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RESUMEN

En la actualidad las nanoparticulas de plata (AgNps) y autoensambles de plata tienen una amplia
variedad de aplicaciones en la medicina en el area de instrumentacion quirdrgica, como
membranas en tratamientos de aguas residuales, en la catalisis en reacciones de éxido-reduccion,
aplicaciones de uso cutaneo como cremas, cosméticos, en la industria electronica en dispositivos
optoelectrénicos; en medicina como biosensores y agentes antibacteriales.

Sin embargo, los métodos convencionales de sintesis requieren materiales toxicos y costosos, que
complican su aplicacion en diversas areas. Por consiguiente, existe un gran interés en los métodos
de sintesis de nanoparticulas empleando materiales orgéanicos que reduzcan el uso de
contaminantes y de reproducibilidad rentable.

La investigacion en el desarrollo de nanoparticulas Ag usando el método de sintesis verde es muy
amplia, sin embargo, en la parte de autoensamblaje ha sido escasa, lo que atrae un amplio campo
de estudio, aprovechado en este trabajo.

De esta forma, en este proyecto se exploro la sintesis, caracterizacion estructural y evaluacion
antibacterial contra E. coli y catalitica de nanoparticulas y autoensambles de Ag, a partir del uso
de extracto acuoso de las plantas medicinales Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth
empleadas como agente reductor y estabilizador, y en solucién acuosa de la sal precursora de
nitrato de plata. La presencia de las nanoparticulas para la planta Larrea tridentata fueron de
morfologia cuasiesférica con un tamafio promedio de 18 nm. Mientras que para la planta
Arctostphylos Pungens Kunth se obtuvieron autoensambles con diferentes morfologias tipo
mariposa, flor, arboles dendritico y fractales con tamafios entre 100 nm a 4 pm.

Se confirmo por medio de diferentes técnicas como espectroscopia de UV-Vis, espectroscopia de
IFTR, difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido y de transmision; la
actividad antibacterial se demostr6 mediante discos de inhibicion cubiertos de AgNps y por
ultimo la actividad catalitica se analizd por la técnica de espectroscopia de UV-Vis resultando

positiva.

PALABRAS CLAVE: Sintesis verde, Nanoparticulas, Plata, Larrea tridentata y Arctostphylos
Pungens Kunth.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNps) and silver auto-assemblies now have a wide variety of applications
in medicine in the area of surgical instrumentation, such as membranes in wastewater treatment,
catalysis in oxide-reduction reactions, cutaneous use as creams, cosmetics, in the electronic
industry in optoelectronic devices; in medicine as biosensors and antibacterial agents.

However, conventional methods of synthesis require toxic and expensive materials, which
complicate their application in several areas. Therefore, there is great interest in methods of
synthesis of nanoparticles using organic materials that reduce the use of pollutants and cost-
effective reproducibility.

The research in the development of Ag nanoparticles using the green synthesis method is very
broad, however, in the part of self-assembly has been scarce, which attracts a wide field of study,
used in this work.

In this project, we explored the synthesis, structural characterization and antibacterial evaluation
against E. coli and catalysis of Ag nanoparticles and autoas-semblies, from the use of aqueous
extract of the medicinal plants Larrea tridentata and Arctostphylos Pungens Kunth used as agent
Reductant and stabilizer, and in aqueous solution of the silver nitrate precursor salt. The presence
of nanoparticles for the Larrea tridentata plant were of a quasi- spherical morphology with an
average size of 18 nm. While for the Arctostphylos Pungens Kunth plant, self-assemblies with
different butterfly, flower, dendritic tree and fractal morphologies ranging from 100 nm to 4 um
were obtained.

It was confirmed by different techniques such as UV-Vis spectroscopy, IFTR spectroscopy, X-
ray diffraction (XRD), scanning and transmission electron microscopy; the antibacterial activity
was demonstrated by AgNps-covered inhibition disks and finally the catalytic activity was

analyzed by the UV-Vis spectroscopy technique proving to be positive.
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CAPITULO | INTRODUCCION

En los ultimos afios ha aumentado el estudio de ciertas ciencias, tal es el caso de la Nanociencia,
donde se han realizado grandes avances cientificos principalmente en la area de los
nanomateriales, los cuales poseen propiedades diferentes a las convencionales cambiando su
estructura fisica y comportamiento quimico. Un aspecto importante de estos nuevos materiales es
su sintesis, reto a resolver y en el que figuran las nanoparticulas de metal. Existe una amplia
variedad de métodos de obtencion fisicos y quimicos que han resultado eficaces debido a la
produccién controlada que se caracteriza por forma y tamafios bien definidos de nanoparticulas
(Nps). Para ello es importante resaltar que la mayoria de estas metodologias emplean equipos
costosos y sustancias quimicas toxicas que generan subproductos altamente peligrosos, que
muchas de las veces son adsorbidas en la superficie del nanomaterial sintetizado ocasionando
efectos adversos en sus aplicaciones. Por ejemplo en la medicina, la ingesta de AgNps obtenidas
por sintesis quimica como farmaco, puede provocar intoxicacion, si no se tiene la precaucion al
momento de la purificacion de este nanomaterial. Por lo tanto, existe un gran interés para
desarrollar nuevos procedimientos capaces de disminuir el uso de sustancias dafiinas y que al
mismo tiempo sean rentables.

Para lograr este objetivo, se desarrolld el método de sintesis verde de Nps, el cual consiste en
utilizar fuentes biolégicas como pueden ser algas, hongos, bacterias y en nuestro caso utilizando
plantas. Esta ultima es preferida debido a su simplicidad, facil adquisicion, alta efectividad y bajo
costo. La produccion de Nps por esta sintesis ha conseguido la atencion de los investigadores, ya
que se han obtenido forma y tamafio homogéneos a partir de extractos vegetales. Tanto las Nps
de oro como de plata han sido de mayor interés debido a sus potenciales aplicaciones que
incluyen el suministro en farmacos, terapias, diagndsticos, sensores, purificacion de agua, manejo
de alimentos, industria textil, etc.

Algunos ejemplos de plantas muy conocidas que se han usado en este tipo de sintesis son:
Tamarix gallica [1], Aloysia triphylla [2], Aloe Vera, Camellia sinensis, Datura metel,
Cymbopogom, Geranium entre otras [3]. Asi como éstas, varios tipos de flora originaria del pais,
contienen los compuestos quimicos capaces de reducir y estabilizar Nps, reduciendo los iones

metalicos provenientes de las sales precursoras, evitando la aglomeracion de las mismas y



generando la sintesis de Nps de Ag. Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth no han
sido utilizadas en la sintesis de este tipo de Nps, constituyendo entonces una area de oportunidad
para su estudio y posibles aplicaciones.

La idea central de esta investigacion fue sintetizar y autoensamblar AgNps utilizando extracto de
Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth mediante el uso de la sal precursora AgNQOg, en
las cuales se estudio la capacidad reductora y estabilizadora de los iones en suspension coloidal,
su caracterizacion con diferentes técnicas de microscopia como su evaluacion catalitica y

antibacterial contra E.coli.

1.1 Objetivo General

Sintetizar y autoensamblar nanoparticulas de Ag, empleando para ello extracto de Larrea
tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth como agentes reductores y estabilizadores, ademas,

caracterizar su estructura y evaluar el efecto catalitico y antibacterial.

1.2 Objetivos Particulares

» Sintetizar y autoensamblar nanoparticulas de Ag en solucién acuosa de la sal metalica
AgNO; y los extractos de plantas medicinales Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens
Kunth.

» Determinar la obtencién de las nanoparticulas y ensambles metalicos por medio de
espectroscopia UV-Vis.

» Evidenciar la presencia de los grupos funcionales presentes en el extractos de la plantas
antes y después de la sintesis por espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y la existencia de
los solidos a través de difraccion de rayos X (DRX).

» Valorar las caracteristicas estructurales de las particulas sintetizadas, tales como tamario,
forma y estructura, por medio de microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia
electronica de transmision (MET).

» Evaluar el efecto antibacterial de las particulas sintetizadas contra la bacteria E.coli.

» Evaluar el efecto catalitico de las particulas sintetizadas degradando azul de metileno.



1.3 Justificacion

Las nanoparticulas Ag adquieren importancia cientifica debido a sus posibles aplicaciones,
principalmente en la medicina como apoésitos para heridas, dispositivos, anticonceptivos,
instrumental quirargico, cosméticos, fotocatalisis, fotodegradacion entre otras [4]. Sin embargo,
los métodos de sintesis, hasta ahora empleados como sintesis quimica, evaporacion térmica,
reduccion fotoquimica y radioquimica, requieren materiales costosos y téxicos como el uso de
sustancias de poli-vinilpirrolidona (PVP) y borohidruro de sodio (NaBHy), los cuales limitan en
gran medida la aplicacion de las particulas en algunas areas médicas. Debido a lo anterior, existe
interés en el estudio de métodos de sintesis empleando materiales organicos, los cuales sean
rentables, eficaces y cuyos subproductos sean amigables con el medio ambiente [5, 6]. Por lo
anterior, a traves del presente trabajo se pretende realizar la obtencién y caracterizacion de
particulas Ag, las cuales puedan ser aplicadas como cremas antibacteriales; en donde se
emplearan sustancias organicas, como agentes reductores y estabilizadores, provenientes de los

extractos de las plantas medicinales Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth.

1.4 Hipdtesis

A partir de las diferentes sustancias organicas contenidas en los extractos medicinales de las
plantas Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth se podré biosintetizar nanoparticulas y
ensambles de Ag con diversas formas y tamafios. La influencia del extracto en la solucién

coloidal no impedira las propiedades antibacteriales y cataliticas.



CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanociencia y Nanotecnologia

La nanociencia es el estudio de los procesos fundamentales que ocurren en las estructuras en un
rango de tamafio entre 1 y 100 nandmetros, las cuales se conocen como nanoestructuras [7].La
nanotecnologia se basa en estudiar, disefiar y fabricar materiales con tamaros inferiores a 100
nanémetros (1 x 10° m) a las cuales se le atribuyen propiedades y comportamientos nuevos que
dependen del confinamiento cuéntico [8]. Esto ocurre porque las particulas que son menores, que
las dimensiones de los materiales conocidos, manifiestan una nueva estructura fisica y
comportamiento quimico, que es atribuido al tamafio [9]. Asi, por ejemplo, se ha observado que
la estructura electronica, conductividad, reactividad, temperatura de fusion y las propiedades
mecénicas, varian con el tamafio en la escala nanométrica, creando un interés en el estudio de
esta ciencia y sus posibles beneficios para la humanidad [10]. En la figura 2.1 se muestra una
relacién de tamafios donde se observan las comparaciones de diversos seres vivos complejos

hasta moléculas y atomos relacionados con la escala nanométrica [11].

Atomos de Si Glébulos rojos Ceniza Pelo
0,1 nm (distancia) (didmetro) 2-12 nm 4 pm 15 pm 0,1 mm 5 mm
dA 1 nm 10nm  100nm  1pm 100 pm 1cm
0 2
P $¥°
33
°Q ~
Moléculas i Célula Célula
~ Virus Bacteria :
pequenas 0,5-5 um animal vegetal 0,2 mm
~1nm 10-300 nm ! 20 um 35 um

Figura 2.1 Comparacion de diversos seres vivos complejos hasta moléculas y atomos relacionados con la

escala nanométrica [11].

Alrededor del mundo se invierte gran cantidad de recursos economicos para el desarrollo de la

Nanotecnologia, uno de los principales pioneros es Estados Unidos de América, también otros



paises se integran a la lista como los de la Comunidad Europea, Japon, China y la India entre
otros [11].

En México existen investigadores e instituciones que conocen la importancia de la
Nanotecnologia y que trabajan en ella, pero una escasa difusion, asi como poca inversion en el
pais, impide que se logren resultados tangibles, se deben de conjuntar varios factores para tener
en la sociedad un impacto real. Otro problema es el pequefio nimero de cientificos en el pais que
se dedican a esta actividad multidisciplinaria (alrededor de un investigador por cada 10,000
habitantes), que se destaca por su amplio estudio sin limites entre teoria y experimentos. Sin
embargo, existe mucho potencial que puede generar grandes descubrimientos en esta rama, ya
que algunas de las instituciones, a pesar de las adversidades, han puesto el nombre de México en
alto para el mundo.

Los cientificos han conseguido manipular el tamafio y la forma de una gran variedad de
materiales a escala molecular y atdmica, descubriendo con ello un sin nimero de sus propiedades
potenciales, muchas de ellas de caracter no convencional [12]. Técnicas analiticas como la
microscopia electronica de barrido y de transmision, asi como la de efecto tunel, han impulsado
estos estudios para lograr entender los desenlaces de cada uno de los proyectos realizados y a su
vez confirmar el cambio alcanzado a esta escala de la materia, teniendo aplicaciones en la
quimica, biologia, fisica entre otras [13].

Los materiales moleculares estan constituidos por unidades, las cuales pueden ser sintetizadas
aisladamente y organizadas posteriormente en algun tipo de fase condensada capaz de presentar
propiedades fisicas y quimicas diferentes a las ya conocidas [12]. Estos se dividen en base a sus
dimensiones, se establecen asi cuatro categorias 0D, 1D, 2D y 3D, sefialando con esta
nomenclatura las dimensiones de las nanoestructuras que caen dentro del rango nanométrico. 0D
se refiere a las nanoparticulas o “Quantum dots”, 1D a los nanotubos, nanoalambres o
nanorodillos y 2D a peliculas delgadas. Asi, no deberia de incluirse en la categoria de
nanoestructuras a los materiales 3D, ya que sus dimensiones superan los 100 nm, sin embargo, se
consideran nanomateriales 3D a aquellos en los que se utilizan nanoestructuras (0D, 1D y 2D)
como bloques de construccién, replicandose en las 3 direcciones del espacio de forma ordenada
[14],como se presenta en la Tabla 2.1 y en la Ffigura 2.2. Algunos ejemplos de estos materiales

son el carbono, silicio, celulosa, fibras, esponjas, plata, etc.



