por otro lado, segun su efecto desestabilizador, los cationes de tetraalquilamonio siguen la serie
clasica Hofmeister (Gregory et al., 2022). Finalmente, se pudo concluir que el mayor efecto
desestabilizador de los cationes mas grandes se debe a que éstos se encuentran mas

débilmente hidratados que los cationes de menor tamanio.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. REACTIVOS Y PREPARACION DE DISOLUCIONES

Las Ct-AuNPs utilizadas fueron adquiridas a Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) en forma
de suspensidn acuosa a una concentracion 5x10"® particulas/cm?®. Previamente a su utilizacion

se comprob6 en el equipo DLS su diametro hidrodinamico, dn, obteniéndose un valor de 20 nm.

Se prepararon disoluciones acuosas 1 M de las siguientes sales de tetraalquilamonio: cloruro
de tetrabutilamonio, (CH3CH2CH2CH2)sN(Cl) (Aldrich, 97,0% de pureza), cloruro de
tetrapropilamonio, (CH3CH2CH2)4sN(CI) (Fluka, 98% de pureza), y cloruro de
tetraetilamoniocloruro, (CH3CH2)sN(CI), (Fluka, 99% de pureza). Todas estas disoluciones se

filtraron con filtros de nylon de 0,45 um antes de su utilizacion.

2.2.2. INSTRUMENTACION

El tamafio hidrodinamico se midié por DLS usando el equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) descrito en el Capitulo 1. El software del instrumento
calcula la funcion de distribucion de tamafio en intensidad a partir de la fluctuacion de intensidad
de la luz dispersada con el tiempo, tal y como se describié en el Capitulo 1. Un algoritmo
integrado en el software del equipo Malvern Zetasizer analiza las funciones de autocorrelaciéon
temporal con el fin de determinar el coeficiente de difusion traslacional de las particulas, D, que
esta relacionado con su radio hidrodinamico, Rn, mediante la ecuacidon de Stokes-Einstein
(Ecuacion 1.4, Capitulo 1). Rn es el radio de la esfera compacta que tiene el mismo valor de D
que la particula. En este trabajo se utilizé el diametro hidrodinamico, dn = 2R, que es la magnitud
suministrada directamente por el software del equipo Malvern Zetasizer. El potencial zeta, {, que
da informacion sobre la cantidad de carga en la superficie de las nanoparticulas, también se

midié con el instrumento Malvern Zetasizer Nano-ZS.

Una de las propiedades mas notables de las AUNPs es su capacidad de absorber y dispersar
la luz en la region del visible debido al fenémeno de resonancia de plasmoén superficial (SPR)
descrito en el Capitulo 1. Como ya se indicé en dicho capitulo, el fendmeno SPR se manifiesta
como una fuerte banda de absorcién en la regién visible a una longitud de onda que depende
del tamafo de las AuNPs y de su estado de agregacion (Zheng et al., 2016). Asi pues, se
registraron espectros de absorcion utilizando un espectrofotometro T92+ (PG Instruments,

Lutterworth, UK). El rango de barrido seleccionado fue desde 400 nm a 900 nm con un intervalo
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de barrido de 1 nm. Los resultados obtenidos con esta técnica se presentaron en términos de

absorbancia.

El analisis realizado por TEM se llevo a cabo con un microscopio electrénico Philips Technai-
12 con un voltaje de aceleracion de 120 kV, utilizando una camara Megaview |l para la
adquisicion de imagenes. Las muestras se prepararon vertiendo con un cuentagotas 10 uL de
la disolucién de nanoparticulas en una rejilla de cobre/niquel recubierta de una malla
Formvar/carbono y dejandola secar a temperatura ambiente. El exceso de pelicula se elimind

con papel absorbente.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para estudiar el efecto de los cationes de tetraalquilamonio en el proceso de agregacion de
las Ct-AuNPs, se llevaron a cabo una serie de experimentos en los que se utiliz6 1 mL de
disolucion 1 M de cada cation ensayado (BusN*, PraN*, EtaN*) que se afiadié a 1 mL de disoluciéon
de Ct-AuNPs cuya concentracion era 5x10" particulas/mL, manteniendo asi constantes en
todos los experimentos las concentraciones finales de Ct-AuNPs (2,5x10'2 particulas/mL) y sal
(0,5 M).

La Figura 2.2 muestra la evolucion temporal (0 min, 15 min, 30 min, 60 min) tanto de la
funcién de distribucion de tamafo (diametro hidrodinamico) en intensidad, como del espectro de
absorcion de las Ct-AuNPs para cada tipo de catién amonio utilizado en este trabajo. Puede
observarse que los picos de la funcion de distribucién, asi como los picos de plasmoén, se
desplazan hacia un mayor tamafio y una mayor longitud de onda, respectivamente, a medida
que transcurre el tiempo, siendo el desplazamiento mas acusado cuanto mayor es el tamafo

del cation.
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Figura 2.2. Evolucion temporal (0 min, 15 min, 30 min, 60 min) de las funciones de
distribucion DLS ((a), (b), (c)) y de los espectros UV-vis ((d), (e), (f)) de las Ct-AuNPs en
presencia de BusN*((a), (d)), PraN* ((b), (e)), y EtaN* ((c), (f)). Concentracién de sal: 0,5 M

en todos los casos.
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Tanto el desplazamiento a mayor tamano del pico de la funciéon de distribucion como el
desplazamiento a mayor longitud de onda, o desplazamiento al rojo, de los espectros UV-vis son
indicativos de agregacion. Asi, la longitud de onda del pico de plasmoén pasa de 520 nm,
caracteristico de las Ct-AuNPs de d»= 20 nm, a 600 nm. Por otro lado, se puede apreciar la
existencia de agregados de Ct-AuNPs desde el inicio de las medidas DLS y UV-vis (Figuras 2.2
y 2.3). La razén es que el proceso de agregacion es mas rapido que el tiempo que se deja a los
instrumentos para equilibrar la temperatura. La existencia de estos agregados iniciales se hace
mas evidente en DLS porque es una técnica mas sensible al tamafio (ademas, el tiempo de
equilibrado de temperatura para esta técnica fue mayor). Existe una diferencia en el tamafo
inicial de los agregados para los distintos cationes, siendo el tamafio inicial de los agregados

mayor para el BusN*, que es el catién de mayor tamafio de los tres estudiados.

La Figura 2.3 muestra la evolucién temporal del diametro hidrodinamico medio (<d.>) de las
Ct-AuNPs. Para cada tipo de cation, se realizaron tres experimentos independientes,
obteniéndose una muy buena reproducibilidad como indican las pequefias barras de desviacion

estandar en la Figura 2.3.
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Figura 2.3. Evolucion temporal del diametro hidrodinamico promedio de los agregados
en presencia de BusN*, PraN* y EtaN*.
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El aumento de tamafio (es decir, la agregacion) de las Ct-AuNPs es mayor y mas rapido a
medida que el cation presente en la disolucion es mas grande (BusN* > PrsN*> Et4N*). De hecho,
cuanto mayor es el catién, mayor es el tamafo inicial medido de las Ct-AuNPs ya que la
agregacion es tan rapida que al mezclar las Ct-AuNPs con las diferentes sales se produce la
agregacion de forma inmediata. Como era de esperar, el cation de mayor tamafio que es también
el mas débilmente hidratado, BusN*, puede interactuar en mayor medida con la carga superficial
negativa de cada Ct-AuNP, produciendo una rapida agregacién de las nanoparticulas. Se realizé
el ajuste lineal por minimos cuadrados para cada grafica de la Figura 2.3. En la Tabla 2.1 se
recogen los valores obtenidos de este ajuste para la pendiente media junto con su desviacién

estandar para cada cation estudiado.

Como se observa en la Figura 2.3, el cation de mayor tamafo utilizado, BusN*, provoca la
agregacion mas rapida. Asi, la pendiente para PrsN* es aproximadamente dos veces mayor que
la de EtzN*, mientras que la pendiente para BusN* es unas siete veces mayor. En resumen, a
medida que disminuye el tamafio del catidon (BusN* > PrsN*> Et4N*) también lo hace su efecto
desestabilizador y, por lo tanto, los agregados son mas pequefios y necesitan mas tiempo para

crecer y, eventualmente, precipitar.

Tabla 2.1.

Pendientes y sus desviaciones estandar asociadas a cada cation estudiado.

Catidn Pendiente (nm/min)
BusN* 1,30+ 0,19
PraN* 0,370 £ 0,006
EtsN* 0,176 £ 0,006

La Figura 2.4 muestra la evolucién temporal de la longitud de onda a la que aparece el pico
de plasmoén, Amax. COmo se aprecia, esta longitud de onda se desplaza hacia valores mas altos
en todos los casos, lo que es indicativo de que en todos ellos se produce agregacion y ésta
aumenta conforme transcurre el tiempo. Sin embargo, este “desplazamiento al rojo” es
significativamente mayor para la suspension que contiene BusN*, siendo muy débil para la que

contiene Et4sN*. De nuevo, se mantiene la tendencia mostrada en la Figura 2.3 para el tamafo
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de los cationes: BusN* > PrsN* > Et4N*. Esto confirma que la agregacion de las Ct-AuNPs se ve

favorecida en presencia de cationes grandes.
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Figura 2.4. Evolucion temporal de la longitud de onda a la que aparece el pico de plasmén
de las Ct-AuNPs en presencia de BusN*, PraN* y EtsN*.

Para asignar un valor numérico al tamafo del catién se puede utilizar el volumen molar en
agua de los cationes de tetraalquilamonio (Marcus, 2008). En ese trabajo se reportan dos
valores de volumen: los volumenes molares parciales estandar de los cationes acuosos a
dilucion infinita, (Vinf), y los volumenes molares hidrodinamicos (Stokes), basados en los radios
de Stokes obtenidos a partir de las conductividades iénicas a dilucion infinita (Vst). La Tabla 2.2

recoge estos dos valores de volumen catidnico.

Tabla 2.2.

Volumen molar de cada catién (Marcus, 2008).

Catién Vint (cm3mol™) Vst (cm®mol?)
BusN* 270,2 273,8
PraN* 208,9 154,3

EtN* 143,6 57,2
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Como se aprecia en la Tabla 2.2, hay una gran diferencia entre el volumen de Stokes del BusN*
(que es similar a su volumen estandar) y el volumen de Stokes de los otros dos cationes de
tetraalquilamonio, lo que puede explicar la gran diferencia en el comportamiento del BusN*
respecto a PraN*™ y Et4N*. La Figura 2.5 ilustra como las pendientes de la Figura 2.3 varian con
el volumen molar del cation, lo que es una forma de relacionar cuantitativamente el tamano del
cation (volumen del catién) y la cinética de agregacion (pendiente de la variacién lineal del
tamano del agregado Ct-AuNP con el tiempo). Por la ausencia de suficientes valores no se ha
efectuado un ajuste de los mismos a una funcion. Sin embargo, mientras que el aumento de
tamano entre cationes consecutivos es similar, el aumento de pendiente es mucho mayor al

pasar de tetrapropilamonio a tetrabutilamonio que de tetraetilamonio a tetrapropilamonio.
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Figura 2.5. Valores de las pendientes de la Figura 2.3. en funcién del volumen del catién.

La Figura 2.6 muestra imagenes TEM de la suspensiéon de Ct-AuNPs en presencia de los
cationes BusN* (Figura 2.6a), PrsN* (Figura 2.6b), y Et4sN* (Figura 2.6¢), 30 min después de la
adicion de la correspondiente sal 0,5 M. Como se aprecia, las Ct-AuNPs forman agregados
grandes y aparentemente poco compactas en todos los casos. Por otra parte, dichos agregados
parecen ser mayores cuanto mayor es el cation tetraalquilamonio afiadido al medio, lo que

concuerda con los resultados de la Figura 2.3.
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Figura 2.6. Imagen TEM de Ct-AuNPs con: (a)BusN*, aumento 59Kx, escala 200 nm,
(b)PraN*, aumento 59Kx, escala 200 nm, (c)EtsN*, aumento 46Kx, escala 200 nm.

