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RESUMEN

Las nanoparticulas metalicas han despertado un gran interés en los ultimos afos, debido a sus
potenciales aplicaciones, principalmente en el area de la medicina. Sin embargo, hasta ahora los
procesos de sintesis mas empleados requieren el uso de reactivos toxicos, los cuales son dificiles
de eliminar. La sintesis verde de nanoparticulas es un método muy atractivo ya que es muy
simple, econdémico y reproducible, el cual consiste en el uso de algiin organismo, como plantas,
frutos, hongos, que contenga compuestos organicos con la capacidad de reducir las sales
metalicas y estabilizar las nanoparticulas formadas. En el presente trabajo, se presentan los
resultados de la sintesis verde de nanoparticulas de plata, oro y bimetélicas plata-oro empleando
extractos de plantas, las cuales tienen propiedades medicinales. Las nanoparticulas sintetizadas
fueron caracterizadas por las técnicas de espectroscopia UV-Vis, Microscopia electronica de

barrido, Microscopia electronica de transmision, Difraccion de rayos-X y espectroscopia FT-IR.

Se determind la capacidad antibacterial de las nanoparticulas de plata sintetizadas con cada uno
de los extractos seleccionados. Para esto, se analizo la inhibicion del crecimiento de la bacteria E.
coli por medio del método de difusion de disco. Los resultados fueron muy similares, sin
embargo, las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla fueron las
que mostraron los mejores resultados con un circulo de inhibicién de 10.3 mm. Cabe sefalar que
la capacidad antibacterial depende de la concentracion tamano y forma de las nanoparticulas. Por
otro lado, las nanoparticulas de plata, oro y bimetalicas plata-oro se analizaron como agentes
cataliticos en la reduccion y degradacion de los solventes organicos: azul de metileno y naranja
de metilo. En todos los casos se obtuvo la degradacion del 100% de dichos compuestos en

tiempos que van de 4 a 10 min.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, nanoparticulas de oro, sintesis verde, actividad catalitica,

capacidad antibacterial.
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ABSTRACT

In recent years metal nanoparticles have attracted considerable interest due to their potential
applications, mainly in the field of medicine. However, up to now, the most commonly employed
synthesis processes require the use of toxic reagents, which are difficult to eliminate. The green
synthesis of nanoparticles is a desirable method since it is easy, economical and reproducible.
The process consists in the use of some organisms, like plants, fruits, or fungi, which contains
organic compounds with the capacity to reduce the metallic salts and stabilize the nanoparticles.
In the present work, we show the results of the green synthesis of silver, gold and silver-gold
bimetallic nanoparticles using plant extracts having medicinal properties. The synthesized
nanoparticles were characterized by UV-Vis spectroscopy, scanning electron microscopy,

transmission electron microscopy, X-ray diffraction and FT-IR spectroscopy.

The antibacterial capacity of the silver nanoparticles synthesized with each of the selected
extracts was determined. For this, the inhibition of the growth of E. coli bacteria was analyzed
using the disc diffusion method. The results showed similar behaviors. However, the silver
nanoparticles synthesized with the extract of Aloysia triphylla displayed the best results with a
circle of inhibition of 10.3 mm. It should be noted that the antibacterial capacity depends on the
concentration size and shape of the nanoparticles. On the other hand, the silver, gold, and
bimetallic silver-gold nanoparticles were analyzed as catalytic agents in the reduction and
degradation of the organic solvents: methylene blue (MB) and methyl orange (MO). In all cases,

the degradation of 100% of dyes was obtained in times ranging from 4 to 10 min.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La nanotecnologia puede ser definida como la ciencia y la ingenieria que involucra el disefio,
sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya organizacion estd en la
escala nanométrica en al menos una dimension. Las bases conceptuales de la nanotecnologia
fueron establecidas por primera vez en 1959 por el fisico Richard Feynman, quien explord la
posibilidad de manipular un material desde la escala atdmica y molecular. Sin embargo, el
término nanotecnologia no fue usado hasta 1974, cuando Norio Taniguchi lo us6 para referirse a

la capacidad de disenar materiales precisamente en la escala nanométrica [1].

En los tltimos afios la nanotecnologia ha crecido a pasos agigantados y este campo cientifico
multidisciplinario esta experimentando un gran desarrollo. Puede llegar a ser una gran ayuda para
el cuidado de la salud humana, debido a que las nanociencias y las nanotecnologias tienen un
gran potencial para aportar beneficios en areas tan diversas como el desarrollo de medicamentos,
la descontaminacion del agua, tecnologias de informaciéon y comunicacion y la produccion de

materiales mas fuertes y ligeros.

Un aspecto importante de la nanotecnologia es el desarrollo de nuevos procesos de sintesis de
nanoparticulas de metal, lo que sigue siendo un reto para los investigadores. Aunque existen una
gran variedad de métodos fisicos y quimicos para sintetizar nanoparticulas metalicas bien
definidas, estos procesos tienen algunas desventajas. Por ejemplo, los métodos quimicos emplean
sustancias toxicas y se pueden generar subproductos peligrosos, los cuales pueden ser adsorbidos
en la superficie de las nanoparticulas, conllevando a efectos adversos en sus aplicaciones. Por lo
tanto, existe un gran interés por desarrollar procedimientos para sintetizar nanoparticulas
metalicas que sean de bajo costo, no toxicos y ambientalmente benignos. Para lograr este objetivo
se ha empleado la sintesis verde de nanoparticulas, la cual consiste en el uso de fuentes biologicas

entre las que se encuentran las plantas, productos de plantas, algas, hongos, bacterias, entre otros.

De las fuentes para la sintesis verde de nanoparticulas metalicas, los extractos de plantas o de
partes de plantas son los mas empleados debido a su simplicidad, bajo costo y alta efectividad.

Las caracteristicas de las nanoparticulas, sintetizadas empleando extractos de plantas tales como
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tamafio y forma, son comparables con las obtenidas al emplear métodos de sintesis fisicos y
quimicos. Por otra parte, entre las nanoparticulas metélicas sintetizadas por medio de extractos,
las nanoparticulas de plata y oro han adquirido especial interés debido a sus diversas aplicaciones
que incluyen el suministro en farmacos, terapias, diagnosticos, sensores, purificacion de agua,
etc. Algunos ejemplos bien conocidos de las plantas usadas para la sintesis de nanoparticulas de
plata son: Acalypha indica, Allium sativum, Calotropis procera, Curcuma longa, Eucalyptus,
etc.; mientras que algunas plantas empleadas para la sintesis de nanoparticulas de oro son:
Dioscorea bulbifera, Geranium, Parthenium, Psidium guajava, etc. Cabe sefialar que algunas
plantas han sintetizado tanto nanoparticulas de plata como de oro, entre las cuales se encuentran
el Aloe vera y la Camelia sinesis. Asi como éstas, varios tipos de plantas originarias de la region
de Michoacén, contienen los compuestos necesarios para la reduccion y la estabilizacion de las
nanoparticulas, entre los que se encuentran los flavonoides, terpenoides, proteinas y algunos
acidos, los cuales reducen los iones metalicos provenientes de las sales precursoras y evitan la

aglomeracion de las particulas.
Por lo tanto, la idea central de esta investigacion es sintetizar nanoparticulas de oro y plata y

bimetalicas plata-oro por medio de extractos de plantas originarias y tipicas de la region, las

cuales tengan la capacidad de reducir y estabilizar dichas particulas.
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OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanoparticulas de Ag, Au y bimetalicas Ag-Au empleando extractos de plantas, que

actlien como agente reductor-estabilizador y la evaluacién de sus propiedades antibacteriales y

cataliticas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Sintetizar las nanoparticulas monometalicas de plata y oro y bimetalicas plata-oro por
medio de soluciones acuosas de las sales metélicas y los extractos de las plantas.
Determinar la obtencion de las nanoparticulas metalicas en solucion por medio de
espectroscopia UV-Vis.

Evaluar la concentracion de nanoparticulas sintetizadas y determinar la composicion
quimica por medio de microscopia electronica de barrido.

Evaluar las caracteristicas morfoldgicas de las nanoparticulas, tales como tamafo y forma,
por medio de microscopia electrénica de transmision.

Evaluar y determinar la influencia de diferentes factores durante la reaccion de sintesis,
tales como: temperatura de reaccion, concentracion de sal precursora y concentracion del
extracto.

Evaluar y determinar los grupos funcionales presentes en los extractos de las plantas por
medio de FT-IR.

Determinar los compuestos provenientes de la planta que actian como agente reductor y
estabilizador.

Evaluar las propiedades antibacteriales de las nanoparticulas de plata por medio del
método de difusion de disco.

Analizar las propiedades cataliticas de las nanoparticulas de oro, plata y bimetalicas plata-

oro en la reduccion de solventes organicos como azul de metileno y naranja de metilo.
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HIPOTESIS

Los potenciales de reduccion sinérgicos de los extractos incluyendo diferentes flavonoides,
catequinas y fotoquimicos presentes en el té, permitird reducir las sales de plata y oro para
producir nanoparticulas para sus potenciales aplicaciones en la medicina y la tecnologia. La
validacion de esta hipdtesis tendrd largas repercusiones duraderas positivas en la quimica,
materiales electronicos, industrias de la salud y la higiene, porque tal enfoque proporcionard una
plataforma ideal para la produccién de nanoparticulas de oro y plata empleando 100% quimica
verde sin la intervencion de cualquier producto quimico, que actuie como reductor y/o

estabilizador, hecho por el hombre y siguiendo todos sus principios.

JUSTIFICACION

Las nanoparticulas de oro y plata tienen una gran variedad de aplicaciones, sin embargo, los
métodos de sintesis, hasta ahora empleados, requieren materiales costosos y toxicos, los cuales
limitan en gran medida la aplicacion de las nanoparticulas en algunas areas. Debido a lo anterior,
existe un gran interés en métodos de sintesis de nanoparticulas empleando materiales orgénicos,
los cuales sean economicos, no toxicos y cuyos subproductos sean amigables con el medio
ambiente. El presente trabajo, pretende la sintesis de nanoparticulas de oro y plata las cuales
puedan ser aplicadas en el campo de la medicina, tratamiento de agua y catalisis, para lo cual se
emplearan sustancias organicas, como agentes reductores y estabilizadores, provenientes de
extractos de determinadas plantas tipicas del estado de Michoacan, las cuales pueden contener

compuestos que pueden funcionar para la sintesis de nanoparticulas.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Este capitulo incluye informacion necesaria para el entendimiento del presente trabajo. Entre

otras cosas, contiene los conceptos basicos de la nanotecnologia, diversos métodos de sintesis y

una amplia revision de la sintesis verde de nanoparticulas de plata, oro y bimetalicas plata-oro.

1.1 Clasificacion de los materiales nanoestructurados

Una nanoestructura es una estructura microscopica con al menos una dimension menor a 100 nm.

Existe una gran variedad de nanoestructuras las cuales pueden ser clasificadas en base a sus

dimensiones, es decir, de acuerdo al nimero de dimensiones espaciales que no se encuentran en

el rango nanométrico (<100 nm) [2]. De esta manera las nanoestructuras se pueden clasificar de

la siguiente manera:

1)

2)

3)

4)

Cero-dimensional (0-D). Son materiales en los que todas sus dimensiones estdn dentro
de la escala nanométrica. El ejemplo mas comun son las nanoparticulas, las cuales

pueden tener diversas formas.

Uno-dimensional (1-D). A diferencia de las nanoestructuras 0-D, estas tienen una de
sus dimensiones fuera de la escala nanométrica. Los nanotubos, nanorodillos y

nanoalambres son ejemplos de nanoestructuras 1-D.

Dos-dimensional (2-D). Son materiales en los cuales dos de sus dimensiones no se
encuentran en el rango nanométrico. Ejemplos de estas nanoestructuras son

nanocapas, nanopeliculas y nanorevestimientos.

