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2 Resumen.

Tras una vista general de las propiedades de las nanoparticulas y sus caracteristicas, se presenta la
informacién obtenida a partir de la sintesis de nanoparticulas de plata de distintos tamafios empleando
como reactivo de partida nitrato de plata, utilizando borohidruro de sodio como reductor y citrato de

sodio y bromuro de potasio en distintas concentraciones como estabilizadores.

Los productos obtenido se caracterizaron empleando técnicas de espectroscopia Vis-Uv, TEM y PXRD.
De los resultados obtenidos se extrajo una correlacion entre el aumento del ratio KBr:Ag y una
disminucién del tamafio de particula, que fue corroborado mediante microscopia. Esta técnica indicé
también un distinto patron de desarrollo, en el que una menor cantidad de bromuros provocé que el
crecimiento se realizase en forma de planos triangulares, mientras que una alta cantidad provocé la

formacion de esferoides.

El estudio de catalisis seguido por Vis-Uv indicd una gran capacidad para catalizar la reaccion de
reduccion de 4-nitrofenol a 4-aminofenol, en tiempos tan reducidos como 5 minutos, y observandose

que una reduccion del tamafio de particula provocaba un aumento en el periodo de induccién.

Se concluye que las nanoparticulas de plata podrian ser catalizadores de uso industrial por su reducido

coste en comparacion con las alternativas, su velocidad y su sencillez de sintesis.



3 Introduccion.

Los nanomateriales son particulas de materia con un tamafio comprendido entre 1y 100 nm de didmetro
en dos o tres de las dimensiones del espacio. Se habla de nanoparticulas (NPs) como nanomateriales
cero dimensionales para distinguirlos de aquellos que poseen una o dos dimensiones que superan la
nanoescala, como los nanotubos. Se hace esta distincién con el resto de los sistemas con un tamafio de
particula pequefio, como las microparticulas, por sus propiedades, distintas en cuanto a reactividad
guimica, movilidad y absorcion de energia entre otras.

El trabajo gira concretamente entorno a las nanoparticulas de plata (AgNPs), que son, a nivel econémico,
las de mayor importancia, apareciendo en mas de la mitad de los productos que contienen NPs presentes

en el mercado (Figura 1).!

CeO, Cu Ir Pd
1% _ 1% 1% 1%

Figura 1. Uso comercial de NPs segin material. Imagen extraida de Editorial Springer International Publishing.

3.1. Caracteristicas de las NPs.

Las NPs son entes complejos, con unas propiedades muy diversas en funcion de gran multitud de
variables. Las NPs pueden sufrir modificaciones quimicas, tales como cloraciones, oxidaciones o
reducciones, que como en el caso de cualquier otro compuesto, supone una modificacion de sus
propiedades, pero también actdan sobre estas caracteristicas agentes como el recubrimiento o el tamafio,

gue no tienen tanta importancia en materiales convencionales.

El recubrimiento de las NPs es el encargado de estabilizarlas para ciertas aplicaciones, o el encargado
de aportarle ciertas propiedades concretas en otras. Esto se debe a su efecto sobre la carga superficial,

que actla sobre los atributos del conjunto, dotando a las NPs de distintas caracteristicas.?



El tamafio es otro de los agentes que actlan sobre las propiedades, y es quizas el mas importante y el
mas integral de las NPs. El tamafio actua sobre las caracteristicas de las NPs aprovechandose de los
efectos cuanticos. Todos los atomos presentes en la naturaleza estan sujetos a una serie de efectos
cuanticos que dictan sus propiedades. Cuando se tiene un material a una escala macroscépica, el nimero
de atomos es enorme, lo que significa que cada uno de los efectos que actlan sobre cada atomo
interaccionan con los de los que lo rodean, haciendo que estos efectos se cancelen o se amplifiquen. Las
propiedades mésicas del material vienen dadas por una especie de media de estos efectos, la resultante
si habldsemos de fuerzas. Al pasar a esta escala nanométrica, el nimero de 4&tomos es muy inferior. Para
un atomo de plata, el radio de Van der Waals es de tan solo 0,153 nm, por lo que en una AgNPs de 1
nm esperamos encontrar menos de 400 atomos. Esto significa que el nimero de atomos en superficie,
que ya a nivel masico poseen caracteristicas distintas a las que estan en el interior del material, es un
mayor porcentaje sobre el total. La relacion entre el radio de la particula y su volumen depende de la
potencia tres del radio, mientras que el area depende de la potencia dos, lo que hace que el volumen (y
por tanto la masa) se reduzcan mas rapido que el area, dotando a las particulas de una elevada superficie
especifica. En este ambiente, efectos que normalmente se verian cancelados, ahora se manifiestan, do-
tando a las particulas de propiedades muy interesantes que, unidas a su elevada superficie especifica, las

hace iddneas para procesos de catélisis.

Para hacernos una idea del efecto del tamafio sobre una nanoparticula se exponen los siguientes

ejemplos:

i.  Las NPs de hierro sintetizadas por métodos hidrotermales (un tipo de sintesis solvotermal en
gue el disolvente es agua, siendo los métodos solvotermales aquellos en que se calienta el
disolvente por encima de su punto de ebullicién en un recipiente cerrado, forzando asi un
aumento de presion) presentan una distinta composicion de fases en base a su tamafio, que varia
entre un 60% de magnetita y un 40% de maghemita para las mas pequefias, hasta un 100% de
maghemita para las més grandes.

ii.  Las NPs de oro presentan distintos colores que varian entre rojo para las mas pequefias y azul
para las mas grandes.

iii.  Las AgNPs presentan actividad desinfectante frente a distintos tipos de microorganismos en

base a su tamafrio.®

La forma de las NPs también actua sobre sus propiedades, siendo este uno de los parametros a optimizar
durante su sintesis. Actualmente se conocen diversos métodos para controlar la forma final de las
particulas, basandose en las teorias de nucleacion y de crecimiento controlado. Algunas de las formas

més comunes pueden observarse en la Figura 2.
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Figura 2. Morfologia tipica de NPs inorganicas solidas y huecas con formas 0D, 1D y 2D, asi como complejos
3D. Copyright 2016 Royal Society of Chemistry.