Tal como se expuso en el Capitulo 1, la teoria DLVO (Verwey, 1947), predice que el proceso
de agregacion de particulas coloidales y nanoparticulas esta controlado por uno de los dos
mecanismos siguientes: i) DLCA, cuando la agregacion esta controlada puramente por difusion,
es decir, por movimiento browniano, que da lugar a una cinética de agregacién rapida porque
cada colisiéon es efectiva lo que favorece los agregados no compactos, y ii) RLCA, cuando la
agregaciéon esta limitada por reaccion, lo que ocurre cuando la barrera energética entre las
particulas que se aproximan es del mismo orden o superior a la energia térmica, dando lugar a
una cinética de agregacion lenta porque no toda colisioén es eficaz, o que favorece la formacion
de agregados compactos. La rapida agregacion de las Ct-AuNPs estudiadas (consecuencia del
fuerte apantallamiento electrostatico producido por la alta concentracién empleada) junto con el
tipo de estructura revelada por las imagenes TEM permite llegar a la conclusién de que la
cinética de agregacion en los sistemas objeto de estudio esta controlada fundamentalmente por

el mecanismo DLCA.
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Como ya se comenté en el Capitulo 1, para un mecanismo DLCA puro es de esperar que se
cumpla, en todo momento, una ley de potencia del tipo Rn ~ t¢, (analogamente para dn = 2Rs),
donde a es la “eficiencia de asociacién” que esta relacionada con la probabilidad de unién
irreversible tras la colision (Olivier y Sorensen, 1990). Sin embargo, la dependencia temporal
derivada de la Figura 2.3. no sigue una ley de potencia clara y parece estar mas bien relacionada
con un mecanismo RLCA (Olivier y Sorensen, 1990; Wilcoxon et al., 1989). Por tanto, a partir de
los resultados obtenidos experimentalmente, no se puede concluir cual es el mecanismo (DLCA
o RLCA) que sigue la cinética de agregacién de las Ct-AuNPs estudiadas. De hecho, este
fendmeno es relativamente habitual y son muchos los casos en los que la cinética de agregacion
de particulas coloidales no puede describirse mediante mecanismos DLCA o RLCA sencillos
(Wilcoxon et al., 1989). Incluso en casos en los que se encuentra una ley de potencia, se han
observado valores de a superiores a los esperados cuando las particulas se juntan bajo la

influencia de factores distintos al movimiento browniano (Liu et al., 2010).

Por ultimo, se midio el potencial zeta de las diferentes suspensiones de Ct-AuNPs. En medio
acuoso, el potencial zeta es una buena aproximacion del potencial eléctrico en la superficie de
las nanoparticulas. La Figura 2.7 muestra la evolucion del potencial zeta de las Ct-AuNPs en

presencia de los tres cationes de amonio estudiados.
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Figura 2.7. Evolucion del potencial zeta de las Ct-AuNPs en presencia de los cationes
estudiados (BuaN*, PraN* y EtaN*).
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Las particulas con potencial zeta superior a +30mV o inferior a -30mV suelen considerarse
estables a largo plazo porque la repulsién eléctrica suele ser suficiente para evitar la agregacion.
Por tanto, a medida que el potencial zeta se acerca a 0 mV, la suspension coloidal se vuelve
menos estable y se produce la floculacién. Evidentemente, en todos nuestros casos el potencial
zeta esta, aproximadamente, entre 0 mV y -10 mV, lo que indica que la agregacién se producira
en cualquier caso. Sin embargo, para la sal con el cation mas pequefio (EtsN*), el valor del
potencial zeta es mayor (en valor absoluto) porque su capacidad para apantallar la carga
superficial de las nanoparticulas es menor. Por lo tanto, el proceso de agregacién sera lento, y
la suspension puede ser relativamente estable. Por otro lado, las suspensiones con el catién
mas grande (BusN*) tienen valores de potencial zeta alrededor de cero, lo que indica un fuerte
apantallamiento de la carga superficial de las nanoparticulas que provoca una rapida y fuerte
agregacion. En base a estos resultados se puede afirmar que la estabilidad de la suspensién

disminuye al aumentar el tamafio del cation.

El hecho de que los cationes mas grandes favorezcan la agregacién de las nanoparticulas
cargadas negativamente indica una mayor afinidad de los cationes de mayor tamafo con la
superficie de las nanoparticulas que puede atribuirse a la hidratacién dependiente del tamafio
de los cationes. Asi, los cationes mas grandes, poco hidratados, interaccionan mas eficazmente
con la superficie cargada negativamente y favorecen la agregacion. Por tanto, la estructura
acuosa que forma la primera capa de solvatacion de los cationes de tetraalquilamonio es mas
débil para los cationes mas grandes (Slusher y Cummings, 1997) segun el orden de volumen
BusN* > PrsN* > Et4sN*. Ademas, hay que tener en cuenta que la hidrofobicidad de estos cationes
organicos aumenta conforme mayor es su tamano (Slusher y Cummings, 1997). En resumen,
los cationes mas pequenos se hidratan mejor (se asocian mas fuertemente a las moléculas de
agua), mientras que los cationes mas grandes se deshidratan facilmente lo que facilita su
adhesion a la superficie de la nanoparticula. Esta adhesién da lugar a una caida del potencial
superficial de la nanoparticula (Figura 2.7) y, por tanto, a una disminucién de la estabilidad
coloidal (Hu et al., 2020).

De los resultados anteriores se puede concluir que el poder desestabilizador de los cationes
tetraalquilamonio para inducir la agregacion de Ct-AuNPs sigue el mismo orden que su tamano,
es decir, BusN* > PrsN* > EtsN*, lo que concuerda con el orden de los cationes establecido por

la serie directa de Hofmeister (Oncsik et al., 2015; Gregory et al., 2022).

Antes de concluir, merece la pena realizar algunos comentarios sobre la concentracion critica

de coagulacion (CCC), es decir, la concentracion de iones minima necesaria para inducir la
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coagulacion o agregacion irreversible de las nanoparticulas. La determinacién de la CCC es un
método comun para evaluar el efecto de los iones salinos en la agregacion de nanoparticulas
ya que su valor esta relacionado con el poder desestabilizador de un determinado ion. En este
trabajo, no se determiné la CCC porque el objetivo principal era unicamente evaluar el efecto
del tamafo del ion. Para ello, se eligi6 una serie homdloga de iones (los cationes
tetraalquilamonio) y se fij6 una concentracién de estos lo suficientemente alta (0,5 M),
claramente mayor que la CCC, como para garantizar una fuerte agregaciéon de Ct-AuNPs
durante el tiempo de medicién, 1 h (el mismo para todos los casos estudiados). A partir de los
datos obtenidos, se evalud la influencia de un determinado catiébn en la agregacion de
nanoparticulas mediante argumentos cinéticos. Asi, segun las pendientes obtenidas de los
graficos que representan el tamafo de los agregados frente al tiempo (Tabla 2.1y Figura 2.3a),
se encontré que el cation BusN* provocaba una agregacion mas fuerte que PrsN* y ésta a su
vez, una agregacion mas fuerte que Et4N*, lo que se encuentra en perfecta correspondencia con
el volumen de dichos cationes como se muestra en la Tabla 2.2. Como ya se ha citado con
anterioridad, este comportamiento sigue la serie directa de Hofmeister para cationes vy
concuerda en cierto modo con los resultados obtenidos por otros autores utilizando diferentes
cationes y/o nanoparticulas (Oncsik et al., 2015; Perera et al., 2016; Hu et al., 2020). Asi, en la
referencia (Oncsik et al., 2015), los autores estudiaron el efecto de varios cationes monovalentes
sobre la estabilidad de nanoparticulas de latex de poliestireno cargadas negativamente,
concluyendo que los cationes de mayor tamafio provocaban una mayor agregacién de las
nanoparticulas, siguiendo dichos cationes la tipica serie directa de Hofmeister. Curiosamente, el
cation mas grande ensayado por esos autores fue el tetrametilamonio que es el cation mas
pequeno de la serie homdloga de cationes tetraalquilamonio estudiada en este capitulo. Por otra
parte, en la referencia (Perera et al., 2016), los autores estudiaron el efecto de varios cationes
sobre la agregaciéon de Ct-AuNPs, encontrando que el valor de CCC es menor para los cationes
mas grandes, es decir, que los cationes mas grandes favorecian la agregacion. Por ultimo, mas
recientemente, en la referencia (Hu et al., 2020), los autores estudiaron el efecto de los cationes
de metales alcalinos en la agregacion de nanoparticulas de oro y concluyeron, de nuevo, que la
CCC disminuye al aumentar el tamafio del cation a lo largo de la serie de los cationes alcalinos,
es decir, los cationes mas grandes son mas eficaces para producir la agregacion de AuNPs. Las
conclusiones que se derivan de los trabajos de todos estos autores estan en buen acuerdo con
los resultados presentados en este capitulo sobre el efecto que tiene el tamafio de los cationes

en la agregacion de las nanoparticulas.
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2.4. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha estudiado el efecto de los cationes grandes monovalentes de
tetraalquilamonio sobre la cinética de agregacion de Ct-AuNPs. Los resultados obtenidos
muestran que la velocidad de agregacion de las Ct-AuNPs depende del tamafio del cation
presente en la disolucion. Asi, cuando la concentracion de estos iones en el medio es la misma,
las Ct-AuNPs agregan mas rapidamente (la cinética de agregacién es mas rapida) en presencia
del cation BusN*, que es el cation de mayor tamano de los tres estudiados, como reflejan las
pendientes de los graficos de tamano frente a tiempo. El pequefo error derivado de la desviacion
estandar de las pendientes (menos del 10% en el supuesto mas desfavorable) corrobora esta

conclusion, que también esta de acuerdo con los resultados encontrados en la bibliografia.

Finalmente, el poder desestabilizador de los cationes tetraalquilamonio sobre las Ct-AuNPs
sigue el mismo orden que sus volumenes, BusN* > PryN* > EtsN* lo que significa que sigue la
serie directa de Hofmeister. Una posible razén del mayor efecto desestabilizador asociado a los
cationes mas grandes es su hidratacion mas débil, lo que favorece una interaccién mas intensa

con la superficie de las nanoparticulas.
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ESTUDIO DE LA AGREGACION DE NANOPARTICULAS DE ORO EN
PRESENCIA DEL COPOLIMERO TERMOSENSIBLE
PNIPAAMs-b-PAMPTMAs

RESUMEN

Una vez mostradas en el capitulo anterior las consecuencias de adicionar un electrolito a
una suspension de nanoparticulas de oro recubiertas con citrato (Ct-AuNPs), en este capitulo
se estudia la influencia que sobre la agregacion de Ct-AuNPs tiene la presencia de un
copolimero termosensible. Para ello, se caracterizd el “nanocomposite” resultante de la
combinacion de Ct-AuNPs con el copolimero dibloque cloruro de poli(N-isopropilacrilamida)-
bloque-poli(3-acrilamidopropil) trimetilamonio o PNIPAAMss-b-PAMPTMAes(+) que es de
naturaleza cationica en disoluciéon acuosa por lo que tiene facilidad para interaccionar con la
superficie cargada negativamente de las Ct-AuNPs. Asi, se estudié la capacidad de este
copolimero para evitar la agregacion de las Ct-AuNPs cuando la fuerza iénica del medio es
elevada. Ademas, puesto que el copolimero es termosensible, se determiné la influencia de la
temperatura en el “nanocomposite” formado. Se obtuvo que el copolimero tiene una temperatura
de disolucion critica mas baja (“‘Lower Critical Solution Temperature” LCST) de
aproximadamente 42°C, por lo que a temperaturas mayores se vuelve hidrofébico, formando
con facilidad redes poliméricas que atrapan las Ct-AuNPs y dan lugar a la formacion del

“nanocomposite”.

