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RESUMEN

Actualmente las nanoparticulas de plata son de gran importancia, ya que éstas tienen un alto grado
de comercializacion, debido a sus maltiples aplicaciones ya sea en electronica, textiles, pintura,
cosmeticos, bactericidas, biofungicidas, aplicaciones biomédicas, en la industria médico-
farmacéutica y alimenticia. En el presente trabajo, se explord la sintesis de nanoparticulas de plata,
por una técnica econdémica y no toxica, la cual consistio en la reduccién quimica de nitrato de plata
(AgNO:s) a partir del extracto de las plantas cola de caballo (Equisetum hyemale L.), gordolobo
(Gnaphalium conoideum Kunth) y pinglica (Arctostaphylos pungens Kunth). Se observo el
comportamiento de la reaccion variando la concentracion de la sal precursora AgNOzy del extracto,
temperatura, bajo la influencia de la luz y sin luz. La caracterizacion de las nanoparticulas fue
realizada por espectroscopia de absorcion ultra-violeta-visible (UV-Vis), microscopia electronica
de barrido (MEB), microscopia electronica de transmision (MET). Se realizaron analisis de
difraccién de rayos X (DRX) para determinar la reduccién de la plata y espectroscopia de infrarrojo
(FT-IR), para identificar los posibles grupos funcionales que ayudan a la sintesis de nanoparticulas
de plata.

Las técnicas de caracterizacion de Uv-vis, MEB, MET y DRX, demostraron que se logran
obtener nanoparticulas, nanoesferas y nanoflores del metal de plata en diversos tamafos,
controlados por medio de la relacion extracto del fruto de pingtiica - sal precursora (AgNO3) y el
tiempo, mientras que se obtienen Unicamente nanoparticulas de plata, por medio de los extractos
de las plantas gordolobo y cola de caballo.

De los resultados experimentales derivados por la influencia de la luz, se nota que
independientemente de la planta hay una velocidad mayor de reduccion. La planta pingtica redujo
los iones de plata en un tiempo relativamente pequefio de reaccion (20 min aproximadamente) y a
concentraciones relativamente grandes de sal se pueden sintetizar nanoesferas de plata, las cuales

aun no se han reportado utilizando sintesis verde.

PALABRAS CLAVE: Biosintesis, Nanoparticulas de plata, Equisetum Hyemale L. Gnaphalium
Conoideum kunth y Arctostaphylos pungens kunth.

Xiv



ABSTRACT

Currently, the silver nanoparticles are of great importance, since they have a high degree of
commercialization, due to its multiple applications either in electronics, textiles, paint, cosmetics,
bactericides, bio-fungicides, biomedical applications in the medical and pharmaceutical industry
food. In this paper, the synthesis of silver nanoparticles explored by an economic and non-toxic
technique, which involved the chemical reduction of silver nitrate (AgNO3) from the extract of the
plant's Cola de Caballo (Equisetum hyemale L.), Gordolobo (Gnaphalium conoideum Kunth) and
Pinguica (Arctostaphylos pungens Kunth). The behavior of the reaction was observed by varying
the concentration of the precursor salt and extract AgQNO3, the temperature under the influence of
light and no light. The characterization of the nanoparticles was performed by absorption
spectroscopy-visible ultraviolet (UV-Vis), scanning electron microscopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM). Analysis of X-ray diffraction (XRD) was performed to determine the
silver reduction and infrared spectroscopy (FT-IR), to identify potential functional groups that help
the synthesis of silver nanoparticles.

The characterization techniques Uv-vis, SEM, TEM, and XRD, showed that is possible to
obtain: nanoparticles, nanospheres and nanoflowers silver metal in various sizes. Controlled by the
extract relation of the fruit of Pinguica - precursor salt (AgNO3) and time, while only silver
nanoparticles are obtained using extracts from plants Gordolobo and Cola de Caballo.

From the experimental results derived from the influence of light, it noticed that independently
of the plant there is a greater rate of reduction. The pendulum plant reduced the silver ions in a
relatively small reaction time (about 20 min) and at relatively large concentrations of salt silver

nanospheres can be synthesized, which have not yet been reported using green synthesis.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En el presente siglo, la nanotecnologia ha llamado la atencién en diversos campos como la
electronica, quimica, biotecnologia, bioanalitica, industria alimentaria, entre otras. Los recientes
avances en el campo de la nanotecnologia, tales como la capacidad de preparar nanoparticulas
altamente ordenadas de cualquier tamafio y forma, han llevado al desarrollo de nuevos agentes
biocidas.

Hay un creciente uso de la nanotecnologia en los alimentos y productos de consumo, por lo cual,
hay una necesidad de la deteccion y caracterizacion de los metodos exactos y precisos para la
sintesis de las nanoparticulas [1]. Por este motivo, recientemente los investigadores se estan
concentrando en el método de la quimica verde para un disefio y desarrollo mas eficiente, que es
mas respetuoso con el medio ambiente para la sintesis de nanoparticulas de metal [2].

Las nanoparticulas presentan un desarrollo en la investigacion cientifica debido a que poseen
propiedades distintas a sus contrapartes micrométricas, dependiendo de su tamafio, morfologia y
distribucion, permitiendo crear y mejorar productos, realizando sintesis de nanoparticulas de
diferentes materiales, desde polimeros naturales como la celulosa, poli (&cido lactico) (PLA);
nanoparticulas metalicas de diferentes tipos como cobre, plata, zinc, titanio u oro. Especialmente,
las nanoparticulas de plata, tienen un gran potencial como agentes antimicrobianos, lo que las hace
atractivas en nuevas aplicaciones como aditivos en la industria textil, embalaje y proteccion de
alimentos [3].

En el presente trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata, de modo que no se generan
desechos toxicos para el medio ambiente, ademas de que estan libres de contaminantes que dafian
a los seres vivos, en especifico a los humanos, por lo cual, para que éstas puedan ser utilizadas con
fines en la industria alimentaria, se utilizd la sintesis con extractos de plantas, las cuales tienen
como caracteristica principal que no son toxicas, ademas de sus beneficios econémicos. Para este
proposito se utilizaron los extractos de las plantas: cola de caballo (Equisetum hyemale L.),
gordolobo (Gnaphalium conoideum Kunth) y pinguica (Arctostaphylos pungens Kunth). Durante
la reaccion de biosintesis se evalu6 la concentracion del té con respecto a la sal precursora (AgNO:3)
y concentracion del AgNOs, ademas del efecto de otros factores tales como, la luz y la temperatura.

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizo por espectroscopia de absorcion ultra-violeta-

visible (UV-Vis), microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia electronica de



transmision (MET). Se realizd analisis de difraccion de rayos X (DRX) para determinar la
reduccion de la plata, espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) con la cual se determinaron los posibles

grupos funcionales que ayudan a la sintesis de nanoparticulas de plata.

1.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de Ag empleando extractos de las plantas cola de caballo
(Equisetum hyemale L.), gordolobo (Gnaphalium conoideum Kunth) y pinglica (Arctostaphylos

pungens Kunth) variando la relacion volumétrica extracto-sal precursora.

1.2 Objetivos especificos

« Llevar a cabo la obtencidn de nanoparticulas de plata a partir de una solucién acuosa de la
sal metalica respectiva (AgNO3), usando extractos de plantas como agente reductor y
estabilizante.

« Optimizar el proceso de obtencidn variando la concentracion del extracto y la sal precursora
durante la sintesis.

« Caracterizar las nanoparticulas metalicas por medio de espectroscopia Ultravioleta-Visible,
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), microscopia electronica de barrido y transmision
(MEB y MET) y difraccion de rayos X (DRX).

1.3 Justificacion

El presente trabajo, pretende la biosintesis de nanoparticulas de plata, las cuales pueden ser
aplicadas en la industria alimenticia, tratamiento de agua, medicina, etc. Para lo cual se emplearon
extractos de plantas como agentes reductores y estabilizadores, provenientes del estado de
Michoacan o nacionales, las cuales puedan contener compuestos organicos (flavonoides,
catequinas, taninos, alcaloides, etc.) que actian como agentes reductores de los iones de la sal de
plata a nanoparticulas. Las nanoparticulas de plata tienen una gran variedad de aplicaciones, sin
embargo, los métodos de sintesis, hasta ahora empleados, requieren materiales costosos y toxicos,

los cuales limitan en gran medida la aplicacion de las mismas en algunas areas como alimentos y
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textiles, entre otras. Debido a lo anterior, existe un gran interés en utilizar métodos de sintesis
empleando materiales orgénicos provenientes de las plantas, los cuales sean econdmicos, no
toxicos y cuyos subproductos no sean dafiinos para el medio ambiente, ampliando en gran medida

sus aplicaciones.

1.4 Hipotesis

Las sustancias activas que hay en las plantas Cola de caballo Equisetum hyemale L.), Gordolobo
(Gnaphalium conoideum Kunth) y Pingtica (Arctostaphylos pungens Kunth) como los taninos:
acidos aconitico, cafeinico, feralico y silicico, los flavonoides: metoxiflavonas y charconas, actuaran
como agentes reductores de los iones de plata presentes en la solucion acuosa de nitrato de plata
mientras que las saponinas actuardn como agentes estabilizadores de las nanoparticulas de plata

para sus posibles usos en la medicina, ya que, estaran libres de contaminantes.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

El campo de la nanotecnologia es una de las areas mas activas de investigacion en la ciencia de los
materiales modernos. Las nanoparticulas metalicas han sido de gran interés debido a sus
propiedades distintivas de las que se obtienen del material a granel tales como: cataliticas, dpticas,
magnéticas y eléctricas. Debido a las caracteristicas especificas como el tamafio, la distribucion y
la morfologia, las nanoparticulas exhiben propiedades completamente nuevas o mejoradas que
estan haciendo un impacto en todos los aspectos de la vida humana. Entre las nanoparticulas, las
de plata son uno de los productos prometedores en la industria de la nanotecnologia, debido a sus
aplicaciones en muchas areas, incluyendo biomédicas, catalisis, energia, materiales, industria

alimenticia, etc. [4].

2.1 Nanotecnologia y nanociencia

La nanotecnologia se puede definir como el disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de
materiales, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y el tamafio a nivel nanoescala.
La propia escala nanométrica es en la actualidad considerada entre 1 a 100 nm. Un matiz
ligeramente diferente se refiere a la manipulacion deliberada y controlada, medicion, modelado y
produccidn de la materia a escala nanométrica para crear materiales, aparatos y sistemas con nuevas
propiedades y funciones. Mientras que la nanociencia algunas veces es definida como “la ciencia
que fundamenta la nanotecnologia”, pero esto realmente es la biologia, la quimica y la fisica o
"ciencias moleculares”, dado que los cientificos de este campo estdn estudiando un campo

dimensional muy pequefio para una mejor comprension del mundo que nos rodea [5].

2.2 Nanomateriales y su clasificacion

Nanomateriales, es un término usado para describir una amplia y disparada gama de materiales,
gue contiene elementos caracteristicos de dimensiones inferiores a 100 nm [6]. Los nanomateriales
se pueden clasificar de acuerdo a sus dimensiones, un nanomaterial n-dimensional es ese material
que tiene n dimensiones fuera de la nanoescala, es decir, n dimensiones mayores de cien

nanometros [7]. Basandose en este criterio, se tendrian asi nanomateriales de acuerdo a lo siguiente:
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e Cero-dimensionales (0-D). Son materiales en los que todas sus dimensiones estan dentro
de la escala nanométrica.

e Unidimensionales (1-D). A diferencia de las nanoestructuras 0-D, estas tienen una de sus
dimensiones fuera de la escala nanométrica.

e Bidimensionales (2-D). Son materiales en los cuales dos de sus dimensiones no se
encuentran en el rango nanométrico, como las peliculas delgadas.

e Tridimensionales (3-D). A esta escala son conocidos como nanomateriales a granel, no
tienen ninguna de sus dimensiones en el rango nanomeétrico, sin embargo, estos materiales
tienen una estructura nanocristalina, es decir, estdn compuestos de un arreglo multiple de
cristales de tamafio nanométrico, que en su mayoria estan en la misma o diferente

orientacion [8].

2.3 Nanoparticulas

En el presente trabajo se tiene especial interés en los nanomateriales cero-dimensionales, dentro de
esta clasificacion entran las nanoparticulas. Las nanoparticulas se definen como particulas con
tamario en el intervalo de 10 a 100 nm, debido a esta escala de tamafio muy pequefio poseen un
area superficial por unidad de volumen inmenso, una alta proporcion de atomos en la superficie y
la capacidad de exhibir efectos cuanticos. Las propiedades Unicas de las nanoparticulas resultantes
no pueden preverse a partir de una simple extrapolacion de las propiedades de los materiales a
granel. Existen nanoparticulas con gran diversidad quimica en la forma de metales, 6xidos

metalicos, semiconductores, polimeros, materiales de carbono, organicos o bioldgicos [9].

2.3.1 Estructura y morfologia

El andlisis a fondo de una gran cantidad de nanoparticulas ha confirmado la idea comdn de que
ellas adoptan estructuras diferentes y gran diversidad morfoldgica con formas tales como esferas,
cilindros, discos, plaquetas, esferas huecas, tubos, etc. En la figura 2.1 se muestran las diversas
formas de las nanoparticulas observadas con mayor frecuencia y las mas interesantes en

nanoparticulas de oro. Sus dimensiones estan en el rango de 1-100 nm y se generan aplicando

20



técnicas diferentes de crecimiento, como son: la deposicion quimica de un vapor (CVD), los

métodos coloidales y los electroquimicos [9, 10].

Figura 2.1 Formas principales de particulas que se han observado a escala nanométrica: a) cubo-
octaédricas, b) icosaédricas, ¢) decaédricas regulares pentagonales, d) decaédricas en estrella, e)
decaédricas en estrella sin picos y f) decaédricas circulares [10].

La forma y estructura en las nanoparticulas de plata al igual que en las de oro, también varia
dependiendo de diversos factores como son concentracion, temperatura, pH, poder reductor, etc.
[11]. Liang y Col. [12] reportaron particulas de 6xido de vanadio con estructuras en forma de
estrellas de mar (figura 2.2), sintetizadas por un método hidrotérmico. Aunque las particulas en si
no estan dentro de los nanomateriales 0-D, si entran en la clasificacion 1-D debido a que los

extremos de las estrellas son menores a 100 nm.

Figura 2.2 (a, b) Microscopias del microscopio electronico de barrido que muestran particulas de 6xido de
vanadio [12].

21



Se han reportado diversas morfologias que adoptan las nanoparticulas metélicas, generalmente lo
atribuyen al control y al tipo de agente surfactante que se utiliza para la sintesis, en la tabla 2.1 se

muestran algunas formas de nanoparticulas que se han obtenido mediante varios métodos.

Tabla 2.1 Morfologias de nanoparticulas que se han reportado en los Gltimos afios.

Agente Agente Agente Forma )
- ] Referencia
precursor reductor estabilizante obtenida
) L Polivinilpirrolidona Nanoplacas
) Citrato trisodico ; .
Nitrato de plata - y dodecil sulfato de | triangulares de [13]
dihidratado ;
sodio plata
_ Mucor o ) Nanocubos de
Nitrato de plata o ) Mucor circinelloides [14]
circinelloides plata
Acido Azadirachta ; - Nanoesferas de
. - Azadirachta indica ; [15]
cloroplatinico indica platino
Acido Borohidrurode | PDDA (35% w/w, | Nanoestrellas de [16]
tetraclorodurico sodio solucion acuosa) oro
) Borohidruro de ) o Nanoprismas de
Nitrato de plata ) Citrato trisddico [17]
sodio plata

2.4 Métodos de sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas por una variedad de métodos que utilizan gas, liquido o
procesos en fase sélida. Estos incluyen procedimientos en fase gas como, evaporacion con alta
temperatura, sintesis de plasma, irradiacion de microondas, deposicion fisica y quimica de vapor.
El método coloidal o métodos en fase liquida son en la que las reacciones quimicas en disolventes
conducen a la formacion de coloides; también esta el auto-ensamblaje molecular y los procesos
mecanicos de reduccion de tamafio, incluyendo trituracion y molienda [9]. Los métodos para la
sintesis de los nanomateriales mencionados anteriormente, se pueden dividir en dos clases

principales: los métodos de arriba-abajo y los de abajo-arriba.
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2.4.1 Métodos arriba-abajo

En el método arriba-abajo, se reestructura un material a granel (es decir, se desmantela, mecaniza,
procesa 0 deposita) para formar nanomateriales. Para estos meétodos, los desafios aumentan a
medida que los dispositivos de tamafio se reducen y mientras, los disefios de los componentes
deseados se hacen mas grandes y méas complejos. Ademaés, el conjunto de arriba-abajo de
nanocomponentes en grandes areas es dificil y costoso [6]. Este enfoque puede involucrar la
molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacion de un sélido seguido por la
condensacion de los componentes volatilizados. Existen varios métodos que utilizan la
aproximacion de arriba-abajo, los mas representativos son:

«  Evaporacion térmica

»  Proceso de explosion

»  Ablacion laser

*  Molienda mecénica

»  Sputtering
A continuacion se mencionan algunos de los mas importantes solo para dar una idea de lo que son

los métodos de arriba-abajo:

2.4.1.1 Evaporacion térmica

Consiste en el calentamiento hasta la evaporacion del material que se pretende depositar. Se lleva
a cabo en una cdmara de vacio en la que se condensa el vapor sobre una lamina fria, requiriendo
en todo momento un control preciso de las condiciones de crecimiento para no producir una

modificacion de la morfologia de la capa depositada [18].

2.4.1.2 Molienda mecanica

La molienda es un método para la sintesis de materiales, en el cual los polvos a moler son
introducidos en las proporciones deseadas en el vial (recipiente contenedor) junto con los medios
de molienda (bolas de acero). Una vez que el vial ha sido cargado como se ha descrito

anteriormente, este es vigorosamente agitado por un molino.
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Esta vigorosa agitacion por parte del molino, produce colisiones entre las bolas, o entre el vial y
las bolas (figura 2.3). Quedando los polvos en medio de estas colisiones, lo cual involucra la
repetida deformacion plastica, fractura y soldadura continua de las particulas que estan sujetas a
una molienda constante. Este método ha alcanzado gran popularidad dado que es un método simple,
que puede ser aplicado a cualquier tipo de material y el costo del equipo en el que se lleva a cabo

es relativamente bajo [19].
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Figura 2.3 Durante la molienda los polvos o particulas son repetidamente deformadas o aplastadas, unidas
0 soldadas en frio, fracturadas y re-unidas [19].