Tabla 2.1 Nanoestructuras de las diferentes categorias (0D, 1D, 2D, 3D) [14].

Nanoestructura Categoria Tamafio Material

Clusters,  nanocristales o 0D Radio de 1-10 nm Aislantes,

Quantum dots semiconductores,
metales, materiales
magnéticos

Otras nanoparticulas 0D Radio de 1-100 nm Oxidos ceramicos

Nanobiomateriales, Centro de 1D Radio de 5-10 nm Proteinas de la

reaccion fotosintética. membrana celular.

Nanovaras 1D Diametro de 1-100 | Metales,

nm semiconductores, 6xidos,
sulfuros, nitruros

Nanotubos 1D Diametro de 1-100 [ Carbono, calcogenuros

nm en capas, BN, GaN

Nanobiovaras 1D Diadmetro de 5 nm DNA

Matrices bidimensionales de 2D Area de varios nm*- | Metales,

las nanoparticulas umz semiconductores,
materiales magnéticos

Superficies y peliculas 2D Espesor entre 1-100 | Aislantes,

delgadas nm semiconductores,
metales, ADN

Superredes tridimensionales 3D Varios nm en tres | Metales,

nanoparticulas

dimensiones

semiconductores,

materiales magnéticos




nanoparticulas de Paladio (0D), (b) nanotubo de silice (1D) y (c) Silice con porosidad ordenada de forma
cubica en el rango de los nanémetros (3D) [14].

2.2 Métodos de Sintesis de nanoparticulas (Nps)

Los métodos mas conocidos para la sintesis de Nps principalmente se agrupan en dos categorias:
aproximaciones “de arriba hacia abajo” y las “de abajo hacia arriba”. La primera consiste en la
division de solidos basicos en porciones mas pequefias. Este enfoque incluye la molienda o el
desgaste, métodos quimicos y la volatilizacion de un sélido seguido por la condensacion de los
componentes evaporados. La segunda aproximacion “de abajo hacia arriba” consiste en la
fabricacion de Nps a través de la condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase
gaseosa o en solucion. Este enfoque es mucho mas usado en la sintesis de Nps, éstas pueden ser
soportadas en materiales porosos o no, dandoles mas estabilidad a las soportadas y conferir
propiedades especificas [15].
Los métodos mas representativos que se utilizan en la aproximacion “de abajo hacia arriba” son:
1) Meétodo coloidal o sintesis quimica, el rango de tamafio en solucién coloidal suele oscilar
en la escala de nandmetros, por ello este método es eficiente para la produccién de
nanoparticulas, ademas, es uno de los méas usados. EI método consiste en disolver una sal
del precursor metalico o del éxido a preparar, un reductor y un estabilizante en una fase
continua o dispersante (un liquido en este caso). Este dltimo puede jugar el papel de
reductor, de estabilizante o ambos. En principio el tamafio promedio, la distribucién de

tamafios y la morfologia de las nanoparticulas puede ser controlada variando las



concentraciones del reductor, del estabilizante y de la solucién utilizada. Un ejemplo de
las sustancias mas comunes para sintesis de nanoparticulas de plata son AgNO; (sal
precursora), NaBH, (agente reductor), PVP poli-vinilpirrolidona (agente estabilizante) en
solucion acuosa [6], la Figura 2.3 muestra un esquema de la reaccion, otro ejemplo de este
método se muestra en la figura 2.4, donde se sintetizaron nanovaras de Mn3O, utilizando
otras sustancias como precursoras y estabilizantes [15]. La Tabla 2.2 muestra otros
ejemplos de las sustancias involucradas en esta sintesis [16].

Esta sintesis tiene dos etapas las cuales son nucleacion y crecimiento, la primera es la
etapa inicial donde se implica la unién de dos o méas atomos, en nuestro caso de plata,
para formar cumulos. La segunda etapa es el crecimiento donde se agregan mas 4tomos
sobre los cimulos por medio de colisiones se provoca el crecimiento de la nanoparticula a

un tamafio estable [17].

” |
AgNO, + NaBH, ————> ;fjjﬁ

289 A |
(200) %

8.3 nm

Figura 2.4 Micrografias de MET y HR-MET de nanovaras de Mn3;O,. Obtenidas por el método coloidal,

del lado derecho se muestran el patron de difraccion de electrones [15].



Tabla 2.2 Sustancias involucradas en la sintesis de AgNps en disolucion [16].

Precursor Reductor Estabilizante

AgNO; Citrato

AgNO; NaBH, Poli-vinilpirrolidona (PVP)
AgNO; Ac. Ascorbico PVP

AgNO; Polioles Almidon

AgNO; B-D-glucosa

[Ag(NHs)]" Az(cares

AgNO; Dimetilformamida

AgNO; Dimetilformamida

2) Reduccién Fotoguimica y Radioquimica. La reduccion fotoquimica, como la radiacién

3)

4)

5)

quimica difiere en el nivel de energia usado, ya que las sintesis fotoquimica se caracteriza
por el uso de energia por debajo de 60 eV, mientras que la sintesis por radidlisis maneja
energias de 10%-10* eV. Estos métodos suelen tener ventajas sobre otros debido a la
pureza de las nanoparticulas obtenidas, ademas de sintetizarlas en condiciones de estado
solido y a bajas temperaturas [18].

Irradiacion por microondas. Esta técnica genera nanoparticulas con una baja dispersion de
tamafio, ademéas no hay control en la morfologia de éstas. Las microondas actan como
campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar cualquier material a través de la
vibracion de moléculas polares [19].

Uso de dendrimeros (macromolécula de construccion arborescente). Los dendrimeros son
utilizados como nanorreactores que permiten la sintesis de nanoparticulas de forma vy
tamafio definidos. Esto se logra alterando la naturaleza del dendrimero [18].

Sintesis solvotermal, consiste en reacciones heterogéneas en medio acuoso alcanzando

tanto temperaturas mayores a 100 °C como presiones mayores a 1 Bar. El objetivo de esta
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técnica es obtener una mejor disolucion de los componentes de un sistema y lograr hacer
reaccionar especies poco solubles en condiciones habituales [8].

6) Método sol-gel, es utilizado principalmente en la fabricacion de nanomateriales
habitualmente 6xidos metalicos. Partiendo de una solucion quimica o sol que actia como
un precursor de una red integrada de particulas discretas o una red de polimeros. Los
precursores tipicos son los alcoxidos metélicos y los cloruros metalicos, que sufren
reacciones de hidrolisis y policondensacion para formar una dispersion coloidal, que
luego de una polimerizacion forma un gel [19].

7) Evaporacion térmica, que consiste en el calentamiento hasta la evaporacion del material
que se pretende depositar. En una cdmara al vacio donde se condensa el vapor sobre una
lamina fria, manteniendo el control del crecimiento en la capa depositada en la lamina,
para evitar morfologia no deseada [15].

8) Depésito quimico en fase vapor (CVD, por sus siglas en inglés), consiste en la
descomposicion de uno o varios compuestos volatiles en una camara de vacio en o cerca

de la superficie de un solido para formar un material de capa delgada o Nps [15].

2.3 Sintesis Verde

La sintesis verde se define como el uso de la quimica para reducir fuentes de energia o prevenir la
contaminacion, ademas de reducir o eliminar sustancias peligrosas dentro del proceso quimico
[5]. Consiste en disminuir al minimo, o de ser posible eliminar por completo la contaminacién
producida por procesos quimicos evitando al maximo el desperdicio o uso excesivo de materias
primas no renovables, asi como el manejo de materiales peligrosos o contaminantes en la
elaboracion de productos quimicos “limpios”, que no atentan contra la salud o el ambiente. Todo
lo anterior sin sacrificar el avance cientifico y tecnologico [20].

La quimica verde y sustentable es un nuevo concepto que surgié en la década de los 90°s,
refiriéndose al desarrollo de procesos y de tecnologias, que resultan en reacciones quimicas mas
eficientes que generan pocos residuos y menos emisiones ambientales comparadas con las
reacciones quimicas tradicionales [21].es por ello que se postularon doce principios y se

presentan a continuacion [5]:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Prevencién. Prevenir los residuos producidos y tratarlos de modo que no contaminen el
medio ambiente.

Maximizacion de materias primas. Las etapas de reacciones deben ser disefiadas para
maximizar la incorporacion de todas las materias primas utilizadas hasta su producto final
para evitar la generacion, de productos secundarios no deseados.

Uso de productos quimicos menos peligrosos. Los métodos de sintesis deben disefarse
para garantizar y generar sustancias gque tenga poca o ninguna toxicidad para el medio
ambiente y el ser humano.

Disefio de productos quimicos méas seguros. Productos quimicos disefiados de forma que
sean menos toxicos a corto y a largo plazo.

Disolventes seguros. Evitar el uso de disolventes lo menos posible utilizandose en pocas
porciones, si es imposible suspender su uso.

Disefio para la eficiencia de requerimientos de energia. Los procesos quimicos deben ser
reconocidos por su impacto ambiental y econdmico, para minimizarlos lo més posible,
todas las reacciones deben de llevarse a cabo a temperatura y presion bajas.

Uso de materias primas renovables. Las materias primas han de ser renovables en vez de
agotables, siempre que sea técnica y econémicamente factible el proceso.

Reduccion de derivados. La formacion de subproductos debe ser evitada en lo posible.
Catalisis. Los reactivos cataliticos seran elegidos sobre los estequiométricos. El uso de
catalizadores heterogéneos tiene varias ventajas sobre los catalizadores homogéneos o

liquidos.

10) Disefio para la degradacién. Los productos quimicos se disefiaran de modo que al final de

su funcién, descompongan el producto de degradacién en productos inocuos que no

contaminen el medio ambiente.

11) Andlisis en el tiempo real para la prevencion de la contaminacién. Las metodologias

analiticas deben mejorarse para monitorear y controlar la formacion de sustancias

peligrosas en tiempo real.

12) Quimica intrinsecamente segura para la prevencion de accidentes. Las sustancias que se

utilizan en un proceso quimico deben ser elegidas para minimizar los accidentes quimicos

como explosiones, intoxicaciones e incendios.
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2.4 Caracteristicas de la planta Larrea tridentata

Los principales compuestos reportados en la literatura en la planta “Gobernadora” (Larrea
tridentata), donde se destacan por su mayor contenido en base al peso seco del follaje los
lignanos fenolicos, seguidos por las saponinas, flavonoides estos son principales compuestos que
reducen y estabilizan las Nps, también otros compuestos como aminoacidos y minerales. El
compuesto mas importante de esta planta es el acido nordihidroguaiarético (NDGA), uno de los
antioxidantes mejor conocidos, al cual se le atribuye sus propiedades antioxidantes, anti-

inflamatorio, citotoxica, antimicrobial e inhibidor de enzimas [22].

2.5 Caracteristicas de la planta Arctostphylos Pungens Kunth

La planta medicinal Pinglica (Arctostphylos Pungens Kunth) es recomendada principalmente
para el tratamiento de las afecciones renales (V. mal de orin, cerrada de orines, mal de piedra)
como el dolor de rifion, que es causado por exceso de trabajo; para aliviarlo se utiliza la hoja, la
raiz o toda la planta, en infusion, endulzada al gusto y tomada como agua de tiempo y en ayunas
[23].

En la literatura no se encuentran estudios fitoquimicos los cuales muestren los principales
compuestos contenidos en dicha planta, sin embargo; en el fruto se han detectado pirocatequina el
cual se le atribuye gran poder reductor, también contiene resina y algunos taninos [23].

Debido a que en este trabajo la sintesis de las AgNps utiliza extracto de una planta, cumple con
todos los postulados anteriores, el proyecto es sustentable debido al uso de sustancias que evitan
contaminacion y utiliza equipos amables con el medio ambiente realizando una “Biosintesis
verde”.

Esta sintesis es similar al método coloidal ya que presenta los mismos principios, en donde
ambos parten de una sal precursora en solucion, en este caso nitrato de plata (AgNO3); por otro
lado requiriendo de la adicion tanto de un agente reductor, como de un estabilizante, los cuales
son utilizados en la metodologia coloidal, sin embargo, ambas funciones las cumple el extracto
de las plantas en la sintesis ecoldgica (Figura 2.5). Variando las concentraciones de la sal
precursora en solucion y de los extractos de Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth, las

Nps pueden llegar a obtener un tamafio promedio, distribucion y morfologia apropiada. Otros
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factores que intervienen son la temperatura, el pH, la agitaciébn mecanica o ultrasénica y el uso de

las microondas.

Extractos + AgNO?,» AgNps

Figura 2.5 Estrategia de Reaccion en la sintesis verde de AgNps.

2.6 Actividad Antibacterial de las AgNps.

El efecto antibacterial de la plata ha sido conocido desde tiempos antiguos. Sin embargo, el
mecanismo del efecto bactericida de las AgNps no es muy conocido, es por ello que la actividad
antibacteriana probablemente se atribuya a interacciones electrostaticas entre la membrana
celular cargada negativamente del microorganismo y las nanoparticulas cargadas positivamente.
Ademas también se le atribuye a la formacion de fosas en la pared celular de las bacterias,
relacionadas con la concentracion de Ag [9].