Para evaluar la agregacion de las nanoparticulas en presencia de las cadenas del
copolimero se llevaron a cabo estudios variando la fuerza iénica del medio de reaccién y la
temperatura, utilizando las siguientes técnicas: espectroscopia visible ultravioleta (UV-vis),
dispersiéon dinamica de luz (DLS) y microscopia electrénica de transmisiéon (TEM). Para la
concentracion de trabajo de PNIPAAM4s-b-PAMPTMAG(+) utilizada, el copolimero es capaz de
recubrir de forma eficaz las Ct-AuNPs, formando redes que las atrapan, evitando asi la

formacion de agregados.
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3.1. INTRODUCCION

Como ya se ha comentado, las nanoparticulas de oro son sencillas de sintetizar y tienen
muchas aplicaciones en distintos campos como la biomedicina (Kohout et al., 2018), la catalisis
(Ansar et al., 2018), los sensores colorimétricos (Liu et al., 2018) o la remediacion
medioambiental (Biao et al., 2018). Dado que las nanoparticulas en disolucion tienden a agregar,
se suelen recubrir con moléculas de pequefo tamafo cargadas eléctricamente que las
estabilizan como consecuencia de las repulsiones electrostaticas que se generan. Sin embargo,
si el medio en el que se encuentran las nanoparticulas tiene una fuerza ionica, |, suficientemente
elevada, las interacciones electrostaticas se apantallan y las nanoparticulas agregan, efecto que
suele ser no deseado (Pamies et al, 2014). Para evitar la agregacién de las nanoparticulas, se
puede afadir algun polimero que se adsorba sobre su superficie, formandose asi nanoparticulas
de tipo “core-shell” (Chatterjee et al., 2014) o algun tipo de estructura reticular que atrapa y

protege las nanoparticulas (Collado-Gonzalez et al., 2015).

Un tipo de polimero que resulta interesante para evitar la agregacién de nanoparticulas es
el polimero termosensible poli(N-isopropilacrilamida), o PNIPAAM, cuyas propiedades
estructurales pueden ajustarse mediante la temperatura (Li et al., 2021). Cuando el PNIPAAM
de alto peso molecular se disuelve en agua experimenta un cambio estructural, pasando de una
conformacion de ovillo al azar a una conformacién globular siempre y cuando la temperatura
supere su temperatura de disolucion critica mas baja, LCST = 32 °C (Wu y Wang, 1998). Para
el PNIPAAM de bajo peso molecular, su valor LCST depende tanto de la longitud de la cadena

como de la concentracion de polimero (Pamies et al., 2009).

Por otro lado, los copolimeros dibloque formados por un bloque de PNIPAAM y un bloque
de naturaleza catidénica pueden interactuar facilmente con la superficie de citrato cargada
negativamente que recubre a las nanoparticulas de oro (Pamies et al., 2016). Un polimero que
puede cumplir adecuadamente el papel de bloque catiénico es el cloruro de poli(3-
acrilamidopropil) trimetilamonio, o PAMPTMA (+), (Pamies et al., 2010; Cardoso et al., 2014). En
este trabajo, como agente de recubrimiento para las Ct-AuNPs, se ha utilizado una variante del
copolimero dibloque termosensible y anfifilico cloruro de poli(N-isopropilacrilamida)-bloque-
poli(3-acrilamidopropil) trimetilamonio formado por 48 monémeros de NIPAAM y 6 monomeros
de AMPTMA (+), cuya abreviatura es PNIPAAM4s-b-PAMPTMAs(+) y al que, a partir de ahora,
nos referiremos como Cop-48/6 (Figura 3.1). El bloque catiénico corto permite una interaccién
eficaz con las Ct-AuNPs sin enmascarar las caracteristicas termosensibles del bloque
PNIPAAM.
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Figura 3.1. Estructura quimica del copolimero PNIPAAMus-b-PAMPTMAg(+) o
Cop-48/6.

El principal objetivo del trabajo expuesto en este capitulo es dilucidar cémo interaccionan las
Ct-AuNPs con el copolimero PNIPAAMss-b-PAMPTMAe(+) y evaluar la capacidad de este
copolimero para evitar la agregacion de dichas nanoparticulas cuando la fuerza idnica del medio
en el que se encuentran es elevada, ampliando de esta forma el campo de aplicacion de las
nanoparticulas de oro en condiciones desfavorables. Ademas, dado que el copolimero
PNIPAAM4g-b-PAMPTMA¢(+) tiene una naturaleza termosensible, se determind la influencia, no
solo de la fuerza iénica, sino también de la temperatura en los tres sistemas que se manejan en
este estudio: la suspension de Ct-AuNPs, la disolucion de copolimero y el “nanocomposite”
formado tras mezclar la suspension de Ct-AuNPs y la disolucién del copolimero. Las técnicas
instrumentales utilizadas para el estudio fueron la dispersion dinamica de luz (DLS), la
espectroscopia visible ultravioleta (UV-vis) y, la microscopia de transmision electrénica (TEM).
Se pudo concluir que el “nanocomposite” obtenido evita la agregacién de las Ct-AuNPs. La
formacion de este tipo de “nanocomposites” puede ser util tanto en catélisis como en la

recuperacion de nanoparticulas de oro.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. REACTIVOS

Las Ct-AuNPs utilizadas fueron adquiridas en Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) en forma
de suspension acuosa de concentracion 6x10'? particulas/cm®. Antes de comenzar con el
estudio se comprobé en el equipo de DLS del laboratorio que el diametro hidrodinamico, Dn, de
las Ct-AuNPs era 20 nm.

El copolimero catiénico dibloque Cop-48/6 fue sintetizado y proporcionado por el grupo del
Profesor Nystrom del Departamento de Quimica de la Universidad de Oslo, en Noruega. Los
detalles del proceso de sintesis, que se basa en el método de polimerizacion radicalaria por
transferencia de atomo (“Afom Transfer Radical Polymerization”, ATRP), aparecen descritos en
la bibliografia (Pamies et al., 2009; Pamies et al., 2010; Dedinaite et al., 2010). El resultado de
esta sintesis es un copolimero muy monodisperso cuyo peso molecular, determinado por la
técnica de fraccionamiento de flujo de campo asimétrico (“Asymmetric Flow Field-Flow
Fractionation”, AFFFF), fue M = 8190 g/mol (Pamies et al., 2010). La estructura quimica de este

copolimero dibloque catidnico es la que aparece reflejada en la Figura 3.1.

El cloruro de sodio, NaCl, utilizado para modificar la fuerza i6nica del medio, fue adquirido a
Panreac (Barcelona, Spain) con una pureza del 99%. El agua utilizada en todos los casos se
purifico mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

3.2.2. PREPARACION DE DISOLUCIONES

Se prepar6 una disolucion acuosa de Cop-48/6 inicial de concentracion 0,1% m/m. Para
realizar los experimentos se tomaban 1,5 mL de esta disolucién y se afiadian a 0,5 mL de la
suspension de Ct-AuNPs con lo que la concentracién de trabajo de Cop-48/6 era 0,075% m/m
(Fernandez Espin, 2017). Esta concentracién de trabajo es la adecuada para evitar la
agregacion de las Ct-AuNPs tal y como se mostrara a continuacion. Segun resultados anteriores
(Fernandez Espin, 2017), concentraciones inferiores de copolimero no evitan la agregacion de
las Ct-AuNPs.

Para variar la fuerza i6nica del medio, |, se utilizé cloruro de sodio (NaCl). Aunque
rigurosamente, la fuerza idnica del medio también depende de la concentracion de Cop-48/6, ya
que es un polielectrolito, en la practica, la fuerza iénica del medio, |, vendra referida en base a

la concentraciéon de NaCl.
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3.2.3. INSTRUMENTACION

El tamafio hidrodinamico se midié por DLS usando el equipo Zetasizer Nano-ZS descrito en
el Capitulo 1. De los tres tipos de distribuciones de tamafo que proporciona el software del
equipo (ver Capitulo 1), en este trabajo se han usado las distribuciones en intensidad y en
volumen. Como se expuso en el Capitulo 1, la distribucion en intensidad enfatiza las especies
que dispersan luz mas intensamente, es decir, las particulas de mayor tamafo, mientras que la
distribucion en volumen se deriva de la anterior y tiende a enfatizar las especies con mayor

numero de particulas.

Como ya se ha comentado en capitulos anteriores, la resonancia de plasmon de superficie
(SPR) caracteristica de las Ct-AuNPs aparece como una fuerte banda de absorcién en la region
visible del espectro electromagnético que se puede utilizar para detectar la agregacion de las
Ct-AuNPs. Los espectros de absorcidon se obtuvieron utilizando un espectrofotéometro UV-vis
T92+ de PG Instruments como el descrito en el Capitulo 1. El rango de barrido seleccionado
abarco desde 400 nm a 850 nm, siendo el intervalo de medida de 1 nm. Las medidas se
realizaron a una temperatura de (25 £ 3) °C. Dado que no se puede fijar una temperatura exacta
con el instrumento utilizado, se considera que este rango de variacion no influye en las
conclusiones que se extraen del estudio, por lo que, a efectos practicos, se considera que todas

las medidas de absorbancia se realizaron a 25 °C.

El analisis realizado con TEM se llevd a cabo con un microscopio electronico Jeol 1011
(JEOL, Tokyo, Japan) operando con un voltaje de 195 kV, usando una camara Gatan Bioscan
modelo 792 (Gatan, Pleasanton, CA, USA) para la adquisicién de imagenes. Las muestras se
prepararon con el mismo procedimiento descrito en el Capitulo 2, es decir, depositando con una
micropipeta 10 yL de disolucion de nanoparticulas en una rejilla de cobre/niquel con
revestimiento de Formvar/carbon y dejandola secar a temperatura ambiente. Por ultimo, el

exceso de muestra se retiré con papel absorbente.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para entender mejor el comportamiento del “nanocomposite” (CT-AuNPs + Cop-48/6)
obtenido al mezclar la suspension de Ct-AuNPs con la disolucién de copolimero Cop-48/6, en
primer lugar, se estudié por separado el comportamiento de cada sistema al variar la fuerza
idnica mediante la adicion de NaCl. Asi mismo, como el Cop-48/6 es sensible a la temperatura,
se determiné la influencia de ésta en su comportamiento, obteniéndose su LCST. Una vez
caracterizados de forma independiente los sistemas que constituyen el “nanocomposite”, se

estudio el comportamiento de éste en funcion de la fuerza idnica y la temperatura.
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3.3.1. EFECTO DE LA VARIACION DE LA FUERZA IONICA EN LA
SUSPENSION DE Ct-AuNPs

Al aumentar la fuerza idnica del medio, la superficie de las Ct-AuNPs, que se encuentra
cargada negativamente, es apantallada por los contraiones de la sal y, en consecuencia, se
produce la agregacion de las Ct-AuNPs (Pamies et al, 2014). Para caracterizar este proceso, se
utilizaron las técnicas de DLS y espectroscopia UV-vis, cuyas medidas se realizaron todas a
25°C (el tamario de las Ct-AuNPs no depende de la temperatura (Pamies et al., 2016) y 24 horas

después de anadir la sal.

La Figura 3.2a ilustra la evolucion de la distribucion de tamafios en intensidad (similar a la
distribucion en volumen para muestras monodispersas) al aumentar la fuerza idnica desde un
valor | =0 M aun valor | = 1 M. En ella se observa cémo, en el rango de concentraciéon de NaCl
que vade 0 M a 0,1 M, el tamafio de las Ct-AuNPs practicamente no varia. Sin embargo, cuando
la concentracién de sal aumenta a 0,5 M el tamafio aumenta ligeramente, mientras que por
encima de 0,5 M aparecen tamarfios de nanoparticulas en torno a 100 nm lo que indica que hay
mucha agregacion. En este estudio, se eligiéo | = 0,75 M como caso mas desfavorable para
comprobar la capacidad de Cop-48/6 para evitar la agregacion de Ct-AuNPs. La razén es que
ese valor provoca una fuerte agregacién, pero los agregados permanecen en suspension el

tiempo suficiente para realizar las medidas.
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Figura 3.2. (a) Distribuciones de tamafo en intensidad de las Ct-AuNPs en concentraciones
variables de NaCl. (b) Espectros UV-vis de las Ct-AuNPs en diferentes concentraciones de NaCl.
Las mediciones se realizaron a 25°C y 24 h después de la adicién de sal.
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La Figura 3.2b muestra el correspondiente espectro UV-vis, el cual corrobora los resultados
obtenidos mediante DLS. Para el rango de fuerza i6énica entre 0 My 0,1 M, la longitud de onda
correspondiente al pico de plasmon se mantiene en torno a 520 nm (linea gris), caracteristico
de las nanoparticulas de oro cuyo diametro hidrodinamico es aproximadamente 20 nm (Pamies
et al, 2014 y Collado-Gonzalez et al., 2015). Ello indica que no ha ocurrido agregacion de forma
apreciable. Por otro lado, cuando la fuerza iénica es 0,75 M el pico de plasmén se desplaza a
mayor longitud de onda (fendmeno conocido como desplazamiento al rojo o “redshift’) lo que
significa que se forman agregados de gran tamafo. Ademas, debido a la polidispersidad de los

agregados, el pico es mas ancho.