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

misma o diferente orientacion.
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1.2 Propiedades de las nanoparticulas

Las nanoparticulas son de gran interés cientifico, ya que cierran la brecha entre los materiales a
granel y las estructuras atdbmicas o moleculares [3]. Ademas, son un grupo especial de materiales
con caracteristicas Unicas y amplias aplicaciones en diversos campos. De hecho, las
nanoparticulas muestran propiedades completamente Unicas en comparacion con sus homologos
de gran tamafio [4], los cuales tienen propiedades fisicas constantes, independientemente de su
tamafio, pero en la nanoescala esto a menudo no es el caso. Estas propiedades se deben, en gran
medida al aumento de la superficie especifica y la alta reactividad de los materiales de tamafio
nanométrico [5]. A medida que tiene lugar la micronizacién de particulas sélidas, el area de
superficie especifica aumenta generalmente en proporcion inversa al tamafio de particula. Cuando
una particula cubica de 1 cm de lado se microniza a 1 um y 10 nm, el area superficial especifica
se incrementa y es igual a diez mil y un millon de veces mas, respectivamente. Dado que el
incremento en el area superficial especifica influye directamente en propiedades como la
solubilidad y las velocidades de reaccion de las particulas, esta es una de las principales razones

de las propiedades unicas de las nanoparticulas[6].

Por otra parte, sabemos que todas las particulas solidas consisten de atomos o moléculas. A
medida que son micronizados, tienden a ser afectadas por el comportamiento de sus propios
atomos o moléculas y muestran diferentes propiedades que aquellas del s6lido a granel del mismo
material. Esto es atribuible a la variacion del estado de union de los dtomos o las moléculas que
constituyen las particulas. Por ejemplo, si un cubo con una longitud lateral de 1 cm se divide en
cubos de 1 um, el niimero de particulas aumenta a 10'? donde la fraccion de los 4tomos o las
moléculas situadas en la superficie de las particulas juega un gran papel, ya que son mas activas
que dentro de las particulas sélidas, lo que conduce a la facil unidon con materiales en contacto y
provoca diversos cambios en las propiedades de las particulas [6]. Se ha mostrado la relacion
entre el tamafio de particula y la fraccion de nimero de atomos situados en la superficie de la
particula. Por ejemplo, para una particula de 20 pm, el porcentaje de atomos en la superficie es de
solo 0.006%, pero aumenta a 0.6% para una particula de 200 nm y para una particula de 2 nm

casi la mitad de los atomos estan situados en la superficie [6].
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Con el incremento del area superficial y del porcentaje de atomos activos en la superficie, se
incrementa la energia superficial total de las nanoparticulas. Se ha demostrado que una particula
de cloruro de sodio de 1 um tiene una energia superficial de 0.56 J/g, mientras que para una
particula de 1 nm es de 560 J/g [7]. De esta manera, todos los nanomateriales poseen una gran
energia superficial, lo cual puede explicarse de acuerdo a como se describe a continuacion. Los
atomos que se encuentran en la superficie de una particula tienen nimeros de coordinacién mas
pequefios y por lo tanto tienen enlaces libres o insatisfechos. Debido a estos enlaces libres, los
atomos superficiales se encuentran bajo fuerzas internas y la distancia de enlace entre los 4&tomos
de la superficie y los internos es mas pequenia que la existente entre los atomos que se encuentran
al interior de la particula. A medida que las particulas son mas pequenas la reduccion de la
longitud de enlace es mds significativa y por lo tanto la energia superficial, también llamada
tension superficial, se incrementa en los atomos externos [7]. Lo anterior conlleva a que las
nanoparticulas presenten propiedades morfoldgicas, Opticas, mecanicas, térmicas y

electromagnéticas unicas.

1.2.1 Propiedades estructurales

La estructura cristalina de las particulas puede cambiar en funcidn del tamafo de particula dentro
del rango nanométrico. Se ha reportado que para nanoparticulas de PbTiOs los cristales
tetragonales disminuyen y los cristales cubicos aumentan cuando se alcanza un tamafio de 18 nm
[6]. El tamafio de particula para el cual se presentan este tipo de cambios es diferente para cada

material.

1.2.2 Propiedades térmicas

A medida que la influencia de los atomos localizados en la superficie de las nanoparticulas
incrementa, el punto de fusion de los materiales disminuye significativamente. Se ha reportado
que el punto de fusion del oro disminuye 500° respecto al punto de fusion a nivel micrométrico,
cuando el tamafio de las particulas fue de 10 nm. Este comportamiento se atribuye a la agregacion

y tamafio de cristal de las nanoparticulas [8].
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1.2.3 Propiedades electromagnéticas

Las propiedades electromagnéticas son afectadas por la disminucion del tamafio de las particulas.
Se ha reportado que la constante dieléctrica PbTiOs incrementa considerablemente cuando el
tamano de particula es menor de 20 nm. Por otra parte, el punto de Curie se ve disminuido con la

reduccion del tamafio en la escala nanométrica [9].

1.2.4 Propiedades opticas

Cuando el tamafio de las particulas disminuye hasta el rango nanométrico, estas absorben la luz a
longitudes de onda especificas. Lo anterior se debe a la oscilacion de los electrones y a la luz
transmitida con diferente color dependiendo del tipo de material y del tamafio de las particulas

[10].

1.2.5 Propiedades mecanicas

La dureza de los materiales cristalinos generalmente incrementa con la disminucién del tamafio
de cristal y la resistencia mecanica aumenta de forma significativa debido a la micronizacion del

material en el rango nanométrico [11].

1.3 Métodos de sintesis de nanoparticulas.

Los métodos para fabricar nanoparticulas generalmente se clasifican en dos categorias: “arriba-
abajo” y “abajo-arriba” (ver figura 1.1). Los métodos arriba-abajo consisten en técnicas de
miniaturizaciébn que parten de una particula macro o microscopica reduciéndola hasta un tamafio
deseado. Estos métodos tienen una gran desventaja, ya que introducen imperfecciones o defectos
en la estructura de la superficie de las particulas, lo cual pudiera tener un impacto significativo en
las propiedades fisicas de las nanoparticulas [3]. A pesar de las imperfecciones de la superficie y
otros defectos que los métodos arriba-abajo pueden introducir, estas técnicas seguirdn
desempefiando un papel importante en la sintesis y fabricacion de nanoestructuras y

nanomateriales.
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Por otra parte, los métodos abajo-arriba se basan en la construccion de nanoestructuras a&tomo por
atomo, molécula por molécula, haciendo uso de las fuerzas fisicas o quimicas presentes a nivel
atobmico o molecular. En general, los métodos quimicos son de bajo costo para grandes
volimenes, sin embargo, sus desventajas incluyen la contaminacion de los precursores quimicos,

el uso de disolventes toxicos y generacion de subproductos peligrosos [3].

v

Reduccion

©®@ 3

LT T
nNEEEEEE

ARRIBA-ABAJO ABAJO-ARRIBA

Figura 1.1 Principio de sintesis de los métodos arriba-abajo y abajo-arriba para la fabricacion de

nanoparticulas.

Algunos ejemplos de las principales técnicas de cada uno de los enfoques se muestran en la
figura 1.2, destacando la molienda mecanica, ablacion laser, procesos de explosion y litograficos
como técnicas arriba-abajo. Por otro lado, las técnicas abajo-arriba mas empleadas comprenden la
reduccion quimica, deposicion de vapor, condensacion, pirolisis, procesos sol-gel, biosintesis,

entre otras.
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Sintesis de nanopariculas

M¢étodos abajo-arriba (a

Meétodos Arriba-abajo partir de entidades mas

(reduccion de tamatfio)

pequefias)
1) Molienda 1) Reduccion
Mecanica quimica
s 2) Deposicion de
2) Ablacion laser vapor
3) Proceso de 3) Condensacion
explosion atomica

4) Proceso Sol-

4) Litografia gel

5) Pirdlisis laser

6) Proceso por
aerosol

7) Biosinteis o
sintesis verde

Figura 1.2 Clasificacion de las técnicas de sintesis de nanoparticulas.

Una de las principales técnicas del tipo abajo-arriba es la reduccion quimica, la cual generalmente
se lleva a cabo en una solucidon acuosa o no acuosa que contiene la sal metalica disuelta. La
sintesis por medio de esta técnica involucra fendmenos tales como reduccion, nucleacion,
crecimiento, estabilizacion o aglomeracion [12]. La concentracion de los agentes asi como la
temperatura juegan un papel importante en la produccion de nanoparticulas monodispersas,
mientras que el tamafio de particula y la distribucion de tamano de particula pueden ser
controlados variando tanto la temperatura como el valor del PH [13]. Para llevar a cabo la sintesis
de nanoparticulas por medio de la reduccién quimica se requiere de tres sustancias que son: un

agente precursor, agente reductor y agente estabilizador.
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a)

b)

Agente precursor: generalmente se tratan de sales que contienen el i6n metalico del cual
se pretende obtener las nanoparticulas. Por ejemplo, para la sintesis de nanoparticulas de
plata, el agente precursor mas empleado es el nitrato de plata debido a su estabilidad

quimica, su costo y su facil manejo [14].

Agente reductor: se refieren a cualquier agente quimico o bioldgico que provea electrones
libres para llevar a cabo la reduccion de los iones metalicos [15]. La eleccion del agente
reductor es un paso critico en la sintesis de nanoparticulas y estd intimamente relacionado
con la naturaleza del precursor metalico. A lo largo de las ultimas décadas diversos
agentes reductores han sido utilizados, por ejemplo el borohidruro de sodio (NaBHa), el
citrato de sodio (CeHsO3Nas3), la hidracina (N2H4), azticares como la glucosa, fructuosa y
lactosa, el etilen glicol (C2HsO2), hidrogeno, entre otros [16-22]. Entre todos los agentes
reductores tanto el borohidruro de sodio como el citrato de sodio han sido los mas

usados.

Agente estabilizador: (también llamado agente protector) es utilizado en la sintesis de
nanoparticulas con la finalidad de prevenir la aglomeracion de las mismas asi como para
controlar su tamano. Las nanoparticulas poseen una gran cantidad de energia superficial y
por lo tanto son termodindmicamente inestables por lo que tienden de forma natural a
aglomerarse. Conforme se reducen las dimensiones de los materiales nanoestructurados,
las fuerzas de atraccion de Van der Waals se vuelven mas significativas, por lo que sin la
aplicacion de un mecanismo de estabilizacion adecuado, las particulas nanométricas
tienden a agregarse formando particulas macroscopicas, las cuales precipitan del medio en
el cual estan dispersas [23]. Idealmente, los mejores agentes estabilizadores, en el caso de
las nanoparticulas, serian aquellos de naturaleza ionica, que se adsorban fuertemente
sobre la superficie de la particula y que estabilicen a las particulas mediante mecanismos
electrostaticos y estéricos. Entre los estabilizadores mdas utilizados se encuentran los
surfactantes como el SDS y el CTAB, compuestos que contienen los grupos funcionales
carboxilicos (-COOH) o aminos (NH2). Ademas de algunos polimeros como el PVP y el

PVA entre otros [14, 24].
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Otro método de sintesis de nanoparticulas, el cual ha adquirido gran importancia en los ultimos
afios, es la sintesis verde, también conocida como biosintesis, la cual puede ser considerada como
una modalidad del método de reduccidon quimica, ya que también consiste en la reduccion de
iones provenientes de sales precursoras en solucion. La unica variante es que tanto el agente
reductor como el agente estabilizador son proporcionados por los compuestos provenientes de
microorganismos tales como algas, frutos, plantas, extracto de plantas, entre otros. Dicho método

de sintesis se discute mas a detalle en la siguiente seccion.