Varios de los métodos que utilizan la aproximacién arriba-abajo, salvo la molienda, requieren de
instrumentacién compleja y complicada, lo cual los hace costosos, por tanto, muchas veces se

prefieren los métodos que utilizan la aproximacion abajo-arriba.

2.4.2 Métodos abajo-arriba

Existen diversos métodos que utilizan la aproximacion de “abajo hacia arriba” para la sintesis de
nanoparticulas, los mas empleados son aquellos que utilizan procedimientos quimicos. Por lo
general, inician con la reduccion de los iones metalicos a atomos metalicos, seguido por la
agregacion controlada de estos atomos. EI método quimico es el mas conveniente para la obtencion
de nanoparticulas uniformes y pequefias [18].
Los métodos mas representativos de esta aproximacion son:

. Reduccion fotoquimica

. Irradiacion con microondas
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. Sintesis solvotermal

. Reduccién quimica
. Método sol-gel
. Biosintesis o sintesis verde

2.4.2.1 Método de reduccion quimica

Desde un punto de vista quimico, la sintesis de nanoparticulas en disolucion (disolucion coloidal)
requiere del empleo de métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio y la forma
de las nanoparticulas para asi obtener un conjunto de particulas monodispersas que presenten una
propiedad determinada. En general, la sintesis de nanoparticulas metalicas en disolucion se lleva a
cabo mediante el empleo de los siguientes componentes:

i) Precursor metalico

i) Agente reductor

iii) Agente estabilizante.
El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccion de iones de plata
consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento. En la tabla 1 se muestran algunos de los
precursores y estabilizantes que se utilizan en la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNps) por

medio de este método.

Tabla 2.2 Reactivos utilizados por el método quimico para la sintesis de nanoparticulas de Ag [20].

Precursor Reductor Estabilizante
AgNO; Citrato -
AgNOs NaBH; -
AgNO; Ac. Ascdrbico -
AgNO:3 Polioles Polivinilpirrolidona
Ag(COOCH5) Acetaldehido Hexadecilamina
AGNO: D bis(-2-etilhexil) -
sulfosuccinato de sodio
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El método Creighton consiste en la reduccion de AgNOs con el agente reductor NaBHa. Este
método es el méas popular en la actualidad y da lugar a la obtencion de nanoparticulas de plata
(AgNps) de aproximadamente 10 nm y con una distribucion estrecha de tamafios (monodispersas)
[20].

2.4.2.2 Método de biosintesis

Las nanoparticulas suelen sintetizarse mediante métodos quimicos y fisicos, como ya se menciond
anteriormente. En los métodos quimicos, se utilizan varios productos quimicos toxicos, que son
perjudiciales para la salud de los seres vivos, por lo que actualmente las nanoparticulas se sintetizan
mediante el uso de métodos biologicos basados en la quimica verde para la reduccion de los
productos quimicos toxicos.

Hay varios recursos para la sintesis verde de nanoparticulas metalicas (Nps), tales como
bacterias, hongos, enzimas y extractos de plantas. Entre los métodos bioldgicos, la sintesis de Nps
utilizando extractos de plantas es la mejor alternativa ecoldgica y que no utiliza un elaborado
proceso de mantenimiento de cultivos celulares. Este método se utiliza principalmente para la
produccion a gran escala de Nps y para reducir la toxicidad en el desarrollo de la quimica verde.
La sintesis verde o biosintesis de Nps consta de tres pasos principales:

e Laseleccion del medio disolvente

e Laseleccion de los agentes reductores del medio ambiente

e Laseleccion de sustancias no toxicas para la estabilidad de Nps [21].

2.4.2.2.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas

Una razon importante para la investigacion de plantas en la sintesis de nanoparticulas es su facil
disponibilidad. Las nanoparticulas metalicas pueden producirse mediante un extracto con toda la
planta o una parte en particular de ella; sin embargo, la cantidad de agentes reductores es bastante
grande en el extracto de la planta entera. En este tipo de biosintesis, simplemente se realiza un
extracto de la planta seleccionada y se mezcla con una solucion de la sal precursora a temperatura

ambiente. La reaccién generalmente se completa en poco tiempo [22].
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Se ha investigado recientemente el proceso de biosintesis, siendo reportados el efecto de las
variables del proceso tales como, la concentracion del extracto, la relacién de mezcla de los
reactivos, la concentracion de sal, el tiempo de reaccion y el pH. Mas de 2000 plantas
pertenecientes a diferentes familias han sido utilizadas por su capacidad para sintetizar diversas
nanoparticulas de metales como plata, oro, hierro, paladio, plomo y cobre. La reduccion y
estabilizacion de los iones de metales se debe a la combinacién de biomoléculas tales como
proteinas, aminoacidos, enzimas, polisacaridos, alcaloides, taninos, compuestos fendlicos,

saponinas, terpenoides y vitaminas que ya estan establecidas en los extractos de plantas [21, 23].

2.5 Nucleacion y crecimiento de nanoparticulas metalicas

En la sintesis quimica de nanoparticulas metélicas, "nucleacion” pueden definirse ampliamente
como la formacion de un pequefio grupo de atomos en la solucion. Sin embargo, Xiong y Xia lo
definen como la formacién de semillas con una estructura estable y cristalinidad bien definida [24].
Existen dos tipos de nucleacion, la homogénea y heterogénea, este trabajo se enfoca solamente en
la primera.

El modelo basico propuesto para explicar la precipitacién de una solucion se basa en la teoria
de nucleacion clasica publicada por LaMer y Dinegar en 1950. El llamado diagrama de LaMer
ilustra la variacion de la concentracion del soluto en funcion del tiempo como se muestra en la
figura 2.4. Dicha teoria se basa en los mecanismos de nucleacion y crecimiento en la cual considera
la nucleacion como la etapa limitante del proceso; el diagrama se divide en tres etapas.

Durante la etapa I, la concentracién de sales va aumentando hasta alcanzar la concentracion de
nucleacion (Cmin, figura 2.4). Al llegar a esta concentracion, el sistema se vuelve heterogéneo, y
las moléculas de soluto se combinan para producir embriones o nlcleos. Los nucleos se forman y
disuelven de forma continua. La estabilidad de los nucleos criticos depende de la altura de la barrera
de energia libre (AG): si es alta en comparacion con la energia térmica (T), la posibilidad de la
formacion de dichos nicleos es insignificante y no se formaran particulas. Sin embargo, si la
barrera de AG es lo suficientemente baja, la velocidad de nucleacion tiende a ser infinita. Si no se
logra la concentracion critica, se forma una fase esponjosa con una longitud de onda caracteristica

en lugar de particulas. Esto se conoce como descomposicion espinodal.
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Figura 2.4 Representacion esquematica de la concentracion de un soluto disuelto antes y después de la

nucleacion como una funcién del tiempo [25].

En el paso Il, la aparicién de nucleos reduce parcialmente la sobresaturacion, lo suficientemente
rpido para que la velocidad de nucleacion caiga inmediatamente casi a cero. La nucleacion
continuara hasta que la concentracion caiga del limite critico de sobresaturacion (Cwmax, figura 2.4)
para Cwmin, donde el crecimiento de particulas sustituye a la nucleacion [25].

La distribucién del tamafio de las nanoparticulas depende del proceso de crecimiento
subsiguiente de los nucleos. El proceso de crecimiento del nucleo participa en multiples pasos
siendo los principales:

(1) Generacion de especies de crecimiento

(i) Difusién de las especies de crecimiento a la superficie de la particula en crecimiento

(iii)  Adsorcidn de las especies de crecimiento sobre la superficie de crecimiento

(iv)  Crecimiento de la superficie a través de la incorporacion irreversible de las especies de

crecimiento sobre la superficie solida

El suministro de las especies de crecimiento a la superficie de crecimiento se denomina “difusién”,
que incluye la generacion, difusion y adsorcion de las especies sobre la superficie de crecimiento,
mientras que la incorporacion de especies adsorbidas sobre la superficie en la estructura solida se

denota como el “crecimiento” [26].
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2.6 Propiedades de nanoparticulas metélicas

Propiedades insélitas de la fisica, quimica y biologia pueden surgir en los materiales que se fabrican
0 manipulan a nivel nanométrico. Estas propiedades presentan una respuesta y comportamiento
distinto a los materiales a granel. Una importante propiedad de las nanoparticulas es que la relacion
entre el nimero de atomos superficiales y el tamafio de la particula es de tipo exponencial. A
medida que disminuye el tamafio de la particula, el area superficial por unidad de masa aumenta, o
que se traduce en un mayor nimero de atomos en la superficie. De hecho, a mayor superficie,
mayor sera su reactividad. Las propiedades relacionadas con la superficie de los materiales, son las
propiedades magnéticas, dpticas, mecénicas y quimicas [27].

2.6.1 Propiedades Opticas

Michael Faraday fue el primero en describir las nanoparticulas metalicas, ya que en 1847 descubrid
que las propiedades dpticas de los diminutos cristales de oro dispersados en agua diferian de las
del metal a granel, las cuales presentaban una fuerte tonalidad de rojo rubi. Esta fue probablemente
la primera observacion de los efectos de confinamiento cuantico, producido cuando los electrones
son confinados en una particula menor del espacio que tienden a recorrer espontadneamente en un
determinado metal a una determinada temperatura [28].

Las nanoparticulas pueden presentarse como un fino polvo, depositadas sobre una superficie,
formando patrones ordenados o desordenados, embebidas en el interior de otro material sélido o
dispersas en un liquido formando lo que se llama una suspensién coloidal. A principios del siglo
XX, Gustav Mie propuso una explicacion basada en la interaccién de la luz con los electrones de
las particulas. Para ciertos valores del tamafio de la particula y de la frecuencia de la luz incidente
sobre la misma, se puede lograr que los electrones se muevan oscilando de forma colectiva, dando
lugar a lo que se denomina plasmon. La energia absorbida en una cierta frecuencia cambia el
espectro de la luz reemitida. De esta manera, si se controla el tamafio y la forma de la nanoparticula,
se pueden obtener disoluciones coloidales rojas, anaranjadas, verdosas, azules, etc. [29].

Una de las muestras mas interesantes de las propiedades Opticas de las nanoparticulas es la copa
de Licurgo. La caracteristica mas notable de esta copa es que en condiciones normales de

iluminacién externa el vidrio asume un color verde, pero cuando se ilumina desde adentro, se
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observa un rojo fuerte (figura 2.5). Los analisis han demostrado que el vidrio de la copa de Licurgo,
contiene pequefias cantidades de polvo de oro incrustadas dentro de €l, estas pequefias particulas
metalicas en suspension dentro de la matriz de vidrio, tienen diametros comparables a las
longitudes de onda de la luz visible. Como consecuencia, se puede producir una forma de
excitacion plasménica (una oscilacion de los electrones libres en la superficie de una particula de
metal, a una cierta frecuencia). En la copa, las propiedades de color dependen principalmente de la
reflexion cuando la luz esta externa a la taza y la absorcion y transmision, cuando la fuente de luz

es interna [8].

Figura 2.5 La copa de Licurgo se ve verde cuando la luz incide sobre él (a), pero de color rojo cuando la
luz brilla dentro (b). La copa contiene nanoparticulas de oro [8].

Los causantes de las propiedades Opticas en los nanomateriales, en pocas palabras, son los
plasmones de superficie localizados, los cuales, son las oscilaciones colectivas de electrones
restringidos en pequefios volimenes metalicos. Para que este fendmeno ocurra, la particula tiene
que ser mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente [30]. En la figura 2.6 se muestran
una serie tipica de disoluciones coloreadas que contienen nanoparticulas de plata y su espectro de
UV-Vis para algunos de los tubos, mostrando su banda de plasmén. Se observa que a medida que
el tamafio de la particula va creciendo, la solucion muestra un color méas intenso, siendo las
soluciones claras (amarillas) las mas particulas pequefias y los mas oscuros (azul-negro) las

particulas mas grandes.
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Figura 2.6 Fotografia de una serie completa (izquierda) tras la sintesis de nanoparticulas de plata y
espectro visible (derecha) mostrando algunas bandas de plasmon experimentales representativas. La foto
insertada en el espectro muestra un “nanoprisma” de caras triangulares 111 (bolas blancas) con caras

laterales 100 (bolas rojas) [30].

2.6.2 Propiedades antibacterianas

La actividad antibacteriana se relaciona con compuestos que matan las bacterias a nivel local o
ralentizan su crecimiento, los cuales se pueden clasificar como bactericida y bacteriostatico, los
agentes antibacterianos son de suma importancia para luchar contra enfermedades infecciosas,
pero, debido al hecho de que las bacterias desarrollan resistencia contra muchos agentes
antibacterianos comunes, las enfermedades infecciosas siguen siendo uno de los mayores
problemas de salud en todo el mundo. Esto ha impulsado el desarrollo de estrategias alternativas
para el tratamiento de enfermedades bacterianas, entre ellos, los materiales a nanoescala han
surgido como nuevos agentes antimicrobianos [31].

La plata metélica, el cual, es uno de los elementos basicos que componen nuestro planeta, la
plata pura tiene la mas alta conductividad eléctrica y térmica [32], ademas, muestra sorprendentes
propiedades antibacterianas. Desde tiempos remotos, los griegos y chinos utilizaban plata para
cocinar y comer porgue se creia que esta practica era mas higiénica [7].

El mecanismo del efecto bactericida de la plata y las nanoparticulas aun no se ha entendido del
todo. Varios estudios proponen que las nanoparticulas de plata se pueden adjuntar a la superficie
de la membrana celular perturbando la permeabilidad y funciones de respiracion de la célula. Las

nanoparticulas de plata mas pequefias tienen una gran area de superficie disponible para la
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interaccion con las bacterias, lo que daria un efecto mas bactericida que el de las particulas méas
grandes. También es posible que las nanoparticulas, no solo interactuar con la superficie de la
membrana, si no también puede penetrar dentro de la bacteria [33]. EI mecanismo de accion de la
plata esta relacionada con su interaccion con compuestos del grupo tiol que se encuentran en las
enzimas respiratorias de las células bacterianas [34].

En las pruebas que se han realizado, las nanoparticulas de plata muestran una elevada actividad
antimicrobiana, tanto contra bacterias Gram negativas como positivas. Dicha eficiencia puede
atribuirse a los multiples mecanismos de accion que presenta:

a) Liberacion de Ag" que interacciona con tioles en proteinas inactivando su funcion o
formando conjugados tdxicos, asi como interacciones con bases nitrogenadas del ADN.

b) Causando pérdida del gradiente protonico en la membrana celular lo cual inhibe el proceso
respiratorio. Al desencadenar un aumento en la tasa respiratoria (con tal de mantener el
gradiente de protones) se generan compuestos toxicos como radicales superdxido e
hidroxilo.

c) Generando especies reactivas de oxigeno (ROS) en su superficie con el oxigeno disuelto en
el medio.

d) Ocasionan dafios mecénicos a la membrana celular.

Sin embargo, el aporte de individual de cada uno de los mecanismos de accién varia segun
propiedades de las particulas sintetizadas (tamafio, morfologia, recubrimientos), condiciones
experimentales (luminosidad, temperatura, pH, concentracion de oxigeno) y tipos de
microorganismos empleados. Por ejemplo, algunos autores sefialan que la liberacion de ROS es el
mecanismo principal, en otro estudio se observé que la liberacion de Ag* resultaba determinante,
mientras que en algunos casos el dafio a la membrana se determiné como la causa principal [35].

Un aspecto importante de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata es el efecto
sinérgico que se produce cuando estas particulas se combinan con otros compuestos naturales y
sintéticos. Por ejemplo, se ha reportado que las nanoparticulas de plata y de fenazina-1-
carboxamida juntos aumentan el efecto antibacteriano frente a cepas resistentes a la meticilina de
Staphylococcus aureus (MRSA) por 32 veces, resultado de alteraciones morfoldgicas de la pared

celular bacteriana [36].
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2.7 Aplicaciones de las nanoparticulas metélicas

Explorar los cambios que se producen en la materia a escala cuantica es la clave de las enormes
posibilidades de innovacion, del poder y del potencial de la nanotecnologia. Manipulando los
materiales a escala nanomeétrica, los cientificos estan transformando drasticamente y disefiando
nuevos materiales. Las empresas fabrican ya nanoparticulas que se utilizan en productos
comerciales, desde pinturas que no se agrietan y tejidos que repelen la suciedad hasta calcetines
que neutralizan los olores, cristales que se autolimpian y revestimientos anti-grafiti para muros.
Por ejemplo, explotando las propiedades antibacterianas de la plata a escala nanométrica, Smith y
Nephew han desarrollado vendas para heridas con un revestimiento de nanocristales disefiado para
evitar las infecciones [37].

Las nanoparticulas de Ag se han utilizado ampliamente como agentes antibacterianos en la
industria de la salud, el almacenamiento de alimentos, recubrimientos textiles y una serie de
aplicaciones ambientales. La industria textil utiliza nanoparticulas de Ag en diferentes tejidos
textiles, se preparan fibras de nanocompuestos que contienen nanoparticulas de plata incorporadas
dentro de la tela, las fibras de algodon que contienen estas particulas exhiben alta actividad

antibacteriana contra Escherichia coli [38].

2.8 Discusion del estado del arte

Uno de los indicativos de la reduccién de sales en nanoparticulas metélicas es el cambio de
coloracion en la solucion acuosa tal y como mencionan Moy Col. [39] en sus estudios con extracto
de diferentes hojas de eucalipto (Eucalyptus), el color de la solucion cambio inmediatamente de
café amarilloso a oscuro una vez afiadido el extracto, se obtuvieron con un rango de tamafio de 4-
60 nm con una morfologia esféerica. El extracto se realiz6 a 60 °C durante 1 h, se utilizaron 6 g de
la planta con 200 ml de agua desionizada. Para la sintesis de AgNps, se agregaron 25 ml de extracto,
0.1 M de nitrato de plata (AgNOz) con agitacion de 150 rpm a 30°C.

