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Resumen 

La presente memoria de Tesis Doctoral es fruto de 3 años de trabajo experimental de 

laboratorio. En este trabajo hemos abordado una problemática de gran actualidad. Debido 

a las propiedades antibacterianas y de otro tipo que tienen los nanomateriales de base 

plata, sus aplicaciones y su uso han crecido enormemente en los últimos años. Lo que ha 

supuesto un mayor riesgo de contaminación del medio ambiente y potenciales riesgos en 

cuanto a su toxicidad. Sin embargo, estos riesgos vienen muy influenciados por las 

propiedades físico-químicas de los nanomateriales de plata, por lo que es necesaria su 

caracterización, además de su cuantificación. 

En general, tanto los nanomateriales como los antibióticos, que también se abordan en 

este trabajo, son considerados desde hace pocos años como contaminantes emergentes. 

Y cada vez se demanda más metodología analítica para su estudio y control, teniendo en 

cuenta los riesgos de Salud Pública que comportan. 

En este trabajo de Tesis se han abordado nuevos métodos electroanalíticos para la 

detección, caracterización y cuantificación de nanopartículas de plata, especialmente (y 

por las dificultades que conlleva) en presencia de iones plata Ag(I) en las mismas 

disoluciones. En lo posible, sin necesidad de separaciones previas. Situación que es 

frecuente en muestras reales de plata coloidal, la coexistencia de nanopartículas de plata 

con iones Ag(I). Si bien esto supone un problema importante en algunas técnicas 

instrumentales, hemos tratado de darle respuesta con una amplia variedad de técnicas de 

electroanálisis. En procedimientos que posteriormente hemos comparado y validado con 

otras técnicas instrumentales muy dedicadas al estudio de nanomateriales y 

nanopartículas: espectroscopía de plasma de acoplamiento inductivo de partícula única - 

espectrometría de masas, microscopía electrónica de barrido y de transmisión, dispersión 

dinámica de luz, espectrofotometría de absorción molecular UV-Visivle, espectrometría de 

absorción atómica y cromatografía hidrodinámica. 
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El trabajo que se presenta en esta memoria se encuentra dividido en tres partes 

diferenciadas.  

En la primera parte, se describen nuevos métodos electroanalíticos para la detección y 

especiación de iones Ag(I) que puedan estar coexistiendo en la misma disolución con 

nanopartículas de plata (AgNPs). Con el objetivo de mejorar la sensibilidad y la selectividad, 

se han optimizado procedimientos de voltametría de redisolución sobre distintos 

materiales de electrodos de trabajo, normalmente con barridos de potencial impulsionales 

para discriminar las corrientes capacitativas y mejorar los límites de detección. 

Fruto de una estancia corta de investigación en la Universidad de Lérida, y en 

colaboración con el grupo de investigación del Profesor Josep Galcerán, pionero y referente 

mundial en la técnica AGNES (Absence of Gradient Nernstian Equilibrium Stripping), hemos 

abordado el reto de utilizar esta novedosa técnica por primera vez para la determinación 

selectiva de iones Ag(I) empleando electrodos de mercurio. Dificultad importante, dado 

que los potenciales de oxidación del Hg y de la plata difieren en muy pocos milivoltios. Y 

para lo que hemos propuesto una nueva variante que hemos llamado AGNES-Diferencial. 

En ella asumimos que en la determinación de Ag(I) de produce inevitablemente una 

componente de señal debida al Hg. Y también hemos abordado el mismo problema con 

una perspectiva distinta, en otra aproximación que hemos denominado método ISPIE (In 

Situ Prepared Indicator Electrode). Ambas aproximaciones AGNES-D e ISPIE empleadas para 

la determinación de Ag(I) libre no complejada en medios con ligandos u otras especies de 

plata (como AgNPs), tienen su base teórica en un comportamiento nernstiano, que se 

explica en el capítulo correspondiente a esta parte. 

En la parte segunda de esta memoria de Tesis Doctoral, se describen nuevos 

procedimientos voltamétricos cuyo objetivo es la detección, caracterización de tamaño y 

cuantificación de nanopartículas de plata, cuando en la disolución tenemos también iones 

Ag(I). Con una finalidad analítica y de aplicación posterior en muestras reales o comerciales 

de disoluciones de plata coloidal. Los resultados de estos procedimientos, al igual que en 

la parte anterior, se compararon y validaron con los obtenidos con otras técnicas 

instrumentales dedicadas que he mencionado antes. 
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Se han empleado dos aproximaciones distintas. En la primera se han optimizado 

variantes convencionales de la voltametría de (nano)partículas inmovilizadas sobre 

electrodos de carbón vítreo o metálicos. Una mejora importante se obtuvo empleando 

películas del polímero NafionTM para una mejor retención de las nanopartículas de plata 

sobre el electrodo. 

En la segunda, se ha optimizado un procedimiento de cronoculombimetría de colisión 

de nanopartículas para su aplicación posterior a la detección, caracterización de tamaño y 

determinación del número de concentración de AgNPs L-1 en muestras comerciales de plata 

coloidal (suspensiones de AgNPs y Ag(I)). Si bien las técnicas de impacto electroquímico 

tienen un soporte teórico enorme, sus aplicaciones analíticas son muy escasas y casi 

inexistentes. Y nuestro trabajo pretende aportar aplicabilidad analítica. También hemos 

estudiado aquellos aspectos teóricos y matemáticos que repercuten en sus propiedades 

analíticas. 

La tercera parte de esta Tesis Doctoral utiliza las herramientas desarrolladas en las dos 

partes anteriores para una aplicación concreta, como es el estudio de las interacciones que 

se producen entre tres antibióticos muy empleados (amoxicilina, enrofloxacina, 

azitromicina) con nanopartículas de plata y con plata iónica. Es conocida la capacidad 

complejante que tienen los antibióticos con metales, interacciones que han sido muy 

estudiadas, particularmente con uniones con Ag(I) que producen un efecto sinérgico en su 

actividad antibactericida. Sin embargo, las interacciones o complejos de nanomateriales 

(como las AgNPs) con antibióticos ha sido mucho menos estudiada. Y esta es una de las 

aportaciones de este apartado, empleando procedimientos electroanalíticos que han sido 

complementados, comparados y/o validados con otros procedimientos que emplean 

técnicas instrumentales diversas y que he citado anteriormente. 

La elección de los tres antibióticos para este trabajo de Tesis Doctoral, es debida a su 

presencia generalizada (en algunos casos con relativamente elevadas concentraciones, 

como la enrofloxacina) en aguas naturales de cuencas fluviales de España (Navarra, Aragón, 

Cataluña) y Francia (Pirineos Atlánticos y Altos Pirineos). En relación al Proyecto 

OUTBIOTICS (EFA-183-16) del Programa Europeo de cooperación territorial transfronteriza 
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que coordinamos y en el que participamos, y cuya temática es el desarrollo de nuevas  

tecnologías para el diagnóstico, prevención y eliminación de contaminantes emergentes 

(antibióticos) de las aguas del territorio POCTEFA. Nuestro trabajo contribuye a conocer 

mejor las interacciones de antibióticos con nanomateriales de base plata. Este tipo de 

nanomateriales produce un efecto sinérgico en el efecto antibactericida de los antibióticos, 

que ayuda a reducir su consumo en las explotaciones ganaderas del entorno y, por lo tanto, 

su posterior efecto contaminante en el medio ambiente. En uno de los objetivos principales 

del proyecto OUTBIOTICS. 

Se han empleado procedimientos (como el método Deford-Hume) para el cálculo 

electroquímico de constantes de complejamiento entre estos 3 antibióticos y Ag+ ó AgNPs. 

Y estos mismos complejos se han caracterizado midiendo otras propiedades físico-

químicas, para contrastar y complementar información analítica sobre la naturaleza de 

estas interacciones.  

A lo largo de las distintas partes de esta memoria de Tesis Doctoral se describen las 

herramientas empledas (instrumentación, disoluciones y reactivos, procedimientos 

experimentales), y se comparan y discuten los resultados obtenidos. Las conclusiones 

particulares de cada una de las tres partes y un listado final resumen las conclusiones más 

importantes. Los antecedentes bibliográficos se han distribuido también, por su distinta 

temática, en las tres partes en las que he dividido el trabajo experimental que he realizado 

a lo largo de mis estudios de doctorado. 
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Abstract 

This doctoral thesis report is the result of 3 years of experimental laboratory work. In 

this work we have addressed a highly topical problem. Due to the antibacterial and other 

properties of silver-based nanomaterials, their applications and use have grown 

tremendously in recent years. This has led to an increased risk of environmental 

contamination and potential risks in terms of toxicity. However, these risks are highly 

influenced by the physico-chemical properties of silver nanomaterials, which is why their 

characterization is necessary, in addition to their quantification. 

In general, both nanomaterials and antibiotics, which are also addressed in this work, 

have been considered for a few years as emerging contaminants. And every time more 

analytical methodology is demanded for its study and control, taking into account the 

Public Health risks that they entail. 

In this thesis work, new electroanalytical methods for the detection, characterization 

and quantification of silver nanoparticles have been addressed, especially (and due to the 

complexity that it entails) in the presence of Ag(I) silver ions in the same solutions. As far 

as possible, without the need for prior separations. A situation that is frequent in real 

samples of colloidal silver, the coexistence of silver nanoparticles with Ag(I) ions. Although 

this is a major problem in some instrumental techniques, we have tried to respond to it 

with a wide variety of electroanalysis techniques. In procedures that we have subsequently 

compared and validated with other instrumental techniques very dedicated to the study 

of nanomaterials and nanoparticles: inductively coupled single-particle plasma 

spectroscopy - mass spectrometry, scanning electron microscopy and transmission, 

dynamic light scattering, spectrophotometry of UV-Visible molecular absorption, atomic 

absorption spectrometry and hydrodynamic chromatography. 

The work presented in this report is divided into three different parts. 

In the first part, new electro-analytical methods are described for the detection and 

speciation of Ag(I) ions that may be coexisting in the same solution with silver nanoparticles 

(AgNPs). In order to improve sensitivity and selectivity, redissolution voltammetry 
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procedures have been optimized on different working electrode materials, usually with 

impulse potential scans to discriminate capacitive currents and improve detection limits. 

As a result of a short research stay at the University of Lleida, and in collaboration with 

the research group of Professor Josep Galcerán, pioneer and world leader in the AGNES 

technique (Absence of Gradient Nernstian Equilibrium Stripping), we have addressed the 

challenge of using this First novel technique for the selective determination of Ag(I) ions 

using mercury electrodes. Significant difficulty, since the oxidation potentials of Hg and 

silver differ by very few millivolts. And for what we have proposed a new variant that we 

have called AGNES-Differential. In it we assume that in determining Ag+ inevitably a signal 

component due to Hg is measured. And we have also approached the same problem with 

a different perspective, in another approach that we have called ISPIE (In Situ Prepared 

Indicator Electrode) method. Both AGNES-D and ISPIE approaches used to determine free 

Ag(I) not complexed in media with ligands or other silver species (such as AgNPs) have their 

theoretical basis in a Nernstian behavior, which is explained in the chapter corresponding 

to this part. 

In the second part of this Doctoral Thesis report, new voltammetric procedures are 

described whose objective is the detection, characterization of size and quantification of 

silver nanoparticles, when in the solution we also have Ag(I) ions. For analytical purposes 

and subsequent application in real or commercial samples of colloidal silver solutions. The 

results of these procedures, as in the previous part, were compared and validated with 

those obtained with other dedicated instrumental techniques that I mentioned before. 

Two different approaches have been used. In the first, conventional variants of the 

voltametry of immobilized (nano)particles on glassy carbon or metallic electrodes have 

been optimized. A significant improvement was obtained using films of the nafion polymer 

for a better retention of the silver nanoparticles on the electrode. 

In the second, a nanoparticle collision chronoculombimetry procedure has been 

optimized for detection, size characterization and concentration number determination of 

AgNPs L-1 in commercial colloidal silver samples (suspensions of AgNPs and Ag(I) ions). 

Although electrochemical impact techniques have enormous theoretical support, their 
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analytical applications are very few and almost non-existent. Our work aims to provide 

analytical applicability. We have also studied those theoretical and mathematical aspects 

that affect its analytical properties. 

The third part of this Doctoral Thesis uses the tools developed in the two previous parts 

for a specific application, such as the study of the interactions that occur between three 

widely used antibiotics (amoxicillin, enrofloxacin, azithromycin) with ionic silver and silver 

nanoparticles. The complexing capacity of antibiotics with metals is well known, 

interactions that have been very studied, particularly with Ag(I) bonds that produce a 

synergistic effect on their antibacterial activity. However, interactions or complexes of 

nanomaterials (such as AgNPs) with antibiotics have been much less studied. And this is the 

one of the main objectives of this part, using electroanalytical procedures that have been 

complemented, compared and / or validated with other procedures that use different 

instrumental techniques and that I have previously mentioned. 

The choice of the three antibiotics for this Doctoral Thesis work is due to their 

widespread occurrence (in some cases with relatively high concentrations, such as 

enrofloxacin) in natural waters of river basins in Spain (Navarra, Aragon, Catalonia) and 

France (Atlantic Pyrenees and Upper Pyrenees). In relation to the OUTBIOTICS Project 

(EFA-183-16) of the European Program of cross-border territorial cooperation that we 

coordinate and in which we participate, and whose theme is the development of new 

technologies for the diagnosis, prevention and elimination of emerging contaminants 

(antibiotics) of the waters of the POCTEFA territory. Our work contributes to a better 

understanding of the interactions of antibiotics with silver-based nanomaterials. This type 

of nanomaterials produces a synergistic effect on the antibacterial effect of antibiotics, 

which helps to reduce their consumption in the surrounding livestock farms and, therefore, 

their subsequent polluting effect on the environment. In one of the main objectives of the 

OUTBIOTICS Project. 

Procedures (such as the Deford-Hume method) have been used for the electrochemical 

calculation of complexation constants between these 3 antibiotics and Ag(I) or AgNPs. And 

these same complexes have been characterized by measuring other physical-chemical 
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properties, to contrast and complement analytical information about the nature of these 

interactions. 

Throughout the different parts of this Doctoral Thesis report, the tools used are 

described (instrumentation, solutions and reagents, experimental procedures), and the 

results obtained are compared and discussed. The particular conclusions of each of the 

three parts and a final list summarize the most important conclusions. The bibliographic 

background has also been distributed, due to its different subject matter, in the three parts 

into which I have divided the experimental work that I have carried out throughout my 

doctoral studies. 
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I.  Nuevos procedimientos electroquímicos para la detección y cuantificación 
de plata iónica en presencia de nanopartículas de plata. 

1.1 Introducción y objetivos. 

Las nanopartículas metálicas de plata (AgNPs), que forman parte de productos de uso 

diario (detergentes, envases de alimentos y textiles) o con aplicaciones biomédicas, pueden 

evolucionar con su uso a lo largo del tiempo, cambiando su superficie y liberando iones 

Los iones metálicos de plata tienen un fuerte efecto antibactericida frente a una gran 

variedad de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, y provocan la disminución de sus 

poblaciones en matrices como el agua y fluidos biológicos[1]. Es muy importante conocer 

y diferencias entre las distintas especies de plata en estos medios, por lo que debemos de 

desarrollar estrategias analíticas que nos permitan su detección y su caracterización. Uno 

de los objetivos principales de este trabajo de Tesis Doctoral es la propuesta de nuevos 

procedimientos de especiación de especies iónicas y nanoparticuladas de plata mediante 

la información analítica que nos dan las técnicas voltamétricas y electroquímicas en 

general. 

En general, la detección de iones en presencia de las nanopartículas que los generan es 

relativamente complicada y generalmente presenta problemas de interferencias, por lo 

que frecuentemente se necesitan de procedimientos de separación previa [. La 

espectroscopía de absorción atómica (AA)[2], el análisis de activación de 

neutrones(NAA)[3] y la espectroscopía de plasma-masas acoplada inductivamente (ICP-

MS) [6], han sido de los más utilizados para la determinación de plata en muestras 

ambientales, dada su sensibilidad. Sin embargo, con estas tésnicas instrumentales sólo 

puede medirse la cantidad total de plata, independientemente de las distintas especies de 

plata que puedan estar presentes en la muestra. En muchos casos, son necesarios 

procedimientos de separación previos, que en ocasiones son sencillos, como la 

ultrafiltración [7], pero en otros casos pueden ser largos y complicados como la extracción 

en punto de nube [8]; [9]. 
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Las técnicas electroanalíticas, muy especialmente la voltametría por su alta sensibilidad, 

permiten la detección selectiva de los iones plata (Ag(I)) en presencia de especies 

relacionadas como las AgNPs, incluso cuando ambos están juntos en la misma disolución 

[10], y en muchos casos sin la necesidad de procedimientos previos de separación [11] .  

En principio, la simple reacción electroquímica catódica de reducción de la Ag(I) sobre 

el electrodo de trabajo es suficiente para diferenciarla de otras especies presentes en el 

medio, o de otras nanopartículas que requieren un potenciál anódico o de oxidación para 

su detección o determinación voltamétrica. Por lo tanto, un barrido de potenciales anódico 

o catódico deberían de, en principio, diferenciar entre Ag (I) iónica y AgNPs, tanto en forma 

libre como complejada (voltamétría directa) [12]. 

No obstante, y dado que las concentraciones a medir van a ser muy pequeñas, en 

muchos casos va a ser necesario un proceso previo de preconcentración (normalmente 

electroquímica) sobre el electrodo de trabajo, para medir posteriormente en el proceso de 

redisolución [12]. La voltametría de redisolución (SV) puede llegar a límites de detección 

del orden de partes por billón [13]. En este trabajo de Tesis Doctoral se ha utilizado con 

diversas finalidades, incluso hemos optimizado procedimientos de SV para diferenciar 

entre especies de plata libres y complejadas con un ligando, discriminando mediante la 

aplicación precisa del potencial de electrolisis en la etapa de preconcentración [10].  

Se describe también en esta memoria el desarrollo de un nuevo método denominado 

Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping (AGNES) para la determinación 

de Ag(I) libre en presencia de otras especies complejadas de plata iónica [14]. El método 

AGNES, se basa en un método de redisolución anódica en ausencia de gradientes de 

concentración [15]. El método AGNES se ha empleado con éxito en la determinación de 

trazas de otros metales y nanopartículas metálicas en presencia de ligandos complejantes 

[16]. La técnica se aplica en métales que se puedan amalgamar en electrodo de mercurio, 

y presentan gran solubilidad en este metal. No hay referencias bibliográficas previas del 

estudio de plata por esta técnica. Si bien la plata es bastante soluble en mercurio, tenemos 

la dificultad de que los potenciales de oxidación de la plata metálica y del mercurio metal 
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se encuentran muy próximos, lo que impide en condiciones normales llevar a cabo ambas 

oxidaciones de forma individual.  

Para solventar esta dificultad, hemos desarrollado, en colaboración con el grupo de 

investigación “Lleida Electrochemical Group” de la Universidad de Lérida, pioneros a nivel 

mundial en esta técnica, un nuevo procedimiento AGNES que solventa estas dificultades. 

Como se describe posteriormente en esta memoria de Tesis Doctoral. 

En este apartado se describe la validación de dos métodos voltamperotricos (DV y ASV) 

para la determinación de Ag(I). Además, por primera vez se van a evaluar las 

potencialidades del método AGNES en la determinación directa de Ag(I), en presencia de 

otras especies de plata complejadas. 

 Se han planteado los siguientes objetivos: 

Ø Implementar y validar un método de determinación de Ag(I) por DV. 

Ø Implementar y validar un método de determinación de Ag(I) por ASV. 

Ø Nuevo método AGNES para la determinación de Ag(I). 

 1.2 Instrumentación. 

• Potenciostato Autolab tipo III (Metrohm-Autolab BV, Utrecht, the Netherlands). 

Resolución de potencial ±3µV, precisión de la corriente ±0,2%, resolución medida de 

la corriente 0,0003%. Impedancia de entrada >100 GOhm. Corriente mínima de 

medida 0,3fA. 

• Potenciostato Eco Chemie Autolab PGSTAT10 (Metrohm Autolab) (Metrohm Autolab 

BV, Utrecht) provisto de un módulo ECD de baja corriente. tensión de salida máxima: 

+/- 12V; corriente de salida máximas: +/- 80mA; resolución de corriente mínima de 0,3 

fA y está equipado con un filtro Sallen-Key. Corriente mínima de medida 0,3fA (cada 

2,5 ms). 
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• Espectrofotómetro de absorción atómica Perkin Elmer, AAnalysts 200 (Massachusetts, 

USA) equipado con una lámpara de cátodo de plata (2mA, longitud de onda de 

328,1nm). 

• Espectrofotómetro de absorción molecular UV-Vis de doble haz Jasco V-730 (Jasco, 

Oklahoma, USA). Ancho de banda espectral de 1nm. 

• Espectrómetro de masas Perkin-Elmer NexION 2000B ICP (Toronto, Canadá) con 

nebulizador concéntrico de vidrio y una cámara de pulverización ciclónica 

desconcertada.  

• Microscopio electrónico de trasmisión (TEM) (Modelo 2000 FXII, JEOL, Tokio, Japón), 

equipado para medidas de dispersión de energía (EDS) por espectrometría de rayos X, 

y difracción de electrones a 200kV.  

• Microscopio electrónico de barrido por emisión de campo (FESEM). Las medidas EDS 

se realizaron con un FESEM Merlin™ equipado con una columna Gemini (ambas de 

Carl Zeiss Nano Technology Systems, Jena, Alemania, www.imaging-git.com), y se 

combinaron con un Microanalizador de rayos X X-Max (Oxford Instruments, Abingdon, 

Oxfordshire, Reino Unido, www.oxinst.com). Las imágenes FESEM se midieron 

trabajando a 5kV con el detector de electrones secundario en la lente, y para mejorar 

la resolución, EDS se midió a 10kV. 

• Cromatógrafo Waters 2796 Bioseparations Module (Waters Corporation, Milford, 

USA). Con columna PL-PSDA tipo 1 (Agilent Technologies, Germany) de longitud 80cm 

y diámetro interno de 7,5mm con un rango nominal de separación de 5 -300nm. El 

detector utilizado fue UV-Vis (Waters 996 Photodiode Array detector). 

• Zetasizer Nano ZS (ZEN3600) de Malvern® (Worcestershire, United Kingdom), para el 

cálculo de potenciales Z. 

• Ultracentrífuga con rotor de Angulo fijo para tubos eppendorf (Thermo Heraeus 

Multifuge X1R, Walthman, USA). 
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• Balanza analítica GH-200 con precisión de ±0,1mg, hasta un máximo de 1100g (A&D 

Phoenix).  

• Agitador orbital analógico Reax 2 (Heidolph), con control analógico desde 1 a 16rpm 

(Heidolph, Schwabatch, Alemania). 

• pH-metro BasiC 20 Crison (L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona). Resolución: ±0,01 pH, 

±1mV, ±0,1ºC. Error en las medidas (±1 dígito): ≤ 0,01 pH≤1mV, ≤0,2ºC. 

• Baño de ultrasonidos Ultrasons-P (J.P. Selecta, Cugat del Vallés, Barcelona, España). 

Frecuencia 40 KHz. 

• Electrodo de hilo de platino, diámetro 0,5mm, BASi (BioAnalytical systems, 

www.basinc.com). 

• Electrodo de referencia Ag/AgCl, 3M., con vidrio vycor como interface BASi 

(BioAnalytical systems, www.basinc.com). 

• Microelectrodo de carbono vítreo BASi (11±2 µm) 

• Electrodo de carbono vítreo, 3mm de diámetro, BASi (BioAnalytical systems, 

www.basinc.com, West Lafayette, USA). 

• Celdas electroquímicas de vidrío de 10 y 50mL (BASi, West Lafayette, USA). 

• Ultrafiltros con membranas de corte de 3kDa (Nanosep Pall, MERC) 

• Cubetas de cuarzo de 3mL. Paso óptico de 10mm (Navarra, España). 

• Pipetas Pasteur desechables 3mL (Vilassar de Dalt, Barcelona). 

• Celdas electroquímicas de vidrío de 50mL (BASi, West Lafayette, USA). 

• Viales ámbar de vidrío de 1,5mL (Thermo Scientific™, Madrid, España). 

• Cubetas de poliestireno de 10 x 10 x 45mm modelo DTS0012, (Sarstedt®) Malvern 

Panalytical (Worcestershire, United Kingdom) 

• Tubos Falcon de 50mL (Sarstedt Ag & Co, Nümbrecht, Alemania). 

• Vasos de precipitado de 10mL, 50mL, 100mL y 500mL (Merck, Darmstadt, Germany). 
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• Tubos eppendorf de 3mL. 

• Micropipetas 5-50μL, 50-200μL y 200-1000μL (Crison, Barcelona, España). 

 1.3 Reactivos y disoluciones empleadas. 

• Nanopartículas de plata (AgNPs) esféricas de diámetro nominal 10,5±0,4; 20,0±1,2; 

40,1±2,1; 58,9±6,1, and 100,1±10,2nm recubiertas de citrato de 0,02mg mL-1 (San 

Diego, CA, USA, nanocomposix.com). 

• AgNPs esféricas de diámetro nominal 75nm (74,6±3,8nm) recubiertas de 

polivinilpirrolidona (PVP) de 0,02mg mL-1 de NIST (Instituto Nacional de Estándares y 

Tecnología, Material de referencia 8017) 

• Nanopartículas de plata esféricas de 50nm recubiertas de polivinilpirrolidona (PVP) de 

5mg mL-1 (San Diego, CA, USA, nanocomposix.com). 

• Estándar plata Ag(I) de 1000 mg L-1 en HNO₃ 5% (Sigma Millipore, Madrid, España) 

• Amoxicilina, (AMX) (Merck, KGaA, Darmstadt, Germany) 

• Enrofloxacina, (ENRO) (Merck, KGaA, Darmstadt, Germany) 

• Azitromicina, (AZT) (Merck, KGaA, Darmstadt, Germany) 

• Productos de consumo antibactericidas: High Stability™, Biovedik™ y Wellness 

colloidal silver ™ (www.amazon.com). 

• NafionTM 5% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Ácido nítrico (HNO3) 69% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Alumina de tamaño de partícula 11µm (BASi, West Lafayette, USA). 

• Dispersión de diamante de 1 y 3µm (BASi, West Lafayette, USA). 

• Perclorato de sodio (NaClO4) 98% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Nitrógeno gas (N2) 78% (Zaragoza, España) 
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• Nitrato de potasio (KNO3) 99% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Hidróxido de sodio (NaOH) 97% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Ácido clorhídrico (HCl) 37%, (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Ácido nítrico (HNO3) 69%, (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Ácido sulfúrico (H2SO4) 98% (Merck, Madrid, España) 

• Ácido acético glacial (CH3COOH) 100% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 

• Ácido fosfórico (H3PO4) 85% (Sigma Aldrich, Madrid, España) 

• Ácido bórico (H3BO3) 99% (Sigma Aldrich, Madrid, España) 

• Cloruro de potasio (KCl) 99,5% (Sigma Millipore, Madrid, España)  

• Metanol (CH3OH) 99,8% (Fisher Chemical, Madrid, España) 

• Agua Milli-Q 18,2MΩ cm a 298K (MilliQ Advance, Molsheim, Francia) 

1.3.1 Disoluciones y tampones 

• Disoluciones de Ag(I)): El patrón de Ag(I) de 1000mg L-1 fue diluido 1 /100 (v/v) en agua 

MQ para obtener una concentración de 10mg L-1. A partir de la disolución de Ag+ de 

10mg L-1 se prepararon disoluciones entre 0,5mg L-1 y 4mg L-1. Las disoluciones entre 

2,5µg L-1 y 20µg L-1 fueron preparadas de la misma forma, pero en NaClO4 0,1M. Todas 

las disoluciones de plata se protegieron de la luz y se almacenaron en tubos Falcon a 

temperatura ambiente.  

• Dispersiones de AgNPs de 10; 20; 40; 60; 75 y 100nm: Los estándares de AgNPs se 

sometieron a ultrasonidos durante 120s, se tomaron las alícuotas necesarias y se 

diluyeron apropiadamente con NaClO4 o en H2O hasta la concentración deseada. Las 

dispersiones de AgNPs se conservaron en nevera a 4˚C y se sometieron a ultrasonidos 

durante 120s antes de su uso. La estabilidad de las suspensiones se controló mediante 

espectroscopía UV-Visible a través del pico de absorbancia del plasmón superficial. 
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• NafionTM 0,25%; 1,6% y 1,25% (v/v): Las disoluciones de Nafion se prepararon 

diluyendo la cantidad de reactivo NafionTM al 5% en la cantidad necesario de metanol. 

El reactivo tras su uso se conservó hermeticamente cerrado a 4˚C en nevera y 

resguardado de la luz para evitar su polimerización. 

• Productos de consumo de plata coloidal High Stability™, Biovedik™ y Wellness  

colloidal silver™: Los productos comerciales se sometiron a ultrasonidos durante 120s 

antes de tomar las alícuotas. Las alícuotas se diluyeron apropiadamente con NaClO4 o 

en H2O según la forma de medida. Estas muestras se almacenaron a temperatura 

ambiente resguardadas de la luz. 

• Disolución NaClO4 0,1M y 0,02M pH 5,25: 14,05g de NaClO4 se disolvió en agua y se 

llevó a un volumen de 1L en matraz aforado. Las disoluciones se almacenaron en 

botellas de teflón a temperatura ambiente hasta un máximo de 30 días desde su 

preparación. 

• Disolución amortiguadora Britton – Robinson pH 7, fuerza iónica 0,1 M: Se disolvió 

2,754g de NaOH, 1,575 de CH3COOH, 2,570g de H3PO4, 1,622g de H3BO3 y 1,804g de 

KCl en un vaso de precipitados con agua MQ y se llevó a un volumen de 1L en matraz 

aforado. El pH fue ajustado con disoluciones de HCl o NaOH 0,1M, según cada caso. 

Esta disolución se almacenó en recipiente de teflón hasta un máximo de 30 días desde 

su preparación. 

• Disolución patrón de amoxicilina (AMX) 0,1M: Se disolvieron aproximadamente 

91,35mg del patrón primario en 10mL de agua MQ a la que se le había añadido 300µL 

de NaOH 0,1M. Las disoluciones de AMX se prepararon diariamente. 

• Disolución concentrada de enrofloxacina (ENRO) 28mM: Se preparó disolviendo 

250mg de patrón en 25mL de agua MQ, a la que se le añadió 66,5µL de H2SO4 de 98%. 

Las disoluciones de ENRO se prepararon diariamente. 

• Disolución estándar de azitromicina (AZT) 13mM: Se preparó su disolución estándar 

13mM, disolviendo 100mg de AZT en 10mL de CH3OH. Estas disoluciones de AZT se 

prepararon diariamente. 
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• Mezclas numeradas m-0 a m-7 de AMX con Ag(I): Las disoluciones mezcla del 

antibiótico AMX con Ag(I) se han numerado m-0 a m-7. Se prepararon mezclando una 

concentración de AMX 0,15mM con concentraciones variables de Ag(I), para las 

relaciones molares resumidas en la Tabla 1. Resumen de las concentraciones y 

relaciones molares AMX / Ag(I) en las disoluciones numeradas como m-0 a m-7.en un 

volumen final 25mL de tampon Britton- Robinson pH=7. Las mezclas se prepararon en 

tubos tipo Falcon (50mL) con agitación orbital durante 2h (40 rev min-1). 

Tabla 1. Resumen de las concentraciones y relaciones molares AMX / Ag(I) en las 
disoluciones numeradas como m-0 a m-7. 

Disoluciones 
Concentraciones (mM) 

Relación molar 
AMX Ag(I) 

m-0 

0,15 

- - 0 

m-1 1,5 1:10 

m-2 3,0 1:20 

m-3 6,0 1:40 

m-4 9,0 1:60 

m-5 12,0 1:80 

m-6 15,0 1:100 

m-7 30,0 1:200 

• Disoluciones numeradas E-0 a E-4 de enrofloxacina con Ag(I): Las disoluciones 

numeradas E-0 a E-4 se prepararon mezclando un volumen dado de ENRO 28mM con 

distintas concentraciones de Ag(I)a partir del estándar 93mM, para obtener las 

concentraciones resumidas en la Tabla 2 en un volumen final de 25mL en un medio 
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tampón Britton- Robinson pH=7. Para preparar estas disoluciones se agitaron 

orbitalmente en tubos tipo Falcon de 50mL a 40rev min-1 durante 2h. 

Tabla 2. Resumen de las concentraciones de ENRO y Ag(I) y relaciones molares en las 
disoluciones que se han numerado E-0 a E-4. 

Disoluciones 
Concentraciones (mM) 

Relación molar 
ENRO Ag(I) 

E-0 

0,015 

- 0 

E-1 0,05 1:3 

E-2 0,5 1:30 

E-3 2,5 1:160 

E-4 5,0 1:320 

• Disoluciones mezcla de antibióticos con AgNPs, numeradas como m_10nm-0 a 

m_10nm-5. Las disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-5 se prepararon a partir de AgNPs 

0,05mM de 10nm con las distintas concentraciones de los antibióticos AMX, ENRO y 

AZT. Se emplearon los estándares de antibióticos en concentraciones aproximadas 

AMX 0,1M, ENRO 28mM y AZT 13mM. Y del patrón comercial de AgNPs de 10nm de 

0,02mg mL-1, para obtener las concentraciones que se muestran en la Tabla 3 

(volumen final 3mL) en tubos eppendorf. Estas disoluciones se dejaron reaccionar 

protegidas de la luz durante 2h antes de su uso.  
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Tabla 3. Concentraciones de los 3 antibióticos AMX, ENRO, AZT y AgNPs de 10nm, y 
sus relaciones molares, en las disoluciones denominadas m_10nm-0a m_10nm -5. 

Mezclas 
Concentraciones (mM) Relación 

Molar  AgNPs Antibiótico 

m_10nm-0 

0,05 

- 0 

m_10nm -1 0,05 1:1 

m_10nm -2 0,10 1:2 

m_10nm -3 0,50 1:10 

m_10nm -4 1,00 1:20 

m_10nm -5 5,00 1:100 

• Disoluciones de reacción de antibióticos con AgNPs, denominadas m_50nm-0 a 

m_50nm-5. Las disoluciones m_50nm-0 a m_50nm-5 se prepararon reaccionando 

disoluciones de AgNPs con concentraciones variables de AMX, ENRO, AZT, para 

obtener las concentraciones y relaciones molares resumidas en la Tabla 4. Se 

emplearon AgNPs de 50nm de diámetro (5mg mL-1). Estas disoluciones se prepararon 

en un volumen final de 10mL en tubos eppendorf, y se dejaron reaccionar durante 2h, 

protegidas de la luz ambiental, antes de su uso.  
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Tabla 4. Resumen de las concentraciones de AMX ENRO, AZT y AgNPs de 50nm en 
las disoluciones numeradas como m_50nm-0 a m_50nm -5. 

Mezclas 
Concentraciones (mM) Relación 

Molar AgNPs Antibiótico 

m_50nm-0 

0,05 

- 0 

m_50nm -1 0,05 1:1 

m_50nm -2 0,10 1:2 

m_50nm -3 0,50 1:10 

m_50nm -4 1,00 1:20 

m_50nm -5 5,00 1:100 

• Disoluciones de reacción de Ag(I) con antibióticos, numeradas como Ag(I)-S0 a Ag(I)-

S4. Estas disoluciones se prepararon a partir de Ag(I) 0,01mM con concentraciones 

variables de AMX, ENRO y AZT. Se prepararon en un volumen final de 25mL con KNO3 

0,1M como electrolito soporte, y se agitaron en orbital a 40rev min-1 durante 2h. Las 

concentraciones finales y relaciones molares se resumen en la Tabla 5.  
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Tabla 5. Resumen de las concentraciones AMX y Ag(I) en las disoluciones de reacción 
numeradas como Ag(I)-S0 a Ag(I)-S4 

Disoluciones 
Concentraciones (mM) Relación 

Molar Ag(I) Antibiótico  

Ag(I)-S0 

0,01 

- 0 

Ag(I)-S1 0,01 1:1 

Ag(I)-S2 0,05 1:5 

Ag(I)-S3 0,1 1:10 

Ag(I)-S4 0,2 1:20 

• Disoluciones de reacción de Ag(I) con antibióticos numeradas Ag(I)-A0 a Ag(I)-A4. 

Estas disoluciones se prepararon haciendo reaccionar Ag(I) 2µM con concentraciones 

variables de AMX, ENRO, AZT. Se prepararon a partir de las disoluciones estándar de 

antibióticos indicadas anteriormente con Ag(I). Las concentraciones preparadas se 

resumen en la Tabla 6. Estas disoluciones de prepararon en un volumen final de 25mL 

y disolución amortiguadora Britton- Robinson pH=7. En su preparación, se dejaron 

reaccionar con agitación orbital a 40rev min-1 durante 2h. 
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Tabla 6. Resumen de las concentraciones de la reacción de Ag(I) con los 3 antibióticos 
AMX, ENRO y AZT, numeradas como Ag(I)-A0 a Ag(I)-A5 

Disoluciones 
Concentraciones (relaciones molares) 

Ag(I) AMX ENR AZT 

Ag(I)-A0 

2µM 

- - - 

Ag(I)-A1 0,2mM (1:100) 2µM (1:1) 2µM (1:1) 

Ag(I)-A2 0,8mM (1:400) 20µM (1:10) 20µM (1:10) 

Ag(I)-A3 1,0mM (1:500) 100µM (1:50) 200µM (1:100) 

Ag(I)-A4 1,5mM (1:750) 200µM (1:100) 2000µM (1:1000) 

Ag(I)-A5 - 500µM (1:250) - 

1.4 Procedimientos experimentales 

1.4.1 Detección de AgNPs en las muestras High Stability, BiovedikTM y Wellness 

Colloidal SilverTM por EAM-UV-Vis. 

La presencia de AgNPs en las muestras BiovedikTM y Wellness Colloidal SilverTM se 

determinó registrando la banda de resonancia de plasmón superficial (SPR) por EAM-UV-

Vis en un intervalo entre 500 y 300nm. La velocidad de barrido de longitudes de onda fue 

100nm por minuto. La disolución patrón de AgNPs de 40nm de 5mg L-1 y las muestras 

BiovedikTM y Wellness Colloidal Silver TM fueron medidas en una cubeta espectrofotométrica 

de cuarzo de 3,5mL y paso óptico 10mm. 
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 1.4.2 Digestión de las muestras BiovedikTM y Wellness Colloidal SilverTM. 

La digestión de las muestras BiovedikTM y Wellness Colloidal Silver TM para la 

determinación de plata total se llevó a cabo añadiendo mezclando un mismo volumen de 

muestra que de HNO3 69% y dejando actuar el ácido por 1h a 25oC. 

 1.4.3 Ultrafiltración de las muestras BiovedikTM y Wellness Colloidal SilverTM. 

Las muestras se sometieron a 10min de ultrafiltración a una velocidad de 9000rpm. Se 

utilizaron filtros de 3kDa de tamaño de poro, que no permiten el paso de partículas 

mayores de 2nm. Los filtros se activaron antes de su uso con 500µL de agua MQ. Se filtró 

un mismo volumen de las muestras. 

1.4.4 Determinación de plata por AAS. 

Para la determinación de plata se empleó un espectrómetro de absorción atómica de 

llama, equipado con una lámpara de cátodo hueco de plata a 2mA y longitud de onda 

328,1nm. La determinación de plata total se llevó a cabo después de una digestión acida. 

La Ag(I) se determinó empleando ultrafiltración para separar la Ag(I) de las AgNPs. 

 1.4.5 Determinación de Ag(I) en presencia de AgNPs por SWASV. 

Estas determinaciones voltamétricas se llevaron a cabo después de diluir con NaClO4UV-

Vis (0,1 M), para obtener las concentraciones de trabajo adecuadas. 15mL de las muestras 

se transfirieron a una cubeta voltamétrica de vidrio de 20mL. Las medidas voltamétricas se 

realizaron con un potenciostato AutoLab PGSTAT-12, con el software Autolab v.2.2, con 

electrodo auxiliar de hilo de platino, electrodo de referencia 3M. Ag / AgCl con un puente 

salino KNO3 0,1 M., y de trabajo electrodo de carbono vítreo (GC, diámetro 3mm) todos de 

BASi. La etapa de depósito se llevó a cabo con agitación, con un potencial de electrolisis 

Ed=-0,5V durante un tiempo de td=120s. Después un tiempo de reposo de 5s sin agitar, el 

barrido anódico lineal de potencial hasta +0,5V con un incremento de paso ΔE=4mV, 

velocidad de barrido v=0,04V s-1, frecuencia f=25Hz y amplitud Amp=25mV. Las muestras 
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se desoxigenaron con corriente de N2 durante 120s. antes de cada medida. El electrodo de 

trabajo se pulió con alúmina (Ø=3µm), lavado con agua y sometido a ultrasonidos 

previamente a su uso. Todos los recipientes empleados se limpiaron con ácido nítrico 50% 

(v/v) y se mantuvieron con disoluciones de ácido nítrico al 1% después de su uso. 

1.4.6 Determinación de Ag(I) por voltametría (directa) diferencial de pulsos con 
electrodo de platino. 

Las medidas se realizaron con un potenciostato µAutolab III (Metrohm). Se emplearon 

electrodos de trabajo de platino (3mm de diámetro), auxiliar de hilo de platino y referencia 

3M. Ag/AgCl. Las muestras se desoxigenaron durante 120s con corriente de N2(g). El barrido 

catódico diferencial de pulsos fué desde Ei=+0,2V hasta Ef=-0,9V, con unas condiciones: 

incremento de paso de potencial !E=-0,01V, potencial del impulso de modulación 

ΔEp=0,05V, tiempo de modulación tp=0,5s, y tiempo de paso tm=0,05s. El electrodo de 

trabajo se pulió con dispersiones de diamante (Ø=3µm y 1µm) durante 2min sobre una 

superficie de nylon, se lavaron con agua y sometieron a ultrasonidos previamente a su uso. 

1.4.7 Determinación de Ag(I) con método AGNES. 

Las medidas de Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping (AGNES) se 

realizaron con un potenciostato Eco Chemie Autolab-PGSTAT10 conectado a un sistema 

automatizado de 3 electrodos Metrohm 663 VA-Stand. Para este tipo de estudio se empleó 

un electrodo de trabajo de gota pendiente de mercurio (HMDE), electrodo auxiliar de 

carbono vítreo, y electrodo de referencia 3M. de Ag/AgCl con un puente salino 0,1M KNO3. 

Se utilizó una celda de vidrio termostatizada a 25°C (Metrohm), y se desoxigenó con 

corriente de N2 durante 20min antes de cada medida. En la primera etapa se mantuvo un 

potencial constante -0,5154V durante 500s y posteriormente -0,4562V durante un tiempo 

variable (50-500s), con agitación a 400rpm. En la segunda etapa se mantuvo el potencial a 

-0.4473V durante 150s, sin agitación. 
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1.4.8 Determinación de Ag(I) con el método “In Situ Prepared Indicator Electrode”. 