1.4 Sintesis verde de nanoparticulas

En la actualidad existen varios métodos para la sintesis de nanoparticulas, entre los que destacan
los métodos quimicos, sin embargo, estos procesos involucran sustancias toxicas, contaminacion
debido a los precursores empleados y generacion de subproductos peligrosos [25]. Debido a lo
anterior los métodos de sintesis bioldgicos no téxicos y benignos para el ambiente son muy
atractivos, especialmente si estan destinados para aplicarse en el campo de la medicina. La
sintesis verde es Util no solo por su bajo impacto ambiental comparado con otros métodos de
produccion, sino también porque puede ser utilizada para producir grandes cantidades de
nanoparticulas que estan libres de contaminacion y que tienen un tamafio y morfologia bien
definidos [26]. El organismo empleado reduce los iones de plata en plata metalica para
posteriormente recubrirlas evitando la agregacion y controlando el tamafio y forma para obtener
particulas de tamafio nanométrico [27]. Otra de las ventajas que posee la sintesis verde sobre
otros métodos quimicos, es que las nanoparticulas resultantes pueden ser estables en solucion

hasta por 6 meses [28].
1.5 Organismos empleados para la sintesis verde de nanoparticulas.
Varias rutas han sido desarrolladas para la sintesis verde de nanoparticulas a partir de sales de los

metales correspondientes; para esto se han empleado bacterias, hongos, frutos, extractos de

plantas y algas marinas, los cuales actuan como agentes reductores y estabilizadores [3, 29].
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1.5.1 Bacterias

Entre las fuentes naturales del medio ambiente, la bacteria procariotica ha sido ampliamente
investigada para la sintesis de nanoparticulas metalicas. Una de las razones de la preferencia por
las bacterias para la sintesis de nanoparticulas es su relativamente facil manipulacion [3]. Shivaji
y col [30], estudiaron la sintesis de nanoparticulas de plata empleando cinco bacterias
psicrofilicas y dos mesofilicas que fueron Pseudomonas antartica, Pseudomonas proteolitica,
Pseudomonas meridiana, Arthrobacter kerguelensis, Arthrobacter gangotriensis, Bacillus indicus
y Bacillus cecembensis, respectivamente. En todos los casos se observd la formacion de
nanoparticulas de morfologia esférica, cuyo tamafio més grande fue de 13.3 nm para cuando se
empled Pseudomonas antartica y el tamafio mas pequefio fue de 6.1 nm cuando se usé Bacillus
indicus. Ademads, determinaron que los factores de los que dependen la forma y tamafio de las
nanoparticulas es la temperatura, el PH, la temperatura de incubacion y del tipo de bacteria
empleada. El mecanismo para la sintesis de nanoparticulas por medio de bacterias no esta muy
claro. Se han encontrado algunos componentes presentes en las culturas de las bacterias que
pudieran ser los causantes de la reduccion y estabilizacion; sin embargo, al evaluar dichos
componentes por separado, los resultados no son mejores que aquellos en los que la sintesis se
realiza con las bacterias, por lo que se ha establecido que existe un factor o una sustancia presente

en las bacterias que ayuda a la sintesis de nanoparticulas [30].

1.5.2 Hongos

El uso de hongos para la sintesis de nanoparticulas tiene una ventaja que es su facilidad de
reproduccion. Debido a que los hongos son extremadamente excelentes segregadores de enzimas,
es posible obtener facilmente una produccion de enzimas a gran escala. Otras ventajas del uso de
hongos para la sintesis de nanoparticulas metalicas incluyen su viabilidad econdmica y su facil
manejo [3]. Mukherjee y col [31], estudiaron la sintesis de nanoparticulas de plata usando un
hongo Verticillium, observando que la exposicion del hongo con los iones acuosos de Ag’,
resulta en una reduccion de los iones metalicos y en la formacion de nanoparticulas de plata con
un rango de tamafio de 25+12 nm. En otra investigacion, Syed y col [32] realizaron la sintesis de

nanoparticulas de plata empleando AgNO3 y el hongo Humicola. La reduccion se llevo a cabo en
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pocos minutos, lo cual fue determinado por el cambio de color de las mezclas de amarillo a café.
El tamafio de las nanoparticulas fue de 5-25 nm con una morfologia predominantemente esférica.
El mecanismo de reduccion y estabilizacion por medio de hongos no esta claro, sin embargo, en
este estudio se determind que los hongos segregan proteinas durante la reaccion, las cuales

reducen, estabilizan y previenen la aglomeracion de las nanoparticulas.

1.5.3 Algas

Existen pocas investigaciones en las que hayan utilizado algas marinas para la sintesis de
nanoparticulas metalicas. Se ha determinado que los pigmentos de las algas, tales como
fucoxanthins, un tipo de carotenoides rico en grupos hidroxilo, puede participar en la reduccion
de iones de oro ya que estos pigmentos tienen propiedades reductoras. Ademads, estos pigmentos
solubles pueden actuar como agentes protectores, previniendo la agregacion de las
nanoparticulas, por lo cual juegan un papel importante tanto en la reduccion como en la forma de
las nanoparticulas [33]. EIl primer reporte fue el realizado por Singaravelu y col [34] quienes
emplearon el alga Sargassum wightii para sintetizar nanoparticulas de oro. La reaccion de sintesis
tuvo lugar en un periodo corto de tiempo comparado con otros sistemas de sintesis verde, de
manera que el 95% de los iones de AuCls™ ocurrié dentro de las primeras 12 horas en condiciones
de agitacion. Otra alga marina utilizada en la sintesis de nanoparticulas de oro fue Padina
gymnospora [35]. En este caso, las nanoparticulas obtenidas fueron polidispersas con una
morfologia esférica y con un rango de tamafio de 53 a 67 nm, las cuales estin rodeadas por
algunas proteinas y metabdlicos secundarios que son los causantes de la reduccion y

estabilizacion de las nanoparticulas.

La sintesis de nanoparticulas de plata por medio de algas marinas también ha sido estudiada. Un
ejemplo de ello es la investigacion realizada por Kannan y col [36], quienes emplearon el alga
Chaetomorpha linum para sintetizar nanoparticulas de plata con un rango de tamafio de 3 a 44
nm. Al igual que en las anteriores investigaciones, las aminas, péptidos, flavonoides y
terpenoides, presentes en el extracto del alga, estuvieron involucrados en la reduccion y

estabilizacion de las nanoparticulas de plata.
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1.5.4 Extractos de plantas

La habilidad de los extractos de plantas para reducir iones metalicos se sabe desde inicios de
1900, aunque la naturaleza de los agentes reductores involucrados no esta bien entendida. En
vista de su simplicidad, el uso de plantas vivas o de extractos de plantas completas y tejidos de
plantas para reducir sales metalicas a nanoparticulas ha atraido considerable atencién en los
ultimos 30 afios [37]. Comparado con el uso de extractos de plantas completas, tejidos de plantas
y otros organismos, el uso de extractos de plantas para fabricar nanoparticulas es mas simple. Los
procesos para fabricar nanoparticulas usando extractos de plantas son escalables y pueden ser
menos caros comparados con los métodos relativamente caros que se basan en procesos
microbianos y plantas completas [38]. Los extractos de plantas pueden actuar tanto como agente
reductor como también agente estabilizador en la sintesis de nanoparticulas. La fuente del
extracto de planta influye las caracteristicas de las nanoparticulas; esto se debe a que diferentes
extractos contienen diferentes concentraciones y combinaciones de agentes reductores organicos.
Debido al nimero de diferentes quimicos involucrados, el proceso de bioreduccion es

relativamente complejo [38].

1.6 Sintesis verde de nanoparticulas de plata empleando extractos de plantas.

El primer indicativo de la sintesis de nanoparticulas de plata es un cambio en el color de la
solucion, de amarillo claro a café oscuro [39, 40]. Este cambio de color se debe a la excitacion
de las vibraciones de resonancia de plasmén superficial (SPR) de las nanoparticulas de plata. El
color final de la solucion es dependiente de varios factores que van desde el color inicial del
extracto hasta caracteristicas de las nanoparticulas tales como tamafio y forma. Debido a la
presencia de diversos compuestos organicos, las nanoparticulas obtenidas pueden presentar
diferentes tamafios y morfologias. Vijayakumar et. Al, sintetizaron nanoparticulas de plata
empleando un extracto de A. nilagirica, las cuales eran predominantemente cuadradas y de
tamafio uniforme de aproximadamente 70-90 nm. Ademads, un pequefio porcentaje de las
nanoparticulas eran esféricas y se encontraban en el rango de tamafio de 10-45 nm. También
fueron observadas nanoparticulas de forma triangular y hexagonal. EIl tamafio de las

nanoparticulas se relacion6 con la cantidad de extracto empleado ya que las nanoparticulas

36



cuadradas aumentaron a cerca de 70 nm cuando la dosis de extracto de A. nilagirica aument6 a

20 ml [40].

Por otra parte, la sintesis de nanoparticulas por medio de extractos de plantas es relativamente
rapida. Rao y col [41] sintetizaron nanoparticulas de plata empleando un extracto de hojas de
Ocimum sanctum. Las nanoparticulas fueron rapidamente obtenidas en alrededor de 15 minutos,
con una forma triangular y un rango de tamafio de 6-110 nm. Otra de las plantas empleadas es la
Sesbania grandiflora [42]. En este caso, la sintesis se llevo a cabo en un tiempo de incubacion de
1 h después de que el extracto se adicion6 a la sal precursora de nitrato de plata (AgNOs). El
color de la mezcla de la reaccion cambio de transparente a caf€, lo cual indicé la formacion de las

nanoparticulas de plata.

Una de las herramientas mas empleadas para analizar la formacion y evolucién de las
nanoparticulas es la espectroscopia de UV-Vis. Bindhu y col, emplearon AgNO3 como agente
precursor y un extracto de hojas de Hibiscus cannabinus como agente reductor y analizaron la
evolucion de las nanoparticulas de plata a diferentes tiempos de reaccion (10, 20, 30, 40 y 60
min, 1, 2, 3, 4 y 5 dias), cuyos resultados se muestran en la figura 1.3 [43]. Primeramente, se
observan los cambios en el color en la mezcla que contiene las nanoparticulas de plata (AgNPs) a
los diferentes tiempos de reaccion. Posteriormente, en el espectro UV-Vis se observa la banda
centrada a 446 nm, caracteristica de las AgNPs. La formacion comienza a los 30 min e
incrementa hasta los 5 dias, después de lo cual solo se observa una ligera variacion. El
incremento en la intensidad del pico a medida que incrementa el tiempo de reaccion indica un
aumento en la concentracion de las AgNPs. Este comportamiento implica que las nanoparticulas
(NPs) son muy estables y no muestran agregacion o aglomeracion de las mismas. Las
caracteristicas de las NPs lograron confirmarse mor medio de la técnica de microscopia, como se
observa en la figura 1.4, la cual es una micrografia en donde se puede apreciar la forma esférica y
el tamafno nanométrico de las particulas. Dicho tamafio nanométrico fue determinado por medio
de la técnica de microscopia de fuerza atomica, cuyos resultados arrojaron que la mayoria de las
nanoparticulas se encuentran en un rango de tamafio de 10-20 nm. Otro aspecto importante que se
puede notar es la existencia de una capa organica la cual se encuentra estabilizando,

encapsulando y ordenando a las nanoparticulas sintetizadas.
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Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 1.3 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata preparadas a diferentes tiempos de reaccion
[43].

Figura 1.4 Micrografia Electronica de Transmision en la cual se observa tanto el tamafio como la forma

de las nanoparticulas de plata [43].

Como se menciond anteriormente, el uso de extractos de plantas es mayor en comparacion con el

uso de otros organismos debido a las diferentes ventajas mostradas por dichos extractos. La tabla
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1.1 muestra algunas de las plantas empleadas en la sintesis de nanoparticulas de plata y las

caracteristicas obtenidas. Como se puede observar, las nanoparticulas tienen morfologia esférica

en su mayoria, ya que en algunos trabajos también se sintetizaron morfologias triangulares,

hexagonales e irregulares. Respecto al tamafio, es importante notar el amplio rango obtenido en la

mayoria de los trabajos. Lo anterior se debe a la gran cantidad de compuestos organicos

involucrados tanto en la reduccién como en la estabilizacion de las nanoparticulas.

Tabla 1.1 Caracteristicas de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de plantas.

PLANTA TAMANO MORFOLOGIA REFERENCIA
(nm)

Calliandra 13-91 Esférica [44]
haematocephala

Sargassum polycystum 28 Esférica [45]
Ginkgo Biloba 10-16 Esférica [46]
Alstonia scholaris 15-25 Esférica [47]
Terminalia cuneata 25-50 Irregular [48]
Physalis angulata 11-96 Irregular [49]
Atrocarpus altilis 20-50 Esférica [50]
Skimmia laureola 46 Esférica, hexagonal [39]
Peumus boldus 2-67 Esférica, irregular [51]
Salvadora persica 10-90 Esférica, hexagonal, [52]

triangular

Morinda citrifolia Esférica [53]
Artemisia nilagirica Esférica [40]
Ocimum sanctum 6-110 Esférica, triangular [41]
Vitex negundo 5-47 Esférica, ctibica [54]
Aegle marmelos 40-164 Esférica [55]
Ficus religiosa Esférica, irregular [56]
Sesbania grandiflora 10-25 Esférica [42]
Hibiscus cannabinus 7-25 Esférica [43]
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Tabla 1.1 Caracteristicas de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de plantas

(Continuacion).