3.3.2. EFECTO DE LA VARIACION DE LA TEMPERATURA Y LA FUERZA
IONICA EN LA DISOLUCION DE Cop-48/6

Con el fin de estudiar el comportamiento del copolimero Cop-48/6 en funcién de la
temperatura, se hizo uso de una disolucién de copolimero 0,01% m/m. A mayor concentracion,
las cadenas de copolimero agregan fuertemente y la LCST no se puede determinar
adecuadamente. Se estudio el rango de temperaturas de 25 °C a 60 °C en intervalos de 5 °C.
El tiempo de equilibrio para cada temperatura fue de 10 min. Se realizé un estudio previo donde
se determind que 10 min es suficiente para que el agregado de copolimero alcanzase un tamafo

estable.

Se estudio también la influencia de la fuerza iénica del medio en el Cop-48/6, seleccionando
un valor de | = 0,05 M. Valores mayores de fuerza iénica provocan una fuerte asociacion de las

cadenas del copolimero con lo que no se puede determinar claramente un valor para la LCST.

La Figura 3.3 muestra la distribucion de tamafo en volumen para cada temperatura
estudiada sin (I = 0 M) y con (I = 0,05 M) adicion de sal. En este caso, se utilizé la distribucion
en volumen en lugar de la distribucion en intensidad porque en la distribucion en intensidad
aparecen pequefos picos que, aunque son poco relevantes (ya que no aparecen en la
distribucion en volumen), hacen que la grafica no sea tan clara de interpretar. En general, en los
sistemas donde el copolimero esta presente, bien la disoluciéon de copolimero solo o bien el

“nanocomposite”, es preferible utilizar la distribuciéon en volumen.
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Figura 3.3. Distribucion en volumen del Cop-48/6 al variar la temperatura y la fuerza iénica.

En lo que respecta a la influencia de la temperatura, en el rango de 25 °C a 40 °C se observa
que el pico relevante se encuentra entre 3 nm y 5 nm. Este es el tamafio aproximado esperado
para las cadenas de copolimero individuales, suponiendo que presenten una conformacion de
ovillo al azar y su radio hidrodinamico (Rn) sea similar al radio de giro. Este ultimo puede
estimarse utilizando la relacion para polimeros vinilicos flexibles (Ecuacion 3.1):

a2 \1/2
R, = (COO X Ne_e X CG'C) Ecuacioén 3.1.

donde C. es la razon caracteristica, n._ces el nimero de enlaces carbono-carbono de la cadena
principal y dcc es la longitud de los enlaces carbono-carbono (Pamies et al., 2007). La razén
caracteristica es el cociente entre el tamafio real de la cadena polimérica y el que tendria si ésta
fuera totalmente flexible y se pudiera describir mediante el modelo matematico de cadena
libremente articulada. C. es, por tanto, un parametro que caracteriza la flexibilidad del polimero,
siendo 1 para una cadena polimérica totalmente flexible y mayor que 1 conforme menos flexible

es la cadena.

Asumiendo C. = 10,6 para el PNIPAAM (que es el bloque principal del Cop-48/6) (Zeng et
al., 1999), nc.c.= 54 (48 mondmeros en el bloque PNIPAAM mas 6 monémeros en el bloque
PAMPTMA), y d.—= 0,154 nm (longitud tipica de los enlaces C-C), el radio de giro (Rg) obtenido
para una cadena de copolimero Cop-48/6 es 1,5 nm, lo que implica un diametro de 3 nm que es
lo que se observa en la Figura 3.3. Por lo tanto, la mayoria de las cadenas del copolimero son

ovillos al azar por debajo de 40 °C, lo que indica que el rango de temperatura estudiada esta
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por debajo de la LCST. Sin embargo, a 45 °C los picos relevantes aparecen para valores del
diametro hidrodinamico entre 100 nm y 1000 nm, lo que corresponde claramente a agregados
o redes (marafas) de cadenas de copolimero. Esto indica que 45 °C esta por encima de la
LCST. A temperaturas inferiores a la LCST, el copolimero tiene un caracter predominantemente
hidrofilico y sus cadenas se encuentran bien disueltas en agua, pero cuando la temperatura
alcanza el valor de la LCST, el copolimero se vuelve hidrofébico en su conjunto debido a que el
bloque termosensible de PNIPAAM, que es mucho mayor y tiene mas preponderancia que el
bloque hidrofilico PAMPTMA (+), se vuelve hidrofébico con lo que las diferentes cadenas

agregan a consecuencia de las interacciones hidrofébicas que se producen entre ellas.

En relacion a la influencia de la fuerza idnica, se puede apreciar que un ligero aumento de
ésta provoca un ligero aumento del tamafio de los agregados que se forman cuando la
temperatura es superior a la LCST. De forma analoga a lo que sucede con las nanoparticulas,
el apantallamiento de la carga positiva del copolimero por los aniones salinos favorece que las
distintas cadenas puedan asociarse. De hecho, se sabe que un aumento de la fuerza iénica
favorece la asociacion de cadenas en copolimeros de la familia PNIPAAMy-b-PAMPTMAW(+) e

incluso puede disminuir la LCST de éstas (Bayati et al., 2012).

En la Figura 3.4 se muestra la evolucion del Dy del copolimero con la temperatura tanto en
ausencia de sal, | = 0 M, como en presencia de sal, | = 0,05 M. Para asignar un valor unico al
diametro hidrodinamico, se utilizé el valor maximo de la funcién de distribucién en volumen que

corresponde a la poblacion principal.
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Figura 3.4. Evolucion del diametro hidrodindmico de Cop-48/6 con la temperatura tanto en
ausencia (gréfica roja) como en presencia (grafica azul) de NaCl.
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Independientemente de la fuerza idnica, se observa un incremento brusco de tamano entre
40 °C y 45 °C, por lo que se puede deducir que la LCST se encuentra en ese rango de
temperatura, pudiéndose estimar su valor en torno a 42 °C. Como se ha mencionado en la
introduccion de este capitulo, la LCST para PNIPAAM de elevado peso molecular es 32 °C (es
decir, a partir de esa temperatura cadenas largas de PNIPAAM se vuelven hidrofébicas). Es
I6gico que el copolimero Cop-48/6 presente un valor de LCST superior a 32 °C debido a que el
bloqgue PAMPTMA(+) hace que el copolimero mantenga cierto caracter hidrofilico y el bloque
PNIPAAM no es lo suficientemente grande como para enmascarar el efecto del bloque
PAMPTMA(+). Como sefalan algunos autores, la relacién de las longitudes de los bloques
hidrofilico e hidrofobico influye en las asociaciones que se producen entre cadenas debido al
papel protector del bloque hidrofilico (Bayati et al., 2012; Maleki et al., 2011). Por otra parte, a
partir de la LCST, se observa un incremento de tamafo mas pronunciado y la formacién de
agregados mas grandes en presencia de sal porque, como ya se ha sefalado, el
apantallamiento de la carga positiva del copolimero favorece la asociacion entre cadenas (Bayati
et al., 2012).

3.3.3. EFECTO DE LA VARIACION DE LA FUERZA IONICA EN EL
“NANOCOMPOSITE” (Ct-AuNPs + Cop-48/6)

Para una mejor comparacion, la Figura 3.5a representa sobre una misma grafica las
funciones de distribucién de tamafo en volumen de la suspension de las Ct-AuNPs, de la
disolucion de Cop-48/6, y del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) obtenido después de
mezclar ambos sistemas a 25 °C y en un medio de fuerza iénica | = 0 M. Se observa que el pico
correspondiente al “nanocomposite” aparece a un tamafio ligeramente superior al pico
correspondiente a las Ct-AuNPs, ya que las Ct-AuNPs recubiertas con copolimero son
estructuras de mayor tamano. Ademas, existen algunos agregados de Cop-48/6 con Ct-AuNPs
atrapadas. Por otro lado, la mayoria de las cadenas de la disolucién de copolimero forman ovillos

al azar que son de menor tamano que las Ct-AuNPs de la suspension comercial.
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Figura 3.5. Distribucion de tamafio en volumen del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) a la
temperatura0 25 °C. (a) Sin adicién de sal, y (b) con NaCl 0,75 M. Para una comparacion mas
clara, también se representan las distribuciones de Ct-AuNPs y Cop-48/6.

Aunvalorde |1 =0,75M (el caso mas favorable considerado para la agregacion de Ct-AuNPs)
y 25 °C (Figura 3.5b), la agregacion se produce tanto en la suspensiéon de Ct-AuNPs como en
la disolucion Cop-48/6. Bajo estas condiciones, las cadenas del copolimero en disolucién forman
principalmente agregados o redes (no aparece ningun pico alrededor de 3 nm), aunque 25 °C
esta por debajo de la LCST. Tanto la elevada fuerza iénica que apantalla la carga del copolimero
como la alta concentracion de copolimero favorecen la asociacién entre cadenas. Sin embargo,
las estructuras del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) mantienen aproximadamente el
mismo tamano que a | = 0 M. Esto indica que el copolimero evita la agregacion de las Ct-AuNPs,
ya sea debido a la formacién de estructuras tipo “core shell” en las que Ct-AuNPs individuales
se encuentran recubiertas por cadenas de copolimero o a la formaciéon de redes de copolimero
en las que las Ct-AuNPs quedan atrapadas. Por otro lado, las cadenas del copolimero que
forman parte del “nanocomposite” no agregan de forma apreciable porque sus cargas ya estan
apantalladas por las Ct-AuNPs atrapadas, por lo que el aumento de la fuerza idénica tiene poco
efecto sobre ellas. Ciertamente, a | = 0,75 M aparecen algunas estructuras de gran tamafo
debido al apantallamiento producido por los iones salinos que siempre favorece el crecimiento
de las redes poliméricas. Las estructuras grandes que aparecen en el “nanocomposite” son mas
evidentes en la distribucién en intensidad (que no se muestra aqui). Como se pondra de
manifiesto por espectroscopia UV-vis, estas grandes estructuras corresponden a redes de

copolimero (siempre existentes a cualquier condicion de trabajo) y no a agregados de Ct-AuNPs.

La agregacion de Ct-AuNPs en el “nanocomposite” se puede determinar mediante
espectroscopia UV-vis ya que el pico de plasmon se debe Unicamente a las Ct-AuNPs, no al

copolimero, y su posicion depende del tamafo de las mismas. La Figura 3.6 recoge los
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espectros UV-vis procedentes de la suspension de Ct-AuNPs y del “nanocomposite” tanto en
ausencia de sal, | = 0 M, como en presencia de elevada concentracion de sal favorable a la
agregacion, | = 0,75 M. En todos los casos la temperatura de trabajo fue 25 °C. Se observa que
el pico de plasmén aparece aproximadamente a la misma longitud de onda en la suspensién
original de Ct-AuNPs y en los dos sistemas en los que se forma el “nanocomposite” (véase la
linea gris continua), lo que indica que las Ct-AuNPs tienen aproximadamente el mismo tamario
en los tres sistemas. Sin embargo, el pico de plasmén esta claramente desplazado al rojo en la
suspension de Ct-AuNPs cuando | = 0,75 M, lo que indica una fuerte agregacion de las
nanoparticulas. Ciertamente, en el “nanocomposite” (graficas azules), el pico de plasmén
aparece ligeramente desplazado al rojo, fendmeno que puede atribuirse a la proximidad de las
nanoparticulas atrapadas en las redes de copolimero y no a la formacién de agregados inducida
por la elevada fuerza idnica. Por tanto, algunas nanoparticulas deben estar lo suficientemente
cerca como para producir un ligero desplazamiento al rojo del pico de plasmoén (Sénnichsen et
al., 2005), pero conservan su individualidad. Por otro lado, la posicién del pico de plasmén en
los dos espectros correspondientes al “nanocomposite” es exactamente la misma, lo que indica
que la adicién de sal no provocd ningun cambio en el tamafio de las Ct-AuNPs, lo que permite

concluir que las Ct-AuNPs no agregan cuando se forma el nanocomposite.
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Figura 3.6. Espectro UV-vis del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) a 25 °C variando
la concentracién de NaCl. Para una comparacion mas clara, también se muestra el espectro
UV-vis de las Ct-AuNPs.