3.2. Propiedades 6pticas de las AgNPs.

Las propiedades en que mas ahonda la literatura son las propiedades Opticas. Las AgNPs presentan
la capacidad de absorber y dispersar la luz de una forma muy eficiente, variando en color segun el
tamafo y forma de las particulas. Esto se debe a un fendmeno conocido como la resonancia plasménica
de superficie, en gue los electrones de la NP actian como conjunto al ser excitados por una radiacion
electromagnética. Al incidir una radiacion electromagnética sobre las NPs, el campo eléctrico de la
radiacion acelera los electrones de la superficie, movimiento al que se opone el medio y el confinamiento
al que se ven sometidos los electrones en un espacio inferior al de la longitud de onda de la radiacion

incidente. Esto genera dipolos instantaneos en la superficie de la nanoparticula.

El medio se opone tratando de eliminar la polarizacion instantdnea que se genera en su seno. Esto
significa que un medio con una mayor constante dieléctrica se opondrd con mayor fuerza a este
fendmeno, lo que reducira la energia que tendran los electrones y desplazard la absorcion a longitudes

de onda mayores.

Este fendmeno provoca también un aumento en la seccion transversal de extincion, el valor que informa
sobre cuanta energia en forma de luz es capaz de absorber un determinado compuesto. En el caso de las
AgNPs, se observa que este coeficiente es 10 veces mayor de lo que se espera para su tamafio, es decir,
son capaces de evitar la transmision de diez veces mas luz que un compuesto de similar tamafio. Esto
lleva consigo un aumento de temperatura en el medio, que es la forma que tienen estos compuestos de

disipar esa energia.

El fenémeno de la resonancia plasmdnica de superficie causa una variacion de la absorcion de las

particulas en funcién de su tamafio, lo que significa que técnicas de espectroscopia de Vis-Uv pueden



ser empleadas para una caracterizacion rapida, aunque si se requiriese mayor precision seria necesario

acudir igualmente a técnicas de microscopia de barrido o transmisidn electronica.

Otro fendmeno que resulta particularmente interesante es el denominado upconverting, la capacidad
para transformar varios fotones de baja energia en un nimero inferior de fotones de mayor energia. Este
fendmeno se consideraba que estaba reservado al oro, pero se ha descubierto que los nanotubos de plata
serian capaces de realizar esta tarea, incluso de una forma mas eficiente. Esta propiedad podria ser de
gran utilidad para terapias oncoldgicas.*

3.3. Sintesis de AgNPs.

La sintesis de NPs puede dividirse en 4 categorias principales: fisica, quimica, fotoquimica y bioldgica.
Se dice que el método es fisico si emplea métodos fisicos, del tipo vaporizacion-condensacion, para
generar las NPs, empleando gran cantidad de energia, utilizando métodos como la ablacion laser. Se
dice que el método es quimico si emplea reacciones gquimicas; fotoquimica si emplea radiaciones

electromagnéticas; y biolégica si aprovecha las rutas metabdlicas de un organismo.

De entre estos métodos, se opta por la via quimica, ya que da gran control sobre el tamafio de la particula,
es barato y sencillo. Es muy importante generar particulas con un tamafio reducido, ya que asi se tendra
una mayor superficie especifica, importante para catélisis. Se presentan 4 opciones tras un analisis de la

bibliografia.

3.3.1 Polimero funcionalizado con dopamina.®

La primera es la preparacion de NPs en disolucion de poliacetonitrilo (Esquema 1), proceso en que se
prepara un polimero mediante aplicacion de un potencial de 25 kV, se estabiliza a 250 °C durante dos
horas y se funcionaliza con dopamina bafiando el polimero en una disolucidn de sosa y dopamina durante
una hora. Tras esto, se sumerge en un bafio de nitrato de plata (AgNQs) y se deja reposar durante cuatro
horas. Las caracteristicas reductoras de las fibras de poliacetonitrilo con recubrimiento de dopamina son

capaces de reducir el AgNOs.
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Esquema 1. Sintesis con polimero de dopamina.

3.3.2. Uso de borohidruro de sodio.®

La opcion dos es el uso de NaBH,4 en atmosfera de nitrégeno, que mezclado a baja temperatura con
clorito o nitrato de plata genera NPs que pueden ser almacenadas a baja temperatura durante unos 30
dias. Este método puede generar growing microelectrodes si la aglomeracién es baja o full grown
microelectrodes si la aglomeracién es alta. Los full grown microelectrodes tienen un potencial cercano
al del metal y los growing electrodes se aprovechan de efectos cuanticos para poseer potenciales muy
distintos. Lo mas interesante de este proceso es que se ha observado un fendmeno de autocatalisis, una
vez se ha reducido el primer atomo de la AgNP, esta actlla como catalizador de la reaccién y promueve
gue mas atomos de plata se reduzcan sobre su superficie hasta la formacion de los growing
microelectrodes, pero frena al aumentar su tamafio ya que el potencial de reduccion de la plata aumenta

al acercarse al tamafio masico.