PLANTA TAMANO MORFOLOGIA REFERENCIA
(nm)
Malva parviflora 10-40 Esférica, irregular [57]
Euphorbia helioscopia 2-15 Esférica [58]
Mussaenda erythrophylla 22-130 Esférica [59]
Limonia Acidissima 20-40 Esférica [60]

1.7 Sintesis verde de nanoparticulas de oro empleando extractos de plantas.

El interés por las nanoparticulas de oro (AuNPs) ha ido incrementando debido a sus propiedades
citotoxicas para aplicaciones en farmacologia, medicina, industria alimentaria, purificacion de
agua, etc. Ademds, son materiales biocompatibles con varias aplicaciones biologicas que
incluyen la administracion en firmacos, sensores e imagenes para detectar tumores [61]. Sin
embargo, las técnicas para la sintesis de AuNPs, incluyendo reduccién quimica, ablacion laser y
aerosol son técnicas costosas, por lo cual el desarrollo de una técnica econdémica y amigable con
el medio ambiente, tal como la sintesis por medio de plantas, es de gran interés. La sintesis verde
de nanoparticulas de oro ha sido reportada recientemente para lo cual se han empleado plantas o
extractos de plantas. Jayaseelan y col, sintetizaron AuNPs empleando un extracto acuoso de
Abelmoschus esculentus [62]. En este caso la reaccion se completd en un tiempo de 10 min ya
que a partir de este tiempo no hubo cambio de coloracién en la solucion y posteriormente esto fue
reafirmado por medio de espectroscopia UV-Vis, cuyos resultados se muestran en la figura 1.5.
Como se puede observar la resonancia del plasmén superficial de las AuNPs corresponde a 536
nm, cuya intensidad va incrementando a medida que se incrementa el tiempo de reaccion hasta
llegar a 10 min y después de este tiempo, Unicamente se observan ligeras variaciones en la
intensidad del plasmoén. Las NPs obtenidas tuvieron una morfologia predominantemente esférica
y algunas de formas irregulares, obteniendo un rango de tamano de 45-75 nm. La existencia tanto

de NPs pequefias como grandes se debid a la formacion de nanoparticulas en las primeras y en las
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ultimas etapas de la reaccion, lo cual muestra que la nucleacion para formar nuevas Nps y la

agregacion para formar particulas mas grandes ocurri6é consecutivamente.
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Figura 1.5 Espectro de UV-Vis para las nanoparticulas de oro en funcion del tiempo de reaccion

mostrando el pico a 536 nm [62].

Otro de los extractos empleados en la sintesis de AuNPs es el de Terminalia chebula, que fue
utilizado por Kumar y col, obteniendo NPs en un rango de 6-60 nm, que en este caso, fueron
sintetizadas instantdneamente ya que el proceso fue monitoreado con un potencidémetro y se
observo un fuerte decrecimiento en el potencial en los primeros 5 segundos de interaccion entre
acido clorodurico y el extracto, indicando la formacion de las NPs. [63] Ademads, diversas
morfologias fueron obtenidas las cuales se muestran en las micrografias de la figura 1.6. Como se
puede observar, las nanoparticulas obtenidas consisten de tridngulos, pentdgonos y esferas. La
estabilidad de las NPs esféricas producidas al inicio de la reaccion se debidé a la suficiente
disponibilidad de biomoléculas protectoras. Por otra parte, las particulas formadas después fueron
menos estables debido a la menor disponibilidad de moléculas protectoras. Debido al proceso de
reduccion rapida, estas AuNPs menos protegidas conllevan al desarrollo de nanoparticulas
triangulares y pentagonales [64]. Esas NPs triangulares y pentagonales tienen una energia
superficial muy alta, por lo que sufren de un proceso de contraccidon para minimizar su energia

superficial, lo que resulta en pentdgonos y tridngulos de dngulos suaves. Morfologias similares
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fueron obtenidas por Gaware y col, quienes emplearon acido clorodurico (HAuCls4) como agente
precursor y extracto de hojas de Piper betle como agente reductor y estabilizador [65]. Sin
embargo, la presencia de las nanoparticulas en forma de hexagonos y tridngulos truncados fue

determinada a 12 horas de reaccion.

Figura 1.6 Morfologia de las nanoparticulas de oro a) MET y b) HRTEM [63].

Como se ha mencionado el tiempo de reaccion para la sintesis es variable, aunque en la mayoria
de los casos se requiere de tiempos cortos. Se ha reportado que la sintesis de AuNPs es una de las
reacciones mas rapidas a temperatura ambiente [66]. En la investigacion realizada por Noruzi y
col, se determind, que la reaccion comenzé tan rapido como los agentes fueron mezclados y el
color de la mezcla inmediatamente cambio de amarillo, que era el color del extracto, a violeta.
Posteriormente, esto fue confirmado por medio de los espectros de UV-Vis los cuales fueron
realizados cada 5 minutos hasta llegar a 25, en los que no se observan una diferencia significativa
con lo que se corrobora que la reaccion se completd en los primeros minutos de la reaccion [67].
Por otra parte, Kaur y col, sintetizaron nanoparticulas de oro empleando un extracto de Syzygium
aromaticum. En este caso la reaccion de sintesis comenzo a los 5 min a partir de que el extracto
se puso en contacto con la solucion conteniendo la sal precursora. La sintesis de NPs incrementa
a medida que el tiempo de reaccion aumenta concluyendo en aproximadamente 1 h y a partir de

este tiempo y hasta las 24 h no se observaron cambios apreciables en la coloracién de las
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muestras ni en los espectros de absorcion UV-Vis [68]. Con lo anterior se puede concluir que, al

igual que en el caso de las AgNPs, el tiempo en el que se completa la sintesis de las AuNPs

depende de los compuestos organicos presentes en los extractos de las plantas que son usados

como agentes reductores y estabilizadores. Otras de las plantas empleadas para la sintesis de

nanoparticulas de oro se muestran en la tabla 1.2, asi como el tamafio y morfologia obtenidos.

Tabla 1.2 Caracteristicas de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de plantas.

PLANTA TAMANO MORFOLOGIA REFERENCIA

Coleus aromaticus 10-90 Esférica, triangular [69]

Punica granatum 71+8 Esférica, triangular [70]

Cypress 5-94 Esférica, irregular [61]

Terminalia chebula 6-60 Esférica, triangular, [63]
pentagonal

Syzygium aromaticum 4-150 Poligonal, triangular [68]

Trigonella foenum-graecum 15-25 Esférica, hexagonal [71]

Momordica co- 10-80 Esférica, triangular [72]

chinchinensis(Lour.) Spreng

Opuntia ficus-indica 10-20 Esférica, triangular, [73]
hexagonal

Nepenthes khasiana 125-180 Esférica, triangular [74]

Stachys lavandulifolia 34-80 Esférica, triangular, [75]
hexagonal

Elaise Guineensis 55442 Esférica, triangular [76]

Pogestemon benghalensis 10-50 Esférica-triangular [77]

Antigonon leptopus 13-28 Esférica, triangular [78]

Cymbopogon citratus 20-50 Esférica, triangular, [79]
hexagonal

Chloroxylon swietenia 18-37 Esférica, irregular [80]

Stevia rebaudiana 5-20 Esférica, irregular [81]
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1.8 Sintesis verde de nanoparticulas bimetalicas plata-oro empleando extractos de plantas

Las nanoparticulas bimetalicas han mostrado gran interés debido a sus propiedades, las cuales
son mejores que las nanoparticulas monometalicas de los elementos que las conforman. En el
caso de las NPs bimetalicas niicleo-coraza, el espesor de la coraza juega un papel muy importante
en las propiedades finales de las nanoparticulas; a medida que incrementa este espesor, los
efectos en las propiedades Opticas aumentan. Por otra parte, la sintesis de nanoparticulas
bimetalicas se lleva a cabo sintetizando semillas del elemento nticleo para posteriormente reducir
facilmente el metal de la coraza sobre la superficie del nicleo; a este proceso se le conoce como
método de dos pasos. La obtencion de nanoparticulas plata/oro se puede monitorear facilmente
por UV-Vis, ya que el SPR de estos elementos aparece en longitudes de onda diferentes (420-450
nm para la plata y 520-560 nm para el oro); cuando la coraza es muy delgada, la banda de
absorcion se encuentra mas proxima a la banda perteneciente al nucleo. A medida que el espesor
de la coraza incrementa, la banda de absorcién se mueve hasta llegar a la posicion de la banda del
elemento de la coraza. Shore y col, realizaron simulaciones demostrando la variacion de las
propiedades opticas de las nanoparticulas bimetalicas oro/plata al incrementar el espesor de la
capa de plata [82]. Tal como se puede observar en la figura 1.7, la banda de las nanoparticulas de
oro se encuentra centrada en 540 nm, aproximadamente. A medida que el espesor de la capa de
plata aumenta, la banda de absorcion se mueve hacia longitudes de onda menores hasta llegar a

centrarse en 500 nm cuando la capa de plata tiene un espesor de 1 nm.

Por otro lado, también es posible sintetizar nanoparticulas bimetélicas, conocidas como
nanoaleaciones. Este tipo de materiales presenta una sola banda de absorcion, cuya ubicacion
depende directamente de las concentraciones de sales precursoras empleadas, tal como lo reporto
Mondal y col, quienes observaron que al incrementar la fraccion molar de oro, la banda de
absorcién de la nanoaleacion se movia, aproximandose a la posiciéon de la SPR del oro [83].
Dicho comportamiento se debe, precisamente, al incremento de los efectos y propiedades Opticas
del elemento que se encuentra en mayor proporcion. Otro método para obtener una nanoaleacion
es por medio de un tratamiento térmico. Shore y col, sintetizaron nanoparticulas bimetalicas
Au/Ag (nucleo/coraza), las cuales sometieron a un tratamiento térmico a 250 °C, provocando la

difusion de los 4&tomos de plata y consecuentemente, la formacion de una nanoaleacion [82].
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Figura 1.7 Simulacion del espectro de UV-Vis mostrando la influencia del espesor de la coraza en la

posicion de la banda de absorcion [82].

1.9 Mecanismo de reaccién en la sintesis de nanoparticulas empleando extractos de plantas

Durante la formacién de NPs metélicas, hay tres componentes obligatorios que deben estar
presentes, que son el agente reductor, el agente estabilizador y un medio disolvente que puede
solubilizar el metal de interés [84]. La biosintesis de NPs es considerada como un proceso verde
debido a que el propio extracto de la planta puede actuar tanto como agente reductor y
estabilizador. Ademas, la mayoria de las sintesis de NPs metélicas por medio de plantas se logrd
realizar en un medio acuoso en lugar de disolventes organicos, lo que es aparentemente mas
favorable al medio ambiente y mas rentable. Lukman propuso que hay tres etapas distinguibles
las cuales ocurren durante el proceso de sintesis: un periodo de activacion, un crecimiento de fase

y un periodo de terminacion [85].

La etapa de activacion es aquella en la que los agentes reductores entran en contacto con los iones
metalicos, los cuales son transformados a sus estados cero-valentes y posteriormente tiene lugar
la nucleacién de los atomos formados. En ausencia de otros ligantes fuertes, los iones metalicos
pueden interactuar con el extracto de la planta a través de enlaces idnicos con los agentes

reductores bio-organicos.[25]. Independientemente del tipo de compuesto responsable en la
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reduccion de los iones de plata, en la mayoria de los estudios, la reduccion se lleva a cabo por la
donacion de electrones de los atomos de hidrogeno provenientes de la ruptura de grupos OH.
Kumar y col, sintetizaron AgNPs empleando un extracto de hojas de Physalis angulata. Esta
planta es rica en flavonoides, fenoles, saponinas y taninos; sin embargo, debido a la alta
concentracion de flavonoides y a su capacidad reductora ya conocida se sugiere que este es el
tipo de compuesto responsable de la formacion de NPs, cuya reaccion se muestra en la figura 1.8

[49].
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Figura 1.8 Representacion esquematica de la reaccion de reduccion para la obtencion de nanoparticulas

de plata al emplear un extracto acuoso de Physalis angulata [49].