Las medidas de In Situ Prepared Indicator Electrode (ISPIE) se realizaron con un 

potenciostato Eco Chemie Autolab-PGSTAT10 conectado a un sistema de electrodos 

Metrohm 663 VA-stand. Se empleó un electrodo de trabajo rotatorio de carbono vitreo 

(multimodo Metrohm), electrodo auxiliar de carbono vítreo y de referencia 3M. Ag/AgCl 

con un puente salino 0,1M KNO3. La primera etapa en este tipo de medida fue de depósito 

a 0,1V durante 800s, con agitación a 400rpm. En la segunda etapa el potencial varió entre 

360mV y 740mV con saltos de potencial de 20mV de duración 30s. Las medidas se llevaron 

a cabo en una celda termostatizada a 25°C. Determinación de plata iónica en presencia de 

nanopartículas de plata empleando voltametría de redisolución anódica. 
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Resultados y Discusión 

1.5 Determinación de plata iónica en presencia de nanopartículas de plata 
empleando voltametría de redisolución anódica. 

Numerosos artículos estudian la determinación de plata por técnicas electroquímicas 

[13]; [17–19], y más concretamente empleando voltamperometría de redisolución 

anódica. El procedimiento general de las técnicas de redisolución implica la 

preconcentración de la plata en la superficie del electrodo de trabajo, seguido de la etapa 

de redisolución en donde se registra la corriente anódica de oxidación de la plata 

previamente depositada. Esta corriente permite la identificación y la cuantificación de las 

especies de plata, en función de cómo se haya diseñado experimentalmente.  

Una primera dificultad importante, es que la plata tiene un potencial de oxidación muy 

próximo al del mercurio, solapándose las corrientes anódicas de ambos metales. Por este 

motivo, se han estudiado un gran número de alternativas como electrodos de trabajo 

sólidos [20], como por ejemplo electrodos de base carbono [21]; [22], carbón vítreo, y una 

muy extensa variedad de electrodos químicamente modificados [23]. Sin embargo, el uso 

de electrodos de mercurio para preconcentrar la plata en procedimientos de voltametría 

de redisolución es casi inexistente, salvo muy pocos trabajos que han intentado solventar 

la dificultad mencionada, empleando ligandos complejantes de la plata o del mercurio, o 

bien empleando disoluciones no acuosas que puedan conseguir una mínima separación de 

los potenciales de oxidación de ambos metales [24]  

Un problema que aparece en la determinación ASV de plata, es la formación de distintos 

depósitos de Ag0 sobre el electrodo de trabajo, combinados con procesos de adsorción, 

que requieren energías potenciales distintas para su oxidación. Es decir, que se producen 

uno o varios picos de corriente de redisolución con distintos valores de potencial de pico 

(Ep), que dificulta la cuantificación de la plata. Se han descrito varios métodos en los que se 

utilizan soluciones ácidas de diferentes electrolitos para mejorar su “electro-disolución” 

[22]; [25].  
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Sin embargo, no hay referencias bibliográficas de otros grupos de investigación en 

donde se aborde la detección y cuantificación directa de plata iónica Ag(I) en presencia de 

nanopartículas de plata (AgNP) por ASV, utilizando electrodos de GC, salvo este estudio que 

hemos realizado en nuestro laboratorio [10]. Hasta nuestro conocimiento, es la primera 

vez que se reporta un método SWASV para determinar Ag(I) en presencia del AgNPs y es 

aplicado en muestras reales [10]  

En este apartado se describe el desarrollo y optimización de un método voltamétrico de 

redisolución de onda cuadrada (SWASV) que permite la determinación directa de Ag(I) en 

presencia de AgNPs. Este método se aplicó a muestras reales que contenían plata (I) y plata 

coloidal. Los resultados electroquímicos se compararon con los obtenidos por absorción 

atómica (AAS) para las mismas muestras.  

1.5.1 Validación del método SWASV para la determinación de Ag(I) en presencia 
de AgNPs. 

El método que se ha desarrollado se ha validado cumpliendo los criterios y requisitos 

EURACHEM establecidos en su guía para la validación de métodos bioanalíticos [26]; [27]. 

Las propieddes analíticas evaluadas y criterios a cumplir fueron en relación a la 

confiabilidad, repetibilidad, linealidad, rango de trabajo, robustez, recuperación, y límites 

de detección y de cuantificación. Se realizaron entre 4 y 1º réplicas de cada una de las 

medidas.  

§ Identificación:  

Para evaluar la fiabilidad del método, se midieron cuatro replicas (n=4) de un control 

positivo que contenía Ag(I) y AgNPs de 60nm a 0,5mg L-1 en NaClO4 0,1M y cuatro réplicas 

de un control negativo. El control negativo estuvo formado por electrolito soporte NaClO4 

0,1M y AgNPs de 60nm a 0,5mg L-1. Los controles positivos y los negativos se midieron en 

las mismas condiciones. 

La plata se depositó a -0,5V durante 120s, y después de un tiempo de equilibrio te=5s se 

realizó un barrido de 0 a 0,45V con un potencial de paso (∆E) de 0,004V y una velocidad de 
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barrido de potenciales vb=0,04V s-1. Otros detalles del procedimiento se describen en el 

apartado 1.4.5. En el estudio de las condiciones óptimas de medición se descartaron 

aquellas en las que se obtuvieron más de una señal en la etapa de redisolución. Las señales 

múltiples no permiten una correcta cuantificación. Estas se producen porque bajo algunas 

condiciones la plata se deposita sobre la superficie del electrodo de forma no homogénea 

obteniéndose así depósitos con diferentes estructuras cristalinas [28]. 

 

La Figura 1 muestra los voltamperogramas anódicos típicos para Ag (I) en presencia de 

AgNPs de 40nm y el de una muestra blanco. Utilizando los parámetros instrumentales que 

se describen en el apartado 1.4.5 fue posible obtener un pico único a 0,240±0,008 V que 

corresponde a la oxidación del depósito de plata. Mientras que los blancos no mostraron 

señales en intervalo de barrido de potencial del método. 

 

Figura 1. (a) SWASV del control positivo (Ag(I) y AgNPs de 60nm a 0,5 mg L-1) (rojo); (b) 

control negativo (AgNPs de 40nm a 0,5mg L-1) (azul). El electrolíto soporte fue NaClO4 0,1M. 

Ed=-0,5V; td=120; tr=5s; Barrido de potencial: 0 a 0,5V; ∆E=0,004V, vbp=0,04V s-1 
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Las pequeñas diferencias entre la línea de base del blanco (muestras sin Ag(I)) y la línea 

base de las muestras positivas (muestras con Ag(I)) responde a las diferencias entre las 

composiciones de ambas muestras.  

§ Repetibilidad 

La precisión del método se evaluó en dos niveles de concentración, control superior (CS) 

y control inferior (CI), y se midieron seis réplicas de cada control (n=6). El CI fue preparado 

en concentraciones de Ag y AgNPs 10µg L-1 y el CS 20µg L-1 de ambas. Las réplicas se 

midieron solo una vez para evitar la interferencia de la posible oxidación de las AgNPs.  

El método mostró una desviación estándar relativa (%RSD) del 13,64% para control 

superior y del 8,54% para el control inferior (Tabla 7.). Estos valores cumplen con el criterio 

mínimo exigido para su validación [29], dado que se permite un %RSD de hasta 25% en el 

CI y 15% en el CS [26]; [29]; [30]. En procedimientos voltamétricos similares, los valores 

habituales se sitúan en un %RSD del orden del 10% [. 

§ Linealidad e intervalo de trabajo: 

Para evaluar la linealidad, se representaron tres curvas de calibrado empleando como 

señal el área del pico (culombios) en función de la concentración (µg L-1). Se prepararon 

cuatro disoluciones de calibración (2,5; 5; 10; 20µg L-1) a partir de una disolución estándar 

de plata de 10mg L-1. A cada una de las disoluciones se les añadió una concentración 

constante de AgNPs de 40nm (5µg L-1). Estas disoluciones fueron medidas por cuadriplicado 

(n=4).  

Se observó una relación lineal del valor del área de pico en función de la concentración 

(coeficiente de regresión, R=0,9998), cumpliendo los criterios de validación. Por lo tanto, 

se tiene un intérvalo de respuesta lineal de 2,5 a 20µg L-1 de Ag(I), concentraciones similares 

a los obtenidos en otros trabajos [22]. 

La ecuación de la línea recta de regresión y el coeficiente de regresión se muestran en la 

Tabla 7. 

. 
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Figura 2. Calibrado en la determinación por SWASV de Ag(I) en presencia de AgNPs 

(electrolito soporte NaClO4 0,1M) 

§ Límites de detección (LD) y cuantificación (LQ): s 

Se calcularon a partir de la desviación estándar de las medidas de concentración (sa) y 

de la pendiente media (b) de las tres curvas de calibrado [31], : 

#$ = 3'(
)* (1)	

#/ = 10'(
)* (2) 

En la mayoría de los métodos analíticos, el LD y el LQ se calculan atendiendo a la relación 

señal-ruido. Sin embargo, dado que el concepto de ruido es distinto en la medida SWASV 

que en la mayoría de otras señales empleadas en otras técnicas instrumentales, creemos 

que esta medida es más correcta [26]; [31] . 

Los valores obtenidos fueron LD=1,3µg L-1 y LQ=4,2µg L-1 de Ag(I). Son valores pequeños, 

similares [13]; [22]; [34]. y en algunos casos inferiores [8] a los encontrados en la 
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bibliografía, que muestran una buena sensibilidad de este procedimiento para la 

determinación de Ag(I). 

§ Recuperación y robustez:  

La recuperación se determinó comparando los resultados de cuantificar una muestra de 

concentración conocida (25mg L-1 de Ag(I)) medida por AAS y SWASV (n=4). Las mismas 

muestras (n=4) se midieron en primer lugar por un método validado de AAS, y luego por 

SWASV una vez diluidas con NaClO4 0,1M. La recuperación fue superior al 90%. En la 

literatura se obtienen recuperaciones del orden del 70-30% [4]; [23]. 

La robustez es una forma de medir la fiabilidad del método, siguiendo el mismo 

procedimiento de validación [28]. Se define como la capacidad del método de no verse 

afectado por variaciones pequeñas deliberadas de sus parámetros o condiciones de 

medidal [28]. Se evaluó midiendo la recuperación de una muestra de 25 mg L-1 de plata con 

dos electrodos de trabajo distintos (GCE_1 y GCE_2). La recuperación con GCE_1 fue 92±1% 

y de GCE_2 fue 90±3%. Los datos obtenidos con ambos electrodos distintos no mostraron 

diferencias significativas (test t) para un nivel de confianza del 95%. 

La Tabla 7 resume las propiedades analíticas medidas con el procedimiento SWASV que 

hemos desarrollado para la determinación de Ag(I) en presencia de AgNPs. 
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Tabla 7. Repetibilidad, linealidad, rango de trabajo, recuperación, robustez, límite de 
detección y cuantificación del método de SWASV 

Parámetro Descripción Resultado 

Repetibilidad 
20µg L-1 (n=6) 13,6% 

10µg L-1 (n=6) 8,5% 

Linealidad R2=0,9985 y=1,3 ∙10-5x + 6,9 ∙10-9 

Intervalo de trabajo  2,5 -20 µg L-1 

Límite de detección LD=3sa/b 1,3 µg L-1 

Límite de 
cuantificación LQ=10sa/b 4,2 µg L-1 

Robustez 
GCE_1 (n=3) 

GCE_2 (n=3) 

GCE_1 =92±1% 

GCE_2=90±3% 

Recobrado 25 mg L-1 (n=3) 92±1% 

1.5.2 Aplicación del procedimiento SWASV para la determinación de Ag(I) en 
presencia de Ag coloidal en muestras reales. 

Para demostrar la aplicabilidad en muestras reales del método que se ha desarrollado 

para la determinación de Ag(I) en presencia de plata coloidal, se emplearon tres productos 

comercializados como antibactericidas de uso tópico o como complemento alimenticio, 

denominados Biovedik™, High Stability™, and Wellness™ colloidal silver (Figura 3). En sus 

especificaciones se indica un contenido de plata coloidal superior a 25mg L-1 (Biovedik™), y 

30mg L-1 (Wellness™).  
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Figura 3. Disoluciones comerciales de plata coloidal y Ag(I) comercializadas como 

antibactericidas: Biovedik™ ionic silver and colloidal, High Stability™ silver, and Wellness™ 

colloidal silver.  

El espectro EAM-UV-Vis de ambas muestras tiene un máximo de absorbancia 

correspondiente a la banda de absorción del plasmón superficial de las nanopartículas de 

plata, confirmando que contienen AgNPs. En la Figura 4 se muestran los espectros de 

absorción de disoluciones 5 mg L-1 de AgNPs (40nm), y de las dos muestras, que presentan 

máximos de absorbancia a 422 (Biovedik™) y 412nm (Wellness™). Las diferencias entre las 

longitudes de onda de la máxima absorbancia se deben a distintos valores de la resonancia 

de plasmón superficial (SPR) producidos por distintos diámetros de las nanopartículas. La 

variación de la posición e intensidad de la banda SPR es un tema muy estudiado. En el 

apartado de esta memoria dedicado a la interacción de las AgNPs con la amoxicilina se 

explica de forma más detallada la variación de la posición de la banda SPR con la variación 

del diámetro y el recubrimiento de las AgNPs 
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Figura 4. Espectro de absorción molecular ultravioleta-visible de: (a) disolución estándar de 

AgNPs de 40nm (5mg L-1); (b) Wellness Colloidal SilverTM y (c) Biovedik™. Velocidad de 

barrido 100nm min-1. 

El método SWASV se empleó en la detección y cuantificación de Ag(I) en estas dos 

muestras, y la concentración total de plata una vez que llevamos a cabo una digestión ácida 

previa (Figura 5). En este caso, calculamos la concentración de la plata total como la suma 

de las concentraciones de Ag(I) y de AgNPs. La única preparación de las muestras fue su 

dilución en el volumen adecuado para obtener disoluciones NaClO4 0,1M. Disoluciones 

alícuotas se trataron con HNO3 concentrado para la determinación de plata total mediante 

SWASV (apartado 1.4.5). 

En la Figura 5 se muestran los voltagramas obtenidos en la determinación directa de 

Ag(I). Las muestras se cuantificaron por el método de calibrado externo. Las 

concentraciones se muestran en la Tabla 8.  
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Figura 5. Voltagramas de redisolución SWASV de las muestras: (a) Wellness Colloidal 
Silver™ (rojo) y (b) ™ (negro) en NaClO4 0,1M (1:10). Condiciones de medición como 
en Figura 4 

Estos resultados voltamétricos se compararon con los obtenidos con EAA 

(procedimiento del apartado 1.4.4). La Agtotal se determinó después de su transformación 

ácida, y la concentración de Ag(I) se obtuvo a través de su separación a partir de las 

muestras originales por ultrafiltración [35], descrito en el apartado 1.4.4 (retención de 

nanopartículas superiores a 1nm de diámetro), lo que permite cuantificar por EAA solo la 

Ag(I). Las concentraciones medidas se muestran en la Tabla 8.  

Tabla 8.Concentraciones de Agtotal y Ag(I) determinadas por SWASV y AAS. Las 
concentraciones de AgNPs se obtuvieron por diferencia. 

Muestra 

Agtotal 

(mg L-1) 

Ag(I) 

(mg L-1) 

AgNPs 

(mg L-1) 

AAS SWASV AAS SWASV Diferencia 

Biovedik™ 20,9±0,4 20,5±2,0 15,0±1,0 14,7±0,9 5,9±0,1 
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Ag nominal 

>25mg L-1 

Wellness 

Ag nominal 

30mg L-1 

 

32,6±1,1 

 

 

32,0±2,0 

 

 

0,36±0,01 

 

 

0,4±0,1 

 

32,1±0,2 

No hay diferencias significativas entre las concentraciones obtenidas por ambos 

métodos, para un nivel de confianza del 95% (test-t). Las concentraciones totales de plata 

medidas por ambos métodos coinciden con las indicadas en las especificaciones de ambos 

productos por los fabricantes, mostrando que se están refiriendo a la suma de 

concentraciones de Ag(I) y de AgNPs, pero no solamente al contenido en nanopartículas de 

plata como indica en su etiquetado. 

El contenido de Ag(I) en la muestra de Biovedik™ constituye alrededor del 70% del total 

de plata, siendo la concentración [AgNPs]=5,9±0,1mg L-1. La muestra Wellness Colloidal 

SilverTM tiene una concentración [Agtotal]=33mg L-1 y la Ag(I) es solamente un 1% de Ag(I) 

del total. El método SWASV mostró ser efectivo para la determinación de plata iónica en 

ambas muestras para este amplio rango de concentraciones, en presencia conjunta de 

ambas especies de plata. El método electroquímico es un método sencillo y eficiente, con 

una buena sensibilidad y reproducibilidad, para diferenciar y cuantificar las distintas 

especies de plata en la misma muestra. 

En resumen, el método voltamétrico que hemos desarrollado permite la cuantificación 

rápida y sencilla de Agtotal, AgNPs y Ag(I) en muestras que contienen concentraciones 

variables y en un alto rango de plata metálica (AgNPs) y plata iónica disuelta, en 

comparación con otros procedimientos voltamétricos con otro tipo de electrodos o que 

requieren de la modificación química del electrodo de trabajo [13]; [22]; [25]. El 

procedimiento correcto de limpieza de los electrodos (pulido y lavado) evita la aparición 

de varios picos de redisolución de la plata depositada con distintas energías potenciales, 

un problema que ocurre frecuentemente con este metal dadas las distintas estructuras 
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cristalinas que pueden formarses [30]. En estas condiciones, no es necesaria la 

modificación química del electrodo de trabajo, lo que simplifica el procedimiento. 

Hasta nuestro conocimiento, este trabajo publicado en la revista Electroanalysis (2019) 

es la primera aportación al uso de procedimientos voltamétricos con electrodos sin 

modificar para la especiación de muestras que contienen diversas especies de plata [10]. 

1.6 Uso de electrodos metálicos para la determinación de plata iónica por 
voltametría (directa) diferencial de pulsos. 

La especiación en química analítica permite la diferenciación de un elemento entre sus 

diferentes formas físico-químicas [36]. En el caso de las especias de plata, tal como se ha 

comentado en la introducción, tiene gran importancia por la influencia en sus propiedades 

antibactericidas, su biodisponibilidad, o su comportamiento en el medio ambiente, por 

ejemplo. Por lo que cada vez se demanda más metodología analítica en este sentido [37]. 

Para la determinación de plata por voltametría de redisolución, técnica voltamétrica 

muy sensible, es preciso un material de electrodo que ofrezca la suficiente capacidad de 

retener la plata metálica. Es la técnica adecuada cuando se requieren medidas del orden 

de ppb´s o incluso ppt´s. Para la determinación de concentraciones superiores, en este caso 

no es preciso llevar a cabo la preconcentración de la plata, pudiéndose llevar a cabo una 

determinación voltamétrica directa. Sin embargo, este elemento presenta diversas 

dificultades, ya mencionadas. En primer lugar, no es muy soluble en mercurio, a diferencia 

de otros metales como Cd, In o Pb. Pero, más importante, presenta un potencial de onda 

media muy próximo al del mercurio. Lo que impide, por ejemplo, llevar a cabo una 

preconcentración en forma de amalgama para su posterior medida con técnicas de 

redisolución [26].  

Para la determinación directa de la plata (también indirecta por métodos de 

redisolución), se han estudiado numerosos tipos de materiales de electrodos de trabajo. 

Los más habituales son los electrodos de base carbono [22]; [38]; [39], como el carbón 

vítreo [34]; [40-42] o los electrodos de pasta de carbón [17]; [23]; [25]; [43]. Este tipo de 

electrodos, presentan altas velocidades de transferencia de carga en la determinación de 
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Plata. En menor medida, también se han empleado electrodos metálicos de cobre [44] oro 

[45], Platino [46], e incluso mercurio [26] 

1.6.1 Determinación de Ag(I) por voltametría (directa) diferencial de pulsos sobre 
electrodo metálicos: comparación de electrodos. 

La reducción de Ag(I) sobre electrodos sólidos de oro (AuE) y platino(PtE) se llevó a cabo 

en celdas de vidrio de 20mL de capacidad y un sistema de tres electrodos donde los 

electrodos de trabajo fueron electrodo de disco de 2mm de diámetro de Au y Pt, el 

electrodo de referencia de Ag/AgCl y el auxiliar electrodo de hilo de platino de 0,5mm de 

diámetro (Figura 6). El electrodo de referencia se puso en contacto con la disolución a 

través de un puente salino conteniendo KNO3 0,1M, para evitar la precipitación de AgCl(s) 

por la pérdida de iones cloruros de su disolución de relleno interna. Todas las muestras se 

desoxigenaron durante 60s con corriente de N2(g) antes de cada medida voltamétrica. El 

tipo de barrido empleado fue diferencial de pulsos, evitando en lo posible corrientes 

capacitativas y residuales, siendo un barrido voltamétrico aún lento uno de los más 

sensibles en condiciones de bajas velocidades de transferencia de carga.  

 

Figura 6. Celda voltamétrica y sistema de tres electrodos. Electrodo de trabajo (EPt o EAu 

de d=2mm), electrodo de referencia 3M. Ag/AgCl con puente salino KNO3 0,1M, y electrodo 

auxiliar (hilo de Pt, diámetro 0,5 mm). 
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Las medidas del electrolito soporte (KNO3 0,1M) con electrodo de platino (PtE1 y PtE2) y 

oro (AuE1 y AuE2) se observan en la Figura 7 y Figura 8. Estas medidas no mostraron señales 

interferentes en el intervalo de potenciales utilizado. Los PtE1 PtE2 muestran una honda de 

potencial debido a la descarga de iones hidrógenos a partir de los -0,8V. En los AuE1 y AuE2 

no se observó onda de potencial en el intervalo medido. 

 

Figura 7.Voltamperograma de KNO3 0,1M (electrolito soporte) con electrodos de trabajo 

PtE1 (A) y PtE2 (B). Ei=0,2V; Ef=-0,9V; ∆E= -0,01V; ∆Ep=0,05V; tm=0,05s y tp=0,5s. 
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Figura 8. Voltamperograma de KNO3 0,1M (electrolito soporte) con electrodos de trabajo 

AuE1 (A) y AuE2 (B) Ei=0,2V; Ef=-0,9V; ∆E=-0,01V; ∆Ep=0,05V; tm=0,05s y tp=0,5s. 

Al medir una disolución de Ag(I) de 10mg L-1 con los PtE1,2 y los AuE1,2 se pudo observar 

el pico de reducción de Ag(I) (Figura 9). Las medidas realizadas con PtE1,2 mostraron un 

menor Ep que las realizadas con AuE1,2 mostrando mayor poder electrocatalítico del platino 

frente al oro. Los picos obtenidos con PtE1,2 fueron más estrechos que con AuE1,2 lo que 

indica una cinética de reducción más rápido lo que se encuentra relacionado con el mayor 

poder electrocatalítico del platino frente al oro en la reducción de la Ag(I). Otro punto a 

favor del uso de PtE es que las medidas hechas entre diferentes electrodos (PtE1 y PtE2) 

fueron más precisas.  
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Figura 9. Voltamperogramas de disolución de KNO3 0,1M (líneas discontinuas) y disolución 

de Ag(I) 10mg L-1 (líneas continuas) con: (A) EPt1 y (B) EPt2. Condiciones de medida como 

en la Figura 8. 

 

Figura 10. Voltamperogramas de disolución de KNO3 0,1M (líneas discontinuas) y disolución 

de Ag(I) 10mg L-1 (líneas continuas) con: (A) AuE1 y (B) AuE2. Condiciones de medición 

como en la figura anterior. 

Se determinaron algunas propiedades analíticas del método para conocer el intervalo 

de concentraciones en las que muestra resultados fiables y así aplicar el mismo 

adecuadamente a la determinación de Ag(I) en medios con antibióticos. Lo cual se discutirá 

en el capítulo 3 de esta tesis. 

Las propiedades analíticas evaluadas fueron la repetibilidad, linealidad y límite de 

detección 
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§ Repetibilidad 

Para evaluar este parámetro se analizaron tres réplicas (n=3) de dos disoluciones de 

Ag(I) a dos niveles de concentraciones. Un control superior (CS) a 10mg L-1 y un control 

inferior (CI) a 1mg L-1. La desviación estándar relativa (%RSD) de las áreas (A) de los picos 

de los controles se determinó con el programa Origin 2019. 

La %RSD en el CS y CI del A y fueron 8,53% 16% respectivamente. Los valores obtenidos 

están de acuerdo con otros métodos electroanalíticos reportados, los cuales presentan una 

variabilidad de aproximadamente el 15% [47]. 

§ Linealidad e intervalo de trabajo 

Se midieron tres réplicas de disoluciones de Ag(I) de concentraciones de 0,1mg L-1; 

0,5mg L-1; 1mg L-1; 2mg L-1 y 10mg L-1. 

El gráfico de concentración frente a área de pico mostró una dependencia lineal. La 

regresión se ajustó en un 99,25% a la ecuación que se muestra en la Tabla 9. 

 

Figura 11. Curva de calibrado (lineal) de Ag(I) en KNO3 0,1M por voltametría directa sobre 

PtE. 
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§ Límites de detección (LD) y cuantificación (LQ) 

Los límites de detección y cuantificación se calcularon a través de los parámetros 

pendiente e intercepto de las líneas de calibrado como se explica en el apartado 1.5.1. 

Los valores de LD y LQ fueron 0,18mg L-1 y 1,8mg L-1 respectivamente. Estos valores son 

más elevados que los obtenidos para el método de determinación de Ag(I) por redisolución 

anódica validado en el apartado 1.5.1 como es de esperar para un método voltametríco 

directo, pero está de acuerdo con los límites de detección de otros métodos voltamétricos 

directos [48]. 

Tabla 9.Repetibilidad, linealidad, rango de trabajo, robustez, LD y LQ de voltametría 
directa sobre PtE. 

Parámetro Descripción Resultado 

Repetibilidad 
1mg L-1 (n=3) 8,53% 

10mg L-1 (n=3) 16% 

Linealidad R2 =0,9953 y=1,07∙10-6x + 1,3∙10-8 

Intervalo de trabajo  0,2 -10mg L-1 

Límite de detección LD=3sa/b 0,18mg L-1 

Límite de 
cuantificación LQ=10sa/b 0,6mg L-1 

El método fue utilizado en la especiación de plata en presencia de agentes 

acomplejantes (antibióticos) teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este 

apartado. Este estudio se encuentra detallado en el capítulo 3 de este manuscrito. 
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1.7 Determinación directa de Ag(I) en presencia de AgNPs o especies 
complejadas empleando “Absence of Gradient Nernstian Equilibrium 
Stripping” e ”In Situ Prepared Indicator Electrode”. 

AGNES (Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping) es una técnica 

electroanalítica novedosa diseñada para determinar las concentraciones de iones 

metálicos libres en disoluciones en presencia de sus especies complejadas. AGNES es una 

técnica de redisolución que consta de dos etapas. En la primera se aplica un potencial (o 

programa de potenciales) que genera una ganancia de concentración de valor conocido 

entre las concentraciones externas e internas del metal en la superficie del electrodo de 

mercurio. Este proceso de electrodepósito se lleva a cabo en ausencia de gradientes de 

concentración, tanto dentro del electrodo (se emplea normalmente un electrodo de gota 

de mercurio de área constante) como fuera del electrodo (seno de la disolución). Esta es la 

característica que diferencia la técnica AGNES de otras técnicas voltamétricas de 

redisolución (stripping), como por ejemplo la ASV. En la segunda etapa el metal 

amalgamado se oxida en condiciones controladas, obteniéndose una corriente solamente 

debida a la concentración del metal libre, no complejado.  

El método AGNES se ha empleado con buenos resultados en la determinación selectiva 

de metales libres en situaciones y matrices en las que se encuentran estos metales 

complejados con un gran número de ligandos, por ejemplo, en muestras de medio 

amtiente. Algunos ejemplos incluyen la determinación de Cd(II), Zn(II), Cu(II), Pb(II) e In(III) 

en muestras medioambientales [49], y de otros metales en estuarios, aguas marinas, y 

aguas de río [50]; [51]. Esta técnica se aplica a muestras con muy distinta fuerza iónica, sin 

la interferencia de mayores corrientes residuales al alcanzarse el equilibrio, debidas a la 

composición inicial de las muestras [52-54].  

El trabajo inicial en AGNES sobre electrodos estacionarios de mercurio (HMDE), se ha 

ampliado posteriormente a electrodos sólidos de Bi y Au en la determinación de Pb y Cu 

[55]. Sin embargo, el mercurio es el mejor material de electrodo, y además mejora la 

selectividad del AGNES dado que sólamente se miden aquéllos metales que tengan 
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suficiente solubilidad en mercurio, por ejemplo Cu, Pb, Zn, Cd, In, Au y Ag entre otros [15]; 

[53]; [56]; [51]. En algunos casos, no son necesarios patrones de calibrado al basarnos en 

la equivalencia faradaica [16]. 

Otros ejemplos son, por ejemplo, la detección de iones en dispersiones de 

nanoparticula de ZnO [14]; [57] y TiO2 [58] entre otros [59]. Estos trabajos anteriores de 

determinación de iones en presencia de nanopartículas nos animaron a abordar la 

determinación de iones Ag(I) en presencia de otros ligandos o de nanopartículas de plata. 

No hay referencias previas del estudio de la determinación de Ag(I) libre con la técnica 

AGNES, ya que los potenciales en los que se oxidan la Ag(0) y el Hg(0) tienen valores muy 

próximos, lo que dificulta enormemente esta posibilidad. Si bien, lo valoramos en su 

momento como un reto interesante.  

Como ya se ha indicado, el trabajo experimental de esta parte de la Tesis Doctoral se 

llevó a cabo en la Universidad de Lérida, en colaboración y bajo las directrices del Prof. 

Josep Galceran (grupo de investigación “LLeida Electrochemical Group”), que es una 

referencia a nivel mundial en esta técnica electroquímica. El Prof. Galcerán ha establecido 

las bases teóricas de las técnicas AGNES [54], y la influencia de aspectos experimentales 

como, por ejemplo, la influencia de la fuerza iónica de las disoluciones en la determinación 

AGNES de concentraciones libres de metales pesados [55], en el estudio de la labilidad de 

complejos de Indio(III) [44], o nuevas estrategias para reducir el tiempo de depósito en la 

determinación de Zn(II) [56]. También ha propuesto distintos tipos de electrodos distintos 

del uso convencional de gota de mercurio, por ejemplo, película de bismuto [48], 

electrodos serigrafiados [57], o electrodo rotatorio de película de mercurio[58]. 

Especialmente importantes son los estudios del grupo del Prof. Galcerán en la aplicación 

de los métodos AGNES a la especiación electroquímica de metales en el medio 

ambiente[59], con aplicaciones concretas en la determinación de Zn(II) en aguas de 

estuario[60], y la especiación de Antimonio(III) [61], o Indio(III) [62]. 

La determinación de la concentración de iones metálicos libres en matrices con un gran 

número de posibles complejantes tiene interés en estudios de especiación y bioabsorción 

[36], y el método AGNES presenta indudables ventajas frente a otros procedimientos que 
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se han desarrollado para la misma finalidad [57]. Si bien los electrodos selectivos de iones 

(ESI) permiten la determinación selectiva de la parte libre de muchos iones, por ejemplo, 

el problema principal de las técnicas potenciométricas son sus altos límites de detección, 

normalmente por encima de los ppm´s, lo que impide determinar concentraciones de estos 

iones en valores habituales de ppb´s en muestras de medio ambiente o de tipo clínico [60]. 

Por otro lado, la voltametría de redisolución presenta los menores límites de detección (la 

mayor sensibilidad) de las técnicas electroquímicas, sobre todo al emplearse de forma 

inversa en las técnicas de redisolución [61]. Sin embargo, la aplicación de la ASV no permite 

la determiación selectiva de los metales libres en presencia de numerosos ligandos, pues 

la propia medida ya altera las condiciones termodinámicas de los complejos, además de 

medir las concentraciones debidas a los complejos lábiles que se disocian en las 

condiciones de la pre-concentración electroquímica, y que se suman a la concentración del 

metal libre [62].  

Para solventar algunas de las dificultades encontradas con la Ag(I), hemos desarrollado 

también un procedimiento que denominamos “In Situ Prepared Indicator Electrode”, no 

descrito hasta la fecha, y que tiene ciertas similitudes con AGNES  

De manera simultánea al desarrollo del método AGNES, y dadas las dificultades que ya 

se han mencionado, se estudió un método alternativo basado también en una situación de 

equilibrio, para la determinación específica de Ag(I) libre en presencia de especies 

complejadas de plata. El método lo hemos denominado “In Situ Prepared Indicator 

Electrode” (ISPIE), y básicamente consiste en la preparación in situ de un electrodo sólido 

de plata para el cálculo de la concentración de Ag(I) a través del potencial de equilibrio 

nernstiano del par redox Ag(I)/Ag(0). Ya se han desarrollado procedimientos ISPIE para 

otros metales, como Ni(II) y Cu(II) . Pero es la primera vez que se estudia este método para 

la plata.  

El electrodo se prepara in situ en una primera etapa por depósito electroquímico sobre 

la superficie de un electrodo inerte. En una segunda etapa, el depósito de Ag(0) se 

redisuelve en condiciones de equilibrio de potencial gobernado por la ecuación de Nerst 

para Ag(I)/Ag(0), y sin paso de corriente eléctrica. El potencial de oxidación medido es 
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proporcional a la concentración de Ag(I) en la disolución, lo que permite la cuantificación 

selectiva de iones Ag(I) una vez que se ha realizado un calibrado previo. 

En este apartado se detalla el fundamento de ambos métodos, y se describe el 

desarrollo de ambos métodos para la cuantificación de Ag(I), mostrando las dificultades y 

limitaciones encontradas y su valoración en cada método. 

 1.7.1 Fundamentos básicos del método “Absence of Gradient Nernstian 
Equilibrium Stripping” (AGNES). 

El método AGNES permite la cuantificación directa de la concentración de iones 

metálicos libres en disolución. Es un procedimiento voltamétrico de dos etapas [16] . En la 

primera etapa, el ión metálico (Mn+) en disolución se reduce y se amalgama sobre el 

electrodo de mercurio (M0), aplicando un programa de potenciales predefinido, que 

siempre termina con un potencial de depósito E1 [16] 

2! + 45" → 2#(78) 

Si 9$  es ligeramente más negativo que el potencial estándar (9%) del par 2!/2#(78) 

y mantenemos este potencial 9$	durante un tiempo suficientemente largo t1, el flujo de M0 

que cruza la superficie del electrodo finalmente terminará, porque se alcanza un equilibrio 

de potenciales Nernstiano, y la concentración de metal libre en la superficie del electrodo 

es igual a la concentración en el seno de la disolución (;&∗ ) (en estas condiciones no se 

produce gradiente de concentraciones). 

Si definimos < como la relación de concentraciones a cada lado de la superficie del 

electrodo (término denominado ganancia):  

< = (!"
#

(!
#       (ecuación 3) 

cuando se ha alcanzado el estado de equilibrio en ambos lados de la superficie del 

electrodo de mercurio la ecuación de Nernst se puede expresar como: 

< = (!"
∗

(!
∗ = 5=> ?− )*

+,
(9$ − 9%-)A						(ecuación 4) 
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en donde: 9%- es el potencial estándar formal del par redox, ;&#∗  concentración de 2# 

dentro de la gota de mercurio, e < es la ganancia (o factor de concentración) en 

concentración del metal dentro de la gota de mercurio después de la aplicación del 

potencial 9$. El valor de Y está relacionado directamente con el valor (9$ − 9%-). Los 

términos 4, C y DE son términos constantes en el proceso y pertenecen al número de 

electrones transferidos, la constante de Faraday, la constante de los gases ideales y la 

temperatura. 

A menos que la transferencia de electrones para la pareja 2!/2#(78) sea 

extremadamente lenta, el tiempo necesario hasta alcanzar el equilibrio nernsciano 

(ecuación (3)) será mucho menor que el tiempo necesario para alcanzar la condición de 

ausencia de gradientes de concentración. Especialmente si se usan diámetros de electrodo 

de gota pendiente de mercurio del orden de micrómetros. 

Debido al equilibrio que se expresa en la ecuación 4, la concentración ;&#∗  solo depende 

de ;&#∗  y es independiente de otras características del medio, como la presencia de 

complejos del metal o procesos de adsorción de estos metales o de sus complejos sobre la 

superficie del mercurio. Todas las experiencias se llevan a cabo con altas fuerzas iónicas en 

las disoluciones medidas y de valor constante, para así poder trabajar con concentraciones 

en lugar de actividades al tener coeficientes de actividad constantes. 

En la segunda etapa del AGNES, el metal preconcentrado dentro de la gota de mercurio 

a lo largo de la primera etapa	2#(78) es cuantificado. Para ello, se aplica un potencial de 

reoxidación 9. y se produce el proceso inverso al de la primera etapa, es decir su 

redisolución anódica: 

2#(78) − 	45" → 2! 

La medida en esta segunda etapa puede ser la corriente faradáica (If) resultante de la 

oxidación en condiciones de difusión limitada. El valor If la determinamos 

experimentalmente restando a la corriente total la corriente capacitiva medida en una 

disolución blanco (disolución sin M+).  
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La principal ventaja del AGNES es que en condiciones de difusión limitada, donde ;&#% =

0, los procesos de adsorción, convección, o formación de complejos del metal no afectan a 

la corriente If. De esta forma, con la utilización de AGNES no es necesario conocer el medio 

en el que se encuentra la especie M+ para cuantificar su concentración como metal libre, 

dado que no influyen las concentraciones de los ligandos presentes, las constantes 

cinéticas y/o termodinámicas de formación de los complejos, los coeficientes de difusión 

de las distintas especies, o las características hidrodinámicas de las medidas. 

Como la corriente medida esta linealmente relacionada con la ;&#∗  y ;&#∗ = < ∙ ;&∗ ,	se 

deduce que la concentración de iones metálicos libres es directamente proporcional a la 

corriente medida, con un factor de proporcionalidad (ℎ). Este factor depende del potencial 

9$ y de la geometría y difusión del electrodo de mercurio. Sin embargo, ℎ se puede calcular 

experimentalmente llevando a cabo medidas de corrientes en disoluciones de 

concentración conocida bajo las mismas condiciones de la muestra problema (ecuación 5), 

es decir mediante una calibración previa [51] . 

ℎ = !!
""∗

     (ecuación 5) 

En la Figura 12 se muestran dos modelos típicos de experiencias AGNES, el modelo A 

representa una medida en la que la primera etapa se lleva a cabo en un solo paso (un solo 

potencial) [59] y el modelo B una experiencia que la primera parte consta de dos etapas 

(programa de potenciales) [51]. El modelo B es una evolución más avanzada del modelo A, 

produciéndose la mayor parte del depósito antes de una electrolisis más lenta en 

condiciones de equilibrio y de ausencia de gradiente, para de esta forma disminuir los 

tiempos muchas veces elevados de la primera etapa. 

Los tiempos t1 de la primera etapa suelen cumplir con las ecuaciones que se muestran 

en la Figura 12, pero es un parámetro experimental que ha de evaluarse y que puede variar 

para cada analito. Para obtener una Y=500 de una disolución de Zn(II) en agua de río fue 

necesario un t1a=350s y un t1b=50s [51] mientras que para la detección simultanea de Zn(II), 

Cd(II) y Pb(II) se reporta un t1a=350s y un t1b=1050s [65]. Para mediciones de Ag(I) se 

utilizaron t1a que variaron entre de 500s a 1000s y t1b que variaron entre 50s y 500s. 
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El segundo paso se realiza a un potencial E2 más positivo, y las medidas en esta etapa de 

redisolución se pueden llevar a cabo con distintas técnicas electroquímicas, como 

voltametría de barrido lineal (LSV) o cronopotenciometria de redisolución (SCP), entre 

otras. 

 

Figura 12. Fundamento del método AGNES: (A) la primera etapa se lleva a cabo en un solo 

paso (un solo potencial) y (B) la primera parte se lleva a cabo en dos pasos (programa de 

potenciales).  

1.7.2 Aplicación del método AGNES para la determinación de Ag(I). Tipos de 
medida en la segunda etapa. 

Una vez explicado el procedimiento AGNES convencional, muy estudiado en una amplia 

variedad de metales [15], dadas las dificultades de la determinación de la plata con 

electrodos de mercurio, se intentaron solventar con el estudio de nuevas variantes de la 

técnica. A estas variantes se les denominó [16]: 

AGNES-I, AGNES-LSV, AGNES-Q y AGNES-SCP. 

Todas ellas se basan en los mismos principios explicados en el apartado anterior, y su 

diferencia se encuentra en la forma como se lleva a cabo la medida en la segunda etapa de 
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redisolución. En todos los casos, en esta segunda etapa se elimina completamente la 

Ag0(Hg) amalgamada durante la primera etapa. 

En cada una de las variantes AGNES anteriores se mide la corriente de redisolución con 

barrido lineal de potencial (AGNES-LSV), la medida de la corriente necesaria para la 

oxidación completa (AGNES-I), la cantidad de carga total con corriente aplicada constante 

(AGNES-Q), o la carga total medida por cronopotenciometría (AGNES-SCP).  

El primer reto para la determinación de Ag(I) por AGNES convencional es que el 

potencial de oxidación de la plata y del mercurio son muy próximos, alrededor de Ep=+0,8V 

con respecto al electrodo normal de hidrogeno (ENH) y Ep=+0,6V con respecto a electrodo 

de referencia secundario 3M Ag/AgCl. Esto implica que la eliminación completa de Ag0(Hg) 

amalgamada en la gota de mercurio durante la segunda etapa lleva consigo la inevitable 

oxidación simultánea del mercurio. Esto no es deseable, ya que la señal con la que 

cuantificamos la Ag0 tendría un componente variable debido a la corriente anódica de 

oxidación del Hg0.  

Para superar esta dificultad, hemos desarrollado un procedimiento diferencial en una 

nueva variante del AGNES clásico, explicado a continuación. Si expresamos la ecuación de 

Nernst para la Ag(I) y el Hg(II) teniendo en cuenta que la actividad de 78# es igual a 1, 

obtendremos las ecuaciones 6 y 7.  

</01 =
2/0"3
[/0%]

= 5=> ?− *
+,
H91 − 9/0

#- IA								(ecuación 6) 

<601 =
260"3
[60&%]

= $
[60&%]

= 5=> ?− .*
+,
H91 − 960#

'
IA							(ecuación 7) 

Si asumimos un valor común de potencial redox estándar y combinamos estas 

ecuaciones obtendremos (ecuación 8). 

<601 ≈ H</01I
.
							(ecuación 8) 

Esta ecuación (ecuación 8) indica que cuando oxidemos cierta ganancia de Ag(0) 

también se oxidará una ganancia de Hg(0) incluso mayor.  
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[78.!] = $
7()*

= $

87+)*9
&      (ecuación 9) 

Por ejemplo, si queremos una ganancia de Ag de 10 000, se oxidará una cantidad de 

Hg2+ igual 10-8 M, una concentración que no es nada despreciable (ecuación 9). Como puede 

observarse, el concepto más importante empleado cuando cuantificamos con la técnica 

AGNES no se refiere a concentraciones en sí, sino a ganancias.  

Una posible alternativa pudiera ser no llevar a cabo el vaciado completo de la Ag0 

amalgamada en el mercurio, es decir su electrolisis completa, sino un diferencial de la 

concentración total de la Ag0 pre-concentrada en el mercurio. Este “diferencial de carga” 

en esta segunda etapa será proporcional a un “diferencial de ganancia” en la misma etapa 

(< = <$ − <.). Le llamaremos a esta nueva variante AGNES-D o AGNES-diferencial. 