3.3.3.  Uso de borohidruro de sodio en presencia de bromuro de potasio.’

Como tercera opcion se evaluo la posibilidad de emplear NaBH4 en presencia de bromuro de potasio
(KBr) y citrato trisédico (NasCt) como agentes de recubrimiento (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.). Este método permite modificar el tamafio de las particulas facilmente variando la
cantidad de KBr empleado en el proceso. Se observa como al aumentar el ratio Br:Ag la absorcion se
desplaza a longitudes de onda mas bajas, lo que implica normalmente una reduccion del tamafio de
particula. Estas particulas son capaces de catalizar después la reduccion de 4-nitrofenol empleando
NaBH,.

NaBH,
AgNOs =g gums

Esquema 2. Sintesis de AgNPs empleando NaBH. y KBr.



3.3.4. Uso de Quantum Dots de carbono.®

La Gltima opcion es el uso de quantum dots de carbono (Figura 3) preparados a partir de polietilenimina
en un autoclave a 200 °C durante 4 horas, que se mezclan con una disolucion de AgNOs generando las
NPs en 50 minutos. El uso de quantum dots de carbono ha demostrado ser un método que permite la
sintesis de AgNPs de forma mas precisa, al generar particulas con un tamafio y forma mas uniforme, asi
como mas féciles de suspender, al presentar los quantum dots una gran superficie especifica y procesos
muy facilmente controlables. No hay informacion sobre su uso como catalizador, pero si que se dice que

son solubles en agua y que tienen elevada superficie especifica, asi como compatibilidad con el NaBHa.
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Figura 3. Sintesis de AgNPs empleando Quantum dots. Imagen extraida de Journal of Hazardous Materials.
3.4. Aplicaciones de las AgNPs.

Las AgNPs se emplean actualmente en diversos productos comerciales, y se espera que hagan su entrada

en nuevos mercados.

El uso mas comuln es como agente desinfectante, tanto en superficies como en tejidos. Se encuentra
regularmente en hospitales, en forma de recubrimiento de superficies como suelos y paredes, reduciendo
el riesgo de proliferacion de patdgenos, y con la misma intencidn, como recubrimiento de encimeras en
cocinas. También se encuentra regularmente en telas, para evitar malos olores, particularmente en
calzado y calcetines. Hay estudios que hablan de su uso en vendajes, permitiendo un mejor curado de
heridas al no requerirse agentes limpiadores que podrian ser dafiinos para los tejidos, como pueden ser

el iodo o el peroxido de hidrégeno.



Otro campo en el que se ha visto recorrido a estos compuestos es en el de las terapias oncologicas. La
capacidad de absorber radiacion permitiria marcar con un anticuerpo unido a AgNPs las células que
rodean a una masa tumoral y que las AgNPs las protejan de los dafios que suele traer consigo la
radioterapia al absorber la energia de la radiacién empleada para atacar al tumor o, por el contrario, se
podria marcar las células tumorales y aprovechar el upconverting para radiar estas células con energias
maés bajas que no serian dafiinas para el resto del organismo, pero que las NPs elevarian en energia

haciéndolas dafiinas para la masa tumoral a la que se encontrarian unidas.®

Aparece en la bibliografia un posible uso en forma de agente director de medicamentos a érganos
concretos, aprovechando las capacidades para marcar de estos compuestos. EI hacer esto permitiria
emplear dosis mas bajas, lo que evitaria efectos secundarios y estrés innecesario en érganos como el

higado, ademas de una eficacia mejorada.

Otro de los usos que se podria dar a las AgNPs es la quimica analitica, donde se han documentado
métodos colorimétricos para la deteccién de metales pesados,® asi como la fabricacion de biosensores

gue permitan deteccion temprana de enfermedades mediante métodos no invasivos.

Aprovechando una gran conductividad tanto eléctrica como térmica, existen estudios que sugieren
emplearlos en soldaduras en circuitos integrados, asi como emplearlo como aditivo en fluidos

refrigerantes, que ademas eliminarian la necesidad de aditivos biocidas.

3.5. Aplicacion de las AgNPs como catalizadores.

Las AgNPs son compuestos capaces de catalizar procesos tanto de reduccién como de oxidacién, siendo
su uso en reducciones el que interesa en este trabajo. Estos catalizadores no aprovechan efectos
termoquimicos, si no efectos fisicos para favorecer el avance de la reaccion. El efecto fisico es, de nuevo,
la resonancia plasménica de superficie.’® Las AgNPs, al incidir sobre ellas radiacion electromagnética,
absorben esa energia y forman pares electron-hueco al relajarse. Estos electrones son mas activos que

el resto y pueden mediar en multitud de reacciones.

Las AgNPs tienen la capacidad de adsorber nucledfilos en su superficie, y estos adsorbatos, al incidir la
luz sobre la mezcla, se ven excitados en sus niveles electrénicos o vibracionales. Los adsorbatos
excitados pueden entonces capturar esos electrones activos, o ceder un electrén al hueco, formandose
un ion excitado transitorio capaz de superar la barrera electronica del proceso, o relajarse a un nivel

vibracional excitado sin progresar en la reaccion.

Se ha observado que, al ser un proceso dependiente de la adsorcion quimica del sustrato sobre el
catalizador, es posible que la superficie del catalizador sea degradada por el oxigeno ambiental,® por lo
que sera necesario trabajar en atmdsfera reductora/inerte o, en su defecto, recubrir las AgNPs de algun

compuesto que evite su oxidacion.