Las conclusiones anteriores se ven confirmadas por las imagenes TEM. Asi, la Figura 3.7a

corresponde al “nanocomposite” cuando el valor de la fuerza i6nica es | = 0 M. En la imagen se
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aprecia que algunas Ct-AuNPs estan dispersas individualmente por la disolucion. Estas
nanoparticulas deben estar recubiertas por cadenas de copolimero formando estructuras de tipo
“core-shell”. Por otra parte, también se observan grupos de Ct-AuNPs que, aunque estan
proximas entre si, conservan su individualidad. Estas Ct-AuNPs deben estar atrapadas en redes
de copolimero. La Figura 3.7b corresponde al “nanocomposite” a | = 0,75 M. Se observa una
imagen similar a la de la Figura 3.7a: algunas Ct-AuNPs se encuentran dispersas y otras se
encuentran agrupadas preservando su individualidad. Esto concuerda con la Figura 3.5, donde
la distribucién en volumen del “nanocomposite” es bastante similar en las Figuras 3.5ay 3.5b, y
con la Figura 3.6, donde el pico de plasmén mantiene su posicion en los dos sistemas donde
esta presente el “nanocomposite”. Algunas Ct-AuNPs parecen estar mas cerca en la Figura 3.7b
que en la Figura 3.7a, lo cual puede ser debido a que cuando la fuerza i6nica es elevada se

forman redes de copolimero mas compactas.

Las imagenes TEM también sugieren que las Ct-AuNPs atrapadas estan adheridas a la
superficie de las redes de Cop-48/6, de lo contrario la mayoria de las imagenes mostrarian
regiones con una densidad muy alta de Ct-AuNPs y no se podria apreciar la individualidad de

éstas.

Figura 3.7. Imagenes TEM del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6): (a) | =0 M, (b) 1 = 0,75 M.
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3.3.4. EFECTO DE LA VARIACION DE LA TEMPERATURA EN EL
“NANOCOMPOSITE” (Ct-AuNPs + Cop-48/6)

También se estudié el comportamiento del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) al

aumentar la temperatura, tanto a | = 0 M (Figura 3.8a) como a | = 0,75 M (Figura 3.8b).
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Figura 3.8. Distribucion de tamafio en volumen del “nanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6)
a distinta temperatura. (a) Sin adicién de sal, (b) con NaCl 0,75 M.

A 25 °C, por debajo de la LCST del copolimero (42 °C), se obtuvieron las mismas
distribuciones representadas en la Figura 3.5. Como ya se comentd, a esta temperatura
aparecen tanto estructuras tipo “core-shell” como pequefias redes de polimero con
nanoparticulas atrapadas. Para | = 0,75 M pueden aparecer redes algo mayores favorecidas por
el apantallamiento. Sin embargo, al aumentar la temperatura por encima de la LCST, aparecen
picos a valores de tamafo muy grande (1000 nm), tantoa | =0 M como a | = 0,75 M, porque las
cadenas del copolimero se vuelven hidréfobas, lo que favorece su asociacion en mucha mayor
medida que la fuerza iénica, y se forman grandes redes poliméricas. Curiosamente, las
distribuciones correspondientes a una temperatura superior a la LCST y auna | = 0,75 M
presentan, ademas de un pico a 1000 nm, otro pico a tamafo inferior a 100 nm (aunque, por
supuesto, a valor mas grande que el pico correspondiente a la distribucion con temperatura
inferior a la LCST). Puede que una fuerza idnica excesivamente elevada dificulte la asociacion
por hidrofobicidad, pero este es un extremo que no se ha comprobado (el estudio de la influencia

de la temperatura sobre el copolimero se llevo a cabo a una fuerza iénica pequefia de 0,05 M).

Se utilizé espectroscopia UV-vis para determinar si se producia agregacion de Ct-AuNPs

debido al proceso de calentamiento. Como sélo era posible trabajar a 25 °C, se registré el
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espectro del “nanocomposite” antes de calentarlo y después de enfriarlo. La Figura 3.9 muestra
claramente que el pico de plasmén aparece a la misma longitud de onda en todos los casos.
Por lo tanto, independientemente de la fuerza ionica, las Ct-AuNPs no agregan durante el

proceso de aumento y disminucién de la temperatura.
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Figura 3.9. Espectro UV-vis del “hnanocomposite” (Ct-AuNPs + Cop-48/6) a 25 °C variando
la concentracion de NaCl antes de calentar y después de enfriar.

3.4. CONCLUSIONES

El PNIPAAM4s-b-PAMPTMAs(+), o Cop-48/6, es un copolimero anfifilico y termosensible
cargado positivamente con una LCST de unos 42 °C que forma agregados o redes al aumentar
la temperatura y/o la fuerza idnica del medio. A una temperatura superior a la LCST, Cop-48/6
se vuelve hidrofébico debido al bloque PNIPAAM y se produce la asociacion entre cadenas. Por
otro lado, el aumento de la fuerza idnica apantalla el bloque cargado PAMPTMA(+)

disminuyendo su hidrofilicidad y favoreciendo la asociacion entre cadenas.

Cuando se anade una disolucion de Cop-48/6 a una suspension de Ct-AuNPs, la atraccion
electrostatica entre las Ct-AuNPs y las cadenas de copolimero provoca la formacién tanto de
estructuras “core-shell” como de redes de copolimero con Ct-AuNPs atrapadas individualmente.
Por tanto, no se produce la agregacion esperada de Ct-AuNPs al aumentar la fuerza iénica. Las
Ct-AuNPs conservan también su individualidad cuando se aumenta la temperatura y se forman
grandes redes de copolimero. Las Ct-AuNPs se encuentran principalmente esparcidas en la
superficie de esas redes de tal manera que estan cerca, pero no con el contacto necesario para

formar agregados, lo que explica el ligero desplazamiento al rojo del pico de plasmon.
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En resumen, el recubrimiento de nanoparticulas de oro con el copolimero dibloque catidnico
termosensible Cop-48/6 da lugar a un comportamiento de agregacion peculiar que se puede
modular con la temperatura y la fuerza iénica, dando lugar a un “nanocomposite” en el que
aparecen Ct-AuNPs individuales, en vez de aglomeradas, esparcidas sobre redes poliméricas
cuyo tamafo varia con la temperatura. Asi, se forman estructuras de unos 1000 nm cuando la

temperatura supera la LCST.

El tamano y la polidispersidad del “nanocomposite” ofrecen la posibilidad de generar redes
poliméricas que contengan pequefas nanoparticulas metalicas dispersas e inmovilizadas en su
superficie independientemente de la salinidad y la temperatura del medio, lo que puede tener
ventajas en campos como la catalisis o la captura y retirada de nanoparticulas de un
determinado medio. Hay que tener en cuenta que, en principio, otras nanoparticulas metalicas
distintas a las de oro (por ejemplo, las de plata o las de diferentes 6xidos de metales de

transicion) también podrian formar este tipo de “nanocomposites”.

El papel de las nanoparticulas metalicas como materiales cataliticos es bien conocido, asi
como la importancia de la estabilizacion y el soporte de las nanoparticulas cataliticas, lo cual,
ademas, es crucial para la recuperacion del catalizador tras su uso (Astruc et al., 2005). En este
sentido, el tipo de “nanocomposite” estudiado en este capitulo es un buen candidato a ser
utilizado como catalizador semiheterogéneo y hasta podria considerarse como un nanoreactor.
Asi, las redes de Cop-48/6 son plantillas apropiadas para anclar y estabilizar altas
concentraciones de nanoparticulas de pequefio tamano que mantendran su individualidad
independientemente de las condiciones del medio. Ademas, el tamano de las estructuras
reticulares podria ajustarse variando la temperatura. Tanto el efecto de aumentar la temperatura
como el de aumentar el tamafo de la red pueden ser positivos para algunos procesos quimicos.
Por ultimo, debido a su gran tamano y peso molecular, el “hanocomposite” podria recuperarse

facilmente por centrifugacion.

Es también destacable, que el amplio uso actual de nanoparticulas metalicas constituye una
grave amenaza para el medio ambiente y la salud humana (Martinez et al., 2021). Precisamente,
el pequeno tamafio y la forma esférica de muchas nanoparticulas, que son caracteristicas
cruciales para muchas de sus aplicaciones, son también en parte el origen de su toxicidad
(Sukhanova et al., 2018). Una estrategia para disminuir este problema es disefiar nanoparticulas
con baja toxicidad (Buchman et al., 2019) pero eso no siempre es posible y muchas
nanoparticulas pequefas se liberan diariamente al medio ambiente. En la actualidad, existe una

creciente preocupacion por los problemas medioambientales causados por el uso indiscriminado
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de nanoparticulas (Martinez et al., 2021). En este sentido, la formacion de “nanocomposites”
como los estudiados en este capitulo puede ser de interés en la busqueda de una solucion. Asi,
las nanoparticulas mantienen su tamafio pequefio en esos “nanocomposites”, tal y como se
requiere para algunas aplicaciones como la catalisis, pero quedan fuertemente atrapadas en
grandes estructuras, lo que podria evitar o disminuir la toxicidad del material (ya que no puede
penetrar en las células vivas). Ademas, la formacién de grandes estructuras reticulares que
atrapan nanoparticulas puede utilizarse para recoger nanoparticulas dispersas y eliminarlas del
medio mediante sedimentacion gravitacional o centrifugacion, preferiblemente antes de que se
liberen al medio ambiente. De este modo, la formacién de “nanocomposites” de tamano superior

a 1000 nm puede utilizarse como estrategia de limpieza de nanoparticulas toxicas.






CAPITULO 4

MONITORIZACION POTENCIOMETRICA DE
TETRACLOROAURATO(lIl) EN TIEMPO REAL CON UN
ELECTRODO SELECTIVO DE IONES Y SU
APLICACION A LA REDUCCION DE HAuCl, POR
HIDROXILAMINA CATALIZADA POR YODURO







Capitulo 4 79

MONITORIZACION POTENCIOMETRICA DE TETRACLOROAURATO(III)
CON UN ELECTRODO SELECTIVO DE IONES EN TIEMPO REAL Y SU
APLICACION A LA REDUCCION DE HAuCl; POR HIDROXILAMINA
CATALIZADA POR YODURO

RESUMEN

Se han desarrollado tres electrodos selectivos de iones para el anion tetracloroaurato(lll)
que han permitido efectuar la monitorizaciéon potenciométrica de la reaccion de reduccion de
dicho anién en presencia de hidroxilamina y yoduro. Se construyeron tres membranas diferentes
de cloruro de polivinilo plastificadas que contenian cloruro de tridodecilmetilamonio como
intercambiador de aniones. Estas membranas difieren en el plastificante utilizado: 2-nitrofenil
octil éter (NPOE), dioctil sebacato (DOS) y fosfato de tricresilo (TCP), respectivamente. La
respuesta potenciométrica de los electrodos hacia la concentracion de tetracloroaurato(lll) se
estudié mediante dos métodos. En el primer método, utilizado habitualmente en la calibracién
de electrodos selectivos de iones, se realizaron incrementos sucesivos en la concentracion de
tetracloroaurato(lll) en la muestra y se espero a que el potencial se estabilizara después de cada
incremento de la concentracion. El segundo método de calibracion se desarrollé para
aproximarse a la reaccién de reduccion del tetracloroaurato(lll) en la que se produce una
disminucion continua de la concentracidon de tetracloroaurato(lll) con el tiempo. Para ello se
procedié a efectuar una dilucién continua de una concentracion inicial de tetracloroaurato(lll)
bombeando una disolucion diluyente, mientras se mantenia constante el volumen total de la
muestra. Este método dio una excelente respuesta lineal de potencial frente a la concentracion
de tetracloroaurato(lll). Los electrodos calibrados mediante este procedimiento se utilizaron para
la monitorizacién potenciométrica de la cinética de una nueva reaccion: la reduccién de
tetracloroaurato(lll) por hidroxilamina catalizada por yoduro en medio acido. A partir de los

resultados experimentales obtenidos, se ha propuesto un mecanismo para esta reaccion.
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4.1. INTRODUCCION

Los electrodos selectivos de iones (ISEs) son una de las clases mas importantes de
sensores quimicos. Presentan varias ventajas, como un amplio rango de linealidad, bajo limite
de deteccion, alta selectividad, respuesta rapida, bajo coste econdmico y permiten mediciones
en disoluciones turbias. Se han utilizado en diversos campos analiticos, como el andlisis clinico,
la industria medioambiental y alimentaria, la industria agricola y la fabricacién industrial
(Mikhelson, 2013).