Se realizaron experiencias AGNES-D sobre una disolución de Ag(I) de concentración	1 ∙

10-6 M. La etapa de pre-concentración se llevó a cabo en dos pasos, con ganancias 

Y1a=100000 (E1a=-0,5154); Y1b=1200 (E1b=-0,4586). Las medidas se mantuvieron con 

ganancia Y1a durante 500s y a una ganancia Y1b durante 50-500s, variando de 50 en 50s en 

cada experiencia. En la segunda etapa la se impuso una ganancia de Y2=500 (E2 =-0,4473). 

Todas las medidas se llevaron a cabo sobre una misma gota de mercurio 

(diámetro=0,28mm). La descripción completa de este método AGNES-D se explica en el 

apartado 1.4.7. 

En la Figura 13 podemos ver, en las tres primeras experiencias (t1b=50; 100; 150s), cómo 

se está llenando la gota de mercurio (se va produciendo la amalgama Ag0(Hg)). Las 

corrientes negativas durante el tiempo de espera (tw) indican que se producen todavía 

procesos de reducción. El tw es el tiempo de transición entre la primera y la segunda etapa, 

y se caracteriza por no tener agitación. Se emplearon valores tw=50s y ganancia Y1b. En la 

cuarta experiencia (t1b=200), no parece ocurrir ningún proceso redox durante tw, porque la 

corriente a lo largo de este tiempo es cero. Este hecho podría interpretarse como que la 

gota de mercurio está completamente llena (se produce la saturación de la Ag0 sobre el 

volumen del electrodo de gota de mercurio) lo que indica que para llenar en un solo paso 

la gota pidiendo una ganancia Y1b hacen falta t1b de 400s. Todos los experimentos 
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posteriores al cuarto (t1b=200; 250 hasta 500s) mostraron corrientes positivas durante tw 

indicando que estaba ocurriendo un proceso de oxidación. Esto podría explicarse como el 

vaciado del electrodo, porque ya estaba lleno (la cantidad acumulada debido al creciente 

t1b es mayor que el valor predeterminado para Y=1200).  

La primera parte de esta experiencia se comportó de acuerdo con la lo previsto 

teóricamente. Al pasar a la segunda parte de redisolución (stripping) donde la ganancia 

cambia de Y1b=1200 a Y2=500, el sistema no llego al equilibrio. La caída de corriente en la 

etapa de redisolución fue muy lenta en estas condiciones, y no se alcanzó la corriente de 

valor 0 como se esperaba. Esto imposibilita la cuantificación exacta de la plata, por lo que 

el AGNES-D no es eficaz, debido también a que los tiempos de redisolución para poder 

producir estos valores de ganancia fueron excesivamente largos (tiende a infinito .)En 

resumen, una vez que se ensayó en numerosas ocasiones, la conclusión es que tanto el 

AGNES clásico es aplicable a la cuantificación de la Ag(I), pero los valores obtenidos vienen 

interferidos por la oxidación parcial del Hg0 simultáneamente a la oxidación de la Ag0(Hg). 

El intento de cuantificación de la Ag(I) a través de la oxidación de la Ag0(Hg) junto a la 

oxidación parcial y controlada del mercurio, en el método que hemos denominado AGNES-

diferencial, tampoco produjo buenos resultados analíticos, al no poder conseguir el vaciado 

completo de la plata en la segunda etapa de redisolución. Además, el método diferencial 

no resultó eficaz debido a que el proceso de relajamiento hacia el equilibrio es 

extremadamente lento, un tiempo del tiende a infinito. 

Se ensayaron otras variables al objeto de intentar superar estas dificultades, como 

fueron el utilizar agitación (convección) durante la segunda etapa, para mejorar la 

eficiencia en la oxidación de la Ag0, o utilizar materiales del electrodo de trabajo distintos 

al mercurio. 
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Figura 13. Experiencia AGNES-D de una disolución de Ag(I) de 10-6 M. E1a=-0,5154V 

(t1a=500s), E1b=-0,454586V (t1b=50-500) y E2 =-0,4473V (Y2=500). 

1.8 Fundamento teórico del procedimiento “In Situ Prepared Indicator 
Electrode”. 

El procedimiento “In Situ Prepared Indicator Electrode” (ISPIE) fue una propuesta del 

profesor Josep Galceran, catedrático de la Universidad de Lérida y director del grupo de 

investigación “LLeida Electrochemical Group”. Este nuevo método tuvo el objetivo de 

superar y dar respuesta a las dificultades de los métodos AGNES aplicados a la 

cuantificación de Ag(I).  

El método ISPIE se basa en el cumplimiento de la ecuación de Nernst para un par redox 

en el que una de las especies es un sólido. En el caso de la plata: 

M8! + 5" → M8# 
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Para una concentración dada de Ag(I) en equilibrio, y teniendo en cuenta la actividad 1 

de la Ag0 sólida, podemos poner la ecuación de Nernst aplicada a este sietema en la forma 

siguiente para calcular la concentración de Ag(I): 

[M8!] = 5=> ? *
+,
H9):;% − 9/0

#- IA				(ecuación 10) 

La Ag(I) será la concentración a determinar en el seno de la disolución y la Ag(0) se 

generará por electrodeposición en la superficie de un electrodo "inerte" como puede ser 

un electrodo de carbón vítreo (GC). La ecuación se puede escribir en términos de un 

potencial 91  nulo (9):;%), el subíndice nulo significa que es el potencial al cual no existe 

corriente faradaica debido al estado de equilibrio. Siendo 9%- el potencial estándar formal 

del par redox Ag(I)/Ag(0) y C, D, E constantes conocidas. La idea importante de este 

método propuesto es que determinando el valor de 9):;% podremos calcular mediante 

ecuación 10 la concentración de Ag(I) libre en la disolución. Cuanto más exacta sea la 

determinación de 9):;%, la concentración de plata la cuantificaremos con mayor exactitud. 

La corriente faradáica se puede estimar con un modelo simple de difusión hacia y desde 

el seno de la disolución cuya concentración se restablece a una cierta distancia δ de la 

superficie del electrodo (Ag(0)) y suponiendo un proceso reversible con una alta velocidad 

de transferencia de carga. Esta corriente, conociendo el área del electrodo y los 

coeficientes de difusión, tendrá un valor: 

! = − !"<=(?)#[%&(()]+,-./ ABC#0DEFG+0<=
HI 121

3 $									(ecuación 11) 

Teniendo en cuenta la ecuación 11, la variación de If con respecto al potencial tendría 

una representación gráfica ideal como la que se muestra en la Figura 14. En este modelo a 

potenciales menores que 9):;% se obtiene una corriente negativa debida a la reducción de 

la plata sobre la superficie del electrodo. En el valor 9):;% la corriente If =0, indicando en 

este punto que el sistema se encuentra en equilibrio. El valor 9):;% en estas condiciones 

nos permite por lo tanto calcular la concentración de Ag(I) en la disolución. A potenciales 

mayores que 9):;% las corrientes son positivas, debido a que se está produciéndose la 

oxidación de la Ag0. Para determinar 9):;% con exactitud es necesario utilizar en la segunda 

etapa un método donde el potencial varíe lentamente. En la determinación de la Ag(I) se 
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utilizaron dos método: a) una voltametría lineal donde el potencial vario a razón de 0,1mV 

s-1 y b) una voltametría donde el potencial vario en pulsos sucesivos de 20mV de diferencia  

 

Figura 14. Representación gráfica del modelo teórico ISPIE de la variación de la corriente 

en función del potencial (ecuación 11). 

En la práctica, en voltametría siempre existe una pequeña corriente residual, 

fundamentalmente de tipo capacitativo, aunque también por otras causas como corriente 

faradaica debida a impurezas (por ejemplo, ultratrazas de oxígeno no eliminado 

completamente o debida al movimiento de iones presentes en las muestras o en la matriz. 

Por lo que If debe de medirse en referencia a las corrientes de una disolución blanco, y en 

unas condiciones de estado superficial del electrodo que sean constantes. En esta 

situación, el valor 9):;% de la muestra analizada puede calcularse de forma reproducible 

con respecto al potencial de cruce debido a una corriente de base tomada como referencia. 

Otra posibilidad de medida reproducible es la de definir un Enulo correspondiente a una 

concentración conocida de Ag(I) (9):;%	KL	MN;OP), a modo de calibrado, incluso en presencia 

de la matriz del problema, que nos sirviera de referencia para la cuantificación de Ag(I) en 

el mismo tipo de muestra medida bajo las mismas condiciones experimentales. 

En los dos siguientes apartados se demuestra bajo de un punto de vista práctico la 

determinación ISPIE de Ag(I) bajo las premisas teóricas anteriores. En el primero se utilizó 
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un barrido lineal de potenciales en un intervalo que permita ver un cambio desde la 

reducción de la plata a su oxidación, para obtener el valor 9):;%. En el segundo nos 

basaremos en un aumento lento del potencial a través de impulsos desde una línea de 

base, que permita ver con precisión el potencial en el que empieza a producirse una 

corriente positiva (desde un valor negativo) debida a la oxidación de la Ag. 

1.8.1 Aplicación práctica del método “in situ prepared indicator electrode” (ISPIE) 
a la determinación de Ag(I). 

El barrido voltamétrico lineal (LSV) en la segunda etapa del ISPIE para determinar el 

9):;% se llevó a cabo con un electrodo rotatorio de disco carbono (RDE-GCE), con una 

velocidad de rotación de 400rpm, un barrido de potenciales desde +0,1V a +0,65V, y 

después de un depósito de Ag0 con Ee=+0,1V y te=200s. La velocidad de barrido de potencial 

fue muy lenta v=0,1mV s-1 para determinar el 9):;% con mayor exactitud, y el incremento 

del potencial de paso de 2,44 mV).  

Con estas condiciones de medida se registró una disolución blanco, electrolito soporte, 

KNO3 0,1M sin Ag(I). Después de esta medida se añadió Ag(I) a la disolución blanco hasta 

alcanzar una concentración 8,75∙10-6M, y se volvió a medir por triplicado (n=3). A 

continuación, se aumentó de la misma manera la concentración de plata a 7∙10-5M, y se 

volvió a medir por triplicado. La figura Figura 15 muestra los resultados, voltamperogramas 

del blanco (a), y de las réplicas de las disoluciones que contenían Ag(I) 8,75∙10-6M (b) y 7∙10-

5M de Ag(I) (c).  

En el voltamperograma (a) del blanco se observa una diferencia del valor residual por 

debajo de 2nA, pero mayor a cero. En los voltamperogramas (b) y (c), se observó un valor 

9):;%=0,426V ((potencial de cruce). Los voltamperogramas (d) y (e) pertenecen a dos de 

las réplicas de la muestra 8∙10-5M de plata, con 9):;%=0,438V. Para facilitar su visión a, 

algunas gráficas no se representan en la Figura 15. 

Estos resultados nos muestran el comportamiento esperado, con un desplazamiento 

del valor de 9):;%	hacia mayores potenciales al aumentar la concentración de Ag(I) en la 

disolución. Sin embargo, la diferencia entre los valores 9):;% fue de 12mV, distinto al valor 
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teórico que para las concentraciones indicadas es de 20mV, lo que significa que es preciso 

mejorar experimentalmente la exactitud y la precisión de este procedimiento. 

 

Figura 15. Barridos LSV en el procedimiento ISPIE: (a) electrolito de soporte KNO3 0,1M 

(azul claro); (b, c) disoluciones Ag(I) 0,875∙10-6 M (azul oscuro y verde); (d, e) disolución 

Ag(I) 7∙10-5 M (violeta y amarillo). Ei=+0,1V; Ef=+0,65V; vbp=0,1mV s-1, ΔE=0,1mV; 

Ee=0,1V y te=200s. 

Se ensayó una forma de mejorar la medida de Enulo (exactitud, precisión) sustituyendo 

el barrido lineal LSV por un aumento realizado con impulsos crecientes del potencial. En la 

primera etapa se aplicó Ee=0,1V durante te=800s con agitación de 400rpm. En la segunda 

etapa el potencial varió entre 360mV y 740mV con saltos de potencial de 20mV y duración 

de 30s. La Figura 16 muestra esquemáticamente la variación cronoamperométrica de 

potencial. En estas condiciones, se midieron disolución blanco de electrolito soporte y dos 

concentraciones de Ag(I) 5∙10-7 y 6∙10-6 M, a pH=5,3. 
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Figura 16. Variación de potencial por saltos de 20mV en un tiempo de 30s, empleados en 

el segundo método ISPIE para el cálculo de Enulo. 

La forma de los voltagramas (Figura 17) tienden a parecerse a la suma de pequeños 

cronoamperogramas, con un aumento de la corriente máxima y posterior disminución con 

una función t-1/2 (comportamiento definido por la ecuación de Cottrell). Se representan el 

la figura los voltagramas (a) disolución blanco (KNO3 0,1M, electrolito soporte); (b) 

[Ag(I)]=5∙10-7M; y (c) [Ag(I)]=6∙10-6M. La gráfica en color rojo muestraa el cruce de la señal 

con el voltamperograma del blanco, cumpliéndose un desplazamiento del 9):;% hacia 

potenciales más positivos al aumentar la concentración de Ag(I).  

El cruce de la disolución (c) ([Ag(I)]=6∙10-6 M) ocurre tres saltos después del cruce de la 

disolución (b) ([Ag(I)]=5∙10-7M, aumentando el potencial en 20mV. La diferencia de los 

potenciales de cruce de las disoluciones de Ag(I) de 5∙10-7 y 6∙10-6M fue entonces de 60mV. 

El valor teórico de la diferencia de los 9):;% entre estas concentraciones es de 58mV. La 

diferencia entre el valor teórico y el experimental es de 2mV, es una diferencia menor que 

la del método LSV, por lo que esta variación de la medida ha mejorado considerablemente 

la exactitud de la determinación cuantitativa de Ag(I).  
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Una vez que el método ISPIE demuestra una gran potencialidad en la medida de la 

concentración selectiva de Ag(I), desde nuestro punto de vista aún requiere de más trabajo 

futuro. Por ejemplo, aplicando impulsos de potencial menores durante menores tiempos, 

para disminuir la corriente capacitativa en cada salto y facilitar la medida mejorando su 

reproducibilidad. Otra opción interesante de trabajo futuro es la disminución del tamaño 

del electrodo, o incluso la posible utilización de microelectrodos, que mejoran 

drásticamente la corriente de tipo capacitativo y la relación de corrientes señal/ruido de 

fondo. Finalmente, otra línea de trabajo interesante sería la de desarrollar procedimientos 

matemáticos que compensaran y discriminaran entre la corriente faradaica y capacitativa, 

dado que en función del tiempo de aplicar el potencial mientras ic (corriente capacitativa)) 

disminuye exponencialmente (NM 	~	P ∙ 5"Q), la corriente faradaica disminuye más 

lentamente (N* = P ∙ Q"$/.). Lo que permite procedimientos diferenciales que lleven a 

cabo un cálculo más preciso y exacto de Enulo. 

 

 

Figura 17. Voltamperogramas de (a) Ag(I) 5∙10-7M (rojo), (b)Ag(I) 6∙10-6M (azul claro) y (c) 

supporting electrolyte (azul oscuro). Ee=0,1V; te=800s. Ei=0,16V; Ef=0,74V; saltos=20mV. 

Tiempo de saltos 30s. 
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 Conclusiones 

• Se ha desarrollado y validado un procedimiento voltamétrico de redisolución de onda 

cuadrada que permite la determinación selectiva de Ag(I) en presencia de 

nanopartículas de plata. 

• Este método se ha empleado con veracidad en la cuantificación de Ag(I) y de Agtotal en 

muestras comerciales de plata coloidal. Este método requiere un mínimo de 

preparación de muestra, y permite medir concentraciones muy pequeñas (LOD=1,3ng 

m L-1) 

• Al objeto de su aplicación en la parte III sobre la interacción de iones Ag(I) con 

antibióticos, se desarrolla un procedimiento voltamétrico directo diferencial de pulsos 

sobre electrodos metálicos de platino (PtE). Su sensibilidad es suficiente para medir 

de forma rápida (sin preconcentración sobre el electrodo) concentraciones muy 

pequeñas debidas a la disociación de complejos (antibióticos, parte III) (LOD=100ng m 

L-1). 

• Por primera vez se ha abordado la determinación de Ag(I) libre (no complejada) por el 

método AGNES sobre electrodo de mercurio. Las dificultades en la oxidación separada 

de la plata y el mercurio nos impulsaron a desarrollar un nuevo método que hemos 

denominado AGNES-D (diferencial), en el que se asume esta situación y se proponen 

procedimientos para la eliminación de las señales concurrentes debidas al mercurio 

(tiempos de relajación largos). 

• De forma adicional al AGNES, se han propuesto nuevas bases teóricas y el desarrollo 

de un nuevo método electroquímico que hemos denominado ISPIE, que permite 

determinar la concentración de Ag(I) libre en presencia de otras especies de plata. Esta 

técnica se basa en la formación de un electrodo de plata in-situ, y tiene un fundamento 

basado en un equilibrio termodinámico nernstiano. 

 

 

 



Parte II 

 

 

 
64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parte. II 
 

 

 



Parte III 

 65 

 

 

II. Nuevos procedimientos voltamétricos para la caracterización de tamaño 
de nanopartículas de plata en presencia de plata iónica. Comparación con 
otras técnicas instrumentales. 

2.1 Introducción y objetivos  

El rápido aumento en el uso de los nanomateriales y de las AgNPs en particular ha 

creado gran conciencia sobre su potencialidad contaminante y de toxicidad, lo que ha 

llevado al desarrollo de normativas mucho más estrictas y al desarrollo de metodología 

analítica que dé respuesta a este problema.  

Para este control no solamente es muy importante la cuantificación de las AgNPs, sino 

también la caracterización de su tamaño, por su influencia en su transporte en el medio 

ambiente y sobre todo en su toxicidad. La biotoxicidad de las AgNPs depende 

principalmente tanto del número de nanopartículas como del tamaño de las mismas [2]; 

[71].  

El tamaño de las AgNPs puede determinarse con técnicas analíticas con gran 

aplicabilidad en caracterización del tamaño de namomateriales, como la microscopía 

electrónica de barrido/transmisión (FESEM/TEM) [6]; [72], la dispersión dinámica de la luz 

(DLS) [73] y la difracción de rayos X (XRD) [74]. Recientemente, en el laboratorio de nuestro 

grupo de investigación se han utilizado técnicas de separación muy potentes en 

combinación con plasma de acoplamiento inductivo espectrometría de masas (ICP-MS) [8]; 

[3] como son: el fraccionamiento de flujo de campo (FFF) [75] y la cromatografía 

hidrodinámica (HDC) [6]. La metodología de detección de nanopartículas individuales 

(single particle) por espectrometría de masas con plasma acoplado inductivamente (SP-ICP-

MS) [76] también ha demostrado ser una herramienta muy útil e importante para la 

detección de AgNPs, dando información cuantitativa y de polidispersidad. Sin embargo, el 

uso del SP-ICP-MS tiene limitaciones en los límites de detección del tamaño o 

concentraciones de AgNPs cuando en las mismas disoluciones hay un alto contenido en 

plata iónica Ag(I) [70] En este sentido, las técnicas electroanalíticas pueden aportar 

información analítica complementaria muy interesante [77].  
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Principalmente se han utilizado tres tipos de métodos electroanalíticos para la 

caracterización de AgNPs. Los basados en sensores electroquímicos [77], las voltametrías 

de partículas inmovilizadas (VIP) [6] y la culombimetria de colisión de partículas (PCC) [1].  

Los sensores electroquímicos se basan en ligandos que se unen selectivamente a las 

AgNPs. Si bien en la bibliografía no hay muchas referencias al respecto, se trata de 

dispositivos sencillos que permiten una detección rápida y cuantificación sencilla [77]. 

Algunos de los ligandos empleados incluyen sobre todo la cisteína (en los llamados sticky 

electrodes) , y otros como la 8-mercaptoquinolina [80] Con frecuencia se emplean 

electrodos de carbón vítreo por su versatilidad, o electrodos metálicos (Au, Pt) junto a 

monocapas autoensambladas de tioles (SAMs) como procedimientos de inmovilización de 

los ligandos, basados normalmente en grupos funcionales de tipo tiol, amino o carboxilo. 

Sin embargo, la mayoría de estos ligandos tienen afinidad por los iones Ag(I), 

compitiendo con los sitios activos del sensor, comprometiendor la precisión de la 

determinación [11]. En algunos casos, también se obtiene con este tipo de sensores 

información sobre el diámetro de las AgNPs, al producirse una vez retenidas 

selectivamente su redisolución voltamétrica a distintos potenciales según su tamaño [77]. 

La voltametría de partículas inmovilizadas (VIP) es otra aproximación sencilla para el 

estudio voltamétrico de nanopartículas [81]. Esta técnica implica el depósito de un 

microvolumen de muestra sobre la superficie del electrodo, seguido de su oxidación con 

un barrido de potenciales anódico (normalmente escalonado o impulsional) [12]. Los 

voltagramas de redisolución permiten la detección de las AgNPs (en un determinado 

potencial de pico), su cuantificación y una evaluación de su tamaño, al influir en la energía 

potencial necesaria para su oxidación (es decir, en el valor de Ep) ; [82]. En principio esta 

técnica permite la cuantificación de las AgNPs y los resultados no se ven interferidos por la 

presencia de iones Ag(I) [82]. 

La culombimetría de colisión de partículas (PCC) es también una técnica muy empleada 

y una línea de investigación con un trabajo muy intenso en la actualidad. Inicialmente 

desarollada por el grupo de investigación de A. J. Bard [83] , el grupo de investigación del 

Prof. R.G. Compton ha aportado una buena parte de sus aspectos teóricos en numerosos 
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artículos [12]; [84]; [85]. Esta técnica se basa en el movimiento Browniano de las 

nanopartículas de plata en disoluciones muy diluídas. Este movimiento estocástico produce 

picos transitorios de corriente cuando colisionan con un electrodo de trabajo polarizado a 

un potencial anódico suficiente para producir la oxidación completa de estas 

nanopartículas. A partir de la medida de la cantidad de carga total Q empleada en la 

oxidación completa de las AgNPs, puede calcularse faradaicamente el diámetro de las 

AgNPs, asumiendo que son esféricas. La frecuencia del impacto también depende de la 

concentración, lo que permite la cuantificación de las AgNPs [85]. La PCC permite de esta 

manera la detección de nanopartículas individuales de plata, y proporciona información 

analítica sobre su diámetro (distribuciones de tamaño), concentración numérica, 

agregación o aglomeración de las AgNPs, y coeficientes de difusión [86]  

Ambas técnicas VIP y PCC se han empleado sobre todo desde un punto de vista teórico 

para la caracterización de AgNPs en muestras dopadas. Sin embargo, en escasas ocasiones 

se han empleado con una finalidad analítica para la caracterización y cuantificación de 

AgNPs en muestras reales, siendo éste uno de los principales objetivos de nuestro trabajo 

descrito en esta parte de la memoria de Tesis Doctoral. 

La PCC es una técnica de detección individual de nanopartículas, similar a la detección 

de nanopartículas individuales por espectrometría de masas acoplado a plasma 

inductivamente (SP-ICP-MS). Ambas llevan a cabo la detección rápida de nanopartículas, 

del orden de cientos de partículas por minuto, proporcionando información 

complementaria sobre el tamaño y concentraciones de estas nanopartículas [82]. La PCC 

no se ve influenciada por la presencia de iones Ag(I) en la misma disolución que las AgNPs 

(muy frecuentemente en muestras reales en concentraciones elevadas), por ejemplo, con 

respecto a la interferencia que producen en las medidas con la técnica SP-ICP-MS, 

limitando la caracterización de pequeños diámetros. Por otro lado, en PCC se obtienen 

mejores medidas cuanto menor sean los diámetros de las AgNPs medidas, pues.se produce 

más fácilmente su oxidación completa y es más precisa la caracterización de los tamaños 

de las AgNPs, a diferencia que la SP-ICP-MS en donde las medidas son más reproducibles 

con diámetros grandes de AgNPs. Por lo que ambas técnicas proporcionan información 
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analítica complementaria, obtenida con mecanismos distintos y por lo tanto con distintas 

aplicaciones y ventajas o inconvenientes. 

En este capítulo nos planteamos los siguientes objetivos trabajando con las técnicas 

anteriores. 

Ø Aplicar la VIP para la detección, caracterización del tamaño y cuantificación de 

AgNPs en productos de consumo. 

Ø Determinar la influencia de la modificación de electrodo de trabajo (Nafion) en la 

cuantificación de las AgNPs por VIP. 

Ø Aplicar analítica de la PCC para la detección, caracterización del tamaño y 

cuantificación de AgNPs en productos de consumo  

Ø Determinar la influencia del procesamiento matemático de los resultados en las 

distribuciones de tamaño obtenidas por PCC. 

Ø Comparar los resultados de la caracterización de las muestras por VIP y PCC con las 

técnicas SP-ICP-MS y microscopía electrónica FESEM/TEM. 

2.2 Procedimientos experimentales  

2.2.1  Caracterización y determinación de tamaño de nanopartículas de plata por 
voltametría de partículas inmovilizadas. 

Los estándares de AgNPs (diámetros nominales 20, 40, 50, 100 nm) y las muestras 

problema se diluyeron en electrolito soporte (NaClO4 0,02M) hasta una concentración del 

orden de 0,5mg L-1. Todas las dispersiones de AgNPs se homogeneizaron en baño de 

ultrasonidos durante 20s antes de su uso. 

Las medidas voltamétricas se llevaron a cabo con un sistema de tres electrodos, 

empleando un electrodo de carbono vítreo (GCE, diámetro 3,0mm) como electrodo de 

trabajo, Ag/AgCl como electrodo de referencia, y un electrodo de hilo de Pt como auxiliar. 

El GCE se modificó depositando 3µL de las disoluciones a medir sobre el electrodo de 
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trabajo, secando posteriormente con la ayuda de una pequeña corriente de nitrógeno. Las 

disoluciones empleadas se desoxigenaron previamente con el paso de corriente de 

nitrógeno durante 5min aproximadamente. El electrodo GCE se pulió antes de cada uso 

con alúmina de 3µm de diámetro sobre papel de fieltro, se lavó con agua MQ y se 

eliminaron restos de alúmina sólida con ultrasonidos.  

Se utilizó un potenciostato PGSTAT-10 (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Países Bajos, 

www.metrohm-autolab.com) y se empleó un barrido voltamétrico de potenciales de onda 

cuadrada (SWV), entre un potencial Ei=0 y Ef=+0,5V, con unas condiciones instrumentales 

f=25Hz, ∆Es=1,95mV, ∆Ep=20mV (vbp=39mV s-1). Las medidas voltamétricas se trataron con 

el software NOVA (Autolab) y OriginPro v.8.1. 

2.2.2  Determinación y caracterización de tamaño de nanopartículas de plata por 
cronoculombimetría de colisión de partículas. 

Las muestras y los estándares de AgNPs (diámetros nominales 10, 40, 60 y 100nm) se 

diluyeron con electrolito de soporte (NaClO4 0,02M) hasta una concentración de 

aproximadamente 25ng L-1. Todas las suspensiones de AgNPs se homogeneizaron con 

ultrasónicas durante 20s antes de diluirse o medirse. Para las medidas 

cronoculombimétricas, se aplicó un potencial inicial de equilibrio de +0,05V durante 5s y 

posteriormente un potencial anódico de medida Ee=+0,70V durante 10s. Las medidas de 

corriente a este potencial se tomaron cada 2,5ms, la máxima resolución que permite el 

módulo de baja corriente ECD.  

Se empleó un potenciostato PGSTAT-10 (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Países Bajos, 

www.metrohm-autolab.com) equipado con un módulo de amplificación baja corriente 

(ECD), dos intervalos de corrientes de 1nA y 100pA con resoluciones de corriente mínima 

de 30fA y 0,3fA respectivamente y un filtro Sallen-Key de tercer orden para integrado con 

tres constantes de tiempo que ayudan a filtrar el ruido electrónico. 

Para reducir el ruido, la celda voltamétrica con los tres electrodos se protegieron dentro 

de una caja de Faraday, y los cables de conexión se apantallaron con papel de aluminio. 

Para evitar ruido de fondo, procesos de adsorción, y una óptima relación S/N, en este tipo 

de medidas se emplearon microelectrodos de fibra de carbono (diámetro 11±2µm) junto a 
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electrodo de referencia Ag/AgCl y auxiliar hilo de Pt (BASi, BioAnalytical systems, 

www.basinc.com). El control del potenciostato se realizó con el software NOVA v.2.1 

(Metrohm). Todos los experimentos se realizaron a una temperatura 20±3 ºC. 

El microelectrodo de fibra de carbono se pulió de igual forma a los electrodos de tamaño 

convencional, empleando alúmina de 3µm de diámetro. Todos los recipientes y materiales 

de vidrio empleados se mantuvieron al menos 12h con agua regia (HCl+HNO3 3+1 (v/v)) 

para garantizar la eliminación completa de la plata, y las disoluciones se desoxigenaron con 

corriente de nitrógeno durante aproximadamente 60s antes de cada medida. 

2.2.3 Caracterización del tamaño de nanopartículas de plata con SP-ICP-MS 

Los estándares de AgNPs se prepararon pesando sus alícuotas en balanza de precisión 

y diluyendo con agua MQ. Las suspensiones empleadas se homogeneizaron en baño de 

ultrasonidos durante 1min antes de emplearse. Partiendo inicialmente de las 

concentraciones espedificadas por el fabricante, las muestras llamadas Biovedik™ y High 

Stability™ se diluyeron a una concentración de plata de 40ng L-1 aproximadamente, y 

Wellness™ se diluyó aproximadamente a una concentración de 200ng L-1 AgNPs  

Se usó un espectrómetro de masas Perkin-Elmer NexION 2000B ICP (Toronto, Canadá) 

para las medidas de SP-ICP-MS. El sistema de introducción de muestra consistió en un 

nebulizador concéntrico de vidrio y una cámara de pulverización ciclónica desconcertada.  

Para la determinación de las concentraciones de plata total y plata iónica en las 

muestras, se empleó también espectrometría de absorción atómica. Se usó un 

espectrómetro de absorción atómica de llama (F-AAS) Analyst 200 (Perkin Elmer, Toronto, 

Canadá), equipado con una lámpara de cátodo hueco de plata (corriente de operación 

2mA, longitud de onda de 328,1nm), para la determinación de plata total. Las 

concentraciones de Ag(I) se midieron con AAS una vez que las muestras se ultrafiltraron 

para su separación de las AgNPs (tamaño de poro 3kDa). Por diferencia entre ambas 

concentraciones, se calcularon las concentraciones de AgNPs. 
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2.2.4  Caracterización del tamaño de nanopartículas de plata con microscopía 
electrónica. 

Los resultados de los procedimientos electroquimicos que hemos desarrollado en este 

trabajo se compararon con las medidas de tamaño de las AgNPs con microscopía 

electrónica de transmisión (TEM) y microscopía electrónica de barrido por emisión de 

campo (FESEM). Las muestras de prepararon depositando 20µL de las suspensiones 

coloidales sobre rejillas de cobre recubiertas de carbono, dejando secar a temperatura 

ambiente. Previamente, estas suspensiones se homogeneizaron durante 1min en baño de 

ultrasonidos.  

Se obtuvieron distribuciones de tamaño de las nanopartículas empleando 

simultáneamente imágenes de electrones secundarios TEM y FESEM. Los tamaños 

promedio y las desviaciones estándar se calcularon midiendo más de 150 nanopartículas 

en regiones aleatorias de las imágenes. El análisis de la imagen y las determinaciones de 

tamaño se llevaron a cabo utilizando el software ImageJ (versión 1.52). 

Las medidas TEM se llevaron a cabo utilizando un sistema TEM (Modelo 2000 FXII, JEOL, 

Tokio, Japón), junto con espectrometría de rayos X de dispersión de energía (EDS) equipado 

con difracción de electrones, a 200kV. La microscopía electrónica de barrido por emisión 

de campo (FESEM) y el análisis EDS se realizaron con un Merlin™ FESEM equipado con una 

columna Gemini (ambas Carl Zeiss Nano Technology Systems, Jena, Alemania, 

www.imaging-git.com), y se combinaron con un Microanalizador de rayos X X-Max (Oxford 

Instruments, Abingdon, Oxfordshire, Reino Unido, www.oxinst.com). Las imágenes FESEM 

se grabaron trabajando a 5kV con el detector de electrones secundario en la lente, para 

mejorar la resolución, y los análisis EDS se llevaron a cabo a 10kV 

  



Parte II 

 

 

 
72 

Resultados y Discusión 

2.3 Voltametría de partículas inmovilizadas para la caracterización de 
nanopartículas de plata. 

Las medidas VIP constan básicamente de dos etapas, de forma similar a la voltametría 

de redisolución. En la primera etapa se lleva a cabo el depósito de las AgNPs sobre la 

superficie del electrodo de trabajo, y en la segunda etapa la oxidación de las partículas 

inmovilizadas [1].  

La inmovilización de las AgNPs en VIP puede realizarse mediante interacciones 

electrostáticas [87], reacciones químicas [88] o por simple depósito y secado de un micro-

volumen de la muestra sobre el electrodo. Esta última es la forma más utilizada, al ser la 

más simple y rápida, y requerir la mínima manipulación de la muestra. Típicamente se 

depositan unos pocos microlitros de la muestra sobre el electrodo y se dejan secar, 

preferiblemente bajo un flujo de gas inerte (N2) con una lenta velocidad de secado para 

evitar la aglomeración de las AgNPs [6].  

El electrodo modificado se transfiere a una celda electroanalítica que contiene un 

electrolito soporte y se realiza un barrido de potencial que permita la oxidación de las 

AgNPs. El potencial de oxidación de una AgNPs aislada es menor que el potencial estándar 

redox de la Ag(0) y depende del radio y de la energía superficial de la nanopartícula [89]. 

Las interacciones superficiales entre el material del electrodo y la nanopartícula afectan 

el potencial de oxidación, cambiando su valor de acuerdo con la energía libre de Gibbs de 

la superficie [12]. En consecuencia, se puede establecer un rango de potenciales para cada 

composición de nanopartículas que se pueden usar para su identificación.  

Para una modificación de la superficie del electrodo lo suficientemente delgada, se 

puede establecer una relación lineal entre el logaritmo del diámetro de la nanopartícula 

(dp) y el Ep, que permita la medida correcta del tamaño de las AgNPs [6] Por otro lado, el 

área debajo del pico voltamétrico representa la cantidad de AgNPs oxidadas durante el 

proceso electroquímico, y podría usarse para obtener información cuantitativa.  
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El recubrimiento de la superficie AgNPs es otro factor que debe tenerse en cuenta para 

explicar los voltagramas de oxidación de las AgNPs. Se debe considerar la difusión de los 

productos de oxidación lejos de la nanopartícula, ya que afecta el potencial máximo en el 

límite reversible. Si las partículas están demasiado cerca, entonces las capas de difusión de 

las nanopartículas vecinas se superponen y esto afecta la posición del pico de oxidación 

correspondiente que se desplaza hacia valores más positivos de potencial Ep [90]. 

El procedimiento VIP se ha empleado en la determinación del tamaño y la concentración 

de AgNPs en fármacos con electrodos de carbón vítreo y serigrafiado [12], en donde se 

obtuvieron respuestas lineales en el rango de dp de 10 a 100nm y un intervalo de 

concentraciones de AgNPs de 0,5 a 6mg L-1. La determinación de AgNPs en muestras de 

agua de mar dopadas también ha sido abordado por este método [88]; [91]. Sin embargo, 

estos trabajos se realizaron como pruebas iniciales de concepto, sin un estudio analítico 

completo. 

En este apartado se describe la optimización de un método VIP sobre electrodos de 

carbón vítreo para determinación de AgNPs en muestras reales. Además, se describen 

algunas limitaciones del método y se proponen la utilización del Nafion como estrategia 

para mejorar los resultados analíticos de la VIP. 

2.3.1  Determinación de tamaño medio de nanopartículas de plata por voltametría 
de partículas inmovilizadas. Ventajas y limitaciones. 

Los voltamgramas de las AgNPs que se obtuvieron en el procedimiento VIP explicado 

mostraron picos con valores Ep de aproximadamente entre +0,20V y +0,36V. Para evaluar 

el tamaño de las nanopartículas de plata, a través de un calibrado previo con distintos 

diámetros (nm) se calculó una relación lineal (teórica) de ecuación ln ∅	(4U) = ( ∙

9S(V) + ), como se muestra en la Figura 18.. Esta ecuación tiene una pendiente 

nernstiana, que refuerza el valor teórico que tiene la relación entre el potencial de pico 

voltamétrico y el logaritmo neperiano del diámetro de la nanopartículas medidas con la 

técnica de VIP [87]  
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Las AgNPs de 10nm mostraron Ep mayores que los esperados, lo que se debe a la 

agregación de las mismas durante el proceso de modificación del electrodo de trabajo. 

Otros autores han descrito un comportamiento similar [1]. 

 

Figura 18. Representación gráfica de la relación entre el potencial del pico voltamétrico Ep 

y el logaritmo neperiano del diámetro de las AgNPs en el intervalo de diámetro de 20nm a 

100nm. Ecuación líneal medida y coeficiente de regresión (R). Cada medida es el valor 

medio de 3 réplicas. 

Como se observa de estos resultados, los valores de Ep de la redisolución de las AgNPs 

aumenta al aumentar su diámetro (Figura 18). Este comportamiento es debido a que a 

medida que el tamaño de las AgNPs aumenta, la energía necesaria para la oxidación del 

depósito de plata es mayor.  

La variación del Ep entre las réplicas aumenta con el aumento del diámetro de las AgNPs 

(Tabla 10). Esto se debe a que a partir de un cierto diámetro la oxidación de las AgNPs es 

incompleta. La oxidación incompleta de las AgNPs se no se encuentra ampliamente 

discutida en la bibliografía. Un colectivo de autores refiere que esté hecho tiene dos 
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posibles explicaciones. La explicación se debe a la agregación que se produce en las AgNPs 

al evaporar el disolvente, que evita en las nanopartículas dentro del aglomerado el 

contacto eléctrico con el electrodo y, por lo tanto, su oxidación sobre el mismo, 

dispersándose a la disolución sin producirse la reacción electroquímica correspondiente. 

Mientras más grandes son las AgNPs menos área superficial tienen los agregados, 

produciéndose así más AgNPs dispersas no oxidadas. 

Otros autores explican este comportamiento en que no todas las AgNPs tienen la misma 

densidad de cargas en la superficie, o lo que es lo mismo algunas están más recubiertas 

que otras [81]. Las menos recubiertas se oxidaan más fácilmente dejando a las más 

recubiertas en la superficie del electrodo sin producirse la reacción electroquímica anódica. 

Tabla 10. Desviaciones estándar relativas de los valores de Ep medidos con los 
patrones de tamaño de AgNPs indicados, en concentraciones 0,5mg L-1 

Diámetro (nm) 10 20 40 60 100 

Ep (RSD%) 2,7 2,7 4,7 7,0 11,8 

Al medir consecutivamente réplicas 0,5mg L-1 AgNPs de 40nm con varios barridos 

voltamétricos sobre el mismo depósito se observó que, después de los primeros barridos 

continuaba quedando plata retenida sobre la superficie del electrodo. Al cabo de seis 

barridos consecutivos se consiguió eliminar toda la plata inmovilizada sobre el electrodo. 

El desplazamiento del Ep hacia menores potenciales se debe a la disminución del diámetro 

de las AgNPs debido al proceso de oxidación (Figura 19). Este resultado confirma que las 

AgNPs de 40nm no son completamente oxidadas con un único barrido, por lo que es preciso 

tenerlo en cuenta para reproducir con precisión las condiciones voltamétricas que 

permitan la cuantificación de las nanopartículas [86]. 

Según la primera ley de Faraday, la cantidad de masa depositada en un electrodo es 

proporcional a la cantidad de electricidad que ha circulado por el electrodo. La cantidad de 

electricidad por unidad de tiempo (carga Q) se puede calcular a través el área del pico 

voltamétrico [92]. Para una concentración de 0,5mg L-1 la Qteórica es de 1,34∙10-7C. Al sumar 

todas las áreas obtenidas en los sucesivos barridos sobre la misma inmovilización, el valor 
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obtenido Qpráctico fue de 2,55∙10-8±1,13∙10-8 C, lo que constituye solo un 19% de valor 

teórico, lo que confirma que una cantidad significativa de AgNPs se dispersa a la disolución 

sin haber sufrido ninguna reacción electroquímica anódica sobre el eelctrodo de trabajo 

[93].  

Los resultados anteriores confirman dos limitaciones propias de la técnica, como son la 

pérdida de nanopartículas en la disolución durante las medidas y su oxidación incompleta. 

Para superar estos inconvenientes, se ensayó la inmovilización de las AgNPs y su posterior 

retención física que impididiera su pérdida hacia la disolución durante el tiempo de las 

medidas. Con este fin, se evaluó el uso de una película de Nafion sobre la superficie del 

electrodo, una vez inmovilizadas las AgNPs.  

El NafionTM es un copolímero de tetrafluoroetileno sulfonado, de carácter hidrofóbico y 

con propiedades conductoras. Debido a la presencia de cadenas de perfluoroalquilos el 

Nafion y su carácter hidrófobo e insoluble en agua, es muy polímero muy empleado y 

eficiente en la inmovilización de bioreactivos (enzimas, anticuerpos) empleados en 

biosensores electroquímicos y que nos ha dado muy buenos resultados en estudios 

anteriores en nuestro laboratorio [94], y permite separar eficientemente las superficies 

inmovilizadas con las disoluciones acuosas empleadas. Este material se ha utilizado como 

agente modificante y procedimientos de inmovilización en la fabricación de biosensores 

sobre todo enzimáticos [95] o como soporte de nanoestructuración con electrodos 

modificados con grafeno [96].  
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Figura 19. Voltagramas de barridos sucesivos sobre un GCE modificado con 3µL de AgNPs 

40nm (0,5m L-1). (a) barrido 1; (b) barrido 2; (c) barrido 3; (d) barrido 4; (e) barrido 5. Ei=0V; 

Ef=0,5V; ΔE=1,95mV; f=25Hz y ∆Ep =0,02V. 

El procedimiento de depósito de la película de Nafion se describe en el apartado 2.2.1. 

Sobre el depósito de las AgNPs se depositaron 3µL de disolución de Nafion 0,25 %(m/v) y 

se secó con flujo de corriente de N2. A simple vista pudo observarse una película blanca 

uniforme, una vez seca la película del polímero, que al ser insoluble en agua permanece 

fuertemente retenida sobre el electrodo después de varias medidas. Las medidas 

voltamétricas VIP con película de Nafion se realizaron de igual forma a la indicada 

anteriormente sin este polímero.  

El grosor de las películas de Nafion puede controlarse fácilmente por el volumen o por 

la concentración del polímero depositado. Para determinar el grosor óptimo, se modificó 

la superficie del electrodo con disoluciones de Nafion en concentraciones 5%, 2,5%, 1,6% 

y 1,25% (m/v)). El pico más sensible se obtuvo empleando una concentración de Nafion del 

2,5% (m/v) (Figura 20).  
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Figura 20.Voltagramas de GCE modificado con 3µL de AgNPs 40nm (0,5mg L-1) más: (a) 

3µL de NafionTM al 5% (m/v, (b) 3µL de Nafion 2,5%(m/v), (c) 3µL de Nafion 1,6%(m/v), (d) 

3µL de Nafion 1,25%(m/v). Mismas condiciones de medida que las empleadas en la figura 

2. 