Es posible que los AgNps actden de manera similar a los agentes antimicrobianos usados para el
tratamiento de infecciones bacterianas. Estos agentes muestran cuatro mecanismos de accién
diferentes: (1) interferencia con la sintesis de la pared celular; (2) inhibicion de la sintesis de
proteinas; (3) interferencia con la sintesis de acidos nucleicos; e (4) inhibicion de una via
metabolica [24].

Feng et al. (2000) propuso los siguientes mecanismos de accién de las AgNps [25]:

En primer lugar, las AgNps se adhieren a la superficie de la membrana celular y alteran sus
funciones, como la permeabilidad y la respiracion.

En segundo lugar, los AgNps son capaces de penetrar las bacterias y causar dafio adicional,
posiblemente al interactuar con compuestos que contienen azufre y fésforo, cuya alta afinidad
con la plata imputa la propiedad antibacteriana, debido a la abundancia de estos elementos en
toda la membrana celular. Ademas, se cree que las AgNps, después de la penetracion inactivan
enzimas, generando peroxido de hidrdgeno y causando la muerte celular bacteriana.

En tercer lugar, los AgNps liberan iones de plata, que contribuyen al efecto bactericida. El

mecanismo de inhibicién por los iones de plata en los microorganismos es parcialmente
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conocido. Se cree que el ADN pierde su capacidad de replicacion y las proteinas celulares se
inactivan en el tratamiento con iones de plata. Se ha demostrado que las concentraciones méas
altas de iones Ag+ interactian con componentes citoplasmaticos y acidos nucleicos.

Anteriormente se ha propuesto por Tamboli y Col. [26] un mecanismo para la actividad
antimicrobiana de los AgNps basandose en el MEB vy electroforesis en gel de una sola célula,
como se muestra en la figura 2.6, donde concluyeron que el cambio en la morfologia causa un
aumento significativo en la permeabilidad, ocasionando que las células bacterianas sean
incapaces de regular adecuadamente el transporte a través de la membrana plasmatica

permitiendo la penetracién de las AgNps cuya accién es desnaturalizar el ADN, dando lugar a la
muerte celular.

Peptidogtycan

e Cellwall 4
Bécterial cell Plasma u‘ :
Y 8 BY Cellwall i
o oo
oo &
AgNPs § :

Figura 2.6 Diagrama esquematico de la actividad antimicrobiana de AgNps (a) Muerte celular debido a la
lisis de la membrana celular. (B) Muerte celular debida a ruptura en el ADN [26].

2.7 Antecedentes

En la actualidad el estudio de nanoparticulas se ha desarrollado en forma gigantesca ya que
existen muchos estudios en los cuales a partir de extractos de plantas han obtenido nanoparticulas
de plata.
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En 2015 Arthanari Saravanakumar y Col. [27], desarrollaron un estudio a partir de extracto de
Cassia tora, la biosintesis de nanoparticulas de plata, donde las caracterizaron y evaluaron su
actividad antibacterial. Su metodologia se basé en preparar los materiales que fueron: 50 g de
planta Cassia tora, AgNO3 y agua desionizada. Basicamente solo obtuvieron extracto de la planta
diluida en agua desionizada y despues la mezclaron con AgNO3 a 0.1 M. Sus resultados fueron
que al pasar un tiempo, el contenedor y la mezcla, tuvieron un cambio de color indicado en la

figura 2.7, referido al éxito de la reaccion y con ello prosiguieron a caracterizar.

Figura 2.7 Extracto acuoso de la planta Cassia tora con AgNO; (a) y después del tratamiento con AgNO;

(b) [27].

Se caracterizé mediante espectroscopia UV-Vis donde arrojé un espectro con una banda que se
encuentra entre 400-450 nm caracteristica de la presencia de nanoparticulas de plata (véase

Figura 2.8).

Absarbance
E £

~

ol 4
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Figura 2.8 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de plata sintetizadas [27].

15



Se confirmd la naturaleza cristalina de los AgNps sintetizadas por anélisis de DRX y se muestra
en la figura 2.9. El difractograma ilustra cuatro picos diferentes en distintos angulos: 38.14,
44.34, 64.54, 77.54 y 81.78 que corresponden respectivamente a los planos: (1 1 1), (20 0), (2 2
0), (31 1)y (22 2)de la estructura cristalina cubica centrada en las caras (FCC) del elemento
plata. Los resultados obtenidos estuvieron en estrecho acuerdo con la referencia de la estructura
FCC del patrén de difraccion de polvo correspondiente a la tarjeta (JCPDS) No-04-0783 [27].
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Figura 2.9 Patron de DRX de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extracto de Cassia tora [27].

Mediante microscopia electronica de barrido se demostrd la presencia de nanoparticulas no
uniformes, las cuales se ven aglomeradas lo que fue atribuido a la evaporacion del disolvente

durante la preparacion de la muestra (Figura 2.10).
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Se evaluo la actividad antibacteriana de las AgNps sintetizadas por el método de difusion en agar.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.3 y se observé que el aumento de la concentracion de

AgNps inhibe progresivamente el crecimiento. En los resultados, las bacterias gram positivas

mostraron zona inferior de inhibicion mientras que las bacterias gram negativas mostraron

mejores resultados [27]. Concluyendo que la sintesis por esta via es fécil, econdmica, rapida y

amigable con el ambiente teniendo excelentes resultados en su caracterizacion y evaluacion

antibacterial.

Tabla 2.3 Actividad Antibacterial de AgNps sintetizadas [27].

Concentration  Zone of inhibition (mm)

(pgfmi)
S. aureus B. subtilis E. coli Ps. aeruginosa
3.125 6.21+0.06 6.7 £0.64 9.25+0.09 8.67 +0.06
6.25 7.32+0.21 7141027 10.81+049 102 +0.10
125 937+034 896+0.09 1228+019 11.81+0.37
25 1286+008 12791058 1676+023 13.2510.01

Otros estudios similares como Rajkiran Reddy Banala y Col.[28], obtuvieron nanoparticulas a

partir de la planta Carica papaya el cual tuvo resultados exitosos donde la sintesis verde y

caracterizacion de nanoparticulas de plata es llevada a cabo y confirmada por espectrometria UV-

visible, FTIR y caracterizacion estructural por MEB, MET y DRX. Arrojando nanoparticulas de
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forma esférica con superficie lisa y tamafio variado de 5 a 50 nm, pero entre ellas la mayoria de
las particulas obtenidas se dimensionaron entre 5 y 15 nm (véase Figura 2.11 y 2.12). Las
nanoparticulas de plata habian exhibido valores inhibitorios> 25 pg/ml contra ambas especies de
bacterias gram positivas y negativas. En resumen, la sintesis con el extracto de Caricia papaya de
nanoparticulas de plata fue eficiente y proporciona propiedades adicionales tales como eficiencia

bactericida y podria actuar como alternativa similar a los antibioticos.

Aj B Cpl-Ag NPs

Absorbance (AU)
°
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Figura 2.11 (A) Espectros UV-visible de nanoparticulas C. papaya obtenidos con la hoja de la planta. (B)
FTIR de nanoparticulas de plata. (C) Microscopia electronica de barrido (MEB) micrografias de

nanoparticulas de plata sintetizadas [28].
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Figura 2.12 (A y B) Micrografias obtenidas por MET de la sintesis verde de AGNPS y el histograma(C)
gue muestra la distribucién de tamafio de particula. (D)Patrén de DRX de nanoparticulas de plata

sintetizadas a partir de extracto de hoja de C. papaya [28].

También Amit Kumar Mittal y Col. [29], llevan a cabo la biosintesis de nanoparticulas de plata
con extracto de Potentilla fulgens con un tamafio promedio de 10-15 nm, llegando a la conclusién
que esta via tiene que estudiarse a fondo y optimizarse para lograr un escalamiento, debido a sus
buenos resultados contra cancer y bacterias. Ademas, no genera residuos peligrosos lo que
conlleva al uso factible en aplicaciones de nanomedicina y combatir ciertas enfermedades; asi
también obtener nanoparticulas homogéneas y con formas definidas.

Hemali Padalia y Col. [30], presentan un trabajo donde usan el método de sintesis verde de
nanoparticulas de plata a partir de extracto de la planta Tagetes erecta y monitorean la reaccion a
través del tiempo. Un aumento en la intensidad de la banda de UV-Vis relacionada a la obtencién
de AgNps para la muestra a 5 min se presenta y conforme avanza el tiempo la banda crece en
intensidad indicando una velocidad rapida de reaccién. La caracterizacion por MET mostro que

el tamafio de las AgNps se encuentra entre 10-90 nm con formas esféricas, hexagonales e

irregulares, ademas de su naturaleza cristalina (véase Figura 2.13).
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Figura 2.13 (A) Espectro de UV-Vis de AgNps a diferentes tiempos de reaccion. (B) Imagenes de MET
de AgNps sintetizadas [30].

Al igual que el estudio anterior otro trabajo realizado por Muhammad Jamil Ahmed y Col. [31],
mostro la eficiencia del extracto de la planta Skimmia laureola para la sintesis de AgNps con una
rapida velocidad de reaccion, en donde a los 10 min, con ayuda de la espectroscopia de UV-Vis,
se presentaron las bandas a diferentes tiempos propias de las AgNps (Figura 2.14). En MEB se
observo una forma relativamente esférica de particulas con un tamafio promedio de 40 nm, como

lo muestra la Figura 2.15.

30 4

Absorbance

300 400 500 600 700

Figura 2.14 Espectro de UV-Vis a diferentes tiempos de reaccion de la sintesis de AgNps a partir del
extracto S. laureola. B) cambio de color de la reaccidn de sintesis [31].
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Figura 2.15 Imagenes de MEB mostrando la morfologia y tamafio de las nanoparticulas sintetizadas [31].

J. Luis Lépez-Miranda y Col. [1], obtuvieron nanoparticulas de plata con un tamafio que varia de
5 a 40 nm y un promedio de 13 nm a partir del extracto de planta de Tamarix gallica en
condiciones normales. Se caracterizaron por medio de técnicas UV-Vis, espectroscopia FTIR,
difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido y transmision (Figura 2.16).

Las nanoparticulas presentaron formas esféricas con una alta tasa de biorreduccion con un tiempo
de reaccion de 5 minutos. Se confirmo la actividad antibacteriana contra Escherichia coli de

nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de Tamarix gallica (Figura 2.17) [1].

b)
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Figura 2.16 Andlisis de microscopia electronica de AgNps sintetizadas con extracto de Tamarix gallica:
a) imagen MEB, b) analisis EDS, c) micrografia MET, d) micrografia HRTEM mostrando los planos
cristalinos de plata, y €) anélisis de distribucion de tamafios [1].
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Figura 2.17 Actividad antimicrobiana de los AgNps obtenidas con el extracto de Tamarix gallica [1].

A continuacion se presentan algunos estudios de la sintesis de ensambles de Ag:

Ya Lu y Col. [32], obtuvieron nanoparticulas de plata tipo flor, a partir de nitrato de plata
(AgNO3) como sal precursora con acido ascorbico (AA) como agente reductor y
polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante, bajo agitacion vigorosa por medio de
sintesis quimica convencional. Tales nanoparticulas son agregados de nanoplacas pequefias y
nanorodillos. Se ha descubierto que la sustitucién de la agitacion mecanica por ultrasonido
cambia drasticamente la morfologia de las particulas, desde nanoparticulas similares a flores
hasta nanoparticulas mas pequefias y bien dispersas. Ademas, cuando afiadieron trazas de NaCl a
los reactivos, se formaron nanoparticulas de Ag bien dispersadas incluso en agitacién vigorosa.
Estos fendmenos pueden explicarse con la difusion y el suministro de reactantes durante la
nucleacion y el crecimiento de nanoparticulas.

Primeramente el cambio de color a gris intenso es un indicativo de la sintesis de AgNps,
enseguida caracterizaron en MEB y después analizaron las estructuras cristalinas mediante la
difraccion de rayos X en polvo (XRD).

La Figura 2.18 muestra la morfologia de los productos. La agitaciéon mecénica puede causar
morfologias muy diferentes. Las nanoparticulas de Ag se incrementaron de 500 nm a 1000 nm al
varear la concentracion de sal precursora. Las nanoparticulas parecidas a pétalos se cambiaron
gradualmente a nanorodillos y nanolaminas. La transformacién se puede encontrar claramente en
la Figura2.18 A,ByC.

Cuando se utilizd agitacion ultrasonica, se pueden observar nanoparticulas dispersas con una
distribucion de gran tamafio (Figura 2.18 d y D) [32].
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Figura 2.18 Imagenes de MEB de AgNps obtenidas cambiando la concentracion de AgNO; (PVP se
mantuvo igual) en solucién de reaccion y la agitacién vigorosa de reaccion. Todas las cotas son de 300 nm
[32].

La Figura 2.19 muestra los patrones de DRX de las AgNps, indicando su formacién con sus
caracteristicas; altamente puras y con cristalizacion perfecta. La relacion de intensidad del pico (1
1 1) a (20 0) es mayor que la tarjeta estandar de plata (PDF # 87-0720), lo que indica que estas
estan creciendo a lo largo de la direccion (1 1 1). Esto se observa especialmente en la muestra C

del difractograma mostrado.
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Figura 2.19 Patrones de DRX de AgNps obtenidos cambiando la concentracion de AgNO;: a) 0,06 mol /
L, (b) 0,08 mol / L, (c) 0,1 mol / L; (d) 0,06 mol / L (mezclando la solucion de reaccion en campo

ultrasonico) [32].
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La Figura 2.20 a-c representan las imagenes MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con
adicion de trazas de cloruro sédico (NaCl 4.5 mol / L) en diferentes etapas 0, 5, 24 e incluso 48 h.
Las condiciones de reaccion son las mismas para las particulas mostradas en la Figura 2.18 a. No
se observaron nanoparticulas de Ag o semejantes a escamas, sino sélo nanoparticulas de plata

bien dispersadas (Figura 2.20a-c).