3.6. Reduccion de 4-nitrofenol.

Los nitrofenoles son compuestos formados por un grupo nitro (-NO2) y un grupo hidroxilo (-OH) unidos
a un anillo de benceno. Son compuestos comunes en la industria, ya que se emplean en sintesis de, entre
muchos otros, tintes, pesticidas, pinturas, medicamentos y explosivos. Son compuestos de gran
toxicidad, carcinogénicos y contaminantes, que en caso de ser vertidos a rios o al mar, pondrian en
peligro no solo el medioambiente, sino las vidas humanas dependientes de esas aguas. Existen estudios
que demuestran los dafios que puede ocasionar sobre érganos tales como el higado o el sistema nervioso
central.!! Estos compuestos pueden ver su toxicidad enormemente reducida si se transforman en
aminofenoles, compuestos en que el grupo nitro es reducido a un grupo
amino (-NHz) (Esquema 3), sin embargo este proceso exige de catalizadores de alto coste y
habitualmente no recuperables, ademas de condiciones controladas, en una reaccion que, aun asi, suele
ser lenta. El desarrollo de nuevos catalizadores seria de gran interés industrial ya que permitirian
eliminar estos contaminantes de una manera mas econémica, no solo por el menor coste en materiales,
sino también por un menor tiempo de tratamiento. Adicionalmente, se genera como subproducto el 4-

aminofenol, que es un precursor de gran interés en la industria farmacéutica.

O,N HoN
NaBH,
EE————

AgNPs cat.
OH OH

4-nitrofenol 4-aminofenol

Esquema 3. Reduccién de 4-nitrofenol.

Las AgNPs son grandes candidatas para la tarea. Poseen una elevada superficie especifica, son faciles
de sintetizar, su reutilizacién (previa inmovilizacion sobre una matriz de materiales tales como 6xidos
metalicos o compuestos de carbono) mantiene los costes bajos y poseen gran actividad catalitica.
Ademas, no presentan problemas asociados a los métodos enzimaticos, como son el descenso de la
actividad al aumentar la concentracion de producto, ni se degradan tan rapidamente como estos. Su
mayor inconveniente es que la toxicidad de estos compuestos no es perfectamente conocida, y los
métodos para recuperarlos no estan totalmente desarrollados. Se ha observado su eficacia en este proceso
a escala de laboratorio, hasta el punto en que se emplea esta reaccion como modelo para estudiar la

eficacia de un método para sintetizar catalizadores basados en AgNPs.

Los compuestos de benceno mencionados, por su estructura que incluye un ciclo aromatico, poseen una
cualidad muy interesante a la hora de evaluar la eficacia de un catalizador: Tanto la forma oxidada (nitro)

como la forma reducida (amino), presentan absorcion en la franja del Vis-Uv, por lo que la reaccion

10



puede seguirse muy facilmente empleando técnicas de espectroscopia de absorcion disponibles en
cualquier laboratorio. Este serd el método que se empleara para evaluar la eficacia de las AgNPs

sintetizadas en su uso como catalizadores.

No se conoce perfectamente el mecanismo de la reduccién, pero se sabe que incluye un paso de
coadsorcion del borohidruro y el 4-nitrofenolato en la superficie de la AgNP. Ambos iones pueden
adsorberse sobre la AgNP, pero cuando uno de los dos ya se ha adsorbido, el otro es capaz no solo de
adsorberse en un centro activo, sino que también es capaz de sustituir al primero, dando lugar a un
equilibrio de coadsorcidn-sustitucion. El 4-nitrofenolato aparece al disolverse el 4-nitrofenol en el medio
de la disolucion, y es la especie que da el color amarillo a la misma. Una vez se han coadsorbido ambos
iones, la transferencia de electrones ocurre y se forma el 4-aminofenol.® Este es el motivo por el que es
importante  trabajar en un entorno que permita  proteger la  superficie de
las NPs de la oxidacién, o que al menos, permita recuperarla, ya que cada &tomo que se oxida a 6xido
de plata reduce la superficie disponible para que los reactivos se unan, favoreciendo que ocurra la

sustitucion y no la coadsorcion.
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4

Objetivos.

4.1. Sintesis de AgNPs de distintos tamafios.

Se realizaré una sintesis en agua ultrapura de nanoparticulas de plata, empleando KBr en distintas
concentraciones, lo que permitira controlar su tamafio. Se empleard ademas NasCt como agente de
recubrimiento, que actuara como agente director de estructura. Seran constantes la concentracion de
AgNO;, H20, y NaBH.. Las AgNPs resultantes presentaran distintos colores en funcion de su

tamano.

4.2. Caracterizacion de las AgNPs.

Las nanoparticulas resultantes se caracterizardn mediante espectroscopia Vis-Uv, lo que permitira
conocer de forma aproximada su tamafio durante su uso en el laboratorio, y microscopia TEM para
conocerla de forma mas precisa tras su procesado, asi como una confirmacion de la naturaleza de la

muestra empleando PXRD, lo que permitird también conocer el modo de crecimiento de la AgNPs.

4.3. Aplicacion de las AgNPs sintetizadas en catalisis.

Las AgNPs sintetizadas en el primer apartado se emplearan para catalizar la reduccién de 4-
nitrofenol a 4-aminofenol, empleando como reductor NaBH.. Dado que el 4-nitrofenol presenta una
elevada absorbancia en el espectro visible, la reaccién se seguira mediante técnicas de
espectroscopia Vis-Uv, realizando espectros de absorbancia en un intervalo de 300 nm de forma

continua.
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5 Procedimiento experimental.

