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Resumen

El mercurio es uno de los metales pesados mas toxicos que existen y se encuentra
ampliamente distribuido en el medio ambiente ya que puede ser encontrado en el agua, el
aire y el suelo. El mercurio no es biodegradable, por lo que permanece en los diversos
ecosistemas y se acumula en diversas especies marinas. El mercurio es ampliamente
utilizado en la mineria aurifera informal e ilegal en nuestro pais, cuyos efluentes son
vertidos en los rios dejando expuesta a la poblacion y el medio ambiente ante este
contaminante. Entre las diferentes formas de mercurio, el Hg*" es la forma més comtn y
estable, debido a su gran solubilidad en agua. Debido a la presencia de microorganismos
en los sistemas acuaticos, el mercurio inorganico es convertido en metil mercurio,
sustancia altamente toxica para los organismos vivos.

Comunmente, para el analisis de mercurio se emplean técnicas como la espectrometria de
absorcion atomica de llama y la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente, que presentan excelentes limites de deteccion, pero requieren de tiempos
largos de preparacion de muestra e instrumentacion especializada y costosa. Por ello, en
los Glltimos afios se han buscados metodologias alternativas para la deteccion de mercurio.
Dentro de los nuevos avances tecnoldgicos y cientificos han surgido investigaciones
sobre el uso de nanoparticulas de metales nobles (plata y oro) como sensores
colorimétricos debido a la banda de resonancia plasmoénica de estas nanoparticulas que
aparece en la region UV-Visible del espectro electromagnético. Este nuevo enfoque se
presenta como una alternativa interesante, debido a los bajos costos de produccion, su
capacidad de brindar una respuesta analitica rdpida y confiable, junto con el empleo de
una instrumentacion mas accesible como los espectrofotdmetros UV-Vis. Ademads, este
nuevo enfoque permite la adaptacion de los nuevos sistemas para poder contar con
dispositivos portatiles que permitan realizar mediciones in Situ.

En el presente trabajo, se han sintetizado AgNPs esféricas y se han caracterizado mediante
microscopia electronica de transmision y espectrofotometria UV-Vis. Ademas, se ha
implementado y optimizado un protocolo de funcionalizacion para las AgNPs con los
ligandos sulfurados cisteamina y cisteina, con el fin de detectar Hg** en agua.
Finalmente, se ha optimizado un método colorimétrico de cuantificacion de Hg?" en agua
empleando las AgNPs funcionalizadas. Para el sensor de AgNPs-CyNHo, se logro obtener
un limite de deteccion de 108 nM con un tiempo de incubacion de 2 min, mientras que
para el sensor de AgNPs-Cy, se obtuvo un limite de deteccion de 441 nM con un tiempo
de incubacién de 20 min.



Abstract

Mercury is one of the most toxic heavy metals that exists and is widely distributed in the
environment and can be found in water, air and soil. Mercury is not biodegradable, so it
remains in diverse ecosystems and accumulates in various marine species. In our country,
mercury is widely used in informal and illegal gold mining. The resulting effluents are
discharged into rivers, exposing the population and the environment to this pollutant.
Among the different forms of mercury, Hg*" is the most common and stable form, due to
its great solubility in water. Due to the presence of microorganisms in aquatic systems,
inorganic mercury is converted into methyl mercury, a substance highly toxic to living
organisms.

Commonly, the analysis of mercury is made by techniques such as flame atomic
absorption spectrometry and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
are used. They have excellent limits of detection, but they require long sample preparation
times and specialized and costly instrumentation. For this reason, alternative
methodologies for the detection of mercury have been sought in recent years. Among the
new technological and scientific advances, the use of noble metal nanoparticles (silver
and gold) as colorimetric sensors has emerged. These sensors exploit the localized surface
plasmon band of the nanoparticles, which appears in the UV-Visible region of the
electromagnetic spectrum. This new approach is presented as an interesting alternative,
due to the low production costs, its ability to provide a rapid and reliable analytical
response, together with the use of more accessible instrumentation such as UV-Vis
spectrophotometers. In addition, this new approach allows the adaptation of the new
systems in order to have portable devices that allow on-site measurements.

In the present research work, spherical AgNPs have been synthesized and characterized
by transmission electron microscopy and UV-Vis spectrophotometry. A functionalization
protocol has been implemented and optimized for AgNPs with the sulfuric ligands
cysteamine and cysteine in order to detect Hg?* in water.

Finally, a colorimetric method for quantify Hg*" in water using the functionalized AgNPs
has been optimized. For the AgNPs-CyNH: sensor, it was possible to obtain a detection
limit of 108 nM with an incubation time of 2 min, while for the AgNPs-Cy sensor, a
detection limit of 441 nM was obtained with an incubation time of 20 min.
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1. Introduccion

En esta era de nuevas tecnologias y de globalizacion, los seres humanos aun no son
capaces de tomar en consideracion el camino por el que se dirige el planeta, pues las
cantidades de residuos que se producen estan llegando a cantidades inimaginables. Por
otro lado, en el desarrollo de las actividades productivas y extractivas que son el motor
de la economia en términos generales, como la mineria, se emplean sustancias quimicas
toxicas y peligrosas que vienen contaminando grandes cantidades de agua como parte del
proceso. Uno de los grandes problemas ambientales es la contaminacion por metales
pesados! que ha tomado una gran importancia en los wltimos afios en nuestro pais, debido
a la falta de conciencia de la relevancia de los recursos hidricos y la necesidad de
preservarlos. Por este motivo se ha convertido en un tema de interés para la comunidad
cientifica, que busca resolver estos problemas, ya sea con sistemas que permitan una
rapida deteccion o con nuevos procesos de remediacion. Muchas veces la vigilancia y el
control de la presencia de los metales pesados no se monitorea en las zonas rurales que
mayormente se encuentran expuestas a estos contaminantes, debido a su ubicacion
geografica o al desinterés de las autoridades competentes, por lo que los pobladores de
estas zonas suelen tener mayor exposicion a estos metales. Dentro de los iones de metales
pesados, los més toxicos para la salud de los seres humanos y el medio ambiente son As**,
Cr%, Cd*", Pb** y Hg*", atn a nivel de trazas'?.

El mercurio ha sido muy estudiado como un contaminante ambiental durante varias
décadas, debido a que es una especie bioacumulativa, esta considerada el metal pesado
més toxico, y se encuentra en todas partes del medio ambiente y la biota' *. El mercurio
es extremadamente toxico en todos sus estados de oxidacion, a pesar de las diferencias de
estabilidad y la posibilidad de interconversion redox>”’, pues vapores de mercurio
elemental son emitidos a la atmosfera y son eventualmente oxidados a Hg?". De las
diferentes formas, el Hg (II) es la mé&s comun y estable como contaminante, y debido a su
solubilidad en agua, es capaz de contaminar grandes volumenes de agua. Cuando el
mercurio es introducido en los ecosistemas acudticos, este puede ingresar a la cadena
alimenticia marina y acumularse en niveles mas altos. Ademas, algunos microorganismos
presentes en el agua que convierten el mercurio inorganico en metil mercurio, el cual es
neurotoxico®. Al ingresar en la cadena alimenticia, los riesgos para la salud pueden ser
devastadores, como dafios neurologicos y al sistema nervioso, pérdida de vision y
audicion, e incluso la muerte. Ademas, se observaron dafios a nivel del sistema
gastrointestinal, higado y rifiones. Los nifios fueron los mas afectados y dependiendo del
grado de exposicion presentaban trastornos cognitivos y de movimiento, ademas en ninos
no natos debido al consumo alimentos contaminados de madres en estado de gestacion,
se observé que nacian con distrofias severas entre otras dolencias?. Existe una enfermedad
que puede resultar mortal, denominada enfermedad de Minamata que se desarrollé en
Japon por el afio de 1956 debido a la llegada de la empresa Chiso a Minamata, conocida
en la década de los 50 como Nippon Nitrogen Fertilizer Corporation, y producia
acetaldehido que era utilizado en la produccion de plasticos. Para la sintesis del
acetaldehido se empleaba mercurio como catalizador y, posteriormente, los residuos eran
vertidos al mar donde el mercurio era convertido en metil mercurio e ingresaba a la cadena
alimenticia marina. En el afio 2010, 2771 personas padecian la enfermedad de Minamata,
pero mas de 40000 tenian sintomas mas leves. En la bahia de Minamata, la concentracion
media de mercurio era de 25 mg/g de sedimento en un area de unos dos kilometros
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cuadrados’. A pesar de ser concentraciones bajas, al ser absorbidas en pequefia cantidad
durante muchos afios pueden provocar efectos nocivos. Por eso, el monitoreo de los
niveles de Hg?" en los ecosistemas acudticos incluso a bajas concentraciones resulta ser
muy importante.

Hasta la fecha existe una variedad de métodos de deteccion de Hg?>" que han sido
reportados en la literatura, entre los mas comunes esta la espectroscopia de absorcion
atomica. Estos métodos proporcionan limites de deteccion (LODs) satisfactorios a nivel
de ppb, por debajo del limite maximo exigido por la EPA de 2 ppb (10 nM) para Hg*" en
agua potable, sin embargo, realizan operaciones sofisticadas que consumen mucho
tiempo, tienen costos elevados, requieren equipos complicados y personal altamente
preparado, por lo que no son adecuados para realizar monitoreo en campo. Por lo tanto,
seria deseable poder contar con sistemas de deteccion selectiva de Hg?* que sean mas
simples, rapidos, sensibles y ademds rentables. Es asi que en las ultimas décadas las
AgNPs y AuNPs han atraido una gran atencion por parte de la comunidad cientifica
debido a su propiedad distintiva de la resonancia del plasmon de superficie localizado
observada mediante espectrofotometria UV-Vis, que es una técnica relativamente sencilla
que no requiere instrumentacion sofisticada. Las NPs, a diferencia de los colorantes
comunes presentan mejores caracteristicas de estabilidad, selectividad y viabilidad para
ser muy versatiles, lo que permite que estas nanoparticulas se utilicen como sensores
colorimétricos para la deteccion de Hg?* bastantes sensibles pudiendo formar amalgamas
o agregando'®.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Preparar y evaluar sensores colorimétricos basados en AgNPs para la deteccion de
mercurio (Hg?") en agua.

2.2. Objetivos especificos

» Sintetizar AgNPs y caracterizarlas mediante espectrofotometria UV-Vis.
» Funcionalizar las AgNPs con los ligandos cisteamina y cisteina, y caracterizarlas.

> Desarrollar un protocolo de cuantificacion de mercurio (Hg>") para cada sensor en
estudio y comparar sus respuestas.



3. Marco tedrico
3.1.Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) pueden ser definidas como cualquier particula microscopica
cuyo tamano de al menos una de sus dimensiones es menor a 100 nandémetros (nm) y se
comporta como una unidad completa en términos de sus propiedades de transporte,
funcionales y estructurales, y su interaccién con otras especies y su entorno'!. El término
nanoparticula se viene empleando mucho en los ultimos afos. Sin embargo, las NPs en si
mismas, ya existen desde hace mucho tiempo antes de que el término fuera acuiiado. Por
ejemplo, las ventanas de la época medieval tienen dispersas NPs de oro y plata en la
matriz de vidrio, lo que le permite tener diferentes colores tan llamativos. El color de estas
NPs depende del material y de su tamafio, debido a la absorcion de la luz visible por el
metal. Otro ejemplo muy difundido se encuentra en el siglo IV, cuando los fabricantes
romanos de vidrio elaboraron la famosa copa de Lycurgus. Sin duda no sabian que las
NPs metalicas finamente dispersas eran el origen de sus caracteristicas Opticas intrigantes.
Cuando se irradia desde el exterior, la copa aparece verde a partir de la luz reflejada,
mientras que, si se irradia desde el interior, aparece un color rojo rubi debido a la luz
transmitida (figura 1). Durante los siglos siguientes, el oro y la plata en su forma coloidal
se usaron para fabricar vidrios de colores o porcelana'2.