Figura 2.20 (a) - (c) Micrografias de MEB en nanoestructuras de Ag. Todas las barras de escala son de

250 nm. (d) espectros UV-vis de once muestras tomadas de la misma reaccién entre 0,5 h'y 48 h [32].

También Zhang Chunyong y Col. [33], sintetizaron particulas de plata tipo flor micrométricas
(Ag) autoensambladas, utilizando AgNO3; como material de partida, por un método de reduccion
de vitamina C (Vc) asistida en acero inoxidable, con agitacion y temperatura variable. Para
caracterizar las fases y las morfologias de los productos se emplearon difractometros de rayos X
(DRX), microscopia electrénica de barrido (MEB) y microscopia electrénica de transmision
(MET). Los resultados muestran que las particulas de Ag presentan un tamafio de 1 - 6 micras
compuestas de nanoplacas o0 nanorodillos con un espesor de alrededor de 200 nm, como lo
muestra la Figura 2.21. Se observa en la Figura 2.22, la naturaleza cristalina de las particulas
sintetizadas, a partir de la indexacién de tarjetas propias de la plata. Se revela que las flores de
plata, pueden ser ensambladas a partir de particulas pequefias paso a paso. La presencia de acero
inoxidable y la temperatura desempefian un papel importante en esta sintesis, como se ilustra en
la Figura 2.23.
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Figura 2.21 Iméagenes de MEB del producto de sintesis (a, b); Imagen de MET (c) de una particula

individual tipo flor a alta amplificacion; Patron de difraccion de electrones de la muestra (d) [33].
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Figura 2.22 Patron de DRX de la muestra [33].



Figura 2.23 Imégenes de MEB de particulas de Ag manteniendo las mismas condiciones con ayuda de
acero a diversas temperaturas: (a) 343 K, (b) 333 K, (c) 303 K, y (d) 273 K [33].

P.S. Mdluli y colaboradores en 2009 [34], presentaron la sintesis de nanodendritas de plata, con
una columna vertebral central alargada y distinguida. Este método implica la reduccién de nitrato
de plata con formamida y polivinil pirrolidona (PVP) como surfactante en ausencia de luz
durante 30 dias. La evolucion de las nanoestructuras dendriticas se debi6 a la variacion de la
concentracion de los reactivos. A baja concentracion de PVP, las nanoparticulas de plata
isotropicas son visibles en las imagenes de microscopia electronica de transmision (MET) (véase
Figura 24). A medida que aumenta la concentracion, se observan particulas anisotrdpicas con la
aparicion de dendritas a la concentracion mas alta (véase Figura 2.25). Estas ramas secundarias
de las dendritas tienen aproximadamente 100 nm de longitud. Las ramas estan separadas de
manera equivalente con un angulo de 45 ° con respecto al tronco central presentando estabilidad

a temperatura ambiente [34].
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Figura 2.24 Imagenes de MET de nanoparticulas de plata a concentraciones de PVP de (NTa)
0,005 g/ mL, (NTb) 0,010 g/ mL y (NTc) 0,015 g/ mL [34].
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e
Figura 2.25 Imégenes de MET de nanoparticulas de plata a una concentracion de PVP de 0,020 g / mL

(NTd) [34].

Se creé que el mecanismo de crecimiento de la dendritica o arbol-como estructuras sigue una
difusion limitada de agregacion (DLA). La formacion de racimos se produce pegando particulas a
una semilla en contacto con las particulas formando una estructura en crecimiento. El tensoactivo
proporciona un control significativo sobre la nucleacién y la agregacion direccional que da lugar
a no equilibrio, favoreciendo la formacién de dendritas de plata. El crecimiento dendritico se
produce en las puntas y tallos de las ramas. A medida que el tallo crece en longitud nuevas ramas

mas cortas se forman continuamente en las puntas (vease Figura 2.26).
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Figura 2.26 Formacion de nanodendritas de plata [34].

Se describe una sintesis en solucion simple de nanodendritas de plata mediante la cual se reduce
un nitrato de plata por formamida en PVP. Se observa que el tiempo y la concentracion de PVP
juegan un papel importante en el control de la morfologia de crecimiento de las particulas de
plata. Bajas concentraciones de PVP producen particulas isotropicas mientras que altas
concentraciones de PVP dan particulas en forma de dendritas [34].

Tao Yang y Col. [35], sintetizaron dendritas de plata, las cuales fueron ajustadas finamente por
un enfoque de ingenieria quimica mediante el control de la difusion y la reaccion quimica, lo que
indico que una regulacion, esto permite obtener una forma prometedora para la sintesis
controlada de estructuras dendriticas y un enfoque eficaz para suprimir el crecimiento de
dendritas en las industrias.

Una dendrita es una estructura estéticamente agradable, siendo el ejemplo mas conocido los
copos de nieve. Aungue la formacion de dendritas ha sido estudiada durante siglos, la forma de
controlar su crecimiento es limitada. Estas estructuras se sintetizan reduciendo los iones de plata
en solucion a partir de AgNO3 con hidroxilamina como agente reductor bajo agitacion vigorosa,
utilizando diferentes temperaturas. La difusion de agentes quimicos se regula cambiando la
viscosidad de la solucion mientras que la reaccion se regula afiadiendo acidos. La disminucion de
la velocidad de reaccién conduce a la desaparicion de la rama lateral de las dendritas mientras
que la reduccién de la velocidad de difusion acorta el tronco principal de las dendritas. La
caracterizacion por MEB presenta los resultados obtenidos (Figura 2.27, 2.28 y 2.29) [35].
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30°C

Figura 2.27 Imagenes de MEB de estructuras dendriticas de plata, sintetizadas a diferentes temperaturas y
concentraciones. Ambos factores influyen en la estructura de las dendritas de plata, no se puede deducir la
regularidad [35].
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Figura 2.28 Una regulacién de la velocidad de reaccién (a) y estructuras de plata (b - d) sintetizadas a

diferentes velocidades de reaccion. Las barras de escala insertadas son de 2 pm [35].

Ethylene Glycol 50vol% Ethanol Water

Figura 2.29 Imagenes de MET de estructuras dendriticas de plata formadas a diferentes niveles de

reaccion y difusion. Las cotas son de 2 um [35].
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Los resultados mostraron que la difusion influye en la direccion de crecimiento de las dendritas.
La rapida difusion condujo al crecimiento tanto de facetas de alta energia como de facetas de baja

energia [35].
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CAPITULO Il METODOLOGIA

Partiendo de la revision bibliografica se selecciono la siguiente metodologia; se inicié con la
adquisicion de las plantas Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth y la molienda para
obtener polvos finos de las mismas. A continuacion se procedio a la preparacion acuosa de los
extractos y las soluciones molares de la sal nitrato de plata, AGQNO3. Una vez desarrollados los
pasos anteriores, se llevo a cabo la reaccion para la sintesis de las AgNps, las cuales se
caracterizaron en los diferentes equipos mencionados posteriormente. Fueron realizadas las
pruebas antibacteriales, a fin de obtener resultados contra E.coli, enseguida se realizaron pruebas
cataliticas mediante la degradacion de azul de metileno, y por ultimo se plantearon las
conclusiones. En la Figura 3.1 se presentan los pasos realizados como parte de la metodologia

experimental.

Adquisicion de
las plantas
Larrea tridentata Preparacion de
y Arctostphylos extractos
Pungens Kunth y
molienda

Preparacion de
soluciones
molares

Prueba
Antibacterial

Prueba
Catalitica

Caracterizacion

Analisis de
Resultados

Sintesis de
Nanoparticulas

Conclusiones

Figura 3.1 Diagrama del procedimiento experimental.

3.1  Adquisicién de la planta Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth

Se adquirieron en el mercado municipal Independencia de la ciudad de Morelia, Michoacéan 50 g
de hojas y tallo de las plantas Larrea tridentata y Arctostphylos Pungens Kunth. Se procedi6 a
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realizar molienda pulverizadora utilizando un molino de bolas de la marca SPEX 8000M
Mixer/mil. Lo anterior con la finalidad de incrementar el area superficial de las plantas para
mejorar la extraccion de las sustancias contenidas. La operacion unitaria se realiz6 por 7 min a
temperatura ambiente y posteriormente el polvo de la planta se almacen6 en un contenedor

hermético.

3.2  Preparacion del extracto

A partir de los polvos molidos, se tomaron 0.5, 1, 1.25, 1.5 g de Larrea tridentata y 2 g de
Arctostphylos Pungens Kunth, que se mezclaron con 50 mL de agua destilada, en vasos de
precipitado de 100 mL cada uno de ellos. Cada una de las soluciones se colocaron en un
termoagitador de la marca Termo Scientific, donde éste se programé a 80 °C con una agitacion
de 10 STIR por un tiempo de 30 min, al término del tiempo la solucion se dejé reposar por 10
min para posteriormente filtrarla mediante el uso de papel filtro Whatman de 150 mm con tamafio

de poro de 25 um. Las infusiones se almacenaron en contenedores herméticos a 4 °C.

3.3  Preparacion de las soluciones molares

Se prepararon diferentes soluciones molares de 1, 2, 3, 4, 5, 7 y 9 mM de nitrato de plata
(AgNO:s3) en solucion acuosa (Reactivos Quimica MEYER grado reactivo 99.99%). Después se
almacenaron en frascos &mbar a temperatura ambiente debido a que el nitrato de plata reacciona

con la luz solar.

3.4  Sintesis de nanoparticulas de plata

En un vaso de precipitado de 50 mL, se adicionaron 5 mL de la concentracidn de los extractos a
estudiar y 10 mL de AgNOg3 en cada una de las concentraciones molares previamente preparadas
a fin de obtener un volumen final de 15 mL. La reaccion se dejo que procediera en diferentes
tiempos desde horas hasta dias y cada uno de los resultados se analizé visualmente mediante el
cambio de color. Del mismo modo, para cada tiempo de reaccion la solucion se monitored
mediante el uso de la espectroscopia de Ultravioleta-Visible (UV-Vis) en un rango de 150 a 900
nm con el equipo Ocean Optics USB-4000.
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3.5  Caracterizacion optica, quimica y estructural

Las técnicas que se utilizaron para la caracterizacion de las AgNps fueron: Espectroscopia de
UV-Vis (equipo Ocean Optics USB-4000), espectroscopia de infrarrojo (FTIR) (equipo Bruker
Tensor 27), difraccion de rayos X (DRX) (equipo Siemens D500 X Ray Difractometer),
microscopia electrénica de barrido (MEB) (equipo Jeol JSM-7600F Field Emision Scanning
Electron Microscope) y microscopia electronica de transmision (MET) (equipo Phillips Tecnai
F20).

A continuacion se presentan en las figuras 3.2 y 3.3 la preparacion de muestras para MEB y
MET.

Porta muestra I

recubierta de @

carbono |
0.05 mL de la
solucién de reaccion
con AgNps

Se lleva al
equipo SEM

Absorcién del
agua en el
desecador por 2
dias

Figura 3.2 Procedimiento para la preparacion de muestra en el equipo MEB.
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carbon amorfo se ambiente por 2
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de la solucion
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Figura 3.3 Procedimiento para la preparacion de muestra en el equipo MET.

3.6 Prueba Antibacterial

Se prepararon 5.55 g de medio de cultivo Mueller Hinton con 150 mL de agua en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL, una vez agregados se procedid a calentar hasta disolver y hervir,
posteriormente, se esterilizd el medio de cultivo junto con las cajas Petri, proceso que se realiz6
por una hora en un autoclave a 121 °C y 10.3421 kPa. Una vez estériles tanto el medio de cultivo
como las cajas, se continud agregando 15 mL de medio de cultivo en cada una de ellas, se dejo
enfriar y solidificar en una zona estéril. A continuacion las cajas Petri se sellaron y se llevaron a

la incubadora a una temperatura de 36 °C para preservar hasta resembrar las bacterias E. coli.

La cepa de E.coli, se sembr6 en los medios de cultivos anteriormente preparados, usando la

técnica de estriado e incubando a 36 °C por 24 horas. Al dia siguiente, se observaron las cajas

36



con el cultivo y se seleccion6 una colonia para nuevamente cultivar en una caja Petri e incubando

por 24 horas, a fin de utilizar bacterias jovenes y aisladas.

A partir del nuevo cultivo se realizé un césped por medio de hisopo estéril en dos cajas Petri, a
las cuales se le colocaron 7 discos de papel filtro, previamente esterilizados, y, a 3 de ellos se le
adicionaron 6 microlitros de las nanoparticulas de Ag, usando agua esterilizada como control
negativo de efecto antibacterial, a otro mas se le adicionaron 6 microlitros de AgNO3 debido a la
presencia de la plata en el nitrato, la cual en esta forma también cumple una funcion antibacterial,
y por ultimo se depositd en otro uno Antibidtico (cefatoxima 35.25 microgramos por microlitro),
como control positivo de la prueba que inhibe el crecimiento de la bacteria. Luego se llevaron a
incubar a la temperatura de 36 °C por 24 horas. La actividad antibacterial se determin6 mediante
la medicion de los halos de inhibicion.

3.7 Prueba catalitica (degradacion del Azul de Metileno)
Se utilizaron cubetas de poliestireno para todos los ensayos cataliticos, en los cuales se
adicionaron 2.5 mL de azul de metileno con una concentracién de 3x107 M y 0.5 mL de AgNps.