En la Figura 20 se muestran las medidas de un depósito de AgNPs de 20nm modificado 

con Nafion y otro solo con AgNPs. Para una n=6 se determinaron las variaciones en el Ep y 

en el Ap. En las modificaciones recubiertas con Nafion las AgNPs se oxidaron a un potencial 

de 0,193±0,002V mientras que las que no tenían nafion el Ep fue 0,220±0,002V. En los 

voltagramas de electrodos modificados con Nafion se obtuvieron picos estrechos y 

simétricos, al contratio que en los electrodos no modificados en los que los picos anódicos 

presentaron un sesgo asimétrico. Esto se debe a que los aniones presentes en el polímero 

facilitan la transferencia de carga durante la oxidación de las AgNPs aumentando la cinética 

de la reacción electroquímica. Aunque, en las modificaciones con Nafion se obtuvieron 

Qprácticas más precisas que sin Nafion no se obtuvieron con un solo barrido Qprácticas del orden 
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de la Qteórica para una depósito de 0,5mg L-1 de plata. Lo que indica que son necesarios más 

de un barrido de oxidación para oxidar las modificaciones con todas las AgNPs depositadas. 

 

Figura 21. Voltagramas de GCE modificado con: (a) 3µL de AgNPs 40nm (0,5mg L-1) más 

3µL NafionTM 0,25% (m/v) y (b) 3µL de AgNPs 40nm (0,5mg L-1). Condiciones de medida 

como figura2. 

Para comprobar la capacidad de retención del NafiónTM, se realizó una experiencia 

similar a la anterior, llevando a cabo barridos de potencial consecutivos sobre un depósito 

de AgNPs (40nm, 0,5mg L-1) y con la modificación óptima del Nafion. En este caso fueron 

necesarios más de 20 barridos anódicos de potencial para eliminar completamente la 

corriente debida a la plata sobre el electrodo.  

Adicionalmente, los valores de área de pico Ap disminuyeron de forma constante, lo que 

indica que el nafion tiene un efecto regulador en la oxidación de las AgNPs permitiendo 

una oxidación ‘’controlada’’ de las mismas. En la Figura 22 pueden observarse los 

voltagramas medidos, junto a los valores Ip de cada medida (círculos) y las diferencia entre 

las Ip de cada medida con la anterior (cuadrados). 
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Figura 22. Voltagramas de barridos sucesivos sobre un GCE modificado con 3µL de AgNPs 

40nm (0,5m L-1) y 3µL de NafionTM 0,25% (m/v). (a) a (t) barridos de 1 al 20. (∙) Ap de los 

barridos; (∎) Diferencia entre Ap de los barridos.  

La Qteórica del depósito se calculó sumando las Ap de todos los barridos. El valor de la 

Qteórica para las modificaciones con Nafion fue de 1,4∙10-7± 4∙10-8C, que no presenta 

diferencias significativas con el valor teórico (1,34∙10-7C). Este resultado indica que la 

formación de una película de Nafion sobre el depósito de las AgNPs impide su pérdida en 

la disolución durante la medida voltamétrica, lo que mejoró la precisión y la exactitud en 

la aplicación analítica del procedimiento VIP con respecto a su uso convencional [6]  

En la Figura 23 se representan los valores Qteórico con una línea discontinua y como 

círculos los valores Qpráctico medidos en las 6 réplicas de electrodos modificados con Nafion. 

Los símbolos con forma de triángulos representan los valores Qprácticos obtenidos de las 

medidas de las 6 réplicas sin Nafion. A partir de las disoluciones estándar de AgNPs (40nm 

de diámetro, 0,5mg L-1) iniciales, los porcentajes de recuperación en ambos casos fueron 

del 100,87% de recuperación con Nafion inmovilizado y un 19,03% de recuperación sin 

recubrimiento de Nafion. 
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Figura 23. Representación de las cargas (Q) relacionadas con el patrón de AgNPs 40nm 

(0,5mg L-1). (─ ─ ─) Qteórica, (●) Qpráctica con GCE modificado con NafionTM, (▲) Qpráctica con 

GCE modificado con Nafion.  

2.3.2  Aplicación del método VIP-NafionTM en la determinación del tamaño medio 
de nanopartículas de plata en muestras reales.  

El método optimizado VIP-NafionTM se aplicó en 3 muestras comerciales de productos 

de plata coloidal empleados como suplementos con propiedades bactericidas y anti-

fúngicas. Se trata de los mismos productos caracterizados en un apartado anterior de la 

memoria (Wellness colloidal silver™, Biovedik™) y el denominado High Stability™. La 

concentración nominal de plata en la muestra High Stability es de 20mg L-1 y el tamaño de 

las AgNPs indicado por el fabricante es de 0,6 a 5nm.  

Partiendo de las especificaciones del fabricante en cuando al contenido de AgNPs, se 

prepararon por suspensiones de nanopartículas de plata del orden de 0,5mg L-1, diluyendo 

con agua. Se prepararon las medidas VIP-Nafion depositando 3µL de las muestras y 3µL de 

Nafion 2,5%(v/v). Se midieron 15 réplicas de cada una de las muestras y se estimó el 

diámetro de las AgNPs según el Ep del primer barrido.  
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El tamaño medio obtenido para las AgNPs en la muestra Wellness™ colloidal silver fue 

de 24±6nm, en la muestra Biovedik™ de 30±20nm y en la muestra High Stability 50±20nm. 

En las medidas se observaron variaciones en los valores iniciales Ep, que se debieron a la 

aglomeración de las AgNPs durante la evaporación de los disolventes, pero sobre todo a 

una alta polidispersión en el tamaño de los AgNPs en este tipo de muestras. En contraste 

con los resultados obtenidos con estándares de tamaño de AgNPs, que muestran valores 

mucho más uniformes y con menores dispersiones frente al valor medio, coincidentes con 

los valores certificados de distribuciones de tamaño de estos estándares. 

Estos resultados muestran que la técnica VIP-Nafion evalúa rápidamente y con precisión 

el tamaño y concentración de nanopartículas, que puede ser tomada como punto de 

partida de otras técnicas de confirmación como la cronoculombimetría de impacto de 

nanopartículas (PCC), explicada en el apartado posterior de esta memoria. Se compararán 

en este apartado los resultados de ambas técnicas. También se ha empleado con éxito la 

técnica VIP-Nafion en los estudios de la interacción de AgNPs con antibióticos, que se 

describen en la Parte III de esta memoria. 

Ambas técnicas VIP y PCC proporcionan información analítica complementaria en la 

caracterización del tamaño de nanopartículas de plata [82]. La PCC permite conocer la 

distribución de tamaños de las partículas individuales AgNPs, por ejemplo, sin la influencia 

negativa de posibles aglomeraciones o incluso adsorción sobre el electrodo de trabajo (en 

la PCC se utilizan microelectrodos). Tal como se describirá posteriormente. 

Como conclusión final, el procedimiento de modificación del electrodo con una película 

de Nafion mejora la retención de las AgNPs inmovilizadas para las medidas VIP 

convencionales, y modula su oxidación. Lo que permite con mejor precisión el cálculo de 

tamaños de estas nanoartículas. Además, nos va a permitir cuantificar con precisión y 

exactitud concentraciones de AgNPs libres (o complejadas) en la parte posterior de este 

trabajo de Tesis doctoral en donde abordamos el estudio de las interacciones de las 

nanopartículas con antibióticos que actúan como ligandos complejantes. 
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2.4  Cronoculombimetría de impacto de partículas para la caracterización 
de nanopartículas de plata. 

La cronocoloumbimetría de colisión de partículas (PCC), explicada en la introducción 

teórica anterior, permite determinar tamaños y formas de NPs metálicas, además de 

estudiar cinéticas de aglomeración / agregación de nanomateriales [34]; [35].  

Para una medida típica, se preparan disoluciones muy diluídas de AgNPs para detectar 

de forma individual su impacto sobre el electrodo. En virtud de su movimiento Browniano, 

las AgNPs colisionan estocásticamente impactando sobre la superficie del electrodo. Estas 

colisiones sobre el electrodo polarizado a un potencial anódico suficiente producen picos 

de corriente transitorios, cuya área permite calcular la cantidad de plata que se ha oxidado 

en su totalidad por cada nanopartícula. Suponiendo partículas esféricas, la cantidad de 

carga empleada en la oxidación total de cada nanopartícula se puede relacionar con el 

diámetro de cada nanopartícula individualmente. . 

La carga de cada pico proporciona información cuantitativa sobre números de átomos 

de un elemento en la NP [99]. Para NP esféricas el diámetro de la NP es: 

!!" = 	2 ∙ & #$%&
'()*+

!           (ecuación 1) 

donde Ar es la masa atómica relativa (107,87gmol-1), Q es la carga total medida, F es la 

constante de Faraday (96485,34Cmol-1), ρ la densidad del material (10,49g cm-3) y n el 

número de electrones trasferidos. 

Las técnicas culombimétricas de nanoimpacto han sido estudiadas de forma teórica muy 

intensamente, aunque existen en la bibliografía científica muy pocas aplicaciones 

analíticas. Algunas aplicaciones se han descrito, por ejemplo, en la detección de AgNPs en 

muestras dopadas con estas nanopartículas de aguas naturales de río [100] o de mar [101], 

o en estudios aplicados sobre la agregación de las nanopartículas de plata [101].  

Algunos avances teóricos describen la detección de fentomoles de AgNPs basándose en 

la medida en la que se produce el primer impacto sobre el electrodo [102], la influencia del 

electrolito soporte en la frecuencia de impactos [84], uso de nicroelectrodos de fibra de 

carbono modificados y electrodos serigrafiados [12], o la mejora de los límites de detección 
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empleando convección (flujo de la disolución) sobre el electrodo que aumente la frecuencia 

de los impactos [103]. Las aplicaciones de la PCC en matrices reales son muy escasas. 

Si bien la PCC ofrece mucha información, el procesamiento de las medidas es un paso 

crítico en la obtención de resultados veraces. El uso de la transformada de Fourier, por 

ejemplo, es una herramienta matemática que se ha utilizado para eliminar el ruido de la 

corriente faradaica producidas por los impactos [101]. Además de métodos de 

desconvolución en el estudio de las agregaciones [85]. Pero actualmente no hay una 

metodología generalizada para el tratamiento de los datos. En este apartado, describimos 

nueva metodología para el tratamiento matemático de las medidas del PCC, bajo un punto 

de vista de finalidad analítica. 

2.4.1  Optimización de la cronoculombimetría de impacto de partículas para la 
caracterización de tamaños y cuantificación de nanopartículas de plata. 

§ Instrumentación  

Para las medidas de PCC, en las que se emplean microelectrodos (muy peqeuña 

superficie), se ha empleado un potenciostato equipado con un módulo de amplificación de 

baja corriente (ECD), además de un apantallamiento de todas las conexiones y la protección 

de la celda voltamétrica dentro de una caja de Faraday [104].  

La instrumentación que se ha empleado se muestra en la Figura 24: potenciostato 

PGSTAT-10 (Metrohm) provisto de un módulo de amplificación de baja corriente (ECD). 

Este módulo ofrece dos intervalos de corrientes de 1nA y 100pA con resoluciones de 

corriente mínima de 30fA y 0,3fA respectivamente. Está equipado con un filtro Sallen-Key 

(hardware) incorporado, de tercer orden con tres constantes de tiempo RC que ayuda a 

filtrar el ruido electrónico. Los cables se apantallaron con papel de aluminio y la celda de 

medida se mantuvo dentro de una jaula de Faraday, adaptada en nuestro laboratorio. El 

potenciostato fue controlado por el software electroquímico NOVA v.2.1 (Metrohm). 
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Figura 24. Instrumentación empleada en las medidas PCC 

El apantallamiento de las conexiones y el uso de la jaula de Faraday permitieron 

disminuir considerablemente el ruido de fondo y la corriente capacitativa, como se 

comprobó con medidas sin este apantallamiento con el mismo módulo instrumental. La 

Figura 25 muestra como varió el ruido en la medida de un blanco al abrir y cerrar la jaula 

de Faraday. 
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Figura 25.Cronoamperogramas medidos en una disolución blanco (sin AgNPs) de electrolito 

soporte NaClO4 0,02M: (A) medida con caja de Faraday abierta, y (B) medida con caja de 

Faraday cerrada. 

§ Electrodos de trabajo  

Las medidas PCC implican control potenciostático de tres electrodos. [105]. Se utilizaron 

microelectrodos de fibra de carbono (11±2µm de diámetro), con el objetivo de minimizar 

la corriente capacitiva y mejorar la relación S/N con respecto al ruido de fondo, además de 

evitar posibles adsorciones sobre el electrodo y minimizar la influencia de la resistencia 

eléctrica de la disolución en la medida de muy pequeñas corrientes (del orden de pA). 

[106].  

La influencia del tamaño del electrodo se muestra en la Figura 26, en la que se han 

realizado medidas de AgNPs de 10nm de diámetro con un mini-electrodo de disco de oro 

(AuE) de 500±50µm de diámetro. El ruido de fondo presenta una intensidad de corriente 

mayor que la que puede producir el impacto de una AgNPs de 10nm según la ecuación 1, 

dando como resultado un valor en el diámetro medio de AgNPs no veraz de 144,5±22,6nm. 
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Figura 26. (A) Cronoamperograma de una dispersión de AgNPs (10nm de diámetro, 10ng 

L-1) en NaClO4 0,02 M con AuE (diámetro 0,5±0,05mm) y amplificación de las corrientes 

faradaicas y capacitivas (B) Distribución de tamaño siguiendo la ecuación 1. 

§ Selección del electrolito soporte 

La selección del electrolito soporte y de la concentración del mismo tiene un ainfluencia 

muy importante. Al utilizar altas concentraciones de electrolito de soporte (superior a 

0,1M) se reduce la caída de Ohmica y se comprime la doble capa en el electrodo. Sin 

embargo, este alto contenido iónico puede influir en el comportamiento electroquímico 

(por ejemplo, en el coeficiente de difusión y velocidad) de las nanopartículas en suspensión. 

Dado que las partículas tienen un recubrimiento cargado (aniones citrato), una alta 

concentración de electrolitos soporte puede causar agregación o aglomeración debido a la 

contracción de la doble capa individual que rodea cada partícula y la disminución de la 

repulsión asociada [105]. Teniendo en cuenta lo anterior, es adacuada una fuerza iónica 

pequeña, como la empleada en el electrolito soporte 0,02M de NaClO4. 

§ Selección del potencial de electrolisis (Ee) 

Como indica la ecuación 1, el área de los picos de corrientes (Q) está relacionada con los 

tamaños de las NPs, pero solo se obtienen resultados veraces si las AgNPs se oxidan por 

completo en el tiempo de dominio de los eventos de colisión. Esto es especialmente 

importante para AgNPs grandes (diámetros mayores de 40nm), donde puede ocurrir una 

oxidación incompleta de los NPs con potenciales pequeños sin la velocidad de transferencia 
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de carga adecuada. Este efecto es similar al observado en las medidas VIP y que se han 

explicado en el apartado 2.3.1. 

En la Figura 27 se puede observar la influencia del potencial aplicado sobre las 

distribuciones de tamaño de los estándares de AgNPs recubiertas de citratos de 10, 20, 40, 

60 y 100nm de diámetro. Se representan estas distribuciones aplicando un potencial de 

electrólisis de Ee=+0,50V y Ee=+0,70V. No hubo diferencias significativas (P=0,05) en el 

diámetro de las AgNPs de 10nm y 20nm al aplicarse los dos valores de Ee. El pequeño 

tamaño de estas AgNPs hace que un potencial Ee=+0,5V sea suficiente para que la cinética 

de la transferencia de carga produzca su oxidación completa. Sin embargo, AgNPs de 

diámetros superiores (40, 60 y 100nm), el potencial de +0,5V fue insuficiente para oxidar 

completamente las AgNPs durante las colisiones estocásticas sobre el electrodo (un 

potencial Ee=+0.7 V sí es suficiente, obteniéndose distribuciones de tamaño acordes a su 

diámetro nominal). 

Adicionalmente, además del Ee el recubrimiento de las AgNPs también influyó en la 

cinética de oxidación de las AgNPs [108]. Un estándar certificado de AgNPs de 75nm de 

diámetro (Instituto nacional de estándares y tecnologías, NIST) recubiertas de 

polivinilpirrolidona (PVP) se midió con las mismas condiciones experimentales que un 

estándar de AgNPs de 100nm recubiertas de citratos (Ee=+0,70V). El resultando mostró una 

oxidación incompleta de las AgNPs recubiertas de PVP ya que el diámetro calculado resultó 

ser de solo de 42,0±8,2nm, mostrando la influencia del recubrimiento en la velocidad de 

transferencia de carga. 
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Figura 27. Distribuciones de tamaño a partir de cronoamperogramas de 25ng L-1 de AgNPs. 

Condiciones instrumentales: Ee=+0,50V y Ee=+0,70V, para diámetros de: (a): 10nm; (b): 

20nm; (c) 40nm; (d) 60nm; y (e): 100nm 

§ Medida de patrones de tamaño y tratamiento matemático de los resultados  

Se midieron disoluciones de patrones de 0,25ng L-1 de AgNPs de 10; 20; 40; 60; 100nm 

recubiertas de iones citratos. Las condiciones experimentales utilizadas se resumen en el 

apartado 2.2.2.  

En todos los casos se pudieron observar los picos pertenecientes a los impactos de las 

AgNPs sobre la superficie del microelectrodo, a diferencia de disoluciones blanco en las que 

estos impactos no se producen. LaFigura 28 muestra un cronoamperograma típico de una 

solución desoxigenada de 0,25 ng L-1 de AgNPs de 20nm de diámetro en electrolito de 

soporte NaClO4 a 0,02M. El recuadro (A) de la Figura 28representa con más detalle los picos 

de impacto de los AgNPs. Los eventos de colisión son picos agudos de corriente anódica 

con duraciones de 5-10ms.  
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Figura 28. Cronoamperograma de una dispersión de AgNPs de 20nm en NaClO4 0,02M (20 

ng L-1). Ee=+0,70V durante 10s. Recuadros (A) Ampliación de las medidas de corriente entre 

6,7 y 7,2s; (B) Distribución de tamaño calculada a partir de los picos registrados entre 2-

10s.  

El tratamiento de las medidas de las áreas de los picos voltamétricos incluye dos pasos:  

(1)  la eliminación de la variación de la corriente de base (típicamente una disminución 

de tipo Cottrell con t-1/2); y  

(2)  la integración de los picos tomando la corriente faradaica debida a las colisiones de 

las AgNPs y eliminando la componente de corriente residual y capacitativa con un 

criterio (valor thresold o límite) adecuado.  

Al objeto de optimizar ambas variables, se estudió el tratamiento matemático más 

idóneo para obtener valores veraces del diámetro medio, empleando el software de 

tratamiento de datos OriginPro 2020.  
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En la bibliografía se ha descrito la eliminación de corrientes residuales y ruido de fondo 

empleando la trasnformada de Fourier, para pasar las señales de dominio de tiempo a 

dominio de frecuencia y restar medidas múltiplo de la frecuencia dominante [1]; [101]. Sin 

embargo, el filtrado matemático de las corrientes con transformadas de Fourier para 

analizar el espectro de frecuencia de la línea de base de los cronoamperogramas medidos 

no mostró ninguna mejora de las señales y de las distribuciones de tamaño calculadas. Esto 

probablemente se deba al filtro de del tipo Sallen-Key de tercer orden proveniente del 

módulo ECD utilizado para medir las corrientes. Este filtro hardware elimina interferencias 

del mismo tipo que las debidas al empleo de la transformada de Fourier, por lo que no fue 

necesaria esta transofrmación para la eliminación del ruido de fondo. 

Para este tratamiento matemático se empleó la opción de análisis de picos del software 

OriginPro 2020, que permite con distintos criterios identificar los picos a partir de una señal 

de fondo y su posterior integración para el cálculo de su área.  

En el primer paso de corrigió la deriva de la línea de base del cronoamperograma con 

un suavizado asimétrico de mínimos cuadrados (ALS, Asymmetric Least Squares 

smoothing). El algoritmo de cálculo ALS minimiza las sumas cuadráticas de dos términos, 

las distancias entre los puntos medidos y la nueva linea de base, así como la segunda 

derivada de la línea de base, después de un número determinado de iteracciones 

(típicamente 10) [109,110]. El cálculo permite obtener la línea de base de los picos para 

posteriormente restarla a cada punto del cronoamperograma a un valor de referencia 

constante y con un valor cero de corriente. Se empleó como óptimo (en función de los 

diámetros nominales certificados de las AgNPs y las distribuciones de tamaño calculadas) 

un factor de asimetría (AF) 0,20, y un valor de discriminación (thresold, DF(1)) de 0,0001nA. 

El factor AF tiene un valor entre 0 y 1, más cercano hacia el 0 para picos de corriente 

positiva, y al 1 para picos de corriente negativa, teniendo en cuenta el factor de 

discriminación de picos y un factor de suavizado constante (entre 0 y.9, se empleó un valor 

constante de 2), 

Una vez definida la línea de base, en un segundo paso los picos de las corrientes 

faradaicas se discriminaron de las corrientes capacitivas y del ruido mediante el uso de un 

valor de discriminación en altura (DF(2)) de 0,0001nA, para la integración del área 
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individual de cada pico. A partir de los valores Qp se calcularon los diámetros de las AgNPs 

y se representaron sus distribuciones de tamaño, con un valor medio y la desviación 

estándar correspondiente.  

En la optimización de los parámetros del cálculo anterior, valores de AF entre 0,20 y 

0,27 proporcionaron los mejores resultados, basados en los tamaños de las AgNPs a partir 

de los histogramas calculados con los datos de un mismo cronoamperograma. La inflluencia 

de AF en los histogramas de tamaño se muestra en la Figura 29. Valores de AF muy 

pequeños (entre 0 a 0,01) nos dan diámetros anormalmente grandes, al obtener una línea 

de base excesivamente desviada hacia valores de corriente negativos. Valores de AF más 

altos que los óptimos (AF=0,5) producirán un sesgo de las distribuciones hacia diámetros 

menores que los reales (ver fFigura 29). Los factores que influyen en ASL fueron: DF (1) 

igual a 0; AS=2; y se realizaron 10 iteraciones de cálculo matemático.  

 

Figura 29.Influencia del factor de asimetría (AF) en las distribuciones de tamaño calculadas, 

a partir de cronoamperogramas de una dispersión de 25ng L-1 AgNPs estándar (20,0±1,2nm 
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de diámetro nominal) en 0,02 M NaClO4. Se midieron los picos de colisión en el intervalo de 

0,5 a 10s (Ee=+0,50V) 

La Influencia del factor de asimetría (AF) y los valores de discriminación (DF(1)) en las 

distribuciones de tamaño calculadas para las medidas PCC de AgNPs de 20mm se muestran 

en la Figura 29 y Figura 30, respectivamente 

Los valores de discriminación (1) en porcentaje (%) en la corrección de la línea de base 

de ALS son menos importantes para calcular las distribuciones de tamaño de AgNPs. Este 

es el valor de discriminación para determinar los puntos por encima de la línea de base en 

el algoritmo ALS para ser considerados como picos positivos (o negativos). Para mostrar 

este efecto, la Figura 30 resume las distribuciones de tamaño con valores de 

discriminaciones (DF) variables con datos del mismo cronoamperograma de la Figura 29. 

 

Figura 30. Distribuciones de tamaño de AgNPs 25ng L-1 (20,0±1,2nm de diámetro nominal) 

en NaClO4 0,02M. Influencia del valor de discriminación DF(1) en altura de pico en el cálculo 

ALS. En todos los casos, AF=0,20. Se midió en el intervalo de 0,5 a 10s (Ee=+0,50V). 
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Después de restar la línea base suavizada de los cronoamperogramas, a veces es 

necesario aplicar un valor de discriminación de altura DF(2) para discriminar entre 

corrientes faradaicas, capacitivas y debidas al ruido instrumental. Este valor ha de ser 

adecuado para obtener resultados veraces del diámetro, debidas exclusivamente a la carga 

total faradaica de cada impacto individual, por lo que también se optimizó sobre el mismo 

cronoamperograma que las optimizaciones anteriores. Los valores óptimos que se 

encontraron experimentalmente con diámetros estándar de AgNPs en el rango de 10-

100nm fueron valores muy pequeños, del orden de los 0,0001nA. La influencia de DF(2) en 

las distribuciones de histograma de tamaño se puede ver en la Figura 31, sobre las mismas 

disoluciones que en las figuras Figura 29 yFigura 30. 

 

Figura 31. Distribuciones de tamaño de AgNPs 25ng L-1 (20,0±1,2nm de diámetro) en 

NaClO4 0,02M. Influencia del valor de discriminación DF(2). Condiciones; AF=0,20; 

DF(1)=0, ASL=2. Las medidas se realizaron en el intervalo de 4 a 10s (Ee=+0,50V) 
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De los resultados observados en la Figura 31, se pueden sacar las siguientes 

conclusiones:  

(i)  valores de DF(2) altos resultan en un menor número de picos encontrados y en un 

aumento erróneo del diámetro promedio de las AgNPs;  

(ii)  el valor DF(2) que sugiere automáticamente el software (aproximadamente un 20% 

del total del área del pico) debe ser optimizado. En general, se encontró que un valor 

DF(2) de aproximadamente 0,0001nA es el valor óptimo para tamaños de 

nanopartículas entre 10 y 100nm. 

La desviación estándar relativa de los valores medios de los diámetros no depende del 

diámetro de los AgNPs, siendo aproximadamente el 4-5%. Una forma conveniente de 

optimizar los tratamientos matemáticos debe hacerse experimentalmente, ya que no 

existe una regla fija que dependa del tamaño de las nanopartículas. El mejor criterio es la 

visualización de las gráficas de distribución de tamaños, eligiendo los valores de los factores 

que producen las distribuciones menos dispersas y sin sesgo hacia mayores o menores 

valores (sesgo cercano a cero). Con la adecuada elección de los parámetros anteriores, se 

obtuvieron valores de diámetros de las AgNPs sin diferencias significativas con con los 

estándares de AgNPs de diámetro certificado (P=0,05) 

El software OriginPro propone un valor automático DF(2) que es aproximadamente el 

20% del área del total de cada pico. Si bien este valor pudiera ser un buen punto de partida, 

no lo es en la mayoría de los casos. De ahí la importancia de la optimización de los valores 

de cálculo que se correspondan exclusivamente con picos debidos a la colisión de las 

nanopartículas, evitando la contribución de otros tipos de señales capacitivas o de ruido. 

Con pequeñas diferencias, los valores umbral pueden variar según la composición y la 

matriz de las muestras estudiadas en las que se ha aplicado el mismo método, si bien estas 

diferencias son muy peqeuñas y son fácilmente optimizadas con los criterios explicados 

anteriormente de ausencia de sesgo en la distribución. 

Las distribuciones de tamaño obtenidas en las medidas PCC siguen un modelo de 

distribución gaussiana (normal) alrededor del valor medio, lo que se corresponde con el 

proceso estocástico en el que se basan estas medidas. Varios pueden ser las causas de la 
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variabilidad de los tamaños. La variabilidad intrínseca en el tamaño de partícula de los 

estándares, la oxidación incompleta de las nanopartículas, que conduce a picos con áreas 

más pequeñas, o la ocurrencia de 2 o más impactos simultáneos de las nanopartículas 

sobre la superficie del electrodo, lo que produce picos con áreas más grandes.  

Un aspecto importante, es que durante el tiempo de las medidas (10s) no se produjeron 

agregaciones de las AgNPs, no midiéndose picos de áreas superiores a la de una 

nanopartícula individual. Salvo el solapamiento aleatorio de picos de corriente debidos a la 

colisión simultánea de varias nanopartículas de plata, que son detectados a través de las 

medidas de las anchuras de los picos (valores típicos fueron anchuras de entre 4-6ms en la 

base de los picos de corriente). 

§ Cuantificación por el método PCC. 

La frecuencia de los impactos produce también información sobre el número de 

nanopartículas de plata en la disolución, y permiten su cuantificación. De forma teórica, el 

número promedio de impactos estocásticos de nanopartículas en función del tiempo sobre 

un microelectrodos está limitado por la velocidad de difusión de estas nanopartículas, y se 

demuestra que está relacionado con la concentración en número de estas nanopartículas 

[82]. Las referencias de la bibliografía científica que hacen uso de la PCC para la 

cuantificación analítica de NPs son muy escasas [105]  

Si bien se ha descrito la relación entre la frecuencia de los impactos y las 

concentraciones de AgNPs [105], , en esta parte de la memoria demostramos que existe 

una relación entre el número de colisiones y el número de concentración de las AgNPs 

(número de AgNPs L-1). Esta última relación es más apropiada, dado que el número de 

AgNPs L-1 depende de la concentración y también del diámetro de las AgNPs. 

Existen también factores experimentales que influyen en la frecuencia de impacto de 

las AgNPs sobre el microelectrodo. Además del número de AgNPs L-1, influye el potencial 

aplicado, del coeficiente de difusión de las AgNPs, de la composición del electrolito soporte, 

y de la superficie del microelectrodo de trabajo. Por lo que es necesario controlar todas 
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estas variables experimentales, al objeto de obtener resultados analíticamente 

reproducibles. 

Para el objetivo de cuantificar las AgNPs a través de la medida de las frecuencias de 

colisión, se midieron el número de impactos en suspensiones de AgNPs de 10nm en un 

intervalo de concentraciones de 0,0025 a 25ng L-1 (5∙105 a 5∙108 partículas L-1), usando los 

valores optimizados de tratamiento matemático de lso resultados y un valor de 

DF(2)=0,0001nA. Se observó una dependencia lineal del número de impactos a muy bajas 

concentraciones de nanopartículas, mientras que el número de impactos tiende a disminuir 

con concentraciones más altas, perdiendo esta relación lineal. No se encontraron 

diferencias significativas en los parámetros del ajuste lineal calculados considerando 

diferentes intervalos de tiempo a lo largo del cronoamperograma de 0,500-5,000s, 5,001-

10,000s y 4,000-10,000. Finalmente fue seleccionado el intervalo 0,500-10,000s.  

La dependencia lineal entre el número de picos y el número de AgNPs se observó en el 

intervalo de 4,5∙105 a 4,5∙107 partículas L-1, y se muestra en la Figura 32. 

 

Figura 32. Ajuste lineal entre el número de impactos (de 0,5 a 10s) y el número de 

nanopartículas de plata L-1 (10nm de diámetro). Las concentraciones numéricas de AgNPs 

L-1 se corresponden a las concentraciones de AgNPs de 0,0025, 0,025 y 0,25ng L-1 
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Para evaluar la precisión intra-ensayo de las medidas, se determinó el número de 

impactos de 4 cronoamperogramas distintos (n=4) de un estándar de AgNPs de 60nm, 50ng 

L-1 (4,21∙107 partículas L-1), entre 1s y 5s. Se registró una media de 270 impactos con una 

%RSD de 10%. 

El número de impactos no depende del diámetro de las nanopartículas, sino de su 

número total. Para estudiar esta variable, se midieron disoluciones estándar de forma 

replicada (n=4), concentraciones de AgNPs de 10 y 60nm que contenían el mismo número 

4,21∙107 partículas L-1. Para un tiempo de medida entre 1 y 5s., se midieron un total de 

271±18 y 265±16 impactos para diámetros de 10 y de 40nm, respectivamente. No hay 

diferencia significativa entre ambos valores (test t, P=0,05). Por lo que, si bien el tamaño 

de las AgNPs influye en su coeficiente y velocidad de difusión, este cambio no influye 

significativamente en la frecuencia de los impactos sobre el electrodo de trabajo. 

Con estos resultados obtenidos con los estándares de tamaño y concentración de 

AgNPs, en la siguiente parte se aplicó la PCC a la cuantificación de AgNPs en muestras 

comerciales de disoluciones de plata coloidal. El único tratamiento de las muestras 

consistió en su dilución con agua para obtener disoluciones muy diluídas (número de 

partículas entre 4,5∙105 y 4,5∙107 partículas L-1), tomando como referencia inicial las 

concentraciones dadas por el fabricante. Los resultados se muestran a continuación, y se 

comparan con los obtenidos con otras técnicas instrumentales.  
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Figura 33.Ajustes no lineales de la función del número en impactos (de 0,5 a 10s) 

relacionadas con el número de AgNPs L-1 (10nm de diámetro). Se midió un total de 5 

concentraciones de AgNPs en potencias de 10 en el rango de 4,5∙105 a 4,5∙108 L-1. 

Concentraciones mayores de AgNPs L-1 a las del rango lineal anterior, se desvían de la 

linearidad tendiendo a disminuir a mayores concentraciones. Este efecto se muestra en la 

Figura 33. Al objeto de comprobar el motivo de este comportamiento, se midieron los 

impactos entre números de concentración de AgNPs 4,549∙105 y 9,099∙109 L-1, y se 

modelizaron con funciones de distinto significado (logarítmico, exponencial, potencia y 

crecimiento). Los tipos de funciones se muestran en la misma figura Los mejores ajustes no 

lineales se obtuvieron para una función alométrica C(=) = ( + )=M  y Belehradek C(=) =

((= − ))M  (función de potencia con variación de x), tomando como elemento de 

comparación el ajuste del coeficiente de correlación R y el valor Chi-cuadrado. La función 

Allometric2 es una extensión del modelo clásico de adsorción sobre una superficie sólida 

(isoterma de adsorción). Lo que sugiere que altas concentraciones de AgNPs tienden a 

adsorberse sobre el electrodo en el tiempo en el que se realizan las medidas 

cronoculombimétricas. 
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2.4.2 Cuantificación de AgNPs en productos de consumo. Comparación de 
métodos 

El método PCC optimizado se empleó para la cuantificación de AgNPs (en presencia de 

altas concentraciones de Ag(I) en muestras reales de disoluciones coloidales de plata, 

comercializadas para su uso antibactericida y como complementos alimenticios, con las 

denominaciones comerciales High StabilityTM, BiovedikTM y Wellness Colloidal SilverTM. Estas 

disoluciones tienen especificaciones de contenido dadas por el fabricante, y resumidas en 

el apartado de disoluciones y reactivos. 

Los resultados de distribución de tamaños medidos por PCC se compararon con los 

medidos con microscopía electrónica (FESEM, TEM) y SP-ICP-MS. 

Para las medidas PCC, el único tratamiento de muestra fue su dilución en electrolito 

soporte (NaClO4 0,02M). Las muestras SP-ICP-MS se diluyeron con agua MQ, mientras que 

para las determinaciones por microscopia electrónica no fue necesaria su dilución. La 

descripción completa de la preparación de las muestras se describe en el apartado 2.3.4.  

La Figura 34 muestra los resultados de la determinación de los tamaños de AgNPs 

mediante análisis TEM (n=154) y PCC (n=474) y sus distribuciones de tamaño de la muestra 

Wellness Colloidal SilverTM. El análisis estadístico (prueba t de dos muestras, P <0,05) 

mostró que no hay diferencias significativas en las distribuciones de tamaños obtenidas por 

los métodos TEM y PCC para un nivel de confianza del 95%. 

Las medidas SP-ICP-MS de Wellness Colloidal SilverTM no fueron precisas. El valor de 

corte (diámetro mínimo que puede medirse en las condiciones indicadas) para esta 

muestra fue de 8nm, por lo que partículas más pequeñas presentes en la muestra, que se 

observaron en el análisis TEM y PCC, no fueron detectadas. Esto produjo que se obtuviera 

una distribución de tamaños incompleta, obteniéndose un tamaño medio de AgNPs mayor 

que el real (26,50±0,05nm). La obtención de una distribución incompleta también tiene 

una repercusión negativa en la cuantificación las AgNPs. En este caso, las partículas con 

diámetros menores que 8nm no son ``contadas´´ produciendo una subestimación de la 
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concentración en número [111]. La cuantificación de las AgNPs por PCC y por SP-ICP-MS se 

encuentran resumidas en la Tabla 11. 

En las medidas SP-ICP-MS el valor de corte depende del medio, de la cantidad de plata 

disuelta y del tamaño de las nanopartículas, por lo que varía para cada muestra.  

 

Figura 34. Muestra Wellness Colloidal SilverTM: (A) imagen TEM; (B) Distribución del 

tamaño de TEM; (C) Cronoamperograma, muestra diluida en NaClO4 0,02M. (1/108,36) 

(v/v), recuadro: picos de corriente transitorios; y (D) Histograma de tamaño medido por el 

método PCC. 

La Figura 35 muestra los resultados del análisis de la determinación de los tamaños de 

AgNPs mediante el análisis FESEM (n=301) y PCC (n=878) y sus distribuciones de tamaño 

para la muestra BiovedikTM. El análisis estadístico (prueba t de dos muestras, P =0,05) 

mostró que no hay diferencias significativas en las distribuciones de tamaños obtenidas por 

los métodos FESEM y PCC para un nivel de confianza del 95%. 

El valor de corte para esta misma muestra de las medidas SP-ICP-MS fue de 30nm, 

debido al alto contenido en iones Ag(I), que influyen negativamente en las medicas de esta 
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técnica instrumental. Las partículas más pequeñas de la muestra, que fueron observadas 

en el análisis FESEM y PCC, no se detectaron por SP-ICP-MS. Por esta razón, la 

determinación de la distribución de tamaño por el método SP-ICP-MS para la muestra 

BiovedikTM fue de 56,0±3,9nm, valores significativamente más altos que los obtenidos por 

FESEM y PCC. 

 

Figura 35. Caracterización de la muestra BiovedikTM: (A) imagen TEM; (B) Distribución del 

tamaño de TEM; (C) Cronoamperograma, muestra diluida en NaClO4 0,02M. (1/107,27) 

(v/v), recuadro: picos de corriente transitorios; y (D) Distribución de tamaño PCC. 

La Figura 36 muestra los resultados de la determinación de los tamaños de AgNPs 

mediante el análisis FESEM (n=277) y PCC (n=165), con sus histogramas de frecuencia, de 

la muestra de High StabilityTM. El análisis estadístico (prueba t de dos muestras, p <0,05) 

mostró que no hay diferencias significativas en las distribuciones de tamaños obtenidas por 

los métodos FESEM y PCC para un nivel de confianza del 95%. 



Parte III 

 103 

 

 

La distribución de tamaño obtenida para la muestra High StabilityTM por el método SP-

ICP-MS no mostró diferencias significativas las distribuciones de tamaños en las medidas 

FESEM y PCC. En este caso, el valor de corte fue de 12nm, la media y la mediana de las 

distribuciones fue de 16±3nm. 

 

Figura 36.Caracterización de la muestra High StabilityTM: (A) imagen TEM; (B) Distribución 

del tamaño TEM; (C) Cronoamperograma, muestra diluida en NaClO4 0.02M. (1/107,33) 

(v/v), recuadro: picos de corriente transitorios; y (D) distribución de tamaño PCC. 

Los valores de concentración numérica de AgNPs L-1 en las tres muestras, siguiendo el 

procedimiento explicado en el apartado 2.4.1, se resumen en la tabla 2. El método PCC 

mostró resultados ligeramente más altos que los medidos por SP-ICP-MS, debido a que las 

partículas con diámetros menores al valor de corte en SP-ICP-MS no son tenidas en cuenta 

en la cuantificación de AgNPs, sino que se cuantifica como ruido de fondo por debajo del 

punto de corte (plata iónica). En la muestra High StabilityTM la determinación de tamaños 

de AgNPs por las técnicas PCC y SP-ICP-MS no mostraron diferencias significativas por lo 
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que la cuantificación en número de partículas por ambos métodos fue muy cercana. El 

motivo principal se debe a la baja concentración de iones Ag(I) en esta muestra.  

La Tabla 11 resume el número de AgNPs L-1 medidos en las 3 muestras con las técnicas 

descritas (PCC y SP-ICP-MS). Para validar la coherencia de los resultados, se comparan estos 

datos con las concentraciones medidas por espectrometría de absorción atómica de llama 

(AAS). Empleando AAS, se midieron las concetraciones totales de Plata de cada una de las 

3 muestras. Después de una separación con ultrafiltración (tamaño de poro 3kDa), se 

midieron las concentraciones de plata iónica Ag(I) en las mismas muestras. Por diferencia 

entre ambos valores, se calcularon las concentraciones de AgNPs. Teniendo en cuenta el 

diámetro de las AgNPs en cada una de las 3 muestras, y el número de concentración AgNPs 

L-1 medidos en PCC, los resultados de concentración en PCC no difieren significativamente 

de los medidos con AAS (test t, P=0,05). 

Tabla 11. Diámetro medio y desviación estándar de las AgNPs en las 3 muestras 

medidos con las técnicas instrumentales indicadas. Valores de número de 

concentración AgNPs L-1 medidos por PCC y SP-ICP-MS  

Muestras 
Diámetros AgNPs (nm) (# AgNPs L-1) 

PCC SP-ICP-MS VIP FESEM/TEM 

Wellness 
Colloidal SilverTM 

10,2±1,3 

(2,4∙109±2∙108) 

26,5±0,1 

(3,81∙108±4∙106) 

24±6 9,0±3,9  

BiovedikTM 14,5±1,6 

(1,9∙108±3∙107) 

56,0±3,9 

(2,3∙107±2∙106) 

30±20 15,9±5,5 

High StabilityTM 16,2±1,5 

(1∙107±4∙108) 

16,0±3,0 

(6,4∙106±5∙107) 

50±20 18,1±7,4  
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Conclusiones 

• Se ha demostrado la cuantificación selectiva de AgNPs, en presencia de Ag+, mediante 

depósito y posterior redisolución empleando voltamétría de partículas inmovilizadas. 

Si bien, se ha calculado una redisolución parcial y poco reproducible. 

• El recubrimiento de las nanopartículas inmovilizadas con el polímero perfluorado 

nafion produce una mayor retención de las AgNPs. Esta modificación del VIP permite 

superar las dificultades anteriores, y mejora la reproducibilidad de la oxidación en la 

determinación de AgNPs. 

• El método VIP mejorado con el recubrimiento con nafion permite evaluar los tamaños 

de las nanopartículas de plata, encontrando una relación lineal entre desplazamientos 

del potencial de pico y el logaritmo del diámetro de estas nanopartículas en el 

intérvalo 20 a 100 nm. 

• Se han optimizado condiciones teóricas y experimentales para la aplicación de técnicas 

de cronoculombimetría de impacto de partículas en muestras reales de plata coloidal. 

Los procedimientos PCC que se han desarrollado permiten la rápida identificación y 

caracterización de diámetros de las AgNPs, especialmente en presencia de otras 

especies de plata, en tamaños desde 20 a 100 nm. 

• Otra de las aplicaciones de la PCC que se ha puesto a punto es su capacidad de 

cuantificación. Escogiendo las condiciones experimentales y el tratamiento 

matemático adecuados, la frecuencia de impactos sobre el electrodo tiene una 

relación lineal con el número de concentración de AgNPs L-1, trabajando con muy bajas 

concentraciones que aseguren el comportamiento individual de estas nanopartículas.  