Otra planta que ha sido empleada en la sintesis de AgNps es la Sesbania grandiflora usada por
Das y Col. [40], quienes sintetizaron nanoparticulas de plata empleando el extracto de las hojas de
la planta. Dicha sintesis se llevo a cabo en un tiempo de incubacion de 1hr después de que el

extracto se adiciond al material precursor que en este caso se tratd de nitrato de plata AgNOs. El
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color de la mezcla de la reaccion cambio de transparente a café, lo cual indicé la formacién de las
AgNps, ademas de la caracterizacion de espectroscopia UV-Vis en donde se observo un pico a 422
nm el cual se hace mas intenso a medida que incrementa el tiempo de reaccion, sugiriendo un
incremento en la concentracion de nanoparticulas. La figura 2.7 es una micrografia del microscopio
electrénico de transmision, en donde se puede apreciar la forma esférica y el tamafio nanométrico
de las particulas. Dicho tamafio nanométrico fue determinado por medio de la técnica de
microscopia de fuerza atdbmica, cuyos resultados arrojaron que la mayoria de las nanoparticulas se

encontraban en un rango de tamafo de 10-20 nm.

b

&)

Figura 2.7 Micrografia Electrénica de Transmision en la cual se observa tanto el tamafio como la forma

de las nanoparticulas de plata [40].

Kuppusamy y Col. [41] sintetizaron AgNps con brécoli (Brassica oleracea L.), se afiadié un 1 gr
de polvo fino de brécoli con 200 ml de etanol al 90% y se mantuvo en un agitador a 37 °C. Las
AgNps se obtuvieron de un tamafio de 30-45 nm de forma esférica. El analisis de espectroscopia
de ultravioleta visible (Uv-vis) muestra un pico de absorcion a 450 nm, aproximadamente, en la
figura 2.8 los espectros de Uv-Vis en diferentes intervalos de tiempo, con lo cual se confirma la

exitosa sintesis de nanoparticulas de plata.
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Figura 2.8 Espectro UV-Visible de nanoparticulas de plata sintetizados en funcion del tiempo [41].

Por otro lado, Rathi y Col. [42], utilizaron Erythrina indica lam y obtuvieron AgNps de 20 a 118
nm de forma esférica, el patron de difraccion de rayos X muestra los cuatro picos caracteristicos
en todo el espectro a valores de 26 del 38°, 44.1°, 64.11° 68°, y 77.4° corresponden a los planos
cristalinos 111, 200, 220 y 311 de plata metélica. Se muestra en la figura 2.9 dicho patron.
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Figura 2.9 Espectro de difraccion de rayos X [42].
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2.8.1 Influencia de factores en la formacion de nanoparticulas por medio de plantas

Existen varios factores que juegan un papel importante en la sintesis de nanoparticulas. La
concentracion, forma y tamafio de ellas dependen en gran medida de dichos factores entre los que

se encuentran el pH, la temperatura y concentracién del extracto.

2.8.1.1 Efecto del pH en la reaccion

Por otra parte, Chowdhury y Col. [43] sintetizaron a temperatura ambiente AgNps en presencia del
extracto de Averrhoa carambola , donde se utilizaron 25 g del fruto en 100 ml de agua a diferentes
pH en completa oscuridad, el espectro de UV-Vis reveld, que con el aumento de pH de la solucién,
la intensidad de los picos incrementan y se hacen mas estrechos junto con un desplazamiento, que
significa la disminucion del tamafio de la particula, mientras que la microscopia electrénica de
transmision (TEM) mostré que el tamafio medio de particulas de Ag fue de 16, 13 y 12 nm para
pH de 4, 7 y 10, como se muestra en la figura 2.10. El analisis de FT-IR confirmd la presencia de
polioles, aldehidos, aminas y &cidos organicos en el extracto de la fruta que se convirtieron en Utiles
agentes reductores y estabilizantes para la sintesis de AgNps. La solucién a pH neutro (pH 7) tuvo
una mejor distribucion del tamafio de particula en comparacién con acido (pH 4) y pH alcalino (pH
10).

Figura 2.10 Imégenes de TEM de AgNps a diferentes pH. a) pH 4, b) pH 7 y ¢) pH 10 [43].
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2.8.1.2 Efecto de la temperatura y concentracion del extracto

Varios estudios han encontrado que el control de la temperatura y de la concentracién del extracto,
durante el proceso de sintesis por medio de plantas es critico en el tamafio y forma de las
nanoparticulas obtenidas, esto fue reportado por Shankar y Col. [44], quienes utilizaron extracto
de acetona Rhodomyrtus tomentosa a 0.01, 0.05 y 0.1% (w/v), se disolvié en 20 ml de agua. La
solucion acuosa de nitrato de plata (AgNO3) se afiadié gota a gota a la solucion para hacer una
concentracion final de 1 mM de plata, se clocaron en matraces en un agitador rotatorio a 28 y 50
°C, en la oscuridad a 150 rpm. Después de 48 h de reaccion, las muestras se centrifugaron a 14,000
rpm durante 30 min y se lavaron los precipitados con agua.

Los andlisis de AgNps usando 0.01, 0.05 y 0.1% (w/v) del extracto a 28 °C fueron designados
como Ag28A, Ag28B, y Ag28C, respectivamente, sin embargo, AgNps sintetizadas utilizando
0.01, 0.05y 0.1% (w/v) a 50 °C fueron designados como Ag50A, Ag50B, y Ag50C, a continuacion
se exponen unas micrografias de TEM (figura 2.11) donde se observo la variacion del tamafio de

particula.

Figura 2.11 Micrografias de TEM de AgNps, (a) Ag28A, (b) Ag28B, (c) Ag28C, (d) Ag50A, (e) Ag50A
y (f) Ag50C [44].
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Las micrografias indican que la mayoria de las AgNps formadas son esféricas y tienen un rango de
tamafio entre 10 y 30 nm. Las nanoparticulas no estan en contacto directo lo que indica una
estabilizacion gracias al extracto. El tamafio de las nanoparticulas fue mas pequefio a mas alta
temperatura y a mayor concentracion del extracto de la planta.

Bindhu y Col. [45], enfocaron sus estudios al efecto de la concentracion del extracto en las
caracteristicas de las nanoparticulas de plata, en el cual empled un extracto de hojas de Hibiscus
cannabinus como agente reductor y estabilizante, evaluo 4 diferentes concentraciones del extracto.
El espectro de Uv-Vis reveld que a medida que la concentracion del extracto aumenta, el ancho del
pico disminuye y hay un desplazamiento del pico de 451 a 446 nm del plasmon, el cual indica que
el diametro medio de las nanoparticulas de plata disminuye. Dicho desplazamiento y forma
estrecha de la banda de resonancia de la superficie de plasmén indica la formacién de
nanoparticulas esféricas, ademas de una distribucion homogénea. Esto es comprobado mediante

las imagenes de TEM (figura 2.12).

Figura 2.12 TEM micrografia de AgNps: (a) la barra de escala corresponde a 200 nm, (b) la barra de
escala corresponde a 100 nm, (c) la barra de escala corresponde a 10 nm (recuadro: patron de difraccion) y

(d) de imagenes de alta resolucion que muestra franjas reticulares con una separacion de 0,21 nm [45].
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Por lo tanto, la influencia de la concentracion del extracto sobre la sintesis de las nanoparticulas se
debe a que a medida que la concentracion aumenta, mayor cantidad de &cido ascérbico esta
disponible para reducir iones de plata y formar un gran nimero de nanoparticulas muy pequefas.
Vijay [46], obtuvo AgNps con Boerhaavia diffusa, disolvio en 100 ml de agua destilada el polvo
de la planta ya mencionada y afiadié 10 ml del extracto anterior a 90 ml de solucion de AgNOs 0.1
M y se incubd durante 24 h. Las imagenes obtenidas del microscopio electronico de barrido (SEM)
se presentan en la figura 2.13-a, donde se confirma la existencia de nanoparticulas muy pequefias
y uniformemente esféricas, el analisis de energia dispersiva de rayos X (EDAX) se muestra en la
figura 2.13-b, revel6 sefial en la region de plata y confirmé la formacion de AgNps. Los
nanocristales de plata metélica en general, muestran pico de absorcién Optica tipica

aproximadamente a 2.983 keV debido a la resonancia de plasmones superficiales.

Figura 2.13 (a) Micrografia de SEM y (b) espectro de EDS [46].

2.8.1.3 Posibles compuestos responsables de la sintesis de nanoparticulas empleando plantas

Ibrahim [47], estudié mas a fondo las sustancias organicas contenidas en el extracto de cascara de
platano (Musa sapientum), responsables de la reduccion de AgNps. Se realiz6 por medio de FT-

39



IR, haciendo dos mediciones, una antes y otra después de la reaccion. En la figura 2.14 se muestra
el espectro (extracto sin AgNOz3) donde muestra varios picos que indican la compleja naturaleza
del material biologico, las bandas aparecieron a 3411.5, 2932.6, 1749, 1637.6, 1386.5, 1146.5,
1077, 829.5 y 642.4 cm™* que fueron asignados respectivamente a la vibracion de estiramiento del
O-H de alcohol o N-H de aminas, C-H de alcanos, C=0 de acido carboxilico o éster, N-C=0 amida
1, CH2 de alcanos, C-O de éacido carboxilico, éster o éter, C-N de aminas alifaticas o alcohol / fenol
y N-H de la deformacién de aminas. Después de la reaccién con AgNO3 hubo un cambio en los
siguientes picos: 3411.5-3420.8, 2932.6-2927.7, 1749-1742.9, 1637.6-1626, 1386.5-1383.3,
1146.5-1141.1, 1077-1076.3, 829.5-824.5 y 642.4-651.3 cm™, indicando que los grupos carboxilo,
hidroxilo y amida en la superficie del extracto de la cascara de platano pueden estar participando
en el proceso de sintesis de nanoparticulas. EI tamafio medio de particula obtenido fue de 23.7 nm,
ademas mostraron buena actividad antimicrobiana contra los microorganismos patdgenos

seleccionados.
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Figura 2.14 Espectro de FT-IR del extracto de cascara de platano (BPE) y las nanoparticulas de plata
[47].

Actualmente se han reportado una gran cantidad de plantas estudiadas para la sintesis de
nanoparticulas de planta, ademas de las ya mencionadas, en la tabla 2.3 se describen de manera

resumida otras plantas utilizadas y el tamafio de particula obtenido con cada una de ellas.
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Tabla 2.3 Biosintesis de nanoparticulas usando algunos extractos de plantas [21].

Planta Tamafio de Planta Tamafio de
AgNps AgNps
Ca_ssu_i 9-31 nm Argemone maxicana 30 nm
angustifolia
Curcuma long - Azadirachta indica 20-nm
Ocimum . .
tenuiflorum 25-40 nm Crude Piper nigrum 20-50 nm
Punica granatum 10 nm B_osv_vellla 30-40 nm
ovalifoliolata
Alstonia scholaris 30-50 nm Desmodium trifolium 5-20 nm
Calotropis 35 nm Euphorbia hirta 40-50 nm
procera
Catharanthus 5-10 nm Trianthema decandra 15 nm
Chenopodium 10-30 nm Cebolla del Allium 33.67 nm
album Cepa
Dioscorea Eucalyptus citriodora
- . . 20 nm
batatas y Ficus bengalensis
Eclipta prostrate 10-20 nm Carica papaya 25-50 nm
Gelidilla acerosa 16-40 nm Datura metel 16-40 nm
Mentha piperita 57 nm Eclipta prostrate 2-6 nm
Piper longum 18-41 nm Eucalyptus hybrid 50-150 nm
Polyalthia
longifolia 15-50 nm Jatropha curcas 15-50 nm
Pol_yal?hla 58 nm Aloe vera 15.2 nm
longifolia
Rosa damascene 10-30 nm Pelaryonium 16-40 nm
graveolens
Vitex negundo 18.2 nm Acalyphaindica 20-30 nm

Las plantas que se utilizaron en este trabajo son Cola de caballo, Gordolobo y Pingiiica, de las
cuales se describen a continuacidn sus caracteristicas y algunas de las sustancias fitoquimicas que

se han logrado encontrar reportadas dentro de la literatura.

2.8.1Cola de caballo (Equisetum hyemale L.)

La planta de Cola de caballo es una hierba de hasta 2 m de altura, con tallos huecos, quebradizo y
cilindrico, de color verde oscuro sin ramificaciones, con anillos espaciados que presentan pequefios

dientes oscuros alrededor de las articulaciones. Originaria de Norteamérica, habita en climas
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semiseco, seco y templado [48]. Esta planta es utilizada para aliviar enfermedades de los rifiones y
la prostata tomada como té hecho con los tallos, también ayuda con el dolor de apéndice [49].

Se ha reportado que la planta contiene taninos como acidos aconitico, cafeinico, ferdlico y
silicico; alcaloides que son la equisetina, nicotina y palustrina, también contiene una
dimetilsulfona. En las partes aéreas de E. hyemale, se han identificado los carotenoides alfa y beta-
caroteno, lutein su epdxido, licofil, violaxantin y zeaxantin; por Gltimo se han encontrado los

flavonoides triglucopiranosidos de herbacetin y camferol. [50, 51].

2.8.2 Gordolobo (Gnaphalium conoideum kunth)

La planta de Gordolobo es una hierba de 30 a 80cm de altura con tallos de apariencia aterciopelada.
Las hojas son largas y angostas pegadas al tallo. Sus flores son amarillas y brillantes dispuestas en
cabezuelas y los frutos como capsulitas alargadas, es originaria de México. Esta planta tiene
propiedades relajantes y se utiliza cominmente para tratar la tos, asma y bronquitis [51, 52]. Dentro
de esta familia botanica se encontraron en un estudio que se realiz, saponinas, taninos, terpenoides

y flavonoides (tres metoxiflavonas y una charcona) [53].

2.8.3 Pinguiica (Arctostaphylos pungens kunth)

La planta de pinguica es un arbol o arbusto de hojas oblongas, las flores terminan en racimos, sus
pétalos son de color rosado y el fruto es drupaceo, con pulpa granulosa y el aspecto de una
manzanita. Por el alto contenido de taninos en toda la planta ésta se emplea como diurético,
astringente y antinefritico. Los indigenas prehispanicos de México comieron mucho esas frutillas
de la planta pingiica, tanto por ser muy alimenticias como porque el sacaruro que contienen
aumentan la orina y disminuye la albimina [54]. En el fruto se han detectado pirocatequina, una
resina y taninos [51].

Con lo anteriormente descrito, en cuanto a los métodos utilizados para la sintesis de
nanoparticulas de plata y toda la informacion recaudada, se apoyo para la realizacion de la
metodologia que se menciona a continuacién en el capitulo 3 y para explicar el posible
comportamiento en cuanto a los resultados obtenidos con cada una de las plantas (Cola de caballo,

Gordolobo y Pingica) que se estudiaron en este proyecto.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la figura 3.1 se muestra esquematicamente de manera resumida los pasos en que consistio la

metodologia experimental.

.

—

‘ SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Precursores

Nitrato

de plata
(AgNO,)

Ii

y

Seleccion y adquisicion
de plantas

Michoacan.

Las plantas se adquirieron en el
Mercado Independencia de Morelia,

!

Preparacion de solucién
precursora:

Se disolvio AgNO; en agua
destilada, se prepararon 6, 8, 9
10,11y 12 mM.

-Cola de caballo
(Equisetum hyemale L.)

-Gordolobo
(Gnaphalium conoideum kunth)

-Pingtiica
(Arctostaphylos pungens kunth)

4

continua
adicional.

Preparacion de extractos:

Se calentaron 50 ml de agua
destilada hasta su punto de
ebullicion, después se agreg6 la
planta correspondiente 'y se
mantuvo por 30 min en agitacion
calentamiento

A4

Sintesis de nanoparticulas de Ag

Se realiz6 la mezcla de la sal
precursora con el extracto a
temperatura ambiente y en completa
oscuridad primeramente, conforme se
iban observando los resultados de la
sintesis, esta se fue optimizando
cambiando las variables del proceso
que fueron las siguientes:

-Variacion de la relacion volumétrica,
extracto-sal precursora

-Temperatura a 50, 60 y 70°C
-Influencia de la luz y sin luz

Caracterizacion estructural

Una vez que se realizé la sintesis,
monitorearon las soluciones bajo
siguientes técnicas de caracterizacion:

se
las

-Espectroscopia de absorcién ultra-violeta-

visible

-Microscopia electrénica de barrido
-Microscopia electronica de transmision
-Difraccion de rayos X

-Espectroscopia de infrarrojo

Figura 3.1 Diagrama de flujo de las actividades experimentales.

43



3.1 Seleccion y caracteristicas de las plantas

Las plantas seleccionadas para el estudio de la sintesis de nanoparticulas de plata fueron: cola de
caballo (Equisetum hyemale L), gordolobo (Gnaphalium conoideum kunth) y pinglica
(Arctostaphylos pungens kunth), elegidas principalmente porque son utilizadas en la medicina
tradicional mexicana, son originarias de México y no han sido reportadas en la literatura, ademas

se tiene la certeza que no son toxicas por estudios previos [51].

3.2 Adquisicién de las plantas

Las tres plantas se adquirieron secas para una mejor manipulacion al momento de utilizarlas para
su experimentacion, en el mercado independencia ubicado en Morelia, Michoacén. En la figura 3.2

se muestran las caracteristicas de las plantas bajo estudio.

Figura 3.2 Plantas empleadas para la sintesis de nanoparticulas de plata, a) hojas de pingica, b)
fruto de pinguica, c) gordolobo y d) cola de caballo.

3.3 Preparacion de extractos

Los extractos se realizaron variando la cantidad de gramos de la planta en 50 ml de agua destilada,
en la tabla 3.1 se muestran las cantidades utilizadas, estas fueron cambiando dependiendo de los
resultados que se iban registrando con la finalidad de optimizar la obtencién de las nanoparticulas
de Ag. Una vez que se midieron los 50 ml de agua destilada y se pesaron los gramos de la planta
requeridos, el agua se someti6 a calentamiento hasta punto de ebullicion, en ese momento se apag6

la parrilla y se agrego la planta, para posteriormente taparla y dejarla en agitacion continua durante
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30 minutos. Después los extractos se filtraron para eliminar la planta y particulas no deseadas con
papel filtro de poro fino; estos se dejaron enfriar a temperatura ambiente, para proseguir con la

sintesis de nanoparticulas de Ag.

3.4 Preparacion de las sales precursoras
Para la preparacion de las soluciones precursoras, se utilizo la sal de nitrato de plata (AgNO3), el
cual fue disuelto en agua destilada, se prepararon las molaridades de 6, 8, 9, 10, 11y 12 milimolar

(mM). Esta preparacion fue realizada en frascos &mbar para evitar la descomposicion del AgNOs

Tabla 3.1 Cantidades de la planta utilizada para la realizacion de los extractos.