Se monitore6 con ayuda del UV-Vis por varios dias observando el comportamiento de

degradacion del mismo.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de la planta Larrea tridentata

La Figura 4.1 presenta los espectros de UV-vis donde se modifica la concentracion del extracto
de 0.01 a 0.03 g/mL manteniendo constante la molaridad de la sal (5 mM AgNO3). En todos los
espectros se observa un pico de absorcion entre 400 y 500 nm correspondiente a la resonancia del
plasmén superficial (SPR) caracteristico de la AgNps, cuyo maximo se presenta a 425 nm. Se
observa que a medida que la cantidad de extracto se incrementd un aumento en la intensidad del
pico SPR se presenta, indicando un incremento en la cantidad de AgNps obtenidas. También se
observa que en la misma medida una mayor distribucion de tamafio de particula se obtiene,
observada como consecuencia del ensanchamiento del pico SPR, asi como un desplazamiento
hacia al azul lo que indica un menor tamafio promedio de nanoparticula[36]. Estos resultados
sugieren que el extracto de Larrea tridentata, contiene la sustancias adecuadas para la
bioreduccion y estabilizacion de las AgNps. Estos resultados son similares a los obtenidos por J.
Luis Ldpez-Miranda mediante el empleo de la planta Tamarix gallica donde variaron la

concentracion de extracto [1].

2.0
1.8
1.6

1] 1.25¢
1.2] 19
1.0- O.5g
0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia
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350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 4.1 Espectros de UV-Vis de la concentracién 5 mM de AgNO; variando la masa0.5a 1.5 g de la

planta Larrea tridentata en 50 mL de agua destilada.

La Figura 4.2 despliega el espectro de UV-vis, en donde se mantuvo fija la concentracion del

extracto 0.03 g/mL variando la sal precursora de AgNOz en 1, 2, 3, 4,5, 7y 9 mM, en estos
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espectros, se presentan los picos caracteristicos de las AgNps, observando un aumento en las
intensidades conforme se incrementa la molaridad indicando mayor presencia de Nps formadas,
ademas, existe un ensanchamiento de los picos a molaridades mas grandes, que se debe a la
aparicion de un segundo pico que indica bimodalidad de tamafios de Nps [37]. Todo esto debido
a que las sustancias estabilizadoras de la planta se han agotado para mantener encapsulada a la
nanoparticula, haciendo que estas crezcan sin ningun impedimento, ya que hay bastante sal

precursora y ademas que los agentes reductores son bastantes para lograr la biosintesis.

0.03 g/mL de extracto

Absorbancia

\

0.0

3%0 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Longitud de onda (nm)

Figura 4.2 Espectros de UV-Vis variando la concentracién molar de 1 a 9 mM de AgNO;, manteniendo la

concentracion del extracto de Larrea tridentata 0.03 g/mL.

En la Figura 4.3 se ilustran los espectros de UV-vis teniendo como variante el tiempo de
reaccion, manteniendo fijas la molaridad de la sal en 9 mM vy la concentracion del extracto en
0.03 g/mL, en donde se observa un incremento en la intensidad del pico. Conforme pasa el
tiempo la banda tiende a ensancharse apareciendo un nuevo pico, lo que es atribuido a la gran
cantidad de nanoparticulas biosintetizadas con distribucion de tamafios variables, dando la
conclusion de que las sustancias con el papel de agentes estabilizadores son insuficientes para
detener el crecimiento de las AgNps. A medida que avanza el tiempo las nanoparticulas crecen
saliendo del rango nanométrico y a la vez no cumpliendo con el objetivo principal de la

biosintesis de AgNps planteado en este trabajo.
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Figura 4.3 Espectros de UV-Vis de la concentracion 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentata y 9 mM

de AgNOs; respecto al tiempo.

Al igual que la figura anterior, en la Figura 4.4 se mantuvo fija la concentracion del extracto en
0.03 g/mL aungue se disminuyé la molaridad a 7 mM, conforme pasa el tiempo se nota el
aumento de la intensidad del pico SPR, cuyo comportamiento es muy similar a la Figura 4.3,
donde se percata del ensanchamiento y la aparicion de un nuevo pico propios de las Nps
sintetizadas y de la distribucién de tamafios, al paso del tiempo, se podria pensar que estas Nps
podrian salirse del rango nanométrico, a partir del presente comportamiento se determina un

agotamiento de las sustancias estabilizadoras propias de la planta Larrea tridentata.
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Figura 4.4 Espectros de UV-Vis de la concentracion 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentatay 7 mM

de AgNOs; respecto al tiempo.

La Figura 4.5 muestra los resultados derivados mediante el uso de una concentracion de sal igual
a 5 mM (extracto constante 0.03 g/mL), donde se aprecia una banda bien formada, intensa y
angosta conforme pasa el tiempo, lo que indica Nps biosintetizadas con tamafios homogéneos,
estos resultados son comparables con los de J. Luis Lépez-Miranda donde un pico bien formado

se debe a la sintesis de Nps homogéneas [1].
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Figura 4.5 Espectros de UV-Vis de la concentraciéon 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentata y 5 mM
de AgNO;, respecto al tiempo.

41



La Figura 4.6 corresponde a las condiciones donde se tiene fija la molaridad de 5 mM y
concentracion del extracto de 0.03 g/mL, adhiriendo energia solar con respecto al tiempo donde
se observa un comportamiento esperado, ya que hay un aumento de la intensidad notable debido
a la energia obtenida de la luz solar, produciendo que los atomos tengan energia para moverse
rdpidamente y con ello un choque mas rapido para la formacion de Nps lo que explica la
aparicion del doble pico y aumento de intensidad conforme pasa el tiempo. Ademas, se puede
comparar con estudios de Yang [35] donde factores como temperatura y en nuestro caso energia
solar movilizan la nucleacion y crecimiento de nanoparticulas y en este caso los agentes
estabilizadores se agotan, otra explicacion seria la presencia del sol que pudiera estar afectando a
las sustancias activas de la planta degradandolas u oxidandolas debido a la energia absorbida

inhibiendo su accidn de estabilizar y con ello un crecimiento de particula incontrolable.

—— 150 min
2.0 7 135 min
—— 120 min
—— 105 min
—— 90 min
—— 75 min
—— 60 min
—— 45 min
—— 30 min
—— 15 min
—— 10 min
—— 5 min
instante

1.0 4 \\ \

Sol

Absorbancia

0.5

00 T T T T T 1 1&% - LI 1 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Longitud de onda (nm)

Figura 4.6 Espectros de UV-Vis de la concentracion 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentata y 5 mM

de AgNO; variando el tiempo de exposicion a la luz solar desde 5 a 150 min.

La Figura 4.7 presenta condiciones similares a las anteriores pero ahora en vez de energia del sol
se sustituye por un bafio ultrasonico, donde conforme pasa el tiempo, las ondas ultrasénicas
tienen efecto negativo en la bioreduccion, debido a la ausencia del pico SPR, lo que sugiere un
retardo de los procesos de nucleacion y crecimiento, frustrando para estas condiciones la

biosintesis de AgNps.
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Figura 4.7 Espectros de UV-Vis de la concentracion 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentatay 5 mM
de AgNOs;, variando el tiempo de exposicion en bafio ultrasénico de 5 a 65 min.

En la Figura 4.8 se repite para las mismas condiciones anteriores el experimento pero ahora con
energia mecanica por medio de agitacion, esta energia logra tener influencia en la biosintesis de
AgNps, ya que se presentan un aumento de intensidad y ensanchamiento. Donde se puede
percatar de un crecimiento rapido sin ningun impedimento debido a la energia aplicada, ya que
los atomos se ven afectados por esta energia provocandoles méas movilidad y con ello este
comportamiento al paso del tiempo. Los estudios de Ya Lu [32] coinciden con estos resultados.
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Figura 4.8 Espectros de UV-Vis de la concentraciéon 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentata y 5 mM
de AgNO; variando el tiempo de agitacion de 20 a 70 min.
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Las imagenes de microscopia de barrido ilustradas en la Figura 4.9 corresponden a diversas
amplificaciones, que muestran los productos de la sintesis con el uso de 0.03 g/mL del extracto
de Larrea tridentata y una concentracion de 5 mM de la sal precursora (AgNO3). Se aprecia una
gran cantidad de AgNps representadas por los puntos brillantes, concluyéndose una sintesis
exitosa, facil y ecoldgica. Puede percatarse que todas las particulas estan distribuidas
uniformemente y el tamafio se mantiene relativamente homogéneo por debajo de los 30 nm con

formas semi-esféricas obtenidas en su totalidad.

Figura 4.9 Imagenes de MEB a diferentes amplificaciones mostrando las AgNps sintetizadas; (a) X40,000
y (b) X100,000.

La técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS) permite realizar un anélisis
elemental para la confirmacion de la presencia del elemento plata en las Nps. Mediante esta
técnica se pueden detectar todos los elementos quimicos en estado solido en la muestra analizada,
que presenten un namero atdbmico mayor a 4, de manera cualitativa y semicuantitativa. Como se
nota en la Figura 4.10 se confirma la presencia de plata, dando por hecho la presencia de Nps
biosintetizadas con esta composicion de 0.03 g/mL de extracto con 5 mM de AgNOs.

Este espectrograma solo presenta los diferentes tipos de radiaciones emitidas por el sélido que se
pueden derivar de la excitacion electronica de los atomos del sélido cuando otros electrones
provenientes del cafidon constituyente del microscopio son dirigidos a una alta velocidad cercana a
la velocidad de la luz.

Del espectro también se observa un pico correspondiente a la presencia de oxigeno, que se
atribuye a sustancias presentes en el extracto de la planta como lignanos fendlicos, flavonoides,
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saponinas, triterpenos, monoterpenos, aromaticos, esteroides, taninos entre otros, que pueden
estar participando en la sintesis de nanoparticulas y que contienen oxigeno en su estructura [22].
Se presenta en el espectrograma otro pico correspondiente al Cl, debido a los halogenuros
presentes en la planta, cuyo haldgeno es ionizado y reaccionado con la plata o también a las sales

minerales presentes en la planta como cloruro de sodio, potasio etc.

sl

Figura 4.10 EDS de las AgNps sintetizadas con 0.03 g/mL de extracto de Larrea tridentata y 5 mM de
AgNO; a 48 horas.

Es importante mencionar que aunque se observan algunas particulas aparentemente grandes, se
comprobd mediante la técnica de MET que son cumulos de particulas, como es presentado en el
parrafo siguiente. La Figura 4.11 presenta en sus incisos a y b, las imagenes de MET
correspondientes a los productos de la sintesis utilizando 0.03 g/mL del extracto de Larrea
tridentata y una concentraciéon 5 mM de la sal precursora (AgNQ3). Se observa por medio de la
cota que las Nps, caen por debajo de los 200 nm de tamafio, lo que indica una distribucién
homogénea casi en su totalidad de particulas cuasiesféricas.

A partir de los resultados anteriores se presenta un histograma en el recuadro de la misma figura,
donde graficamente se describe la distribucion de las nanoparticulas, las cuales presentan un
tamafio promedio de 18 nm, con un tamafio minimo de 4 nm y uno méaximo de 34 nm. Cabe
mencionar que las diferencias en las mediciones de los tamarios entre MEB y MET, se derivan de
que en el primero la magnificacion posible no es tan alta como en el dltimo resultando en una
variacion de la medicion, aunque siendo mejor en MET. Estos resultados confirman que la

sintesis de estas Nps, puede ser efectuada mediante el extracto de la planta Larrea tridentata
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utilizado como agente reductor y estabilizador, ademas, tal y como se describen los resultados de
UV-Vis las particulas estan distribuidas uniformemente.
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Figura 4.11 (a) y (b) Imagenes de MET de campo claro de las AgNps y (c) histograma.

Es comparable con Mital y Col. donde obtuvieron particulas con tamafio promedio entre 10-15
nm [29].

En la Figura 4.12 se muestra un tipo de crecimiento muy peculiar ya que tiende a formar
encadenamientos de Nps, donde se muestra un crecimiento preferencial para ciertos planos,

atribuido a los agentes tensoactivos propios de la planta.

Figura 4.12 Imégenes de campo claro mostrando el encadenamiento de AgNps a diferentes
magnificaciones.

En la Figura 4.13 se observan imagenes por la técnica de alta resolucién, en donde se puede
observar la estructura de las AgNps, denotada por la resolucion lineal dentro de ellas, como se
podra notar en las imagenes ilustran un tamafio aproximado de 13.5 nm, cuya forma es similar a

las mostradas en las micrografias anteriores lo que confirma la sintesis de las AgNps.
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Figura 4.13 (a)-(c) Imagenes de alta resolucién de algunas Nanoparticulas de Plata y (b)- (d) FTT de las

particulas.

Mediante la transformada rapida de Fourier (FFT) se confirma la naturaleza cristalina, asi como
las distancias interplanares entre los puntos de difraccion, los que presentan una distancia
aproximada a 2.35 A que coinciden muy bien con la distancia interplanar correspondiente a los
planos del tipo (111) de la estructura cubica centrada en las caras (fcc) de la plata metalica. De
acuerdo al rayado de estas particulas se presenta una estructura del tipo fcc.

En la Figura 4.14 muestra el difractograma de rayos X correspondiente a la concentracion de 0.03
g/mL de extracto de Larrea tridentata con 5 mM de AgNOs, el cual fue analizado con ayuda del

programa Match. Cabe mencionar que ésta técnica permite conocer la estructura cristalina y los
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picos obtenidos se comparan con una base de datos los cuales se sobreponen a los mismos en
cuya coincidencia se encuentra la identificacion del solido. Realizando la indexacion de los picos,
se encuentra que aparecen los planos (111), (200), (220), (311) y (222) correspondientes a la
estructura cubica centrada en las caras de la plata y asi se concluye la presencia de este elemento.
Del mismo difractograma aparecen otros picos que corresponden al cloruro de plata, cuyos
planos (111), (200), (220), (311) y (222) coinciden con su estructura fcc. La presencia de este
compuesto se atribuye a la gran cantidad de sustancias contenidas en la planta, de las cuales
también se deriva la presencia de halogenuros, cuyo enlace es C-Cl o también Na-Cl y que
reacciona para formar el cloruro de plata insoluble en el extracto, por tal, se deduce que la

presencia de este compuesto es perjudicial en el sentido que consume plata de la reaccion.
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Figura 4.14 Difractograma de rayos X de las AgNps sintetizadas con 0.03 g/mL de extracto de Larrea
tridentata y 5 mM de AgNO; a 48 horas.