5.1. Materialesy reactivos.

Se emplearon citrato de sodio dihidrato (NasCt -2 H,O Sigma-Aldrich CAS Number 6132-04-3), nitrato
de plata (AgNO; VWR CAS Number 7761-88-8), peroxido de hidrégeno 30% (H20, J.T.Baker CAS
Number 7722-84-1), bromuro de potasio (KBr, VWR CAS Number 7758-02-3), borohidruro de sodio
(NaBH, Sigma-Aldrich CAS Number 16940-66-2), y 4-nitrofenol (Sigma-Aldrich CAS Number 100-
02-7). Se empleara ademas agua Milli-Q. Todos estos reactivos se emplearon sin purificacion previa.
Es necesario emplear aquellos con la méxima pureza posible, en vidrio perfectamente limpio y aclarado
con agua Milli-Q. Si el material de vidrio a emplear no estuviese perfectamente limpio, se lavo con
HNO;3 y se aclard primero con abundante agua y después con una pequefia cantidad de agua Milli-Q.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en condiciones normales de laboratorio, presion atmosférica y

una temperatura de aproximadamente 20 °C.
5.2. Técnicas de caracterizacion empleadas.
En la caracterizacion de las AgNPs sintetizadas se emplearon 3 técnicas diferentes:

— Con el fin de conocer el tamafio de las AgNPs, asi como de realizar un seguimiento a la
reduccién catalitica de 4-nitrofenol, se emple6 un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lambda 25
equipado con celdas desechables, con el que se realizaron medidas de absorbancia en el
espectro Vis-Uv. Esta sera la medida principal a partir de la cual se discutira la relacion entre
el tamafio de las AgNPs y la concentracion de KBr presente en la disolucidn durante su sintesis.

— Para conocer de una forma mas precisa la forma y tamafio de las AgNPs, se realiz6 un estudio
de microscopia en el TEM, en un equipo EOL JEM-2100F con el que se obtuvieron imagenes
a partir de las cuales se realiz6 la medida.

— Para confirmar la informacion obtenida a partir del TEM, asi como para confirmar la naturaleza
de la suspensidon obtenida, se realiz6 un estudio de PXRD, empleando un equipo PANalytical
X’Pert Pro MPD.

5.3. Preparacion de las disoluciones.
A partir de los reactivos indicados se preparan las disoluciones siguientes:

0,125 M de NasCt.
3,75x10* M de AgNOs.
5,00x102 M de H,0:..
2,17x10°M de KBr.
5,00x103 M de NaBH;,

ag &~ DN
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6. 0,250M de NaBH,,
7. 1,05x10° M de 4-nitrofenol.

Las disoluciones se preparan pesando la cantidad necesaria en un vaso de precipitados pequefio
empleando una balanza analitica. Puesto que las cantidades son pequefias en todo caso, un volumen
minimo de agua se afiade entonces al vaso y se agita manualmente empleando una varilla de vidrio. Una
vez se ha disuelto completamente el sdlido y la disolucion esta completamente transparente, se transfiere

a un matraz aforado de vidrio del volumen requerido segun la disolucion.

Puesto que las concentraciones son tan reducidas, la forma méas efectiva de obtenerlas es realizar
diluciones de disoluciones mas concentradas. Por ejemplo, en el caso del KBr, se prepar6 una disolucion
inicial de 25 mL con una concentracion de 2,17x102 M en un matraz aforado, del que, tras
homogeneizar, se tomaron 100 uL empleando una micropipeta y se llevaron a volumen en un matraz
aforado de 100 mL.

5.4. Preparacion de las AgNPs.

En viales de 22 mL, empleando una micropipeta con capacidad de hasta 1000 pL, se afiaden 0,2 mL de
la disolucion 1. Con una pipeta graduada de 10 mL se afiaden sobre ellos 5 mL de la disolucién 2, 5 mL
de la disolucién 3, y, de nuevo con la micropipeta, un volumen variable X entre 0 y 2300 uL de la
disolucion 4y el volumen 2300-X pL de agua ultrapura. En lo casos en que el volumen a afiadir superaba
los 1000 pL.

Se realizaron dos adiciones de igual volumen (X/2). Uno de los viales se prepara sin KBr como control.
Sobre los viales anteriores se afiaden 2,5 mL de la disolucion 5, que debe ser preparada en el momento
de la adicion y mantenida en una mezcla agua-hielo para evitar su descomposicion. Si el tiempo hasta
la adicién se alarga, se observa desprendimiento de hidrégeno (H2) y un ligero color rosa en la
disolucidn. Se coloca la tapa y se agita manualmente. Tras un tiempo corto, aproximadamente 5 min
(aunque esto era altamente variable en cada réplica, probablemente por la agitacion manual), se aprecia
un cambio de color. Se rotula la serie de 11 disoluciones como disoluciones A (A: para el control, A,
para X=460, Az para X=690, A4 para X=760, As para X=830, As para X=900, A7 para X=970, Ag para
X=1045, Ao para X=1105, Ay para X=1175, Ay, para X=1244).

Esta serie de disoluciones A es diluida 1:2 con agua Milli-Q, tomando 10 mL de la disolucion A 'y
colocandolos en un vial junto a 10 mL de agua. Se rotula esta como disolucion B. Se toman 10 mL de
ladisolucién By se afiaden a un nuevo vial, afiadiendo otros 10 mL de agua Milli-Q. Esta es la disolucion
C, de la que se toman otros 10 mL, se afiaden a un nuevo vial y se afiaden 10 mL de agua sobre ellos
para obtener la disolucion D. 10 mL de la disolucion D se trasladan a otro vial y se afiaden sobre ellos

10 mL de agua para obtener finalmente la disolucion E. Este proceso se repite para las 11 muestras
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iniciales, rotulandose cada una con una letra y nimero, indicando su dilucién y concentracion de KBr
inicial. La medida de estas distintas concentraciones permite conocer con exactitud la longitud de onda

de absorcion maxima de las AgNPs sintetizadas.