En la etapa de crecimiento los atomos metalicos se combinan para formar NPs que pueden tener
diferentes morfologias, mientras que la reduccion de iones continta procediendo. El crecimiento
de las nanoparticulas resulta en una estabilidad termodindmica mientras que una nucleacion
prolongada puede provocar la agregacion de las NPs distorsionando sus morfologias. La
velocidad de crecimiento de particulas es usualmente mas lento que la répida reduccion y
nucleacion lo que conlleva a una mayor concentracion de particulas pequenias. [25]. Gan y col,
proponen que durante el proceso biosintético, los reductores relacionados con el extracto de la
planta ayudan al crecimiento del cristal. Junto con el crecimiento del cristal, puede tener lugar la
“maduracion de Ostwald” y resultar en una ampliacion de la distribucion del tamaio [37]. Varios
estudios sugieren que el mecanismo de “maduracion de Ostwald” puede estar involucrado
durante el proceso de sintesis, en el que las particulas mas pequefias o nacientes pueden migrar y
alimentar a sus particulas vecinas mas cercanas de mayor tamafio, causando el crecimiento de

particulas mas grandes y el agotamiento de las particulas mas pequefias [85-87]. El exceso de
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energia libre de Gibbs asociada con las NPs puede ser minimizada por una transformacion en
formas energéticamente mas favorables, lo cual es realizado por las moléculas bio-orgénicas que
envuelven o cubren a las nanoparticulas [88]. Finalmente, la etapa de terminacién es aquella
donde ocurre la estabilizacion de las NPs, lo cual es un fendmeno que no esta claro aun. Para
estabilizar las nanoparticulas en un medio dispersante, debe haber suficientes fuerzas repulsivas
para vencer las fuerzas de Van der Waals que causan coagulacién o aglomeracion [89]. Las
fuerzas repulsivas pueden ser ejercidas ya sea a través de estabilizacion estérica o electrostatica.
Los surfactantes fisisorbidos de los agentes bioreductores pueden ejercer barreras estéricas
alrededor de la particula [84]. Por ejemplo, la figura 1.9 muestra las micrografias obtenidas por
Zhan y col, quienes sintetizaron AuNPs empleando un extracto de hojas de Cacumen Platycladi
[90]. Como se puede observar las NPs tienen residuos en la superficie, los cuales tienen la
funcién de un estabilizador. Por medio de otras técnicas de caracterizacion se determind que estos
residuos provienen del extracto de la planta ya que contienen los grupos funcionales C=C-H y C-

O-H, los cuales son los responsables tanto de la reduccion como de la estabilizacion de las NPs.
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Figura 1.9 Imagenes de MET de nanoparticulas de Au mostrando su interaccion con los componentes del

extracto de hojas de C. Platycladi [90].

En varios casos, un solo compuesto organico puede cumplir con la funciéon tanto de agente
reductor como de agente estabilizador; algunos ejemplos son el acido gélico y acido citrico.
Debido a lo anterior se ha despertado el interés por aislar este tipo de compuestos. Park y col,
sintetizaron nanoparticulas de plata y oro empleando unicamente &4cido galico [91]. Otro

compuesto que ha sido aislado para sintetizar AuNPs es el Dihydromyricetin, el cual es un
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flavonoide con propiedades reductoras presente en el Ampelopsis grossedentata [92]. El
aislamiento de selectivos compuestos tiene la gran ventaja de controlar la morfologia, tener una
distribucion de tamafio uniforme y obtener NPs mas limpias. Sin embargo, no todos los
compuestos tienen la capacidad de reducir y estabilizar nanoparticulas. Se ha demostrado en
varios trabajos que una clase de compuestos son los responsables de la reduccion de iones
mientras que otro tipo de compuestos son los que funcionan como estabilizantes [53, 56].
Madinnedi y col, proponen que la forma y tamano final de las NPs depende en gran medida de la
concentracion de polifenoles estabilizadores presentes en el extracto, cuyo mecanismo se muestra
en la figura 1.10. De esta manera, a medida que hay una mayor concentracion de estos
compuestos, las NPs seran de un menor tamafio y con una forma esférica, debido a un
crecimiento por difusion controlado. Por el contrario, cuando hay una baja concentracion de
estabilizadores o estos se han ido agotando, las nanoparticulas se agregan, debido a la
maduracion de Ostwald, aumentando su tamafio y adquiriendo formas diversas tales como

triangulos y hexagonos [93].
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Figura 1.10 Mecanismo de crecimiento mostrando el efecto de polifenoles estabilizantes en la forma y

tamafio de las nanoparticulas [93].

Resultados similares fueron obtenidos por Narayanan y col, quienes demostraron que las NPs
nacientes desprovistas de moléculas estabilizadoras eran termodindmicamente inestables. Al

comienzo de la reaccion, se produjeron NPs esféricas debido a la proteccion de suficientes
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moléculas estabilizadoras. Sin embargo, las particulas que se formaron en una etapa posterior
fueron menos estables debido a la menor disponibilidad de moléculas estabilizadoras. La
inestabilidad de las NPs conllevéd a la formaciéon de nanoestructuras anisotropicas como
nanoprismas triangulares. Estos nanoprismas poseen alta energia superficial y se someten a un
proceso de contraccion con el fin de reducir la energia superficial, lo que resulta en la formacion
de nanotriangulos truncados [94]. Ademas, Lin y col, sintetizaron estructuras de plata alargadas
empleando un extracto de Cassia fistula. Ellos determinaron que al prolongar el tiempo de
reaccion, los d&tomos de Ag recién formados se depositan sobre las regiones concavas de las NPs
conectados a través de un fenémeno capilar, que conduce a la formacion de nanorodillos largos
[87]. Un posible mecanismo de crecimiento para la formacion de diferentes formas de
nanoestructuras tales como nanobastones, nanocables, nanoprismas, nanoparticulas hexagonales
se ilustra en la figura 1.11a. La figura 1.11b muestra la formacion de nanocables de Ag
sintetizados con extracto acuoso de Cassia fistula mientras que la figura 1.11c muestra la
formacion de AuNPs esféricas, triangulares y hexagonales sintetizadas con el extracto acuoso de

hojas de Ocimum sanctum [87, 95].
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Figura 1.11 Mecanismo de crecimiento propuesto para la formacioén de nanoestructuras con diferentes

formas [37].
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Por lo tanto, dependiendo de la potencia de reduccion y de la disponibilidad de agentes
bioreductores y estabilizadores, las NPs biosintetizadas obtenidas pueden tener una mayor
proporcion de una forma particular. Todas estas observaciones sugieren que la formacién de NPs
con diferente morfologia es mas probablemente debido a la coalescencia de particulas mas
pequedias, las cuales tienden a reorganizarse para lograr una morfologia que sea mas estable. Sin
embargo, la diferente composicion de biomoléculas entre plantas individuales y las condiciones
de reaccion utilizadas durante la biosintesis podria resultar en la formacion favorable de NPs con

formas particulares [37].

1.10 Posibles compuestos responsables de la sintesis de nanoparticulas empleando plantas

Debido a la naturaleza compleja y vasta diversidad de los sistemas de las plantas, es una tarea
dificil identificar un compuesto particular que podria ser responsable de la formacion de NPs. Un
extracto contiene una gran cantidad de diversos compuestos orgdnicos cuya concentracion
depende en gran medida de las condiciones de extraccion tales como temperatura, cantidad de
planta, tiempo de permanencia y tipo de solvente. Se ha determinado que varios tipos de
compuestos pueden actuar como agentes reductores y estabilizadores entre los que se encuentran
terpenoides, polifenoles, alcaloides, acidos carboxilicos, alcoholes, carbohidratos, polioles,
acidos, flavonoides, aminoacidos, vitaminas, entre otros [25]. Es muy probable que el proceso de
bioreduccion de iones metalicos sea en realidad una interaccion de varios componentes activos
presentes en el extracto de la planta [37]. Los detalles de como cada uno de los compuestos de la
planta intervienen en el proceso de sintesis son discutidos con mds detalle en las siguientes

secclones.

1.10.1 Flavonoides

Los flavonoides son moléculas polifenodlicas solubles en agua que contienen 15 4tomos de
carbono, que pertenecen a la familia de los polifenoles. Los flavonoides se componen de 6
subgrupos: chalcona, flavona, flavonoles, flavanona, antocianinas e isoflavonoides. Junto con los
carotenos, los flavonoides son responsables de la coloracion de las frutas, verduras y hierbas. Los

flavonoides son por lo general solubles en agua y posiblemente son los principales componentes
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presentes en los extractos de las plantas, los cuales han participado en el proceso de bioreduccion
[96]. Jagajjanani y col, realizaron la caracterizacion mediante FT-IR del extracto de hojas de
Aegle marmelos antes y después de la sintesis de nanoparticulas de plata empleando AgNOs3
como agente precursor. El espectro resultante se muestra en la figura 1.12 en el cual se observan
los picos de los grupos funcionales presentes en ambas muestras [55]. Al comparar ambos
espectros se puede apreciar la supresion predominante en la region derecha (500-1500 cm™). Los
cambios de intensidad observados en las regiones de 1456-1600, 1315-1037 y 900-670 cm
indican la participacion de los grupos fendlicos en las reacciones de intercambio i6nico. Ademas,
algunos nuevos picos pequefios fueron encontrados en el espectro del extracto después de la
reaccion de reduccion, mientras que el pico de la banda de 3200-3600 cm’!, perteneciente a los
grupos hidroxilos libres, no muestra mucha variacion comparado con el espectro del extracto

puro debido a que estos grupos hidroxilo no participan en la reaccion de reduccion.
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Figura 1.12 Espectro FT-IR del extracto acuoso de hojas de Aegle marmelos a) antes y b) después de la
reduccion de AgNOs [55].
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Los flavonoides tienen la capacidad de donar electrones o d&tomos de hidrégeno. La biosintesis de
AgNPs por medio de la planta de albahaca se propuso ser iniciada por la luteolina, la cual es un
flavona comlin que se encuentra en las partes aéreas de la planta que liberan hidrégeno reactivo
que es responsable de la conversion de Ag* a Ag® [37]. Por lo tanto el contenido de flavonoides

en las plantas pudiera ser un indice para evaluar y seleccionar una planta para la sintesis de NPs.

1.10.2 Terpenoides

Los terpenoides pertenecen a la subclase de los prenilipidos, los cuales representan el grupo mas
grande de productos moleculares pequefnios sintetizados por las plantas. Los terpenoides
contribuyen al olor, sabor y color de algunas plantas, tales como la canela y el clavo [97]. Entre
los terpenoides mas comunes, presentes en las plantas, se encuentran el linalol y el eugenol. Este
ultimo es capaz de liberar un protéon por medio del grupo "OH vy transformarse a su forma
anionica. Ademas, se liberan dos electrones simultdneamente los cuales son los responsables de

la reduccion de los iones de oro y plata [37].