Los espectros del extracto de Larrea trindentata antes y después de la reaccién con 5 mM de
AgNO3; empleando una concentracion de 0.03 g/mL de extracto a las 72 horas se presentan en la
Figura 4.15 a-b, de donde se deriva la siguiente informacién. El pico 3271 cm™ que corresponde
al grupo funcional O-H atribuido a la presencia de agua y alcoholes se presenta en ambos
espectros. Antes y después de la reaccion el pico del espectro ubicado en 2933 cm™, muestra la
presencia del grupo CHj (alcanos) que se caracteriza en este rango por la presencia de estos
picos.

48



A continuacién se ubican los picos en 1722, 1602 y 1514 cm™ del espectro después de la
reaccion, que corresponden al enlace C=C del grupo de los arométicos con nucleo bencénico. A
diferencia de lo observado en el espectro antes de la reaccion, las absorciones secundarias
disminuyen su intensidad, deduciendo que estos compuestos reaccionan. Los picos en 1440 y
1372 cm™ en su conjunto corresponden al enlace N-O de los compuestos con nitrégeno en donde
en ambos espectros se mantienen. Por lo tanto, se concluye que el grupo bencénico es el posible
involucrado en la reaccidon al momento de la sintesis de AgNps. Los demas picos siguen el mismo

comportamiento en ambos espectros.
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Figura 4.15 Espectros de FTIR (a) de la planta Larrea tridentata y (b) de las AgNps sintetizadas con la

planta.
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La Figura 4.16 muestra los halos de inhibicion de la bacteria E.coli ocasionados por la presencia
de las AgNps sintetizadas. Como se observa, esta prueba se realizé por triplicado en la misma
caja Petri, como control se utilizé una muestra de extracto puro para descartar un efecto por parte
de los componentes del extracto de la planta. Los resultados indican un diametro de 9 mm de
inhibicion, lo que indica la eficiencia Antibacterial de las AgNps, estos resultados son

comparables con los obtenidos por Tamboli [26].
v 4

Figura 4.16 Halos de inhibicion de la bacteria E.coli por efecto de las AgNps.

4.2 Resultados de la planta Arctostphylos Pungens Kunth

La Figura 4.17 muestra los espectros de UV-Vis pertenecientes a la concentracion del extracto de
Arctostphylos Pungens Kunth de 0.04 g/mL y empleando 3 mM de AgNOg, utilizando como
variable el tiempo de reaccién en 24, 48 horas y 3 meses. Como se puede percatar la intensidad
del pico SPR va en aumento conforme el tiempo pasa y el ensanchamiento de la banda es notable,
propio de una distribucion de tamarfios y formas variables. El efecto reductor-estabilizador de los
componentes de la planta cumplen su funcién reduciendo los iones de plata desde el extracto para
obtener particulas con dimensiones nanométricas. Esta técnica permite seguir con la
caracterizacion de MEB y MET, ya que tenemos la presencia del pico del plasmon entre 350-650

nm que es propio de las AgNps.
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Figura 4.17 Espectros de UV-Vis concentracion del extracto de Arctostphylos Pungens Kunth de
0.04 g/mL y empleando 3 mM de AgNOs.

La Figura 4.18(a-d) ilustra imagenes de MEB a las 48 horas de reaccion, obtenidas de la relacién
de concentracion mencionadas en la Figura 4.17, donde se pueden apreciar morfologias similares
a una mariposa, con un rango de tamafio de 100-700 nm y un tamafio promedio de 300 nm. Estas
entidades estan constituidas por varias (4-10) nanoestructuras laminares de aproximadamente 200
nm de superficie y 25 nm de espesor, cuya clasificacion cae en la del tipo 2D y en su totalidad
son llamados ensambles, donde, como se nota de las imagenes, crecen en ciertas direcciones y
planos preferenciales cumpliendo con la propiedad de anisotropia. También se logran observar de
la Figura 4.18 (e), encadenamientos formados por nanoparticulas presentes en la muestra. Estas
imagenes pueden reafirmar lo observado en los espectros de UV-Vis, donde una apreciable
distribucion de tamafio y diversas formas de las particulas sintetizadas fueron indicadas. Estas
formas anisotrépicas se obtienen ya que estan afectadas por la cantidad de estabilizadores
implicitos en la planta de Arctostphylos Pungens Kunth, donde se argumenta que estos no son
suficientes ya que solo cierta parte de la plata reducida es estabilizada y la demas sigue creciendo
sin impedimento alguno.

En la literatura no se ha reportado alguna forma similar de agregados formados por
nanoparticulas (tipo mariposa), hay que recalcar que esta sintesis es verde, obteniendo estas

particulas con peculiar forma a condiciones normales. Sin embargo, la forma de encadenamientos
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Ilamados también fractales los ha reportado Jyotirmoy Sarkar [38], autoensamblados de AgNps
sobre &cido estearico en pelicula de Langmuir-Blodgett.

100nm IIMM
X 100,000 5.0kV LABE SEM WD 7. 7mm

Figura 4.18 Iméagenes de MEB a distintas amplificaciones de las particulas sintetizadas con la
concentracién de extracto 0.04 g/mL de pinglica con 5mM de AgNOs. (a)-(b) X10,000, (c) X40,000 y
(d)-(e) X100,000.
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Se presentan mas imagenes obtenidas de MEB en la Figura 4.19, mostrando otra forma de
particula dendritica laminada, donde se observa un nanomaterial 2D con una dimension
nanométrica, aparentemente estd formada por Nps que van formando este tipo de estructuras
dendriticas y que superan el tamafio nanométrico, presentando un tamafio mayor a una micra. Es
comun que esta forma obtenida, se obtenga cuando los agentes tensoactivos obtenidos en la
planta, son escasos o definitivamente no tiene, este tipo de crecimiento lo reporta Tao Yang [35]
donde obtiene formas similares aunque existen diferencias marcadas.

El otro tipo de particulas que presenta la Figura 4.19 son encadenamientos (fractales), cuyo
tamarfo oscila entre los 2 a 4 micras. Jyotirmoy Sarkar presenta un encadenamiento similar de
plata [38].

Con lo observado se determina que los fractales son parte del inicio de la biosintesis, seguidos de
la previa formacion de las Nps, posteriormente estructuras laminares y por ultimo las
nanoestructuras ensambladas cuyo crecimiento es tipo dendritico. Con estos resultados se puede
concluir que los tensoactivos presentes en la planta, son insuficientes para detener el crecimiento
de las Nps, ya que solo una parte de la plata reducida es estabilizada y la demas tiende al

crecimiento sin impedimento alguno.

Como se observo en las Figuras 4.18 y 4.19 podemos concluir que se obtuvieron tres tipos de
formas las cuales algunas superan la escala nanométrica, este comportamiento se atribuye a la
concentracion molar de la sal precursora y al tiempo expuesto de reaccién, de igual forma, ya que
la morfologia en ambos trabajos es diferente, puede también atribuirse a las diversas
biomoléculas contenidas en la planta, por lo que se deduce que las formas anisotropicas en este

trabajo obtenidas obedecen a un crecimiento inducido.

53



M —

X 20,000 5.0kV LABE SEM . X 40,000 5.0kV

— 100nm IIMM
X 50,000 5.0kV LABE SEM WD 7.7mm

X 100,000

Figura 4.19 Micrografias de MEB a diferentes amplificaciones de dendritas y AgNps sintetizadas con
0.04 g/mL y 5mM de AgNOs;. (a) X20,000, (b)-(c) X40,000, (d) X50,000 y (e) X100,000.

A continuacion se presentan en la Figura 4.20 y 4.21, imagenes de MEB del producto de la

sintesis de AgNps, con las ya concentraciones mencionadas en la Figura 48, aunque empleando
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un tiempo de reaccion posterior de 3 meses. Al parecer las particulas obtenidas se han
desfragmentado a particulas nanométricas encadenadas que oscilan entre 20 a 50 nm, se observan
nanoparticulas de diferentes tamafios y morfologias tales como cadenas, rectangulos, semiesferas
y particulas irregulares, cuyo comportamiento explica la forma ensanchada e intensa del espectro
de UV-Vis a los 3 meses de reaccion mostrado en la Figura 4.17. Esta desfragmentacion puede
deberse al manejo y preparacion de las muestras concluyendo que estas particulas son fréagiles.

100nm * X
. -
- 100nm IIMM

X 40,000 5.0kV LABE SEM WD 9.0mm

Figura 4.20 Iméagenes de MEB a diferentes amplificaciones de aglomerados de AgNps después de 3
meses de reaccion.(a) X10,000, (b) X20,000 y (c) X40,000.
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Figura 4.21 Micrografias de MEB del producto de sintesis de AgNps después de 3 meses de reaccion.(a)
X10,000, (b)-(c)-(d) X40,000 y (e) X100,000.
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En la Figura 4.22 se presenta un EDS de los productos obtenidos usando la concentracion de
extracto de Arctostphylos Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 3 mM de AgNOs, donde claramente se
presenta los picos de Ag correspondientes a las Nps, también se muestra otro que corresponde al
Cl, el cual es atribuido a los halogenuros presentes en la planta de Arctostphylos Pungens Kunth,
cuyo producto no es deseado, ya que este tiende a reaccionar con la plata para formar cloruro de
plata, disminuyendo la posibilidad de obtener un rendimiento 6ptimo en la biosintesis dada una

menor produccion de Nps.
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Figura 4.22 EDS de los productos obtenidos usando la concentracion de extracto de Arctostphylos
Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 3 mM de AgNOs.

La Figura 4.23 muestra otro resultado, aunque ahora utilizando una concentracion de extracto de
Arctostphylos Pungens Kunth de 0.04 g/mL y 5 mM de AgNOs. Los espectros de UV-Vis en esta
figura, se presentan a diferentes tiempos de 24, 48 horas y 3 meses, conforme el tiempo
transcurre se tiene un ensanchamiento y un aumento de intensidad del pico SPR, analizando los
espectros se deduce que existen AgNps desde 24 horas de reaccion, donde se tiene una
distribucion de tamafio menor en comparacion a los 3 meses y se observa un espectro muy ancho
e intensidad mayor correspondiente a una mayor cantidad de nanoparticulas y una distribucion de

tamafios mayor, la siguiente caracterizacion sirve para comparar estos resultados.
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Figura 4.23 Espectros de UV-Vis concentracion de extracto de Arctostphylos Pungens Kunth de
0.04 g/mL y 5 mM de AgNOQOs.

La Figura 4.24 y 4.25 ilustra imagenes de MEB a las 48 horas de reaccion, obtenidas de la
relacién de concentracion mencionadas en la Figura 4.23, se muestran morfologias similares a
una flor, con un rango de tamafio de 200-500 nm y un tamafio promedio de 300 nm. Como se
aprecia la nanoestructura esta formada por placas de aproximadamente 20 nm de espesor y una
longitud de 300 nm, caracteristicas que la clasifican en la categoria 2D de los nanomateriales.
Ademas, otra forma consiste de cimulos de AgNps, cuyos tamarfios oscilan entre los 20 y 50 nm,
éstas Nps aparentan ser las formadoras de las estructuras tipo flores. En la literatura, Zhang
Chunyon reportd nanoestructuras tipo flores pero por medio de un método de sintesis quimica
convencional, utilizando diferentes temperaturas y a partir de vitamina C como agente reductor y
nitrato de plata como sal precursora [33]. Ellos atribuyen, el crecimiento de las flores, al efecto de
la temperatura y ausencia de sustancias surfactantes. En cambio en este trabajo la presencia de
estas nanoestructuras se puede atribuir al extendido tiempo de reaccion usado y a la pobre
cantidad de sustancias estabilizantes presentes en la planta.
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Figura 4.24 Imagenes de MEB a las 48 horas de reaccion de 0.04 g/mL de extracto de pinglica con 7 mM
de AgNO;. (a) X2,500, (b) X10,000 y (c)-(d) X20,000.
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Figura 4.25 Imégenes de MEB de las particulas sintetizadas a las 48 horas de reaccion a diferentes
amplificaciones. (a) X25,000, (b) X40,000, (c) X60,000 y (d) X100,000.

En la Figura 4.26 se muestran imagenes a diferentes amplificaciones con las relaciones de
concentracion antes dichas, en donde se observa una tercera morfologia de particula tipo arbol de
crecimiento dendritico, presente en la misma muestra, cuyo tamafio aproximado es de 2 micras y
que se constituye de un ensamblado de laminas de un espesor aproximado de 20 nm. Este
crecimiento puede ser atribuido a la escases de agentes surfactantes, los cuales propician un
crecimiento anisotrépico. Se ha reportado esta forma de nanoestructuras en el trabajo de Tao

Yang con hidroxilamina y nitrato de plata a diferentes temperaturas [35].
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Figura 4.26 Imégenes de MEB de particulas dendriticas sintetizadas a las 48 horas a diferentes
amplificaciones. (a) X30,000, (b) X50,000 y (c) X100,000.