5.5. Caracterizacion de las AgNPs.

Para realizar la caracterizacion de las nanoparticulas, fue necesario en algunos casos un tratamiento

previo de las mismas.

Las técnicas espectrofotométricas no requirieron de tratamiento inicial, se vertié parte de la disolucion
con ayuda de una pipeta Pasteur en una celdilla de pléstico y se introdujo en el equipo, obteniéndose
una serie de datos que después fueron tratados empleando programas informaticos.

Para enviar las muestras al TEM y al PXRD fue necesario obtener las nanoparticulas en soélido. Para
ello, algunas de las disoluciones de la serie A fueron colocadas en un tubo de centrifuga y centrifugadas

durante 20 minutos para obtener un sélido que tras lavarlo con etanol y recentrifugarlo, se secé a vacio.

Parte del solido obtenido se resuspendié una vez seco en una pequefia cantidad de agua Milli-Q
introducido en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se envid asi al TEM. Otra porcién del sélido se introdujo
en un tubo Eppendorf de 1,5 mL hasta que alcanzé una altura aproximada de 5 mm para enviarlo asi al
PXRD.

5.6. Reduccidn catalitica de 4-nitrofenol.

A un vial de 22 mL se afiaden 1,6 mL de la disolucion A de nanoparticulas en dos porciones de 800 puL
con una micropipeta. Sobre esto, empleando una pipeta de vidrio graduada de 10 mL, se afiaden dos
porciones de 9 mL para un total de 18 mL de agua. La disolucion final, con un volumen de unos 20 mL,

es una dilucion 1:12,5 de la suspension original de nanoparticulas A.

De la disolucidn de 4-nitrofenol (disolucién 7), se afiade a una cubeta desechable de espectrofotémetro
1 mL empleando una micropipeta y, sobre ello, se afiaden 100 pL de disolucion de NaBH. (nimero 6),
recién preparada y mantenida en una mezcla agua-hielo. Se comienza en ese instante a medir la
absorbancia en el intervalo de 300 a 600 nm con una velocidad de 4800 nm/min y prestando especial
atencion al pico a 400 nm que presenta el 4-nitrofenol. Cada 6 s se obtiene un espectro de absorcion y
no se observan cambios en los 5 primeros. En ese instante, a los 30 s desde la adicion del NaBH., se
afiade con una micropipeta 1 mL de la suspension de nanoparticulas preparada previamente, y se
homogeniza con ayuda de la micropipeta, absorbiendo y expulsando un par de veces el contenido de la
celda. Se observa como el pico a 400nm va reduciéndose y van apareciendo nuevos picos a 232 'y 298
nm. Tras un tiempo de entre 5 y 10 minutos, en funcidn de la réplica, el pico de 400 nm desaparece por

completo y los nuevos picos alcanzan su méaxima absorbancia.
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6 Discusion de resultados.

6.1. Seleccion del método de sintesis.

De entre estos métodos se optd por el explicado en el apartado 3.5.4, por su sencillez y bajo coste unido
a una cierta facilidad para modificar las caracteristicas de las particulas mediante parametros sobre los
gue es muy facil actuar. Ademas, evita la necesidad de emplear mas equipos que los necesarios para la
caracterizacién y trabajar en atmosfera inerte. Esta sintesis es ademas enmarcable en el concepto de
Quimica Verde, por su simplicidad, reproducibilidad, rapidez y seguridad, asi como el uso de disolventes

totalmente inocuos para la naturaleza como es el agua.

6.2. Sintesis de las nanoparticulas de plata.

El método empleado se basa en la reaccion de reduccion del nitrato de plata a plata elemental empleando
NaBH4 en presencia de otros compuestos, en concreto, H,O2, KBr y NasCt.

El NaBH, reduce el nitrato en presencia de agua, formando plata elemental y acido nitrico, que es
consumido por el NasCt, lo que permite mantener un pH estable en el entorno de la neutralidad o la
ligera basicidad, evitando que precipite Ag.O (Esquema 4). Ademas, el NasCt actla sobre el modo de

crecimiento de las AgNPs.

N,BH,(aq) + 8AgN0O3(aq) + 4H,0() = Na[B(0H,)](aq) + 8Ag(s) + 8BHNO3(aq) (1)

Na;C3Hs0(C00)s + HNO3 = NayHC3Hs0(CO0)s + NaNOs )

Esquema 4. Reacciones durante la sintesis de las AgNPs.

El H,0O, tiene como objetivo reoxidar los atomos de Ag que se salen del modelo de crecimiento que se
intenta forzar empleando el citrato. EI H,O; es un oxidante que es capaz de generar un equilibrio con la
reduccion por accion del NaBH., provocando esto que la forma de las AgNPs generadas sea muy precisa.

Se ha observado que la ausencia del peréxido genera AgNPs amarillas con una forma esferoide.?

El KBr frena el crecimiento llegado un punto definido por la cantidad de bromuros presentes en la
mezcla. Se sabe que el bromuro se une fuertemente a la superficie de la plata, formando bromuro de
plata que detiene el crecimiento de la particula, debido a la baja solubilidad del bromuro de plata, por

unién del anion bromuro a los cationes Ag* presentes en la superficie de las nanoparticulas.
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6.3. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata.
La caracterizacion de las AgNPs sintetizadas en este trabajo se realiz6 en tres partes:

— Un estudio de Vis-Uv con un Espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 25 a temperatura
ambiente, empleando celdas pléasticas, con el que se realizaron los estudios iniciales de
absorcion de las AgNPs y el seguimiento de la reaccion de catélisis. En la primera fase, se
realizaron espectros en el rango 300-800 nm con intervalos de 1 nm y una velocidad de barrido
de 240 nm/min. En el estudio de la catalisis, se realizaron barridos a 4800nm/min en el intervalo
de 300-600nm en intervalos de 1 nm.