1.10.3 AzUcares reductores

Los azucares reductores tales como monosacaridos y oligosacaridos son polioles con grupos
aldehidos disociados [96]. La habilidad de diferentes azticares como agentes reductores para la
sintesis de NPs metalicas fue demostrado por Panigrahi y col [98]. Su estudio mostré que se
podian producir nanoparticulas de tamafio uniforme si se usaba fructuosa mientras que cuando se
us6 glucosa y sucrosa se generaron particulas de tamafio variable. La funcién de los azucares
reductores se demostrd cuando se us6 sucrosa como agente reductor, observandose que no hubo
produccion de AgNPs cuando se empled AgNO3 como agente precursor, mientras que las AuNPs
si se sintetizaron empleando, en este caso, HAuCls como agente precursor. Este fenomeno
sugiere que en lugar de la sucrosa no reductora, los compuestos realmente responsables de la
bioreduccion de nanoparticulas fueron la glucosa y fructuosa producidas por la sucrosa después

de ser hidrolizada por el acido cloroatrico.
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1.10.4 Proteinas

Debido a la estructura diversa de proteinas en comparacion con polioles, el caso de bioreduccion
por las proteinas es generalmente mas complicado. De acuerdo con el analisis FT-IR de las
nanoparticulas biosintetizadas, la presencia de amida I y amida II, asi como las bandas de
estiramiento C-O se observan con frecuencia, lo que indica la presencia de grupos funcionales de
proteinas [85]. Esto sugiere que las AuNPs se pueden unir a las proteinas a través de sus grupos
amino libres o iones carboxilato de los residuos de aminoacidos. De hecho, los residuos de
aminoacidos tales como arginina, cisteina, lisina y metionina se sabe que interactian con los
iones de Ag. Das y col, realizaron estudios de espectroscopia FT-IR para determinar que
compuesto fue el responsable de la reduccion de iones de plata (Ag") en nanoparticulas de plata
(Ag"), empleando un extracto de hojas de S. grandiflora [42]. Para ello obtuvo el espectro FT-IR
del extracto solo, en el cual se observaban distintos picos entre los cuales se localizo un pico que
puede ser asignado al —C-O-C- o al —C-O-. Los picos mds intensos fueron atribuidos a las
vibraciones C-N asi como a las bandas de las amidas I de las proteinas presentes en las hojas.
Ademas, se observé un pico ancho a 3419 cm’!, el cual fue asignado a las vibraciones O-H,
indicando la presencia de los grupos hidroxilo [87]. Posteriormente, se compar6 el espectro del
extracto con el obtenido de las AgNPs, mostrando solo cambios en la posicion, asi como en las
bandas de absorcion. Lo anterior indica que las AgNPs sintetizadas empleando el extracto de
hojas de S. grandiflora son cubiertas por las proteinas que tienen los grupos funcionales de

aminas, alcoholes, cetonas y acido carboxilico.

1.10.5 Acidos organicos y metabdlicos secundarios

Las plantas son capaces de sintetizar una variedad de metabolicos al ser expuestos con metales.
Estos metabolicos, particularmente amino acidos tales como prolina e histidina, péptidos como
glutadiona y acidos mugineicos se acumulan a concentraciones en el rango milimolar, por lo que
el contenido de estos metabdlicos pueden funcionar como agentes reductores para la sintesis de
NPs. Bindhu y col, determinaron que el acido ascorbico presente en el extracto de hojas de H.
cannabinus fue el responsable de la reduccion de AgNPs. Ademas, a medida que se incrementa el

contenido de acido ascérbico mayor nimero de NPs de tamafios pequenos fueron sintetizadas
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[43]. Otro tipo de acido con la capacidad de reducir iones metélicos para formar nanoparticulas es
el 4cido oxalico, el cual fue observado en el estudio realizado por Dwivedi y col, quienes
emplearon un extracto de hojas de Chenopodium album, que es una planta con un alto nivel de
acido oxalico, el cual actiia como agente reductor para la conversion de nitrato de plata y acido

aurico en sus correspondientes NPs [99].

1.11 Influencia de factores en la formacién de nanoparticulas por medio de plantas

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

el pH, la temperatura y concentracion del extracto.

1.11.1 Efecto del pH

Se ha demostrado que el tamafio y la forma de las NPs biosintetizadas podrian ser manipulados
mediante la variacion del pH de las mezclas de reaccion ya que es posible cambiar las cargas
eléctricas de las biomoléculas que pueden afectar a su capacidad de encapsulamiento y
estabilizacion y, subsecuentemente, el crecimiento de las NPs. Esto podria resultar en la
formacion favorable de nanoparticulas de ciertas formas en un intervalo de pH particular, por lo
que se podria lograr una mayor estabilidad. En un estudio de sintesis de nanoplatos de Au
empleando extracto de pera a temperatura ambiente, se mostré que la condicion alcalina parece
ser mas eficiente para la generacion de nanoplatos de Au de forma triangular y hexagonal,
mientras que a pH acido estas estructuras fueron dificilmente observadas [100]. El efecto del pH
en el tamano de AuNPs sintetizadas con biomasa de avena fue estudiado. Los resultados
mostraron que a valores de pH de 3 y 4 las AuNPs son mas pequeias, mientras que las
nanoparticulas mas grandes se observaron a un pH de 2. Lo anterior se debe a que a un pH de 2,
el proceso de agregacion de AuNPs para formar particulas més grandes se favorece por la
nucleacion para formar nuevas nanoparticulas. A pH de 3 y 4 pueden estar disponibles mas
grupos funcionales para que el Au(III) se enlace con la biomasa al mismo tiempo, lo cual permite
la subsecuente formacion de grandes cantidades de NPs con didmetros mas pequeiios. Sin

embargo, a pH de 5 la biomasa lleva una completa carga negativa debido a los grupos funcionales
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presentes en la biomasa tales como carboxilo. Por lo tanto, el [AuCl] cargado negativamente no
se aproxima facilmente a los sitios de enlace lo cual previene la union de Au(IIl) y su reduccion a
Au(0) conllevando a la formacion de menos nanoparticulas. La repulsion electrostatica también
pudiera prevenir el crecimiento y la agregacion, resultando en la formacion de NPs pequenas de

forma irregular [101].

Sin embargo, para la sintesis de AgNPs se ha observado otro comportamiento, tal y como lo
reportd Sathishkumar y col, quienes emplearon un extracto de Curcuma longa [102]. Los
resultados mostraron que se formaron AgNPs grandes para valores de pH pequefios, mientras que
las NPs pequenas y altamente dispersadas se formaron a mayores valores de pH. Lo anterior se
debe a que para pH alcalinos, un gran nimero de grupos funcionales cargados negativamente
estan disponibles para la unién de Ag, facilitando una mayor cantidad de Ag cationica para unirse
y formar un gran nimero de nanoparticulas con diametros mas pequefos debido a la mayor
tendencia de nucleacion en lugar de agregacion. Sin embargo, a pH acidos, las AgNPs se agregan

para formar nanoparticulas més grandes.

El efecto diferente del pH en el tamano de las NPs de Auy Ag puede ser atribuido a la diferente
forma de las especies metélicas en solucion, en el que el [AuCls], cargado negativamente y el
Ag’, cargado positivamente, podrian interactuar en una forma diferente con las biomoléculas a un
pH particular [37]. Sin embargo, existen investigaciones de AuNPs en las cuales se observa un
comportamiento diferente. Aromal y col, emplearon un extracto de T. foenum-graecum vy
evaluaron 4 diferentes valores de pH; los resultados de UV-Vis mostraron que para un pH=4 la
banda de absorcion fue ancha lo cual indica la polidispersividad de las NPs. A medida que se
incrementa el pH la banda de absorcion se vuelve mds aguda, de tal forma que para un pH=7 se
observo una banda de absorcion estrecha centrada a 530 nm, la cual es caracteristica de las NPs
esféricas monodispersas. Lo anterior fue corroborado por MET en donde se observéd la
morfologia esférica de las NPs y el incremento en el pH de la solucion conlleva a la disminucion
del tamafio de particula. Ademas, el tiempo de la reaccion también se ve favorecido ya que en el
caso de un pH= 4 se requiri6 de 294 min para la reduccion de las NPs, mientras que para un

pH=7 el tiempo para la reduccion fue de 7 min. [71]
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1.11.2 Efecto de la temperatura

Varios estudios han encontrado que el control de la temperatura, durante el proceso de sintesis
por medio de plantas es critico en el tamafio y forma de las NPs obtenidas. Lukman reportd que
exudados de semillas de Medicago sativa puede producir nanotriangulos de plata a temperaturas
mayores de 30 °C debido a la supresion de agentes controladores de la forma a temperaturas mas
bajas [85]. Otro ejemplo que muestra el rol crucial de la temperatura de reaccion en el proceso de
control de forma fue demostrado en la formacién de nanoalambres por medio del extracto de
hojas de Cassia fistula, en donde se observo que los nanoalambres de plata se formaron a
temperatura ambiente mientras que las NPs esféricas y nanorodillos cortos se obtuvieron a una
temperatura de 60 °C. En este caso, los autores sugirieron que la interaccion entre las
biomoléculas y la plata pueden cambiar a elevadas temperaturas y por lo tanto, dificultar la
coalescencia de NPs en solucion lo cual no es favorable en la formacion de los nanoalambres de
plata [87]. Con el objetivo de evaluar a detalle la influencia de la temperatura sobre las
caracteristicas de las AuNPs, Zhan y col, evaluaron 5 diferentes temperaturas de reaccion (30, 45,
60, 75 y 90 °C), para lo cual se mantuvo constante tanto el pH como la concentracion del
precursor acido cloroatrico. Los resultados se muestran en la figura 1.13, los cuales revelan que
la variacidon del tamafio tuvo una relacion inversa con la temperatura de reaccion ya que cuando
se empled una temperatura de 30 °C se obtuvieron nanoparticulas mayores a 200 nm debido a la
aglomeracion. Por otro lado, cuando la temperatura de reaccion fue de 90 °C, el tamafio promedio
de las AuNPs fue de 115 nm. Lo anterior se debe a que el incremento de la temperatura de
reaccion conlleva a la répida reduccion de los iones cloroauratos y la subsecuente nucleacion
homogénea, permitiendo la formaciéon de AuNPs de tamafio pequefio y una distribucion de

tamano estrecha. [90]
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Figura 1.13 Imagenes de MET que corresponden a las AuNPs sintetizadas a diferente temperatura de

reaccion de a) 30, b) 45, ¢) 60, d) 75 y e) 90 °C [90].

1.11.3 Relacion de extracto de planta a concentracion metalica

Como lo predice el modelo LaMer, la formaciéon de NPs pudiera pasar solo cuando la
concentracion del precursor esta dentro de un rango apropiado para la nucleacion. Sin embargo,
es la disponibilidad de los agentes reductores y estabilizadores los que determinan si esos
precursores metalicos pueden ser reducidos y finalmente conducir a la formacién de NPs [37].
Por lo tanto, la concentracion del extracto de la planta usado durante la sintesis, no debe pasarse
por alto ya que determina la extension de la reduccion y estabilizacion ejercida por las moléculas
que pueden afectar las formas y tamafios finales de las nanoparticulas. Esto fue demostrado por
Prathna y col, quienes sintetizaron AgNPs empleando extracto de Citrus limon. Los resultados
mostraron que se formaban NPs mas pequefias al incrementar la relacion entre el extracto y la
solucion metalica, lo cual puede deberse al incremento de la cantidad de agentes bioreductores
cuando se incrementa la dosis del extracto en el medio de reaccion[103]. Similares observaciones

fueron realizadas por Zayed y col, cuyos resultados se muestran en la figura 1.14, que es un
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espectro de UV-Vis de AgNPs sintetizadas empleando diferentes cantidades de extracto de Malva
parviflora que van de 0 a 0.8 ml. En primer lugar, no se observa ninguna banda de absorcion para
la muestra de extracto de Malva parviflora. Sin embargo, una pequefia banda de absorcion a 438
nm comienza a aparecer en el espectro de la muestra con 0.1 ml del extracto. Esta banda de
absorcion crece y se mueve ligeramente de 438 a 425 nm a medida que se incrementa la cantidad
del extracto. El incremento de la intensidad de los picos indica que la concentracion de AgNPs
aumenta, mientras que la simetria y absorcion estrecha del pico implica que la distribucion de
tamafio de las NPs es estrecha para cuando se incrementa la cantidad de extracto de Malva
parviflora. Ademas, el movimiento de la banda de absorcion indica que el tamafio de las AgNPs
disminuye a medida que se incrementa la cantidad del extracto. Lo anterior se debe a que a
medida que el contenido del extracto se incrementa, la velocidad de nucleacion homogénea
espontanea incrementa y un mayor nimero de niicleos son formados [57]. Por lo tanto, el nimero

final de particulas incrementa también y el tamafio de ellas disminuye.
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Figura 1.14 Espectro de absorcion de UV-Vis de las AgNPs en funcion de la cantidad de Malva

parviflora con una concentracion fija de AgNOs [57].