La Figura 4.27(a) muestra una micrografia de MET obtenida por campo claro de una particula
tipo arbol con crecimiento dendritico y tamafio aproximado de 2 micras, donde se puede
corroborar los resultados en la Figura 4.26, mostrando la misma morfologia y tamafio asi como
sus caracteristicas peculiares del producto de la reaccion, estos resultados confirman la
efectividad de las sustancias contenidas en la planta Arctostphylos Pungens Kunth para reducir la
plata, sin embargo, los agentes estabilizantes son escasos y con ello crece un tamafio de particula
mayor al nanométrico. La imagen de alta resolucién mostrada en la Figura 4.27 (b), tomada en el
borde de la particula de plata, muestra el espaciado de red de las franjas alrededor de 0,231 nm

demostrando su naturaleza cristalina, lo que coincide bien con la distancia interplanar
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correspondiente a los planos (111) de la estructura cubica centrada en las caras (fcc) de la plata

metalica.

0,231 nm

2
Figura 4.27 (a) Micrografia de MET obtenida por campo claro, (b) imagen de alta resolucion y (c) FTT.

Las Figuras 4.28 y 4.29 ilustran imagenes de MEB de las mismas concentraciones (0.04 g/mL de
extracto y 5 mM) después de 3 meses de reaccidn. Se observan, en ambas figuras, fractales de
Nps cuyo tamafio individual varia entre 20 y 40 nm, en comparacion a las imagenes mostradas
anteriormente (Figuras 4.24, 4.25 y 4.26), se puede observar la desfragmentacion de las particulas
micrométricas, que se obtuvieron a menor tiempo (48 h), en fractales lo que indica la pérdida de
estabilidad del coloide en funcion del tiempo de reaccién. Las pruebas de este fendmeno son en
primer lugar la ausencia de algin nanoensamble durante la observacion y registro mediante MEB
con respecto a 48 h. En segundo lugar, el analisis detallado de las imagenes en cuestién muestra
agregados de nanoparticulas que tienden a ilustrar las formas de crecimiento previamente
constituidas. Esta desfragmentacion puede deberse al manejo y preparacion de las muestras

concluyendo que estas particulas son fragiles.
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Figura 4.28 Imagenes de MEB después de 3 meses de reaccion a diferentes amplificaciones.(a) X5,000 y
(b)-(c)-(d) X10,000.
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Figura 4.29 Micrografias de MEB después de 3 meses de reaccion.(a) X20,000, (b)-(c) X40,000 y (d)
X100,000.

El EDS presente en la Figura 4.30 corresponde a los productos derivados usando la concentracion
de extracto de Arctostphylos Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 5 mM de AgNO3, donde se observa
un pico de Ag correspondiente a las Nps, también se muestra otro que corresponde al Cl,
atribuido a los halogenuros presentes en la planta de Arctostphylos Pungens Kunth, cuyo
producto no es deseado, debido a que reacciona con la plata para formar cloruro de plata.
También se encuentra un pico perteneciente al potasio, el cual proviene de los compuestos de la
planta Arctostphylos Pungens Kunth y por ultimo el pico del cobre que pertenece a la rejilla

donde se montd la muestra.
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Figura 4.30 EDS correspondiente a los productos usando la concentracion de extracto de Arctostphylos
Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 5 mM de AgNQOs.

La Figura 4.31 muestra los espectros de UV-Vis de la concentracion correspondiente a 0.04 g/mL
de Arctostphylos Pungens Kunth con 7 mM de AgNOs, a diferentes tiempos de reaccion 24, 48
horas y 3 meses. Puede percatarse que el tiempo es un factor influyente, ya que a medida que
transcurre, el pico SPR se incrementa y se ensancha. Esto se debe a que el tamafio va creciendo,

la morfologia cambiando y la distribucién de tamafios va aumentando.
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Figura 4.31 Espectros de UV-Vis de la concentracion correspondiente a 0.04 g/mL de Arctostphylos
Pungens Kunth con 7 mM de AgNO;.
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Las micrografias de MEB presentes en las Figuras 4.32, 4.33 y 4.34 corresponden al espectro de
UV-Vis de 48 h de reaccion, las cuales ilustran dos tipos de morfologia de particula, la primera
ensamble tipo flor, cuyos tamarios se encuentran entre 1 y 2 micras, formadas por ldminas con un
espesor entre 20 y 40 nm, esta forma se le atribuye al escaso estabilizador contenido en la planta.
Otro tipo de particulas encontradas son fractales, los cuales son encadenamientos cuyas particulas
miden de 20 a 40 nm, concluyendo que los tensoactivos de la planta son insuficientes para
detener el crecimiento y que solo una parte de la Ag es estabilizada y la demas tiende a crecer
obteniendo las particulas tipo flor. Los resultados pueden compararse con los discutidos de los

espectros de UV-Vis donde se mencionaban las diferentes formas y tamafios sintetizadas.

lpm

X 10,000 5.0kV LABE SEM

Figura 4.32 Imagenes de MEB de particulas sintetizadas después 48 horas de reaccion. (a) X2500y (b)-
(c) X10,000.
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Figura 4.34 Iméagenes de MEB de particulas sintetizadas a 48 horas de reaccién a diferentes
amplificaciones.(a) X10,000, (b) X25,000 y (c) X100,000.
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La Figura 4.35 ilustra imagenes de MET (campo claro), donde se pueden observar fractales de
AgNps iguales a los obtenidos en las imagenes de MEB (Figura 4.34 a-b), claramente se aprecian
encadenamientos de las AgNps cuyos tamafios y morfologias son iguales a los resultados
anteriores, asi también la imagen (c)-(d) de la Figura 4.35, muestra en alta resolucién particulas
de plata, cuya distancia interplanar es aproximadamente de 0.235 nm, correspondiente a los
planos (111) propios de la plata con estructura fcc, demostrando la naturaleza cristalina de la

muestra.

Figura 4.35 (a)-(b) Imagenes de MET (campo claro), (c) imagen de alta resolucién y (d) FTT.
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En la Figura 4.36 se muestra una micrografia de contraste Z, donde se observa una particula de
un tamafio aproximado de 1.5 micras, la cual corrobora la existencia de este tipo de particula,
siendo igual a la de la Figura 4.34(c), la que presenta una estructura morfoldgica tipo flor cuyos
tamafnos son iguales, confirmando la actividad reductora asi como la escasa actividad
estabilizadora de la planta de Arctostphylos Pungens Kunth lo que permite a su vez el crecimiento

de estos interesantes agregados.

Figura 4.36 Micrografia de contraste Z.

Las Figuras 4.37 y 4.36 ilustran imagenes de MEB de resultados con las concentraciones
indicadas anteriormente con 3 meses de reaccion (7 mM), en donde logramos observar las
mismas formas de las Figuras 4.32, 4.33 y 4.34, demostrando que la estabilidad de los dos tipos
de particulas tipo flor y fractales es mayor respecto al tiempo y en comparacion con las otras
concentraciones 3 y 5 mM, este factor se constituye de importancia durante la sintesis, donde a
mayor concentracion de la sal precursora la cantidad de los agentes tensoactivos es menor. Las
nanoestructuras son uniformes y no varian en forma respecto al tiempo, como anteriormente fue

ilustrado a concentraciones mas bajas.
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Figura 4.37 Iméagenes de MEB de particulas a 3 meses de reaccion. (a) X2,500, (b) X5,000, (c) X10,000 y
(d) X20,000.
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Figura 4.38 Micrografias de MEB a distintas amplificaciones a 3 meses de reaccion. (a) X10,000 y (b)-(c)
X40,000.

La Figura 4.39 ilustra un EDS de la biosintesis de Nps obtenidas usando la concentracion de
extracto de Arctostphylos Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 7 mM de AgNOgs, observando
claramente el pico de Ag que corresponde a las Nps, otro pico no tan intenso que corresponde al
Cl, el cual es no deseado por razones mencionadas anteriormente y por Gltimo el pico de cobre

propio de la rejilla utilizada.
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Figura 4.39 EDS de la biosintesis de Nps obtenidas usando la concentracién de extracto de Arctostphylos
Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 7 mM de AgNO:s.

Los resultados obtenidos de la concentracion 0.04 g/mL de la planta Arctostphylos Pungens
Kunth con 9 mM de AgNO; se presentan en la Figura 4.40, donde se ilustran los espectros de
UV-Vis pertenecientes a 24, 48 horas y 3 meses de reaccion. Se observa un incremento tanto en
la intensidad como en el ancho de los espectros aungue a los tres meses la intensidad no crece si
no solamente se ensancha. A partir de lo observado variando los tiempos de reaccion, se sugiere
que incrementa la cantidad, distribucion de tamafio y morfologia de las Nps.
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Figura 4.40 Espectros de UV-Vis de la concentracion 0.04 g/mL de la planta Arctostphylos Pungens
Kunth con 9 mM de AgNOs.
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En las Figuras 4.41 y 4.42 se observan iméagenes de MEB a concentraciones ya mencionadas a un
tiempo de reaccion de 48 h. Se observa una numerosa cantidad de Nps tipo flor de las cuales sus
tamarfos son de 200 a 500 nm, todas ellas formadas de ldminas con un espesor de 20 a 40 nm,
como ya se ha mencionado en anteriores resultados, esto se debe a la empobrecida cantidad de

elementos surfactantes, en donde el producto crece de esa forma.
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Figura 4.41 Imagenes de MEB de particulas sintetizadas con un tiempo de reaccion de 48 horas. (a)
X2500, (b) X10,000 y (c)-(d) X40,000.
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Figura 4.42 Micrografias de MEB de particulas sintetizadas con un tiempo de reaccién de 48 horas.(a)
X20,000 y (b) X20,000.

La Figura 4.43 muestra imagenes de particulas sintetizadas con concentraciones comentadas de la
Figura 4.40, donde se obtuvo otro tipo de particula cuya forma es de tipo arbol, donde su tamafio
es de 2 a 4 micras, presentando un crecimiento dendritico, hay que mencionar que también se
ilustran fractales cuyas cadenas son formadas por Nps de 20 a 40 nm, concluyendo que las Nps
son la primera etapa del crecimiento, para después formar particulas tipo flor cuyas estructuras
son micrométricas con crecimiento dendritico inducido, atribuido a la poca cantidad de

tensoactivos contenidos en la planta.
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Figura 4.43 Iméagenes de MEB de particulas sintetizadas. (a) X5,000, (b) X10,000, (c) X20,000, (d)
X40,000 y (e) X100,000.
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La Figura 4.44 despliega micrografias de MET (campo claro), donde se ilustra una particula tipo
arbol registrando crecimiento dendritico, la cual encuentra confirmando los resultados mediante
MEB en esta muestra (ver Figura 4.43), como se puede constatar la morfologia y el tamafio son
semejantes en el producto de reaccion, estos resultados confirman la efectividad de las sustancias
propias de la planta Arctostphylos Pungens Kunth para reducir la plata, sin embargo, como ya se
ha mencionado los agentes estabilizantes son escasos y con ello nos permite obtener este tipo de

crecimiento.

Figura 4.44 Micrografias de MET a diferentes amplificaciones (campo claro).

Las imagenes de alta resolucion mostradas en la Figura 4.45, tomadas en las puntas de la
particula de plata, presenta una distancia interplanar alrededor de 0,232 nm, lo que coincide con

los planos (111) de la plata metélica cubica centrada en las caras (fcc).

76



Figura 4.45 (a)-(c) Iméagenes de alta resolucion tomadas en las puntas de la particula de plata y (b)-(d)
FTT.

La Figura 4.46 muestra imagenes de contraste Z a diferentes resoluciones, donde se ilustran
particulas tipo arbol cuyo crecimiento es claramente anisotropico mostrando dendritas primarias
y secundarias cuya morfologia y tamafio ya se ha presentado en la Figura 4.44 y 4.45. Este tipo
de ensambles, no se han reportado o muy escasamente se han reportado a través de métodos de
sintesis verde, el cual constituye un método simple y ecolégico. En el pasado algunos autores han

reportado exitosas propiedades cataliticas en estas nanoestructuras.
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Figura 4.46 Iméagenes de contraste Z de las particulas con crecimiento dendritico.

En las Figuras 4.47, 4.48 y 4.49 se muestran micrografias de MEB ilustrando los productos
obtenidos de la biosintesis después de 3 meses de reaccion con una concentracion 0.04 g/mL de
Arctostphylos Pungens Kunth y 9 mM de AgNO;, donde podemos observar una numerosa
cantidad de particulas tipo flor cuyo tamafio oscila entre los 200 y 500 nm, las cuales estan
formadas por laminas con una dimensién nanométrica de 20 nm clasificada como nanomaterial

2D. Se concluye que estas particulas estan estables ya que comparandolas con las particulas de

78



tiempo de reaccion de 48h, son muy similares, mientras no se encontré ninguna de las particulas
con morfologia tipo arbol, manteniéndose Unicamente la morfologia tipo flor. La concentracién
9 mM result6 la mas eficaz por mantener un tamafio y una morfologia homogénea, como también
una cantidad mayor de particulas, en referencia a los resultados obtenidos en las concentraciones
3,5y 7 mM. La sal precursora AgNOs3 juega un papel muy importante ya que al aumentarla se
obtenian formas mejor definidas mientras a concentraciones bajas el tipo de morfologia fue
variable, dado que los agentes surfactantes son escasos en nuestra planta, o que permite obtener

los ensambles de Ag.

® 100nm

lpm  IIMM . 100nm IIMM
X 20,000 5.0kV LABE SEM WD 8.0mm X 40,000 5.0kV LABE SEM WD 8.0mm

Figura 4.47 Micrografias de MEB ilustrando los productos obtenidos después de 3 meses. (a) X10,000,
(b)-(c) X20,000 y (d) X40,000.
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WD 8.0mm

Figura 4.48 Micrografias de MEB de diferentes zonas de la rejilla, ilustrando los productos obtenidos de
la biosintesis después de 3 meses de reaccidn con una concentracion 0.04 g/mL de Arctostphylos Pungens
Kunth y 9 mM de AgNOQOs.
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Figura 4.49 (a-d) Iméagenes de MEB ilustrando los productos obtenidos a X100,000.