Figura 1: Copa de Lycurgus.

(Tomada de https://terraeantiqvae.com/m/blogpost)

3.1.1. Caracteristicas Unicas de las nanoparticulas

Dentro de las caracteristicas de las NPs se encuentran la reactividad quimica y posibilidad
de autoensamblaje mediante reconocimiento molecular. Estas caracteristicas de las NPs
dan lugar a propiedades tnicas debido a su tamafio, que es menor que las dimensiones
criticas que caracterizan muchos fenomenos fisicos, como la longitud de difusion térmica,
la longitud de onda de la luz y el camino libre promedio de los electrones. Cuando una
dimension es inferior a estas longitudes criticas, es probable que se produzca un nuevo
comportamiento fisico o quimico, como propiedades cataliticas o efectos cuanticos. Los
materiales basados en NPs pueden presentarse en muchas formas diferentes, como polvos
secos, suspensiones de NPs, entre otras.'!

Por otro lado, la estructura electronica de las NPs es muy dependiente del tamafio, pues
los niveles de energia electronica no son continuos como en el material a escala
macroscopica, sino discretos debido al confinamiento del electron en la funcion de onda.
Ademas, debido a la presencia de la brecha energética en NPs individuales, las
propiedades tales como la conductividad eléctrica y la susceptibilidad magnética exhiben
efectos de tamafio cuédntico. Debido al tamafio de las NPs también se ven afectados el
comportamiento de la superficie, la solubilidad, las propiedades quimicas, eléctricas,
magnéticas y Opticas'!.



Para el desarrollo del presente trabajo son de particular importancia: a) el comportamiento
de la superficie de las NPs, ya que las NPs exhiben una actividad superficial muy alta las
cuales las vuelve muy reactivas, que puede ocasionar que reaccionen con las especies del
medio y se obtengan productos indeseados, o que se aglomeren, es decir, formen
particulas mas grandes. b) la solubilidad es una caracteristica muy importante para las
NPs en suspension, pues los atomos de la superficie de las NPs se encuentran débilmente
unidos, por lo que pueden separarse y disolverse al interactuar con el medio. Debido a
esta circunstancia el nticleo de las NPs en suspension es cristalino en comparacion con su
superficie que es mas amorfa. Para los procesos en medios liquidos es muy comun
observar la floculacion de las NPs, debido a su gran reactividad y poca dispersion entre
las NPs que lleva a la aglomeracién por su gran energia superficial. ¢) propiedades
quimicas, debido al incremento de la reactividad por la reduccion de su tamafio que
incrementa el area superficial. Ademas, de los cambios en la estructura electronica que
surgen debido al confinamiento cuantico que pueden otorgar propiedades cataliticas
inusuales en estas particulas, completamente diferentes a aquellas en el material en
tamafio macroscopico. d) las propiedades Opticas de las NPs son diferentes al material
macroscopico, pues cuando las particulas tienen tamafios en la escala de nandémetros
propiedades de excitacién pueden aparecer'!. Para las NPs metilicas de los metales
nobles, el espectro de extincidn se encuentra en la region visible y la banda caracteristica
de estas NPs, se denomina Resonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR-
Localized Surface Plasmon Resonance), que dependiendo del tamafio y forma de las NPs
las soluciones exhiben coloraciones variadas.

3.1.2. Resonancia de plasmoén superficial

La LSPR es el resultado de la interaccion de la luz con particulas mucho mas pequefias
que la longitud de onda incidente. Cuando una NP es irradiada por la luz, ocurre un
desplazamiento de la nube de electrones de conduccion en sentido contrario al campo
electico aplicado, provocando una oscilacion coherente de los electrones con respecto al
nucleo, que continua debido a la fuerza de atraccion eléctrica entre los electrones y el
nticleo'?. Es decir, al interactuar las NPs con la luz, provoca una frecuencia de oscilacion
de la nube de electrones que da lugar a la LSPR. Esta frecuencia de oscilacion esta
determinada por cuatro factores: la densidad de los electrones, la masa efectiva de
electrones, el tamafio y forma de la distribucion de carga'®. Ademas, la ubicacion de la
LSPR depende de la forma y el tamafio de las NPs. El proceso de interaccion de la luz
con una NP esférica se representa esquematicamente en la figura 2.

Figura 2: Esquema de la oscilacion del plasmon para una esfera. Se muestra el
desplazamiento de la nube de electrones de conduccion en relacion con los ntcleos.
Adaptado de Schatz'.



Mediante la deteccion de la LSPR de las NPs se han podido realizar diversas aplicaciones
en el campo de las ciencias y ha permitido el desarrollo de nuevas instrumentaciones.
Lamentablemente, solo algunos metales presentan LSPR, entre ellos los mas estudiados
son el oro y la plata debido a que son lo suficientemente estables quimicamente y
presentan su LSPR en la zona del UV-Vis-NIR.

3.1.3. Sintesis de nanoparticulas

Existen dos procesos en la sintesis de las NPs, estos son la nucleacion y el crecimiento.
En la nucleacion se forman los nucleos de las NPs, los cuales también son llamados
semillas; este proceso puede llevarse de dos formas, de manera homogénea, cuando las
semillas se forman de manera uniforme con una pequeiia distribucion de tamanos; de
manera heterogénea, cuando existe la presencia de particulas en el medio o cuando
comienzan a crecer las semillas en las paredes del contenedor, lo que genera NPs
dispersas de diferentes tamafos. El proceso de nucleacion puede llevarse a cabo de una u
otra forma dependiendo de ciertas consideraciones en la sintesis como son la velocidad
de agitacion, la forma de adicion del reactivo y la uniformidad de la temperatura, entre

otros factores'!.

El proceso de crecimiento puede llevarse a cabo de tres formas: crecimiento homogéneo,
maduracion de Ostwald y agregacion. Cuando el crecimiento se realiza de forma
homogénea, las semillas van creciendo de manera uniforme obteniéndose NPs cuasi
monodispersas, pues la mayoria de semillas van adicionando nuevos atomos de la
solucion disminuyendo la cantidad del reactivo en el medio hasta que este se termine; este
proceso esta controlado por la difusion y por las reacciones en la superficie de las NPs.
En la maduracion de Ostwald las NPs mas pequenas se disuelven y se depositan en las
particulas mas grandes. Mediante la maduracion de Ostwald, es dificil obtener particulas
monodispersas, pues se debe tener una solubilidad bastante alta de la fase solida. Para el
crecimiento por agregacion, las particulas pequefias o semillas inestables, debido a su
gran area superficial y gran energia disponible, promueven la agregacion de las semillas
mas pequetias formando particulas grandes que son mas estables. Ademas, la barrera para
la agregacion aumenta cuanto mas grandes son las particulas, es decir, es menos probable
que particulas mas grandes se agreguen'!.

La capacidad de controlar el crecimiento de los nucleos determina si las particulas
obtenidas serdn de tamafio nanométrico o de tamafo micrométrico y qué tan amplia sera
la distribucion del tamafio de particula. Ademas del tamafio, la forma de las NPs también
se vera afectada por las velocidades de los procesos de nucleacidon y crecimiento, sin
embargo, estos procesos pueden controlarse modificando los parametros de reaccion
como la concentracion de los reactivos, la temperatura de sintesis, el pH y el poder
reductor del agente reductor, entre otros'*.

3.1.3.1. Sintesis de nanoparticulas en fase liquida

La sintesis en fase liquida es uno de los procesos mas ampliamente difundido en la sintesis
de NPs, debido a su gran flexibilidad para controlar los procesos de formacion, ademas
de ser la fase liquida un buen medio de dispersion y brindar las facilidades para trabajar
con las NPs posteriormente. Sin embargo, los pasos de sintesis en fase liquida requieren
de un control cuidadoso en la nucleacion y crecimiento de las NPs, para obtener las NPs
de tamaiio y forma deseados. La sintesis en fase liquida presenta diversas variantes como



la reduccion de sales metalicas, hidrolisis, precipitacion, sintesis solvotérmica, entre
otras. Es de principal interés para este trabajo de investigacion el enfoque basado en la
reduccion de sales metélicas!!.

En el proceso de sintesis de NPs, la reduccion de la sal metalica se puede expresar de
manera general, como:

M™ +ne”->M ..(I)

Por otro lado, debe haber un proceso de oxidacién correspondiente de algunas especies
X, tal que pueda ocurrir la transferencia de electrones.

X™—ne” - X™" . )

Es necesario que el potencial de reduccion del par metal — ion de la reaccion I sea mayor
que el de la reaccion I para que la reaccion se lleve a cabo !!'. El precursor metlico tiene
un efecto importante en el comportamiento de las NPs, asi como el agente reductor que
regulara la velocidad de formacion de las NPs, debido a que la reaccion de ambas especies
es un paso importante para obtener las NPs de forma y tamafio deseados.

3.2. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) individuales interactian de manera mds eficiente
con la luz que cualquier cromoforo orgdnico o inorganico conocido de la misma
dimension. Por otro lado, entre las NPs de metales nobles, las AgNPs presentan un
coeficiente de extincion molar que es aproximadamente 100 veces mayor que las
nanoparticulas de oro (AuNPs) del mismo tamafio, es decir, que las AgNPs presentan
mejor brillo dptico (da mejor visibilidad) y tienen mayor sensibilidad®. Sin embargo, las
AuNPs son muy estables debido a su inercia quimica y su resistencia a la oxidacion, a
diferencia de las AgNPs que son menos estables.

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de plata

Existen diferentes métodos para la obtencion de AgNPs tales como: reduccion de sales
metalicas, reduccion fotoquimica y radioquimica, irradiacion con microondas, método
sol-gel y mediante la reaccion de Tollens, entre muchos otros'>°. En la sintesis de AgNPs
se buscan métodos practicos, simples y que permitan un buen control del tamafio y forma
de las NPs, para asi obtener NPs lo mas monodispersas posibles, pudiendo asi mantener
sus propiedades constantes, es decir, que sean reproducibles.

Uno de los procesos de sintesis mas simples es el de reduccion de sales metalicas en
medio acuoso, el cual de manera practica se puede llevar a cabo mediante la presencia de
tres componentes: el precursor metalico, el agente reductor y un agente estabilizador?'.
El mecanismo del proceso para la formacion de AgNPs se muestra en la figura 3.
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Figura 3: Esquema de formacion de AgNPs por el método de reduccion quimica a
partir de una solucién de AgNOs. Adaptado de Monge?!.