• Si bien las técnicas de impacto electroquímico tienen un soporte teórico muy extenso 

y consolidado en la bibliografía científica, el estado de su aplicabilidad en muestras 

reales es muy escasa. Se ha demostrado en nuestro trabajo que proporciona 

resultados de concentración con muy buenas propiedades analíticas (veracidad, 

sensibilidad y repetitibilidad).  
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• La PCC ha permitido determinar distribuciones de tamaños y número de 

nanopartículas de plata de muestras reales. 

• Los resultados PCC en las muestras de plata coloidal estudiadas tuvieron valores 

medios±SD de diámetro de las AgNPs: Wellness 10,2±1,3nm; BiovedikTM 14,5±1,6nm; 

y High StabilityTM 16,2±1,5nm. Estos valores no muestran diferencias significativas con 

los medidos con microscopía electrónica SEM/FESEM (test t, 95% nivel de confianza). 

• El procedimiento PCC permite la cuantificación precisa del número de AgNPs L-1 en 

muestras de plata coloidal y en presencia de altas concentraciones de plata iónica. 

Solamente existe una relación lineal entre el número total de impactos acumulados y 

el número de concentración AgNPs L-1 en disoluciones muy diluídas, en las que cada 

partícula AgNP se comporta idealmente como una partícula individual (Wellness 

2,4±0,2x109 L-1); Biovedik 1,9±0,3x108; y High Stability 1,0±0,4x108. 

•  La información analítica de PCC es complementaria a la de otras técnicas, como SP-

ICP-MS. Por ejemplo, en PCC se obtienen mejores resultados cuanto menor es el 

diámetro de las nanopartículas de plata, al producirse su oxidación más rápida durante 

los eventos de colisión (ca. 10nm). Al contrario que ocurre en SP-ICP-MS, que obtiene 

mejores resultados en los diámetros mayores (ca. 100nm), mientras que en PCC es 

preciso poner condiciones instrumentales que proporicionen mayores velocidades de 

transferencia de carga.  

• El método PCC está menos interferido por la presencia de altas concentraciones de 

Ag(I). que el método SP-ICP-MS en la caracterización del tamaño y cuantificación de 

muestras que contienen AgNPs, sobretodo con diámetros muy pequeños (10-20nm). 

Lo que significa que ambas técnicas pueden dar información analítica 

complementaria, y dado que se basan en mecanimos físico-químicos de medida 

distintos. 
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III. Caracterización de las interacciones de nanopartículas de plata y plata 
iónica con ligandos antibióticos. 

3.1 Introducción y objetivos. 

Es conocida la interacción que se produce entre iones metálicos y antibióticos, 

formando los correspondientes complejos de diferente estequiometría y estabilidad [112-

114]. Estos complejos, sobre todo con los iones plata, pueden tener un efecto sinérgico en 

su capacidad bactericida, por lo que su estudio es importante [115]; [116]. La 

caracterización de estos complejos suele llevarse a cabo con técnicas analíticas 

instrumentales como EAM-UV-Vis [117], FT-IR [118], RMN [119] o X-Ray [120] entre otros 

métodos.  

La amoxicilina (AMX), la enroflozacina (ENRO) y la azitromicina (AZT) son tres 

antibióticos que pertenecen a las familias de los llamados β-lactámicos, fluoroquinolonas y 

macrólidos respectivamente. Estos antibióticos se caracterizan por su gran utilización tanto 

en humanos como en la medicina veterinaria, poseen un amplio espectro acción 

eliminando tanto a bacterias GRAM – positivas como GRAM – positivas [121]. Estos 

antimicrobianos de amplio espectro, se detectan con frecuencia en diferentes 

compartimentos ambientales, principalmente debido al metabolismo incompleto en el 

organismo objetivo, el tratamiento ineficiente de las aguas residuales y la eliminación de 

los mismos expirados directamente en el medio ambiente [122].  

En este tipo de estudios de liberación al medio ambiente de antibióticos, 

biodisponibilidad, toxicidad, o sinergia de su capacidad antibactericida, la caracterización 

de su capacidad complejante y más específicamente con nanomateriales de plata es 

importante, y este trabajo de tesis pretende aportar información a este respecto. 

El uso de las nanopartículas de plata (AgNPs) en diferentes industrias en la última 

década ha sufrido un aumento exponencial. Al introducir plata, estos productos adquieren 

la funcionalidad de ser 'antibacterianos', o más generalmente 'antimicrobianos' [2]. Así se 

reporta el uso de especies de plata en la industria textil para reducir olores indeseables en 

prendas de vestir. En la cosmética se han utilizado en la confección de lociones y 
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desodorantes [123]. También se han empleado en numerosas aplicaciones de biomedicina, 

en implantes médicos, y en otras aplicaciones [124].  

El uso de antibióticos y su aparición en el medio ambiente ha recibido una atención 

significativa en los últimos años debido a la generación de bacterias resistentes a sus 

efectos antibactericidas. Algunos estudios describen también la actividad sinérgica anti-

bactericida de especies de plata (sobretodo AgNPs) en combinación con antibióticos. Por 

esta razón es muy interesante e importante el estudio de sus interacciones y la formación 

de complejos entre ambas especies.  

Por otro lado, el aumento del uso de las AgNPs trae consigo una mayor presencia en el 

medio ambiente. Dado que las AgNPs se transforman al cambiar su entorno (pH, presencia 

de iones o de moléculas) ya sea formando aglomerados, liberando plata iónica (Ag(I)) o 

asociándose con otras especies presentes en el medio, su influencia en el medio ambiente 

puede ser muy variable y es preciso estudiar el comportamiento de sus posibles formas 

físico-químicas. Por ejemplo, es muy interesante conocer las interacciones que pueden 

producirse entre las especies de plata Ag(I) y las AgNPs con los antibióticos los cuales 

también están dentro de grupo de los llamados contaminantes emergentes. No solo por la 

utilidad en la especiación sino también permitiría predecir la variación del poder 

antimicrobiano de la AMX, ENRO y AZT al combinarse con diferentes especies de plata. La 

caracterización de las AgNPs y la Ag(I) con este tipo de ligandos permitirá conocer mejor su 

biodisponibilidad, su toxicidad, su efecto bactericida sinérgico, o su capacidad de 

transporte en el medio ambiente, por ejemplo. 

Estos tres antibióticos se han escogido en función de la importancia concedida en el 

marco del Proyecto OUTBIOTICS (EFA-183) (http://outbiotics.unizar.es), que coordinamos 

y en el que participamos. El objetivo general de este proyecto consiste en la eliminación o 

reducción de las concentraciones de antibióticos en las aguas naturales del territorio 

POCTEFA. Este Proyecto tiene como título: “Tecnologías innovadoras para diagnóstico, 

prevención y eliminación de contaminantes emergentes (antibióticos) de las aguas del 

territorio POCTEFA”, y se desarrolla entre los años 2018 a 2021. Se desarrolla a través de 

tres objetivos específicos:  
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1)  Diagnóstico de los niveles de contaminación por antibióticos en aguas cercanas y de 

influencia de explotaciones ganaderas.  

2)  Sustitución en producción ganadera de los antibióticos por nano-materiales, y 

validar su efecto. 

3)  Puesta en marcha de tecnologías innovadoras para la eliminación de antibióticos en 

las aguas del territorio. 

A lo largo de sucesivas campañas semestrales, desde su comienzo en el año 2018, se 

han encontrado concentraciones relativamente altas y de forma generalizada del 

antibiótico enrofloxacina (0,35-4,4 ng mL-1), y concentraciones menores de azitromricina 

(del orden de 0.005 ng mL-1) y, sobre todo, de amoxicilina. De aguas tomadas en 40 puntos 

de muestreo (cuencas fluviales de Navarra, Aragón, Cataluña, Altos Pirineos y Pirineos 

Occidentales), y analizadas por el CNRS-IPREM (Pau, Francia) mediante cromatografía 

líquida espectrometría de masas. En el caso de la amoxicilina, uno de los antibióticos de 

mayor uso veterinario, sí se han detectado partes degradadas de su molécula. Si bien este 

antibiótico se libera al medio ambiente en cantidades importantes, se degrada fácilmente 

en las condiciones medioambientales, a la vez que pierde su acción antibactericida y su 

efecto contaminante.   

La electroquímica es una herramienta muy útil en este sentido, ya que permite evaluar 

las interacciones entre la Ag(I) y las AgNPs con los antibióticos permitiendo el cálculo de 

constantes de estabilidad [125]. Sin embargo, los estudios por técnicas electroanáliticas de 

interacciones entre AgNPs y las moléculas de antibióticos son muy escasos. Dichos métodos 

suelen ser sencillos, permitiendo llevar a cabo los estudios a niveles de concentraciones de 

las especies de plata por debajo de las partes por millón [126]. En contraste con otras 

técnicas usualmente utilizadas en la caracterización de complejos como la FT-IR o el RMN 

donde las concentraciones de las muestras es una limitante [127]; [128]. 

Los objetivos de este capítulo son: 

Ø Determinar la formación de complejos entre la AMX, ENRO y AZT con las Ag(I) y 

con las AgNPs por métodos voltamétricos.  
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Ø Calcular las constantes de formación de los complejos por el método de Deford-

Hume. 

3.2 Procedimientos experimentales. 

3.2.1 Medidas de la absorbancia las disoluciones mezclas AMX-Ag(I) por EAM-
UV-V. 

Las disoluciones indicadas (m-0 a m-7; m_10nm-0 a m_10nm-5; m_50nm-0 a m_50nm-

5 y disoluciones de AgNPs de 10nm, 20nm, 40nm, 60nm de 5mg L-1) se midieron en un 

rango de longitudes de onda específicos para cada tipo de muestra, comprendido entre 

650nm y 200nm. La velocidad de barrido para todas las muestras fue de 100nm por minuto. 

Se realizó la correspondiente corrección de la línea base en cada grupo de muestras. Las 

medidas se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 3mL de capacidad y un paso óptico de 

10mm. 

3.2.2 Análisis de disoluciones de reacción por métodos electroquímicos. 

§ Método DPV:  

15mL de las muestras (Ag(I)-S0 a Ag(I)-S4) se transfirieron a una celda de vidrio de 20mL. 

Las medidas se llevaron a cabo con un sistema de 3 electrodos. Dos electrodos de platino 

uno de ellos de disco diámetro 1mm utilizado como electrodo de trabajo y el otro de hilo 

como electrodo auxiliar. Electrodo de referencia de Ag/AgCl (KCl 3M), conectado al 

potenciostato a través de un puente salino de KNO3 0,1M. Se realizó un barrido de potencial 

de 0,2V a -1,2V, con un incremento de paso (ΔE) de 5mV, una amplitud de modulación 

(impulso de potencial) (ΔEp) de 0,05V, un tiempo de modulación (tm) de 0,05s y un tiempo 

de intérvalo (tp,) de 0,5s. 

§ Método ASV:  
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15mL de las muestras (Ag(I)-A0 a Ag(I)-S4) se transfirieron a una celda de vidrio de 20mL. 

Las medidas se llevaron a cabo con un sistema de 3 electrodos. Un electrodo de trabajo de 

carbono vítreo, un electrodo de referencia de Ag/AgCl y como electrodo auxiliar un hilo de 

platino. El potencial se mantuvo por 120s a -0,2V y luego se realizó un barrido de oxidación 

de -0,2V a 1,0V (ΔEp=0,05V, tm=0,05s, tp=0,5s). 

§ Método de VIP:  

El electrodo de trabajo fue un electrodo de carbono vítreo al cual se le modificó su 

superficie con 5µL de las muestras (m_10nm-0 a m_10nm-5; m_50nm-0 a m_50nm-5). El 

disolvente de las muestras fue evaporado con corriente de N2(g) durante 5min. Las 

mediciones se realizaron con un sistema de tres electrodos y una celda que contenía 15mL 

KNO3 0,1M. El electrodo de trabajo fue el de carbono vítreo modificado, el electrodo de 

referencia de Ag/AgCl y el electrodo auxiliar de hilo de platino. El barrido de potencial se 

realizó desde -0,2V a 1,2V. (ΔEp=0,05V tm=0,05s, tp=0,5s). 

3.2.3 Medidas de las disoluciones de antibióticos con AgNPs por DLS. 

Las muestras se midieron en cubetas de poliestireno de 10x10x45mm, a una 

temperatura de 25oC. El medio escogido fue acuoso y los valores de índice de refracción y 

viscosidad fueron 1,33 y 0,8872 respectivamente. El ángulo de medida fue de 173 con un 

tiempo de equilibrio de 120s, se realizaron 11 corridas de 10s de duración. Las medidas DLS 

se realizaron por triplicado sin tiempo de espera entre medidas. El estándar de tamaño 

utilizado fue una dispersión de poliestireno de 200nm de diámetro preparado a una 

concentración de 300mg L-1 en H2O MQ.  

3.2.4 Medidas de las disoluciones de antibióticos con AgNPs por HDC. 

50µL de las muestras se inyectaron automáticamente en una columna PL-PSDA tipo 1 

de longitud 80cm y diámetro interno de 7,5mm. El flujo de la fase móvil fue de 1,6mL min-

1. La fase móvil estuvo compuesta por 0,5mM Na2HPO4, 0,05% Triton X-100, 0,013% SDS, 

0,05% Formaldehído, 1mM DL-penicilamina. La duración del cromatograma fue de 11min. 
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La salida de la columna se conectó a un detector UV-Vis (Waters 996 Photodiode Array 

detector) 

Resultados y Discusión 

AMOXICILINA 

3.3 Caracterización de complejos de amoxicilina con plata iónica y 
nanopartículas de plata. 

En esta sección se va a estudiar la interacción que se produce entre la amoxicilina (AMX) 

y diferentes especies de plata (Ag(I) y AgNPs 10nm y 50nm, empleando métodos 

electroquímicos (voltametría directa y voltametría de redisolución). Utilizando el método 

de Deford-Hume estimaremos las constantes de formación de dichos complejos [129]. Los 

resultados de las medidas electroquímicas serán complementados con los obtenidos por 

otras técnicas típicas de caracterización de complejos; espectrofotometría de absorción 

molecular UV-Visible (EAM UV-Vis), Dispersión de luz dinámica (DLS) y Cromatografía 

hidrodinámica (HDC). 

Se ha publicado un número reducido de trabajos que indican la interacción y formación 

de complejos entre la AMX con Ag(I) y con AgNPs [130]; [131]. Estos complejos se 

caracterizaron por espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), 

observando la desaparición de las señales de absorbancia del grupo carbonilo (-C=O) e 

hidroxilo (-OH) de la amoxicilina al ponerse en contacto con Ag(I) o con AgNPs [131]. La 

microscopía electrónica de barrido (FESEM) es otra de las técnicas que se han utilizado en 

la caracterización de AMX con AgNPs, y en este caso se observa una morfología desigual en 

las AgNPs que han sido sintetizadas en presencia de AMX con respecto a las que no lo 

fueron [132]. Además de los métodos antes mencionados, la EAM UV-Vis también se ha 

utilizado con el objetivo de caracterizar los complejos AMX con Ag(I) y AgNPs, con esta 

técnica se han observado cambios en las bandas de absorción de la AMX. 
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En esta sección se proponen nuevas herramientas para la caracterización de los 

complejos de AMX con Ag(I) y AgNPs, que no han sido estudiadas hasta la fecha. En EAM 

UV-Vis no solo se confirma la formación de los complejos desde el estudio de las bandas 

de absorción de la AMX, sino que además se analizan las variaciones en la banda de 

resonancia plasmónica de las AgNPs al formarse el complejo. Se calcula la estequíometría 

de estos complejos AMX-AgNPs con una variación del método de las relaciones molares. 

Se ha determinado la contante de estabilidad del complejo AMX-Ag(I) por voltametría 

de redisolución anódica (ASV) y voltametría diferencial de pulsos (DPV), mientras que la 

voltametría de partículas inmovilizadas (VIP) se ha empleado para la determinación del 

complejo AMX-AgNPs. El método matemático utilizado para el cálculo de la constante fue 

el método de Deford-Hume. Esto constituye una contribución a la caracterización de 

complejos de especies de plata por vía electroquímica, el cual es un tema poco abordado. 

Las técnicas Dispersión de luz dinámica (DLS) y Cromatografía hidrodinámica (HDC) 

mostraron que no hay agregación entre las AgNPs al ponerse en contacto con la AMX.  

A continuación, se resumen los resultados encontrados en la caracterización de los 

complejos AMX-Ag(I) y AMX-AgNPs por las técnicas EAM UV-Vis, electroquímicas, DLS y 

HDC. 

3.3.1 EAM UV-Vis en la caracterización de complejos de amoxicilina con plata 
iónica y nanopartículas de plata. 

La EAM UV-Vis es una técnica ampliamente utilizada en la determinación de constantes 

de formación de especies que forman complejos en disolución [133]. Dando además 

información estequiométrica de dichos compuestos. Las mediciones de absorbancia de 

manera general no afectan el equilibrio del sistema, lo que refuerza la utilidad de esta 

técnica en la determinación de constantes de equilibrios.  

La amoxicilina (AMX) es el ácido (2S,5R,6R)-6- [(R)-2-amino-2-(4-

hidroxifenil)acetamido]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tio-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-carboxílico 

(Figura 37) [121]. Es un derivado de la penicilina, presentando en su estructura un anillo de 

tiazolidina y un anillo β–lactámico que caracteriza a este grupo de antibióticos. 
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Figura 37. Estructura química de la amoxicilina. 

El espectro de absorción molecular de la amoxicilina, que se muestra en la Figura 38 se 

caracteriza por presentar dos máximos de absorción uno 272nm (AMX_B2) y el otro 228nm 

(AMX_B1) [134]. El máximo de absorbancia a 272nm pertenece a las transiciones entre los 

orbitales n-π* del anillo β–lactámico o bien a la banda secundaria de absorción (α) del 

benceno producida por las transiciones π-π*. Se observa un hombro alrededor de 280nm 

(AMX_B3), debido al desdoblamiento de las dos bandas, siendo la de 272nm el resultado 

de las transiciones n-π* y la de 280nm a la banda α del benceno producida por las 

transiciones π-π*. 

 

Figura 38. Espectro de absorción molecular de la amoxicilina [134] 
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El máximo en 228nm puede atribuirse a la primera banda primaria (ρ) del benceno la 

cual, aunque tiene un valor de base de 204nm puede desplazarse batocrómicamente en 

bencenos sustituidos por grupos cromóforos (-OH) al presentar un acentuado carácter de 

transferencia de carga entre el anillo aromático y el sustituyente. 

3.3.2 Estudio del complejo AMX-Ag(I) por EAM UV-Vis. 

Se estudió la variación del espectro de absorción molecular de una disolución de AMX 

de concentración 0,15mM con la adición de concentraciones crecientes de Ag (I) (1,5mM, 

3mM, 9mM, 12mM, 15m, 30mM). Las diferentes disoluciones se identificaron como: m-0; 

m-1 m-2; m-3 m-4; m-5; m-6; m-7. La Tabla 1 muestra las composiciones de estas 

disoluciones.  

 

Figura 39. Espectro de absorción molecular de las disoluciones de AMX con Ag(I): (a) 

0mM(marrón); (b) 1,5mM(negro); (c) 3mM(rojo); (d) 6mM(azul); (e) 9mM(verde); (f) 

12mM(azul); (g) 15mM(amarillo) y (g) 30mM (amarillo).Velocidad de barrido 100nm min-1. 

El espectro obtenido, muestra en todos los casos las bandas de absorción detalladas 

anteriormente: máximos de absorbancia AMX_B1, AMX_B2 y AMX_B3 (228,2nm; 

273,2nm; 278nm (hombro)) (Figura 39).  
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El espectro de absorción de la AMX se modifica notablemente al añadir concentraciones 

crecientes de iones plata, debido a los cambios estructurales que se producen en la 

molécula al complejarse con grupos funcionales que forman parte de los grupos 

cromóforos de la AMX. Se observa un aumento de la absorbancia a 228nm o 

desplazamiento hipsocrómico con la adición de Ag(I). Los máximos de absorbancia a 

273,2nm y a 278nm no muestran variación marcada en las áreas ni en las longitudes de 

onda, pero sí se observa un ligero desplazamiento hipsocrómico de estas bandas. Estos 

desplazamientos se producen por la formación del complejo AMX-Ag(I) a través de los 

grupos carbonilos. La Ag(I) interacciona con los grupos carbonilos limitando la 

deslocalización electrónica de los electrones no enlazantes presentes en estos grupos, lo 

que explica el desplazamiento hipsocrómico. 

3.3.3 Estudio del complejo AMX-AgNPs por EAM UV-Vis 

Partimos de la hipótesis de que moléculas de AMX pueden interaccionar con la 

superficie de las AgNPs de 10nm y 50nm, llegando a formar complejos o aductos estables, 

de igual forma a como se ha demostrado con iones metálicos o de otros antibióticos con 

otros tipos de nanopartículas [71], estudiamos las variaciones en la banda de resonancia 

de plasmón superficial (SPR) de las AgNPs después de estar en contacto con diferentes 

concentraciones de AMX. 

La resonancia de plasmón superficial (SPR) de las nanopartículas de plata se produce 

por las oscilaciones colectivas de los electrones, restringidos en un pequeño volumen 

metálico. Esta banda solo es perceptible cuando la partícula es mucho menor que la 

longitud de onda incidente y su posición varia con el tamaño de la misma. 

Experimentalmente se ha observado un desplazamiento batocrómico con el aumento del 

tamaño de la partícula. Algunos autores sugieren que esto se debe a que en cuanto la 

partícula deja de ser mucho más pequeña que la longitud de onda incidente, además de 

los efectos electrostáticos hay que tener en cuenta efectos electrodinámicos. Además, al 

aumentar el diámetro de la partícula aparecen efectos importantes de distorsión en la 

amplitud y la fase del campo electromagnético al atravesar la radiación la NP, lo que 
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conlleva a que la longitud de onda de la SPR sea mayor. En partículas relativamente grandes 

no se puede asumir que el campo eléctrico en el interior de la partícula sea constante, lo 

que se traduce en ensanchamiento de la banda de absorción [135]. 

La figura muestra los espectros de absorción molecular de dispersiones de 10nm 

(negro), 20nm (rojo), 40nm (azul) y 60nm (verde) de AgNPs a una concentración de 5mg L-

1 en agua MQ. En esta figura se puede observar el desplazamiento batocrómico y el 

ensanchamiento de la banda SPR con el aumento del diámetro de las AgNPs. La longitud 

de onda del máximo de absorbancia permite también de forma rápida evaluar mediante 

EAM UV-Vis el tamaño de las AgNPs empleadas, su concentración o su estado de 

agregación [136]  

La densidad de portadores de carga (electrones móviles) también tienen mucha 

influencia sobre la posición de la banda SPR. Este factor puede verse afectado por especies 

absorbidas sobre las nanopartículas ya sean donadores o aceptores de electrones, así como 

por el medio (naturaleza, polaridad del disolvente, pH y fuerza iónica). La sensibilidad de la 

banda SPR con el entorno porporciona, por lo tanto, información para el estudio de las 

interacciones entre las nanopartículas de plata y las moléculas de AMX. Para ello, se 

dejaron reaccionar concentraciones constantes de AgNPs con concentraciones variables de 

AMX y se evaluaron los cambios ocurridos en la banda SPR. 
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Figura 40. Espectros de absorción molecular de dispersiones de AgNPs de diámetros: (a) 

10nm (negro); (b) 20nm (rojo); (c) 40nm (azul); y (d) 60nm (verde) de AgNPs. La 

concentración de AgNPs fueron de 5mg L-1 en agua MQ. Velocidad de barrido de 100nm 

min-1. 

Se prepararon dispersiones de AgNPs de 10nm cubiertas de aniones citratos y AgNPs 

50nm cubiertas por polivinilpirrolidona (PVP) de 0,05mM a partir de patrones de 0,02mgm 

L-1 y 50mgm L-1, respectivamente. Los patrones de AgNPs se sometieron durante 120s a 

ultrasonidos antes de hacer las diluciones necesarias para obtener dispersiones de 

0,05mM. La disolución patrón inicial de AMX de 0,01M se preparó disolviendo 91,35mg en 

0,1mL de KOH 0,1M y enrasando con agua MQ hasta 25mL.  

Las mezclas (m_10nm-0 hasta m_10nm-5) de 0,05mM de AgNPs 10nm y AMX se 

prepararon en un volumen final de 3mL de tampón Britton-Robinson 0,01M pH 7. Las 

concentraciones de AMX variaron de 0mM a 5mM siendo la composición de las mezclas: 

m_10nm-0; m_10nm-1; m_10nm-2; m_10nm-3; m_10nm-4; m_10nm-5 las que se 

muestran en la Tabla 3. Las mezclas se dejaron interaccionar durante 18h. a temperatura 
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ambiente sin agitación. Al terminar la incubación se observó un cambio de coloración de 

las muestras, como muestra la Figura 41.  

El máximo de absorción de la banda SPR de m_10nm-0 se encontró en los 395,3nm en 

concordancia con Figura 40, y con una absorbancia (A) de 0,746. Para esta muestra se 

registró un ancho de banda (W) de 323,8nm a 500nm. Definimos el ancho de banda como 

el rango de longitudes de onda donde la banda SPR presenta valores de absorbancia (A) 

por encima de cero. La mezcla m_10nm-1 no mostró cambios significativos con la muestra 

m_10nm-0. El máximo de absorción de la banda SPR se encontró en los 393,8nm con una 

intensidad de 0,736; no se observó ningún cambio en el ancho de la señal de la muestra 

m_10nm-1 con respecto a m_10nm-0. En los espectros de las mezcla m_10nm-1 a la 

m_10nm-4 se pudieron observar las bandas pertenecientes a la amoxicilina AMX_B2 y 

AMX_B3 a 271,4nm y 280,0nm respectivamente (Figura 42). 

 

Figura 41. Cambio de coloración en las muestras m_10nm-0 a m_10nm-5. Este cambio se 

muestra en orden creciente de izquierda a derecha. 

Las absorbancias de las bandas de la AMX están de acuerdo con las observadas en las 

de la Figura 38. La banda AMX_B1 no se observa porque ha saturado la señal al ser muy 

intensa y encontrarse la AMX a una concentración de 0,05mM.  
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En general, se puede decir que a partir de la mezcla m_10nm-2 (a partir de una relación 

molar 1:2 AgNPs:AMX) se observó un ensanchamiento de la banda SPR de las AgNPs de 

10nm seguido de un desplazamiento batocrómico de dicha señal (Figura 42). Este resultado 

es consistente con el aumento del tamaño de la nanopartícula, que es debido a la unión de 

las moléculas de AMX sobre la superficie de las AgNPs. El campo magnético de la partícula 

deja de ser constante, produciéndose una distorsión de la amplitud y la fase del campo 

magnético al atravesar la nanopartícula, produciendo tanto el desplazamiento a mayores 

longitudes de ondas como el ensanchamiento de las bandas SPR. Por otra parte, la perdida 

de la relación de intensidades de absorbancia entre las señales AMX_B2 y AMX_B3 puede 

deberse a la interacción del carbonilo del grupo β–lactámico con la superficie de la AgNPs 

de 10nm.  

La Tabla 12 muestra un resumen de los datos espectroscópicos de las medidas  

anteriores.  
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Figura 42. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 10nm a 0,05mM 

con AMX: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 

1mM(violeta); (f) 5mM(amarillo). Velocidad de barrido de 200nm min-1. 

El recubrimiento de las AgNPs-10nm con moléculas de AMX formando el complejo AMX-

AgNP-10nm, provoca un aumento en el tamaño de estas nanopartículas. En el patrón 

comercial de AgNPs-10nm estas se encuentran recubiertas de aniones citratos [(C6H5O 

(COO)3)3-] cuya masa molecular (189g/mol) es menor que la de la AMX (365,4gmol-1) por lo 

que un cambio de recubrimientos aumentaría el tamaño de la misma. Nuestros resultados 

son concordantes con los encontrados por otros autores.  

En los estudios de recubrimientos de las NP se ha observado una variación de la longitud 

de onda de la banda SPR y del ancho de las mismas con la variación del recubrimiento en 

NP de igual tamaño. Los iones citratos se enlazan débilmente sobre la superficie de las NPs 

y pueden ser remplazados por ligandos de mayor afinidad [137]. En nanopartículas de oro 

(AuNPs) recubiertas por aniones citratos se observó un desplazamiento de la banda SPR 

hacia mayores longitudes de onda y un ensanchamiento de la banda cuando se pusieron a 

reccionar con albumina de suero bobino (BSA). El análisis TEM mostró que el 

desplazamiento se debía a un aumento de tamaño de alrededor de 4nm consistente con el 

tamaño de la BSA. En este mismo estudio se observó un desplazamiento y un 

ensanchamiento de la banda SPR, aun mayor cuando se enlazó a la molécula BSA el 

anticuerpo HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2). En este caso el 

desplazamiento fue de 10nm al formarse el conjugado AuNP-BSA-HER2 [138]. Otros 

estudios donde se evaluó la influencia del tamaño y el recubrimiento de las AuNPS sobre 

las propiedades fotoluminiscentes, también muestran un desplazamiento hacia mayores 

longitudes de onda de la banda SPR con el aumento del tamaño del ligando (cuando se 

desplazó el citrato por el glutatión, cisteína o glucosa) [139]; [140]. Resultados similares se 

han obtenido con las AgNPs cuando se mezclaron con BSA. Las bandas SPR de las AgNPs 

recubiertas por iones citratos o PVP se desplazaron y ensancharon al combinar las AgNPs 

con BSA [141].  
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La EAM-UV-Vis, además de ser una herramienta valiosa en el cálculo de constantes de 

formación de complejos en disolución, también es útil en la determinación de la 

estequiometría de dichos complejos.  

El método de relaciones molares permite determinar la estequiometría de los 

complejos. En este método se representa la absorbancia frente a la variación de la relación 

molar de los reactantes metal y ligando [142]. Para esto se preparan disoluciones en las 

cuales la concentración analítica de un reactivo, casi siempre el catión, se mantiene 

constante mientras la del otro varía para obtener relaciones molares del complejo. Para 

constantes de formación elevadas se obtiene un gráfico con dos rectas de diferentes 

pendientes que se cortan en una relación molar que corresponde a la relación 

estequiométrica del complejo. Para complejos menos estables, se observa desviación de la 

linealidad de las rectas debido a la disociación de los complejos durante la medida de la 

absorbancia. En estos casos, se puede hacer una extrapolación de método para obtener 

resultados, trazando líneas tangenciales a la curva, y siendo la estequiometría del complejo 

la correspondiente a la relación molar de la intercepción de estas tangentes. Esta 

desviación de la linealidad depende también del grado de disociación del complejo. 

Las disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-5 permiten la estimación de la estequiometría 

del complejo AMX-AgNP_10nm. En estas mezclas se mantiene una concentración de 

AgNP_10nm constante (0,05mM) y concentraciones variables de AMX (0mM-5mM), como 

requiere el método [142]. En nuestro caso, aplicamos una variación al método consistente 

en representar la A frente a la relación del número de moléculas de AMX dividido entre el 

número de AgNP_10nm, en lugar de la relación molar. Entendemos que el número de 

partículas describe mejor un sistema nanoparticulado que la concentración molar. Esta 

variación del método ya se ha utilizado previamente por otros autores [143]; [144]. El 

número de AgNP_10nm fue calculado a partir de la concentración molar asumiendo forma 

esférica, densidad 10,49 g cm-3, masa moléculas 107,87 g/mol y diámetro de 10nm [145]. 

El número de moléculas AMX se calculó multiplicando la concentración molar de AMX con 

el número de Avogadro (6,022∙1023 moléculas).  
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En la Figura 43 se puede observar que el punto de unión de las dos rectas sitúa la 

relación estequiométrica en 3,34∙107 moléculas de AMX por cada AgNP de 10nm de 

diámetro. 

 

Figura 43. Variación del método de las relaciones molares para la determinación de la 
estequiometría del complejo de AMX con AgNPs de 10nm. La línea discontinua roja 
representa la estequiometría del complejo 

En el caso de las AgNPs de 50nm se prepararon mezclas (m_50nm-0 hasta m_50nm-5) 

de 0,05mM de AgNPs 50nm y AMX (0mM a 5mM) se prepararon en un volumen final de 

10mL de tampón Britton-Robinson 0,01M pH 7. La composición de las mezclas son las 

mismas que las utilizadas en las AgNPs 10nm (m_10nm-0 - m_10nm-5). Las mezclas se 

dejaron interaccionar durante 18h. a temperatura ambiente sin agitación, y no se 

observaron cambios de coloración en las muestras. El máximo de absorción de la banda 

SPR de m_50nm-0 se encontró en los 428,2nm longitud de onda que se encuentra entre 

los observados para las AgNPs de 40nm y 60nm en la Figura 40. La A fue de 0,574. Para esta 

muestra se registró un ancho de banda desde 314,4nm hasta 650nm donde todavía la señal 
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no alcanza la línea base. En la mezcla m_50nm-1 no se observaron diferencias significativas 

en la λmax de la banda SPR de la AgNP-50nm con respecto a la m_50nm-0, pero sí una 

disminución de la A. El W de la banda SPR disminuyó con respecto al patrón de AgNPs 50nm 

(m_50nm-0), encontrándose la banda entre 324,4nm y 650nm. 

A partir de la mezcla m_50nm-1 se empiezan a observar las bandas de la AMX según lo 

esperado, la AMX_B3 en 280nm y la AMX_B2 en 272nm mostrando la relación de A de ~1:1. 

Las absorbancias de la AMX en la muestra m_50nm-5 saturan el espectro de absorción 

debido a la alta concentración del antibiótico en estas condiciones (Figura 44).  

En general se puede decir que a partir de la mezcla m_50nm-2 se observó un 

estrechamiento de la banda SPR de las AgNPs de 50nm seguido de un desplazamiento 

hipsocrómico de dicha señal. Este resultado es consistente con la disminución del tamaño 

de la nanopartícula. En partículas más pequeñas se cumple mejor la condición de que la 

partícula debe ser mucho menor que la longitud de onda incidente, obteniéndose bandas 

de absorción más intensas y estrechas (Tabla 13). 

Por otra parte, la variación en la relación de la A (~1:1) entre las señales AMX_B2 y 

AMX_B3 puede deberse a la interacción del carbonilo del grupo β – lactámico con la 

superficie de la AgNP de 50nm. Este resultado es consistente al obtenido en los espectros 

de AMX-AgNP-10nm lo que indica que las interacciones entre la AMX y las AgNPs son las 

mismas, aunque el tamaño y el recubrimiento de las nanopartículas sea distinto. 
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Figura 44. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 50nm a 0,05mM 
con AMX: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 
1mM(violeta); (f) 5mM(amarillo). Velocidad de barrido de 200nm min-1. 

En este caso un recubrimiento de la AgNP-50nm con AMX (AMX-AgNP-50nm) disminuye 

el tamaño de la misma debido a que estas se encuentran ya recubiertas por PVP 

[(C6H9NO)n], polímero de tamaños entre 2,500 – 2,500,000 gmol-1 en cualquier caso mayor 

que la masa molar de la AMX. En contraste con el complejo AMX-AgNP-10nm, donde las 

AgNP-10nm se encuentran recubiertas de aniones citratos los cuales tienen un menor 

tamaño que la AMX. La dependencia de la banda SPR con el tamaño de la molécula que 

recubre la NP ya se ha explicado con anterioridad en esta sección.  
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En la Figura 45 se muestra dependencia de la absorbancia con la relación entre el 

número de moléculas de AMX y el número de partículas de AgNPs de 50nm. Aplicando esta 

variación al método de las relaciones molares, se puede decir que cada AgNP de 50nm se 

encuentra rodeada de 8,30∙108 moléculas de AMX.  

 

Figura 45. Variación del método de las relaciones molares para la determinación de la 

estequiometría del complejo de AMX con AgNPs de 50nm. La línea discontinua roja 

representa la estequiometría del complejo. 

Los complejos AMX-AgNP-10nm mostraron una estequiometría de 3,34∙107 moléculas 

de AMX por cada AgNP mientras que los complejos AMX-AgNP-50nm 8,30∙108 moléculas. 

Este resultado tiene una explicación simplemente geométrica: cuanto mayor es el área de 

la nanoparticulas mas moléculas de AMX pueden unirse sobre su superficie. El área de una 

AgNP, asumiendo forma esférica, se puede calcular mediante la ecuación 1: 

" = 4%&!     (1) 
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Siendo 314nm2 el área de una AgNP de 10nm y 7850nm2 el área de una AgNP de 50nm. 

Si calculamos cuantas moléculas de AMX hay en 1nm2 obtendremos que tanto para la 

estequimetría del complejo AMX-AgNP-10nm como para la del AMX-AgNP-50nm se 

acomodan aproximadamente 1,06∙105 moléculas de AMX por nanómetro cuadrado. Esto 

demuestra el hecho de que las diferencias entre las estequiometrias de los complejos AMX-

AgNP se debe a razones estéricas y de tamaño, es decir, que se produce la unión de las 

moléculas de antibiótico sobre la superficie de las AgNPs, y es mayor el número de 

moléculas de antibiótico que interaccionan sobre la superficie de las AgNPs cuanto mayor 

es su tamaño y su área. 

3.4 Técnicas electroquímicas en la caracterización de complejos de 
amoxicilina con plata iónica y nanopartículas de plata. 

Los métodos electroquímicos has sido ampliamente utilizados en la determinación de 

constantes de formación de complejos entre iones metálicos y especies orgánicas [146-

148]. La variación de los potenciales de oxidación o reducción en dependencia de la especie 

química (ión o complejos) es una herramienta muy útil en la especiación [149]. La 

voltametría, por ejemplo, se ha utilizado en el estudio de la formación de complejos entre 

metales como Cu(II), Ni(II) y Co(II) con diferentes familias de antibióticos entre los que se 

destacan los β– Lactámicos [150]. Diversos métodos voltametrícos han sido utilizados con 

este fin, la voltametría cíclica (CV), voltametría de onda cuadrada(SWV), voltametría 

diferencial de pulsos (DPV) y la voltametría de redisolución anódica (ASV) se encuentran 

entre algunos de ellos [126]; [151]; [152].  

No se ha encontrado en la bibliografía científica publicaciones que hayan descrito el uso 

de técnicas voltamétricas para estudiar las interacciones entre el antibiótico AMX (u otros 

antibióticos) y la Ag(I) o las AgNPs. 

En este apartado se resumen los resultados encontrados en la caracterización de los 

complejos de AMX-Ag(I) y AMX-AgNPs. Los métodos DPV, ASV se utilizaron en la 

caracterización de los complejos AMX-Ag(I) mientras que los complejos AMX-AgNPs se 

estudiaron por voltamétria de partículas inmovilizadas (VIP). Además, se calculan las 

contantes de formación de dichos complejos por el método Deford-Hume.  
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3.4.1 Caracterización de complejos de AMX-Ag(I) por voltametría directa 

(voltametría diferencial de pulsos).  

La DPV se ha utilizado tanto con fines cuantitativos como para el estudio de 

mecanismos, cinética y termodinámica de reacciones electroquímicas. El uso de esta 

técnica ofrece ventajas frente a otras, ya que es muy sensible, se eliminan las corrientes 

capacitativas, y permite determinar concentraciones muy pequeñas, incluso por debajo de 

partes por millón (µgm L-1) en mediciones directas. Cuando la técnica se combina con 

métodos de separación y concentración se pueden alcanzar límites de detección del orden 

de las partes por billón (ng mL-1) [153].  

El barrido diferencial de pulsos compensa y elimina la corriente capacitativa de fondo, 

mejorando así los límites de detección, además de una mayor sensibilidad, con un aumento 

de la relación señal/ruido. Las medidas en DPV se pueden hacer sobre electrodos sólidos 

estacionarios, de mercurio, o rotatorios. Se han reportado el uso de electrodos de carbono 

vítreo (GCE) y electrodos metálicos tanto de platino (PtE) como de oro (AuE) [18]; [154]; 

[155]. 

Se utilizó el método DPV para la determinación de constante de formación de complejos 

AMX-Ag(I), por su mayor sensibilidad. La implementación y validación se encuentra descrita 

en el apartado 1.5.1. 

Se midieron 5 disoluciones, en las cuales se mantuvo la concentración de Ag(I) en 

0,01mM y la concentración de AMX varió de 0mM a 0,5mM. La disolución de Ag(I) se 

preparó a partir de un patrón 1mM haciendo las diluciones necesarias, siendo la disolución 

patrón inicial de AMX de 0,1M.  

Las disoluciones se identificaron como Ag(I)-S0, Ag(I)-S1, Ag(I)-S2, Ag(I)-S3 y Ag(I)-S4. 

Estas se prepararon en un volumen final de 20mL de KNO3 0,1M. Después de preparadas 

las mezclas se mantuvieron en contacto por 2h agitando en orbital. Las composiciones de 

las mezclas de la Ag(I)-S0 a la Ag(I)-S4 se muestran en la Tabla 5. 

La muestra Ag(I)-S0 (negro) que es un patón de Ag(I) a 0,01mM mostró un aumento de 

la corriente con un máximo de reducción a un potencial (Ep) Ep=-0,349±0,009 V, con una 
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intensidad de máximo de pico (ip) de ip=-3,33∙10-5 A, correspondiente a la reducción de la 

Ag(I) a Ag(0). En contraste con disoluciones blanco de electrolito soporte (KNO3 0,1M) que 

no mostró picos de reducción en el rango de potenciales medidos (0,2V a -1,2V) en ausencia 

de Ag(I). En la muestra Ag(I)-S1 se observó un desplazamiento del potencial de reducción 

hasta -0,394±0,000 V y una disminución de la señal hasta -1,86∙10-5 A. Este desplazamiento 

se debe a la formación de una nueva especie de plata formada en presencia de AMX, la 

cual se reduce directamente (complejo inerte no lábil que se reduce directamente), 

necesitando un mayor potencial (energía) para su ruptura y reducción. Está especie se 

identificó como un complejo Ag(I) [AMX].  

 

 

 

 

A partir de la muestra Ag(I)-S2 donde la relación molar de Ag(I):AMX es 1:5, se observó 

además del pico perteneciente a complejo Ag(I) [AMX] (-0,398±0,005V de intensidad -

3,27∙10-6 A) otro pico a -0,595± 0,008V de baja intensidad -1,80∙10-6 A. Con este resultado 

podemos deducir que este nuevo pico a potenciales más negativos pertenece a un 

complejo Ag(I) [AMX]2, más estable que Ag(I) [AMX]. La muestra Ag(I)-S3 se comporta como 

la muestra anterior, se observan dos picos de reducción uno a -0,34±0,03V que puede 

atribuirse a la reducción de Ag(I) [AMX] y otro a -0,58±0,02V que puede pertenecer a la 

especie Ag(I) [AMX]2. La desaparición en la muestra Ag(I)-S3 de la especie Ag(I) [AMX]puede 

deberse a el desplazamiento del equilibrio hacia la formación de la especie Ag(I) [AMX]2 

con el aumento de la concentración de AMX. La muestra Ag(I)-S4 también presenta dos 

picos de reducción, uno de ellos a -0,37±0,05V y el otro a 0,59±0,02V consecuentes con la 

reducción de las especies Ag(I) [AMX]y Ag(I) [AMX]2. La intensidad del pico perteneciente 

a la especie Ag(I) [AMX]2se vio disminuida (ip=-1,15∙10-6 A) en comparación con la muestra 

Ag(I)-S2. En la Ag(I)-S4 también se observó un pico muy ancho a Ep=-1,040V también 

presente en una disolución de AMX de 0,5mM (-1,01V). Este pico Ep= -1,04V es consistente 

con la reducción del grupo carboxilato de la AMX que está en exceso ya que la señal 

Ag(I) [AMX] + 1e- Ag0 + AMX- 

Ag(I) [AMX]2
 + 1e- Ag0 + 2AMX- 

Ag (I) + 1e- Ag
0 
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también se encuentra presente en el patrón de AMX. La disminución de la intensidad del 

pico de reducción de la especie Ag(I) [AMX]2 en Ag(I)-S4 puede explicarse por la reducción 

del grupo carboxilato del antibiótico AMX (Figura 46).  