Por otra parte, la forma de las NPs también depende de la cantidad de extracto empleado, tal y

como lo demostr6 Song y col [97]. En este estudid se observo que la mayoria de las NPs
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formadas al emplear una concentracion de extracto >10% fueron esféricas mientras que cuando
se uso 5% del extracto se observaron estructuras en forma de placas. Shukla y col, reportaron que
la relacion de particulas esféricas a particulas triangulares o hexagonales incrementd con la
cantidad del extracto [104]. De estos hechos, se puede deducir que los iones metalicos prefieren
formar NPs esféricas cuando hay suficientes agentes estabilizadores disponibles en dosis altas de
extractos. Cuando se emplearon altas dosis de extracto, la disponibilidad de biomoléculas en
exceso resultdé en una fuerte interaccion entre los agentes protectores estabilizadores y las
superficies de las NPs, conllevando a la formacion de particulas esféricas mas estables. Ademas,
si esta interaccion se intensifica incrementando la concentracidon del extracto, el tamafio de las
NPs esféricas puede reducirse. Por otra parte, otras formas de NPs tales como estructuras
hexagonales y triangulares pueden formarse empleando concentraciones de extracto pequefias. Se
estima que las NPs pueden alcanzar un estado mayor de estabilidad transformandose a otras
formas o a través del alargamiento de las particulas si no hay suficientes biomoléculas para la

reduccién y estabilizacion [37].

Bindhu y col, realizaron un estudio a detalle del efecto de la concentracion del extracto en las
caracteristicas de las AgNPs, para lo cual se empled un extracto de hojas de Hibiscus cannabinus
como agente reductor y estabilizador y se evaluaron diferentes concentraciones del extracto. La
figura 1.15 muestra el espectro de UV-Vis de las NPs empleando 4 diferentes concentraciones del
extracto. Como se puede observar, el pico de absorbancia depende de la concentracion del
extracto ya que se vuelve mas definido a medida que la concentracion incrementa. Ademas, a
medida que la concentracion del extracto aumenta, el ancho de la banda disminuye y se aprecia
un desplazamiento indicando que el didmetro medio de las AgNPs disminuye. Dicho
desplazamiento y forma estrecha de la banda de resonancia indica la formacion de NPs esféricas,
ademads de una distribucion homogénea [43]. Por lo tanto, la influencia de la concentracion del
extracto sobre la sintesis de las NPs se debe a que a medida que la concentracion aumenta, mayor
cantidad de acido ascorbico esta disponible para reducir iones de plata y formar un gran niimero
de nanoparticulas muy pequefias, dando como resultado una fuerte e intensa banda de absorcion.
Por otra parte, en la figura 1.15 se puede observar el cambio de color de las nanoparticulas
preparadas para las diferentes concentraciones del extracto de H. cannabinus. Dicho cambio se

debe a que a medida que la concentracidon incrementa, mayor numero de biomoléculas estdn
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disponibles en el extracto, las cuales seran utiles en el proceso de reduccion, resultando en un

color mas intenso.

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 1.15 Espectro de UV-Vis de las AgNPs a diferentes concentraciones del extracto de hojas de H.
cannabinus (a, b, ¢, d vs 1, 2, 4 y 5 ml, respectivamente) [43].

1.12 Aplicaciones de las nanoparticulas de plata 'y oro

Las NPs metalicas sintetizadas por métodos verdes tienen mas aplicaciones que las obtenidas por
métodos quimicos. Esto se debe a que la sintesis verde no utiliza sustancias toxicas o peligrosas,
por lo que las NPs pueden ser aplicadas en el area de la medicina. Las NPs de plata y oro pueden
utilizarse en diagndsticos, dispositivos quirdrgicos, farmacos, agentes antimicrobianos, catalisis,
tratamiento de agua, entre otros [105]. Es bien sabido que los iones Ag" y compuestos basados en
Ag tienen fuertes efectos antimicrobianos, y muchos investigadores estan interesados en el uso de
otras NPs inorgénicas como agentes antibacterianos. Estas nanoparticulas inorganicas tienen una
clara ventaja sobre agentes antimicrobianos quimicos convencionales ya que el area de superficie
mas grande, como en el caso de las nanoparticulas, garantiza un aumento en las interacciones
probables con la superficie de las células en cuestion [106]. Debido a estas excelentes y Unicas

propiedades de las AgNPs, sus aplicaciones han incrementado considerablemente, asi como su
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estudio en nuevos campos. Entre las aplicaciones de las AgNPs se encuentran la biomedicina,
catalisis, tratamiento de agua, entre otros. Por otro lado, desde hace 400 afios las AuNPs han sido
usadas para el tratamiento de ciertas enfermedades. En la actualidad las AuNPs pueden ser ttiles
en muchas aplicaciones, tales como biomedicina, catalisis, biosensores, dispositivos electronicos

y magnéticos.

1.12.1 Biomedicina

Una de las aplicaciones mdas conocidas de las AgNPs es como agentes antimicrobianos. En
general, el mecanismo antimicrobiano de los agentes quimicos depende de la unidén especifica
con la superficie y el metabolismo de los agentes en el microorganismo. Varios microorganismos
han desarrollado resistencia a los medicamentos durante muchas generaciones, por lo tanto, se
necesita una forma alternativa para superar la resistencia a los farmacos de diversos
microorganismos, especialmente en dispositivos médicos. Los iones Ag" y sales de Ag se han
utilizado durante décadas como agentes antimicrobianos en varios campos debido a su capacidad

inhibidora del crecimiento contra los microorganismos [40].

El mecanismo de inhibicién de microorganismos mostrado por las AgNPs no esta del todo claro.
Algunos trabajos sugieren que las AgNPs pueden atacar la superficie de la membrana celular
alterando las funciones de permeabilidad y respiracion de los microorganismos [107]. Sondi y
Sondi, informaron de que la actividad antimicrobiana de las AgNPs sobre las bacterias Gram-
negativas era dependiente de la concentracion y estaba estrechamente asociado con la formacion
de picaduras en la pared celular de las bacterias. Después de esto, las AgNPs se acumulan en la
membrana bacteriana y causa la permeabilidad, lo que resulta en la muerte celular [108].
Ademas, la forma de la nanoparticula también juega un papel importante en sus propiedades
antibacteriales, tal y como lo demostrd Pal, a través de las interacciones de Escherichia coli con
las AgNPs. Este estudio reveld que los nanotridngulos truncados tienen una actividad mas fuerte

comparados con las nanoparticulas esféricas y nanorodillos [109].

Otra de las aplicaciones de las AgNPs dentro del campo de la biomedicina es su aplicacion en el

tratamiento de cancer. Prabhu y col, emplearon un extracto de hojas de Vitex negundo como
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agente reductor y estabilizador para sintetizar AgNPs, las cuales fueron usadas como un agente
antitumor en células cancerigenas de colon humano [54]. Dicha planta tiene usos en el
tratamiento del cancer, sin embargo la eficiencia de la inhibicion del crecimiento de las células
cancerigenas se observo notablemente favorecida cuando se emplearon las nanoparticulas, ya que
un 50% de inhibicion de las células se alcanzé cuando se empled una concentracion de 20 pg/ml,
mientras que se requirié una concentracion de 150 pg/ml de extracto de hojas unicamente para
alcanzar el mismo porcentaje de inhibicion [54]. Con lo anterior se puede sugerir que las AgNPs

sintetizadas por un método verde pueden ser empleadas en el tratamiento de cancer de colon.

Los farmacos con NPs tienen ventajas comparados con los farmacos convencionales [110]. Los
farmacos con NPs tienen una extensa vida media, tiempos de circulacion mayores y pueden
transportar una alta concentracién de un potente firmaco al lugar donde se necesita [1]. El
tamafio de la nanoparticula del farmaco y sus caracteristicas superficiales pueden ser modificados
para alcanzar las caracteristicas deseadas. Como el farmaco con NPs no es capaz de circular
ampliamente, sus efectos secundarios se reducen y una alta concentracion localizada se puede
alcanzar en el lugar que se requiere. En vista de la gran area superficial por unidad de masa de las
NPs, la carga o cantidad del farmaco puede ser relativamente alta. Los farmacos con NPs se
suspenden facilmente en liquidos y son capaces de penetrar profundamente en organismos y
tejidos [1]. Las AuNPs han emergido como una nueva forma para transportar firmacos a través
de sistemas de liberacion de medicamentos, debido a su baja toxicidad, gran area superficial y
estabilidad. Su aplicacion en sistemas de administracion de farmacos para tumores ha sido
exitosamente demostrada en algunos estudios. Paciotti y col, encontraron que la eficiencia de una
proteina anticancer en contra de la necrosis del tumor incrementd cuando contenia nanoparticulas
de oro [111]. Ganeshkumar y col, sintetizaron nanoparticulas de oro empleando un extracto de
Punica granatum como agente reductor y estabilizador; posteriormente evaluaron los efectos de
las nanoparticulas al adicionarles un agente para el tratamiento de cancer de mama. Los
resultados mostraron una mayor eficiencia del farmaco que contiene AuNPs, en comparacidon con
el mismo farmaco solo [70]. Las AuNPs también se han utilizado en la terapia en contra del
cancer debido al efecto fototérmico que muestran. Lo anterior fue demostrado por Huang y col,
quienes usaron nanoparticulas de oro cubiertas con un anti receptor de crecimiento epidérmico,

empleado en la terapia en contra de células cancerigenas HSC3 (Carcinoma de células
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escamosas). La eficiencia de terapia fototérmica se vio favorecida 20 veces, debido al efecto de
calentamiento local inducido por las nanoparticulas de oro cuando son irradiadas con luz [112].
Por lo tanto, las AuNPs sintetizadas empleando un agente reductor y estabilizador natural son una

excelente alternativa para estas aplicaciones, debido a su baja toxicidad y biocompatibilidad.

1.12.2 Catalisis y tratamiento de agua

Se ha comprobado que las AgNPs tienen excelentes actividades cataliticas para algunas
reacciones tales como la oxidacion de metanol a formaldehido y etileno a 6xido de etileno.
Ademas, el recubrimiento de fibras de carbon activado con AgNPs puede proveer funciones
antimicrobianas en filtros de aire y agua y ademds lograr la remocidén de gases contaminantes
[37]. El uso de AgNPs, sintetizadas por métodos verdes, parece tener mas ventajas para reducir la
carga microbiana en el agua debido a su bajo costo de produccién y bajo riesgo de causar
contaminacion secundaria como resultado del uso de quimicos peligrosos en el proceso de
sintesis. Krishnaraj y col, sintetizaron AgNPs, con un tamafio de 20-30 nm, empleando un
extracto de hojas de A. indica; las nanoparticulas obtenidas fueron empleadas en el tratamiento de
agua, mostrando excelente actividad antimicrobiana en contra de patdgenos presentes en el agua,
como E.coli y Vibrio cholera, a través de la alteracion de la permeabilidad y respiracion de las

células bacterianas [113].

Por otro lado, tanto las NPs de plata como las de oro han sido empleadas exitosamente en la
degradacion de solventes organicos tales como azul de metileno y naranja de metilo [52, 69]. Este
tipo de compuestos son utilizados en las industrias textiles, alimenticia y papelera [114, 115].
Una de sus principales aplicaciones es proporcionar color, sin embargo, estas sustancias son
toxicas y al ser desechadas provocan severos dafios ambientales por lo que es necesaria su
degradacion. Los métodos de degradacion, incluyendo filtracion, absorcion y biodegradacion, son
costosos y poco eficientes [116]. Las propiedades unicas de las AuNPs y su habilidad para
catalizar reacciones a baja temperatura, tales como la oxidaciéon de CO y de hidrogenacion han
atraido el interés para su investigacion. Ademds, la actividad catalitica de las AuNPs es

dependiente de su tamafio y forma. Por ejemplo, se ha observado que las nanoesferas de oro
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catalizan la reduccion de compuestos aromaticos con una mayor velocidad que cuando se

emplean nanoprismas y nanorodillos [117].