Debido a sus excelentes capacidades, los ISEs se han utilizado para la monitorizacién
potenciométrica de la cinética de diversas reacciones quimicas. A pesar de las ventajas y de la
variedad de esta clase de sensores quimicos, las referencias sobre su uso para la monitorizacion
cinética de reacciones quimicas no son tan abundantes y variadas como cabria esperar. Los
ISEs pueden agruparse en tres clases principales segun el tipo de membrana utilizada: de
membrana de vidrio, de membrana cristalina y de membrana liquida o su version actual, de
membrana polimérica plastificada. A continuacion, se comenta una seleccion significativa de los
articulos de investigacién publicados sobre la monitorizacién cinética de diversos tipos de

reacciones quimicas con electrodos selectivos de iones de las tres clases mencionadas.

El electrodo de pH es el electrodo de vidrio mas conocido y se ha utilizado en el estudio
cinético de algunas reacciones enzimaticas mediante el método “pH-stat titration”, como la
hidrdlisis enzimatica de la urea catalizada por ureasa (Rousseau y Atkinson, 1980), y mas
recientemente, en ensayos de degradacion enzimatica de polimeros de origen bioldgico (Miksch
et al., 2021). El electrodo selectivo de fluoruro, que es un ISE de membrana monocristalina, se
ha utilizado en la determinacion analitica de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) mediante la
reaccion de desplazamiento de fluoruro por EDTA en complejos de aluminio (Pentari et al.,
1991), asi como en ensayos de fosfatasa acida y alcalina potenciométricos basados en la
hidrélisis enzimatica de monofluorofosfato (Koncki et al., 2005). Un electrodo selectivo de picrato
de membrana liquida se ha utilizado para la determinacion de creatinina mediante la
monitorizacion potenciométrica de la cinética de la reaccidn entre creatinina y picrato (reaccién
de Jaffé) (Diamandis et al., 1977). Los electrodos selectivos de iones basados en membranas
poliméricas plastificadas, como el desarrollado en este capitulo, son actualmente los mas
numerosos. Ejemplos de la utilizacion de ISEs de este tipo en la monitorizacion potenciométrica
de reacciones quimicas son: el de wun electrodo selectivo desarrollado para
hexacloroantimoniato(V) que se utilizé para la determinacion cinético-potenciométrica de yoduro
y cobre basada en la reaccién de reduccion de hexacloroantimoniato(V) por hidroxilamina

catalizada por yoduro (Sanchez-Pedrefio et al., 1992a) y Cu?* (Sanchez-Pedrefio et al., 1992b),
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asi como un electrodo selectivo desarrollado para acetilcolina que se aplicé a la monitorizacién
de la hidrdlisis enzimatica de acetilcolina catalizada por acetilcolinesterasa (Cuartero et al.,
2012).

Otro uso interesante de los ISEs es su capacidad para monitorizar la dinamica de crecimiento
de nanoparticulas. Asi, se ha utilizado un electrodo selectivo de plata de membrana polimérica
plastificada que contiene un ionéforo de plata para estudiar la reaccion de precipitacion de plata,
inducida por hidroquinona, sobre semillas de nanoparticulas de oro (Chumbimuni-Torres et al.,
2009). Por otro lado, se ha utilizado un electrodo selectivo de nitrato, uno de los ISEs de
membrana polimérica mas empleados, en la sintesis de nanoparticulas de cobre y plata
utilizando poliol (Carey et al., 2015). En este caso, los autores descubrieron que en la reaccion
estudiada se producia la reduccion del nitrato, procedente del nitrato de cobre (precursor de las
nanoparticulas de cobre), a nitrito. Mediante la monitorizacién de la concentracién de NO,™ (x=
2 y 3) en propilenglicol, se pudo seguir el proceso de sintesis de las nanoparticulas de cobre y

plata.

El ion tetracloroaurato(lll) ha alcanzado importancia recientemente por varias razones. El
acido tetracloroaurico es el precursor habitual en la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs),
para cuya formacién se han empleado diversos reductores (Daruich de Souza et al., 2019). Las
reacciones del tetracloroaurato(lll) con varios nucledfilos en disolucién acuosa han sido objeto
de un articulo de revision (Purovi¢ et al., 2014). En otro campo de aplicacion, se ha demostrado
que el uso de bacteriofagos para la biosorcion y biorreduccion de tetracloroaurato(lll) es util en
el desarrollo de estrategias para la extraccion de oro respetuosas con el medio ambiente
(Setyawati et al., 2014). En el campo de la medicina moderna, se han revisado los efectos del
acido tetracloroaurico sobre la estructura de las membranas celulares y los correspondientes
modelos moleculares (Suwalsky et al., 2009), evaluando una serie de compuestos de Au(lll)

como posibles agentes anticancerigenos.

Los diversos aspectos mencionados anteriormente, nos condujeron a intentar monitorizar
potenciométricamente el anion tetracloroaurato(lll), desarrollando para ello un electrodo
selectivo de iones. La deteccidn de tetracloroaurato(lll) proporcionaria una via para monitorizar
reacciones y procesos quimicos en los que este anion esté involucrado y aportar asi informacion
cinética para elucidar sus mecanismos de reaccion. El potencial estandar de transferencia del
ion tetracloroaurato(lll) desde agua a una membrana de cloruro de polivinilo plastificada con 2-
nitrofenil octil éter (NPOE) se determiné previamente por miembros del grupo de investigacion
“‘Métodos Automaticos de Analisis. Sensores Quimicos” (Molina et al., 2010). Este parametro

esta directamente relacionado con la energia estandar de Gibbs correspondiente al proceso de
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transferencia mencionado, asi como con el coeficiente de particion del ion correspondiente entre

las dos fases (Samec et al., 1977).

El valor del potencial estandar de transferencia encontrado para el ion tetracloroaurato(lll),
51 mV, es mucho mayor que el encontrado para la transferencia del anién cloruro del agua al
NPOE (Wilke y Zerihun, 2001) -521 mV. Esto implica que la selectividad potenciométrica de un
electrodo de membrana basada en NPOE como plastificante conteniendo disuelto un
intercambiador de aniones convencional deberia ser muy alta hacia el anion tetracloroaurato(lll)
frente a cloruro. De este modo se podria monitorizar la disminucién de la concentracién del anion
tetracloroaurato(lll), incluso a bajas concentraciones, en presencia de una elevada
concentraciéon de cloruro, procedente del medio clorhidrico en el que se preparan las

disoluciones de tetracloroaurato(lll).

En este capitulo se muestra el desarrollo de tres electrodos selectivos de
tetracloroaurato(lll) utilizando membranas de PVC plastificadas con NPOE, 2-octil sebacato
(DOS) y fosfato de tricresilo (TCP), respectivamente. Estos electrodos se han utilizado para la
monitorizacién potenciométrica de una nueva reaccion, la reduccion de tetracloroaurato(lll) por

hidroxilamina catalizada por yoduro.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. REACTIVOS

Cloruro de polivinilo (PVC) de alto peso molecular, 2-nitrofenil octil éter (NPOE), 2-octil
sebacato (DOS), fosfato de tricresilo (TCP), cloruro de tridodecilmetilamonio (TDMACI) vy
tetrahidrofurano (THF) fueron de calidad Selectophore, suministrados por Sigma. Acido
tetraclorodurico(lll) trihidratado 99% de Sigma-Aldrich. Todos los demas reactivos utilizados

fueron de grado reactivo analitico.
4.2.2. PREPARACION DE DISOLUCIONES

Se prepararon las siguientes disoluciones, todas ellas con agua Mili-Q. Disolucién 0,1 M de
acido clorhidrico y disolucion 0,01 M de tetracloroaurato(lll), que se preparé pesando 0,0398 g
de acido tetracloroaurico(lll) trihidratado que se disolvié en HCI 0,1 M hasta un volumen final de
10 mL. Disoluciones de trabajo mas diluidas se prepararon por dilucién exacta con HCI 0,1 M.

Disolucion 0,1 M de yoduro potasico y disolucion 5 M de clorhidrato de hidroxilamina.
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4.2.3. INSTRUMENTACION

Para las medidas potenciométricas se utilizaron los siguientes instrumentos y dispositivos:
tres cuerpos de electrodos selectivos de iones Fluka, un electrodo de referencia Ag/AgCI Orion
900200 de doble unién conteniendo disolucién de KCl 1x102 M en el compartimento externo.
Un potenciometro multicanal con sistema de registro de datos desarrollado en el taller
electrénico de la Universidad de Murcia. Durante la adquisicion de las respuestas
potenciométricas, la disolucién de trabajo se mantuvo en agitacion constante mediante un

agitador magnético.

También se realizaron medidas tanto de DLS como de absorbancia, con los equipos

descritos en capitulos anteriores.

4.2.4. PREPARACION DE LOS ELECTRODOS SELECTIVOS DE IONES

Se prepararon tres membranas con distintas composiciones utilizando para ello tres
plastificantes diferentes (NPOE, TCP o DOS), PVC y TDMACI como intercambiador de aniones.
Las membranas se prepararon disolviendo aproximadamente 200 mg del plastificante
correspondiente, 100 mg de PVC y 1,5-2,0 mg del intercambiador de aniones, en 3 mL de
tetrahidrofurano (THF). Esta disolucion se vertié en un anillo de vidrio (Fluka, diametro interior
28 mm, altura 30 mm), fijado sobre una placa de vidrio borosilicatado (Fluka) y se dejo reposar
toda la noche para la total evaporacion del THF, obteniéndose asi la membrana polimérica
plastificada intercambiadora de aniones (Figura 4.1). Las composiciones exactas de las

membranas se recogen en la Tabla 4.1.

- Polimero

- Plastificante + THF 4 24h

- Intercambiador i6nico \
wmw
&

\>

AN

Figura 4.1. Esquema del procedimiento para la preparacion de la membrana.
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Tabla 4.1.

Composicién de las membranas estudiadas.