Planta Gramos utilizados
Hojas pinguica 2,3y4
Fruto pinguica 2
Gordolobo 1,15y?2
Cola de caballo 1,15,2,25,3y4

3.5 Sintesis de nanoparticulas de plata

La metodologia experimental se divide en tres partes que consisten en la utilizacion de cada una de

las plantas para la sintesis de nanoparticulas, que a continuacion se mencionan.

3.5.1 Planta Cola de caballo (Equisetum hyemale L)

Se realizaron una serie de experimentos, los cuales fueron variando dependiendo de los resultados
que se iban obteniendo, con el fin de optimizar el proceso. En la tabla 3.2 se muestran estos
experimentos. Las muestras que se realizaron sin la influencia de la luz, fueron tapadas con papel
aluminio para evitar por completo el contacto con la luz durante la sintesis. Esto fue realizado

también con las otras plantas.
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Tabla 3.2 Serie de experimentos con cola de caballo.

Con
Cantidad de AgNOs Relacion Influencia de
temperatura
planta (gr) (mM) extracto/sal ¢0) la luz (S/N)
2,3y4 6,8y 10 1:1y1:2

1,15,2,25 8 N

9,10,11y 12 1:1 25
S, N
1 9
1:1-1:12 S
12 1:1 50,60y 70 N

3.5.2 Planta de Gordolobo (Gnaphalium conoideum kunth)

Dentro de la experimentacion con esta planta, se manejé de manera similar a la primera utilizando

las mismas molaridades y condiciones de la luz (ver la tabla 3.3), aunque las condiciones

cambiaron, especificamente los gramos, ya que esta planta absorbe mucha agua y fue dificil realizar

los extractos con mucha cantidad de planta. En el caso del gordolobo, se realizd el extracto

utilizando toda a planta (flor, tallo y hojas).

Tabla 3.3 Serie de experimentos con gordolobo.

Cantidad de Relacion Influencia de
AgNOz (mM)
panta (gr) (extracto/sal) la luz (S/N)
1,15y2 6,8y 10 1:1y1:2 N
1.5 6 1:1-1:5 N, S

3.5.3Planta de Pinguica (Arctostaphylos pungens kunth)

La planta de pinguica se subdivide en dos partes, ya que se hicieron pruebas con las hojas de

pinglica y por separado pruebas con el fruto.
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3.5.3.1 Experimentacion con hojas de pinguica

En la tabla 3.4 se muestran las variables experimentales que se hicieron con las hojas de pinguica;
cabe sefialar que en estos experimentos se aplicaron tres diferentes pesos de la planta, con tres

distintas molaridades y dos relaciones volumétricas con respecto al extracto de la planta y la sal

precursora.
Tabla 3.4 Serie de experimentos realizados con las hojas de pinguica.
Cantidad de panta (gr) AgNO3 (mM) Relacion (extracto/sal)
2,3y4 6,8y10 b
H y 1 y
1:2

3.5.3.2 Experimentacion con fruto de pinglica

En la tabla 3.5 se presentan las pruebas que se desarrollaron con el fruto de pinguica, en la cual se
especifican las variables experimentales de peso en gramos de la planta, molaridad del AgNO3 y

relacién volumétrica extracto-sal precursora.

Tabla 3.5 Serie de experimentos realizados con el fruto de pingiica.

Cantidad de Relacion Influencia de la
AgNOs (mM)
panta (gr) (extracto/sal) luz (S/N)
2 6,8y 10 11 NyS

3.6 Caracterizacion estructural de nanoparticulas de plata

La caracterizacion estructural, es de los aspectos fundamentales de la parte experimental, ya que

gracias a esta se obtuvo diversa informacion y se comprobo la presencia de las nanoparticulas de

plata.

47



3.6.1 Espectroscopia de ultra violeta visible (Uv-vis)

Esta técnica es de gran relevancia en el estudio de las nanoparticulas suspendidas en solucion
(coloides), debido a que se puede realizar el andlisis de muestras liquidas y las corridas son
relativamente rapidas [55]. Las nanoparticulas metalicas, como las de plata, tienen la caracteristica
de que interacttan de manera muy importante con ciertas longitudes de onda de la luz, exhibiendo
una banda de absorcion caracteristica en el UV- vis, la cual no esta presente en el espectro del metal
a granel. Esta banda de absorcion se encuentra en un rango de 400 y 470 nm [56] para las
nanoparticulas de plata. Esta técnica es de gran importancia para determinar la formacion de
nanoparticulas y se realizé por medio de un espectrofotometro miniatura de la marca Ocean Optics,
modelo USB 400.

3.6.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Por esta técnica de caracterizacion fueron analizadas las nanoparticulas de Ag para corroborar los
resultados obtenidos por UV-vis en lo referente al tamafio, forma aproximada y composicion
quimica, ademas, se realiz6 un analisis quimico para constatar la presencia de Ag. Solo en muestras
donde los tamafios de las particulas eran mayores a los rangos nanométricos se realizaron mapeos
quimicos, ya que en muestras de nanoparticulas, los tamafios son demasiado pequefios y no se
definen bien en un mapeo quimico. El microscopio electronico de barrido utilizado es de la marca
JEOL JSM-7600F. Este microscopio cuenta con un detector de EDS para efectuar un analisis

quimico puntual.

3.6.3 Microscopia electrénica de transmision (MET)

Una parte primordial para el estudio de los materiales por MET es la preparacién de la muestra. En
este caso, unas gotas de la suspension, después de la reaccion, fueron depositadas directamente en
las rejillas de cobre con recubrimiento de carbon amorfo. Para este trabajo se utilizo el microscopio
marca Phillips modelo Tecnai F20, para observar de manera mas precisa el tamafio, morfologia y
distribucion de las nanoparticulas, ademas, se utilizé la técnica de alta resolucién para definir el

tipo de nanoparticula obtenida.
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3.6.4 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se utilizo la técnica de espectroscopia de infrarrojo por medio de un espectrémetro Bruker Tensor
27 que trabaja con un rango de operacion 4000-400 cm™, en el cual se metieron dos muestras
diferentes por cada planta, una del extracto sin AgNOs y otro con el mismo, con el cual se
definieron los grupos funcionales presentes en el extracto, y se obtuvo una aproximacion de las

posibles sustancias que actian como reductores y estabilizantes en la sintesis.

3.6.5 Difraccion de rayos X (DRX)
Una vez obtenidas las nanoparticulas, estas se estudiaron por difraccion de rayos X en un

difractometro Bruker modelo D8 que trabaja a 40 kV para confirmar que se trata efectivamente de

cristales de plata y se evalu6 la formacién de residuos no deseados en el caso de algunas muestras.
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CAPITULO 4. ANALISIS DE RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados, el cual, se centra en el desarrollo de distintos métodos
de biosintesis mediante el uso de los extractos, Cola de caballo, Gordolobo y Pingliica, para la

produccion de nanoparticulas de plata.

4.1 Resultados con la planta Cola de caballo (Equisetum hyemale L.)

Los resultados de cola de caballo se muestran en la figura 4.1 la secuencia sistemética de la
observacion directa del cambio de color, el cual esta relacionado con la evolucion de la
bioreduccién de los iones de plata como nitrato. Como se logra constatar el cambio de color de
amarillo a café obscuro comienza a los 60 minutos de reaccion, mientras que se consolida a los 240
min. En principio este es un buen indicativo de que el extracto de esta planta tiene substancias
antioxidantes, las cuales permite la obtencion de nanoparticulas de plata. Este cambio de coloracion

como el aqui obtenido, ha sido reportado en mdltiples investigaciones [57].

extracto 1 min 5 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min 90 min 240 min

Figura 4.1 Cambio de color de las soluciones sintetizadas con extracto de cola de caballo en funcién de

tiempo.

La espectroscopia de ultravioleta-visible (UV-vis) es un método indirecto pero muy eficiente y
rapido para examinar la evolucion de la reaccién de bio-reduccion de las nanoparticulas de Ag, a
partir de la solucion acuosa de AgNOzYy el extracto, el espectro de absorcion de particulas esféricas

aisladas se caracteriza por la resonancia de Mie que se produce a una frecuencia wo tal que:

€1s (WO) =—2&m (1)
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donde €s (w) es la funcion dieléctrica de las particulas esféricas de plata y €m es la funcion

dieléctrica del medio que las rodea [58]. De esta forma la banda a 460 nm puede ser atribuida a la
dispersion de Mie que solo responde al metal de plata [59]. De acuerdo a lo anterior, se presentan
los espectros generados en la figura 4.2, en donde los experimentos corresponden a la variacion de
la molaridad en cada inciso de acuerdo a 6, 8 y 10 mM de AgNOs, ademas variando los gramos de
la planta empleada en a) 2 g, b) 3 g y c) 4 g, con una relacion volumétrica de 1:1. Se observa que
bajo estas condiciones no se presenta un pico del plasmén superficial caracteristico de las

nanoparticulas de Ag, excepto para la muestra de 2 g con 8 mM.
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Figura 4.2 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo
con 6, 8 y 10 mM de AgNOs variando los gramos de la plantaa) 2 g, b) 3 gy c) 4 g, con una relacién 1:1.

Esto se puede entender a partir de la siguiente manera: las cantidades de las substancias reductoras
son excesivas, las cuales permiten el crecimiento incontrolado de las particulas de plata obteniendo
tamafos mas alla del rango nanométrico, en donde la técnica de Uv-vis no puede detectarlas. Para

mejorar estos resultados las pruebas experimentales fueron ampliadas manejando las mismas
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concentraciones de extracto y de sal de plata, aunque incrementando la relacion volumétrica

respectivamente en 1:2, los resultados son presentados en la figura 4.3.
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Figura 4.3 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo

con 6, 8 y 10 mM de AgNOs variando los gramos de la plantaa) 2 g, b) 3 gy ¢) 4 g, con una relacion 1:2.

Como se nota, los datos obtenidos difieren claramente de los presentados en la relacion 1:1, en
donde, la mayoria de los espectros presentan curvas con un pico del plasmon caracteristico de las
nanoparticulas de Ag alrededor de los 450 y 500 nm. Se observa que si se incrementa la cantidad
de planta en el extracto, el pico de resonancia del plasmadn superficial (SPR por sus siglas en inglés)
disminuye o no se presentan, mientras que para la minima cantidad de planta en el extracto
empleada (2 g de planta, figura 4.3-a), todas las curvas presentaron un pico del plasmén, por lo
tanto, estos resultados sugieren que la planta cola de caballo no presenta un crecimiento controlado
de las especies reducidas, dado que las substancias tensoactivas deben ser insuficientes para
recubrir una gran cantidad de iones de plata bioreducidos convertidos en sélidos, haciendo que
estos crezcan y se desarrollen en tamafios mas alla del rango esperado. La ultima deduccion es

reforzada observando nuevamente los espectros correspondientes a 3 g de planta (figura 4.3-b) en
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donde dos maximos en la curva, es decir, la meseta que se presentan en las curvas se aprecian como
sefial de dos distribuciones de tamafio de particula.

De igual forma las anteriores observaciones generadas por la técnica de espectroscopia de Uv-
vis se comprueban, observando las imagenes generadas por microscopia electronica de barrido
mostradas en la figura 4.4. Se aprecia en la imagen nanoparticulas de plata siendo los puntos mas
brillantes y pequefios, mientras que por otro lado, se logran ver particulas que se salen del rango
de los 100 nm, siendo éstas los puntos blancos mas intensos, de esta forma quedan comprobados
los resultados discutidos anteriormente. Es importante sefialar que el analisis quimico realizado
mediante EDS (figura 4.4-b), se muestra que el elemento plata viene ahora acompafiado de varios
otros elementos, por ejemplo el Cl y K, los cuales se presume deben proceder del extracto de cola
de caballo. Segun el estudio fitoquimico realizado en [51], esta planta efectivamente contiene

cloruros.

b)

4

Figura 4.4 a) Imagen de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con 3 g de cola de caballo y 10 mM

X 40,000

de AgNOscon una relacion 1:2y b) andlisis quimico por EDS.

Para comprobar este resultado fueron realizados experimentos mediante la técnica de difraccion de
rayos X a una muestra preparada mediante evaporacion como se muestra en la figura 4.5. Como se
aprecia de la misma, los picos correspondientes a los planos de difraccion (111), (200), (220), (311)
y (222) se presentan confirmando la reduccion de iones de plata a un sélido cristalino (JCPDS no.
87-0720) de sistema cubico y red de Bravais fcc, sin embargo, se aprecian también del

difractograma intensas reflexiones que son indexadas con el compuesto AgCl (JCPDS no. 85-
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1355), en este resultado se ha presentado ya para otras composiciones de tal forma que se
comprueba la presencia de cloro que contiene la planta de cola de caballo. Por otro lado, se observa
la presencia de otros compuestos (*CDP) que no se lograron indexar, lo que se atribuye a los
compuestos derivados de la misma planta, los cuales también se presentan en otros estudios hechos
anteriormente [47].

La presencia de estos compuesto en la planta de cola de caballo si bien no tiene influencia en la
toxicidad de las nanoparticulas empleadas, puede tener algin efecto en la velocidad de
bioreduccidn, por causa de una sobresaturacion, impulsando al sistema a incrementar la cinética
del proceso, esto podria en parte explicar porque los espectros de Uv-vis no presentan un pico del
plasmén a medida que la concentracion del extracto se incrementa. De acuerdo a esto fueron
efectuados experimentos para las mismas condiciones, con una molaridad de 8 mM de AgNOsz de

bioreduccidon variando los gramos de la planta del extracto de cola de caballo.

A Ag
800 Y @ Agcl
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*Compuestos Derivados de la Planta

Figura 4.5 Patrén de difraccion de rayos X de nanoparticulas de Ag sintetizadas con extracto de cola de
caballo. Los planos (1 1 1), (2 0 0), (220), (311) y (222) corresponde a la difraccién de rayos X estandar
del cristal de Ag.
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Mediante la técnica de Uv-vis se lograron monitorear los resultados los cuales son ilustrados en la
figura 4.6, como se aprecia, basicamente no existe un pico de plasmon superficial cuando la
cantidad de planta presente en el extracto de cola de caballo fue mayor a 1 g, indicando con esto
que la planta bioreduce pero controla poco el crecimiento de las particulas de acuerdo con los
anteriores resultados pero, por otro lado, para una concentracion de 1 g de extracto ya se logran
sintetizar nanoparticulas de plata, confirmando que también en esta planta al igual que otras que se
han reportado anteriormente, se puede realizar la sintesis de nanoparticulas eco-amigable y de bajo
costo.

El pico de SPR de esta gréafica es esbelto indicando una distribucion de tamafio homogénea de
las nanoparticulas y ademas, se encuentra ubicado en los 430 nm, siendo una posicion un poco
hacia la derecha del pico caracteristico el cual es a 425 nm, no obstante, esta posicion no
unicamente puede variar con el tamafio de los sélidos reducidos sino también varia por las

constantes dieléctricas del medio [60].

Absorbancia

e T p— 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda

Figura 4.6 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de

caballo con 8 mM de AgNOs variando los gramos de la planta en el extracto.
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Estos resultados se lograron comprobar mediante la figura 4.7, la cual presenta una imagen de
microscopia de barrido utilizando 1 g de extracto de la planta. Se logra apreciar una gran densidad
de nanoparticulas de plata formadas, las cuales se encuentran bien dispersas y aproximadamente
en un rango de tamafo homogéneo. Los resultados derivados de los analisis quimicos siguen
confirmando que varios elementos son encontrados como residuos de la planta, entre los que
encontramos al K, ClI, S, P y Si. A partir de que en la grafica anterior se constata que la
concentracion de 1 g de planta en el extracto presenta buenos resultados, fueron realizados estudios

para comprobar la evolucion de la reaccion como funcion del tiempo de reaccion.

b)

Figura 4.7 a) Imagen de MEB de muestra sintetizada con 1 g de cola de caballo y 8 mM de AgNOs, b)

analisis quimico por EDS.

Las figuras 4.8 a-c, muestran los espectros registrados mediante Uv-vis, de la variacién del tiempo
de reaccidn en: a) 1 dia, b) 15 dias y ¢) 60 dias, variando en cada uno de ellos la molaridad de la
sal empleada desde 9 hasta 12 mM. Como se logra apreciar de la primera de esas figuras (figura
4.8-a), picos de Uv-vis bien definidos se aprecian ubicados en 445 nm, los cuales crecen en
intensidad a medida que la concentracion de la sal de plata aumenta, esto como indicativo de que
una mayor densidad de nanoparticulas de Ag se obtiene. Resultados similares son comunmente
encontrados en la literatura por el uso de otros extractos de plantas [61]. Estos resultados muestran
que el proceso de bioreduccién mediante cola de caballo se optimizd en cuanto a la cantidad de
nanoparticulas que se pueden obtener reducidas y estabilizadas, logrando las mejores condiciones

cuando se utiliza 1 g de cola de caballo y 12 mM.
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Cuando el tiempo de proceso se incrementa hasta 15 dias (figura 4.8-b) se observa que ain los
picos, independientemente de la concentracion de sal, se incrementan ligeramente en intensidad de
sefial lo que indica que aun continud el proceso de bioreduccion, sin embargo, todos los espectros
muestran picos ensanchados lo cual es un indicativo de que la distribucion de tamafio de particula
se incrementa aunque mas particulas se obtienen, por lo tanto, en cuanto a estos resultados si se
desea contar con tamafios de particula mas homogéneos es mejor parar la reaccion despues de 1

dia manejando las presentes condiciones.
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Figura 4.8 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de
caballo con 1 gr de planta, variando la molaridad a distintos tiempos de reaccion, a) 1 dia, b) 15 dias
y ¢) 60 dias.

Cuando el tiempo de reaccion se extendid hasta los 60 dias de reaccion (figura 4.8-c), se aprecia
que las intensidades de los espectros se comienzan a alterar en funcion de la molaridad de la sal, lo
cual nos sugiere que la reaccion de reduccién adn continto haciendo crecer a las particulas fuera

del rango nanométrico, por lo que, aun hay presencia de iones de plata libres y agentes reductores;
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aungue por otro lado, se muestra que las nanoparticulas en cola de caballo siguen manteniéndose
en general estables.