— Un estudio de microscopia TEM con un equipo EOL JEM-2100F TEM con un potencial de 200
kV equipado con un pole-piece con una resolucion mayor de 0.19 nm para averiguar de forma
mas exacta su tamafio y forma.

— Un estudio de PXRD con un PANalytical X’Pert Pro MPD con una fuente de radiacion de Cu
kal (A=1.5418 A) en el rango 20-900 para conocer su composicion, comparando los datos de
esta Ultima prueba con la base de datos ICSD 04-0783.

6.4. Propiedades de las nanoparticulas de plata sintetizadas.

Tras un primer intento de obtener las AgNPs empleando agua destilada convencional en el que no se
obtuvo una gama de colores definida, sino una serie de viales con colores muy similares
pardo-cobrizos, se pas6 a emplear agua ultrapura. Esto demuestra la conocida sensibilidad de las AgNPs
a la presencia de iones en la disolucién durante su sintesis: EI hecho de que el agua empleada no fuese

de la méaxima pureza fue suficiente para que todas las particulas obtenidas tuviesen el mismo tamafio.

Con agua ultrapura se obtuvo una serie de viales en los que la presencia de NPs era claramente apreciable
por observacion del efecto Tyndall, al irradiarlo con un puntero laser de color verde, este era claramente
dispersado (Figura 4), y un cambio de color en todos los viales, que variaba en funcion del ratio KBr:Ag

empleado.
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Figura 4. Observacion del efecto Tyndall en las AgNPs sintetizadas.

Los primeros viales poseian un color azul-violaceo, que implicaba una absorcién a longitudes de onda
mas altas, en el rango 600-700 nm. Rapidamente, al pasar del vial 5 al 6, se ve un cambio de color a
longitudes de onda de absorcién méas bajas, con un tono rosaceo que pasa a naranjaenel 9y el 10y a
amarillo en el 11. Esto demostro la hipétesis inicial de que pequefios cambios en la concentracion de
KBr en la celda modificaban enormemente el tamafio de las nanoparticulas, como se observa con ese
cambio de color (Figura 5. Viales con las AgNPs sintetizadas, ordenados de menor a mayor contenido
en KBr.

Figura 5. Viales con las AgNPs sintetizadas, ordenados de menor a mayor contenido en KBr.

Como se puede observar en la Figura 6, el pico de absorcion maxima en Vis-Uv se desplaza desde los
705 nm para la muestra que no contenia KBr, hasta los 472 nm para la mezcla con la mayor cantidad de
KBr. Se observa ademéas como al aumentar el ratio, aparecen un segundo y tercer pico en el espectro de
absorcién de las AgNPs, que se intuia en las muestras con menor cantidad de KBr, pero que llega a
alcanzar la mitad y un tercio, respectivamente, de la absorbancia maxima de la particula en la muestra

con mayor concentracion de KBr.
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Ademas, se observa un estrechamiento de los picos, que se hacen mas agudos al aumentar la
concentracion de KBr. Esto se daria por la actividad del KBr como agente de recubrimiento que, como
se dijo anteriormente, es capaz de bloquear la union de nuevos atomos de plata a las AgNPs formadas,

lo que hace que la varianza de tamafio sea menor.
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Figura 6. Relacion entre el KBr:Ag Ratio y longitud de onda de absorcién.

Esta hipotesis se comprobd con la imagen obtenida en la microscopia de transmision (Figura 7). Se
observa que, para las AgNPs en que no se afiadi6 KBr, la forma de estas era triangular, cosa que
concuerda con una estabilizacion por aniones citrato, que estabilizan el plano (111), favoreciendo el
crecimiento plano hasta un tamafio de 64+10 nm. Esto se debe, como se explico antes, a la union del idn
citrato a la superficie de la particula en crecimiento, dotandola de una carga superficial negativa que
previene la agregacién de distintas NPs, por repulsion electroestatica. Sin embargo, las suspensiones
con un alto ratio de KBr (0,25:1) dieron lugar a AgNPs esféricas, con un tamafio menor (35£4 nm para

las naranjas) y mas similares entre si.
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Figura 7. Microscopia TEM de las nanoparticulas obtenidas. Las letras corresponden a los colores de

nanoparticula (A) amarillo, (B) naranja, (C) violeta y (D) azul.

Con la intencion de confirmar la naturaleza de las NPs sintetizadas, se decidid realizar un estudio de
PXRD, en un equipo un PANalytical X’Pert Pro MPD con las caracteristicas citadas previamente. En el
espectro se observa una serie de picos muy definidos a 38,3°, 41,8°, 63,7°y 78,1°. El pico entorno a 38°
es consistente con el crecimiento forzado por el NasCt en el plano (111). El resto de los picos, como se
comprobd empleando una base de datos, son consistentes con la presencia de compuestos de plata y

cobre, lo que confirma que las NPs sintetizadas son AgNPs.
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Figura 8. PXRD de las AgNPs sintetizadas con un ratio de KBr:Ag de 0.005.

Al realizar una comprobacion los dias posteriores a la sintesis para decidir si la descomposicion de las

AgNPs podia reducir su actividad catalitica (la cual se comentara a continuacion), se observo que estas
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fueron estables durante al menos toda la semana en que se emplearon, sin requerir ser almacenadas ni a
temperatura reducida, ni protegidas de la radiacion Uv. Esta comprobacion se realizé midiendo de nuevo
su espectro de absorcion al comienzo del diay comparando su absorbancia con la de la misma disolucion

en dias anteriores, sin observarse una reduccion apreciable del valor de absorcion méaxima.