Se presenta un EDS en la Figura 4.50 del producto obtenido de la biosintesis usando la
concentracion de extracto de Arctostphylos Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 9 mM de AgNOs,
donde se observa un pico de Ag correspondiente a las Nps, otro pico que corresponde al O por los
compuestos propios de la planta, también se presenta otro pico perteneciente al Cl, atribuido a los
halogenuros presentes en la planta de Arctostphylos Pungens Kunth, cuyo producto no es deseado

y dos picos del cobre que pertenece a la rejilla donde se monto la muestra.
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Figura 4.50 EDS del producto obtenido de la biosintesis usando la concentracion de extracto de
Arctostphylos Pungens Kunth en 0.04 g/mL y 9 mM de AgNOs..

En la Figura 4.51, se ilustra el difractograma de rayos X correspondiente a los productos de la
biosintesis empleando 0.04 g/mL de la planta pinglica y 9 mM de AgNOjs, analizados mediante
la ayuda del programa Match (V.Demo). Realizando la indexacion de los picos, se encontraron
los planos (111), (200), (220) y (311), correspondientes a la estructura cubica centrada en las
caras de la plata, concluyendo la presencia de este elemento como un sélido lo cual indica la
capacidad reductora de la planta pinguica.

Ademas, en el mismo difractograma se localizaron otros picos que correspondientes al cloruro de
plata, cuyos planos fueron indexados de acuerdo a la secuencia: (111), (200), (220), (311) y (222)
que coinciden con la estructura fcc de este compuesto. Su presencia se atribuye a la gran cantidad
de cloro en las sustancias contenidas en la planta, de las cuales se derivan los halogenuros, cuyo
enlace es C-Cl. El cloruro de plata es insoluble en el extracto, y por tal, se deduce que la

presencia de este compuesto es perjudicial en el sentido que consume plata de la reaccion.
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Figura 4.51 Difractograma de difraccion de rayos X de los productos de la sintesis con el extracto de

pinglica.

La Figura 4.52, muestra los espectros de UV-Vis de la prueba catalitica de la degradacion del
azul de metileno utilizando las particulas sintetizadas, 0.04 g/mL del extracto de Arctostphylos
Pungens Kunth y 3 mM de AgNOQOs. En la literatura se encuentra que la banda correspondiente al
azul de metileno, aparece a 664 nm [2]. Durante el monitoreo durante 4 dias, la intensidad de la
banda disminuye, y este comportamiento fue el mismo para 12 y 17 dias. Al final de la reaccién,
la banda del colorante organico mostré una disminucion significativa en la intensidad, lo que
demuestra la capacidad de las particulas biosintetizadas para degradar los colorantes organicos
como es el caso del azul de metileno.

Segun Tahir, el mecanismo de la descomposicion del azul de metileno usando nanoparticulas de
plata se debe a los radicales generados por electrones de alta energia. Este nivel de energia se
obtiene porque los electrones de valencia de las AgNps son golpeados por la luz. Después de eso,
estos electrones se emiten desde el orbital de valencia de AgNps, y luego se lleva a cabo la
reduccion de azul de metileno a azul de leucometileno [39]. Esto revela que AgNps actian como
un mediador de transferencia de electrones entre el extracto y azul de metileno actuando como un

catalizador redox, que a menudo se denomina como efecto de relé de electrones [40].
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Figura 4.52. Mecanismo de la de la descomposicion del azul de metileno y los espectros de UV-Vis de

la prueba catalitica de la degradacion del azul de metileno con las particulas sintetizadas con 0.04 g/mL
del extracto de Arctostphylos Pungens Kunth y 3 mM de AgNOs.

Las pruebas cataliticas de la degradacion del azul de metileno para las condiciones de particulas
sintetizadas usando 0.04 g/mL del extracto de Arctostphylos Pungens Kunth y 5 mM de AgNO3
se muestran en los espectros de UV-Vis de la Figura 4.53, que corresponden a 4, 12 y 17 dias, en
donde se observa la disminucion de la intensidad de la banda como funcién del tiempo. Se

concluye que las particulas biosintetizadas tienen la capacidad para degradar el azul de metileno.
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Figura 4.53 Espectros de UV-Vis de la prueba catalitica de la degradacion del azul de metileno para
condiciones de particulas sintetizadas de 0.04 g/mL del extracto de Arctostphylos Pungens Kunth y 5 mM

de AgNOs.

Del mismo modo, las Figuras 4.54 y 4.55, presentan la degradacién del azul de metileno, para las
condiciones de 0.04 g/mL de extracto de Arctostphylos Pungens Kunth, 7 mM de AgNO3; y 9 mM
de AgNO; respectivamente, en donde se observan los espectros de UV-Vis correspondientes a 4,
12 y 17 dias respectivamente, ilustrando una disminucion de intensidad de la banda conforme
transcurre el tiempo.

Como se puede notar en la medida que se emplea menos molaridad para la preparacién de las
Nps, es decir, existe una proporcion menor de las mismas, la velocidad de degradacién del azul

obviamente disminuye.
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Figura 4.54 Espectros de UV-Vis de la degradacién del azul de metileno, para condiciones de 0.04 g/mL

del extracto de Arctostphylos Pungens Kunth y 7 mM de AgNOs.
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Figura 4.55 Espectros de UV-Vis de la degradacion del azul de metileno, para las condiciones de 0.04

g/mL de extracto de Arctostphylos Pungens Kunth 9 mM de AgNOs.
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4.3 Discusion de resultados

4.3.1 Mecanismo de reaccién

A partir de los resultados obtenidos se proponen los siguientes mecanismos de reaccion de la
reduccion de los iones de plata a plata metélica. Se debe considerar la existencia de la gran
cantidad de compuestos organicos como lignanos, flavonoides, etc, contenidos en las plantas de
gobernadora y de pinguica, cuya funcién es reducir y estabilizar a la sal de plata. Sin embargo,
contemplando las sustancias contenidas en mayor proporcion se expresa el mecanismo de
reduccion mas probable para lograr las nanoestructuras de plata obtenidas en el presente trabajo.
La Figura 4.56 muestra el mecanismo de reduccion, empleando el acido nordihidroguaiarético y
pirocatequina, compuestos con mayor poder reductor [23] que Se encuentran en mayor
proporcién en las plantas gobernadora y pinguica respectivamente, donde los radicales hidroxilos
se ven excitados por el ion plata, debido a su diferencias de electronegatividades, logrando la
oxidacion de la moléculas del acido nordihidroguaiarético y pirocatequina, aceptando el electrén
la Ag®. Todo ello evidenciado por el estudio de infrarrojo donde el pico correspondiente a los

grupos de anillo bencénico unidos a grupos hidroxilos se ve afectado después de la sintesis.
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Figura 4.56 Mecanismos de reduccién propuestos para las plantas gobernadora y pinguica.

4.3.2 Capacidad de las plantas de reducir, estabilizar y modificadores de forma.

Es importante recalcar que cada una de las plantas contiene compuestos diferentes entre si, es por

ello que las formas y tamafios de las particulas han sido diferentes. Por otro lado, las capacidades
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reductoras, estabilizadoras y modificadores de forma para cada planta, son muy predominantes
para cada uno de los resultados, donde a la planta gobernadora se le atribuye la mayor capacidad
reductora, en base a los resultados directos observados del cambio de coloracion, ademas, una
mayor capacidad estabilizadora por causa del control en el crecimiento de los solidos obtenidos,
pero a la vez una escasa cantidad de modificadores de forma, es por ello que los resultados
arrojan principalmente formas cuasiesféricas y tamafios de Nps mas uniformes que no rebasan el
tamafio nanomeétrico.

Sin embargo, para la planta pinglica se observa menor poder reductor ya que el cambio de
coloracion se presentd mas lentamente respecto a gobernadora, menor poder estabilizador debido
a que concentraciones similares a gobernadora las formas obtenidas presentan una diversidad de
crecimientos anisotrépicos lo que sugiere mayor cantidad de modificadores de forma,
constatando asi la diversidad de tamafios y morfologias de los arreglos de plata obtenidos, entre
los que se encuentran tipo mariposa, arboles, dendritas y cadenas de Nps, cuyos tamafios
superaron en su totalidad el rango nanométrico, pero constituidos de unidades tipo nanolaminas,

nanorodillos y Nps para asi obtener los ensambles deseados de este material.

4.3.3 Propiedades antibacteriales y fotocataliticas.

4.3.3.1 Larrea tridentata

Fue confirmada la actividad antibacterial de las AgNps sintetizadas mediante la planta Larrea
tridentata, cuya morfologia fue cuasiesférica, mostraron su efecto antibacterial sobre las bacterias
de E.coli observando halos de inhibicién contundentes, cuyo mecanismo de inhibicion se
describié anteriormente [25]. Estos resultados dan amplio campo de estudio para realizar
experimentos cuyos objetivos pongan a las AgNps sintetizadas con Larrea tridentata en

comparacion con antibioticos comerciales.

4.3.3.2 Arctostphylos Pungens Kunth

La Tabla 4.1, presenta, a partir de los resultados en las pruebas cataliticas de la degradacion del
azul de metileno, cada uno de los experimentos realizados para la planta pinglica a diferentes

molaridades, las formas de las particulas sintetizadas y el efecto de degradacion del azul. Donde,
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para 3 y 9 mM de la sal de plata se tuvo degradacion del azul de metileno, atribuido a la forma
predominante de estas molaridades. En el caso de la concentracion de sal precursora igual a
3 mM, la forma fue tipo mariposa presentando un tamafio promedio de 300 nm. En relacién a la
concentracion de 9 mM, la morfologia comun fue tipo flor con un tamafio promedio de 300 nm.
Para el estudio de la concentracion de 7 mM, se encontré mayor degradacion que las anteriores
molaridades, donde se presentaron en mayor proporcion, morfologias tipo flor, las cuales
alcanzan un tamafio promedio de 300 nm y un significativo 12% de fractales cuya composicion
son nanoparticulas que influyen en la degradacién por el tamafio, siendo estas mas reactivas.

Se observa que el valor méas alto de degradacioén de azul de metileno correspondié a 7 mM
comparadas con las anteriores, obteniendo en su mayoria morfologias tipo flores con un tamafio
promedio de 300 nm, aunque también un porciento de fractales formados por nanoparticulas,
cuya influencia en la degradacién es muy importante por su tamafio y con ello obteniendo
mejores resultados.

Tabla 4.1 Resultados de la prueba catalitica.

Molaridad Formas obtenidas Degradacion de azul de
metileno

3mM Mariposas 80% Positivo
Arboles dendriticos 10%
Fractales 10%

5 mM Flores 80% Positivo
Arboles dendriticos 5%
Fractales 15%

7 mM Flores 80% Positivo
Arboles dendriticos 8%
Fractales 12%

9 mM Flores 80% Positivo
Arboles dendriticos 10%
Fractales 10%
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CAPITULO V CONCLUSIONES

Se concluye que la planta Larrea tridentata es efectiva en su uso como agente reductor y
estabilizante de los iones de Ag® a partir de la sal precursora (AgNOs) para obtener AgNps,
siendo éste, un método amigable para el medio ambiente, en comparacién con los métodos

quimicos.

La sintesis y la morfologia de las AgNps fueron demostradas por medio de las diferentes técnicas
de caracterizacion (UV-Vis, Rayos X, Espectroscopia de Infrarrojo, MEB, MET). Estas pruebas
demostraron la existencia de las nanoparticulas obtenidas con picos apreciables en un rango de
350 a 550 nm, estimados por los resultados obtenidos. La difraccion de rayos X permitio
identificar el elemento plata y la estructura fcc de la plata. La espectroscopia por infrarrojo
mostro la diferencia entre los grupos funcionales contenidos en la planta antes y después de la
reaccion de sintesis, corroborando su accion reductora y estabilizadora AgNps. En las demaés
microscopias como MEB y MET se observaron la forma y tamafio de las AgNps, donde se
obtuvieron en su mayoria formas cuasiesféricas con un tamafio entre 5 y 30 nm cayendo en el

rango nanometrico.

Ademas su efecto antibacterial se evidenci6 con los halos de inhibicion que present6 la bacteria
E. coli y se probd que las sustancias involucradas en la biosintesis de AgNps no tuvieron

influencia en el efecto causado por la plata al momento de eliminar las bacterias.

También se demostro el efecto de la planta Arctostphylos Pungens Kunth como agente reductor y

estabilizador, que a partir de la sal precursora (AgNO3) biosintetiza ensambles de plata.

La sintesis y la morfologia de los ensambles fueron demostradas por medio de las diferentes
técnicas de caracterizacion (UV-Vis, DRX, MEB, MET). Se observaron la forma y tamafio de los
ensambles de plata, donde se obtuvieron diferentes tipos como fractales, arboles y flores con un

tamano entre 200 nm a 3 micras.

Asimismo se obtuvo la degradacion del azul de metileno por las particulas de plata de la planta
Arctostphylos Pungens Kunth siendo positivo los resultados, donde a mayor concentracion de

particulas mayor la velocidad de degradacion.
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Estos resultados arrojan que la planta Larrea tridentata presenta una cantidad de agentes
reductores y estabilizantes mas equilibradas con respecto Arctostphylos Pungens Kunth, esta es

una razon por la que, en la primera de estas, Unicamente se logra obtener nanoparticulas y en la

segunda auto ensambles.
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