Uno de los primeros métodos de sintesis de AgNPs es el de Lee y Meisel??, que fue

adaptado de la sintesis de AuNPs, en el que se lleva a cabo la reduccion del nitrato de
plata con citrato, el cual sirve como agente reductor y estabilizador. Sin embargo, este
método produce NPs de una amplia distribucion de tamafios de entre 20 y 600 nm, ademas
de una diversidad de formas entre poliedros, platos y esferas. Para mejorar este enfoque
se han realizado diversas modificaciones para controlar las formas, siendo una de ellas el
cambiar el pH de la solucidn para controlar los diferentes estados de protonacion del ion
citrato?>*. Por otro lado, Creighton y col.”® desarrollaron un proceso de sintesis para
obtener AgNPs de aproximadamente 10 nm con una distribucion de tamafo estrecha,
mediante la adicion de la solucion de nitrato de plata a una solucién fria de borohidruro
de sodio que es el agente reductor. Ademas, mediante el control y regulacion de los
parametros de sintesis se ha mejorado el proceso de sintesis de las AgNPs. Sin embargo,
debido a que las AgNPs son bastantes susceptibles a la oxidacion, ademas del inherente
proceso de agregacion producto de la gran reactividad y alta energia superficial de las
NPs, se resalta la importancia de los agentes estabilizadores que se adhieren a la superficie
de las NPs, median el crecimiento y agregacion de las mismas ademds de pasivar su
superficie y estabilizarlas estéricamente en solucion!'"!>. En algunos casos la agregacion
se puede evitar debido a la doble capa eléctrica que se forma alrededor de las NPs en la
sintesis. Sin embargo, cuando las NPs se exponen a fuerzas idnicas mayores, s necesario
el uso de agentes estabilizadores como por ejemplo surfactantes, polimeros o
dendrimeros, que impidan la agregacion de las NPs.

Por otro lado, para que las AgNPs sean aplicables en ensayos analiticos deben ser capaces
de ser especificas y selectivas, ademds de estables. Esto se logra mediante la union de
moléculas especificas en la superficie de las AgNPs tales como ligandos organicos que
presentan grupos funcionales como tioles, carboxilatos, fosfinas oxidadas,
aminas'??%2%%7 entre muchas otras que se adecuan para la deteccion de un analito en
particular.

Una variante del método de reduccion de sales metalicas para la sintesis de AgNPs,
adiciona el agente estabilizador en el paso de reduccion ya que algunos investigadores
indican que esto ayuda a controlar la distribucion de tamafios. Sin embargo, en algunos
procesos esto puede dar lugar a la aparicion de particulas anisotropicas debido a las
diferentes afinidades de los ligandos al ser expuestos a las diferentes caras de las NPs'>,
No obstante, las NPs pueden ser recubiertas con las moléculas deseadas después de la
sintesis para facilitar su interaccion quimica. Por ello, para estabilizar y dotar a las AgNPs
de afinidad hacia el Hg?", en este trabajo de investigacién se emplearon como agentes
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estabilizadores moléculas pequefias que contenian grupos sulfurados (tioles), como la
cisteamina y la cisteina, cuyas estructuras se muestran en la figura 4. La cisteina es un
aminoacido y como tal posee un punto isoeléctrico (pH en el cual el nimero de cargas
positivas es igual al nimero de cargas negativas) que tiene un valor de 5.07. Los valores
de pK. para el grupo carboxilo es de 1.96, para el grupo amino es de 8.18 y para el grupo
tiol es de 10.28%%. Estas moléculas presentan gran afinidad hacia las AgNPs debido a la
fuerte interaccion de los &tomos de azufre con la plata, ya que estos grupos tienen la fuerza
suficiente para desplazar a los iones que se encuentren en la superficie de las AgNPs y
hacerlas mas estables. Ademads, en este caso las interacciones especificas, llevan a la
formacion de enlaces cuasi covalentes entre las AgNPs y los compuestos sulfurados.

. HS
HO b

Y4 H,N

Figura 4: Estructura quimica de a) cisteina y b) cisteamina.

3.2.2. Nanoparticulas de plata como sensores colorimétricos

Los métodos colorimétricos basados en AgNPs han sido extensamente usados para la
deteccion répida de diversos analitos tales como moléculas orgénicas, toxinas, farmacos
e iones metalicos, pues no requieren protocolos complicados ni extensos, y superan
algunas limitaciones de los métodos mas convencionales®. Las propiedades Opticas de
las AgNPs, son dependientes en gran medida del tamatio, la forma y la agregacion de NPs
en solucion y estan controladas por la LSPR.

Existen diversos tipos de sensores colorimétricos basados en AgNPs, en el presente
trabajo se ha prestado especial atencion a las aplicaciones de AgNPs como sistemas
colorimétricos para la deteccion de iones metalicos pesados y tdxicos principalmente.
Comunmente, en la deteccion de iones metalicos se pueden aplicar diversos métodos tales
como la espectroscopia de absorcién atémica’, espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente®? y cristales de cuarzo piezoeléctricos, que permiten la
deteccion a nivel de trazas®, entre otros. Aunque las técnicas anteriores ofrecen limites
de deteccion muy bajos, la mayoria de estos métodos consumen mucho tiempo, emplean
equipamiento sofisticado y el procedimiento no es lo suficientemente simple como para
ser utilizado en el analisis in situ.

Por otro lado, los ensayos colorimétricos basados en AgNPs pueden ser muy eficientes y
sensibles para la deteccion de iones metéalicos en monitoreo ambiental. Teniendo en
cuenta este enfoque se han desarrollado una variedad de sensores basados en AgNPs para
la deteccion de metales alcalinos, alcalino térreos y pesados, entre ellos tenemos: K7,
CaZ, Mg, Cr®* y Cr¥*, Mn?, Co%, NiZ*, Cu®, Ag", Zn**, Cd**, Hg>, A", Pb™, As™,
TI*, por mencionar algunos'’>1°. La deteccion y cuantificacion de iones metalicos pesados
es un tema de gran importancia en los Ultimos afios porque los iones metélicos estan
omnipresentes en el ecosistema y en los procesos bioldgicos de los organismos vivos,
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ademas de tener una descomposicion particularmente lenta, lo que conlleva a la
bioacumulacion de estos elementos causando graves consecuencias en la salud y el medio
ambiente. En conclusion, el desarrollo de sensores basados en AgNPs para los diferentes
tipos de iones metalicos beneficiaria los procesos industriales, el diagnostico médico y la
inspeccion ambiental.

3.2.3. Sensores colorimétricos de mercurio basados en AgNPs

Los sensores colorimétricos basados en AgNPs para la deteccion de Hg?" pueden seguir
dos mecanismos de deteccion: una reaccion redox de las AgNPs con el Hg?", en la cual
se registra una variacion en la intensidad de la LSPR y/o un desplazamiento en la longitud
de onda de extincion de las AgNPs!> entre 390-410 nm debido a la formacién de una
nanoaleacién (Ag-Hg); o un proceso de agregacion de las AgNPs con el Hg?", el cual
funciona como puente entre AgNPs. Este ultimo proceso conlleva una disminucion de la
LSPR y la formacioén de una nueva banda entre los 500—650 nm. Ambos mecanismos
provocan un cambio de color en la solucidn y, en consecuencia, disminuye la extincion
de la banda LSPR con lo cual se puede establecer una relacion entre el valor de extincion
de las AgNPs y la concentracion de mercurio (I)!>3433,

Es posible llevar a cabo la deteccion de Hg?" mediante el mecanismo de reaccion redox
entre las AgNPs y Hg?*, debido al potencial de electrodo estandar de Ag*/Ag (0.80 V)
que es menor que el de Hg**/Hg (0.85 V) con lo cual el Hg?" puede reaccionar con las
AgNPs para formar mercurio metilico®* y posteriormente se forme la nanoamalgama de
plata (nanoaleacion). El Hg?* modifica la superficie de las AgNPs, lo que conduce a un
cambio del potencial zeta, ademas de desestabilizar el sistema coloidal®’.

La agregacion de las AgNPs por parte del Hg?" esta controlada por la naturaleza de las
moléculas y ligandos presentes en la superficie de las particulas, debido a la afinidad y
selectividad de los grupos funcionales en ellos, el reconocimiento molecular especifico
de ligandos por iones metélicos funciona como un puente que conecta las AgNPs. De la
misma manera, la selectividad de los iones metalicos tiene su fundamento de acuerdo con
la teoria de acidos-bases duros y blandos®!, que indica que los ligandos ricos en 4tomos
de oxigeno tienen una fuerte tendencia hacia los iones de metales alcalinotérreos y
ligandos ricos en nitrogeno y azufre para iones de metales pesados y de transicion.

Algunos grupos de investigacion como el de Rajkumar y col.*® han presentado una sonda
colorimétrica selectiva para la deteccion de Hg?" que emplea AgNPs modificadas con
cisteina. En dicho estudio se demostr6 mediante dispersion Raman mejorada en la
superficie (SERS - surface-enhanced Raman scattering) que la cisteina esta unida a la
superficie de las AgNPs a través del tiol con el grupo carboxilato apuntando hacia afuera.
Ademas, observaron que en presencia de Hg>" el pico de absorcion disminuye, resultando
en un cambio de color debido a la interaccion entre las AgNPs y el Hg?*, que causa la
desaparicion total del pico LSPR. Por otro lado, Chakraborty y col.® han desarrollado un
sensor colorimétrico selectivo para Hg>" en agua, basado en la funcionalizacion de AgNPs
con cisteamina. En este estudio mostraron que las moléculas de cisteamina se encuentran
unidas a las AgNPs mediante el grupo tiol dejando expuesto el grupo amino. Ademas,
propusieron un mecanismo de deteccion de Hg?* mediante las AgNPs modificadas con
cisteamina, mostrado en la figura 5. En ambas investigaciones se describié que el agente
de funcionalizacion es removido de la superficie de las AgNPs en presencia de Hg?"
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permitiendo la reaccion redox entre la Ag’ y el Hg*" que da lugar a la posterior adsorcion
de Hg elemental en la superficie de las AgNPs produciendo una nanoamalgama.

-
i
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NaBHs4 I 31 o S 37\
AgNP AgNPs-CyNH>
Nanoaleacion /-_J
Ag@Hg H { “ e
5,—-’““\/ ,a\'__, . G ﬂ:_ Hg >

HS-CH:-CH2 NHs CI -‘

Figura 5: Esquema del mecanismo de sensado de AgNPs-CyNH, ante Hg**. Adaptado
de Chakraborty y col.®

3.3. Mercurio
3.3.1. Caracteristicas y propiedades quimicas

El mercurio (Hg) es un metal brillante color plata, que pertenece al grupo doce de la tabla
periddica y a temperatura ambiente se encuentra en estado liquido. Su temperatura de
ebullicion es 357,3 °C y su temperatura de fusion es de —38,9 °C, y tiene una densidad de
13,6 g/cm’. El mercurio metalico debido a su alta presion de vapor se evapora facilmente
a temperatura ambiente: a 20°C su concentracion en el aire puede alcanzar hasta 0,014
g/m® y a 100°C hasta 2,4 g/m>. Generalmente se habla de vapor de mercurio cuando el
mercurio elemental se encuentra presente en la atmosfera y de mercurio metalico cuando
esta en su forma liquida*'*. Ademas del mercurio metélico Hg’, el mercurio puede existir
en forma de iones Hg'" y Hg?", también en forma el ion estable Hg>**, siendo el tinico de
su grupo que presenta esta forma. Por otro lado, en sus complejos el Hg** presenta
ntimeros de coordinacion del 2 al 6; ademas el Hg?" es un centro metalico blando y est4
favorecida la coordinacion con dadores azufre.