 

Figura 46. Voltagramas de disoluciones mezcla de Ag(I) 1mM con AMX: (a) 0mM(negro); 

(b) 1mM(rojo);(c) 5mM(azul); (d) 10mM(verde); (e) 20mM(violeta); (f) AMX 0,2mM(azul 

marino) y (g) KNO3 0,1M(verde claro). Las medidas se realizaron con dos electrodos de 

platino (trabajo y auxiliar) y un electrodo Ag/AgCl (referencia). El ΔE=0,01V, ΔEp=0,05V, 

tm=0,05s y tp=0,5s 

3.4.2 Cálculo de la contante de formación de los complejos Ag(I) [AMX]n por el 

desplazamiento del potencial de pico (ecuación de Nernst). 

Teniendo en cuenta las variaciones encontradas en el potencial de reducción de las 

mezclas Ag(I)-S1 a la Ag(I)-S4 se estimaron las constantes de formación de las especies 

definidas como Ag(I) [AMX] y Ag(I) [AMX]2. 

Las medidas DPV permiten la aplicación del método de variación del potencial cuya 

fórmula parte de la ecuación de Nernst. (ecuación 3 y 4) donde E es el potencial de 
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reducción de las especies Ag(I) [AMX] o Ag(I) [AMX]2 encontrados en las mezclas Ag(I)-S1 a 

la Ag(I)-S4 y E0 es el potencial de reducción de la especie Ag(I) encontrado en la mezcla 

Ag(I)-S0. Los demás parámetros de la ecuación son constante n es 1, la temperatura de 

trabajo fue de 298K, la constante de los gases (R) 8.3145JK-1mol-1 y la constante de Faraday 

(F) 96500 Cmol-1. 

! = !° − !"
#$ %&'(       (ecuación 2) 

(! − !°) #$!" = %&'(      (ecuación  3). 

Para la especie Ag(I) [AMX] se encontró un valor de constante de 2,0±1,0CJ-1 mientras 

que para la especie Ag(I) [AMX]2 9,5±0,5CJ-1. La formación de dos complejos están de 

acuerdo con lo que han descrito algunos autores [130]. En este estudio, las constantes 

complexométricas se calcularon mediante una valoración potenciométrica, y se obtuvieron 

valores de estas constantes de logk1=3,26±0,04 y logk2 6,0±0,1 a 20 oC para complejos de 

estequiometría ML y ML2. Las constantes se calcularon en disoluciones ácidas en las que la 

Ag(I) y la AMX estuvieron en una relación molar 1:3 en una disolución de KNO3 0,1 M. Estas 

disoluciones se valoraron con NaOH de 0,049M. Durante la valoración se midió el pH y el 

potencial de un electrodo selectivo a iones Ag(I). 

La constante de formación que hemos calculado (método descrito en esta sección) para 

la especie Ag(I) [AMX], tiene valores similares a los calculados en potenciometría [130]. 

Mientras que la contante calculada para la especie Ag(I) [AMX]2 resulto ligeramente 

superior empleando voltametría. Esta diferencia se debe a la forma de medida de ambas 

técnicas. En el caso de las contantes reportadas en esta referencia se calcularon por un 

método potenciométrico. No se ha encontrado ningún otro estudio en la bibliografía que 

calcule electroquímicamente las constantes de formación de complejos AMX con Ag(I). Sin 

embargo, la formación de los complejos AMX con Ag(I) han sido confirmados por técnicas 

como EAM-Vis y FTIR [131] . 
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3.4.3 Caracterización de complejos de Ag(I) [AMX]n por ASV.  

La voltametría de redisolución es una técnica electroquímica muy utilizada para la 

determinación sensible de metales y la caracterización de complejos de métales con 

compuestos orgánicos [20]; [151] . Está técnica permite la determinación diferenciada de 

metal libre en presencia de otras especies. El procedimiento de medida en ASV consta de 

dos etapas en la primera de ellas se concentran las especies en las superficies del electrodo 

a un potencial fijo. La segunda etapa es la de redisolución selectiva de las especies, ya sea 

a potencial constante o por un barrido de potencial. La señal de corriente producida en la 

segunda etapa es proporcional a la concentración permitiendo la cuantificación de las 

especies [20]; [89]. Y dada la preconcentración en la primera etapa, la sensibilidad de este 

grupo de técnicas voltamétricas de redisolución es muy elevada (la ASV es la técnica 

electroquímica más sensible). 

 Entre los electrodos de trabajo más utilizados en la ASV se encuentra el electrodo de 

mercurio, ya sea de gota o de película de mercurio sobre carbono vítreo [156]. Para analitos 

no amalgamables o con potenciales de oxidación cercanos al del mercurio se han utilizados 

electrodos sólidos inertes como de PtE, AuE, GCE entre otros [157]. También pueden 

emplearse electrodos serigrafiados con este fin [22]; [158]. Con la técnica ASV se han 

obtenido límites de detección incluso del orden de partes por trillón (pg mL-1) [159]. 

Para el estudio de los complejos de Ag(I) con el antibiótico se empleó un procedimiento 

ASV que previamente hemos optimizado y validado, descrito en el apartado 1.5.1 

(determinación de las constantes de formación de complejos AMX-Ag(I)). En este 

procedimiento, se realiza la preconcentración de la Ag(I) a un potencial selectivo en el que 

únicamente se reduce la Ag(I) no complejada (o la que se encuentra dentro de la labilidad 

del complejo). Mientras que el potencial catódico no es suficiente para la reducción de los 

complejos Ag(I) [AMX]n, discriminando de esta manera en el voltagrama de redisolución la 

parte de plata que se encuentra complejada, que no contribuye a la corriente medida en 

esta etapa de redisolución. Se empleó la voltametría impulsional diferencial (DPV) por su 

alta sensibilidad y capacidad de eliminación de la corriente capacitativa. Previamente, es 

muy importante conocer el potencial correcto dependiente del tipo de electrodo empleado 
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y de la composición del electrolito soporte, sobre todo teniendo en cuenta que, si los 

complejos tienen constantes pequeñas de formación, los potenciales pueden ser muy 

próximos a los de reducción de la Ag(I) libre. 

 El estudio previo DPV indica que el potencial de reducción de la Ag(I) es -0,349V en las 

condiciones de medida. Por lo que la etapa de preconcentración se llevó a cabo a -0,2V 

potencial más bajo para asegurar la reducción selectiva de la especie Ag(I), y no de los 

complejos de la Ag(I) con el antibiótico, que de ser no lábiles se reducirían a potenciales 

catódicos mayores. Por lo tanto, de esta forma conseguimos la preconcentración selectiva 

para el cálculo posterior de especiación (diferenciación entre la Ag(I) libre y la complejada). 

El estudio se llevó a cabo con 5 disoluciones en las cuales se mantuvo la concentración 

de Ag(I) constante (2µM) y la concentración de AMX varió de 0mM a 1,5mM. La disolución 

de Ag(I) se preparó a partir de un patrón 1mM haciendo las diluciones necesarias. La 

disolución patrón inicial de AMX 0,01M se preparó disolviendo 91,35mg en 0,1mL de KOH 

0,1M y enrasando con agua MQ hasta 25mL.  

Las disoluciones se identificaron como Ag(I)-A0; Ag(I)-A1; Ag(I)-A2; Ag(I)-A3; y Ag(I)-A4. 

Estas se prepararon en un volumen final de 20mL de tampón Britton-Robinson 0,1M pH 7. 

Después de preparadas las mezclas se mantuvieron reaccionando durante 2h con agitación 

orbital a 40rev min-1. 

Los voltagramas de redisolución de las disoluciones de la Ag(I)-A0 a la Ag(I)-A0 se 

muestran en la Figura 47. Definimos el área del pico de oxidación (Ap) como la integral del 

pico de oxidación de plata depositada, la altura del pico (Ip) como la corriente máxima 

medida en el proceso de oxidación, y el potencial de pico (Ep) como el potencial al que se 

alcanza la corriente máxima. 

Se observó desde la muestra Ag(I)-A0 hasta Ag(I)-A4 un pico de redisolución 

perteneciente a la re-oxidación de la Ag (I). Se observó una disminución de ip con el 

aumento de la concentración de AMX y un desplazamiento hacia menores potenciales de 

oxidación. Esto es debido a la disminución de la plata libre (Ag(I)) por la formación de 

complejos estables y no lábiles con la AMX. 
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Figura 47. (a) 0mM(negro); (b) 0,2mM(violeta); (c) 0,8mM(amarillo); (d) 1mM(negro oscuro); 

(e) 1,5mM(verde) y (f) KNO3 0,1M(azul oscuro). Electrodo de trabajo (GC) de referencia 

(Ag/AgCl) y trabajo (platino). Preconcentración: Ee=-0,2V durante te=120s). Barrido de 

potenciales: de -0,2V a 1,0V; ΔE=0,05V, ΔEp=0,05V, tm=0,05s y tp=0,5s. 

3.4.4 Cálculo de la contante de formación de los complejos Ag(I) [AMX]n por el 

método Deford-Hume. 

El método de Deford-Hume es una de las metodologías más utilizadas en la 

determinación de constantes de formación de complejos metálicos empleando técnicas 

tanto electroquímicas [129]. El método permite el cálculo de constantes sucesivas 

mediante expresiones que provienen de transformaciones de la ecuación del potencial de 

onda media. Conociendo la variación de Ep y de Ip se calcula una función que al ser 

relacionada con la concentración libre de ligando permiten conocer las constantes de 

estabilidad de los complejos. 
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Este procedimiento lo hemos llevado a cabo a pH y concentración del metal (Ag(I)) 

constante, aumentando las concentraciones del ligando (AMX), y asumiendo la formación 

de complejos lábiles de forma ML1-n ante un exceso significativo del ligando (ecuación 5; 6). 

"'()) + ",- → ",- − "'()) 

01 = [",- − "'())] [",-]["'())]⁄  (ecuación 4) 

5"'()) + 6",- → ",-6 − "'())5 

05 = [",-6 − "'())5] [",-"]["'())#]⁄  (ecuación 5) 

La constante de estabilidad se determina mediante la Ecuación 7 donde 70(-) es una 

función polinomial que representa la suma de 0#(-#) de todos los complejos. 0# es la 

constante de estabilidad del enésimo complejo y	[-] representa la concentración de 

especie añadida (AMX).  

70(-) = ∑ 0#(-#) =$
#%& 0' + 0&(-&) + 0!(-!) + ⋯+ 0#(-#)    (ecuación 6) 

70(-) se relaciona con la intensidad de la corriente y con la diferencia de potencial a 

través de la ecuación 8 donde ∆=> representa la diferencia de potencial de oxidación del 

entre el metal libre y el metal complejado. Los valores de )(  e )) 	son las corrientes de pico 

de oxidación del metal libre y complejado respectivamente.  

70(-) = ?5@ABC'	{[0,43457/HI][∆=>] + [BC'()()/()))]} (ecuación 7) 

La pendiente de la gráfica de 70(-) frente a la concentración libre del ligando 

representa la constante de estabilidad de los diferentes complejos. Si la regresión se ajusta 

a una ecuación lineal significaría que se forma un solo complejo estable, si se ajusta a una 

ecuación cuadrática entonces se forman dos complejos estables, y así sucesivamente. Dada 

la incertidumbre de cada medida de constante de formación del complejo, se produce una 

propagación de estos valores de incertidumbre a medida que aumenta la estequiometría 

de los complejos. La incertidumbre total hace que, al ir sumando estos valores, las 

constantes calculadas a partir de β3 sean poco precisas. Por otro lado, se requieren medidas 
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de potencial con una precisión de al menos 0,1mV para obtener valores de constantes 

reproducibles y con poco sesgo [129]. 

Los datos recogidos en la Tabla 14 de las muestras Ag(I)-A0 a Ag(I)-A4 permiten el 

cálculo de las constantes de estabilidad de los complejos AMX-Ag(I) con el método Deford-

Hume. 

El gráfico de 70("')) frente a [",-]K se ajustó a una función polinómica de segundo 

grado con un coeficiente de determinación de 0,9925 (Figura 48. Donde L = 2,1 ∙ 10*-! −

1,7 ∙ 10+- + 108. Los ajustes de la función se realizaron con el software OriginPro 2020. 

Tabla 14.Medidas voltamétricas DP-ASV de las disoluciones Ag(I)-A0 a Ag(I)-A4 
estudiadas. 

Mezclas Área Altura (A) ΔE(V) 

Ag(I)-A0  2,81∙10-7 4,10∙10-6 0,273±0,002 

Ag(I)-A1  8,75∙10-8 1,45∙10-6 0,253±0,001 

Ag(I)-A2  6,27∙10-8 1,24∙10-6 0,228±0,002 

Ag(I)-A3  1,00∙10-8 1,88∙10-7 1,049±0,005 

Ag(I)-A4  3,81∙10-8 6,69∙10-8 0,188±0,007 
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Figura 48. Representación gráfica (cuadrática) de la función !0($%&) frente a [$)*], 

siguiendo el método de Deford-Hume. 

Obtener una función de segundo grado significa que se forman dos complejos sucesivos 

y como se muestra en la ecuación 6 estamos en presencia de dos constantes de estabilidad 

(β1 y β2). Este resultado es consistente con el resultado obtenido con el método de la 

ecuación de la variación del potencial (ecuación de Nerst) descrito en el apartado 3.4.2, lo 

que confirma la formación de los complejos de estequiometría 1:2.  

Mediante el cálculo del logaritmo de las pendientes del gráfico 70("')) frente a 

[",-]K, se calcularon los valores de las constantes de estabilidad de las especies Ag(I) 

[AMX] y Ag(I) [AMX]2 las cuales son log β1=6,23±0,04 y log β2=9,32±0,04, respectivamente. 

Estos resultados son mayores que los obtenidos empleando una valoración 

potenciométrica ( logk1 3,26±0,04 y logk2 6,0±0,1 a 20 oC) [130]. Las constantes que hemos 

calculado por el método Deford Hume se encuentran dentro de valores similares a los 

reportados en estudios de complejamiento de otros metales con la AMX, y de la Ag(I) con 

otros compuestos carboxilados con propiedades antimicrobianas [115].  
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3.4.5 Caracterización de complejos de [AMX]n-AgNPs por VIP.  

Las mezclas (m_10nm-0 hasta m_10nm-5) de 0,05mM de AgNPs 10nm y AMX se 

prepararon en un volumen final de 3mL de tampón Britton-Robinson 0,01M pH 7. Las 

concentraciones de AMX variaron de 0mM a 5mM siendo la composición de las mezclas las 

que se muestran en la Tabla 3: m_10nm-0; m_10nm-1; m_10nm-2; m_10nm-3; m_10nm-
4; m_10nm-5. Las mezclas se dejaron interaccionar durante 18 h. a temperatura ambiente 

sin agitación.  

En el caso de las AgNPs de 50nm se prepararon mezclas (m_50nm-0 hasta m_50nm-5) 

de 0,05mM de AgNPs 50nm y AMX (0mM a 5mM) se prepararon en un volumen final de 

10mL de tampón Britton-Robinson 0,01M pH 7. Las composiciones de las mezclas se 

muestran en la Tabla 4, y se dejaron reaccionar durante 18 h. a temperatura ambiente sin 

agitación. 

La técnica voltamétrica utilizada para la evaluación electroquímica de las interacciones 

de las nanopartículas de plata (diámetro nominal 10nm, 50nm) con el antibiótico AMX fue 

la VIP. El procedimiento que empleamos se basa en el depósito de las AgNPs libres o 

complejadas sobre la superficie del electrodo de trabajo, para llevar a cabo su oxidación 

directa a partir de su inmovilización. Este método permite la determinación voltamétrica 

directa de las AgNPs con un barrido anódico, discriminando la corriente medida por 

ejemplo de otras especies de plata como la Ag(I) libre o complejada. Esta técnica también 

proporciona información sobre tamaños de las nanopartículas de plata, al producirse su 

oxidación a mayores potenciales (Ep) a medida que aumenta su diámetro (si bien estos 

desplazamientos son pequeños, del orden de mV). Potencialmente, la VPI puede 

discriminar entre diferentes recubrimientos, aunque este aspecto se ha estudiado poco en 

la bibliografía. El procedimiento optimizado VIP que hemos empleado se describe en el 

apartado 2.3.1 de esta memoria. 

En las mezclas de la m_10nm-0 a la m_10nm-5 se observó una disminución de los 

valores de las Ip y un aumento muy ligero en el Ep (Figura 49). El voltagrama de m_10nm-0 

muestra un pico en 0,248V perteneciente a la oxidación de las AgNPs de 10nm, con una 
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intensidad de 3,42∙10-6A. En la primera mezcla AMX (m_10nm-1) el pico de oxidación se 

desplaza hasta Ep=0,263V con una intensidad ligeramente inferior de 1,66∙10-6 A. A partir 

de esta muestra los picos de oxidación en m_10nm-4 y m_10nm-5 se mantuvieron en un 

valor Ep=0,263V. Aunque en m_10nm-3 el potencial de oxidación 0,276V en este caso el 

pico obtenido era poco simétrico por lo que no se puede determinar el Ep con exactitud. 

Las intensidades de las señales en las mezclas m_10nm-2, m_10nm-3, m_10nm-4 fueron 

4,03∙10-7A; 3,22∙10-7A y 2,95∙10-7A respectivamente. Este resultado indica que se ha 

producido un aumento en el diámetro de las AgNPs. 

 

Figura 49. Voltagramas de las disoluciones mezcla de AgNPs de 10nm a 0,05mM con AMX: 

(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta) y (f) 

5mM(amarillo). Electrodo de trabajo (GC modificado con 5µL de disolición) de referencia 

(Ag/AgCl) y trabajo (platino) [6]. Barrido de potenciales: de -0,2V a 1,0V; ΔE=0,05V, 

ΔEp=0,05V, tm=0,05s y tp,=0,5s  

En las disoluciones m_50nm-0 a m_50nm-5 se observó una disminución de las 

corrientes y un pequeño desplazamiento hacia valores menores de Ep. El voltagrama de 

m_50nm-0 muestra un pico en 0,293 V debido a la oxidación de las AgNPs de 50nm, con 
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una Ip de 8,11∙10-7A. Este potencial de oxidación es mayor que el encontrado en la 

disolución m_10nm-0, debiéndose al mayor diámetro de las AgNPs la muestra m_50nm-0. 
Hasta la muestra m_50nm-4 se observó una disminución de Ep con el aumento de la 

concentración de AMX, pero en la muestra m_50nm-3 las AgNPs se oxidaron a 0,265V un 

Ep superior que el de la mezcla m_50nm-2 pero inferior a m_50nm-0. La Ip en m_50nm-3 
disminuyo hasta 4,03x10-7A cumpliendo con la tendencia. Las muestras m_50nm-4 y 

m_50nm-5 no mostraron picos de oxidación (Figura 50). 

 

Figura 50. Voltagramas de las disoluciones mezcla de AgNPs de 50nm a 0,05mM con AMX: 

(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde). Condiciones de 

medida como en la figura anterior. 

Con el procdimiento VIP se observaron cambios en el comportamiento electroquímico 

de las AgNPs al ponerse en contacto con la AMX. En el caso de las mezclas de la m_10nm-
0 a la m_10nm-5 se observó una tendencia al aumento de Ep de la oxidación de las AgNPs 

al aumentar la concentración de AMX, puede explicarse con el aumento del tamaño de las 

nanopartículas cuando estas son recubiertas por la AMX y/o una mayor energía para su 
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oxidación. En el caso de las muestras de la m_50nm-0 a la m_50nm-3 la variación de Ep de 

oxidación fue en sentido contrario hacia la disminución del potencial de pico. En este caso 

al estar las AgNPs de 50nm recubiertas con PVP, un polímero de mayor tamaño que la AMX 

se hace más difícil la transferencia de carga entre las AgNPs y la superficie del electrodo. 

Esto provoca que sea necesaria mayor energía para la oxidación de las AgNPs recubiertas 

con PVP que para la oxidación de los complejos [AMX]-AgNPs. 

Los máximos de corriente (Ip) disminuyeron al aumentar la concentración de AMX tanto 

para las muestras de AgNPs de 10nm (m_10nm-0 a m_10nm-5) como para las de 50nm 

(m_50nm-0 a m_50nm-3). Es de destacar que el procedimiento VIP empleado mostró 

mayor sensibilidad para las AgNPs de 10nm que en las de 50nm. Mientras que en el análisis 

de las AgNPs de 10nm se obtuvieron valores de ip del orden de lo microamperios, para las 

de 50nm las señales estuvieron por debajo, impidiendo observar corrientes de oxidación 

de AgNPs en las muestras m_50nm-4 y m_50nm-5. La disminución de la sensibilidad de la 

VIP con el aumento del tamaño de las NPs se encuentra explicado en el apartado 2.3.1. La 

variación en Ep en Ip indican que se forman complejos estables de la AMX tanto con las 

AgNPs de 10nm recubiertas de iones citratos como con las AgNPs de 50nm recubiertas de 

PVP. Las constantes de estabilidad de estos complejos serán calculadas en la sección 

siguiente.  

3.4.6 Cálculo electroquímico de las contantes de formación de los complejos 

AMX-AgNP y AMX-AgNP  por el método Deford-Hume. 

Empleando las medidas de VIP y por el método Deford-Hume ya explicado, se 

determinaron los valores de intensidades )(  e ))  y las ∆=> de las mezclas m_10nm-0 a 
m_10nm-5 y m_50nm-0 a m_50nm-5, para calcular las constantes de estabilidad de los 

complejos AMX-AgNP-10nm y AMX-AgNP-50nm respectivamente. 

El gráfico de 70("'PQ_1056) frente a [",-]K se ajustó a una línea recta, 

obteniéndose un coeficiente de correlación R=0,9853 (Figura 51), y la ecuación lineal L =

5,1 ∙ 10,- + 0,7.  
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Figura 51. Representación gráfica (lineal) de la función de !0($%-._1012) frente a la 

concentración de [$)*], siguiendo el método de Deford-Hume. 

El gráfico 70("'PQ_5056) frente a [",-]K también se ajustó a una línea recta de 

ecuación L = 1,6 ∙ 10-- + 1,4, con un valor del coeficiente de correlación R=0,9764 

(Figura 52). El ajuste fue llevado a cabo con el software OriginPro 2020.  
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Figura 52. Representación gráfica (lineal) de la función de !0($%-._5012) frente a la 

concentración de [$)*], siguiendo el procedimiento Deford-Hume. 

Las constantes de estabilidad de los complejos de AMX-AgNP-10nm y AMX-AgNP-50nm 

que se calcularon tuvieron los valores: log β1=3,70±0,03 y log β1=4,21±0,05, 

respectivamente. Estas constantes se encuentran por debajo de la calculada para los 

complejos Ag(I) [AMX] y Ag(I) [AMX]2, deduciéndose que las interacciones entre la AMX y 

las AgNPs son más débiles que entre la AMX y la Ag(I). Algunos autores han estudiado las 

interacciones entre NP metálicas y algunas moléculas orgánicas, encontrando que además 

de la formación de los complejos se producen interacciones no específicas de tipo 

superficial, electroestáticas e hidrofóbicas entre otras [160]. Esto justificaría los valores de 

constantes más bajos para las AgNPs en comparación con la Ag(I). Es importante resaltar 

que hay evidencias por otras técnicas como la FTIR que hay interacciones entre la AMX y 

las AgNPs donde se involucran los grupos –C=O e –OH. La ausencia de la señal del –C=O y 

ensanchamiento de la banda de vibración de –OH en el análisis FTIR indican la formación 

de un enlace a través del carbonilo y una posible interacción electroestática con el grupo 

hidroxilo ; [161]. 
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3.5 Otras técnicas instrumentales para la caracterización de los complejos 
de amoxicilina con nanopartículas de plata. 

En la caracterización electroquímica de los complejos de amoxicilina con AgNPs de 

10nm y de 50nm, descritos en el apartado 3.2.2UV-Vis de este capítulo, se han observado 

cambios en las energías de oxidación de las AgNPs al mezclarse con la AMX. Estos cambios 

se deben recubrimiento de las AgNPs con las moléculas de AMX. Es importante e 

interesante complementar y ampliar la información electroquímica con el estudio de las 

mezclas de AMX y AgNPs por técnicas instrumentales muy utilizadas en la determinación 

de tamaños de NPs.  

 Como complemento a la información de las técnicas electroquímicas, empleads en los 

apartados anteriores, hemos estudiado otras técnicas instrumentales que proporcionan 

información analítica complementaria sobre la caracterización de complejos de las AgNPs 

con ligandos antibióticos, o que detectan cambios en el tamaño de nanopartículas, como 

las basadas en la dispersión dinámica de la luz (dynamic light scatering, DLS) y la 

cromatografía hidrodinámica (hydrodinamic chromatography, HDC). La caracterización 

estequiométrica de los complejos de la plata disuelta Ag(I) [AMX]n no puede ser estudiada 

con estas técnicas instrumentales, debido a que sólamente son aplicables a nanopartículas 

sólidas o a moléculas de gran tamaño [6].  

La técnica DLS permite la medición del tamaño hidrodinámico de partículas en 

dispersión, cuantificando el movimiento por difusión. En esta técnica un láser es enfocado 

en un pequeño volumen de disolución que contiene las nanopartículas la luz dispersada es 

colectada sobre un pequeño ángulo sólido. El movimiento Browniano de los dispersores 

(nanopartículas) y la dispersión del haz incidente permiten determinar un coeficiente de 

difusión, y a partir de éste, mediante la ecuación de Stokes, se puede determinar el 

diámetro hidrodinámico (Figura 53). El tamaño hidrodinámico se define como “el tamaño 

de una esfera rígida hipotética”. Sin embargo, en la práctica, las nanopartículas en 

disolución no son esferas rígidas, son entes dinámicos, y además se encuentran solvatadas 

con el disolvente. Debido a este motivo, el diámetro calculado por DLS indica el tamaño 
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real de la partícula dinámica hidratada y solvatada, de ahí que se le llame diámetro o 

tamaño dinámico. Este diámetro suele ser mayor que el real [162]. En la figura 17 se 

muestra esquemáticamente los componentes instrumentales empleados en DLS.  

 

Figura 53. Esquema de un instrumento DLS y medida de una muestra: (a) Componentes 

instrumentales de un equipo de DLS; (b) registro de intensidad de luz dispersada por una 

muestra en función del tiempo [163] 

El uso de DLS tiene entre sus ventajas la rapidez del análisis, además de no necesitar 

calibrado para la determinación del tamaño de las nanopartículas. En contraste, esta 

técnica no suele dar resultados exactos en muestras con matrices complejas, a bajas 

concentraciones de nanopartículas, o en muestras polidispersas (una distribución de gran 

variabilidad o varias distribuciones de tamaño). La polidispersión (Pdi) se define como la 

anchura (σ) de la distribución de tamaños (QUA = VW UX Y
!

). Valores de Pdi ˂ 0,02 

corresponden a muestras monodispersas (una sola distribución de tamaños), valores 0,02 

˂ Pdi ˂ 0,08 pertenecen a muestras denominadas distribuciones estrechas, y muestras con 

valores de Pdi > 0,08 son considerada muestras polidispersas [162]. A pesar de estas 

limitaciones, DLS es una de las técnicas más utilizadas en la caracterización por tamaños de 

nanopartículas sintéticas. En la Figura 54. se representa el fundamento de la separación 

por DLS. 

La HDC es una técnica de separación de partículas muy similar a la cromatografía de 

exclusión por tamaño y técnicas de fraccionamiento en flujo. Se basa en la separación de 
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las partículas entre dos fases, una de las cuales es un líquido (fase móvil) y la otra en un 

sólido poroso (fase estacionaria). Las partículas de mayor tamaño pasan con mayor 

facilidad a través de la fase estacionaria, mientras que las partículas de menor tamaño 

tardan más en terminar su camino a través de la misma (Figura 54). La principal diferencia 

de la HDC con otras técnicas cromatográficas es que en esta técnica la fase estacionaria es 

totalmente inerte, y las partículas que se separan no tienen ninguna interacción con esta 

fase. Por lo tanto, cualquier separación que tenga lugar se produce por fenómenos que 

operan exclusivamente dentro del volumen vacío del lecho empaquetado. Esto garantiza 

que la separación solo ocurre por la diferencia de tamaño entre estas partículas [164].  

El uso de la HDC tiene muchas ventajas, como por ejemplo la amplia variedad de 

detectores que pueden acoplarse: absorción molecular con baterías de diodos, 

fluorescencia molecular, electroquímicos, ó DLS, entre otros. Se caracteriza también por 

sus cortos tiempos para el análisis. Sin embargo, tiene como desventajas que la resolución 

de la técnica se ve afectada por la selección de algunas variables como la composición de 

la fase móvil, dimensiones de la columna que contiene la fase estacionaria, o tamaño de la 

fase estacionaria, entre otras. 

 

Figura 54. Esquema de separación de partículas en una columna HDC. 

3.5.1 Caracterización de complejos de AMX con AgNPs con DLS. 

Las disoluciones utilizadas en la caracterización de los complejos AMX con AgNPs de 

50nm y 10nm por DLS, tienen las mismas composiciones que las muestras que hemos 

denominado m_10nm-0 a la m_10nm-5 y m_50nm-0 a la m_50nm-5, respectivamente.  
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El diámetro hidrodinámico de las AgNPs en la muestra m_10nm-0 fue de 29,0nm±3,0nm 

(n=3), un valor superior el valor real, como se ha descrito anteriormente. La polidispersidad 

en la muestra fue de 0,4. Este valor es considerado elevado teniendo en cuenta que la 

muestra m_10nm-0 es un patrón comercial de AgNPs de 10nm. La inexactitud en la 

determinación de tamaño en esta muestra no se debe a que sea una muestra polidispersa, 

sino a que la concentración de las AgNPs de 10nm no es la adecuada para el análisis 

(0,05mM). Se necesitan mayores concentraciones de muestras en esta técnica, para las 

nanopartículas de este tamaño tan pequeño. 

En la Tabla 15 se muestran los resultados de las medidas con DLS para las muestras de 
m_10nm-0 a m_10nm-5. 

Las medidas de cada una de las muestras se midieron por triplicado, calculando la media 

y la desviación estándar de estas réplicas. También se muestran en la tabla los índices de 

Pdi de cada una de las medidas, con valores superiores a 0,08 en todos los casos, lo que 

indica que las estimaciones de los diámetros no son exactas ni precisas. Los valores de los 

diámetros resaltados en rojo re eliminaron de los cálculos de la media de diámetro y la SD 

al tratarse de resultados anómalos (criterio Dixon para un 95% de nivel de confianza). Aun 

eliminando estos valores anómalos, no se encontraron diferencias significativas entre los 

diámetros medios de las muestras m_10nm-0 a la m_10nm-5, teniendo en cuenta la 

dispersión de tamaños (desviación estándar) de los resultados de las muestras. Por lo que 

los resultados DLS no permiten concluir que haya un aumento de tamaño de las AgNPs 

después de ponerlas en contacto y dejarlas reaccionar con el antibiótico AMX.  
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Tabla 15. Diámetro, polidirpersidad (Pdi), media y desviación estándar (SD) del 
diámetro medidas por DLS de las mezclas de la m_10nm-0 a la m_10nm-5. 

Mezcla Diámetro (nm) Pdi media (nm) SD (nm) 

m_10nm-0 replica 1 26,6 0,5 

29,0 3,0 m_10nm-0 replica 2 26,0 0,4 

m_10nm-0 replica 3 31,0 0,4 

m_10nm-1 replica 1 81,6 0,1 

30,0 10,0 m_10nm-1 replica 2 39,1 0,2 

m_10nm-1 replica 3 25,2 0,5 

m_10nm-2 replica 1 65,5 0,1 

25,8 0,3 m_10nm-2 replica 2 26,0 0,4 

m_10nm-2 replica 3 25,6 0,4 

m_10nm-3 replica 1 81,7 0,1 

30,0 11,0 m_10nm-3 replica 2 39,8 0,2 

m_10nm-3 replica 3 23,7 0,5 

m_10nm-4 replica 1 153,8 0,2 

23,0 1,0 m_10nm-4 replica 2 22,7 0,4 

m_10nm-4 replica 3 24,1 0,4 

m_10nm-5 replica 1 188,0 0,2 

46,0 16,0 m_10nm-5 replica 2 58,4 0,2 

m_10nm-5 replica 3 34,0 0,6 
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En la Tabla 16UV-Vis se muestran los resultados medidos con DLS de las muestras 

m_50nm-0 a la m_50nm-5. La medida de cada una de las muestras se realizó también, por 

triplicado. Los índices Pdi de cada una de las medidas son ligeramente superiores a 0,08 en 

todos los casos, pero inferiores a las muestras m_10nm-0 a m_10nm-5. Lo que nos indica 

que las estimaciones de los diámetros en las muestras de la m_50nm-0 a la m_50nm-5 
tienen menos sesgo que las m_10nm-0 a la m_10nm-5. El diámetro medio de la muestra 

m_50nm-0 fue de 73,3±0,2nm, superior al diámetro real, dado que lo medido es el 

diámetro hidrodinámico.  

Se observó un aumentó en el diámetro hidrodinámico en las muestras m_50nm-1, 
m_50nm-2 y m_50nm-3, con valores: 75,8nm±0,7nm; 76,6nm±0,4nm y 96,0nm±1,1nm, 

respectivamente. En la muestra m_50nm-4 se observó una disminución del diámetro 

hidrodinámico hasta 67,8nm±0,1nm, valor que es incluso menor que el encontrado en 

m_10nm-0, tratándose posiblemente de un resultado anómalo. Un aumento del diámetro 

hidrodinámico hasta 89,0nm±2nm se encontró en la m_50nm-5. Aunque no se observa un 

aumento del diámetro hidrodinámico con el aumento de la concentración de AMX sí se 

observan diferencias significativas entre la muestra que no ha estado en contacto con el 

antibiótico (m_50nm-0) y tres de las muestras que si lo han estado (m_50nm-1, m_50nm-
2, m_50nm-3 y m_50nm-5). 
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Tabla 16. Diámetro, Pdi, media y SD del diámetro medidas por DLS de las mezclas de 
la m_50nm-0 a la m_50nm-5. 

Mezcla Diámetro (nm) Pdi media (nm) SD (nm) 

m_50nm-0 replica 1 73,1 0,2 

73,3 0,2 m_50nm-0 replica 2 73,5 0,2 

m_50nm-0 replica 3 73,4 0,2 

m_50nm-1 replica 1 76,2 0,1 

75,8 0,7 m_50nm-1 replica 2 76,3 0,1 

m_50nm-1 replica 3 75,0 0,2 

m_50nm-2 replica 1 76,6 0,1 

76,6 0,4 m_50nm-2 replica 2 77,1 0,1 

m_50nm-2 replica 3 76,3 0,1 

m_50nm-3 replica 1 95,6 0,2 

96,0 1,0 m_50nm-3 replica 2 94,9 0,2 

m_50nm-3 replica 3 96,9 0,2 

m_50nm-4 replica 1 67,9 0,1 

67,8 0,1 m_50nm-4 replica 2 67,6 0,1 

m_50nm-4 replica 3 67,8 0,1 

m_50nm-5 replica 1 87,3 0,3 

89,0 2,0 m_50nm-5 replica 2 88,3 0,3 

m_50nm-5 replica 3 90,7 0,3 
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En conclusión, la técnica DLS muestra limitaciones para estudiar diferencias de tamaño 

de las nanopartículas de plata conjugadas o unidas a moléculas de antibiótico en el tipo de 

muestras descritas. Por otro lado, la concentración de 0,05mM de las AgNPs de 10nm no 

es la óptima obtener resultados precisos y exactos, por las limitaciones inherentes propias 

de la técnica. La relación que existe entre tamaño de la nanopartícula y la radiación 

dispersada (sexta potencia) hace que las partículas más pequeñas dispersen muy poca 

radiación, lo que produce señales imprecisas. Los valores de polidispersidad por encima de 

0,08, incluso en las muestras m_10nm-0 y m_50nm-0, refuerzan la afirmación anterior.  

3.5.2 Caracterización de complejos de AMX con AgNPs con HDC. 

Las muestras de m_10nm-0 a la m_10nm-5 y de la m_50nm-0 a la m_50nm-5 se 

midieron por HDC con las condiciones descritas en el apartado 3.2.4. Cada una de las 

muestras se midieron por triplicado. 

En la Figura 55 se observa los cromatogramas de las muestras m_10nm-0 a m_10nm-5. 

La señal de las AgNPs de 10nm en la muestra m_10nm-0 se observó a un tiempo de 

8,20±0,01min. En las muestras de la m_10nm-1 a la m_10nm-5 la señal se encontró a los 

8,188±0,004min. Se observa una ligera disminución del tiempo de retención (tr), lo que 

significa un ligero aumento en el tamaño de las AgNPs. Los resultados de las medidas 

realizadas descartan la formación de agregados en las muestras al observarse un solo pico. 

Los valores de las señales no son concluyentes, y se complementaron con medidas de 

absorción con EAM-UV-Vis, tal como se explica en el apartado 3.3.  

Los cromatogramas de las muestras de la m_50nm-0 a la m_50nm-5 se muestran en la 
Figura 56. La señal de las AgNPs de 50nm en la muestra m_50nm-0 se observó en 

7,940±0,006min. Mientras que en las muestras que estuvieron en contacto con la AMX 

(m_50nm-1 a la m_50nm-5) mostraron valores de tiempo de 7,930±0,001min. La ligera 

disminución del tr en las muestras de la m_50nm-1 a la m_50nm-5 indican un ligero 

aumento del tamaño de las AgNPs. En estas muestras también se descarta la formación de 

agregados de las nanopartículas de plata o de sus complejos, ya que se observa un solo 

pico. 
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Figura 55. Cromatogramas HDC de las mezclas de AgNPs de 10nm a 0,05mM con AMX: 

(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta) y (f) 

5mM(amarillo), Las medidas se llevaron a cabo en una columna PL-PSDA tipo 1, con un 

flujo de 1,6mL, después de inyectar 20µL de las muestras. 

El estudio de las interacciones de las nanopartículas con macromoléculas de gran 

tamaño (por ejemplo, proteínas) sí muestra cambios importantes en los tiempos de 

retención medidos con HDC, como hemos comprobado en nuestro laboratorio [6]. Sin 

embargo, como hemos visto en los cromatogramas anteriores, las interacciones de las 

AgNPs con antibióticos no producen cambios importantes en los tiempos de retención. 
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Figura 56. Cromatogramas HDC de las mezclas de AgNPs de 50nm a 0,05mM con AMX: 

(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta) y (f) 

5mM(amarillo). Las medidas se llevaron a cabo en una columna PL-PSDA tipo 1, con un 

flujo de 1,6mL, inyectando 20µL de las muestras. 

La conclusión más importante que nos da la HDC en este estudio es que no se produce 

aglomeración de las AgNPs sólas o en presencia del AMX. Lo que nos permite afirmar que 

los cambios en los espectros de absorción de los espectros EAM-UV-Vis se deben a cambios 

en los grupos cromóforos del antibiótico y no a cambios en el plasmón superficial de las 

AgNPs debidos a estas agregaciones o aglomeraciones. Al igual que no se producen en las 

medidas electroquímicas, que se han realizado en las mismas condiciones químicas y físicas 

y con las mismas concentraciones. 
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ENROFLOXACINA 

3.6 Caracterización de complejos de enrofloxacina con plata iónica y 
nanopartículas de plata. 

La interacción de los metales de transición Ti(IV), Y(III), Zr(IV), Pd(II) y Ce(IV) con el 

antibiótico enrofloxacina (ENRO) conduce a la formación de complejos mononucleares 

catiónicos o neutros [119]. Mientras que los complejos formados con los metales de tipo 

lantánidos como La(III) y Sm(III) conduce a la formación de complejos dinucleares [112]; 

[165]. En todos los casos, la forma desprotonada de la enrofloxacina actúa como un ligando 

bidentado coordinando a los iones metálicos a través del oxígeno de la cetona y un oxígeno 

del carboxilato. Los complejos se han caracterizado con análisis fisico-químicos (punto de 

fusión, conductancia molar, propiedades magnéticas y análisis elemental), 

espectroscópicos (FT-IR, EAM UV-Vis, 1H-NMR) y termogravimétricos [165]. El análisis FT-

IR evidencia la formación de quelatos por el desplazamiento de las señales de los grupos 

carbonilo (C=O) y carboxilato (COO-). La ausencia de la señal del protón del grupo -COO- en 

el análisis por 1H-NMR también evidencia la acción de este grupo carboxilato en la 

complejación [120]. 

Se han preparado y caracterizado estructuralmente en la bibliografía complejos de Ag(I) 

con enrofloxacina [Ag(ENRO)2NO3]. En estos complejos, la enrofloxacina se comportó como 

un ligando monodentado con un enlace coordinado único a través del oxígeno del grupo -

COO- ; [131]. 

Las interacciones de la enrofloxacina con algunas nanopartículas metálicas como las de 

Fe3O4(s) han sido utilizados para disminuir los límites de detección de métodos 

electroquímicos en la determinación del antibiótico [154]; [166].  

Sin embargo, no se han encontrado referencias bibliográficas que muestren la 

caracterización de los complejos de enrofloxacina con las especies de plata, ni con Ag(I) ni 

con AgNPs. 
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En este apartado se estudian las interacciones que se producen entre la enrofloxacina, 

la Ag(I) y las AgNPs de 10nm y 50nm, empleando métodos electroquímicos (voltametría 

directa y voltametría de redisolución). El método de Deford-Hume fue utilizado en el cálculo 

de la constante de estabilidad de los complejos de la ENRO con las diferentes especies de 

plata. Las técnicas EAM UV-Vis y HDC complementaron la interpretación de los resultados 

electroquímicos en el estudio de dichos complejos. 

A continuación, se discuten los resultados encontrados en la caracterización de los 

complejos ENRO-Ag(I) y ENR-AgNPs por las técnicas EAM UV-Vis, electroquímicas y HDC. 

3.6.1 EAM UV-Vis en la caracterización de complejos de enrofloxacina con plata 

iónica y nanopartículas de plata. 

La enrofloxacina (ENRO) [ácido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(4-etil-1-

piperazinil)-3-quinolin carboxílico] (Figura 57) es una fluoroquinolona de tercera 

generación. Debido a su excelente acción bactericida contra los patógenos Gram-negativos 

y Gram-positivos, se ha utilizado ampliamente en medicina veterinaria y humana [117]; 

[122]. Es una molécula anfótera que presenta en su estructura un biciclo heteroatómico 

constituido por un núcleo de ácido β-piridónico y un anillo aromático orto disustituido por 

un anillo piridinico y un fluor [112].  

 

 

Figura 57. Estructura de la enrofloxacina. 
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En el espectro de absorción molecular de la enrofloxacina se pueden observar tres zonas 

de máximos de absorción: las bandas 271nm (ENRO_B1), 327nm (ENRO_B2), y 338nm 

(ENRO_B3). Las bandas en 327nm y 338nm corresponden a las transiciones π - π* y n- π* . 