Aunque en principio, se desea que la reaccion de reduccion de nanoparticulas mediante extractos
de plantas, el cual es un método eco-amigable y econdmico, se logre efectuar con buenos resultados
a temperatura ambiente, para conocer la influencia de la misma en la cinética y caracteristicas de
la bioreduccion empleando cola de caballo, fueron realizados varios experimentos variando la
temperatura en 50, 60 y 70 °C, y para las condiciones de 1 g de extracto y 12 mM de sal empleada.

Como se ve en la figura 4.9 buenos resultados se obtienen variando la temperatura en cuanto a
cantidad de nanoparticulas reducidas, homogeneidad de la muestra en cuanto a tamafio de las
nanoparticulas obtenidas, esto se deduce respectivamente a partir de la intensidad del pico del SPR,
el cual crece en la medida que se emplea una temperatura mayor, pero su posicion se desplaza hacia

el rojo lo cual indica un tamafio de particula mayor, con el incremento de la temperatura.
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Figura 4.9 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo

con 1 gr de la plantay 12 mM de AgNOs variando la temperatura de la sal en grados centigrados.

Esta tendencia de crecimiento es bien constatada por los analisis efectuados mediante microscopia

electronica de barrido, en donde, se observa de la figura 4.10, los resultados obtenidos para cada
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temperatura que se emple6. Como se aprecia unas formaciones en forma de flor se presentan en las
muestras las cuales en cantidad aproximadamente se incrementan con el incremento de la
temperatura de reaccion. Es importante mencionar que esas formaciones presentan pétalos con
dimensiones en el rango nanométrico (figura 4.11 a-b) las cuales serian como ensambles y se deben
investigar en cuanto a su capacidad de funcionalizarce con otras substancias para aplicaciones
dentro de la nanomedicina, tratamiento de aguas de desecho o catélisis.

Figura 4.10 Iméagenes de MEB de muestras sintetizadas con 1 gr de cola de caballo y 12 mM de AgNOs3
con sus respectivos analisis quimicos por EDS, variando la temperatura de la sal, a) 50 °C, b) 60 °C y c)
70 °C.
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Esas dimensiones pueden constatarse muy claramente de las imagenes a mayores amplificaciones
en donde se logra apreciar el crecimiento dendritico de la nanoestructura y los pétalos conformados
de estructuras nanométricas, en la misma figura se aprecia que la composicion quimica de estas

nanoestructuras se encuentra basada en plata (4.11 c-d).

Figura 4.11 a-b) Iméagenes de MEB de la muestra sintetizada por cola de caballo con 12 mM de

AgNO:s;, c-d) mapeo quimico.

Para conocer el efecto de la luz en la formacion de las nanoparticulas de plata fueron realizados
dos experimentos los cuales fueron medidos mediante la técnica de Uv-vis, como se logra apreciar
de la figura 4.12. En estos experimentos el extracto de cola de caballo fue mantenido en 1 gr de la
planta y la concentracion de la sal de plata fue de 9 mM de AgNOs3 con una relacién 1:1, a un
tiempo de reaccion de 1 hora. Como se aprecia el efecto de la luz es fundamental ya que mientras
no hay luz no existe pico del plasmén y cuando la luz influye en la reaccién, un pico del plasmon
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claramente es observado del espectro, por tanto, se puede acertar que la influencia de esta radiacion
es fundamental para una mejor eficiencia de la reaccion, lo cual se podria atribuir a que las
substancias organicas de los tallos de cola de caballo son activadas mediante la energia luminosa,

reconociendo los mecanismos biologicos de su funcion natural al estar expuestas a la luz solar.
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Figura 4.12 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo

con 1 g de la plantay 9 mM de AgNOs con una relacion 1:1, reaccién de 1 hora.

Por otro lado, la figura 4.13 muestra los resultados derivados de la influencia de la relacion
extracto-sal precursora en la formacién de nanoparticulas de metal. Como se logra apreciar el pico
del plasmon correspondiente a la absorcion de las nanoparticulas de Ag se presenta ubicado en la
longitud de onda aproximada de 450 nm, el cual se incrementa con la disminucion de la sal
empleada y ademas se desplaza hacia la derecha en la misma medida que la reaccion se efectia
con mayor concentracion de sal.

Estos resultados sugieren gque en la medida que la concentracion de sal se incrementa, no existe
la suficiente cantidad de agente desaglomerante (saponinas) que permita estabilizar a las
nanoparticulas causando su crecimiento el cual esté indicado por el desplazamiento del pico del
plasmon hacia la longitudes de onda mayores y por la reduccién en la intensidad del pico del
plasmén, esto Ultimo debido al crecimiento de particulas mas alla del rango nanomeétrico, en donde

la técnica de Uv-vis no las puede detectar.
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Figura 4.13 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo
con 1 gr de la plantay 9 mM de AgNOs variando la relacion extracto/sal.

Los resultados son constatados mediante las observaciones derivadas de los estudios de MEB
presentes en la figura 4.14 a, como se logra observar de estas imagenes las nanoparticulas de metal

se presentan aunque también particulas fuera del rango nanométrico son observadas.

Figura 4.14 Iméagenes de MEB de muestras sintetizadas con 1 gr de cola de caballo y 9 mM de AgNOs

con sus respectivos analisis quimicos por EDS, variando la relacion extracto/sal, a) 1:6 y b) 1:12.
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Los resultados derivados de los analisis quimicos realizados mediante EDS se presentan en la figura
4.14 b, en donde claramente se observan los elementos del espécimen, la plata como el principal
componente y el cloro proveniente del material organico, el cual suele reaccionar con la plata
formando un cloruro insoluble.

Para corroborar lo que se ha discutido acerca de las sustancias reductoras y estabilizantes que
tiene la planta Cola de caballo, se utilizo la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR), la cual mide la absorcién de la radiacion por vibraciones fotdnicas de alta
frecuencia (en una region oOptica), que son sensibles a la presencia de determinados grupos
funcionales, como el hidroxilo (-OH), metilo (-CHs), amino (-NH) y amido (-NH). Cada uno de
estos grupos absorbe la radiacién infrarroja a una frecuencia caracteristica, que depende del medio
[62]. Por lo tanto, se obtuvieron dos espectros de FT-IR, del extracto de la planta cola de caballo y

otro con las nanoparticulas de plata, que se presentan a continuacion en la figura 4.15 a-b.

a) Extracto de cola de caballo | b) Nanoparticulas de plata
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Figura 4.15 Espectros de FT-IR de a) extracto de la planta cola de caballo y b) nanoparticulas de plata

sintetizadas.

Estos resultados corresponden a la muestra en donde se emplea 1 g de planta en el extracto y 9 mM
de AgNOs. En la figura 4.15-a (extracto), la linea de absorcion vibracional a los 3396.40 cm™, es
caracteristica del grupo fendlico OH, la banda a 2926.49 cm™ pertenece al grupo C=0 presente en
los flavonoides que estan en el extracto de cola de caballo; en 2300.01cm™ corresponde al grupo
alquilo, mientras que el valor de 1618.98 cm™ indica el grupo carbonil, que muestra la presencia

de acido carboxilico en el extracto. Las bandas agudas de absorcion a 1445.69, 1377.48 y 1365
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cmt son grupos C-C; la banda observada a 1210.05 cm™ es caracteristica de los fenoles y a 1050.41
cm? pertenece al grupo de los alcoholes, mientras que las bandas a 771 cm™, 650 y 463.50 cm™
pertenecen respectivamente a los grupos de C-ClI, C-Bry C-I. Estos valores determinados coinciden
con los ya reportados en otros trabajos [63, 64].

Se observa en el espectro de FTIR de la figura 4.15-b, el cual se obtiene posterior a la reaccion
de reduccion, que se suprime la banda caracteristica de los flavonoides (2926 cm™) al igual que las
bandas: 2300.01 cm™ (grupo alquilo), 1445.69, 1377.48 y 1365.79 cm™ (C-C), 1210.05 cm™
(fenoles) y por Gltimo 771.54 cm™ (C-CI). A estos compuestos se les puede atribuir la reduccion
del AgNOs a Ag®. Sin embargo, los grupos funcionales que prevalecen, pueden encontrarse sobre
la superficie de las nanoparticulas de Ag atribuyéndoles su estabilizacion. Otra banda ubicada en
1394.62 cm™ puede ser atribuida a un nitrato idnico [64], esto debido a la disociacion del AgNOs
en Ag*y (NOs) [65].

Por otro lado, la figura 4.16 a-b despliega dos micrografias obtenidas del microscopio
electrénico de transmision (MET) por la técnica de campo claro de las nanoparticulas sintetizadas
mediante el extracto de cola de caballo (1 g de planta) y nitrato de plata (9 mM), en las cuales se
puede observar gque se encuentran bien dispersas, indicando que para bajas concentraciones de la
sal de plata empleada, la planta cola de caballo contiene las sustancias tenso-activas adecuadas que

pueden estabilizar a las nanoparticulas formadas.
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Figura 4.16 a-b) Imagenes de MET de las nanoparticulas de Ag sintetizadas mediante cola de caballo.
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Del histograma anexo se observa que los nanosélidos en general presentan un tamafio menor a los
50 nm encontrandose en un rango de 5-35 nm aunque la mayor frecuencia de tamafos fue
encontrada en 20 nm. Estos resultados son comparables con Gengan y Col. [66] Yy
Thirunavoukkarasu y Col. [67], los cuales emplearon las plantas Albizia adianthifolia y
Desmodium gangeticum L, respectivamente, aungque son mejores que los obtenidos por Rajakumar
y Col. [68] y Sankar y Col. [69] quienes obtienen tamafios superiores empleando las plantas de
Manilkara zapota y Origanum vulgare.

La figura 4.17, muestra una serie de imagenes de microscopia electrénica de alta resolucién
(HRTEM), en donde se pueden apreciar diversos tamafios y formas de nanoparticulas de Ag
obtenidas. Por ejemplo, se observa en cuanto a la forma que esta puede ser facetada (a), esférica
(b), elipsoidal (c), sin forma (d), triangular (e) y alargada (f). Una caracteristica general en todas
es su policristalinidad la cual es mas remarcada en este caso en la particula elipsoidal, la cual
presenta un crecimiento polinuclear que es consecuencia de una alta velocidad de agregacion, lo
que sugiere que crecieron rapidamente aunque los reactivos se agotaron a la misma velocidad

generando la maduracion de Ostwald.

Figura 4.17 a-f) Imagenes de alta resolucion de MET de nanoparticulas sintetizadas con cola de caballo.
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La figura 4.18-a muestra precisamente una nanoparticula policristalina en la cual se puede observar
una resolucion lineal que se presenta complemente al azar en varias segmentos, lo que sugiere que
se formo a partir de la agrupacion de varias particulas mas pequefias como resultado de la
maduracion de Ostwald que es una consecuencia del agotamiento de los reactivos. El
comportamiento policristalino puede también ser observado mediante la trasformada réapida de
Fourier (FFT) (figura 4.18-b), en donde varios anillos concéntricos se aprecia en vez de un

comportamiento de puntos discreto a distancias correspondientes.
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Figura 4.18 a) Imagen de microscopia electronica de transmision de alta resolucion, b) FFT de la

nanoparticula.

Por otro lado fue analizada la estructura de algunas de las nanoparticulas de Ag, como se puede
observar de la imagen en la figura 4.19, en esta se muestran particulas de diversas formas, aunque
una caracteristica en ellas es la presencia de una simetria pseudo-hexagonal o hexagonal tal como
se puede apreciar de la parte inferior en sus correspondientes patrones de FFT. Como se logra
apreciar las distancias interplanares que dominan en las primeras dos iméagenes (a-b), es idéntico
en ambas mostrando pseudo-hexagonos en los cuales predominan las distancias 0.200 nm
correspondientes a los planos (200) de la estructura fcc de la plata.

Estos resultados sugieren que en la medida que las particulas crezcan adoptaran una estructura
similar hexagonal cuya simetria es normalmente observada en un cubo, consistente con la
estructura de la plata, mientras que en la Ultima de estas iméagenes (C) se aprecia una particula de

estructura completamente hexagonal en donde las distancias interplanares corresponden a 0.23 nm
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que pertenecen a los planos (111) de la misma estructura cubica de plata. Estos resultados
confirman en forma contundente los obtenidos mediante las anteriores técnicas, en donde

Unicamente los sélidos nanomeétricos de plata fueron sintetizados mediante cola de caballo.

Figura 4.19 a-c) Iméagenes de microscopia electronica de transmision de alta resolucién, nanoparticulas

con su respectiva FFT.
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4.2 Resultados con la plata Gordolobo (Gnaphalium conoideum kunth)

Los resultados del cambio de color bajo la observacion directa de la bioreduccion de los iones de
nitrato de plata mediante el extracto de hojas de gordolobo se muestran en la figura 4.20. Estos
resultados corresponden a la muestra de 1 g de planta en el extracto de gordolobo y 5 mM de nitrato
de plata AgNOg utilizados. En esta imagen de izquierda a derecha se presentan los resultados como
funcién del tiempo de reaccidn, ilustrando el primero de ellos el color generado por el simple té de

gordolobo.

extracto 1 min 5 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min 90 min 240 min

Figura 4.20 Cambio de color de las soluciones sintetizadas con extracto de gordolobo en funcion de

tiempo.

Como se puede apreciar el cambio de coloracion, indicativo de la sintesis de nanoparticulas de
plata, se obtiene hasta los 50 minutos de la reaccion y finalmente se consolida cuando la misma
alcanza los 90 min., aungue posteriormente sigue cambiando hasta llegar a los 240 min de reaccion.

Estos cambios de coloracion de amarillo a café obscuro, en principio indican que hay presencia
de nanoparticulas de Ag, como se ha mencionado anteriormente [30], tienen la propiedad de
presentar el fendmeno de resonancia plasmonica, derivada de los electrones libres que poseen,
muestran plasmén de resonancia en el espectro visible dando lugar a colores que no son observados
en los mismos materiales a granel. Aproximadamente a la hora y media de reaccion mediante el
extracto de gordolobo se observa notoriamente el cambio. Para confirmar estos resultados acerca
del cambio de coloracion fueron medidas las muestras mediante la técnica de Uv-vis.

La figura 4.21 a-c, muestra los espectros de UV-Vis de los productos de reaccion procesados
mediante el extracto de gordolobo con 6, 8 y 10 mM de AgNOs variando los gramos de la planta

en;a)1,b) 1.5yc)2g,enunarelacion de 1:1. Como se aprecia de estas figuras, hay poca evidencia
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del pico de absorcion del plasmén superficial (por sus siglas en inglés, SPR), se presenta
timidamente para las dos primeras concentraciones, mientras que aparece méas definido para la
ultima, en donde a medida que la cantidad de extracto se incrementa un aumento en la intensidad
del pico del plasmdn se obtiene como indicativo de una mayor densidad presente de nanoparticulas
de Ag. El pico del plasmon de resonancia superficial debe presentarse a los 425 nm, siendo este

tipico de las nanoparticulas de plata [70].
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Figura 4.21 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de gordolobo con

6, 8 y 10 mM de AgNOs variando los gramos de la planta a) 1 gr, b) 1.5 gry c) 2 gr, con una relacion 1:1.

Para confirmar los resultados anteriores un analisis de las muestras mediante microscopia
electronica de barrido fue efectuado y se presenta en la figura 4.22. En las dos primeras imagenes
(inciso a y b) se puede confirmar a bajas y altas amplificaciones la presencia de nanoparticulas de
Ag, en la composicion de 1.5 g de extracto y 8 mM de sal empleadas, confirmando que, aunque el
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pico correspondiente al plasmon superficial en Uv-vis de las nanoparticulas no es claramente
distinguido, por suciedad de las nanoparticulas que estan embebidas en el organico, a partir de este
analisis de microscopia queda demostrando que las nanoparticulas de Ag fueron sintetizadas por
medio del extracto del gordolobo. El inciso ¢ de esta figura también confirma que los sélidos

brillantes notados en las figuras anteriores corresponden a una composicion basada en plata.

.

Figura 4.22 Iméagenes de MEB de muestras sintetizadas con 1.5 gr de gordolobo y 8 mM, a una relacion
1:1, a) 40,000 X, b) 100,000 X y c) analisis quimico por EDS.

También fueron realizados los andlisis de MEB para la muestra de composicion 2 g de planta en el
extracto y 8 mM de la sal empleada, se indica en la figura 4.23. Como se observa, los resultados
son muy similares con respeto a la grafica de Uv-vis del espécimen anterior, en donde, un pico
timido de Uv-vis se presenta dejando todavia la duda de la sintesis de este material, aunque al

observar estas imagenes una evidencia contundente de la formacidn de los nanosélidos de plata se
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obtiene. De igual forma, el inciso c de esta figura comprueba que esos s6lidos son del elemento
plata, mediante los estudios de EDS llevados a cabo.

Figura 4.23 Imégenes de SEM de muestras sintetizadas con 2 gr de gordolobo y 8 mM, a una relacion
1:1, a) 40,000 X, b) 100,000 X y c) analisis quimico por EDS.

Con la finalidad de mejorar los resultados anteriores la relacion volumétrica del extracto a sal fue
incrementada en 1:2 respectivamente. La figura 4.24 confirma como a medida que la cantidad de
sal se incrementa, la intensidad del pico del plasmén se obtiene indicando una mayor cantidad de
nanoparticulas de plata. EI maximo del pico del plasmon se presenta a los 462 nm que es tipico de
la resonancia en la superficie de los electrones de plata, siendo este un fenémeno tipico en

nanoparticulas de metal como ya se mencioné anteriormente. De estos Gltimos espectros se observa
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también que el pico del plasmon superficial es ancho, lo que sugiere que los productos obtenidos
contienen una polidispersividad.

Las iméagenes registradas mediante microscopia electronica demuestran los hechos anteriores
(figura 4.25) en donde, las imagenes a bajas y altas amplificaciones de los productos obtenidos,
sefialan una alta densidad de nanoparticulas presentes, aunque de igual forma, se aprecian
particulas fuera del rango nanomeétrico a las que se les puede atribuir la forma del pico de Uv-vis

como meseta que se presenta en algunas composiciones estudiadas.
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Figura 4.24 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de gordolobo con

6, 8 y 10 mM de AgNOs variando los gramos de la planta a) 1 gr, b) 1.5 gry c) 2 gr, con una relacion 1:2.
La figura 4.25-d representa el analisis quimico efectuado en forma puntual de donde se sefiala que
los sélidos reducidos corresponden al elemento plata. EI elemento cobre aparece dado que es

constituyente del portamuestras. Estos resultados indican que para concentraciones menores de sal,
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la velocidad de la reaccion disminuye, lo que se presenta de acuerdo a la termodindmica del sistema
en donde a medida que la concentracion de los reactivos se incrementa la reaccion de bioreduccion

se efectuara con mayor posibilidad, incrementando el nimero de nanoparticulas de Ag formadas.