El Hg presenta baja reactividad a la oxidacion, por lo que es atacado por acidos oxidantes,
pero no por los no oxidantes a temperatura ambiente. El mercurio reacciona con los
metales para formar aleaciones de mercurio que son conocidas como amalgamas, dentro
de los metales mas importantes con los cuales el Hg forma amalgamas se encuentran el
oro y la plata. Esta propiedad hace atractivo al mercurio en la recuperacion de oro en la
mineria aurifera®’.

3.3.2. Mercurio como contaminante del medio ambiente y sus efectos sobre la salud

La contaminacion por mercurio es un problema integral que afecta a todo el medio
ambiente, ademas de afectar la salud humana. Una fuente importante de exposicion la
encontramos en las aguas naturales las cuales son contaminadas por las diferentes
actividades econdmicas en las cuales se utiliza el mercurio, como en la mineria de oro, la
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fabricacion de productos quimicos y la quema de combustibles fosiles. Debido a estas
actividades las masas de aguas son contaminadas con mercurio debido a una mala
administracion de los residuos o por un incorrecto almacenamiento. Por citar un ejemplo,
en Estados Unidos, las emisiones de Hg son més del 80%, debido a la combustion de
combustibles fosiles y la incineracion de residuos solidos, sumado a estas emisiones se
encuentra la emision de fuentes no antropogénicas provenientes de emisiones oceanicas
y volcanicas, asi como de los incendios forestales®. Los vapores de mercurio viajan por
la atmosfera hasta ser precipitados en la lluvia y eventualmente son oxidados a Hg**,
ocasionando que el Hg?* se acumule en las plantas, caiga al agua y sea introducido en las
diferentes cadenas troficas de los sistemas acuaticos y terrestres, con lo cual pasa a formar
parte de la biota, cuando los animales menores ingieren alimentos o agua contaminada
con mercurio, y posteriormente, estos animales pueden ser consumidos por los seres
humanos. Tomando en consideracion estos procesos, la agencia de proteccion ambiental
de EE. UU. (EPA) ha puesto el limite maximo de 2 ppb (10 nM) para Hg** en agua
potable?. Por otro lado, cominmente en areas no influenciadas por la industria o la
mineria el contenido de mercurio se encuentra alrededor de los 0,05 ppb. Por otro lado,
en regiones en las cuales la industria emplea mercurio en sus procesos se han reportado
valores de entre 0,4 y 0,7 ppb. Seglin la guia para la calidad del agua potable de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)*, 6 ppb es el limite maximo para mercurio
inorganico en el agua potable. Para el caso de Pert, el Ministerio de Salud en el
reglamento de la calidad del agua para consumo humano indica que el limite méximo
permisible para mercurio en agua es de 1 ppb*®.

Por otro lado, una vez que el mercurio se encuentra en el agua, debido a la presencia de
bacterias que convierten el mercurio inorganico en metil mercurio, que es neurotoxico,
este puede ingresar a la cadena alimenticia marina e irse acumulando en los peces mas
grandes que luego seran consumidos por los seres humanos. Debido a la ingesta de
especies contaminadas con mercurio se pueden observar diversos trastornos cognitivos y
de movimiento, e inclusive cuando los niveles son muy altos puede causar la muerte®>3,
Un caso de contaminacion con mercurio muy conocido ocurrio por el afio de 1956 en
Japon en la comunidad de Minamata debido a la elevada cantidad de mercurio en el agua
y la ingesta de peces contaminados por parte de los pobladores, los cuales desarrollaron
dafios neurologicos, pérdida de vision y audicion, e incluso la muerte (enfermedad de
Minamata). Ademas, se observaron dafos a nivel del sistema gastrointestinal, higado y
riflones. Los nifios fueron los mas afectados desarrollando en corto tiempo trastornos
cognitivos y de movimiento (paralisis, temblores, pérdida del control de esfinteres, etc),
por otro lado, en nifios no natos debido al consumo alimentos contaminados de madres
en estado de gestacion, se observd que nacian con distrofias severas entre otras
dolencias®>%?.

En conclusion, el monitoreo de mercurio en el medio ambiente es muy importante para
evitar los efectos perjudiciales en la salud humana, especialmente el monitoreo de los
niveles de Hg*" ya que es la forma mas comin y estable como contaminante, ademas
debido a su gran solubilidad en agua es capaz de contaminar grandes volimenes de agua.
Por esta razon, es sumamente importante la obtencion de nuevos métodos de deteccion
de Hg?" que sean rentables, rapidos, faciles y aplicables a los entornos ambientales en el
monitoreo de los niveles de Hg*".
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3.3.3. Tecnicas de cuantificacion de mercurio en agua

Existen técnicas exactas y precisas para el analisis de mercurio a nivel de trazas (incluso
llegan hasta nM y pM), como la cromatografia de gases-plasma acoplado inductivamente-
espectrometria de masas (GC-ICP-MS), espectrometria de fluorescencia atomica (AFS),
espectroscopia de emision atomica-plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) y
cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (HPLC). A pesar de su
excelente sensibilidad, estas técnicas son costosas, requieren mucho tiempo (en las
diferentes etapas de preparacion de muestra, preparacion de estdndares y calibracion del
equipamiento de medicion), pues los procedimientos no son lo suficientemente simples
(requieren de personal entrenado, ademas de equipamiento sofisticado y costosos) y no
es posible realizar mediciones in situ. Por lo tanto, existe un interés creciente en el
desarrollo de enfoques alternativos mas simples y de menor costo para el analisis in situ,
extendiendo la aplicabilidad actual y conduciendo a nuevas soluciones de deteccion
miniaturizadas.

Para superar estos problemas, se han desarrollado enfoques alternativos que utilizan
sensores colorimétricos y fluorométricos, basados en sondas moleculares y
quimiosensores que emplean NPs. Las NPs de metales nobles han demostrado ser
particularmente adecuadas para la deteccion de mercurio debido a su respuesta optica
sensible que surge del LSPR. Su versatil quimica de superficie ha sido explotada para
modificar la superficie de las nanoparticulas con una amplia gama de moléculas orgénicas

y bioldgicas, lo que lleva a interacciones especificas con el mercurio®.

4.  Hipdtesis

Los sensores colorimétricos basados en AgNPs recubiertos con ligandos sulfurados cortos
como cisteamina y cisteina pueden detectar, y cuantificar de manera selectiva Hg?* en
agua mediante espectrofotometria UV-Vis.

5.  Parte experimental

5.1. Reactivos, materiales y equipos

5.1.1. Reactivos y materiales
Los reactivos empleados durante la presente tesis se listan en la tabla 1. Por otro lado,
cabe especificar que el agua utilizada en todos los experimentos fue ultrapura obtenida

del sistema Thermo Scientific NANOpure mediante 6smosis inversa y filtracion
mediante filtro de fibra hueca de tamafo de poro 0.2 pm.

Tabla 1: Lista de reactivos empleados.

Formula Marca Grado de
Nombre
pureza
Nitrato de plata AgNO; Sigma-Aldrich =>99%
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Borohidruro de sodio NaBH4 Sigma-Aldrich >99.99%
L-Cisteina hidroclorada | C3H7NO>S.HCL.H,O Merck <100%
monohidratada
Cisteamina hidroclorada C>H7NS.HCI Sigma-Aldrich >98%
Solucién de nitrato Hg(NOs)» Sigma-Aldrich P.A.
mercurio (I)

Fosfato de disodio Na;HPOq4 Fisher Scientific PA.
Fosfato monosodico NaH;POq4 JT Baker PA.
Cloruro d.e magnesio MgClL.6H>0O Riedel-de Haén >99 99

hexahidratado
Cloruro de calcio CaCl2.2H>O Merck =99.9%
dihidratado

Carbonato de sodio Na;CO3 JT Baker P.A.
Nitrato de plomo (II) Pb(NO3):2 Merck >99.98%

Cloruro de estroncio (II) SrCl2.6H20 Merck P.A.
hexahidratado

Cloruro de cadmio (II) CdCL.HxO Merck P.A.
monohidratado

Nitrato de zinc (II) Zn(NO3)2.4H>0 Merck P.A.

tetrahidratado
Nitrato de cobre (II) Cu(NOs3)2.3H,0 Merck P.A.
trihidratado
Cloruro de hierro (I1I) FeCl3.6H,0 Riedel-de Haén P.A.
hexahidratado
Nitrato de cobalto (II) Co(NO3)2.6H20 Sigma-Aldrich P.A.
hexahidratado
Nitrato de niquel (II) Ni(NOs3)2.6H20 Sigma-Aldrich P.A.
hexahidratado
Nitrato de cromo (III) Cr(NO3)3.9H,0 Sigma-Aldrich P.A.
nonahidratado

Hidroéxido de sodio NaOH Macron P.A.

Acido clorhidrico HCI Merck 37%

Acido nitrico HNO; Merck 69%
5.1.2. Equipos

Los equipos utilizados en la caracterizacion de las AgNPs y los estudios de deteccion de
Hg?" se encuentran en el laboratorio de Analisis Instrumental de la Seccion de Quimica
de la Pontificia Universidad Catolica del Pert y son los siguientes:

» Espectrofotometro UV-Visible Perkin Elmer Lambda 850, el cual cuenta con dos
fuentes de radiacion, una lampara de deuterio y una lampara de tungsteno-haldgena,
que cubren el rango de longitudes de onda 175-900 nm.
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» Espectrofotometro UV-Visible Agilent 8453, que cuenta con dos lamparas como
fuentes de luz, la primera de ellas es de deuterio y la segunda es de wolframio que
emiten luz entre 190 a 1100 nm. Sistema Optico de haz simple y detector de arreglo
de diodos.

» Balanza analitica — AND GH200, presenta una precision de 1 mg y tiene una carga
maxima 220 g.

» Medidor de pH - Medidor pH BASIC 20, tiene un medidor de pH CRISON, puede
realizar mediciones por estabilidad o en continuo, presenta una resolucion de 0.01.

» Agitador de mezclas Vortex — Heidolph, presenta un movimiento orbital de 5 mm y
puede llegar a una velocidad de hasta 2500 rpm.

» Agitador magnético THERMO SCIENTIFIC SP131320-33Q, presenta un rango de
temperatura de 5-540 °C y presenta 10 niveles de agitacion.

» Centrifuga Sigma 1-16, tiene una capacidad maxima de 24 microtubos y puede llegar
a velocidades de 200 — 15000 rpm, con temporizador incorporado.

5.2. Procedimientos
5.2.1. Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de las AgNPs se llevo a cabo con una modificacion del método de Creighton
y col.?%. El proceso consisti6 en disolver 1.7 mg de AgNO3 en 100 mL de agua ultrapura
en un frasco de 250 mL. Seguido, se colocd la solucion de nitrato de plata en un bafio de
hielo durante 30 min hasta alcanzar una temperatura de 2 °C, bajo agitacion con pastilla
magnética constante de 500 rpm. A continuacidn, se adiciono la solucion de borohidruro
de sodio (1.5 mg en 700 uL), preparada al instante disolviendo el NaBH4 con agua ftia,
en alicuotas de 20 uL. Cuando se adiciond por completo la solucion de NaBH4, se retir6d
el recipiente del bafio de hielo y se dejé bajo agitacion constante hasta que la solucion
llegara a temperatura ambiente. Una representacion esquematica del proceso se muestra
en la figura 6.