Membrana  PVC (%9 m/m) DOS (% m/m) TCP (% m/m) NPOE (% m/m)  TDMA-CI (% m/m)

1 33,01 66,34 0,65
2 33,06 66,48 0,46
3 33,00 66,53 0,50

Se cort6 una porcion circular de 6 mm de diametro con un sacabocados y se incorporo en el
cuerpo de electrodo selectivo. Como disolucion para el electrodo de referencia interno Ag/AgCI
de dicho electrodo se utilizé KCI 0,01 M. Los electrodos asi preparados con cada una de las tres
membranas se acondicionaron en una disoluciéon de acido tetraclorodurico 5x10° M en medio
HCI 0,1 M con objeto de sustituir el anién cloruro del intercambiador por el anion
tetracloroaurato(lll). La duracién del acondicionamiento inicial fue de aproximadamente 24
horas. Tanto el almacenamiento de los electrodos como un breve acondicionamiento efectuado

entre experimentos se realizaron sumergiendo los ISEs en esta ultima disolucion.
4.2.5. CALIBRACION DE LOS ELECTRODOS SELECTIVOS DE IONES

4.2.51. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA CALIBRACION DE LOS
ELECTRODOS POR INCREMENTOS DE CONCENTRACION

Los tres electrodos selectivos de tetracloroaurato(lll), [AuCls]™, junto con el electrodo de
referencia, se sumergieron en 50 ml de HCI 0,1 M. Se activé la agitacion y se registro el potencial
hasta que se alcanzé un valor constante. A continuacion, se efectuaron adiciones consecutivas
de pequefios volumenes apropiados de disoluciones de acido tetracloroaurico con micropipetas
para cubrir un intervalo de concentraciones finales entre 1x107 y 1x10% M. Después de cada
adicion se esperd hasta que los valores de potencial se estabilizaran. Los potenciales obtenidos
tras cada adicién se representaron frente al logaritmo de la concentracion molar final de

tetracloroaurato(lll) con objeto de obtener las graficas de calibrado de los electrodos.
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4.2.5.2. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA CALIBRACION DE LOS
ELECTRODOS POR DILUCION

Los tres electrodos selectivos y el electrodo de referencia se sumergieron en 50 mL de
disolucion HCI 0,1 M y se esper6 hasta la estabilizacién del potencial. Después se afiadieron
250 yL de la disolucion de tetracloroaurato(lll) 1x102M y se espero hasta la nueva estabilizacion
del potencial. Para la calibracion se utilizé un procedimiento en el cual la concentracion de
tetracloroaurato(lll) se fue disminuyendo progresivamente mediante dilucién. Para ello se fue
anadiendo disolucion de HCI 0,1 M a la disolucién de la muestra manteniendo un caudal
constante de 10 mL/min, utilizando para ello una bomba peristaltica. Al mismo tiempo se iba
extrayendo de forma continua parte de la disolucion resultante con el mismo caudal, utilizando
para ello otro canal de la bomba peristaltica en sentido inverso. De este modo, el volumen total
de la muestra se mantuvo constante. La muestra se agitaba magnéticamente a gran velocidad
para garantizar una mezcla rapida. El proceso de dilucién y registro se mantuvo durante un

tiempo de 1000 s.

El grafico potencial-tiempo (E-t) de cada electrodo registrado desde el momento en que se
conecto la bomba peristaltica se utilizdé para obtener la correspondiente grafica de calibrado de
potencial frente al logaritmo de la concentracion (E-log C). Para ello, la variacién de la
concentracion con el tiempo (grafico C-t), correspondiente al intervalo de tiempo de medida, se

calculo a partir de la Ecuacién 4.1 (Horvai et al., 1976):

-Qt
C = COe(T) Ecuacién 4.1.

donde Cy es la concentracion inicial de tetracloroaurato(lll), 5x10° M, Q es el caudal, t es el

tiempo y V es el volumen inicial.

4.2.6. PROCEDIMIENTO DE MEDIDA PARA LA MONITORIZACION
POTENCIOMETRICA DE LA CINETICA DE REDUCCION DEL
TETRACLOROAURATO(IIl) POR HIDROXILAMINA CATALIZADA POR
YODURO

Los tres ISEs y el electrodo de referencia se sumergieron en 50 mL de disolucién HCI 0,1 M
con agitacion constante durante 50 s. A continuacion, se anadieron 250 pL de la disolucion de

[AuCls]~ 1x10-2 M. Cuando el potencial se estabilizo, se aiiadieron 400 uL de la disolucion de
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clorhidrato de hidroxilamina 5 M, seguido de 5 uL de la disolucion de KI 0,1 M. La reaccion se

dejé transcurrir aproximadamente durante 12 min, tiempo durante el cual se registré el potencial.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El Au(lIl) en un medio acuoso que contiene anion cloruro se encuentra presente en forma de
varios complejos clorohidroxilados de formula general [AuCls.i(OH)] ™, coni= 0 - 4. La proporcion
de los distintos complejos depende de la concentracion de cloruro en el medio y del pH. Se han
descrito las reacciones de hidrélisis del [AuCls]” que dan lugar a los diferentes complejos y sus

correspondientes constantes de equilibrio (Mironov y Makotchenko, 2009).

Con objeto de conseguir que practicamente todo el Au(lll) se encuentre en forma del anion
tetracloroaurato(lll), se utilizé en el presente trabajo un medio HCI 0,1 M. Segun el primer

equilibrio de hidrdlisis:
[AuCls]” + OH" S [AuCI3(OH)] + CI K =10"%

el valor calculado para la relaciéon [AuCls ]/[ AuCl3(OH)™] con dicha concentracion de HCI es
104,13_

4.3.1. RESPUESTA POTENCIOMETRICA DE LOS ELECTRODOS AL ANION
TETRACLOROAURATO(III)

En primer lugar, se ensayo un procedimiento de calibracion de los electrodos mediante la
utilizacién de incrementos consecutivos de la concentracion de [AuCls]” en el medio HCI 0,1 M.
Se utilizé un intervalo de concentracion de 1x107 M a 1,2x10*“ M. La respuesta dinamica de los
electrodos, obtenida como se describe en el apartado 4.2.6, se muestra en la Figura 4.2a. Los
tres electrodos proporcionan una respuesta rapida a los incrementos de concentracion de
tetracloroaurato(lll) ensayados, a partir de una concentracion aproximada 1x10° M, mientras
que la respuesta es mas lenta a concentraciones inferiores. Las curvas de calibrado obtenidas
representando el potencial alcanzado tras cada inyeccion frente al logaritmo de la concentracion
final obtenida de tetracloroaurato(lll) se muestran en la Figura 4.2b. Los valores de la pendiente
de las graficas de calibrado no son constantes en todo el intervalo de concentracion ensayado,

siendo algo mas elevados en una zona de concentracion intermedia.
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Figura 4.2. a) Respuesta dinamica de los tres electrodos selectivos de iones a
incrementos en la concentracion de [AuCli]™: electrodo 1 (rojo), electrodo 2 (azul) y
electrodo 3 (rosa). b) Grafica de calibrado E frente a Log C correspondiente.

En el presente trabajo se ensayé ademas otro procedimiento de calibracion, basado en una

dilucién continua de una disolucion inicial de tetracloroaurato(lll), que se aproxima a la variacién

de concentracién que tiene lugar en la reaccién de reduccion del tetracloroaurato(lll) que se

pretende monitorizar. El perfil C-t correspondiente, obtenido como se describe en 4.2.5.2, se

muestra en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Perfil de concentracion de tetracloroaurato(lll)-tiempo obtenido mediante el

proceso de dilucion continua. C vs. t (izquierda, naranja) y Log C vs. t (derecha, verde).
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La Figura 4.4 muestra los registros experimentales E-t obtenidos con los tres electrodos
durante el procedimiento completo descrito en 4.2.5.2. Los valores de potencial iniciales de los
electrodos corresponden a su respuesta a una disoluciéon de HCI 0,1 M. Cuando se inyectaron
250 pL de tetracloroaurato(lll) 1x102 M para alcanzar una concentracion final de 5x10° M
(flecha A), se observd una disminucién rapida y pronunciada del potencial, que corresponde a
la respuesta de los electrodos al anion tetracloroaurato(lll). Una vez estabilizados los valores de
potencial de los electrodos, se inicid el proceso de dilucion (flecha B). Como puede observarse,
el potencial de los electrodos comienza a aumentar desde el inicio de la diluciéon, como

corresponde a la disminucién de la concentracion de tetracloroaurato(lll).
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Figura 4.4. Registro de potencial vs. tiempo durante el procedimiento completo de
calibracion por dilucién continua para los electrodos 1 (rojo), 2 (azul) y 3 (rosa). Disolucion
inicial, 50 mL HCI 0,1 M. (A) Inyeccion de 250 uL de disolucion 1x102 M de
tetracloroaurato(lll) (concentracion final 5x10-% M). (B) Inicio de la dilucién con HCI 0,1 M.

Para construir las graficas de calibrado correspondientes mostradas en la Figura 4.5, se
representd el potencial durante la etapa de dilucién, E(t) frente al Log C(t) correspondiente,
mostrado anteriormente. Como puede observarse se obtuvo una relacién lineal entre Ey Log C
para los tres electrodos en todo el intervalo de concentracion ensayado (5%x10°- 2x10°M). Las
pendientes obtenidas de las rectas de calibrado fueron -49,8, -46,0 y -53,2 mV/década de

concentracion, para los electrodos 1, 2 y 3, respectivamente.
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Puesto que la respuesta lineal se extiende hasta la concentracién mas baja ensayada de
tetracloroaurato(lll) (2x10° M) y puesto que ésta se encuentra en presencia de una
concentracion molar de cloruro 5x10* veces superior, puede concluirse que la selectividad de

los tres electrodos selectivos de aniones hacia [AuCls]™ frente a CI™ es muy alta.
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Figura 4.5. Graficas de calibrado para los electrodos 1 (rojo), 2 (azul) y 3 (rosa) obtenidas
por el procedimiento de dilucién continua.

4.3.2. MONITORIZACION DE LA CINETICA DE REACCION DE
TETRACLOROAURATO(IIl) EN PRESENCIA DE HIDROXILAMINA Y
YODURO

En este trabajo se observo, mediante la utilizacion de los electrodos selectivos desarrollados,
que el anién tetracloroaurato(lll) experimenta una disminucion continua de concentracion tras la
adicion de hidroxilamina y yoduro. A continuacion, se muestran los resultados de este estudio y,

en base a ellos, la propuesta de un mecanismo para dicha reaccion.
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4.3.2.1. MONITORIZACION POTENCIOMETRICA DE LA REACCION CON
ELECTRODOS SELECTIVOS DE IONES

En la Figura 4.6 se muestra el registro del potencial en funcion del tiempo correspondiente
al seguimiento de la reduccion de [AuCls] , realizado como se describe en el apartado 4.2.6.
Después de inyectar la disolucion de [AuCls] sobre una disolucién de HCI 0,1 M, para alcanzar
una concentracion de [AuCls ] de 5x10° M, se observo una disminucién rapida del potencial de
todos los electrodos, lo que se debe a su respuesta potenciométrica correspondiente al aumento
en la concentracion de [AuCls] en el medio. Una vez estabilizado el potencial, se inyecto la
disolucion de hidroxilamina para alcanzar una concentracion de 4x102 M, y no se observd
ningun cambio de potencial en ninguno de los electrodos. Sin embargo, cuando a continuacién
se inyecto la disolucién de yoduro para alcanzar una concentracion de 1x10° M, se observé un
aumento continuo del potencial de todos los electrodos. Este aumento de potencial se atribuyd
a la disminucién de la concentracion de [AuCls] debido a su reaccion de reduccion. Puesto que
no se observo ningun aumento de potencial en un experimento analogo tras la adicién de yoduro
sin adicién previa de hidroxilamina, se planted la hipétesis de que el agente reductor del

tetracloroaurato(lll) es la hidroxilamina y que el yoduro actia como catalizador.
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Figura 4.6. Registro de potencial vs. tiempo obtenido en 50 mL HCI 0,1 M y después de la
adicién de: 250 pL de disolucion de [AuCls]™ 1x102 M; 400 pL de disolucion de NH3OH* 5 M;
5 uL de disolucion de I~ 0,1 M. Electrodos: 1 (rojo), 2 (azul) y 3 (rosa).
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Como puede observarse en la Figura 4.6, el potencial final no ha retornado al valor inicial
obtenido en HCI 0,1 M. Esto puede deberse a que el producto de reduccion del [AuCls] sea
[AuCl,]” y no Au®, y a que los electrodos respondan también potenciométricamente a [AuCl,] .
Este anién es mas voluminoso que CI, por lo que debe obtenerse respuesta potenciométrica al
mismo en el medio clorhidrico. EI anién [AuCl;] es también el producto de reduccién del
[AuCls]  propuesto por otros autores en otras condiciones experimentales diferentes a las
nuestras (Elding y Olsson, 1982; Soni y Mehrotra, 2003).

En el caso de que la respuesta de nuestros electrodos selectivos se deba a ambos aniones,
[AuCls] y [AuCly] , la ecuacion que describe la respuesta potencial seria del tipo Nikolsky-

Eissenman (Umezawa et al., 2002) (Ecuacion 4.2).

E(t) = E° + Slog([AuCl;] + K;; [AuCl3]) Ecuacion 4.2.

donde K;; es el coeficiente de selectividad del electrodo hacia [AuCla] (i) frente a [AuCL] ().