Figura 4.25 Iméagenes de MEB de muestras sintetizadas con 1.5 gr de gordolobo y 8 mM, a una relacion
1:2,a) 10,000 X, b) 40,000 X y c) 100,000 X y d) analisis quimico por EDS.

No obstante, estos resultados también indican que aunque en el caso de este extracto, en general
nanoparticulas de metal se encuentran bien dispersas y sin casos de agrupacién, aun la planta carece
de suficientes substancias estabilizantes dado el crecimiento de nanoestructuras fuera del rango
nanométrico hacia mayores concentraciones de la sal empleada.

Dado que los resultados fueron mejores en cuanto al incremento de la relacién extracto a sal,
esto motivo a realizar algunos experimentos con relaciones mayores a las anteriormente manejadas,
ademas se debe recordar que los resultados en cola de caballo que estuvieron influenciados por la
energia solar reaccionaron con una mayor velocidad que las muestras que no tuvieron influencia
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de luz, por lo que también se procedi a realizar comparaciones con luz y sin ella para la diversidad
de relaciones, las cuales indican el camino para mejorar los resultados ya obtenidos. La figura 4.26-
a presenta los espectros de Uv-vis, de las nanoparticulas de Ag, sintetizadas en la ausencia de luz
solar para diferentes relaciones del extracto del té de gordolobo a sal precursora. Se aprecia que los
picos se encuentran muy disminuidos en intensidad, que en todo caso se incrementa con el
incremento de la relacién extracto/sal, mientras que en las muestras que se someten a la luz (figura
4.26-b), el pico del plasmoén superficial se observa claramente, el cual presenta altibajos como
funcién de la relacion extracto/sal, por ejemplo, hacia bajas relaciones los picos del SPR se
encuentran bien formados y se incrementa su intensidad hasta llegar a la relacion de 1:3, no obstante
para esta relacion el pico se deforma posiblemente debido a la presencia de otro pico hacia

longitudes de onda mas grandes.
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Figura 4.26 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con 1.5 gr de gordoloboy 6 mM a

diferentes relaciones extracto/sal, a) en ausencia de luz y b) con la influencia de la luz.

Para las dos siguientes relaciones (1:4 y 1:5), la intensidad del pico disminuye, lo cual da una idea
de la cantidad maxima del agente surfactante empleado con la que cuenta la planta para estabilizar
a las nanoparticulas, ya que la disminucion del pico se refiere a que mucha sal se ha reducido pero
no se ha estabilizado, lo que conlleva a un crecimiento insostenible de las particulas saliendo del
rango nanomeétrico en donde la técnica de Uv-vis no puede detectarlas, lo que causa la disminucion
en la intensidad del pico del plasmon superficial.

Los resultados derivados de las observaciones en microscopia de barrido pueden confirmar los

obtenidos mediante la técnica de Uv-vis, tal y como se puede apreciar de la figura 4.27. La primera
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serie de imagenes (4.27-a) corresponde a la relacion 1:2 extracto-sal, en donde se muestra en la
primera de estas una imagen a relativas bajas amplificaciones indicando la presencia de una buena
densidad de nanoparticulas, las cuales pueden ser mejor observadas en la imagen de a lado que esta
registrada a altas amplificaciones. En este mismo inciso de esta figura se indica la composicion
quimica elemental adquirida mediante EDS, en donde se observa que los sélidos se componen del
elemento plata, el cobre proviene del portamuestras utilizado y el oxigeno es asociado a los
compuestos organicos derivados de la planta, estos resultados coinciden muy bien con la gréfica
de Uv-vis ilustrada en la figura 4.26-b, la cual presenta, la mejor forma en cuanto a intensidad,

ancho y posicién, en comparacion a los demés espectros.
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Figura 4.27 Micrografias de MEB de nanoparticulas de Ag sintetizadas con 1.5 gr de gordoloboy 6 mM a

diferentes relaciones extracto/sal con su respectivo EDS con la influencia de la luz, a) 1:2, b) 1:3y c) 1:4.
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La figura 4.27-b, resume los resultados derivados del uso de la relacion 1:3 extracto-sal, como se
logra ver la cantidad de nanoparticulas es abundante, aunque, se aprecian estructuras en forma de
flor que han crecido mas alla del rango nanomeétrico, es importante notar que los pétalos de esta
estructura pueden ser nanométricos. La presencia de estas particulas grandes esclarece el por qué
el pico de Uv-vis mostrado en la figura 4.26-b correspondiente a esta composicion, existe un doble
pico, el primero se atribuye a las nanoparticulas y el segundo al crecimiento de esas flores.

El analisis quimico por EDS (figura 4.27-b) mostré de igual forma los mismos elementos que
en la composicion anterior pero siendo el principal la plata, derivada de la bioreduccion de la sal
nitrato correspondiente. Finalmente, en la figura 4.27-c, se ilustran las imégenes registradas para
la relacion 1:4, en donde es claro notar la abundante cantidad de flores que se obtienen en esta
composicion, explicando porque el espectro de Uv-vis muestra una intensidad disminuida del pico
del plasmon, esto porque existe una buena reduccion de la sal pero sigue creciendo en forma no
controlada o estabilizada que es por un surfactante especifico inexistente o insuficiente en la planta
de gordolobo, lo que permite que los iones reducidos a plata metélica, se sigan agregando y se unan
alejandose del rango de tamafio esperado, por otro lado, se logra un ensamble de pequefias
particulas en la superficie, las cuales se presentan en forma individual con dimensiones
nanomeétricas, resultando en agregados de autoensamblaje interesantes.

Las dimensiones de estos agregados van desde las 400 a 800 nm, y se definen por crecimientos
direccionados o anisotropicos de pequefios cristales, que siguen las direcciones cristalograficas de
acuerdo a la clase cristalina. Alun en el fondo de estas nanoestructuras se logran notar
nanoparticulas de plata las cuales coexisten con esos agregados complejos, lo que quiere decir que
estas se encuentran segregadas o lejos de la posibilidad de crecer como agregados. Esto
nuevamente indica que en esas particulas no agregadas se consumio el agente desaglomerante
presente en el extracto de la planta de gordolobo. La figura 4.27-c muestra el analisis
correspondiente generado por EDS, en donde se logra apreciar a la plata como el elemento
principal.

Para comprobar este resultado, de que efectivamente se trata de plata pura, fueron realizados
experimentos mediante la técnica de difraccion de rayos X a una de las muestras que se
mencionaron anteriormente (1.5 g de planta en el extracto y 6 mM de AgNO3), se muestra en la
figura 4.28. Se aprecia que los picos correspondientes a los planos de difraccion (111), (200), (220)
y (311) se presentan confirmando la reduccion de iones de plata a un solido cristalino (JCPDS no.
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01-089-3722) de sistema cubico y red de Bravais fcc, sin embargo, se aprecian también del
difractograma intensas reflexiones que son indexadas con el compuesto AgCI (JCPDS no. 00-031-
1238), este resultado es similar al de cola de caballo, donde también se presenta una contaminacion
de este mismo solido, lo que indica a presencia de cloro en la planta y al igual que con la planta
Cola de caballo, se presentaron compuestos derivados de la planta.
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Figura 4.28 Patrdn de difraccién de rayos X de nanoparticulas de Ag sintetizadas con extracto de
gordolobo. Los planos (1 1 1), (20 0), (220) y (311) corresponde a la difraccion de rayos X estandar del
cristal de Ag.

Por otro lado se realizaron pruebas de espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR), para identificar los grupos funcionales presentes en la planta que estan actuando en la
reduccion de los iones de plata, la figura 4.29 muestra los espectros a) del extracto de gordolobo y
b) nanoparticulas de plata. Las bandas de absorcion que se presentan en el primer espectro (inciso
a) son: 3398.64 cm™ (OH), 2925.59 cm™ (C=0), 2309.09 cm™ (grupo alquilo), 1611.08 cm™ (-
C=0), 1395.94 cm™* (C-C), 1271.43 cm™ (C-N, aminas), 1114.65 cm™ (C-0), 1062.43 cm™ (C-N),
773.77 cm® (C-Cl) y 614.43 cm™ (C-I). Se observa en la figura 4.29-b que después de la reaccion

de reduccion se suprimen las bandas de absorcion en 1611.08, 1271.43 y 773.77 cm™ que
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corresponden a los grupos C=0, C-N y C-Cl, en donde, a los dos primeros se les considera como
los responsables de la formacion de las nanoparticulas de Ag, mientras que, al ultimo se le atribuye
la formacién del cloruro de plata. También se puede apreciar que después de la sintesis aparece
una banda a 1391.87 cm™, caracteristico del ion nitrato. Los grupos que se mantienen pueden ser

los responsables de la estabilizacion de las particulas.
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Figura 4.29 Espectros de FT-IR de a) extracto de la planta gordolobo y b) nanoparticulas de plata

sintetizadas.

Otra de las técnicas empleadas para este estudio se muestran en la figura 4.30 a-b, en la cual se
observan un par de imagenes de microscopio electronico de transmisién (MET) obtenidas mediante
la técnica de campo claro en donde se aprecian las nanoparticulas sintetizadas mediante el extracto
de gordolobo y el nitrato de plata como sal precursora.

Como se observa las particulas se encuentran bien dispersas lo que sugiere que para estas
concentraciones la planta contiene las substancias surfactantes adecuadas para la estabilizaciéon y
dispersion de las nanoparticulas. Como se logra observar en el histograma el rango de tamafio de
las particulas fue de 5 a 40 nm, aunque la mayoria de las nanoparticulas se encuentran en un rango
de 10 a 25 nm, estos resultados pueden compararse con los obtenidos por Ashokkumar y Col. [71]
empleando la planta Gloriosa superba L, mientras que son mejores a los obtenidos por Vivek y

Col. [72] en donde algunas de sus particulas se encuentran incluso fuera del rango de la nanoescala.
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Figura 4.30 a-b) Imagenes de MET de campo claro y su histograma.

La figura 4.31, muestra varios tamafios de nanoparticulas registradas mediante la técnica de alta
resolucion, en donde se aprecia desde una particula que escasamente rebasa los 20 nm hasta una
que solo cuenta con 5 nm. Es interesante observar de esta serie de imagenes, como diversas formas
y estructuras se presentan en funcién del tamafio, por ejemplo, la particula méas pequefia es
cuasiesférica mientras que las particulas entre 12 y 20 nm son particulas sin forma bien definida,
rebasando esos tamarios, las particulas comienzan a tomar una forma pseudo-hexagonal.

La estructura va bien relacionada en las mismas, por ejemplo, la mas pequefia es una particula
del tipo fcc, mientras que las que se encuentran entre 12 y 20 nm, son particulas policristalinas
formadas por agregados de particulas tal vez de 5 nm o menores, en donde su origen se encuentra
en el crecimiento en la superficie polinuclear por causa del agotamiento de los reactivos y una
velocidad rapida de agregacion de las mismas, lo que indica bajos contenidos de substancias
tensoactivas para recubrir tal cantidad de superficie hasta que estas encuentran un equilibrio entre

el tamafio y esa cantidad de tensoactivo.
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Figura 4.31 a-g) Imégenes de MET de alta resolucion, nanoparticulas de diversas morfologias.
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4.3 Resultados de la planta Pinguica (Arctostaphylos pungens kunth)

4.3.1 Experimentacion con hojas

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la biosintesis de nanoparticulas de plata
utilizando las hojas de la planta pinglica (Arctostaphylos pungens kunth) con diversas
concentraciones de extracto y de sal precursora sin el efecto de la luz. Un cambio caracteristico de
color en las muestras, fue visualmente observado en la solucidn de reaccion entre el nitrato de plata
y el extracto acuoso de pinguica (Arctostaphylos pungens kunth). El tipico de cambio de color fue
de amarillo a café obscuro apreciado después de 20 minutos de reaccion (figura 4.32) lo que nos
permite en primera instancia, identificar la obtencion de nanoparticulas de plata [73]. Como se
observa, el cambio de color se presenta a muy poco tiempo, comparado con las plantas Cola de
caballo y Gordolobo, existe una mayor velocidad de reaccion de reduccion que puede estar siendo

afectada principalmente por los componentes concentrados en esta planta.

extracto 1 min 5 min 10 min 20 min 30 min 40 min 45 min 50 min 55 min 60 min 90 min

Figura 4.32 Cambio de color de las soluciones sintetizadas con extracto de pingtica en funcion de
tiempo.

Para constatar estos resultados analizados mediante observacion directa fue empleada la técnica de
Uv-vis Las figuras 4.33 y 4.34 muestran los espectros de UV-Vis de las soluciones después de la
reaccion para obtener nanoparticulas de Ag mediante hojas de pingiica con 6, 8 y 10 mM de
AgNO3 variando los gramos de la planta en: a) 2 g, b) 3 gy c¢) 4 g, con una relacion 1:1 y 1:2
respectivamente, como se puede apreciar no hay evidencia de algun pico caracteristico que
corresponda a las nanoparticulas de Ag formadas, por tanto, estas condiciones no son adecuadas

para la formacién de nanoparticulas de plata.
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Figura 4.33 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de hojas de
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Figura 4.34 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de hojas de
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Es interesante hacer notar que aunque los resultados mediante esa técnica no son halagadores, al
realizar los analisis mediante microscopia electronica de barrido (MEB) se logran observar algunas
nanoparticulas de Ag formadas (ver figura 4.35), aunque su densidad fue baja, se explica por qué
no se lograron detectar mediante Uv-vis, y esto es debido a la pobre densidad de nanoparticulas.
Para confirmar el resultado fue presentado el analisis quimico registrado mediante EDS mostrado
en el inciso c de esta figura en donde claramente se aprecia la presencia del elemento plata.

Figura 4.35 Iméagenes de MEB de muestras sintetizadas con hojas de pingliica, a) 5,000 X, b) 10,000 X y
c) analisis quimico por EDS.

4.3.2 Experimentacion con fruto
4.3.2.1 Sintesis de nanoflores empleando extracto de fruto de pingtica en ausencia de la luz.
En este apartado se muestran los resultados derivados de la exposicion del extracto del fruto de

pinguica en la biosintesis de nanoparticulas de Ag con la concentracion del extracto 2 g de planta

en 50 ml de agua destilada y variando la sal precursora en 6, 8 y 10 mM, sin el efecto de la luz, es
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decir a obscuras. En el espectro de Uv-vis, se nota un pico agudo en alrededor de 460 nm que

corresponde al espectro de absorbancia que emana de las nanoparticulas de Ag (Figura 4.36).
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Figura 4.36 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de fruto de
pinguica con 6, 8 y 10 mM de AgNOs, en oscuridad.

Los espectros de Uv-vis, han demostrado ser muy sensibles a la formacion de coloides de plata
dado que las nanoparticulas de plata exhiben un pico de absorcion intenso debido al plasmon
superficial, que describe la excitacion colectiva de electrones de conduccion [74].

En la misma figura se aprecia que las particulas pueden contar con un rango de tamafio amplio
0 bien son polidispersas, debido al gran ensanchamiento de los picos del plasmon que se presenta.
Otro aspecto es que la banda de absorcion de la resonancia del plasmon superficial (SPR por sus
siglas en inglés) se incrementa en intensidad a medida que la molaridad de la sal precursora se
incrementa, lo cual indica una mayor densidad de nanoparticulas formadas y que ademas, esa
cantidad de extracto empleada sigue reduciendo al material.

La morfologia del producto sintetizado para esas mismas condiciones se caracteriz6 por
microscopia electronica de barrido de emision de campo como funcion del tiempo de reaccion (por
sus siglas en inglés, FE-SEM). La Figura 4.37 a-b muestra las imagenes de FE-SEM de los

productos de la bioreduccién después de 3 dias, empleando el fruto de pinglica y 6 mM de sal
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precursora. Como se aprecia, los resultados indican que no se trata de nanoparticulas sino de una
arquitectura en forma de flor, dispersada uniformemente con un didmetro que va desde
aproximadamente 250 a 450 nm. También se revela que las nanoestructuras en forma de flor estan
ensambladas de muchas entidades pequefias alineadas al azar de un espesor de aproximadamente
40 nm, formando una estructura de poros abiertos. Este tipo de ensambles son ensayados para su
uso en las areas de catélisis, remediacion de aguas, y en la entrega de farmacos, entre otras.

Fue encontrado que el tamafio de las arquitecturas de Ag se puede controlar facilmente mediante
el tiempo de reaccion. Las imagenes en la figura 4.37 c-d y 4.37 e-f, muestran los resultados
obtenidos para dos diferentes tiempos de reaccion 5 y 8 dias respectivamente, en donde los
didmetros de las estructuras de Ag resultantes aumentan hasta alrededor de 600 nm y 2 pm
respectivamente. Mas aun es importante notar, que la morfologia en forma de flor de esas
arquitecturas permanece y se encuentra uniformemente distribuida, aunque al ultimo tiempo de
reaccion, la particula se asemeja méas a una bola de estambre, con la caracteristica estructural de
nanoldminas entretejidas como blogques de construccion, para construir las estructuras jerarquicas
de las flores. El efecto de enfoque de tamafio puede ocurrir dado que las particulas pequefias crecen
mas rapidamente que las grandes como lo indica la teoria de la maduracion de Ostwald.

Para revelar la distribucion espacial de los diferentes elementos en la nanoestructura, un mapeo
elemental se lleva a cabo. La figura 4.38 muestra las imagenes del analisis quimico individual y el
barrido composicional obtenido por fluorescencia de rayos X. Como se muestra en la figura, ambos
la presencia y distribucion homogénea de los &tomos de Ag sobre toda la particula, lo que indica
que la reaccion de reduccion se produjo exitosamente.