Figura 6: Esquema del proceso de sintesis de las AgNPs.

5.2.2. Protocolo de funcionalizacion de las AgNPs con cisteamina

Una vez sintetizadas las AgNPs se ajust6 el pH en 4 con una solucién de HCI 0.1 M.
Luego se adiciono gota a gota bajo agitacion constante la solucion de CyNHz (0.3 mg de
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CyNH> en 1 mL de agua ultrapura, 3.9 mM) y se dejé bajo agitacion durante 1 hora.
Después se elimind el exceso de ligando que pudiera estar en la solucion mediante
centrifugacion (9000 rpm por 30 min), se elimind el liquido sobrenadante y se
resuspendio el coloide con agua ultrapura ajustada a pH 4. Esta solucion se almaceno a
temperatura ambiente en un recipiente protegido de la luz, para cuando fuera empleada
en la caracterizacion y ensayos posteriores. Para la funcionalizacion se ha empleado la
notacion x5, x10, x20 que hace referencia al volumen de ligando a emplear segun a la
notacion x1 definido para 62.5 uL de ligando por cada 25 mL de AgNPs.

5.2.3. Protocolo de funcionalizacion de las AgNPs con cisteina

Habiendo realizado previamente la sintesis de las AgNPs, seguido se adiciono la solucion
de Cy (0.399 mg de CyNH2 en 1 mL de agua ultrapura, 3.3 mM) gota a gota y se dejo
bajo agitacion durante 1 hora. Luego se elimin6 el exceso de ligando de la solucion
mediante centrifugacion (9000 rpm por 30 min), eliminando el liquido sobrenadante y
resuspendiendo el coloide con agua ultrapura ajustada a pH 8. Esta solucidn se almaceno
a temperatura ambiente en un recipiente protegido de la luz, para cuando fuera empleada
en la caracterizacion y ensayos posteriores. Para la funcionalizacion se ha empleado la
notacion x5, x10, x20 que hace referencia al volumen de ligando a emplear segin a la
notacion x1 definido para 62.5 uL de ligando por cada 25 mL de AgNPs.

5.2.4. Caracterizacion de las AgNPs mediante espectroscopia UV-Vis

La caracterizacion de las AgNPs recién sintetizadas o funcionalizadas con CyNHz o Cy
se realizd mediante espectroscopia UV, mediante la longitud de onda a la que aparecia la
LSPR caracteristica para AgNPs esféricas. Experimentalmente se tom6 1 mL de las NPs
y se miden en el espectrofotdmetro realizando un barrido entre 300-700 nm.

5.2.5. Caracterizacion de las AgNPs mediante microscopia TEM

Para las mediciones TEM, se colocd una alicuota de pocos microlitros del coloide en una
rejilla de cobre recubierta de carbono y se secd a temperatura ambiente. Las imagenes de
TEM se tomaron utilizando un microscopio Delong America LVEMS y fueron analizadas
utilizando el software ImageJ. Los tamafios de las AgNPs se informan como la media del
didmetro + desviacion estandar de las mediciones.

5.2.6. Deteccion de Hg?* con las AgNPs-CyNH:

Para la evaluacion de la deteccién de Hg?" por el sensor de AgNPs-CyNHo, se prepar6
una solucion stock de Hg?* de 500 uM en medio 4cido (solucién de HNO; al 0.25%) a
partir de la cual se realizaron diluciones adecuadas para cada patron cuyo rango de
concentracion va desde 0 — 20 uM.

a) Protocolo inicial

Se colocod en un microtubo de 2 mL, 700 uL de las AgNPs-CyNH», 770 uL de agua
ultrapura y 30 uL de solucion de Hg?" en 4cido nitrico (solucion de HNOs al 0.25%). Se
agitd la mezcla durante 20 segundos y después de 5 min se midi6é la muestra en el
espectrofotometro realizando un barrido entre 300 y 700 nm.
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b) Protocolo optimizado

Para las pruebas se emplearon microtubos de 2 mL en los cuales se adicion6 en el
siguiente orden los componentes del ensayo: 600 uL de las AgNPs-CyNH»x10, 870 uL
de agua ultrapura y 30 uL de la solucion de Hg>" en HNO; al 0.25%, se agito la mezcla
durante 20 segundos y se dejo reaccionar durante 2 minutos, luego se midié la muestra
en el espectrofotometro realizando un barrido entre 300 y 700 nm.

Se definié como “1X” a la concentracion de AgNPs-CyNH» correspondiente una
absorbancia de 0.5 a 395 nm.

5.2.7. Deteccion de Hg?* con las AgNPs-Cy

Para la evaluacion de la deteccion de Hg?" por el sensor de AgNPs-Cy, se prepard una
solucion stock de Hg?" de 500 uM en HNO; al 0.25% a partir de la cual se realizaron
diluciones adecuadas para cada patrén cuyo rango de concentracion va desde 0 — 5 uM.

a) Protocolo inicial

Se coloc6 en un microtubo de 2 mL: 700 uL de las NPs, 770 uL. de agua ultrapura y 30
uL de solucién de Hg?" en 4cido nitrico al 0.25%. Se agit6 la mezcla durante 20 segundos
y posteriormente se midi6 la muestra en el espectrofotometro realizando un barrido entre
300 y 700 nm.

b) Protocolo optimizado

Para las pruebas se emplearon microtubos de 2 mL en los cuales se adiciono en el orden
siguiente los componentes del ensayo: 600 uL de las AgNPs-Cyx10, 785 uL de agua
ultrapura, 100 uL de buffer fosfato pH 8 (0.1 M) y 15 uL de la solucién de Hg*" en HNOs
al 0.25%, se agit6 la mezcla durante 20 segundos y se deja reaccionar durante 20 minutos,
luego se midi6 las muestras en el espectrofotometro realizando un barrido entre 300 y 700
nm.

Se definié como “1X” a la concentracion de AgNPs-Cy correspondiente una absorbancia
de 0.5 a 395 nm.

5.2.8. Estudio de interferentes

Para el ensayo se prepararon soluciones 1 mM de las siguientes sales: MgCl>.6H-0,
CaClL.2H>O, NayCOs;, Pb(NOs3),, SrCh.6H,O, CdCh.H,O, Zn(NO3)2.4H>0,
Cu(NOs3)2.3H;0, FeCl3.6H20, Co(NO3)2.6H20, Ni(NO3)2.6H20, Cr(NO3)3.9H20, a partir
de las cuales se tomarian alicuotas para cada ensayo. El estudio de los interferentes se
realizd mediante el método de presencia y ausencia de Hg?". El procedimiento de este
ensayo es el mismo que los protocolos para cada sensor, con la salvedad que se reduce
cantidad de agua ultrapura y es reemplazada por la solucién de la sal, la cual se agrega al
final en cada proceso. Es decir, mantienen el siguiente orden: AgNPs-funcionalizadas,
agua ultrapura, buffer pH 8 (para AgNPs-Cy), solucion de Hg?" (o solucion de HNOj3 al
0.25%, para el blanco) y solucion de la sal a evaluar.
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5.2.9. Deteccion de Hg?* en muestras de agua reales

Se evaluaron dos muestras de agua reales a las cuales se denomin6 agua de manantial 1

(San Mateo) y agua de manantial 2 (Iceland), las cuales fueron caracterizadas por las
mediciones de la conductividad y pH.

Para este estudio se empleo el protocolo descrito con anterioridad para cada sensor con la

salvedad que se redujo el contenido de agua ultrapura y se reemplazo por el agua de
manantial.

6. Resultados
6.1. Sintesis y caracterizacion de AgNPs empleando espectroscopia UV-Vis

Las AgNPs se sintetizaron empleando el protocolo descrito en el apartado 5.2.1.
observandose que al adicionar el NaBH4 la solucidon adquirié una coloracion amarillo
intensa caracteristica para las AgNPs esféricas (ver figura 7a). Las AgNPs luego de ser
funcionalizadas y lavadas se muestran en la figura 7b.

Figura 7: Fotografias de a) AgNPs antes de ser funcionalizadas b) AgNPs-CyNH>
(izquierda) y AgNPs-Cy (derecha).

6.1.1. Caracterizacion de AgNPs mediante espectrometria UV-Vis

a) Caracterizacion de AgNPs

La caracterizacion se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el acépite 5.2.4,
obteniendo el espectro UV-Vis que se muestra en la figura 8.
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Figura 8: Espectro UV-Vis de AgNPs.
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En la fig. 8 se observa la banda de resonancia plasmonica, la cual tiene su maximo a 394
nm. Para el método empleado, basado en la reduccion de AgNO3; con NaBHa, se han
reportado previamente AgNPs esféricas con diametro promedio de 51 nm y banda de
resonancia plasmonica que aparece alrededor de los 400 nm?.

b) Caracterizacion de AgNPs funcionalizadas con cisteamina (AgNPs-CyNH>)

Para las AgNPs funcionalizadas segtn el protocolo descrito en el acapite 5.2.2, se obtuvo
el espectro UV-Vis mostrado en la figura 9, en la que se tiene el maximo de la banda de
resonancia plasmonica a 395 nm.
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Figura 9: Espectro UV-Vis de AgNPs-CyNHo>.

c) Caracterizacion de AgNPs funcionalizadas con cisteina (AgNPs-Cy)

Para las AgNPs funcionalizadas seglin el protocolo descrito en el acépite 5.2.3, se obtuvo
el espectro UV-Vis mostrado en la figura 10, en la que se tiene el maximo de la banda de
resonancia plasmoénica a 392 nm.
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Figura 10: Espectro UV-Vis de AgNPs-Cy.
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6.1.2. Microscopia electronica de trasmision (TEM)

La caracterizacion mediante TEM se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito en
el acapite 5.2.5, obteniendo las imagenes que se muestran en la figura 11 y el grafico de
la distribucion de tamafios de didmetros que se muestra en la figura 12. El didmetro

promedio resulto ser de 3148 nm.

Figura 11: Imagenes TEM de las AgNPs-CyNH: a) escala de 100 nm y b) escala de
200 nm.

Figura 12: Histograma de la distribucion del didmetros de las AgNPs-CyNH; obtenidas
mediante las imagenes TEM.

6.2. Deteccion de Hg?* con AgNPs funcionalizadas con cisteamina

6.2.1. Ensayos preliminares

Antes de realizar la optimizacion del sensor colorimétrico basado en AgNPs-CyNH>, se
realizaron unos ensayos preliminares para testar la respuesta y selectividad del sensor ante
Hg?*, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.2.6.
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Primero, se evaluo la deteccion de Hg?" por parte de las AgNPs-CyNH2 sin lavar (AgNPs-
CyNH>_SL). Los espectros resultantes se muestran en la figura 13, en la cual se observa
que no existe una respuesta significativa ante la presencia de Hg>* por parte de las AgNPs-
CyNH»_SL. Este resultado indicaria que las AgNPs-CyNH> SL no estarian interactuando
con el Hg**, pues el exceso de ligando en solucién no permitiria que interactien las
AgNPs y el mercurio.
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Figura 13: Espectro UV-Vis de AgNPs-CyNH, SL, AgNPs-CyNH, SL + 0 uM Hg?*",
AgNPs-CyNH,_SL + 10 uM Hg*".