Si se considera que la cinética de reaccién es de pseudo primer orden con respecto a [AuCls]
se obtiene la Ecuacion 4.3 para la dependencia del potencial con el tiempo, donde C, es la
concentraciéon inicial de tetracloroaurato(lll) y k es la constante de velocidad. Reagrupando

términos, se obtiene la Ecuacion 4 .4.

Para comprobar la validez de las hipétesis planteadas, los valores experimentales de E(t)
obtenidos tras la adicion de hidroxilamina y yoduro se ajustaron a la Ecuacion 4.4 para los tres
electrodos utilizados. Los resultados de los ajustes fueron excelentes, como se muestra en la
Figura 4.7 en la que se superponen los registros experimentales y los correspondiente a su
ajuste a la Ecuaciéon 4.4. La Tabla 4.2 recoge los valores de los parametros obtenidos en el

ajuste: pendiente (S), coeficiente de selectividad (K;;), constante cinética (k) y coeficiente de

determinacion (r?).

E(t) = E° + Slog(Coe ™ + K;;j Co(1 —e™*)) Ecuacion 4.3.

E(t) = E° + Slog[Co(e ™  + K;; (1 — e *))] Ecuacion 4.4.
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Figura 4.7. Registros experimentales E-t obtenidos con los electrodos 1 (rojo), 2 (azul) y
3 (rosa) y las curvas correspondientes a sus ajustes a la Ecuacion 4.4 (negro).

Los valores obtenidos con los tres electrodos para la constante cinética son muy similares.
Por otra parte, los coeficientes de selectividad (K;;) de los tres electrodos no fueron muy
diferentes entre si, lo que significa que el plastificante de la membrana utilizado tiene poca
influencia en la selectividad de los correspondientes electrodos hacia [AuCls] con respecto a
[AuCl] . Los valores obtenidos del coeficiente de selectividad muestran que los electrodos 1, 2
y 3 son aproximadamente 33, 29 y 43, (1/Kl-j) veces, respectivamente, mas selectivos hacia
[AuCls] que hacia [AuCl,] . Esto se debe al mayor tamafo del primero, que es lo que gobierna

en general la respuesta potenciométrica de electrodos selectivos de iones del tipo desarrollado.
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Tabla 4.2. Valores de los pardmetros obtenidos con la Ecuacion 4.4.

Electrodo E° (V) S (V/dec) K; k (s1) r?
1 -0,546 -0,054 0,030 8,20x103 0,996
2 -0,441 -0,050 0,035 8,10x103 0,997
3 -0,404 -0,046 0,023 8,20x103 0,998
4.3.3. MEDIDAS ESPECTROFOTOMETRICAS Y DLS

La reaccién de reduccién del tetracloroaurato(lll) en presencia de clorhidrato de
hidroxilamina y yoduro se estudié también por espectrofotometria UV-vis y por DLS (técnicas
descritas en el Capitulo 1) utilizando las mismas concentraciones empleadas en el estudio
potenciométrico. Para ello se efectuaron los espectros UV-vis de 200-400 nm a diferentes
tiempos desde la mezcla de todos los reactivos. Los espectros obtenidos a 0, 5, 10 y 15 min se
muestran en la Figura 4.8. Inicialmente (t = 0 min), cuando todo el Au(lll) se encuentra en forma
de tetracloroaurato(lll), se observan dos picos a 213 nm y 325 nm. Estos valores coinciden con
los obtenidos por Mironov et al. (2009) (en dicho trabajo los espectros se muestran con nimeros
de onda en lugar de longitud de onda). En la Figura 4.8 se observa que la altura de ambos picos
disminuye con el tiempo, de forma que a los 5 min ya se ha reducido considerablemente y a los
15 min es practicamente nula. Ademas, en los espectros efectuados a tiempos intermedios no

aparece ningun otro pico a longitudes de onda diferentes a las de los picos iniciales.

Por otra parte, el registro DLS de la mezcla tetracloroaurato(lll), hidroxilamina y yoduro en
las condiciones mencionadas no mostré ningun pico en la funcién de distribucion de tamafio
durante los 15 min de duracion del experimento. Esto implica que no se han formado

nanoparticulas de oro durante dicho proceso.
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Figura 4.8. Espectros de absorcion de una disolucion de tetracloroaurato(lll) 5x10-5 M,
hidrocloruro de hidroxilamina 0,04 M y yoduro 1x105 M, en HCI 0,1 M, a diferentes
tiempos desde su mezcla.
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4.3.4. MECANISMO PROPUESTO

A partir del estudio de la monitorizacidn potenciométrica de la reaccion entre
tetracloroaurato(lll), clorhidrato de hidroxilamina y yoduro en &cido clorhidrico 0,1 M, asi como
de la informacién complementaria obtenida por espectrofotometria UV-vis y por DLS se propone

el siguiente mecanismo:

Cl Cl

| - | _
[C|—A|u—C|] s [CI—Alu—CI----I °

Cl Cil )

[AUCL,] + CIm + [1,Cl I

[LCIT=— I, + CI
21, + 2NHgOH* — N,O + 41~ + 6H* + Hy,O

Figura 4.9. Esquema de reacciones propuestas para la reduccion de tetracloroaurato(lll)
por clorhidrato de hidroxilamina catalizada por yoduro.

En primer lugar, el tetracloroaurato(lll) comienza a reaccionar lentamente con el anién
yoduro, el cual se encuentra en gran defecto con respecto al [AuCls] , para formar [AuCl;] y
yodo, que en presencia de HCI 0,1 M se encontraria principalmente en forma de complejo
[I.CI]". Esta propuesta se ve respaldada por los resultados y el mecanismo propuestos por
Elding et al. (1982) para la reaccién directa entre [AuCls] y yoduro en otras condiciones
experimentales. Estos autores también mostraron que el anién [AuCl;] no absorbe entre 200 y
500 nm, lo cual explica que en nuestro estudio espectrofotométrico, mostrado en la Figura 4.8,
no se observe ningun pico distinto a los del [AuCl:] , lo que es compatible con [AuCl,] como
producto de reduccion. Ademas, la desaparicion completa de [AuCls] al cabo de 15 min
observada en el estudio espectrofotométrico, se encuentra en consonancia con el valor de la
constante de velocidad obtenida a partir de la monitorizacion potenciométrica. A continuacion,
en nuestro caso, en el que el clorhidrato de hidroxilamina esta presente a una concentracién
elevada, se produciria una reaccién rapida entre el yodo resultante de la disociacion de [I12Cl]” y
el cation hidroxilamonio, retornando el yodo a yoduro (catalizador) y dando lugar a N2O como
producto de oxidacién del hidroxilamonio. Esto se ve respaldado por los resultados de Liu et al.

(1995) que estudiaron la reaccion entre hidroxilamina y yodo.
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Por ultimo, también se ha descrito una reaccion directa entre [AuCls] e hidroxilamina (Soni
y Mehrotra, 2003), pero en condiciones diferentes a las propuestas en este trabajo, lo que explica
por qué no fue observada en nuestro caso. Teniendo en cuenta todo esto y el hecho descrito en
el epigrafe 4.3.2 de que no se observd ningun cambio de potencial significativo por la adicion
solo de clorhidrato de hidroxilamina sobre tetracloroaurato(lll), se confirma la hipétesis dada en
4.3.2 de que el yoduro actua como catalizador de la reaccion entre tetracloroaurato(lll) e

hidroxilamonio.

4.4, CONCLUSIONES

Los tres electrodos selectivos de iones desarrollados responden potenciométricamente al
tetracloroaurato(lll) de forma rapida y sensible. Mediante un procedimiento de calibracién de
dichos electrodos que simula la disminucién continua de concentracion que tiene lugar en las
reacciones de reducciéon del tetracloroaurato(lll), los electrodos permiten la monitorizacion
potenciométrica de la reaccion del tetracloroaurato(lll) en presencia de clorhidrato de
hidroxilamina y yoduro, descrita aqui por primera vez. Se ha propuesto un mecanismo para dicha
reaccion en el cual el catidén hidroxilamonio actua como reductor y el yoduro como catalizador y
se ha obtenido la correspondiente constante de velocidad. El producto de reduccién es el anién
diclorooro(l) no llegandose, por tanto, a la formacién de nanoparticulas de oro en las condiciones
estudiadas. Sin embargo, se demuestra la capacidad de los electrodos selectivos desarrollados
para monitorizar la disminucion en la concentracion del reactivo precursor habitual de reacciones
de formacion de nanoparticulas de oro mediante el procedimiento de “bottom-up”, el acido

tetracloroaurico.

Como continuacion de esta linea de investigacion se plantea, por una parte, la monitorizacion
potenciométrica de la reduccién del anién diclorooro(l) formado en condiciones que den lugar a
la formacién posterior de nanoparticulas de oro. Por otra parte, los electrodos desarrollados
pueden ensayarse para la monitorizacién de reacciones ya conocidas de formacion de

nanoparticulas de oro a partir del acido tetraclorodurico.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES







Capitulo 5 99

Las principales conclusiones que se extraen de esta Tesis Doctoral son:

1. Las técnicas instrumentales opticas utilizadas en esta tesis doctoral, dispersion dinamica
de luz y espectrofotometria ultravioleta-visible, han resultado ser de gran utilidad para el estudio

de la agregacion de nanoparticulas de oro en distintos medios.

2. Se ha demostrado que el tamano de cationes muy grandes tetraetilamonio,
tetrapropilamonio y tetrabutilamonio, procedentes de sus sales en forma de cloruro, influye en
la velocidad de agregacion de nanoparticulas de oro recubiertas con citrato de forma que, a

mayor tamano del cation, mayor velocidad de agregacion.

3. La mayor capacidad de los cationes de mayor tamario para para producir apantallamiento
electrostatico, fendmeno responsable de la agregacion de las nanoparticulas, se puede achacar
a la débil solvatacion de los cationes muy grandes lo que facilita su interaccion con la superficie

cargada eléctricamente de las nanoparticulas.

4. El copolimero termosensible poli(N-isopropilacrilamida)-bloque-poli(3-acrilamidopropil)
trimetilamonio evita la agregacion de nanoparticulas de oro recubiertas con citrato en un medio
con fuerza idnica elevada. Esto es debido a que la atraccién electrostatica entre las
nanoparticulas cargadas negativamente y las cadenas de copolimero con carga positiva provoca
la asociacion del copolimero y la nanoparticula. Por un lado, pueden formarse estructuras de
tipo “core-shell” donde las cadenas de copolimero recubren la nanoparticula y evitan la
agregacion mediante un mecanismo de repulsion electroestérica. Por otro lado, las cadenas de
copolimero pueden formar redes que atrapan nanoparticulas individuales formando una
estructura de tipo “nanocomposite” que impide la agregacion debido a la inmovilizaciéon de las

nanoparticulas.

5. Las estructuras tipo “nanocomposite” formadas por nanoparticulas de oro recubiertas con
citrato y el copolimero termosensible poli(N-isopropilacrilamida)-bloque-poli(3-acrilamidopropil)
trimetilamonio son modulables con la temperatura y la fuerza idnica. A una temperatura superior
a la temperatura critica de disolucién mas baja, las cadenas de copolimero son hidrofdbicas y
tienden a asociarse lo que da lugar a la aparicion de redes poliméricas y a la formacion del
“nanocomposite”. Por otro lado, una fuerza iénica elevada apantalla las cargas del copolimero

lo que también facilita la asociacion de las cadenas y la formacién del “hnanocomposite”.

6. Los electrodos selectivos de iones desarrollados, basados en membranas de PVC
plastificadas con NPOE, DOS o TCP que contienen tetracloroaurato(lll) de

tridodecilmetilamonio, proporcionan una respuesta rapida y sensible hacia el anion
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tetracloroaurato(lll). Esto podria permitir su uso para la monitorizaciéon de las reacciones de

reduccion de tetracloroaurato(lll) que dan lugar a la formacién de nanoparticulas de oro.

7. Los electrodos mencionados permiten la monitorizacion potenciométrica de la reaccion
de reduccién de tetracloroaurato(lll) en presencia de hidroxilamina y yoduro en medio clorhidrico
0,1 M. Se propone un mecanismo de reaccion en el que el producto de reduccion es diclorooro(l),

el reductor es el cation hidroxilamonio y el yoduro actia como catalizador.
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