La superposicion de las nanoldminas como unidades de construccion que se ensamblan en
estructuras mas grandes, formando una union de cristales de diversa orientacion puede
presuponerse de la forma a continuacion mencionada. La compleja solucion de diversas estructuras
moleculares del fruto de pinglica desempefia un papel importante en la interaccion de esas
nanohojas que conlleva al proceso de ensamblaje 3D por la reduccion del area superficial, tal vez,
debida a la carencia de agentes estabilizantes que permiten el secuestro de las particulas primarias,
las otras moléculas dan forma al crecimiento de la unidad en forma de Iamina, en donde estas
comienzan por agregacion en su superficie auto-ensamblandose de acuerdo a sus energias mas

favorables dado el medio en el que se desarrollan.
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Figura 4.37 Iméagenes de MEB de muestras en funcion del tiempo sintetizadas con fruto de pingtica y 6

mM de AgNOs, a-b) 3 dias de reaccién, c-d) 5 dias de reaccién y e-f) 8 dias de reaccion.
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Figura 4.38 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingtiica con 6 mM de AgNO3 y d)

analisis quimico por EDS.

Por lo tanto, éste método en solucién, basado en una bioreduccién empleando el fruto de pingtica,
se puede extender facilmente a la produccién a gran escala de mesocristales en forma de flor
compuestas de plata. La fase y la pureza de los productos fue examinanda mediante difraccion de
rayos X (DRX). El patrén de DRX representativo del producto biosintetizado quimicamente en
hamedo, se ilustra en la figura 4.39. Todos los picos de difraccion del producto presentes a los
angulos de difraccion 20: 38.38, 44.48, 66.48, 77.78 y 81.68 se lograron indexar con los planos
(111), (200), (220), (311) y (222), que corresponden a la estructura cubica fcc de la Ag
respectivamente (JCPDS no. 89-3722), sin embargo, se presenta otro pico a 31.82 que puede
deberse a las biomoléculas o proteinas en el extracto que son precipitados desde la misma solucién
[75]. Este resultado confirma que las nanoestructuras de Ag, pueden ser obtenidas exitosamente

por la reduccion del AgNOz usando el extracto del fruto de pingliica como agente reductor.
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Figura 4.39 Patrén de difraccion de rayos X de nanoparticulas de Ag sintetizadas con extracto de fruto de
pinguica. Los planos (1 1 1), (2 0 0), (220), (311) y (222) corresponde a la difraccion de rayos X estandar
del cristal de Ag.

Puede ser notado que existe un ensanchamiento del pico (111) que se puede relacionar con la
reduccion en el tamafio de cristal. De esta forma, se utilizé la ecuacién de Scherrer para calcular el

tamafio medio de los cristalitos:

D = 0.891 / (Bcosd) )

Donde B es la anchura total a la mitad del maximo del pico de difraccion, A se la longitud de onda
del haz incidente (0.154 nm), y 6 es el angulo de difraccion, de la reflexion a considerar. Se
encontro que el tamafio promedio de los cristalitos constituyendo la nanoestructura fue de alrededor
de 16 nm.

Como se puede observar, cuando el tiempo de reaccion se incrementa a 8 dias de reaccion, se
confirman los resultados anteriormente discutidos. La figura 4.40, muestra las imagenes de MEB
correspondientes a las muestras preparadas con el fruto de pinguica a una concentracion de 8 mM
de AgNOz Yy en funcion del tiempo; a-b) 3 dias de reaccion, c-d) 5 dias de reaccion y e-f) 8 dias de

reaccion.
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Los resultados obtenidos son muy similares a la concentracion anterior en cuanto a la evolucion de
nanoestructuras de plata en forma de flores. Al inicio de la reaccion (3 dias), unicamente se
observan nanoparticulas de plata, mientras que a medida que aumenta el tiempo de la reaccién
empiezan a desarrollarse esas nanoestructuras con la diferencia que hay un crecimiento mas
direccionado, notado por las sobresalientes puntas por encima de la estructura semiredonda (figura
4.40 b-c). Se puede en general notar que la cinética de crecimiento es mayor en comparacién con
la muestra anterior, lo que puede ser atribuido a que una mayor molaridad de sal, se traduce en una
mayor cantidad de iones de plata reducidos creciendo la estructura en forma mas rapida, esto es si
la planta presenta una cantidad insuficiente de agente surfactante, el crecimiento no controlado se
puede obtener, que es precisamente lo que sucede en estas muestras.

De igual forma, la figura 4.41 a-d ilustra el analisis quimico y mapeo quimico por EDS de la
muestra sintetizada por el fruto de pingtiica con 8 mM de AgNOs. La primera de estas imagenes
(4.41-a) corresponde a la imagen en gris a relativas altas amplificaciones en donde claramente se
observa que el tamafio de las nanoestructuras ha alcanzado alrededor de las 4 micras, confirmando
claramente los resultados antes discutidos en donde, la velocidad de reduccién fue mayor y la
velocidad de crecimiento se incrementd consecuentemente a medida que la cantidad de sal
empleada aumenta. También se presenta el analisis quimico puntual realizado a la muestra en
donde se observan los elementos plata y cobre (4.41-d), el ultimo proveniente del porta-muestras
lo que asegura la limpieza del producto y la ausencia de contaminacion u oxidacion de la pieza. En
la segunda micrografia (4.41-b) se presenta una mezcla entre la imagen de electrones secundarios
y la generada mediante el mapeo de rayos X, lo que confirma que la plata se encuentra distribuida
en toda la flor.

Finalmente, la Gltima de estas figuras (4.41-c) ilustra la coleccion de rayos X registrada del
mapeo por EDS, en donde toda la sefial fue proveniente de la flor de plata, lo que permite demostrar

la obtencion de estas flores con pétalos de componentes nanométricos son de plata.
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Figura 4.40 Imégenes de MEB de muestras en funcion del tiempo sintetizadas con fruto de pingticay 8

mM de AgNOs, a-b) 3 dias de reaccidn, c-d) 5 dias de reaccion y e-f) 8 dias de reaccion.
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Figura 4.41 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingtiica con 8 mM de AgNO3 y d)

analisis quimico por EDS.

Cuando la sal de plata se incrementa aun més hasta 10 mM, nuevamente los resultados arrojaron
un comportamiento parecido al obtenido en las dos concentraciones molares anteriores. La figura
4.42, ilustra las imagenes registradas en donde se puede ver un caso muy similar a la concentracion
de 8 mM, ya que se presentan para el primer tiempo de reaccion (3 dias, figura 4.42 a-b),
Unicamente pequefios agregados que se han formado, los cuales para esta composicién guardan la
forma alargada en varias direcciones y se presentan de un tamafio de entre 2 y 3 micras,
posteriormente para cuando el tiempo de reaccion fue de 5 dias (figura 4.42 c-d) se forman
estructuras relativamente pequefias entre 400 y 600 nm, las cuales tienen una morfologia en forma
de flor.
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Figura 4.42 Imagenes de MEB de muestras en funcién del tiempo sintetizadas con fruto de pingiica'y 10

mM de AgNOs, a-b) 3 dias de reaccién, c-d) 5 dias de reaccién y e-f) 8 dias de reaccion.
La sorpresa es cuando el tiempo de reaccion se incrementa hasta 8 dias (figura 4.42 e-f) en donde
se observa una estructura en forma de arbol la cual logra crecer hasta un tamafio de 5 a 7 micras.

De esta manera puede claramente concluirse que a medida que la concentracion y el tiempo de
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reaccion se incrementaron, hubo un aumento en la velocidad de reduccion del fruto de pingiica
que se manifiesta por el mayor tamafio de las estructuras observadas, aunque por otro lado se
determina que la cantidad de agentes de superficie incluidos en el fruto no son suficientes para
frenar la gran cantidad de iones reducidos a un tamafio controlado y nanométrico llegando a
alcanzar hasta micras en la estructura formada. Es claro mencionar que estas estructuras requieren
mayores tiempos de reaccion, para permitir la difusion y su agregacion de acuerdo al modelo de
crecimiento mencionado previamente [76], esta evolucién en el crecimiento de los agregados de
plata hasta una condicion estable termodinamicamente en forma de flor es atribuida al crecimiento
anisotrépico [77].

En la figura 4.43, nuevamente se presentan los andlisis quimicos efectuados a los productos
biosintetizados, en donde observamos, la imagen amplificada en gris mostrando uno de los arboles
de plata (figura 4.43-a), los cuales se conforman de varias unidades pequefias que registran tamafos

nanomeétricos, como las que se despliegan en la figura 4.43-b.

Map
MAG: 10000x HV: 15kV WD: 8. Smm

Map
MAG: 10000x HV: 15KV WD: 8.5mm

Figura 4.43 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pinguica con 10 mM de AgNOs y

d) analisis quimico por EDS.
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La nanoestructura en forma de arbol se compone entonces de varias unidades con formas
hexagonales y nanoparticulas que se agregan y se encuentran interconectadas unas con otras
formando hojas simétricas de ramificaciones, las cuales se ven como un arbol de multiples hojas.
Se observa que la longitud de estas unidades (figura 4.44-b) varian desde un tamafio menor a
100 nm para las nanoparticulas agregadas y de 120 nm aproximadamente para las formas
triangulares y hexagonales agregadas, sin embargo, de acuerdo al nimero de dimensiones que caen
en el rango nanométrico se puede decir que estas pertenecen a las nanoestructuras 1 D con una

relacién de aspecto baja.

— 100nm IIMM
X 100,000 5.0kV LABE SEM WD 8. 3mm

Figura 4.44 Imagenes de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con fruto de pinglica y 10 mM de
AgNOs, a) 2,000 X y b) 100,000 X.

El andlisis quimico puntual confirmando que las nanoestructuras se componen de plata en su
composicion es mostrado en la figura 4.43-d. Se puede concluir de estos resultados que el
crecimiento y la morfologia de las nanoestructuras se controlan mediante la concentracion de la sal
de plata utilizada y el tiempo de reaccion en ausencia de la luz. Es importante recalcar que un
estudio sistematico de estas flores realizado mediante biosintesis no existe ain en la literatura, sin
embargo, trabajos realizados por métodos no eco-amigables, utilizando una diversidad de
substancias se han logrado [78], con novedosas propiedades para sus aplicaciones como agentes

antibacteriales y antimicrobiales, entre otras [79].
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4.3.2.2 Sintesis de nanoflores empleando extracto de fruto de pinglica en presencia de luz.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos derivados de los mismos experimentos
anteriores aunque aplicando la influencia de la luz. En principio dado la presencia de la luz implica
mayor energia aplicada al sistema en una de sus formas como calor, también se debe considerar
que tal vez las substancias organicas presentes en el extracto de pingiica reconocen cierta radiacion
caracteristica, la cual pueda estar estimulando los mecanismos de bioreduccion y por lo tanto, los
resultados se espera que mejoren en cuanto a la cinética del proceso.

La figura 4.45 muestra los espectros de UV-Vis de los productos de Ag biosintetizados con el
extracto del fruto de pinguica en 6, 8 y 10 mM de AgNO3, en presencia de luz. Lo primero que se
observa es que independientemente de la concentracidn de nitrato de plata utilizada, la intensidad
de los picos de absorcion del plasmén superficial ubicado en 450 nm, es mayor que la que se
presentd en ausencia de luz, lo cual indica que una mayor densidad de nanoparticulas de plata fue
bioreducida, aunque es claro sefialar que el pico del plasmon se encuentra ensanchado lo que

implica una mayor distribucion de tamarfio de las nanoestructuras formadas.
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Figura 4.45 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de fruto de

pingtica con 6, 8 y 10 mM de AgNOs, en presencia de luz.
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Se observan de los espectros que en la medida que la concentracion de plata se increment6 hasta
10 mM, una reduccion en la intensidad del pico del plasmén se registra, 1o que debe indicar una
reduccién en las nanoparticulas de Ag obtenidas, aunque esto se puede estar debiendo a un
crecimiento excesivo de las mismas, como ya se ha confirmado de los resultados presentados para
las muestras en ausencia de luz. También se puede notar que la intensidad del pico es similar entre
6 y 8 mM de nitrato de plata indicando que para estas condiciones de reduccién, la velocidad del
proceso se ve minimamente influenciada por la concentracion de la sal empleada. Este resultado
ha sido poco discutido y puede estarse debiendo a que la cantidad de agente surfactante compensa
este hecho, es decir, existe suficiente cantidad en ambos casos lo que controla la velocidad del
proceso.

La figura 4.46 ilustra el tipo de productos obtenidos, que como se puede apreciar corresponden
nuevamente a morfologias en forma de flores como se ha reportado y nombrado previamente de
maltiples investigaciones acerca de estas nanoestructuras. En la primera de estas figuras
nuevamente se aprecia que las nanoflores son el producto mas encontrado, aunque en el fondo una

serie de puntos blancos indicando la presencia de nanoparticulas también se observa.

100nm IIMM
WD 8.4mm

Figura 4.46 Iméagenes de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con fruto de pinguicay 6 mM de
AgNOsen presencia de luz, a) 10,000 X y b) 40,000 X.

El tamafio de las flores es polidisperso encontrandose en el rango de los 600 nm hasta 1 um, lo que
confirma que la velocidad de reduccién en medio de luz fue mayor, al comparar ese tamafio con el

registrado bajo obscuridad (200- 450 nm). De igual forma se aprecia de la segunda de estas figuras
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(inciso b), que la nanoestructura bien llamada asi, se compone de varias laminas cuyo espesor es
evidentemente nanométrico. El andlisis quimico, mostrado en la figura 4.47-a que corresponde a
la imagen en gris del inciso b, sigue indicando la presencia Unicamente del elemento plata y se
confirma mediante la imagen compuesta de los incisos ¢ y d, en donde se aprecia que toda la
morfologia presenta esa composicion de plata, confirmandose nuevamente la capacidad del
extracto del fruto de pinguica para bioreducir y dejar crecer las nanoestructuras de plata, que como
ya se ha discutido se debe a una carencia en la cantidad de los agentes surfactantes que gracias a
que no cumplen su funcion de estabilizar pronto a todas las nanoparticulas reducidas permiten el
ensamble de estas nanoestructuras en forma de flor.

Como se observa, es evidente un crecimiento direccional aleatorio de las hojas, atribuido a
algunas sustancias estabilizantes, se explica que se esta originando una polaridad en la interaccién

cara-borde y ocasionando este tipo de crecimiento.
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Figura 4.47 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pinguiica con 6 mM de AgNOs, en

presencia de luz y d) andlisis quimico por EDS.
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Tal y como se observo mediante lo estudios de Uv-vis en donde se menciona que la intensidad de
los picos del plasmon fueron muy similares entre 6 y 8 mM, las imagenes de MEB registradas
confirman este hecho (figura 4.48), ya que la forma y el tamafio de las flores es tal vez, ligeramente
superior. Estas figuras muestran nuevamente el hecho de un crecimiento anisotropico sobre la
superficie de la particula esférica y rugosa en su superficie ensambladas con nanoplacas en esencia
idénticas y crecidas en todas las posibles direcciones. Esos pétalos presentan un espesor de tamafio
de alrededor de 40 nm, mostrando un arreglo policristalino de la flor. EI didmetro de las hojas de

estas flores resulta mayor que el que se ha obtenido en previas investigaciones [80].

X 40,000 5.0xV LABE

Figura 4.48 Iméagenes de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con fruto de pingiiica y 8 mM de
AgNO;3, en presencia de luz. a) 2,000 X, b) 10,000 X y ¢) 40,000 X.
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La figura 4.49 muestra nuevamente la confirmacion de la composicion quimica de las
nanoestructuras, en donde se observa la imagen mezclada de electrones secundarios (a) y de la
fluorescencia de rayos X (b), indica que de toda la morfologia, se registra sefial de la plata y por lo
tanto, esas estructuras se obtienen al inducir la reaccion de bioreduccion de los iones metélicos de
plata provenientes del nitrato, con el extracto del fruto de pinguica.
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Figura 4.49 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingtiica con 8 mM de AgNOs, en
presencia de luz y d) andlisis quimico por EDS.

A la composicion de 10 mM se aprecia que la velocidad de crecimiento es mucho mayor formando
las estructuras ubicadas en la figura 4.50, en donde se aprecia que son semiesféricas pero ya se
encuentran saturadas de la sal de plata, formando una entidad completamente esférica y sin placas.
El tamafio de estos esferoides oscila de entre 1.2 y 2 um. Los andlisis quimicos confirman también

la composicion los cuales son presentados en la figura 4.51-c y 4.51-d.
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X 10,000

Figura 4.50 Imagen de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con fruto de pingliica y 10 mM de

AgNO;3, en presencia de luz.
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Figura 4.51 a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingiica con 10 mM de AgNOs,

en presencia de luz y d) analisis quimico por EDS.
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CAPITULO 5. DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla 5.1 concentra los diferentes resultados generados de la actual tesis, en donde se describen
las diversas caracteristicas de los productos obtenidos, por ejemplo, en la columna 1 se muestran
las plantas utilizadas como agentes reductores y estabilizantes Ilamadas Equisetum Hyemale L,
Gnaphalium Conoideum kunth y Arctostaphylos Pungens kunth, conocidas comdnmente como
Cola de caballo, Gordolobo y Pingica. En la segunda columna para propésitos de identificacion,
se enumera el bloque de experimentos realizados. De igual forma, para los experimentos
correspondientes al grupo No. 1, se indica la mejor concentracion del extracto a 1 g de cola de
caballo para 50 ml de agua (columna 3), molaridad de sal precursoraa 9 mM (columna 4) y relacion
extracto-sal precursora de 1:1 (columna 5) utilizadas para sintetizar nanoparticulas mediante la
influencia de la luz (columna 6) con un rango de tamafio de 5-35 nm (columna 7), de morfologia

esférica (columna 8) obtenidas en un tiempo méximo de reaccion de 3 dias (columna 9).

Tabla 5.1 Resultados obtenidos durante la experimentacion de todas las plantas.