Luego, se evaluo la deteccion de Hg?" por parte de las AgNPs-CyNH, lavadas (AgNPs-
CyNHz L), los espectros resultantes se muestran en la figura 14, en la cual se observa
que existe una disminucion significativa de la banda plasmonica y un desplazamiento de
la misma hacia menores longitudes de onda (desplazamiento batocromico). Este resultado
indicaria que el sensor basado en AgNPs-CyNH; presenta una respuesta especifica que
puede determinar la cantidad de Hg?".
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Figura 14: Espectro UV-Vis de AgNPs-CyNH,_ L, AgNPs-CyNH>_L + 0 uM Hg*",
AgNPs-CyNH» L + 10 uM Hg*".
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Para estudiar la estabilidad y selectividad otorgadas por CyNH> a las AgNPs, se llevaron
a cabo ensayos en presencia de diferentes concentraciones de Ca(Il), el cation mas
importante y responsable de la llamada dureza del agua (junto con el Mg*?). Se obtuvieron
los espectros mostrados en las figuras 15 y 16 para AgNPs (sin funcionalizar) y AgNPs-
CyNHo, respectivamente.
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Figura 15: Espectros UV-Vis de AgNPs expuestas a diferentes concentraciones de Ca.
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Figura 16: Espectros UV-Vis de AgNPs-CyNH: expuestas a diferentes concentraciones
de Ca.

En las figuras 15 y 16 se observa que para las AgNPs sin funcionalizar a partir de 0.5 mM
de Ca*" hay una disminuciéon de la intensidad de la banda plasmonica, que cae
completamente para 1 mM de Ca?*. En contraste, las AgNPs-CyNH> soportan hasta una
concentracion de 5 mM de Ca" sin observarse variaciones significativas en la banda
plasmonica, tanto en intensidad como en desplazamiento en su longitud de onda.

Finalmente, se estudid el comportamiento de las AgNPs (sin funcionalizar) y AgNPs-
CyNHz; a diferentes pHs (4, 6 y 8). Para realizar los ensayos a pH 4 se ajust6 el pH con
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HC1 0.1 M, mientras que para los pHs 6 y 8 se ajust6 el pH con buffer fosfato 0.1 M. Se
obtuvieron los siguientes espectros UV-Vis mostrados en las figuras 17 y 18.
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Figura 17: Espectro UV-Vis de las AgNPs apH 4, 6 y 8.
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Figura 18: Espectro UV-Vis de las AgNPs-CyNH> apH 4, 6 y 8.

De las figuras 17 y 18 se observa que las AgNPs no presentan variacion alguna en la
banda plasmonica ante el cambio de pH que ocasiona un cambio en la fuerza i6nica, pues
estas se encuentran rodeadas por la doble capa eléctrica que forma el agua alrededor de
las AgNPs. Por otro lado, para las AgNPs-CyNH>, solo permanece la banda plasmonica
cuando se encuentran a pH 4, tal como lo describi6 Mukherjee y col.?® pues en medios
acidos las AgNP-CyNH> se encuentran dispersas mientras a que en medios basicos se
agregan debido a la formacion de puentes hidrogeno.
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6.2.2. Optimizacion del ensayo de deteccion de Hg?*
6.2.2.1. Evaluacion de la cantidad de ligando

Este ensayo se llevo a cabo segiin como se ha descrito en el apartado 5.2.2. Dentro del
proceso de optimizacion del sensor AgNPs-CyNH; para la deteccion de Hg?*, se evalud
el efecto de la cantidad de ligando sobre la banda plasmoénica. Se obtuvieron los espectros
mostrados en la figura 19.
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Figura 19: Espectros UV-Vis de AgNPs-CyNH> con diferentes cantidades de ligando.

En la figura 19, se observa que las AgNPsCyNH»x10 presentan una buena intensidad de
la banda plasmonica al igual que AgNPsCyNH>x5, con la diferencia que AgNPsCyNH>
x10 es mas estable en el tiempo. Ademas, se observa un pequefio incremento de la banda
para las AgNPs-CyNH>x5 en el rango de 500-650 nm, lo que podria indicar que se estan
agregando las AgNPs. Para mayores cantidades de ligando (x20, x50), la banda
disminuye su intensidad y se ancha, debido al exceso de ligando que puede dar lugar a la
aglomeracion de las AgNPs, es decir, que las AgNPs de plata empiezan a asociarse
formando particulas mas grandes, ocasionando una distribucion amplia de AgNPs que
ocasiona que se anche la banda. Entonces, se escogid AgNPsCyNH2x10 para las demas
mediciones.

6.2.2.2. Efecto de la cantidad de AgNPs-CyNH2 en la deteccion de Hg?*

Se evaluo el efecto de la cantidad de AgNPs-CyNH2x10 (1X, 1.5X y 2X), siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 5.2.6. Se obtuvieron los resultados que se muestran en
la figura 20.
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Figura 20: Gréfica del efecto de la cantidad de AgNPs-CyNH2x10 para la deteccion de
Hg?".

De la figura 20 se puede observar una respuesta similar (disminucion de sefial) para las
tres cantidades de AgNPs-CyNH>x10 en el ensayo. Se eligi6 1.5X para los ensayos
posteriores, debido a que presenta una intensidad de la banda plasmonica adecuada que
permite observar los cambios al variar la concentracion de Hg?*, ademas de presentar un
error pequefio. No se eligidé 1X debido a la mayor saturacion del sensor.

6.2.2.3. Evaluacion del tiempo de incubacién para la deteccion de Hg?*

Para la evaluacion del tiempo de incubacién, se tomaron primeramente tiempos
relativamente largos (5, 10, 20 y 30 min) para 0, 5 y 20 uM de concentracion final de
Hg?". Los resultados se muestran en la figura 21.
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Figura 21: Gréficos de concentracion de Hg?" versus extincion, para los tiempos 5, 10,
20 y 30 min.
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En la figura 21 se observa que para todos los tiempos de incubacion la respuesta es la
misma frente a las diferentes concentraciones de Hg?*, pero al aumentar la concentracion
de Hg?" el error se incrementa.

Por ello, se probaron tiempos de incubacion mas cortos: 1, 3 y 5 min. Los resultados se
muestran en la figura 22.
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Figura 22: Gréfica de concentracion de Hg®" versus extincion, para los tiempos 1,3y 5
min.

En la figura 22 se observa que, para todos los tiempos de incubacion, la respuesta es muy
similar frente a las diferentes concentraciones de Hg?', ademds de que al aumentar la
concentracion de Hg?", el error se mantiene pequefio. Por lo que por comodidad para la
preparacion de cada ensayo de medicion se definid 2 minutos como tiempo de incubacion
optimo.

6.2.3. Curva de calibracion de Hg?* para el sensor de AgNPs-CyNH2 mediante
espectrofotometria UV-Vis

Para la realizacion de la curva de la calibracion, se emplearon los pardmetros previamente
establecidos como son: cantidad de ligando a emplear en las AgNPs-CyNH»2x10, cantidad
de NPs de 1.5X y tiempo de incubacion de 2 minutos. Las mediciones se realizaron por
triplicado. Los resultados se muestran en la figura 23.
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Figura 23: Curva de calibracion de Hg®" para el sensor de AgNPs-CyNHx10.

De los resultados mostrados en la figura 23, se puede observar que la curva presenta una
tendencia lineal. Aplicando regresion lineal a los datos, se determiné la ecuacion de la
recta y el limite de deteccion del sensor AgNPs-CyNH2x10 para Hg>*. Tomando en
consideracion tres veces la desviacion estandar de la concentracion 0 uM de Hg**, se
obtiene un valor de limite de deteccion de 108 nM.

6.2.4. Evaluacion de la deteccion de Hg?* en presencia de iones interferentes

Se realizo la evaluacion de los iones interferentes siguiendo el procedimiento descrito en
el apartado 5.2.8. Para evaluar la respuesta del sensor de AgNPs-CyNH, frente a Hg>* en
presencia de algunos iones que se encuentran comiinmente en el agua como Ca**, Na*,
Mg?*, COs*, CI' y NOs5’, ademas de otros metales pesados como Pb**, Fe**, Cd**, Cr*",
Zn**, Sr**, Ni**, Co?" y Cu**, se realiz6 este ensayo empleando el método de ausencia y
presencia de Hg?* para una concentracion final de 20 uM. Se empled una concentracion
de las sales interferentes de 133 uM para cada una de ellas, tomando en consideracion la
concentracion a los iones que dan la dureza al agua que son el calcio y el magnesio, para
el caso del magnesio se evaluaron concentraciones menores, pero se observaron los
mismos resultados. Los resultados se muestran en la figura 24. Se observa que el sensor
de AgNPs-CyNH: es bastante selectivo a la mayoria de iones evaluados, excepto por el
ion magnesio, el cual presenta respuesta similar al mercurio. Una explicacion detallada
de esta observacion se brinda en el apartado 7.4.
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Figura 24: Diagrama de barras de diferentes sales utilizadas como interferentes en la
deteccion de Hg?".

6.2.5. Ensayo de deteccion de Hg?* en muestras de agua reales

Se realizo6 el ensayo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2.9 para evaluar
el uso del sensor basado en AgNPs-CyNH, para detectar Hg?" en muestras de agua reales,
para tal fin se caracterizaron las muestras agua, ver tabla 2.

Tabla 2: Datos de caracterizacion de las aguas de manantial.

Muestra Conductividad (uS/cm) pH
Agua de manantial 1 7361 7.7510.01
Agua de manantial 2 105.940.1 7.1840.01

Los resultados del ensayo para detectar Hg>" con el sensor basado en AgNPs-CyNH> en
muestras de agua reales se muestran en la figura 25. Se emplearon 60 uL de agua de
manantial 1 y 750 uL de agua de manantial 2.

En la figura 25 se observa que la respuesta del sensor de AgNPs-CyNH?2 en agua ultrapura
es muy similar tanto para el agua de manantial 1 como para el agua de manantial 2, lo que
es un buen indicio, pues el sensor responde de manera adecuada en medios diferentes al
ensayo en agua ultrapura. Cabe resaltar que se emplearon diferentes cantidades de las
aguas de manantial en los ensayos debido al diferente contenido de sales disueltas en cada
muestra. Por otro lado, se observa que los errores son pequefios tanto para el cero como
para las muestras con Hg*".
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Figura 25: Comparacion de la respuesta a la deteccion de Hg?" por parte del sensor
AgNPs-CyNH: en muestras de agua reales.

6.3. Evaluacion de deteccion de Hg?* con AgNPs funcionalizadas con cisteina
6.3.1. Ensayos preliminares

Después de la sintesis de las AgNPs siguiendo el protocolo descrito en el acapite 5.2.1,
se procedid a funcionalizar las AgNPs con cisteina seglin el protocolo descrito en 5.2.3.
Inicialmente, se evalud la estabilidad del coloide a pHs de 6, 7 y 8 empleando buffer
fosfato 0.1 M. Los resultados se muestran en la figura 26.
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Figura 26: Espectros de AgNPs-CyapH 6, 7y 8.