El máximo en 271nm puede atribuirse a la primera banda primaria (ρ) del benceno la cual, 

aunque tiene un valor de base de 204nm puede desplazarse batocromicamente en 

bencenos disustituidos por grupos cromóforos (piperacina y fluor) al presentar un 

acentuado carácter de transferencia de carga entre el anillo aromático y el sustituyente.  

3.6.2 Estudio del complejo ENRO-Ag(I) por EAM UV-Vis. 

Se estudió la variación del espectro de absorción molecular de una disolución de ENRO 

de concentración 0.015mM con la adición de concentraciones crecientes de Ag (I) 

(0,05mM; 0,5mM; 2,5mM; 5mM). Las diferentes disoluciones se identificaron como: E-0; 

E-1 E-2; E-3; E-4. La Tabla 2 muestra las composiciones de estas disoluciones.  

El espectro de la ENRO en disolución amortiguadora de Britton-Robinson 0,1M pH 7 

mostró las bandas de absorción detalladas anteriormente: máximos de absorbancia 

ENRO_B1, ENRO_B2 y ENRO_B3 (271nm; 323nm; 334,8nm) (Figura 58). Cuando la ENRO 

fue mezclada con la Ag(I) no se observaron cambios significativos por debajo de relaciones 

molares de 1:30 (E-1; E-2). En las muestras E-3 y E-4 donde las relaciones molares fueron 

1:160 y 1:320 se observaron cambios tanto en la intensidad como en la posición de las 

bandas ENRO_B1, ENRO_B2 y ENRO_B3. Las bandas ENRO_B2 y ENRO_B3 se desplazaron 

hipsocrómicamente hasta 314nm; 329nm(E-3) y 303; 329nm (E-4) respectivamente. La 

banda ENRO_B1 tuvo un comportamiento diferente al desplazarse batocrómicamente 

hasta 278nm tanto en la muerta E-3 y E-4. Las intensidades en las bandas de la ENRO 

tampoco mostraron diferencias significativas con respecto a las mezclas con Ag(I) hasta que 

la relación 1:30. En el patrón de ENRO (E-0) y en las mezclas E-1 y E-2 se observaron 

intensidades medias de 0,907±0,009(ENRO_B1); 0,361±0,009(ENRO_B2) y 

0,34±0,02(ENRO_B3). Mientras que se observó un aumento en los valores de absorbancia 

en las mezclas E-3 y E-4 de las bandas ENRO_B1 y ENRO_B2. Los valores de absorbancia en 

la muestra E-3 aumentaron hasta 1,127(ENRO_B1); 0,413(ENRO_B2), mientras que en la 
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mezcla E-4 hasta 1,179(ENRO_B1); 0,543(ENRO_B2). En contraste la absorbancia de la 

banda ENRO_B2 sufrió ligera disminución en las muestras E-3 y E-4 hasta 0,32±0,01.  

En general se puede decir que se han observado cambios en el espectro de absorción 

molecular de la ENRO que reafirman la formación de un complejo entre la ENRO y la Ag(I). 

Los desplazamientos hipsocromicos en la banda ENRO_B2 perteneciente a la transición n-

π* de grupo carboxilato confirman que este grupo se encuentra involucrado en la 

formación del complejo. Lo que está de acuerdo por lo publicado en la caracterización de 

este tipo de complejos [168]. 

 

Figura 58. Espectro de absorción molecular de las disoluciones de ENRO 0,015mM con 

Ag(I): (a) 0mM(rojo); (b) 0,05mM(azul); (c) 0,5mM(verde); (d) 2,5mM(violeta); (e) 

5mM(amarillo); (f) Ag(I) 5mM(negro). Las medidas se llevaron a cabo en un rango de 

longitudes de onda de 400nm a 200nm, con una velocidad de barrido de longitudes de onda 

de 100nm min-1. 

3.6.3 Estudio del complejo ENRO-AgNPs por EAM UV-Vis. 

Se ha demostrado que las AgNPs interaccionan con antibióticos que contienen grupos 

funcionales aminos y carbonilos, como ocurre con la AMX [169]. Por lo que es de esperar 
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que existan interacciones entre la ENRO y las AgNPs, ya que este antibiótico presenta en 

su estructura tanto, grupos carbonilicos (anillo piridónico) como aminos (piperazina) [170]. 

Sin embargo, estas interacciones no se han estudiado con anteriodidad. 

En este apartado se caracterizan las interacciones de ENRO con las AgNPs por EAM UV-

Vis. Y se estima la estequiometria de dichos complejos con una variación del método de las 

relaciones molares. La banda SPR es sensible a las modificaciones superficiales de las 

AgNPs. En el estudio se utilizaron AgNPs de 10nm recubiertas de iones citratos y de 50nm 

recubiertas de PVP, para ver sus diferencias. 

Las mezclas de m_10nm-0 hasta m_10nm-5 y de m_50nm-0 hasta m_50nm-5 se 

prepararon como se describe en la sección 1.3.1, las composiciones de las misma se 

encuentran en las tablas 3 y 4. Las mezclas se dejaron reaccionar durante 2h temperatura 

ambiente sin agitación.  

 

Figura 59. Cambio de coloración en las muestras m_10nm-0 a m_10nm-4 estando estas 

muestras colocada de modo creciente de izquierda a derecha. 

Al mezclar las dispersiones de las AgNPs con las disoluciones de ENRO (Figura 59, se 

observó un cambio de coloración que es debida a la formación de un complejo entre ambas 

especies.  
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El máximo de absorbancia de la banda SPR del patrón de AgNPs de 10nm a 0,05mM 

(m_10nm-0) (negro), se situó en los 395,8nm en concordancia con la Figura 40 y con la 

misma muestra en el estudio de la sección 3.3.2. Mientras que como se expuso 

anteriormente en este la sección 3.6.1 las bandas ENRO_B2 y ENRO_B3 se encuentran en 

los 323nm; 334,8nm respectivamente. La proximidad de estas señales y la mayor 

absortividad molar en las bandas de la ENRO han originado el solapamiento de las señales 

de la ENRO y las AgNPs de 10nm. Lo que imposibilitó las medidas espectrofotométricas de 

las idisoluciones donde las relaciones molares entre la AgNPs de 10nm y ENRO fueron 

superiores a 1:10 (M/M): m_10nm-3; m_10nm-4; m_10nm-5. En la Figura 60 se ha 

ampliado la región donde se encuentra la banda SPR de las AgNPs de 10nm y se puede 

observar las absorbancias en las mezclas m_10nm-0; m_10nm-1; m_10nm-2. Las muestras 
m_10nm-4 y m_10nm-5 no se representaron en la Figura 60 debido al total solapamiento 

de la señal SPR de las AgNPs de 10nm, que impide las medidas de absorbancia por debajo 

ce aproximadamente 350 nm.  

En la Tabla 17 se pueden observar las absorbancias y longitudes de onda de las bandas 

de las AgNPs y ENRO, para las muestras m_10nm-0; m_10nm-1 y m_10nm-2. Se demuestra 
una ligera disminución de las intensidades de la banda SPR de las AgNPs de 10nm con el 

aumento de la concentración de la ENRO, además de un ligero ensanchamiento de las 

mismas. Este resultado es consistente con el aumento de tamaño de las AgNPs por 

recubrimiento con las moléculas de ENRO. No se observaron variaciones en las posiciones 

de las bandas ENRO_B2 ni ENRO_B3. Lo que indica que las hay interacciones entre ENRO 

con las AgNPs no son por el grupo carbonilo como se demuestra en el complejo con Ag(I).  
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Figura 60. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 10nm a 0,05mM 

con ENRO: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 

ENRO(violeta). Velocidad de barrido de 200nm min-1. 

El análisis por EAM UV-Vis de las dispersiones m_10nm-0 a m_10nm-5 no permitieron 

la estimación de la estequiometría del complejo ENRO-AgNP_10nm, ya que solo se 

observaron señales a relaciones molares 1:1 y 1:2. Lo que imposibilita la representación 

gráfica de la Absorbancia frente al número de moléculas de ENRO por cada AgNP de 10nm.  

Tabla 17. Resumen de los parámetros espectrofotométricos encontrados en las 
disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-3. 

Mezcla m_10nm-0 m_10nm-1 m_10nm-2 m_10nm-3 

λ(SPR)anm 393,8 398,6 402,2 - 

A(SPR)b 0,134 0,122 0,093 - 
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W (SPR)cnm 373-544 363-475 375-545 - 

λ(ENRO_B3)d nm - 334,6 334,8 - 

A(ENRO_B3)e - 0,649 1,308 saturado 

λ(ENRO_B2)f nm - 323,2 322,6 - 

A(ENRO_B2)g - 0,645 1.30 saturado 

aλ(SPR), longitud de onda del máximo de absorción de la banda SPR de AgNPs de 10nm; bA(SPR), 

Absorbancia de la banda SPR de AgNPs de 10nm; cW(SPR), Ancho de la banda SPR de AgNPs de 

10nm; dλ(ENRO_B3), longitud de onda del máximo de absorción de la banda ENRO_B3 de la ENRO; 

eA(ENRO_B3), Absorbancia de la banda ENRO_B3 de la ENRO; fλ(ENRO_B2), longitud de onda del 

máximo de absorción de la banda ENRO_B2 de la ENRO; gA(ENRO_B2), Absorbancia de la banda 

ENRO_B2 de la ENRO. 

En el estudio de las interacciones entre las AgNPs de 50nm y la ENRO se prepararon las 

disoluciones denominadas m_50nm-0 a m_50nm-5, cuyas composiciones se reflejan en 

laUV-Vis Tabla 4 dejaron interaccionar durante 2h temperatura ambiente, sin agitación.  

El máximo de absorción de la banda SPR del patrón de AgNPs de 50nm a 0.05mM 

(m_50nm-0) (negro), se situó en 424nm (A=0,635), valor que se encuentra entre los 

observados para las AgNPs de 40nm y 60nm (Figura 60). Mientras que las bandas ENRO_B2 

y ENRO_B3 se encuentran en los 323nm y 334,8nm, respectivamente. En este caso, hay 

una mayor separación entre la banda SPR de las AgNPs de 50nm y las bandas de la ENRO, 

lo que permitió la medida de un mayor rango de relaciones molares AgNPs/ENRO para el 

estudio de las interacciones entre estas especies.  

La Figura 61 muestra los espectros de absorción molecular de las disoluciones m_50nm-
0 a la m_50nm-4. La muestra m_50nm-5 no se pudo medir, ya que las bandas de absorción 

del antibiótico ENRO saturaron el espectro. En la Figura 61 también se observa la 

ampliación de la zona donde se encuentra la banda SPR de las AgNPs de 50nm.  
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Figura 61. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 50nm a 0,05mM 

con ENRO: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 

1mM(violeta); (f) ENRO 0,05mM(amarillo). Velocidad de barrido de 200nm min-1. 

En la Tabla 18 se observan algunos parámetros del espectro de las disoluciones de la 

m_50nm-0 a la m_50nm-4. No se observaron cambios significativos de estos parámetros 

en las mezclas con el aumento de la concentración de ENRO. La banda SPR se desplazó 

desde 424nm (m_50nm-0) hasta 427nm (m_50nm-4), este desplazamiento no se consideró 

significativo, ya que se encuentra en el rango de variación de la banda. Se observó una 

ligera disminución en la absorbancia a partir de la relación molar 1:1 en m_50nm-1 
(A=0,599), y se mantuvo con poca variación hasta la relación 1:20 m_50nm-4 (A=0,614). La 

variación más interesante se observó en el estrechamiento de la banda SPR de las AgNPs 

con el aumento de la concentración de ENRO desde la m_50nm-0 a la m_50nm-4. El 

estrechamiento de la banda SPR sugiere una disminución del tamaño de las AgNPs con el 

aumento de la concentración de ENRO. No se observaron variaciones en las posiciones de 

las bandas ENRO_B2 ni ENRO_B3, lo que indica que no se producen interacciones entre el 

grupo carbonilo de la ENRO y las AgNPs. 
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En la Figura 62 se muestra la variación de la absorbancia en función de la relación entre 

el número de moléculas de ENRO y el número de partículas de AgNPs de 50nm. Aplicando 

esta variación al método de las relaciones molares, se puede decir que cada AgNP de 50nm 

se encuentra rodeada de 4,13∙108 moléculas de ENRO. Este valor es equivalente a 

aproximadamente 5,26∙105 moléculas de ENRO por nanómetro cuadrado. En este caso se 

encontraron menor cantidad moléculas de antibióticos por nanómetro cuadrado que en el 

caso de la AMX. Este resultado es consistente con el menor desplazamiento en las bandas 

SPR de las AgNPs cuando se dejan reaccionar con el antibiótico ENRO. 

 

Figura 62. Variación del método de las relaciones molares para la determinación de la 
estequiometría del complejo de ENRO con AgNPs de 50nm. La línea discontinua roja 
representa la estequiometría del complejo. 

En resumen, el estudio espectrofotométrico de las interacciones entre la ENRO con las 

AgNPs no mostró cambios importantes en los espectros de absorción de las AgNPs de 10 o 

50nm. Las AgNPs de 10nm recubiertas de iones citratos mostraron un ligero 

desplazamiento batocrómico con aumento de la anchura de la banda que indica un ligero 
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aumento del tamaño de la nanopartícula. Mientras que la disminución del ancho en la 

banda SPR de las AgNPs de 50nm recubiertas con PVP indican una disminución del tamaño 

de estas nanopartículas. Este resultado se puede explicar análogamente al estudió con la 

AMX, ya que se observa la misma tendencia con la variación del recubrimiento de las 

AgNPs. Aunque la poca variación de los espectros sugiere que las interacciones entre la 

ENRO y las AgNPs son más débiles que las encontradas entre la AMX y las AgNPs. Y se 

demuestra que las interacciones no tienen la misma naturaleza (a través de grupo 

carboxilo) ya que las bandas características de la ENRO no variaron al ponerse en contacto 

con las AgNPs.  

3.6.4 Técnicas electroquímicas en la caracterización de complejos de 
enrofloxacina con plata iónica y nanopartículas de plata. 

La bibliografía científica menciona el estudio y cálculo de constantes de formación de 

complejos entre la ENRO y especies metálicas por diferentes métodos electroquímicos. La 

caracterización potenciométrica de complejos entre antibióticos del grupo 

fluoroquinolonas y diferentes métales muestra, por ejemplo, que la ENRO forma complejos 

muy estables con metales trivalentes como Fe(III) y Al(III). Mientras que con métales 

divalentes como Ca(II) y Mg(II) tienen constantes de formación mucho menores y son 

menos estables. En esta referencia no se estudian los posibles complejos de la ENRO con 

métales monovalentes [171]. 

También se han empleado métodos voltametricos en el estudio de interacciones entre 

especies orgánicas y metálicas. La voltametria de onda cuadrada y la diferencial de pulso 

han sido utilizadas para calcular constantes de estabilidad entre metales divalentes y 

ligandos que tienen en su estructura grupos ácidos y aminos, similares a los que presenta 

la ENRO en su estructura química [151]. De todas las técnicas voltamétricas destaca la 

voltametría cíclica (CV) como la más utilizada para el estudio de este tipo de interacciones. 

La CV se ha utilizado en diversos trabajos de estudio de la interacción del ADN con los 

complejos metálicos [172]. La variación de Ep y la Ip del complejo metálico en presencia de 

ADN indica una interacción entre ambas especies y permite determinar el modo de 

interacción. La disminución de Ip del complejo por la adición de cantidades crecientes de 
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ADN permiten la determinación de la constante de estabilidad y el tamaño del sitio de 

unión entre el ADN y el complejo metálico [173]. 

La caracterización de complejos metálicos por métodos voltamétricos tiene un gran 

número de publicaciones científicas. Sin embargo, no se ha encontrado en la bibliografía 

científica publicaciones sobre el uso de técnicas voltamétricas para estudiar las 

interacciones entre el antibiótico ENRO y la Ag(I) y/o AgNPs.  

En este apartado se resumen los resultados que hemos encontrado en la caracterización 

voltamétrica de complejos ENRO-Ag(I) y ENRO-AgNPs. Se empleó DPV y ASV en la 

caracterización de los complejos ENRO-Ag(I), y VIP para los complejos ENRO-AgNPs. Se han 

calculado las contantes de formación de estos complejos por el método Deford-Hume.  

3.6.5 Caracterización de complejos de ENRO-Ag(I) por voltametría directa 
(voltametría diferencial de pulsos). 

Las muestras identificadas como Ag(I)-S0 a la Ag(I)-S4 se prepararon en un volumen 

final de 20mL de KNO3 0,1M y se dejaron reaccionar durante 2h en agitación orbital. Las 

composiciones de las disoluciones son las descritas en el apartado 1.3.1. Se midieron por 

DPV en la misma forma descrita en el apartado 1.6.1, por triplicado.  
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Figura 63. Voltagramas DPV de disoluciones mezcla de Ag(I) 1mM con ENRO: (a) 
0mM(negro); (b) 2mM(rojo); (c) 4mM(azul); (d) 8mM(verde); (e) 10mM(violeta); (f) 
20mM(amarillo) y (g) KNO3 0,1M(verde claro). Condiciones de medida como la figura 
anterior. 

El voltagrama sobre la disolución de electrolito soporte (KNO3 0,1M) no mostró 

corrientes en el intervalo de potenciales estudiado, según lo esperado (Figura 63). Mientras 

que en la muestra Ag(I)-S0 se observó una única señal a Ep1=-0,43±0,05 perteneciente a la 

reducción de la Ag(I) a Ag(0). Cuando se mezclaron las disoluciones de Ag(I) y ENRO 

(mezclas de Ag(I)-S1 a la Ag(I)-S4) ocurrieron cambios significativos en los voltagramas. Se 

observó un desplazamiento de Ep1 a potenciales menos negativos y la aparición de un 

nuevo pico de reducción a potenciales más negativos (Ep2). El desplazamiento de Ep1 a 

menores potenciales de reducción indica la formación de una nueva especie de plata que 

se forma en presencia de ENRO. Dicha especie se reduce directamente (complejo inerte, 

no lábil, que se reduce directamente sin disociación previa), necesitando un menor 

potencial (energía) para su ruptura y reducción. Está especie se identificó como un 

complejo Ag(I) [ENRO]. La aparición de un nuevo pico de reducción a potenciales de 
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reducción más negativos se explica por la formación de la especie Ag(I) [ENRO]2 la cual 

necesita más energía para su ruptura y reducción.  

 

 

 

 

También se observaron diferencias entre la Ip en la disolución Ag(I)-S0, donde no hay 

presencia de ENRO y las demás disoluciones (Ag(I)-S1 a la Ag(I)-S4). En la medida de Ag(I)-
S0 se observó un pico de reducción ensanchado cuyo valor de Ip fue de -8,3∙10-4, mientras 

que las disoluciones siguientes se observó un aumento de las intensidades de pico con un 

estrechamiento de los mismos. Esto puede deberse a la presencia de un exceso de ENRO 

desde la muestra Ag(I)-S1, este exceso permite que se pueda establecer un equilibrio con 

la especie Ag(I) [ENRO] que favorece su reducción. El estrechamiento del pico es 

consistente con la tesis de que el coeficiente de difusión de la especie intermedia Ag(I) 

[ENRO] es mayor que la de Ag(I). Las intensidades y los potenciales de pico de las muestras 

de la Ag(I)-S1 a la Ag(I)-S4 no mostraron diferencias significativas como puede observarse 

en la Tabla 19. 

El resultado obtenido concuerda con la formación de las especies Ag(I) [ENRO] y Ag(I) 

[ENRO]2 encontrada por medidas espectrofotométricas, que también describen la 

formación de estos complejos [131]. 

  

Ag(I)   + 1e- Ag0 

Ag(I) [ENRO] + 1e- Ag0 + ENRO- 

Ag(I) [ENRO]2
 + 1e- Ag0 + 2ENRO- 
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Tabla 19.Medidas por voltametría directa de las disoluciones mezclas Ag(I)-S0 a Ag(I)-

S4. 

Mezclas Área1 E1 Área2 E1 

Ag(I)-S0 
-8∙10-4  

±3∙10-4 

-0,43 

±0,05 
- - 

Ag(I)-S1 -1,16∙10-3 

±3x10-5 

-0,404 

±0,000 

-1,1∙10-4 

±1∙10-5 
-0,66 
±0,01 

Ag(I)-S2 
-2∙10-3  

±1∙10-3 
-0,390 ±0,010 -1∙10-4 ±5∙10-5 

-0,67 
±0,03 

Ag(I)-S3 -1,2∙10-3 ±8∙10-

4 
-0,410 ±0,000 -4∙10-4 ±2∙10-4 

-0,62 
±0,09 

Ag(I)-S4 -1,9∙10-3 ±2∙10-

4 
-0,380 ±0,030 -3∙10-4 ±1∙10-4 

-0,70 
±0,05 

3.6.6 Cálculo de las constantes de formación de los complejos Ag(I) [ENRO]n por 
el desplazamiento de los potenciales de pico (ecuación de Nernst).  

Con los valores mostrados en la Tabla 19 y la ecuación  4 se calcularon las constantes de 

formación de las especies Ag(I) [ENRO] y Ag(I) [ENRO]2. Para la especie Ag(I) [ENRO] se 

encontró un valor de constante de 1,5±0,3CJ-1 mientras que para la especie Ag(I) [ENRO]2 

8±0,5CJ-1. No hay referencias del cálculo de las constantes del antibiótico ENRO y especies 

de plata partir de medidas voltamétricas. 

Empleando valoraciones potenciométricas, se han publicado constantes de formación 

de complejos con diversos metales en disolución utilizando electrodos selectivos de estos 

metales, en intervalos de pH entre 2 y 11, y en un medio de fuerza iónica 0.1M. Los 

resultados obtenidos muestran una disminución de las constantes de estabilidad con la 

disminución de la valencia de los métales, con valores alrededor de logk2 ~44 y logk1 ~25 

para complejos M(III) [ENRO]x de Al(III) y Fe(III) [170]. Mientras que para los iones Ca(II), 

Mg(II) y Cu(II) se obtuvieron valores alrededor de logk2 ~ 24 y logk1 ~ 10 para las especies 
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M(II) [ENRO]x [119]. Los valores que hemos calculado en el procedimiento anterior para la 

Ag(I) son inferiores a los calculados para los metales divalentes, cumpliendo de forma 

prevista esta tendencia. 

3.6.7 Caracterización de complejos de Ag(I) [ENRO]n por ASV. 

La ASV fue utilizada para estudiar la variación de la concentración de plata libre con el 

aumento de la concentración del antibiótico ENRO. La etapa de depósito se realizó con un 

Ee=-0.4V durante te=120s, ajustado al potencial de reducción medido por voltametría 

directa (apartado 3.6.4). Bajo estas condiciones se depositaron en la superficie del 

electrodo tanto la especie Ag(I) como la Ag(I) [ENRO], ya que esta última se reduce a 

menores potenciales. Solo se podrá distinguir entre estas especies y la Ag(I) [ENRO]2 la cual 

es una especie más estable y en voltametría directa mostró un potencial de reducción de 

0,65±0,05V. 

El estudio se llevó a cabo con 5 muestras de disoluciones en las cuales se mantuvo la 

concentración de Ag(I) constante (2µM) y la concentración de ENRO varió de 0mM a 

0,5mM. Las mezclas se identificaron como Ag(I)-A0; Ag(I)-A1; Ag(I)-A2; Ag(I)-A3; Ag(I)-A4 
y Ag(I)-A4. La composición y las condiciones de reacción de estas muestras se describen en 

la sección de preparación de disoluciones (apartado 1.3.1). 

En la disolución Ag(I)-A0 se obtuvo un pico de oxidación de Ag(I) total Ip=7,66∙10-7±1∙10-

9A. La muestra posteriormente medida fue la Ag(I)-A1, en esta muestra no se observó una 

disminución significativa en la Ip alcanzándose un valor de Ip=7,4∙10-7±3∙10-8A. Esto se debe 

a que la relación molar entre la Ag(I) y la ENRO en la muestra Ag(I)-A1 (1:1) no es suficiente 

para la formación de la especie Ag(I) [ENRO]2. A partir de la muestra Ag(I)-A2 y hasta la 

Ag(I)-A4 se observaron disminuciones sucesivas y significativas que indican la formación de 

la especie Ag(I) [ENRO]2. Los valores de Ip de las muestras Ag(I)-A2; Ag(I)-A3 y Ag(I)-A4 
fueron 6,45∙10-7±5∙10-9A; 4,9∙10-7±5∙10-8A y 4,1∙10-7±1∙10-8A respectivamente. Este 

comportamiento se encuentre en concordancia con el resultado obtenido en la voltametría 

directa DPV donde se observó una corriente debida a la especie Ag(I) [ENRO]2 a partir de 

una relación molar 1:3 [Ag(I):ENRO]. En la muestra Ag(I)-A5 no se observó la tendencia de 
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la disminución de Ip=4,20∙107±8∙10-9A) el cual no presenta diferencias significativas con 

respecto a la disolución Ag(I)-A4. En ambos casos las relaciones molares entre Ag(I) y ENRO 

son ≥ 1:100, con un exceso de ENRO, y solo queda libre la Ag(I) en equilibrio con la Ag(I) 

[ENRO]2 la cual es constante en las mismas condiciones de medida.  

Las variaciones de Ep en las muestras de estudio no siguieron una misma tendencia. 

Mientras que en las muestras Ag(I)-A1 y Ag(I)-A2 se observó un desplazamiento a menores 

potenciales (0,022V) con respecto a Ag(I)-A0 (0,032V) en las muestras Ag(I)-A3 a la Ag(I)-
A5 los potenciales de oxidación fue de 0,037V; 0,055V y 0,049V, respectivamente. En la 

Figura 64 se pueden observar los voltagramas mencionados. 

 

Figura 64. Voltagramas de las disoluciones mezcla de Ag(I) 2µM con AMX: (a) 0mM(rojo); 
(b) 2µM(azul claro); (c) 20µM(violeta); (d) 100µM(verde); (e) 200µM(azul oscuro); 
500µM(lila) y (f) KNO3 0,1M(negro). Condiciones de medida como en la Figura 47.  
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3.6.8 Cálculo de la contante de formación de los complejos Ag(I) [ENRO]n por el 
método Deford-Hume.  

Los valores de Ip y Ep obtenidos del análisis por ASV permiten la determinación de las 

contantes de estabilidad de los complejos Ag(I) [ENRO] y Ag(I) [ENRO]2 por el método de 

Deford-Hume. El fundamento y los tipos de cálculos de este método se detallan en el 

apartado 3.4.4. 

Se calculó la función #0(&'() según la ecuaciónUV-Vis 6 y se representó frente a la 

variación de la concentración de ENRO libre (Figura 65). Dicha representación mostró una 

tendencia ajustada en un 99.9 % por una ecuación polinómica de segundo grado: F(x)=
1,2 ∙ 10!." − 7,9 ∙ 10#. + 1,9. El ajuste no lineal a esta ecuación y la obtención de sus 

parámetros se realizó con el software OriginPro 2020 v.9.7.0.188. 

 

Figura 65. Representación gráfica de la función cuadrática !0($%&) frente a [)*+]- 
siguiendo el método de Deford-Hume. 
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Con el valor del logaritmo de las pendientes del gráfico #0(&'() frente a [456]8, se 

calcularon las constantes de estabilidad de las especies Ag(I) [AMX] y Ag(I) [AMX]2, 

obteniéndose log β1=3,90±0,01 y log β2=7,09±0,01, respectivamente. Estos valores son 

cercanos a los calculados por el método del incremento de los potenciales de pico 

(empleando la ecuación de Nerst). Ambos métodos dieron como resultado valores de 

constantes de estabilidad menores que las encontradas para los complejos de Ag(I) con 

AMX. Este hecho es consistente con la menor variación de la Ip entre las muestras que solo 

contenían Ag(I) y que se les añadieron distintas concentraciones de antibiótico.  

3.6.9 Caracterización de complejos de ENRO-AgNPs por VIP. 

Para el estudio electroquímico de las interacciones entre las AgNPs y la ENRO se utilizó 

el método VIP, no siendo posible en disolución por las grandes cantidades de AgNPs que 

serían necesarias. Se dejaron reaccionar AgNPs de diámetros nominales 10nm y 50nm con 

concentraciones variables de ENRO. Las AgNPs se distinguieron además de por el diámetro 

por su recubrimiento para evitar agregaciones. El patrón de AgNPs de 10nm se encontraba 

recubierto de iones citrato, mientras que las AgNPs de 50nm con el polímero PVP.  

Las interacciones entre la ENRO y las AgNPs de menor tamaño se midieron en las 

muestras de la m_10nm-0 a m_10nm-5, y las de mayor tamaño con las denominadas 

m_50nm-0 a m_50nm-5. La preparación de estas muestras se describe en el apartado 

1.3.1, y las condiciones instrumentales para las medidas en el apartado 3.2.2. 

En la muestra m_10nm-0 se observó un pico de oxidación (Ep=0,168V de Ip=1,22∙10-7A). 

De la muestra m_10nm-2 a m_10nm-4 se observó un desplazamiento de este pico hasta 

potenciales Ep de 0,188V, 0,222V, y 0,253V, respectivamente. La Ip se vio disminuida en las 

muestras m_10nm-1 (1,15x10-7A); m_10nm-3 (6,78∙10-8A) y m_10nm-4 (2,85∙10-8A) 
describiendo una tendencia con el aumento de ENRO. Las muestras m_10nm-1 a m_10nm-
5 no mostraron picos de oxidación de las AgNPs, por lo que se tomaron en cuenta. La falta 

de picos de corriente en m_10nm-1 es un resultado anómalo, probablemente por el tipo 

de electrodo empleado. Mientras que la falta de señal en la muestra m_10nm-5 se debe a 

que la concentración se encuentra por debajo de límite de detección de la técnica (Figura 

66). 
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Figura 66. Voltagramas de las disoluciones mezcla de AgNPs de 10nm a 0,05mM con 
ENRO: (a) 0mM(negro); (b) 0,1mM(rojo); (c) 0,5mM(azul); (d) 1mM(verde); (e) NaClO4 0,1M 
(violeta). Condiciones de medida como en la figura anterior. 

El voltamperograma de la muestra m_50nm-0 mostró un pico de oxidación de las AgNPs 

de 50nm a 0,203V valor superior que el encontrado en la muestra m_10nm-0, debiéndose 

al mayor diámetro de las AgNPs. Al mezclar las AgNPs de 50nm con concentraciones 

creciente de ENRO se observó un desplazamiento del Ep hacia menores potenciales de 

oxidación. En las muestras m_50nm-1 y m_50nm-2 el Ep se situó en los 0,183V mientras 

que en las muestras m_50nm-3 y m_50nm-4 el Ep se desplazó hasta 0,173 y 0,179V 

respectivamente. La Ip disminuyó con el aumento de la concentración de ENRO desde 

1,91∙10-6A en m_50nm-0 hasta 5,08∙10-7A en m_50nm-4. La tendencia a la disminución 

también se observó en las muestras intermedias m_50nm-1; m_50nm-2 y m_50nm-3 
donde la Ip fue 1,05∙10-6A; 5,59∙10-7A y 5,08∙10-7A, respectivamente (Figura 67). 
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Figura 67. Voltagramas de las disoluciones mezcla de AgNPs de 50nm a 0.05mM con AMX: 
(a) 0mM(negro); (b) 0.05mM(rojo); (c) 0.1mM(azul); (d) 0.5mM(verde); (e) 1Mm(violeta) y 
NaClO4 0.1M(amarillo). Condiciones de medida como en la Figura 66. 

En general, tanto para las AgNPs de 10nm (m_10nm-0 a la m_10nm-4) como para las 

de 50nm (m_50nm-0 a la m_50nm-4) se observó una disminución de la Ip con el aumento 

de la concentración de la ENRO. Mientras que el Ep mostró dos tendencias diferentes con 

el aumento de la concentración de la ENRO. Se observó un desplazamiento hacia mayores 

potenciales Ep en las AgNPs de 10nm, lo que indica que es necesario una mayor energía 

para la oxidación de las AgNPs de 10nm al ponerse en contacto con la ENRO y estas 

moléculas reemplacen a los aniones citratos. Mientras que la mezcla de las AgNPs de 50nm 

con ENRO produjo un desplazamiento del Ep hacia menores potenciales, que indica que es 

necesario una menor energía para la oxidación de las AgNPs de 50nm cuando es 

remplazado el recubrimiento PVP por las moléculas de ENRO. 

Este resultado coincide con el obtenido en el estudio de las interacciones de las AgNPs 

de 10nm y 50nm con la AMX. Por lo que se mantiene la hipótesis que si bien la sustitución 

de los iones citratos por moléculas de antibiótico (ENRO o AMX) aumenta el tamaño de la 
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AgNPs de 10nm, la sustitución de las moléculas de PVP por moléculas de antibióticos en la 

superficie de las AgNPs de 50nm disminuye el tamaño de las mismas.  

3.6.10 Cálculo electroquímico de la contante de formación de los complejos 
ENRO-AgNP por el método Deford-Hume. 

Las variaciones observadas en los voltamperogramas de las AgNPs al ponerse en 

contacto con ENRO indican que existen interacciones entre ambas especies. Las 

intensidades de estas interacciones (de forma equivalente a las constantes de formación 

de los complejos correspondientes) se cuantificaron utilizando el método de Deford-Hume. 

Las Ip y Ep de las muestras m_10nm-0 a m_10nm-4 y m_50nm-0 a m_50nm-4 se utilizaron 

para calcular las constantes de estabilidad de los complejos AMX-AgNP-10nm y AMX-AgNP-

50nm.  

El gráfico de #0(&'59_10;<) frente a [456]8 se ajustó a una línea recta, 

obteniéndose R=0,9963, siendo la ecuación calculada = = 3,92 ∙ 10". + 0,9 (Figura 68). El 

gráfico #0(&'59_50;<) frente a [456@]8 también se ajustó a una línea recta, 

obteniéndose la ecuación = = 6,9 ∙ 10#. + 1,3 (R=0,9942) (Figura 67).  
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Figura 68. Representación gráfica (lineal) de la función de !0($%*._1012) frente a la 
concentración de [)*+3]-, empleando el método Deford-Hume. 

Las constantes de estabilidad de los complejos de ENRO-AgNP-10nm y ENRO-AgNP-

50nm que se calcularon fueron: log β1=2,5±0,1 y log β1=3.84±0,02, respectivamente. Este 

resultado se encuentra en concordancia con el obtenido en el estudio de las interacciones 

de las AgNPs con AMX. En ambos estudios las tendencias se explicaron por ecuaciones 

lineales y los valores de las constantes estuvieron por debajo de las calculadas para las 

especies de antibiótico con Ag(I). Los valores de log β1 (ENRO-AgNP-10nm) y log β1 (ENRO-

AgNP-50nm) son ligeramente inferior que los obtenidos con la AMX, pero mantienen la 

relación log β1 (ENRO-AgNP-10nm) ˂ log β1 (ENRO-AgNP-50nm).  
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Figura 69. Representación gráfica de la función lineal !0($%*._5012) frente a la 
concentración de [)*+]- (método Deford-Hume). 

3.7 Otras técnicas instrumentales para la caracterización de los complejos 
de enrofloxacina con nanopartículas de plata. 

Además de la EAM-UV-Vis y los métodos electroquímicos descritos, se obtuvo 

información analítica con otras técnicas, como la cromatografía hidrodinámica, para 

estudiar las interacciones de las especies de plata con la ENRO. HDC para ayudar a la 

interpretación de los resultados obtenidos por las otras técnicas. Sin embargo, las medidas 

DLS no dieron buen resultado, al igual que ocurrió con esta técnica en el estudio de los 

complejos de nanopartículas de plata con el antibiótico AMX (sección 3.3.3).  
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3.7.1 Caracterización de complejos de ENRO con AgNPs con HDC. 

Las denominadas disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-4 y de m_50nm-0 a m_50nm-4 se 

midieron con HDC, con las mismas que las descritas en el apartado 3.2.4, cada una por 

triplicado. 

En la Figura 70 se muestran los cromatogramas de las disoluciones m_10nm-0 a 

m_10nm-4. La señal de las AgNPs-10nm en la muestra m_10nm-0 tuvo un tiempo 

tr=8,04±0,00min. En las muestras de la m_10nm-1 a la m_10nm-4 se obtuvieron valores 

entre tr=7,95±0,00min (m_10nm-0) y tr=7,70±0,03min, por lo que se observó una ligera 

disminución del tiempo de retención (tr), lo que significa un ligero aumento en el diámetro 

de las AgNPs modificadas. Estos resultados descartan la formación de agregados de 

nanopartículas, pues en ese caso se hubieran obtenido màs de un solo pico de señal. Estos 

resultados por sí solos no son concluyentes, por lo que se complementó con medidas de 

absorción molecular EAM-UV-Vis, tal como se explica en el apartado 3.6.2.  

 

Figura 70. Cromatogramas HDC de disoluciones de AgNPs de 10nm a 0,05mM con ENRO: 
(a) 0mM (negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(violeta); (d) 0,5mM (amarillo); (e) 1mM 
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(marrón). Las medidas se llevaron a cabo en una columna PL-PSDA tipo 1, con un flujo de 
1,6mL min-1, y un volumen inyectado de 20µL. 

Los cromatogramas de las disoluciones m_50nm-0 a m_50nm-5 se muestran en la 
Figura 71. La señal obtenida con AgNPs de 50nm en la muestra m_50nm-0 tuvo un 

tr=7,910±0,000min. En las disoluciones m_50nm-1 a m_50nm-4 no se observaron 

variaciones en el tr, que fueron del orden de 7,89±0,02min. Nuevamente, de las medidas 

realizadas se deduce que no hay evidencias de variaciones de tamaño en el caso de las 

AgNPs de 50nm, pero se descarta la formación de agregados de las nanopartículas de plata 

o de sus complejos, ya que se observa un solo pico. 

 

Figura 71. Cromatogramas HDC de las mezclas de AgNPs de 50nm a 0,05mM con ENRO: 
(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta). Las 
medidas se llevaron a cabo en una columna PL-PSDA tipo 1, con un flujo de 1,6mL min-1, 
después de inyectar 20µL de las muestras. 

La conclusión más importante que nos demuestran las medidas de HDC es que no se 

producen aglomeración de las AgNPs, solas o en presencia del antibiótico ENRO. Lo que 
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nos permite afirmar que los cambios en los espectros de absorción de los espectros EAM-

UV-Vis se deben a cambios en los grupos cromóforos del antibiótico y no a cambios en el 

plasmón superficial de las AgNPs debidos a estas agregaciones o aglomeraciones. Al igual 

que no se producen en las medidas electroquímicas, que se han realizado en las mismas 

condiciones químicas y físicas. 

AZITROMICINA 

3.8 Caracterización del complejamiento de azitromicina con plata iónica y 
nanopartículas de plata. 

Al igual que con los dos antibióticos precedentes, en esta parte de la memoria se llevó 

a cabo un estudio similar con un tercer antibiótico muy común y muy empleado, como es 

la azitromicina (AZT). El objetivo fue abordar este tipo de interacciones de la plata con un 

antibiótico de otra familia distinta, y comparar los resultados obtenidos con los otros 

antibióticos descritos en los apartados anteriores de esta memoria de Tesis Doctoral. 

 Los macrólidos son un amplio grupo de antibióticos que se derivan principalmente de 

las bacterias [174]. Se caracterizan por presentar un anillo lactónico macrociclico al que se 

unen diversas desoxiazucares. Los diferentes macrólidos se clasifican atendiendo al 

número de miembros de la molécula [175], perteneciendo la azitromicina (AZT) al grupo 

de macrólidos de 15 miembros [176]. 

Las primeras referencias bibliofráficas sobre las interacciones entre los antibióticos 

macrólidos y metales aparecen ya en la década de los años ‘60 [177]. Medidas de absorción 

molecular evidencian que el número de miembros es un factor determinante en la 

interacción y por ende el transporte de metales complejados, y se mencionan para 

macrólidos de entre 20 y 25 miembros valores de constantes de complejamiento del orden 

entre 10-102 con metales alcalinos y alcalinos térreos, a la vez que no se evidencian 

interacciones entre estos metales y los antibióticos macrólidos de 10 miembros [178]. 

Lo anterior influye en la biodisponibilidad de AZT y su presencia en el medio ambiente, 

que se ve afectada en aproximadamente un 24% cuando es co-administrada con 
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medicamentos antiácidos que contienen cationes multivalentes como Al(III) y Mg(II) [175]. 

Lo que demuestra la interacción entre el antibiótico y algunos metales. Esto ha fomentado 

el interés en la investigación de las reacciones de formación de complejos entre la AZT y 

algunos de los llamados metales esenciales como son el Cu(II); Fe(II); Zn(II). Estás 

investigaciones indican que la AZT puede formar complejos de estequiometria 1:1 con el 

Cu(II) y el Fe(II), mientras que puede alcanzar una mayor coordinación de hasta 4:1 con 

Cu(II) y el Zn(II). Los resultados anteriores se obtuvieron mediante mediciones 

espectrofotométricas y conductimétricas [179].  

Técnicas espectroscópicas como la FT-IR y el 1H-RMN han permitido determinar los 

sitios de enlaces entre la AZT y algunos métales. En el estudio por FT-IR se observó un 

cambio en las bandas de vibración del grupo amino alifático y de los grupos hidroxilos 

cuando la AZT se puso en contacto con varios metales. En acuerdo con estos resultados, la 

espectroscopía 1H-RMN mostró la ausencia de la señal perteneciente al protón del grupo 

hidroxilo al ponerse en contacto la AZT con disoluciones de los metales Cu(II); Mn(II); Fe(III); 

Cr(III); Co(II); Ni(II) y Ca(II). Además, se observó una disminución en la multiplicidad de la 

señal del protón del grupo metílico unido a la amina. Tanto por FT-IR como por 1H-RMN se 

confirma que la coordicación de la AZT con los metales que se han estudiado ocurre a través 

del grupo hidroxilo y/o el grupo amino presentes en los aglicones unidos al anillo de 15 

miembros [113]; [175]. 

Entre los estudios mencionados no se reportan resultados de interacciones entre la AZT 

y la Ag(I). Sin embargo, han sido encontradas referencias que muestren la existencia de 

interacciones entre la AZT y las AgNPs que han sido utilizadas en la fabricación de las 

llamadas nanodrogas conjugadas [180]. Tampoco en la bibliografia existen referencias 

sobre el uso de métodos electroquímicos para la caracterización de complejos de AZI con 

Ag(I) o AgNPs, aunque está demostrada la utilidad de estos métodos en la caracterización 

de complejos metálicos con ligandos de tipo orgánico [181]. 

En este apartado se estudian las interacciones que se producen entre la AZT, la Ag(I), y 

las AgNPs de 10nm y 50nm, empleando métodos voltamétricos (voltametría directa y 

voltametría de redisolución). El método de Deford-Hume fue utilizado en el cálculo de la 
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constante de estabilidad de los complejos de la ENRO con las diferentes especies de plata, 

y las técnicas EAM UV-Vis y HDC complementaron la interpretación de los resultados 

electroquímicos en el estudio de dichos complejos, como hemos descrito anteriormente. 