Gramos
Bloque de Meior Relacion Tamano Tiempo
de planta ) Influencia | promedio Forma de de
Planta - molaridad | extracto- o o
Experi- | en 50 ml de la luz de particulas reaccion
(mM) sal p -
mentos | de agua particulas (dias)
destilada
Colade . L.
caballo 1 1 9mM 1:1 Con luz 5-35 nm Esféricas 3
Gordolobo | 2 15 6 mM 1:2 Conluz | 10-40nm | ESfericasy 3
triangulares
H_01a§ _de 8 No hay presencia aparentemente de nanoparticulas
pingiica
Nanoestam-
4 6 2 um bres 8
5 8 Sin luz 3 um Nanoflores 8
Fruto de 6 10 . 7 pm Nanoéarboles 8
pingiica 2 11
7 6 1 pm Nanoflores 8
8 8 Con luz 1.2 pm Nanoflores 8
9 10 17 um Cua§|_esferas 8
solidas
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De esta tabla, logramos observar que todas las plantas lograron bio-sintetizar iones de plata, sin
embargo, Unicamente con las hojas de pingiica no se obtuvieron resultados satisfactorios, sino
mediante el fruto, esto permite reconocer que mientras las hojas no contienen las suficientes
substancias reductoras suficientes el fruto si las contiene, esta situacion es en cierta forma anormal
a lo reportado en el literatura en donde principalmente las hojas son usadas para este fin [81], la
flor o el fruto siempre entregan resultados menos halagadores, aunque por ejemplo, se ha logrado
con éxito en los frutos de la mora [82], la baya de sauco [83] Yy arazé [84]. De igual forma, se han
conseguido buenos resultados con la cascara de los frutos como el caso del platano [85]. Aunque
cabe mencionar, que en ninguno de los casos se reportaron particulas de plata bio-reducidas y
crecidas con diversas morfologias fuera del rango nanométrico como en el trabajo actual realizado
con el fruto de pinguica.

Asi mismo, puede también constatarse comparando los resultados del presente trabajo, que aun
variando las relaciones de concentracion extracto-sal precursora, mediante el uso de las plantas
Gordolobo y Cola de caballo, no fueron obtenidas diversas morfologias como en el caso de
Pinguica, sino Unicamente nanoparticulas esféricas. Lo que se encuentra bajo los objetivos del
presente trabajo. Aunque ordinariamente sucede en trabajos anteriores que el uso de cualquier parte
de una planta adecuada genera nanoparticulas del metal reducido, los resultados obtenidos
mediante la planta de pinguica presentan un valor que debe ser publicado por su novedad.

El efecto de la influencia de la luz, podria tomar un valor importante en la velocidad de
reduccion puesto que de alguna forma es energia que se hace llegar al sistema impulsando la
reaccion a tomar velocidades mayores, sin embargo, como se aprecia no existe una relacion con la
forma de las particulas obtenidas, aunque més bien si con el tamafio de las mismas.

Como se aprecia utilizando las mismas relaciones de concentracion sin luz y con luz y el fruto
de pinglica se obtuvieron nanoflores aunque sin la influencia de la luz estas presentan tamafios
mas grandes lo que indica que esta influencia activa ciertas substancias en la superficie de las
nanoparticulas que da origen a un crecimiento anisotropico mas propenso. Estos resultados no
pueden ser comparados con otros en la literatura ya que no existe alguno similar publicado, sin
embargo, el efecto de la luz en nanoparticulas de plata se ha estudiado en detalle en varias
investigaciones, en donde, comdnmente incrementa la velocidad de la reaccién [86].

Fue también determinado que sin la influencia de la luz en la planta de Cola de caballo no se

bioreducen nanoparticulas de Ag en el mismo tiempo que con la influencia de la luz, empleando
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las mismas concentraciones estos resultados se derivan de la figura 5.1. Ahmed y Col. [87]

mencionan que para lograr nanoparticulas de plata es imprescindible el uso de la luz.

Absorbancia

T T T T T T T T T 1
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Figura 5.1 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Ag sintetizadas con el extracto de cola de caballo
con1lg delaplantay 9 mM de AgNO3 con unarelacion 1:1 a 1 hora de reaccion.

Comparando el tamafio promedio de las nanoparticulas obtenidas con Cola de caballo y Gordolobo,
se puede observar que fue menor en la primera, registrado un rango de 5-35 nm, para similares
condiciones de bioreduccién indicadas en la tabla 5.1, sobre todo en los tiempos de reaccion que
es el mismo, lo que indica que la planta Cola de caballo es mas eficiente en su velocidad de
reduccién para obtener menores tamafios de nanoparticula, lo que también indica una mayor
generacion de nucleos de crecimiento que a la postre indican una mayor cantidad de nanoparticulas
obtenidas mas pequefias que en la planta de Gordolobo. Estos resultados son precisamente
derivados de la figura de Uv-vis 5.2, y coinciden con los obtenidos por Zargar, y Col. [88] los
cuales obtuvieron nanoparticulas con un tamafio promedio de 20 nm y son mejores que los
obtenidos por Shivananda y Col. [89] los cuales obtuvieron un tamafio de particula promedio entre
35y 40 nm.

En cuanto al fruto de pinglica se presentaron espectaculares resultados derivados de la
biosintesis, tal como se aprecia en la misma tabla. Diversos tamafios y formas fueron obtenidos
aplicando una ligera mayor cantidad de planta en el extracto en comparacién a las plantas

Gordolobo y Cola de caballo.
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Figura 5.2 Espectros de UV-Vis de nanoparticulas de plata, sintetizadas con gordolobo y cola de caballo a

un tiempo de tres dias.

El crecimiento espontaneo de todas esas formas se debid precisamente a la suficiente cantidad de
sal precursora utilizada, que permite la bioreduccion también por la adecuada cantidad del extracto
del fruto de esta planta. Es importante mencionar que en su mayoria los extractos de las plantas
juegan un doble papel importante que consiste en reducir los iones metalicos a nanoparticulas y
estabilizar la solucién coloidal, ha sido reportado [90] que con muy pocas excepciones este doble
papel no se cumple ya sea en una o las dos funciones. Sin embargo, en el actual trabajo la cantidad
de sal precursora se encontr6 por encima de la capacidad de la planta para estabilizar las
nanoparticulas, es decir por encima de la cantidad requerida de los agentes surfactantes necesaria
para mantener a las nanoparticulas en una solucion nanocoloidal estable, lo que significa que la
planta presenta una desproporcion considerable entre su capacidad de reduccién y su capacidad de
estabilizacion lo cual fue importante para el crecimiento incontrolado en algunos casos
anisotrépico. Esa diferencia en capacidad de reduccion y estabilizacién es facil de entender ya que
por lo general las plantas medicinales son reconocidas ancestralmente por sus capacidades
antioxidantes y no por la presencia de substancias tensoactivas.

El crecimiento insostenible de los nucleos de plata para dar lugar a la diversidad de formas
encontradas mediante la planta de pinguica, se basé en la superacion experimental en el laboratorio,
de la capacidad de dicha planta para contar con las substancias surfactantes adecuadas para

estabilizar las nanoestructuras de Ag.
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Esa diversidad de formas es principalmente una consecuencia de una alta velocidad de
crecimiento en las particulas la cual es del tipo polinuclear que se encuentra ayudada por un
crecimiento secundario combinada con una influencia anisotrépica. Por ejemplo, las particulas en
forma de nanoestambres de tamafio aproximado a 2 pu (ver figura 5.3-a, b) estdn compuestas de

fibras alargadas con una superposicion aleatoria, aunque se presentan en forma de paquetes.

® o
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Figura 5.3 a-e) Secuencia de crecimiento de una nanoestructura en forma de arbol, en la que se

encuentran varios estados intermedios y formas diversas de las particulas biosintetizadas de plata.

Estas pequefas fibras presentan solo una dimension fuera del rango nanométrico (longitud) por lo
que deben considerarse como estructuras 1D o unidimensionales. Es decir estas estructuras al ser
alargadas obviamente demuestran un crecimiento anisotrépico, sin embargo su agregacién

aleatoria indica un crecimiento en la superficie del nGcleo dominado por una nucleacién secundaria
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en donde las particulas se agregan unas con otras a una gran velocidad de difusion consecuente de
la alta concentracién de sal precursora, lo que produce que los atomos se agreguen a la superficie
rapidamente.

Posteriormente, las particulas contintan creciendo después de adoptar esta forma semiesférica
y van logrando agregados diversos, por ejemplo la figura 5.3-c muestra una particula de
dimensiones mayores en donde facilmente se logra apreciar el inicio de crecimiento anisotropico,
mientras que la particula en la parte inferior sigue conservando aun su forma semiesférica formada
de diversas estructuras 1D.

Cuando el crecimiento se prolonga en funcién de la cantidad de sal precursora hasta 10 mM, el
resultado obtenido es un nano-arbol como el mostrado en la figura 5.3-d. Interesantemente, este
gran arbol no se compone estrictamente de una sola pieza desarrollada, sino de particulas que van
agregandose y coalesciendo formando mas grandes, esto se aprecia en la parte superior de la figura
5.3-e.

De la imagen se encuentra que las particulas que se agregan sobre la superficie presentan
diversas formas, siendo las fundamentales tridngulos con un tamafio que ligeramente rebasa el
rango nanometrico aunque, una dimensién se encuentra dentro de los 100 nm, por lo que su
clasificacion es 2D, mientras que otra forma son nanoestructuras OD, es decir nanoparticulas
esféricas menores a los 50 nm algunas de las cuales son pentagonales. Hasta donde se logra
observar las particulas coalecen formando otras particulas mas grandes tal y como se aprecia
secuencialmente de la figura 5.4-b, los huecos que van dejando las particulas mas grandes van
siendo saturados por las particulas pequefias tal y como se aprecia de la figura 5.4-c.

Estos resultados sugieren que aunque toda la nanoestructura presenta una forma de arbol
inicialmente, no crece digamos desde su raiz o a partir de una sola semilla, sino mientras las
particulas se van agregando esta va adoptando esa forma, la cual es similar al crecimiento
anisotrépico ordinario del crecimiento de cristales no nanométricos. Dado que estas
nanoestructuras se conforman de una asociacion de particulas a esto se le conoce como una forma
de autoensamble en la nanociencia que se presenta para construir el nanomaterial. Este

autoensamble se ve conformado entonces de nanoestructuras tipo 2D y 0D.
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Figura 5.4 a-b) Secuencia de agregacion de particulas triangulares y pentagonales, c) las particulas mas
pequefias se agregan en los huecos de las mas grandes.

Autoensambles de plata y diversas morfologias de particulas de plata se han conseguido mediante
sintesis por reduccion quimica aunque nunca por sintesis verde o ecolégica. Por ejemplo, Wang y
Col. [91] Realizaron autoensambles de nanoflores de Ag con SnO donde se estudia la actividad
fotocatalitica las cuales son estructuras muy similares a las de Li y Col. [92] aunque estas
estructuras son de BiOCI. Por otro lado Cho y col. [93] realizaron un autoensamble en forma de
nano-arbol de Co decorado con plata.
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5.1 Mecanismo de la sintesis de nanoparticulas de Ag.

Se ha informado que el mecanismo de sintesis de nanoparticulas de plata es muy complejo. Las
nanoparticulas se obtienen por la presencia de entidades biologicas que se encuentran compuestas
por un gran numero de compuestos organicos tales como: hidratos de carbono, grasas, proteinas,
enzimas y coenzimas, fenoles, flavonoides, terpenos, alcaloides, etc [94, 95], capaces de donar
electrones para la reduccion de los iones de Ag a Ag®. Aunque se sabe que los radicales libres se
generan por las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las biomoléculas tales como las proteinas,
glicoproteina, lipidos, &cidos grasos, fenoles, flavonoides y azucares controlan fuertemente la
formacion de radicales libres [96].

El mecanismo exacto en cada planta varia considerablemente ya que el fotoquimico involucrado
varia, aunque el principal mecanismo implicado es la reduccion de los iones. Estos fitoquimicos
son reclamados en la conduccion de electrones lo que involucra las propiedades reductoras, que es
un mecanismo complejo ya que existen mas de 5.000 fitoquimicos hasta ahora identificados [97].

De esta forma, la sintesis verde de nanoparticulas de plata requerird una extensa investigacion
que puede durar décadas para dar a conocer las biomoléculas exactas que actuan en la reduccién o
estabilizacion de las nanoparticulas. No obstante, se ha informado en miles de articulos la
capacidad de las plantas para la sintesis de nanoparticulas de plata de una forma féacil, rapida y
ecologica.

Una de las substancias reconocidas que puede participar de la bioreduccién son los terpenos. Se
debe reconocer que hay mas de 50.000 terpenoides [98] que han sido aislados de las plantas
terrestres, marinas y hongos, se entiende que eso puede complicar el mecanismo especifico de la
bioreduccion. Los terpenos son los responsables del olor de las plantas y su molécula béasica es el
isopreno. Por ejemplo, una clasificacion de ellos son los tetraterpenos que poseen ocho unidades
isopreno Yy tienen la formula molecular CsoHse. LOS tetraterpenos més importantes biolégicamente
incluyen al aciclico licopeno, el mociclico gamma-caroteno y al biciclico alfa- y beta-caroteno. En
la figura 5.5 se observa el Geranodiol que es un terpeno comun el cual presenta la molécula de
isopreno arriba y una derivacién hacia abajo encadenada a otra molécula de isopreno. Asi muchas

posibilidades de compuestos terpenoides se pueden presentar.
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GERANIOL

Figura 5.5 Molécula de Geranodiol.

Otras de las substancias que han sido reportadas como las responsables de la bioreduccién son los
flavonoides [99]. Los flavonoides son un grupo grande de compuestos polifendlicos que
comprenden varias clases, incluyendo, antocianinas, isoflavonoides, flavonoles, chalconas,
flavonas, flavanonas y, que pueden quelar activamente y reducir los iones metalicos en
nanoparticulas. Los flavonoides forman un grupo de aproximadamente nueve mil metabolitos

vegetales que quimicamente, pueden ser clasificados como polifenoles o compuestos fendlicos.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos mediante el estudio de la bioreduccion de iones de plata a partir de la

sal de plata como nitrato y el extracto de las plantas Pinguica, Gordolobo y Cola de caballo, se

puede concluir lo siguiente:

Tanto las técnicas de caracterizacion de Uv-vis, MEB, MET y DRX, demostraron que se
lograron obtener exitosamente las nanoparticulas del metal de plata.

Las mejores condiciones para la bioreduccidn de nanoparticulas de plata al utilizar las hojas
y tallo de gordolobo fueron una concentracion del extracto de 1.5 g/ml y concentracion de
sal precursora igual a 6 mM en presencia de luz a una relacién volumétrica extracto-sal de
1:2.

Las mejores condiciones para la bioreduccion de nanoparticulas de plata al utilizar las hojas
y tallo de cola de caballo fueron una concentracion del extracto de 1 g/ml y concentracion
de sal precursora igual a 12 mM.

Los estudios indicaron que a partir de las hojas de pinglica no es posible obtener
nanoparticulas de metal, por el contrario, fueron obtenidas nanoparticulas de plata
utilizando un extracto del fruto de pingtica. Mientras que mediante el extracto de las hojas
y tallo de la planta cola de caballo y gordolobo fue posible bioreducir las nanoparticulas de
metal.

De los resultados experimentales influenciados por la ausencia o presencia de la luz,
indicaron que independientemente de la planta una velocidad de reduccién mayor se
registra siempre en presencia de la luz, sin embargo, para un tiempo relativamente pequefio
de reaccién (20 min), solo resultados de la bioreduccion empleando pingiica fueron
observados.

Las mejores condiciones para la bioreduccion de nanoparticulas de plata al utilizar el fruto
de pingiica fueron una concentracion del extracto de 2 g/ml y concentracion de sal
precursora igual a 8 mM.

Tanto para concentraciones en presencia o ausencia de la luz fue determinado que
utilizando el fruto de pinglica y concentraciones relativamente grandes de sal se pueden

sintetizar nanoesferas de plata, las cuales aun no se han reportado utilizando sintesis verde.
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e Fue notado que con el incremento en el tiempo de reaccion desde unos pocos minutos (20)

hasta dias de reaccion las nanoesferas cambian su tamafio y morfologia.
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ANEXO |

Tabla A.1 Concentrado de resultados de la planta Cola de caballo.

Gramos de ~
L L Tamafio
DIEiELED Rl Molaridad DR Forma de romedio de
50 ml de extracto- en UV-Vis p P ;
(mM) particulas particulas
agua sal (nm) (nm)
destilada
1:1 8 427 Esféricas Menores a 100
1:1 435 Esféricas 5-35 nm
1:2 450 - -
1:3 450 - -
1:4 450 S -
15 445 = -
1:6 Esféricas Mayores a 100
1:7 - -
1:8 - -
1:9 450 = -
1:10 - -
1:11 - -
112 Semi-esféricas Mavores a 100
’ y aglomerados y
10 450 - -
1:1 11 440 = -
*12 430 - -
: No ) )
e 14l s detectado
. No
2 = e detectado ) )
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8 450
No
o detectado
6
1:2 8 450
10
. No
e el . detectado
6
. No
= . detectado
10
6
. No
12 . detectado
10
6
. No
Al . detectado
10
6
No
detectado
1:2 8
10 478

*Experimento realizado también bajo la influencia de la luz, donde la diferencia fue que hubo una

Tabla A.2 Concentrado de resultados de la planta Gordolobo.

mayor velocidad de reaccion.
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Gramos de Deteccion en Tamafio
planta en 50 Relacién Molaridad Influencia de UV-Vis Forma de promedio de
ml de agua extracto- sal (mM) la luz (nm) particulas particulas
destilada (nm)
6 No ) )
detectado
1:1 8 No 503 - -
No
1 = detectado i i
6 - -
. No
1:2 e No detectado i i
10 - -
No
M detectado ) :
1:1
Si 425 - -
No
M detectado : :
1:2 —
si 40 | EStericasy |4 4
triangulares
No
e detectado i i
1:3 6 Esféri M
. sféricas con enores a
1.5 S 450 aglomerados 100
No
e detectado i i
1:4 M
. ayores a
Si 445 Aglomerados 100
No
e detectado i i
1:5
Si 445 - -
1:1 8 No 480 Esféricas Mquges a
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10 475 - -
No Mayores a
E detectado Al 100
1:2 N
0
10 detectado ) i
6 475 - -
1:1 8 475 Esféricas Menores a
100
No
10 477 - -
2 5 No ) i
detectado
. Meseta
L2 8 447-480 - -
10 460 - -
Tabla A.3 Concentrado de resultados de la planta de Pingiica.

Gramos de Deteccion en Tamafio
planta en 50 Relacion Molaridad Influencia de UV-Vi F d ticul promedio de
ml de agua | extracto- sal (mM) la luz VIS orma de particutas particulas

destilada (nm) (nm)
No 460 Nanoestambres 2
6
Si 450 Nanoflores 1
No 460 Nanoflores 3
2 1:1 8
Si 450 Nanoflores 15
No 450 Nanoarboles 7
10 -
Si 450 Cuastesferas 17
sélidas
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