En la figura 26 se observa que existe agregacion de las AgNPs-Cy a pH 6 y 7, que no se
observa al emplear el buffer a pH 8. Por ello, para los ensayos posteriores se empled
buffer a pH 8. Pues pHs bésicos, los grupos carboxilos estdn cargados negativamente
(pKa=1.96) y los grupos amino (pK.=8.18) no se encuentran cargados, por lo que no existe
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interacciones electrostaticas o formacion de puentes de puentes de hidrogeno entre los
grupos amino y carboxilatos que induzcan agregacion.

Para evaluar la deteccion de Hg?* por parte de las AgNPs funcionalizadas con cisteina, se
siguio el protocolo descrito en el apartado 5.2.7. Se evaluaron las AgNPs sin funcionalizar
ante una soluciéon 2 uM de Hg?* de concentracion final. Los espectros resultantes se
muestran en la figura 27, en la cual se observa que no existe respuesta clara de la banda
plasmonica.
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Figura 27: Espectro UV-Vis de AgNPs interactuando con Hg?" en presencia de buffer
pH 8.

Por otro lado, también se evaluaron las AgNPs-Cy sin lavar (AgNPs-Cy SL) en presencia
de Hg?". Los espectros resultantes se muestran en la figura 28, en la cual se observa que
no existe una respuesta significativa ante Hg>*. Esto indicaria que AgNPs-Cy SL no
estarian interactuando eficientemente con el Hg?* debido al exceso de ligando en solucién,
pues el ligando en exceso no permitiria la interaccion entre las AgNPs y el Hg?".
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Figura 28: Espectro UV-Vis de AgNPs-Cy SL frente a 0 pM Hg?" y 2 uM Hg?".
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Posteriormente, se evalud la deteccion de Hg?" con las AgNPs-Cy lavadas (AgNPs-
Cy L). Los espectros resultantes se muestran en la figura 29, en la cual se observa que
existe una disminucion significativa de la banda plasmonica, ademés de la aparicion de
una segunda curva alrededor de los 650 nm, que indica la agregacion de las AgNPs. Al
interactuar las AgNPs-Cy L ante Hg?*, los grupos carboxilos y amino forman un
complejo con el mercurio de tal forma que permite la agregacion de las ANPs-Cy como
esta descrito en el trabajo de Haibing Li*’. (Mayores detalles se discuten en el acapite 7.3)

0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

Extincidn

0.3
0.2
0.1

0
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Long. de Onda (nm)

AgNPs-Cy-L ——  AgNPs-Cy+0 uM Hg?* —  AgNPs-Cy+2 uM Hg?*

Figura 29: Espectro UV-Vis de AgNPs-Cy L interactuando frente a 0 pM Hg?" y 2 uM
Hg?"

6.3.2. Optimizacion del ensayo de deteccion de Hg?*
6.3.2.1. Evaluacion de la cantidad de ligando

Se evaluo el efecto de la cantidad de ligando sobre la banda plasmonica segtn el apartado
5.2.3. Los resultados se muestran en la figura 30.
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Figura 30: Espectros de AgNPs-Cy con diferentes cantidades de ligando.
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En la figura 30 se observa que las AgNPs-Cyx10 presentan una buena intensidad de la
banda plasmonica al igual que AgNPs-Cyx5, con la diferencia de que estas tltimas son
menos estables en el tiempo, pues las AgNPs-Cyx5 se agrupan y precipitan, observandose
pequeiias particulas grises en el fondo del recipiente. Por ello, se escogié AgNPs-Cyx10
para los demads ensayos.

6.3.2.2. Efecto de la cantidad de AgNPs-Cy en la deteccion de Hg?*

Para observar el efecto de la cantidad de AgNPs-Cyx10 ante diferentes concentraciones
de Hg?", se siguid el protocolo descrito en el apartado 5.2.7. Se obtuvieron los resultados
que se muestran en la figura 31.
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Figura 31: Gréfica del efecto de la cantidad de AgNPs-Cyx10 en la deteccién de Hg?".

En la figura 31 se observa que 1X de AgNPs-Cyx10 satura desde 1 uM de Hg*". Para
realizar el anélisis es preciso tener un mayor rango de saturacion para el sensor de AgNPs-
Cy, por esta razon se eligido 1.5X, pues ademds presenta errores pequefios y permite
ampliar el rango de deteccion para diferentes cantidades de Hg*" a ser evaluadas.

6.3.2.3. Evaluacion del tiempo de incubacion para la deteccion de Hg?*

Para la evaluacion del tiempo de incubacion, se tomaron primeramente tiempos
relativamente largos: 5, 10, 15 y 20 min Los resultados se muestran en la figura 32.
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Figura 32: Gréficos de concentracion de Hg?" versus absorbancia, para los tiempos 5,
10, 15 y 20 min.
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En la figura 32 se observa que, para todos los tiempos de incubacion, la respuesta es
similar frente a las diferentes concentraciones de Hg?", pero para tiempos pequefios
existen grandes variaciones para las concentraciones intermedias del rango de trabajo.
Por otro lado, a 20 min las variaciones son pequefias y para tiempos mayores a 20 min no
se observa ninguna diferencia significativa, por lo que se eligié6 20 min como tiempo
optimo.

6.3.3. Curva de calibracién de Hg?* para el sensor de AgNPs-Cy mediante
espectrofotometria UV-Vis

Para la realizacion de la curva de la calibracion, se emplearon los parametros
previamente establecidos como son la cantidad de ligando en las AgNPs-CyNH»x10,
cantidad de NPs de 1.5X y tiempo de incubacién de 20 minutos. Las mediciones se
realizaron por triplicado. Los resultados se muestran en la figura 33.
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Figura 33: Curva de calibracion de Hg** para el sensor de AgNPs-Cyx10.

De los resultados mostrados en la figura 33, se puede observar que la curva presenta una
lineal pobre. Se estimo el limite de deteccion del sensor AgNPs-Cyx10 para la deteccion
de Hg?", tomando en consideracion tres veces la desviacion estandar de la concentracion
0 uM de Hg?". Se obtuvo un valor de limite de deteccion de 441 nM.

6.3.4. Evaluacion de la deteccion de Hg?* en presencia de iones interferentes

Se realiz6 la evaluacion de los iones interferentes siguiendo el procedimiento descrito en
el apartado 5.2.8. Se consideraron algunos iones que se encuentran comunmente en el
agua como Ca**, Na*, Mg?*, COs%, CI' y NOs", ademas de otros metales pesados como
Pb**, Cd**, Fe*', Cr**, Zn**, Sr**, Ni**, Co*" y Cu?". Se realizé este ensayo empleando el
método de ausencia y presencia de Hg?* para una concentracion final de 5 uM. Se empled
una concentracion de las sales interferentes de 20 uM para cada una de ellas, tomando en
consideracion la concentracion a los iones que dan la dureza al agua que son el calcio y
el magnesio. Los resultados se muestran en la figura 34, en ella se observa que el sensor
presenta buena selectividad ante los iones estudiados excepto para Ni** y Cu?*, en el que
el sensor presenta respuesta en ausencia de Hg?". Por otro lado, se observa que existe una
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anomalia para el caso del ion Fe** en presencia de Hg?*, una explicacion detallada a estos
comportamientos por parte del sensor AgNPs-Cy se encuentra en el apartado 7.4.
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Figura 34: Diagrama de barras de diferentes sales utilizadas como interferentes en la
deteccion de Hg?".

6.3.5. Ensayo de deteccion de Hg?* en muestras de agua reales

Se realiz6 el ensayo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.2.9. Las
caracteristicas de las muestras de agua de manantial empleadas se muestran en la tabla 2.

Los resultados del ensayo se muestran en la figura 35. Se emplearon 75 uL de agua de
manantial 1 y 750 uL de agua de manantial 2 en el ensayo. Cabe resaltar que se emplearon
diferentes cantidades de las aguas de manantial en los ensayos debido al diferente
contenido de sales disueltas en cada muestra. Se observa que la respuesta del sensor
AgNPs-Cy para el 0 Hg?* se encuentra dentro del error experimental para todas las
muestras, ademas no se observa un efecto apreciable producto de la matriz. Por otro lado,
se observa una leve variacion de la respuesta del sensor en presencia de Hg?".
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Figura 35: Comparacion de la respuesta a la deteccion de Hg?" por parte del sensor
AgNPs-Cy en muestras de agua reales.
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7. Discusién de resultados
7.1. Sintesis y caracterizacion de AgNPs

Dados los objetivos planteados el presente trabajo, este se baso en tres etapas principales:
la sintesis de AgNPs, funcionalizacion de las AgNPs con ligandos sulfurados cortos y su
posterior uso en la deteccion de Hg*" en agua. Para llevar a cabo la sintesis, se usé el
proceso modificado del método de Creighton en el cual se utiliza AgNO3 como precursor
de las AgNPs y NaBH4 como agente reductor?®. Se obtuvieron AgNPs esféricas con un
tamafio promedio de 31+8 nm segun el andlisis de micrografias TEM. El maximo de la
banda plasmonica aparecio entre 39543 nm para diferentes lotes, que es congruente con
las referencias que indican que la banda plasmoénica para las AgNPs esféricas aparecen
alrededor de los 400 nm?’.

La reaccion para la sintesis de las AgNPs se lleva a cabo mediante la reaccion quimica®’:
AgNOs + NaBH, > Ag + 1/5 H, + 1/, B,Hs + NaNO,

La reduccion de iones Ag por el borohidruro de sodio es inicialmente muy rapida,
especialmente cuando este se encuentra en exceso. Por esta razén, la velocidad y
uniformidad en la agitacion, asi como el control de la temperatura (mantener la
temperatura baja) tienen efectos en la banda LSPR, pudiendo hacer que sea ancha y poco
intensa cuando se realiza la sintesis a temperatura ambiente. Ademas, se ha reportado que
el tamafio y morfologia de las AgNPs dependen de diversos pardmetros como la relacion
entre la plata y el borohidruro , el pH y la exposicién a la luz***1->_ Por lo tanto, la
produccion de AgNPs es muy sensible a las condiciones de preparacion, por lo que los
coloides de Ag fueron preparados con extremo cuidado y bajo condiciones controladas
de temperatura, pH, proteccion de la luz y velocidad de agitacion.

7.2. Funcionalizacion de las AgNPs con los ligandos sulfurados cortos

El proceso de funcionalizacion de las AgNPs con CyNH:> se llevo a cabo como se
describi6 en el apartado 5.2.2. Se ajusto el pH de las AgNPs de su pH inicial de alrededor
de 9 a un pH de 4 antes de adicionar el ligando. El pH del coloide luego de la adicion del
ligando fue 4. Los resultados mostrados en la Fig. 18, muestran que las AgNPs-CyNH>
agregan a pHs mayores a 6. Por otro lado, seglin ha reportado Rajkumar y col.*® la unién
ocurre mediante la interaccion de los grupos tioles de la CyNH: con la superficie de las
AgNPs, esta interaccion es del tipo quimisorcion. Las AgNPs-CyNHz son capaces de
resistir soluciones de Ca(Il) a concentraciones de 5 mM mientras que las AgNPs (sin
funcionalizar) se vuelven inestables a concentraciones mayores a 0.5 mM (Fig. 15).