A continuación, se presentarán los resultados que hemos encontrado sobre la 

caracterización de los complejos AZT-Ag(I) y AZT-AgNPs por las técnicas EAM UV-Vis, 

electroquímicas y HDC. 

3.8.1 EAM UV-Vis en la caracterización de complejos de azitromicina con plata 
iónica y nanopartículas de plata. 

La azitromicina (AZT), (N-metil-9a-aza-9-desoxo-9-dihidro-9a-homoeritromi-cina A) es 

un antibiótico de la familia de los antibióticos macrólidos de 15 miembros llamados azalidas 

(Figura 72) [115] . Se usa para el tratamiento de una serie de enfermedades infecciosas 

como: neumonía, bronquitis infecciones de piel y tejidos blandos y algunas enfermedades 

de transmisión sexual [174]. La principal diferencia estructural entre la AZT y los macrólidos 

naturales es la presencia de un grupo metilo en el nitrógeno perteneciente al anillo 

lactámico.  

 

Figura 72. Estructura de la azitromicina 

La AZT no se caracteriza por tener cromóforos que permitan que la molécula absorba 

por encima de 230nm [176]; [179]. La molécula de AZT presenta varios grupos hidroxilos (-

OH) y 2 grupos de aminos terciarios, en donde puede haber transferencias electrónicas de 
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tipo n-σ* que provocan señales entre 170 y 190nm. También contiene un grupo carboxilato 

endocíclico que da lugar a transiciones n-π*, que generan bandas débiles de absorción 

alrededor de 210nm. Como el resto de moléculas orgánicas, la AZT presenta enlaces C-C 

que dan lugar a transiciones σ-σ* las cuales proporcionan absorbancia en el espectro visible 

[175]; [182]. La Figura 73 muestra las medidas de absorción molecular de disoluciones de 

AZT a varias concentraciones, pudiéndose observar en estos espectros la falta de señales 

en el intervalo de longitudes de ondas estudiadas a partir de aproximadamente 225 nm.  

 

Figura 73. Espectro de absorción molecular de disoluciones de AZT de entre 10mg L-1 y 
1000mg L-1. Las medidas se llevaron a cabo en un intervalo de longitudes de onda de 600nm 
a 200nm, con una velocidad de barrido de longitudes de onda de 200nm min-1. 

La falta de absorbancia de la AZT en el espectro visible o ultravioleta cercano limita el 

estudio espectrofotométrico de las interacciones con Ag(I) o con otros metales iónicos, 

siendo solo útil para el estudio de interacciones con metales cuyos iones solvatados 

presentan absorbancias. Sin embargo, la espectrofotometría se ha utilizado para el estudio 

de las interacciones entre las AgNPs y la AZT. En este estudio se midieron los cambios que 

produce el antibiótico en la banda SPR de las AgNPs  
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3.8.2 Estudio del complejo AZT-Ag(I) por EAM UV-Vis. 

Como se ha indicado AZI en el apartado anterior, el estudio de interacciones entre lo 

métales y la AZT por espectrofotometría molecular se limita al estudio con metales cuyos 

iones solvatados presentan absorbancia, como el Cu(II) con disoluciones acuosas azules o 

de Fe(II) cuyas disoluciones acuosas son amarillas.  

Las disoluciones de Ag(I) son incoloras debido a la alta estabilidad de su configuración 

electrónica ( [Kr] 4d10). Los electrones de valencia plata Ag(I) son 10 y se encuentran 

ocupando el orbital 4d. La ocupación total de un nivel energético brinda cierta estabilidad 

a los sistemas electrónicos, por lo que es necesario suministrar mayor energía para la 

excitación de los electrones de dicho nivel. 

La ausencia de bandas de absorción, tanto de la Ag(I) como de la AZT, no hace posible 

estudiar mediante AEM-UV-Vis las interacciones de la plata iónica con este antibiótico.  

3.8.3 Estudio del complejo AZT-AgNPs por EAM UV-Vis. 

En este apartado se describen nuestros resultados del estudio de las interacciones de 

AZT con las AgNPs por EAM UV-Vis, calculando la estequiometria de sus complejos 

empleando una variación del método de las relaciones molares. 

Se midieron disoluciones mezcla en las que se varió la concentración de la AZT frente a 

una concentración constante de AgNPs. Las disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-5 se 

utilizaron con las AgNPs de 10nm de diámetro, y m_50nm-0 a m_50nm-5 para AgNPs de 

50nm. Las disoluciones se prepararon como se describe en el apartado 1.3.1, y sus 

composiciones se resumen en las tablas 3 y 4. Estas disoluciones se dejaron interaccionar 

durante 2h temperatura ambiente, sin agitación.  

El máximo de absorbancia de la banda SPR del patrón nominal AgNPs-10nm a 0.05mM 

(m_10nm-0) (negro), se situó en los 392nm y tuvo una absorbancia de 0,750 en 

concordancia con el análisis de dicha muestra en apartados anteriores (Figura 74). Se 

observó una disminución de la absorbancia con el aumento de la concentración de AZT 

hasta 0,478 en la muestra donde la relación AgNPs:AZT fue 1:100. La banda SPR sufrió un 

ligero desplazamiento batocrómico desde 392nm (m_10nm-0) hasta 397nm (m_10nm-5). 
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El W se vio afectado notablemente con la adición de la AZT. A partir de la muestra m_10nm-
2 donde la relación AgNPs:AZT fue 1:2 ya el cambio de W se hizo notable.  

La Tabla 20 muestra un resumen de las bandas de absorción. Las variaciones de 

absorbancia observadas demuestran un aumento del tamaño de las AgNPs de 10nm al 

ponerse en contacto con la AZT, es decir, se produce su complejamiento o unión química. 

 

Figura 74. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 10nm a 0,05mM 
con AZT: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 
1mM(violeta) y (f) 1mM(amarillo). Velocidad de barrido de 200nm min-1.  
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El método de las relaciones molares indica que cada AgNP de 10nm se encuentra 

rodeada de 6,6∙106 moléculas de AZT (Figura 75). Lo que equivale a decir que, 

aproximadamente, se produce la unión de 2,2∙104 moléculas de AZT por nanómetro 

cuadrado. En este caso se encontró un menor nº de moléculas de antibiótico por 

nanómetro cuadrado que en el caso de la AMX y de la ENRO, siendo este resultado 

consistente con el menor desplazamiento de las bandas SPR de las AgNPs cuando se ponen 

en contacto con la AZT. Se explica por la significativamente mayor masa molecular que 

presenta la AZT (749gmol-1) en comparación con AMX (365gmol-1) y la ENRO (359gmol-1), 

es decir, por variaciones del tamaño del antibiótico. 

 

Figura 75. Variación del método de las relaciones molares para la determinación de la 
estequiometría del complejo de AZT con AgNPs de 10nm. La línea discontinua roja 
representa la estequiometría del complejo. 

No se observaron cambios significativos en los espectros de absorción molecular de las 

disoluciones m_50nm con el aumento de la concentración de AZT. La banda SPR de las 

AgNPs de 50nm en ausencia de AZT (m_50nm-0) tuvo un valor de absorbancia A=0,623, y 

no se observó ninguna tendencia con el aumento de la concentración de AZT. Todas las 



Parte III 

 193 

muestras mostraron el mismo W, como se puede observar en la Figura 76. La figura 

muestra una zona ampliada donde se detalla la pequeña tendencia hacia un 

desplazamiento batocrómico de la banda SPR. 

 

Figura 76. Espectro de absorción molecular de las disoluciones AgNPs de 50nm a 0,05mM 
con AZT: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 
1mM(violeta) y (f) 1mM(amarillo). Velocidad de barrido 200nm min-1. 

Aunque las variaciones que se producen en los espectros de absorbancia de las 

nanopartículas de plata son pequeñas, los valores de absorbancia permiten calcular la 

relación molar (Figura 77). En la Tabla 21 se resumen las características de los espectros de 

las disoluciones m_50nm-0 a m_50nm-5. La estequiometria calculada fue 3,9∙108 

moléculas de AZT por cada AgNP de 50nm. Lo que equivale a que aproximadamente se 

unen 2,2∙104 moléculas de AZT por cada nanómetro cuadrado de superficie de la 

nanopartícula. 

En resumen, las AgNPs de 10nm recubiertas de iones citratos mostraron un ligero 

desplazamiento batocrómico y un aumento de la anchura de la banda de plasmón 

superficial, que indica un aumento pequeño del diámetro de las nanopartículas de plata. 
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Por el contrario, que los espectros de las AgNPs de 50m recubiertas con PVP no mostraron 

cambios significativos. 
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Figura 77. Resultados del método modificado de las relaciones molares para la 
determinación de la estequiometría del complejo de AZT con AgNPs de 50nm. La línea 
discontinua roja representa la estequiometría del complejo. 

3.9 Técnicas electroquímicas en la caracterización de complejos de 
azitromicina con plata iónica y nanopartículas de plata. 

La familia de los macrólidos tiene la propiedad de formar complejos estables con una 

gran variedad de metales, ya sean metales alcalinos, alcalinos-térreos, o de transición 

[183]. La caracterización de estos complejos se ha llevado a cabo principalmente por EAM-

UV-Vis, en el caso de disoluciones catiónicas coloreadas o que presentan absorción 

milecular en el visible. La FT-IR y el 1H-RMN también se han utilizado para la caracterización 

de complejos de antibióticos macrólidos con metales, proporcionando mucha información 

analítica sobre los grupos involucrados en el enlace [184]. Hay pocas referencias del uso de 

técnicas electroquímicas en la caracterización de dichos complejos, pese a las ventajas del 

uso de estos métodos. Por ejemplo, se han calculado constantes de formación de 
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complejos de antibióticos macrólidos y metales alcalinos y alcalinos térreos mediante 

voltametría en la interfase de dos disoluciones de electrolitos inmiscibles (ITIES) [185]. 

El principio del método ITIES presenta cierta analogía con la de un electrodo selectivo a 

iones. Se basa en la determinación de la diferencia de potencial que se genera entre dos 

fases inmiscibles, las cuales contienen cierta actividad de un mismo ion. Los iones son 

típicamente insolubles en disolventes orgánicos, pero la presencia en dicha fase de una 

molécula complejante puede facilitar el transporte del metal aumentando su carácter 

lipofílico. El trasporte de esta especie cargada (catión) a través de la interfase genera una 

corriente eléctrica proporcional a la cantidad de iones transportados. La adición de 

electrolitos en ambas fases permite que se pueda aplicar la diferencia de potencial 

adecuada para que ocurra el transporte de iones. Las sales utilizadas como electrolitos 

deben ser solubles solo en una de las fases, y generalmente se utilizan el LiCl para la fase 

acuosa y sales de amonio cuaternarias para la fase orgánica. Aunque en el proceso no hay 

corrientes debido a la oxidación o reducción de especies sobre la superficie de electrodo, 

el transporte de un ion entre dos fases genera un voltagrama similar al producido por un 

par redox, y su análisis puede ser utilizado para la determinación de coeficientes de 

difusión, rendimientos de extracción y constantes de estabilidad entre otros parámetros 

[185]; 186]. 

El cálculo de constantes de constante de formación de complejos entre metales 

alcalinos y alcalinos térreos con josamicina, espiramicina y eritromicina se ha descrito por 

este procedimiento [183]. Las medidas se llevaron a cabo en una celda voltamétrica de 

cuatro electrodos, la fase orgánica estuvo constituida por el éster de ortonitrofenildioctilo 

(o-NPOE) y el tetra paraclorofenilborato de tetradodecilamonio (TDATpClPB) como el 

electrolito de soporte de la fase orgánica. El macrólido en estudio también fue añadido a 

la fase orgánica. La escala potencial se estableció sobre la base del pico de transferencia de 

iones de perclorato, utilizando una disolución de perclorato de litio y los métodos 

voltamétricos usados fueron la voltametría cíclica y la de onda cuadrada.  

La azitromicina solo forma complejos de estequiometria 1:1 con los metales estudiados, 

con constantes de estabilidad pequeñas, del orden de log β ~ 3, mientras que los metales 

divalentes tuvieron mayores valores de estas constantes [187]; [188]. La AZT nuestra mayor 
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similitud estructural con la eritromicina, por lo que es posible que los complejos de AZT 

presenten constantes de estabilidad comparables con las de este antibiótico, como se 

demuestra con los resultados obtenidos con otras técnicas instrumentales como la EAM 

[176]; [189]. 

Aunque en muchos casos se ha determinado AZT por métodos voltamétricos, no se ha 

encontrado ninguna referencia que estudie con estas técnicas la formación de complejos 

del antibiótico con metales [190-192];. Se ha empleado la voltametría para estudiar las 

interacciones de la AZT con albumina de suero bovino [193]. 

En este apartado se resumen los resultados encontrados en la caracterización de los 

complejos de AZT-Ag(I) y AZT-AgNPs. Los métodos DPV y ASV se utilizaron en la 

caracterización de los complejos AZT-Ag(I), mientras que los complejos AZT-AgNPs se 

estudiaron por VIP. Se calculan también las contantes de formación de estos complejos por 

el método Deford-Hume.  

3.9.1 Caracterización de complejos de AZT-Ag(I) por voltametría directa 

(voltametría diferencial de pulsos). 

Las muestras identificadas como Ag(I)-S0 a Ag(I)-S4 se midieron por triplicado siguiendo 

el procedimiento descrito en el apartado 3.2.2. Las composiciones de estas disoluciones 

son las del apartado 1.3.1.  
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Figura 78. Voltagramas DPV de disoluciones mezcla de Ag(I) 1mM con AZT: (a) 
0mM(negro); (b) 2mM(rojo); (c) 4mM(azul); (d) 8mM(verde); (e) 10mM(violeta); (f) 
20mM(amarillo) y (g) KNO3 0,1M(verde claro). Condiciones de medida como en la figura 
anterior. 

Los voltagramas obtenidos se muestran en la Figura 78. El voltagrama blanco del 

electrolito soporte (KNO3 0,1M) no mostró picos de corriente en el intérvalo de potenciales 

estudiado. En la disolución Ag(I)-S0 aparece un pico de corriente a Ep=-0,417±0,006, debido 

a la reducción de Ag(I) a Ag(0). Cuando se mezclaron las disoluciones de Ag(I) y AZT (mezclas 

de Ag(I)-S1 a la Ag(I)-S4), se produce un desplazamiento de Ep hacia potenciales menos 

negativos, de igual forma a como ocurre en los complejos de Ag(I) con el antibiótico ENRO. 

Este comportamiento se explica por la formación de una nueva especie complejada de 

plata que se forma en presencia de AZT, que requiere una mayor energía potencial (menor 

potencial eléctrico) para su reducción. Está especie se identificó como el complejo Ag(I) 

[AZT].  

 

 
Ag(I)  + 1e- Ag

0 
Ag(I) [AZT] + 1e- Ag0 + AZT- 
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Los valores de Ip aumentaron con el aumento de la concentración de AZT. La Ip en la 

disolución Ag(I)-S0 fue de -1∙10-4±4∙10-5. Mientras que en las muestras de Ag(I)-S1 a la Ag(I)-
S4 se observó un aumento de Ip, con un valor máximo Ip= -5∙10-6±2∙10-5 en la disolución con 

mayor relación molar Ag(I):AZT (1:1000). El resultado obtenido indica la formación de la 

especie Ag(I) [AZT] como única especie resultante de la interacción entre AZT y Ag(I). Los 

valores de Ip y Ep se muestran en la Tabla 22..  

Tabla 22. Medidas por voltametría directa de las disoluciones mezclas Ag(I)-S0 a Ag(I)-
S4. 

Mezclas Área E(V) 

Ag(I)-S0  -1,7∙10-4±4∙10-5 -0,417±0,006 

Ag(I)-S1 -2,9∙10-4±5∙10-5 -0,404±0,000 

Ag(I)-S2 -2∙10-4±7∙10-5 -0,404±0,000 

Ag(I)-S3 -4,2∙10-4±5∙10-5 -0,397±0,006 

Ag(I)-S4 -5,4∙10-6±2∙10-5 -0,394±0,000 

No se encontró el mismo comportamiento de las mismas disoluciones (Ag(I)-S0 a la 
Ag(I)-S5) con los antibióticos AMX, ENRO y AZT. Mientras que con los antibióticos AMX y 

ENRO se vió un desplazamiento del pico de reducción acompañado de la aparición de un 

nuevo pico de reducción, demostrando una estequiometría 1:2, el estudio con AZT no 

mostró dos picos de reducción, que indicaría la formación de un complejo de 

estequiometría 1:1. Este resultado fue coincidente con los resultados que obtuvimos a 

partir de las medidas espectrofotométricas [183]. 
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3.9.2 Cálculo de la constante de formación de los complejos Ag(I) [AZT]n por el 

desplazamiento de los potenciales de pico (ecuación de Nernt) 

Teniendo en cuenta la ecuación 3 y los valores calculados en la Tabla 22UV-Vis se calculó 

la constante de formación del complejo Ag(I) [AZT]. Se obtuvo un valor log β1=0,7±0,2CJ-1, 

comparable con los encontrados para macrólidos de 20 miembros y eritromicina con 

metales monovalentes logk1 1-2 y logk1 ˃ 3, respectivamente. Los complejos con metales 

divalentes Cu(II) [AZT] y Fe(II) [AZT] presentan valores mayores: 7,7∙1014 y 5,4∙1010, 

respectivamente.  

3.9.3 Caracterización de los complejos de Ag(I) [AZT]n por ASV. 

En este apartado se describen los resultados de las medidas de la concentración de Ag(I) 

libre una vez reaccionada con concentraciones crecientes de AZT, medidas con sensibilidad 

empleando ASV. El potencial de la primera etapa de preconcentración (Ee=-0,40 V) se 

intentó escoger cuidadosamente para asegurar que se deposita exclusivamente y de forma 

selectiva sólo la Ag* presente en la disolución, y no la plata complejada con AZT, de acuerdo 

con el voltagrama directo medido previamente (apartado 3.9.1). Si bien, en estas 

condiciones se depositarán en la superficie del electrodo tanto la especie Ag(I) como la 

Ag(I) [AZT], ya que ambas reacciones electroquímicas se diferencian en menos de 30mV. 

Las disoluciones se midieron por triplicado. Pero tal como se indica, no es posible 

diferenciar voltamétricamente ambas especies de plata libre y complejada con el 

antibiótico. 

En la Figura 79  se muestran los voltagramas ASV de las disoluciones Ag(I)-A0 a Ag(I)-
A4, cuyas composiciones y modo de preparación se describen en el apartado 1.3.1. En la 

muestra Ag(I)-A0 se obtuvo un pico de oxidación de Ag(I) total con Ip=3∙10-7±1∙10-7A a un 

Ep=0,082±0,000V. No se observaron diferencias significativas entre las Ip de las muestras de 

la Ag(I)-A1 a la Ag(I)-A4 (2∙10-7±1∙10-7A; 3∙10-7±1∙10-7A; 1∙10-7±1∙10-7A; 3∙10-7±1∙10-7A) y de 

la Ag(I)-A0. El Ep se desplazó hasta 0,089±0,003V en la muestra Ag(I)-A1 y hasta 

0,092±0,000V en las disoluciones Ag(I)-A2 a Ag(I)-A4.  
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Figura 79. Voltagramas de las disoluciones mezcla de Ag(I) 2µM con AZT: (a) 0mM(negro); 
(b) 2µM(rojo); (c) 20µM(azul); (d) 200µM(verde); (e) 2000µM(violeta); (f) KNO3 
0,1M(amarillo). Condiciones de medida como en la Figura 78. 

3.9.4 Cálculo de las contantes de formación de los complejos Ag(I) [AZT] por el 

método Deford-Hume.  

Los valores de Ip y Ep de las disoluciones Ag(I)-A0 a la Ag(I)-A5 medidas por ASV se 

utilizaron para la determinación de la contante de estabilidad del complejo de Ag(I) [AZT] 

por el método de Deford-Hume. El cálculo empleado se explica en el apartado 3.4.4. Se 

calculó la función "0(%&') según la ecuaciónUV-Vis 7 y se representó frente a la variación 

de la concentración de AZT libre. Como resultado, no se observó ninguna relación entre la 

función "0(%&') y la concentración libre de AZT (Figura 80).  
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Figura 80. Representación gráfica de la función !0($%&) frente a [$)*], siguiendo el 
método de Deford-Hume.  

La "0()) depende principalmente de la ΔEp y en menor medida de la relación Ip 

(ecuación 8). En las mezclas de Ag(I) y AZT no se observó una tendencia al aumento de ΔEp 

con el aumento de la concentración de la AZT (Figura 80). Por lo tanto, este cálculo no 

permitió determinar la constante de estabilidad de la especie Ag(I) y AZT, al no encontrar 

evidencia matemática de la formación de complejos entre ambas especies.  

3.9.5 Caracterización de complejos de AZT-AgNPs por VIP.  

Se mezclaron AgNPs de diámetros nominales 10nm y 50nm con concentraciones 

crecientes de AZT y se dejaron reaccionar durante toda la noche. Las disoluciones se 

identificaron como m_10nm-0 a m_10nm-5 y m_50nm-0 a m_50nm-5, de composiciones 

análogas a las empleadas anteriormente (apartado 1.3.1).  

El pico de oxidación de las AgNPs de 10nm en la muestra m_10nm-0 tuvo valores 

Ep=0,217V e ip=5,3∙10-6A, y en m_10nm-2 a m_10nm-5 se observó un desplazamiento de Ep 

de 0,207V, 0,202V, 0,197V y 0,192V, respectivamente. La Ip sufrió una disminución en las 
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muestras m_10nm-2 (3,1∙10-6A); m_10nm-3;4 (2,9∙10-6A) y m_10nm-5 (8,7∙10-7A) que está 

relacionado con el aumento de la concentración AZT. (Figura 81). 

 

Figura 81. Voltagramas de disoluciones 0,05mM de AgNPs-10nm a con AZT: (a) 
0mM(negro); (b) 0,1mM(rojo); (c) 0,5mM(azul); (d) 1mM(verde); (e) 5mM(violeta); (f) NaClO4 
0,1M(amarillo). Condiciones de medida como en la Figura 80 

El patrón de las AgPs de 50nm de 0,05mM (m_50nm-0) mostró un Ep=0,333V una 

energía mayor que la necesaria para la oxidación de la muestra m_10nm-0. Esto se debe 

en parte a la diferencia entre los diámetros de las AgNPs, a mayor diámetro mayor Ep. En 

las muestras que contenían AZT se observó un desplazamiento de Ep hasta 0,240 en la 

muestra m_50nm-5 pasando por los valores de Ep de 0,280V (m_50nm-2-3) y 0,252V 

(m_50nm-4). El valor de Ep de la muestra m_50nm-1 (0,313V) no mostró una diferencia 

significativa con respecto a la m_50nm-0. La Ip no mostró una tendencia clara con el 

aumento de la concentración de la AZT. La Ip sufrió un aumento en las muestras de la 

m_50nm-1 a la m_50nm-3 (5,02∙10-6A; 3,68∙10-6A y 3,18∙10-6A respectivamente) en 

comparación con la muestra m_50nm-0 (2,33∙10-6A), la cual no contiene AZT. En las 
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muestras m_50nm-4 y m_50nm-5 la Ip se vio disminuida con respecto a la m_50nm-0 hasta 

2,22∙10-6A y 8,42∙10-7 A, respectivamente.  

 

Figura 82. Voltagramas de las disoluciones mezcla de 0,05mM AgNPs-50nm con AMX en 
concentraciones: (a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 05mM(verde); (e) 
1Mm(violeta); 5mM(violeta) y (f) NaClO4 0,1M(amarillo). Condiciones de medida como en la 
figura 81. 

De los resultados obtenidos, no se puede generalizar el comportamiento con respecto 

a las variaciones de Ip de las dispersiones de AgNPs-10nm y de AgNPs de 50nm. Mientras 

que se observó una tendencia descendente de Ip en las muestras de la m_10nm-0 a la 
m_10nm-5, no se encontró una tendencia clara en las muestras de la m_50nm-0 a la 
m_50nm-5. Tanto con las disoluciones de AgNPs de 10nm como 50nm en presencia del 

antibiótico se observó un desplazamiento del Ep hacia menores potenciales con el aumento 

de la concentración de AZT. Este comportamiento indica que la presencia de mayores 

concentraciones del ligando AZT en la disolución, y en exceso sobre las AgNPs, favorece la 

oxidación de las nanopartículas al producirse a menores potenciales anódicos.  
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3.9.6 Cálculo electroquímico de la contante de formación de los complejos AZT-

AgNP por el método Deford-Hume. 

Las Ip y Ep de las disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-4 y m_50nm-0 a m_50nm-4 se 

utilizaron para calcular las constantes de estabilidad de los complejos AZT-AgNP-10nm y 

AZT-AgNP-50nm. 

El gráfico de "0(%&*+_10./) frente a [%12]4 se ajustó a una línea recta, cuya 

ecuación fué 5 = 2,8 ∙ 10!) + 1,8 (R=0,9981 ). Ver la Figura 83.  

 

Figura 83. Representación gráfica (lineal) de la función !0($%-._1012) frente a la 
concentración de [$)*], , calculada por el método Deford-Hume. 

El gráfico "0(%&*+_50./) frente a [%12]4 también se ajustó a una línea recta, cuya 

ecuación 5 = 1,8 ∙ 10") + 1,3 tuvo un coeficiente de correlación R=0,9961 (Figura 84). Las 

constantes de estabilidad de los complejos de ENRO-AgNP-10nm y ENRO-AgNP-50nm que 
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se calcularon a partir de los datos anteriores fueron: log β1=3,46±0,01 y log β1=4,25±0,01, 

respectivamente. 

 

Figura 84. Representación gráfica (lineal) de la función de !0($%-._5012) frente a la 
concentración de [$)*], (método Deford-Hume). 

Este resultado concuerda con el obtenido en el estudio de las interacciones de las AgNPS 

con los antibióticos AMX y ENRO. Para los tres antibióticos estudiados, se cumple una 

relación lineal de la función "0(%&*+) frente a [%12]4, que permite el cálculo de las 

correspondientes constantes de formación de los complejos (mayores en el caso de las 

nanopartículas de diámetros de 50nm que con respecto a las de 10nm ). Y como conclusión 

final, las constantes de las nanopartículas con estos antibióticos tienden a ser mayores que 

las calculadas para los complejos formados con los mismo ligandos con los iones Ag(I). 
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3.10 Otras técnicas instrumentales para la caracterización de los 
complejos de azitromicina con nanopartículas de plata. 

De la forma que se ha explicado anteriormente, además de las técnicas de 

electroanálisis, se utilizaron técnicas que proporcionan información analítica 

complementaria de la interacción que se produce entre el antibiótico AZT y las 

nanopartículas de plata y plata iónica Ag(I). En este apartado se muestran los resultados 

obtenidos con cromatografía hidrodinámica, con los mismos tipos de interacciones y 

disoluciones empleadas en las medidas voltamétricas y espectrofotométricas. Dadas las 

limitaciones encontradas para la aplicación del DLS, por los problemas de las matrices y las 

bajas concentraciones de las AgNPs que han de emplearse para estudios de 

complejamiento con los antibióticos, obteniéndose baja precisión en las medidas de los 

diámetros hidrodinámicos, no se empleó esta técnica con el antibiótico AZT.  

3.10.1 Caracterización por HDC de complejos de AZT con AgNPs. 

Las disoluciones m_10nm-0 a m_10nm-5 y m_50nm-0 a m_50nm-4 se midieron con 

HDC, con las mismas condiciones experimentales descritas en el apartado 3.2.4. Cada una 

de las muestras se midió por triplicado. 

En la Figura 85 se observan los cromatogramas de las muestras m_10nm-0 a m_10nm-
5. Los picos de las AgNPs de 10nm en las muestras de m_10nm-0 a la m_10nm-4 en todos 

los casos tuvieron un tr=8,11±0,03min, mientras que en la muestra m_10nm-5 se desplazó 

hasta tr=7,905±0,00min. Este ligero desplazamiento a menores tr indican un aumento de 

tamaño de la AgNP. Este resultado está de acuerdo con el encontrado en EAM-UV-Vis. La 

presencia de un solo pico en cada cromatograma descarta la formación de agregados de 

las AgNPs en presencia de la AZT.  
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Figura 85. Cromatogramas HDC de las mezclas de AgNPs de 10nm a 0,05mM con AZT: 
(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta). Las 
medidas se llevaron a cabo en una columna PL-PSDA tipo 1, con un flujo de 1,6mL min-1, 
después de inyectar 20µL de las muestras. 

Los cromatogramas de las disoluciones m_50nm-0 a m_50nm-4 se muestran en la 
Figura 86. Las AgNPs-50nm en la muestra m_50nm-0 tuvieron un tr=7,96±0,00min. En las 

disoluciones m_50nm-1 a m_50nm-4 no se observó variación en los valores de 

tr~7,93±0,01min. Este ligero desplazamiento a menores tr no indica un aumento marcado 

en el tamaño de la AgNPs, pero sí descarta la formación de agregados de las nanopartículas 

de plata o de sus complejos, al observarse un solo pico. 
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Figura 86. Cromatogramas HDC de las mezclas de AgNPs de 50nm a 0,05mM con AZT: 
(a) 0mM(negro); (b) 0,05mM(rojo); (c) 0,1mM(azul); (d) 0,5mM(verde); (e) 1mM(violeta). 
Columna PL-PSDA tipo 1, con un flujo de 1,6mL min-1, después de inyectar 20µL de las 
muestras. 

Nuevamente, la conclusión más importante de la HDC es que no se produce 

aglomeración ni agregación de las dispersiones de AgNPs solas o en presencia del 

antibiótico AZT. Lo que nos permite afirmar que los cambios en los espectros de absorción 

de los espectros EAM-UV-Vis se deben a cambios en los grupos cromóforos del antibiótico 

y no a cambios en el plasmón superficial de las AgNPs debidos a estas agregaciones o 

aglomeraciones. Al igual que no se producen en las medidas electroquímicas, que se han 

realizado en las mismas condiciones químicas y físicas. 
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Conclusiones 

• Se estudiaron por primera vez las interacciones entre los 3 antibióticos AMX, ENRO, 

AZT y las especies de plata con técnicas voltamétricas, empleando DV (Ag(I)- 

antibiótico), ASV (Ag(I)- antibiótico) y VIP (AgNPs- antibiótico).  

• La determinación DPV de Ag(I) permitió calcular la especie disociada de las 

interacciones y complejos con los antibióticos, y de esta forma calcular sus constantes 

de formación midiendo desplazamientos de los potenciales de pico Ep que informan 

sobre su labilidad y energía necesaria para su disociación. Los valores calculados se 

resumen en la tabla 21. 

•  En general, los complejos de Ag(I) con los antibióticos tuvieron estequiometrias del 

orden 1:2, valores de log ß1 ~ 1-6 y log ß2 ~ 7-9. Estos valores son similares y algo 

menores a los calculados de complejos de los mismos antibióticos con otros metales 

di- y trivalentes (logß ~ 2-15). 

• Por primera vez se han calculado con datos electroquímicos las constantes de 

formación de los complejos tanto de Ag(I) como AgNPs con los 3 antibióticos AMX, 

ENRO, AZT. Se ha empleado el método de cálculo Deford-Hume, con datos de la 

variación de Ep en función de las relaciones estequiométricas metal:ligando. 

• Para la aplicación del método Deford-Hume, las concentraciones de Ag(I) libres son 

muy pequeñas, por lo que se ha utilizado un método novedoso de determinación de 

estas especies no complejadas basado en voltametría de redisolución. La 

concentración libre se pre-concentró selectivamente ajustando de forma precisa el 

potencial de electrólisis en la primera etapa, evitando la reducción de las especies 

complejadas, que requerirían mayor energía potencial (Ee). 

• Los valores que se calcularon de estas constantes (log ß) fueron pequeñas: AMX-AgNP 

3.96±0,36; ENRO-AgNP 3,17±0,95; AZT-AgNP 3,8±0,6. Valores medios para 

nanopartículas de plata de media de las constantes de 50nm y 10nm de diámetro. El 

método sólo requirió dilución de las muestras y la modificación del electrodo, siendo 

así un método relativamamente sencillo y rápido. 
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• Para una caracterización completa de la naturaleza de los complejos formados (o del 

tipo de interacciones que se producen) entre Ag(I) / AgNPs y los tres antibióticos, y su 

interpretación, los datos voltamétricos se complementaron con la información 

proporcionada por otras técnicas instrumentales de análisis.  

• La caracterización mediante EAM-UV-Vis tuvo como finalidad buscar cambios en las 

bandas de absorción de los antibióticos al reacionar con Ag(I), o cambios en las bandas 

de plasmón superficial de las AgNPs cuando se dejaron reaccionar con los antibióticos, 

qie indican si ha habido interacciones mutuas. Cambios de absorbancia de grupos 

cromóforos complejantes nos confirmaron su intervención en la interacción con 

especies de plata, formando los complejos indicados en cada caso. 

• Mediante EAM-UV-Vis se calcularon las siguientes estequiometrias de la interacción 

de las nanopartículas de plata (10 y 50nm) con los antibióticos: AgNPs-AMX 1,06x105 

moléculas de AMX nm-2, 4,13x108 moléculas de ENRO nm-2 y 2,2x104 moléculas de 

AZT nm-2. La interacción encontrada implica la unión de los antibiótidos sobre la 

superficie de las AgNPs. Lógicamente, mayores diámetros dieron lugar la unión de un 

número mayor de moléculas de antibiótico, por su mayor superficie. 

• En los espectros EAM-UV-Vis se observaron desplazamientos en las bandas de 

absorción de los antibióticos al reaccionar con iones Ag(I), que confirmaron que los 

grupos cromóforos correspondientes a esas bandas intervenían en la formación de 

complejos con Ag(I).  

• De forma similar, se observaron desplazamientos batocrómicos en EAM-UV-Vis en las 

bandas de plasmón superficial de las AgNPs (recubiertas de citrato) en su interacción 

con los 3 antibióticos, debido a un aumento de su tamaño al unirse a los antibióticos. 

Sin embargo, las AgNPs recubiertas con PVP se desplazaron hipsocrómicamente, en 

este caso por disminución de su tamaño Estos resultados fueron consistentes con los 

obtenidos en VIP (mayores valores de Ep al complejarse las AgNPs protegidas con 

citrato).  
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• Las medidas de dispersión dinámica de luz (DLS) de emplearon con la finalidad de 

comprobar las variaciones de los diámetros hidrodinámicos de las AgNPs al reaccionar 

con los antibióticos. Sin embargo, no se encontraron variaciones significativas, dado 

que las medidas DLS no tuvieron resolución suficiente para detectar los cambios 

pequeños de diámetros debidos al complejamiento de las AgNPs con los antibióticos.  

• Las medidas DLS sí que confirmaron que no se produjeron oxidaciones ni 

aglomeraciones de las AgNPs durante su reacción con los antibióticos. 

• Las medidas de cromatografía hidrodinámica tuvieron también el objetivo de detectar 

cambios de tamaño de las AgNPs en su complejamiento con los antibióticos. Sin 

embargo, al igual que con DLS, no se observaron cambios en los tiempos de elución 

de las AgNPs después de reaccionar con los antibióticos.  

• Indicando también que no hubo variaciones en los tiempos de elución debidos a 

aglomeraciones de las AgNPs en las condiciones expermentales de las medidas. Por lo 

que la HDC no tuvo la resolución suficiente para detectar el recubrimiento de las 

AgNPs con moléculas de antibiótico de, relativamente, bajo peso molecular. 
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IV. Conclusiones finales. 

La determinación de plata iónica (Ag+) en presencia de nanopartículas de plata (AgNPs), 

y viceversa, generalmente presenta problemas de interferencias. Las técnicas de 

electroanálisis abren la puerta a su determinación selectiva. 

Hemos desarrollado nuevos procedimientos electroquímicos para la detección y 

cuantificación de iones Ag(I) (Parte I) y procedimientos voltamétricos para la detección,, 

caracterización de tamaño, y cuantificación de nanopartículas de plata (Parte II).  

El objetivo final de este trabajo es el de aplicar los procedimientos electroquímicos 

anteriores al estudio de las interacciones y complejos que se producen entre las distintas 

especies de plata (Ag+, AgNPs) con 3 antibióticos (AMX, ENRO, AZT) de importancia en el 

medio ambiente como contaminantes emergentes. Estos antibióticos se escogieron por su 

presencia generalizada en aguas de 40 puntos de muestreo en ríos de cuencas fluviales de 

territorio POCTEFA (España-Francia), como consecuencia del Proyecto OUTBIOTICS (EFA-

183-16) 2018-2021 en el que trabajamos. 

Al final de cada una de estas tres partes, se han resumido en esta memoria las 

conclusiones más importantes del trabajo de investigación llevado a cabo. 

Los procedimientos electroquímicos descritos se han validado y se han aplicado en 

muestras comerciales de plata coloidal (AgNPs de tamaño relativamente uniforme con un 

contenido variable de iones Ag(I)), y se han comparado con las distribuciones de tamaño 

medidas por microscopía electrónica (FESEM / TEM), no encontrándose diferencias 

significativas (test t, 95% nivel de confianza). 

Se ha abordado por primera vez la metodología AGNES sobre electrodo de mercurio 

aplicada la determinación de Ag(I), con la dificultad que conlleva la oxidación selectiva de 

mercurio y plata a potenciales que difieren en muy pocos milivoltios. Dado que no fue 

posible esta separación, se ha propuesto una modificación denominada AGNES-Diferencial, 

a la vez que se han estudiado otras respuestas (electrodos sólidos, modificación de la etapa 

de redisolución por pasos de potencial).  
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De forma similar al AGNES, se ha desarrollado un nuevo método que hemos 

denominado ISPIE (In-Situ prepared Indicator electrode) con los mismos objetivos. Al igual 

que en el caso anterior, se han establecido las bases teóricas y pruebas de concepto. 

Para la caracterización, detección y cuantificación de las nanopartículas de plata (Parte 

II), de forma principal se han estudiado dos técnicas, basadas en mecanismos químico-

físicos distintos:  

(1) la voltametría de partículas inmovilizadas (VIP) y  

(2) la cronoculombimetría de impacto de partículas (PCC).  

En la primera de las técnicas (VIP), los resultados poco reproducibles se mejoraron con 

la inmovilización de una película de nafión que retiene fuertemente las AgNPs sobre los 

electrodos de carbón vítreo. De esta forma, la redisolución anódica se mide sin pérdidas de 

las nanopartículas hacia la disolución, mejorando notablemente la sensibilidad y 

reproducibilidad en la cuantificación de las AgNPs.  

En la segunda (PCC) se optimizaron las condiciones experimentales y los procedimientos 

de tratamiento de datos que permitieron obtener distribuciones de tamaño veraces y 

comparables a las de técnicas muy dedicadas, como microscopía electrónica y detección 

de partículas individuales con plasma acoplado inductivamente a espectrometría de masas. 

No se encontraron diferencias significativas (test t, 95% nivel de confianza) entre las 

distribuciones de tamaños obtenida por microscopía electrónica (FESEM / TEM) y el 

método PCC optimizado.  Apenas se han empleado las técnicas electroquímicas de impacto 

con una finalidad analítica en muestras reales (distribuciones de tamaño), mucho menos 

para la cuantificación del número de concentración de AgNPs L-1.  

Se observó (PCC) una relación lineal entre el número de colisiones y el número de 

nanopartículas de plata hasta 5x107 AgNPs L-1. Esto significa (en función de su diámetro) 

concentraciones de plata metálica del orden de muy pocos ng L-1, lo que exige una gran 

dilución, que asegura el comportamiento individual de los impactos detectados y la 

ausencia de adsorción sobre el electrodo.  
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En la parte III se calcularon electroquímicamente, por primera, vez las constantes de 

estabilidad entre los antibióticos AMX, ENRO, AZT y las especies de plata Ag(I) y AgNPs. 

Empleando las técnicas voltamétricas: DPV (Ag(I)- antibiótico), ASV (Ag(I)- antibiótico) y VIP 

(AgNPs- antibiótico). Se calcularon empleando medidas de desplazamientos de potencial 

en función de la labilidad y fuerza de los complejos, por el procedimiento Deford-Hume que 

se basa en la determinación de la estequiometría y las constantes de estabilidad por la 

variación del potencial de pico y la corriente faradaica al formarse los complejos de plata. 

La plata iónica formó complejos estables con amoxicilina y enrofloxacina (log 

β2=9.32±0,04 y 7.09±0,01, respectivamente), mientras que no se encontró complejo 

estable con azitromicina. En contraste, las AgNPs interaccionan con la amoxicilina, 

enrofloxacina y azitromicina. Los valores de las constantes calculados por el método Deford 

- Hume son muy cercanos para los tres antibióticos, lo que indica que no hay interacción 

específica entre la superficie de las AgNPs y los antibióticos. Para AgNPs de diámetro 10nm, 

los valores de lasc onstantes de formación de los correspondientes complejos se 

encontraron entre 2.5±0.1 y 3.46±0.1, mientras que en los AgNPs de 50nm los valores de 

estas constantes estaban entre 3.7±0.3 y 4.25±0.01, respectivamente. 
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VIII. Abreviaturas empleadas 

A Absorbancia 

AAS Espectroscopía de absorción atómica 

Ag(I) Plata iónica (Ag+) 

AgNPs Nanopartículas de plata 

AGNES Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping 

AMX Amoxicilina 

AMX_B1 Banda de absorción 1 de la amoxicilina 

AMX_B2 Banda de absorción 2 de la amoxicilina 

AMX_B3 Banda de absorción 3 de la amoxicilina 

ASV Voltametría de redisolución anódica 

AZT Azitromicina 

CV Voltametría cíclica 

DLS Dispersión dinámica de la luz 

DPV Voltametría diferencial de pulso 

DV Voltametría directa 

EAM Espectrometría de absorción molecular 

Ee Potencial de electrólisis 

Ei Potencial inicial 
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Ef Potencial final 

ENRO Enrofloxacina 

ENRO_B1 Banda de absorción 1 de la enrofloxacina 

ENRO_B2 Banda de absorción 2 de la enrofloxacina 

ENRO_B3 Banda de absorción 3 de la enrofloxacina 

Ep Potencial de máximo de corriente de un pico voltamétrico 

FESEM Microscopía electrónica de barrido 

FFF fraccionamiento de flujo de campo 

HDC Cromatografía hidrodinámica. 

ISPIE In Situ Prepared Indicator Electrode 

If Corriente faradaica 

Ip Máxima corriente del pico voltamétrico 

Mili Q Agua desmineralizada (18,2MΩ cm-1 a 25 °C) 

PCC Cronoculombimetría de colisión de partículas 

POCTEFA Programa INTERREG V-A España-Francia-Andorra 

PVP Polivinilpirrolidona 

SAM Mono capa autoensamblada 

SPR Resonancia de plasmón superficial 
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SP-ICP-MS 
Detección de partículas individuales con Plasma Acoplado 

Inductivamente - Espectrometría de Masas  

SWV Voltametría de onda cuadrada 

TEM Microscopía electrónica de transmición. 

te Tiempo de electrólisis. 

tm Tiempo de modulación 

tp Tiempo de intervalo 

tr Tiempo de retención (o de reposo) 

UV- Vis Ultravioleta- Visible 

vb Velocidad de barrido de potenciales 

VIP Voltametría de partículas inmovilizadas. 

ΔE Incremento de paso (barrido escalonado de potencial) 

ΔEp 
Amplitud de modulación, impulso del potencial (voltametría 

impulsional) 

 

 