6.5. Reduccion de 4-nitrofenol empleando AgNPs como catalizadores.

El estudio catalitico en la reduccion de 4-nitrofenol promovida por AgNPs tuvo una duracion de entre 5
y 10 minutos por muestra, lo que permitié obtener un gran nimero de datos en un corto periodo de
tiempo. En el espectro de absorcion representado en la Figura 9 se observa la existencia de 4 picos
principales. De esos cuatro picos, hay dos que pertenecen al 4-nitrofenol, a 405 nm vy
273 nm, ordenados por su intensidad. Los otros dos picos pertenecen al 4-aminofenol, a 383 nmy 231

nm, respectivamente, con una intensidad mucho menor a los de la forma oxidada.
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Figura 9. Cambio del espectro durante el proceso de reduccion de 4-nitrofenol empleando las AgNPs con un
ratio KBr:Ag de 0.15.

Durante los experimentos, se observa como los picos a 405 y 273 nm disminuyen rapidamente al afiadir
las AgNPs, una vez pasado el periodo de induccion. A su vez, los picos a 383 y 231 nm aumentaron en
intensidad, indicando que el 4-nitrofenol se estaba reduciendo y convirtiéndose en 4-aminofenol, cosa
gue no ocurre en ausencia de las AgNPs. Es interesante indicar que en el espectro se observan una serie
de puntos isoshésticos, puntos en que los picos de 4-nitrofenol y 4-aminofenol se encuentran, de forma
que el aumento de la absorbancia de uno anula la disminucion de la absorbancia del otro, manteniéndose

por consiguiente la absorbancia molar en ese punto constante durante todo el experimento.

Al ser la absorbancia una funcién de la concentracion se opta por tratar los datos para obtener el espectro

mostrado en la Figura 9, en el que se representa la concentracién molar en lugar de la absorbancia frente
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a la longitud de onda, lo que da una imagen mas clara del cambio que se esta produciendo en el seno de

la disolucion.
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Figura 10. Perfil de la reaccion con distintas concentraciones de KBr. Media de tres réplicas.

La Figura 10, en la que se representa la absorbancia monitorizada a 405 nm, de nuevo en unidades de
concentracion, frente al tiempo, presenta en todo caso un Ilano al comienzo de la reaccion, un periodo
de induccion, que se alarga al aumentar la concentracion de KBr en la disolucidn durante la sintesis de
las AgNPs. Se observa que, una vez terminado este periodo de induccion, todas las muestras presentan
una pendiente similar, lo que indica que el tamafio de las AgNPs no modifica sus propiedades cataliticas
maés alla de esta fase inicial. Esto podria deberse a la presencia de oxigeno en la mezcla, de forma que
es capaz de oxidar la superficie de las AgNPs impidiendo que los reactivos se adsorban. Al aumentar la
cantidad de KBr, el tamafio de las AgNPs y, por consiguiente, su superficie disminuye. En las AgNPs
mas pequefias es de esperar, dado que la concentracidn de oxigeno en la suspension seria similar para
todas, que el porcentaje de superficie oxidado sea mayor. En presencia de un reductor como es el NaBH,,
la superficie de plata oxidada se volveria a reducir, pero seria necesario mas tiempo para alcanzar el
namero de sitios activos reducidos en la superficie de las AgNPs méas pequefias. Es decir, se necesita
recuperar un mayor porcentaje de la superficie para que la reaccion tenga lugar que en el caso de las
AgNPs mas grandes. Es necesario por este motivo trabajar siempre con un exceso de NaBH4, ya que

parte va a ser consumido en el proceso de reduccion de la superficie de las AgNPs.

Una vez pasado este periodo de induccion, los datos de la reaccion pueden ser ajustados a una cinética
de primer orden. Aungue el mecanismo no esta perfectamente definido en la bibliografia, asumiendo
que la cinética es de primer orden, se puede observar que al aumentar el ratio de Br:Ag, el tiempo de
induccién aumenta, y el ratio de consumo de sustrato se reduce. Esto es consistente con el menor nimero
de huecos cataliticos disponibles por la unién de bromuros a la superficie de las AgNPs, que es un

proceso ajeno a la oxidacién mencionada antes e inevitable con el método de sintesis elegido.
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7 Conclusiones.

Las nanoparticulas de plata son compuestos que presentan unas rutas sintéticas sencillas, que no
requieren de material ni de reactivos exoticos, y con gran variedad de aplicaciones de gran interés. El
control de calidad en el proceso de sintesis es sencillo, ya que, para un andlisis rutinario, un estudio de
absorcion Vis-Uv es més que suficiente. En el caso del presente estudio, demostraron una gran habilidad
para catalizar la reaccidn de reduccién de 4-nitrofenol a 4-aminofenol, que podria ser de potencial interés
industrial al permitir eliminar un contaminante transformandolo en un precursor muy utilizado en la

industria farmacéutica, con una eficacia muy alta y un coste minimo.

En el caso de que se decida emplear este compuesto, es necesario entender su sensibilidad a la presencia
de iones externos durante su sintesis que, como se ha visto, afecta enormemente a su tamafio y, por
consiguiente, a sus propiedades, si bien su alta estabilidad y su velocidad para catalizar la reaccion,
unido a un precio mucho méas comedido que el de alternativas como el paladio o el platino, hacen de

estos inconvenientes obstaculos salvables.
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