El proceso de funcionalizacion de las AgNPs con Cy se llevo a cabo como se describid
en el apartado 5.2.3. El pH final del coloide fue 8, debido a que durante el proceso de
eliminacion del exceso de ligando fue necesario ajustar el agua de lavado a pH 8, pues
como se muestra en la Fig. 26 las AgNPs-Cy agregan a un pH menor a 8. Debido a que
el pK, del grupo amino tiene un valor de 8.18%® y en medio 4cido se encuentra protonado
con lo cual puede formar puentes de hidrogeno y hacer que agreguen las AgNPs®®. Estos
resultados son diferentes a los obtenidos por Rajkumar y col.*® pues en su trabajo no
observaron agregacion a pH acido, tan solo observaron un pequeiio desplazamiento de la
banda hacia menores longitudes de onda al aumentar el pH.
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7.3. Deteccion de Hg?* con AgNPs funcionalizadas

Primeramente, se evaludé un protocolo inicial (5.2.6. a) tomando en consideracion la
concentracion de Hg?", tiempo de incubacién y cantidad de AgNPs-CyNHa, observandose
una respuesta favorable en la deteccién de Hg?*. Este protocolo se mejord y optimizo
(5.2.6. b) para poder emplear el sensor en la cuantificacion de Hg*". La optimizacién del
sensor AgNPs-CyNH. para la deteccion de Hg?" se llevé a cabo mediante la evaluacion
de los siguientes parametros: a) cantidad de ligando, b) cantidad de AgNPs-CyNH»x10 y
¢) tiempo de incubacion en la deteccion de Hg?". Con el protocolo optimizado, se realizé
una curva de calibracion por espectrofotometria UV-Vis.

El sensor de AgNPs-CyNH> mostr6 un limite de deteccion de 108 nM y un rango lineal
de entre 0 y 20 pM de Hg?>".

Una explicacion del mecanismo de la interaccion entre las AgNPs-CyNH2 y el Hg** ha
sido dado por Chakraborty y col.® en el cual se produciria un intercambio del ligando
entre las AgNPs y el Hg>" que es tiofilico, desprotegiendo la superficie de las AgNPs y
dejandola expuesta para que ocurra la reaccion redox entre la Ag y Hg?". Esta reaccion
da lugar a la formacion de una nanoaleacion®!%? (nanoamalgama) que ocasiona un cambio
en la banda LSPR. La reaccion entre las AgNPs y el Hg?" ocurriria de la siguiente
manera®®3:;

Ag, + Hg?*t = Ag,_,Hg + 2Ag™*

El proceso que da lugar a las nanoaleaciones de Ag@Hg se desarrolla en los siguientes
pasos: primero, una rapida adsorcion de los &tomos de Hg sobre las AgNPs; segundo, una
difusion rapida de los atomos de Hg dentro de las AgNPs; tercero, una mayor difusion de
atomos de Hg que lleva a la formacion de Ag y Hg uniformemente distribuido en

nanoaleaciones de Ag@Hg esféricas®?.

Una representacion esquematica del mecanismo de sensado de Hg?" por parte de las
AgNPs-CyNH> se muestra en la figura 5.

Por otro lado, para llevar a cabo la deteccion de Hg?* con el sensor de AgNPs-Cy, se
requiri6 el empleo de un buffer a pH 8 pues, como se mostr6 en la Fig. 26, las AgNPs-Cy
al ser expuestas a un medio ligeramente acido o neutro se agregan, debido a que la amina
de la Cy toma su forma i6nica positiva lo que facilita la formacion de puentes hidrogeno
con los grupos carboxilicos de otras moléculas y las AgNPs se aglomeran®®. El que la
AgNPs-Cy precipitaran en medio 4cido se presentaba como un inconveniente pues las
soluciones de Hg”>* se encontraban en medio 4cido (solucion HNOs 0.25%). Para la
optimizacion del sensor AgNPs-Cy en la deteccion de Hg?*, se evaluaron los siguientes
parametros: a) la cantidad de ligando a emplear b) la cantidad de AgNPs-Cyx10 y c) el
tiempo de incubacion. Con el protocolo optimizado (5.2.7. a), se obtuvo una curva de
calibracion. El sensor de AgNPs-Cy mostrd un limite de deteccion del orden de 440 nM
y un rango de deteccion de entre 0 y 5 pM de Hg?*, que es la concentracion a la cual el
sensor se satura, con una linealidad baja (Fig. 33).

Rajkumar y col.*® han reportado un sensor de Hg** en base a AgNPs-Cy. En dicho

estudio, la banda LSPR desaparece progresivamente en presencia del analito y el
mecanismo propuesto es analogo al del sensor basado en AgNPs-CyNH; previamente
descrito (formacion de una amalgama de plata). Ese reporte®® difiere de los resultados
mostrados en este trabajo, que evidencian la agregacion de las AgNPs en presencia de
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Hg?" mediante la aparicion de un segundo pico alrededor de los 650 nm (Fig. 29). Esta
diferencia se puede deber al proceso de sintesis, pues Rajkumar adiciona la Cy a la
solucion de AgNOs y luego adiciona esta mezcla a la solucion de NaBH4; por otro lado,
cabe resaltar que emplea 3.3 veces menos ligando que nosotros, ademas no realiza ningiin
proceso de lavado para eliminar el exceso de ligando. Al pH del ensayo (alrededor de 8),
el grupo carboxilo de la cisteina (punto isoeléctrico 5.07%®) se encuentra desprotonado,
estabilizando las AgNPs-Cy®* (Fig. 36), libre para interactuar con el analito.

O
HaN' | HaN' | HN |
Y\OH e Y\o' - Y\O-
SH SH SH
Medio acido pl(zwitterion) Medio basico

Figura 36: Estructuras de las tres formas idnicas de la Cy dependiendo del pH.

Por otro lado, en la revisiéon presentada por Balme y col.”” y el trabajo de Haibin Li y
col.** muestra como las AgNPs-Cy interactiian con el mercurio mediante un mecanismo
de agregacion tal como se muestra en la figura 37, en donde mediante interacciones tipo
quimisorcion se produce la agregacion de las AgNPs mediante el grupo carboxilato de la
Cy con el ion metélico, en la relacion de dos Cy por cada ion metalico, lo cual seria
congruente la aparicion de un segundo pico alrededor de los 650 nm y el cambio de
coloracion de amarillo a azul violeta y posteriormente incoloro producto de la agregacion.

Figura 37: Representacion esquematica de la interaccion entre las AgNPs-Cy y el Hg?".
Adaptado de Balme y col.”’

Mayor detalle entre la interaccion de las AgNPs-Cy y el Hg?* ha sido reportado por Zhan
y col.%, tal como se muestra en la figura 38, en la que se observa como los grupos amino
y carboxilato de la cisteina se unen al Hg*".

37



Figura 38: Representacion esquematica de la formacion de compuestos de coordinacion
entre cisteina (absorbida en AgNPs) con Hg?". Adaptado de Zhan y col.%

7.4. Estudio de interferentes y deteccion de Hg?* en muestras de aguas reales

El estudio de los interferentes se llevo a cabo segiin como se describid en el apartado
5.2.8. Para el caso de las AgNPs-CyNH>, se obtuvo en general buenos resultados para
todos los iones estudiados, con la salvedad del magnesio con el que se observd que existia
respuesta por parte del sensor en ausencia de Hg?". Este hecho se puede explicar debido
a las interacciones entre las AgNPs-CyNH; y magnesio, por causa de las tendencias de
estabilidad de los complejos metalicos por parte de las aminas de las CyNH», que se
comportarian como bases duras por lo cual presentarian mayor afinidad por un é4cido
duro® como lo es el ion Mg** en lugar de una 4cido blando como el Hg?*. La respuesta
por parte del magnesio limitaria el uso del sensor en agua duras, pues tendrian un elevado
contenido de calcio y magnesio.

Para el sensor de AgNPs-Cy, se observo interferencias debido a la poca selectividad de
los grupos carboxilo y amino de la cisteina. Se observo respuesta para Cu y Ni. Este
comportamiento se puede explicar debido al efecto quelato de los grupos amino y
carboxilato frente a dichos metales. Los iones Cu** y Ni** son 4cidos con comportamiento
intermedio®, es decir, que pueden actuar como 4cidos duros o blandos dependiendo del
ligando con el cual estén interactuando. Por ello, inducen agregacion de las AgNPs-Cy.
Esta observacion es consistente con los reportes de otros sensores de cationes (Pb**, Zn?*,
Cu?", Ca?*, Cr*") basados en cisteina®®, en los cuales al variar las condiciones del ensayo
puede ser especifico para la deteccion de un analito en particular.

Por otro lado, respecto a los ensayos de deteccion de Hg?* en muestras de aguas reales
como se describid en el apartado 5.2.9, se encontré que ambos sensores soportan una
dureza limitada por lo que se evaluaron en agua de manantial. Se comprobo que el sensor
basado en AgNPs-CyNH» presenta mayor resistencia a la dureza del agua (contenido de
calcio y magnesio) que el sensor basado en AgNPs-Cy, pues cuando se evaluaron los
interferentes el sensor de AgNPs-CyNH: soporto una mayor concentracion de calcio, con
excepcion del magnesio con el cual ain en bajas concentraciones da respuesta. Por otro
lado, ambos sensores dan buenos resultados en la deteccion de Hg?", ademas de tener
errores pequefios.
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8.  Conclusiones y recomendaciones

Se estandarizo el protocolo de sintesis de AgNPs esféricas por el proceso modificado del
método de Creighton. Se obtuvo AgNPs con un didmetro promedio de 31 nm de acuerdo
a la caracterizacion por analisis de las imagenes TEM.

Se implementd y optimizd un protocolo de funcionalizacion para las AgNPs con los
ligandos cisteamina y cisteina para la deteccion de Hg?" en agua.

Se establecid y optimizd un protocolo de cuantificacion de Hg>* en agua por
espectrofotometria UV-Vis para cada sensor en estudio. Se logré obtener un limite de
deteccion de 108 nM para el sensor de AgNPs-CyNH2 con un tiempo de incubacion de 2
min y un limite de deteccion de 441 nM para el sensor de AgNPs-Cy con un tiempo de
incubacion de 20 min. Por otro lado, aunque no se ha podido llegar a detectar cantidades
de Hg?" por debajo de los limites de deteccion establecidos por las entidades reguladoras,
se ha podido desarrollar una metodologia simple, practica y rapida para la deteccion de
Hg*".

El sensor basado en AgNPs-CyNH; presenta buena selectividad para la mayoria de iones
interferentes estudiados. Por otro lado, el sensor de AgNPs-Cy presenta una selectividad
limitada debido a los grupos funcionales de la cisteina que son poco selectivos e inducen
la agregacion con iones metalicos como el Cu?* y Ni**. Ademas, cabe resaltar que ambos
sensores soportan una dureza limita.

Se recomienda evaluar la eliminacion de los interferentes que afectan a cada sensor para
evitar falsos positivos en los andlisis y reducir la dureza mediante el uso de
intercambiadores i6nicos conocidos como ablandadores, que reemplazan los iones calcio
y magnesio por otros iones como por ejemplo el sodio o potasio.

Se recomienda evaluar las metodologias de deteccion de Hg?* estudiadas para que puedan

ser adaptadas a sistemas portatiles de espectrofotometria UV-Vis y pueden realizarse
ensayos en campo, in situ.
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