Por otro lado, Aromal y col, sintetizaron AuNPs empleando el extracto de semillas de Trigonella
foenum-graecum como agente reductor y estabilizador. Las nanoparticulas obtenidas fueron
utilizadas para estudiar su actividad catalitica en la reaccién de reduccion de 4-nitrofenol a 4-
amonofenol por medio de NaBH4. Se observo que para el caso en el que no se agregaron NPs, la
reaccion no sucedié completamente, mientras que cuando se emplearon AuNPs, la reaccion se
completd en aproximadamente 7 minutos. Después de la adicion de las AuNPs, el electron
donador (BHa4 ") y el electron receptor son absorbidos en la superficie de las NPs y la reduccion
catalitica comienza por la transferencia de electrones de BHa4™ a ion 4-nitrofenolato. [71] Por lo
tanto las AuNPs facilitan la reaccion de reduccion disminuyendo la energia de activacion de la
reaccion y funcionando como catalizador. Ademads, también se observd que la reduccion
incrementa a medida que el tamafio de las nanoparticulas de oro disminuye, mostrando una
mayor actividad. Lo anterior se debe a que cuando el tamafio de las nanoparticulas disminuye,
hay un incremento en el nimero de 4tomos de oro de baja coordinacion, lo que promueve la
absorcion de los reactivos en la superficie catalitica y facilita la reduccion. Por lo tanto el tamano
de las NPs es un factor importante en la determinacion de la actividad catalitica. Las AuNPs
también han sido utiles en la purificacién de agua. Las nanoparticulas de metales nobles tienen la
capacidad de mineralizar los pesticidas a haluros y carboén amorfo. Las AuNPs son también ttiles
para la remocion de metales pesados a través de la formacién de aleaciones con diferentes
composiciones tales como AusHg, AuHg y AuHgs y por lo tanto pueden ser usados para la
remocion de iones Hg en agua [118]. La aplicacion de las AuNPs por medio de plantas en la
purificacion de agua vale la pena explorarse ya que también ayuda a reducir las descargas de

residuos agricolas.

1.12.3 Biosensores

Las NPs también han sido utilizadas para la deteccion basada en espectroscopia Raman. Tan y

col, reportaron la deteccion de aniones perclorato y cianuro usando AgNPs funcionalizadas con

grupos amino y amida, alcanzando limites de deteccion de 8 y 7 ppb, respectivamente [119]. Por
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otra parte, Yao y col, encontraron una nueva estrategia para la identificacion y determinacion de
Co*" en solucién acuosa, usando AgNPs biofuncionalizadas. Lo anterior se debe a que las AgNPs
se agregan en solucion cuando el ion Co*" esta presente, resultando en un apreciable cambio de
color, de amarillo a rojo y en sus propiedades de absorcién. La misma respuesta selectiva fue
obtenida para el caso en que se involucraron otros iones tales como Fe?*, Mn**, Hg?", Ni**, Cd*",
Cu**, Zn*" y Pb* [120]. El ion Ba®" en solucién también ha sido identificado empleando
compuestos éter modificados con AgNPs [121]. Los anillos éter se ubican en la superficie de las
nanoparticulas y proporcionan un buen sitio de coordinacién para los iones Ba®'. Por lo tanto,
después de la adicion de los iones, se produce un cambio, de color de amarillo a rojo, debido a la
agregacion de las AgNPs. Otros iones, tales como Li*, Na*, K*, Cs*, Mg?*, Ca>" y Sr**, fueron
probados para su identificacion, sin embargo solo con el Ba®" se observo un cambio rapido de
coloracion. Las propiedades fisicas y Opticas de las AuNPs han llevado al crecimiento del campo
de investigacion de biosensores. El fenomeno de agregacion de las AuNPs funcionalizadas con
diferentes grupos quimicos es una técnica util para sistemas de deteccion ya que dicho fenomeno
ocasiona un movimiento en el espectro acompafiado por un cambio de coloracion. La deteccion
de proteinas por medio de pruebas colorimétricas, basadas en AuNPs, han sido estudiadas tal y
como lo hicieron Vilela y col, empleando moléculas funcionalizadas con AuNPs para detectar
trombina, que son enzimas que juegan un papel muy importante en la coagulacion de la sangre,
trombosis y haemostasis. Cuando las moléculas funcionalizadas con AuNPs reaccionan con la
trombina, el resultado es la agregacion de las nanoparticulas inducida por los dos sitios de enlace
que tiene la trombina y por lo tanto un cambio de color en las muestras, de rojo a azul, se puede

observar [121].

También se han desarrollado sensores quimicos de cationes metalicos tales como potasio, litio y
metales pesados toxicos como mercurio, plomo y cadmio. Orendorff y col, reportaron que la
sensibilidad de deteccion derivada de las NPs esféricas no fue suficientemente fuerte, mientras
que nanoparticulas de formas irregulares mostraron propiedades novedosas y puede proporcionar
mayor sensibilidad de deteccion biologica. Se encontré que la sintesis de nanoparticulas por
medio de plantas puede producir nanoestructuras de forma irregular debido a la complejidad de

los agentes reductores y estabilizadores [122].
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Por lo tanto, en el presente trabajo se seleccionaron extractos de nueve diferentes plantas, las
cuales tienen en su composicion quimica compuestos que pueden reducir las sales metalicas de
plata y oro y a su vez estabilizar los productos para formar nanoparticulas. Algunos de los
parametros descritos anteriormente fueron evaluados con el objetivo de optimizar las
caracteristicas de las nanoparticulas tales como tamafo, forma y distribucion. Las nanoparticulas
metdalicas tienen un gran numero de aplicaciones debido a sus propiedades tUnicas; Las
nanoparticulas de plata obtenidas en este trabajo se evaluaron como agentes antibacteriales.
Ademas, se evaluaron las propiedades cataliticas de las nanoparticulas de plata, oro y bimetélicas

plata-oro.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen las etapas llevadas a cabo durante la experimentacion, las cuales se
representan en el diagrama de flujo de la figura 2.1. Como primera etapa se seleccionaron las
plantas originarias de la region y de gran abundancia para posteriormente, obtener los extractos
de las hojas, siguiendo con la correspondiente caracterizacion. Posteriormente, se prepararon las
soluciones con las sales metélicas precursoras. Una vez preparados tanto los extractos como las
soluciones precursoras, se llevd a cabo la sintesis de las nanoparticulas, las cuales seran

caracterizadas por UV-Vis, FTIR, MEB, DR-X y MET.

Seleccién de plantas

Preparacion de extractos

Caracterizacion por FT-IR

Preparacion de las soluciones
precursoras

Sintesis de nanoparticulas monoy
bimetalicas

Caracterizacion por UV-Vis, FT-IR,
DR-X, MEB y MET

Propiedades Cataliticas
y Antibacteriales

Figura 2.1 Diagrama de flujo de la experimentacion llevada a cabo.
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2.1 Seleccién de plantas

Las plantas que se emplearon son tipicas del estado de Michoacan, por lo que adquisicion es

facil. Las plantas seleccionadas tienen en su composiciéon quimica, compuestos organicos que

sugieren su potencial uso para la sintesis de nanoparticulas metalicas. Las plantas empleadas son:

taray, estafiate, cedron, mirto, nispero, diente de ledn, higo, tronadora y toronjil las cuales se

describen a continuacion.

a)

b)

d)

Tamarix gallica. Su nombre comtn es taray y ha sido empleada como anti-inflamatorio y
para el tratamiento de reumatismo. Sus hojas poseen flavonoides, alcaloides, azucares
reductores, quinones y taninos, los cuales han mostrado propiedades antioxidantes o

reductoras [123].

Artemisia ludoviciana. Su nombre comun es estafiate; esta planta es cominmente usada
en la medicina tradicional para tratar dolores y problemas estomacales. Sus hojas

contienen varios flavonoides y compuestos fendlicos con capacidad antioxidante [124].

Aloysia triphylla. Su nombre comtn es cedron; es un arbusto ramificado y aromatico
hasta de 3m de altura, con el tallo rojizo y aspeo, recorrido por rayas. Tiene las hojas
verdes, aromaticas, alargadas y angostas, pegadas al tallo. Las flores blancas, se agrupan
en espigas muy floreadas. Los frutos son dos nueces pequenas. Existe un reporte sobre A.
trphylla en el que se indica la presencia de un aceite esencial, de alcaloides y taninos en
las hojas, los cuales pueden reducir iones metalicos para formar nanoparticulas [125,

126].

Salvia microphylla Kunth. Cominmente conocido como mirto. Esta planta ha sido poco
investigada. Lo poco que se sabe es que es usado en la medicina tradicional mexicana

debido a sus propiedades curativas principalmente para trastornos digestivos.

Eriobotrya japonica. Su nombre comun es nispero.. Las hojas pueden tener forma ovada
o ser un poco alargadas, miden entre los 8 y los 25 cm, son lustrosas por el anverso y

peludas por el reverso. En las hojas de Eriobotrya japdonica se han detectado los
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g)

h)

sesquiterpenos loquatifolin A, y cuatro derivados glicosilados de herolidol, los triterpenos
acido maslinico, su éster metilico, el 4cido tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico, 4cido ursolico y
su derivado hidroxilado y los flavonoides hiperdsido y rutin, mostrando una alta

capacidad antioxidante [127].

Taraxacum officinale. Su nombre es diente de leén. Es una hierba que mide 30cm de
altura, con las hojas en la base del tallo y colocadas en roseta. Las flores se encuentran en
la parte terminal de la planta en una cabezuela amarilla rodeada de hojitas modificadas.
Esta planta se caracteriza por la presencia de terpenos, en las hojas se han detectado el
sesquiterpeno glucosido del acido taraxindico; los carotenoides crisantemaxantin,
flavoxantin, cis y trans lutein-5-6-epoxido; la cumarina cumestrol y el bencenoide acido

para-hidroxi-fenil-acético [128].

Ficus carica. Se conoce comiinmente como higo. Sus hojas y frutos han sido utilizadas en
el tratamiento de enfermedades de la garganta, diabetes, entre otras. La actividad
antioxidante o reductora del extracto de hojas de higo ha sido atribuida al contenido de

flavonoides y compuestos fenolicos presentes en las hojas [129].

Agastache Mexicana. Su nombre comun es tronadora y es usada en el tratamiento de
desordenes gastricos, digestivos, cardiovasculares, insomnio y diabetes. Sus hojas tienen
un alto contenido de compuestos fenolicos y flavonoides tales como quercetin y hesperitin

los cuales han mostrado potencial antioxidante [130].

Tecoma stans. Su nombre comun es toronjil. Es usada para tratar desordenes digestivos,
diabetes e hipotension arterial. Algunos estudios acerca de su composicion quimica
revelan la presencia de compuestos organicos tales como los alcaloides tecomina y

tecostatina [131].

2.2 Preparacion de extractos

La figura 2.2 muestra el diagrama de los pasos a seguir para la elaboracion de los extractos. Una

vez seleccionadas las plantas, se recolectaron las hojas y lavaron varias veces con agua destilada
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para remover polvo y otras sustancias indeseadas, que puedan afectar el proceso de sintesis.
Posteriormente, se dejardn secar a la sombra durante 10 dias para eliminar la humedad presente
en las hojas. Las hojas se trituraron en un mortero de porcelana hasta obtener particulas finas, de
las cuales se pesaran 2 gr para preparar los extractos, colocandolos en un vaso de precipitados de
250 ml junto con 100 ml de agua destilada. La cantidad remanente de hojas trituradas se coloca
en un recipiente hermético y se almacena para posibles usos posteriores. La mezcla de las hojas

trituradas con el agua destilada fue calentada para obtener el extracto.

Lavadoy

secado - /":__._

Seleccidon Trituracion

Calentamiento |

Extracto Mezclado

Figura 2.2 Secuencia para la obtencion de los extractos de las diferentes plantas.

Los diferentes experimentos a realizar se muestran en la tabla 2.1, en los cuales se variaron tanto
la temperatura como el tiempo de permanencia del extracto a la temperatura seleccionada. Todos
los experimentos se llevaron a cabo con cada una de las plantas seleccionadas. Posteriormente, la
mezcla serd filtrada con papel filtro No. 1 para separar las particulas sdlidas del extracto.
Finalmente, el extracto acuoso serd almacenado a una temperatura de 4°C para sus posteriores

aplicaciones.
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Tabla 2.1 Experimentos a realizar para la obtencion de diferentes extractos

Experimento | Peso de | Volumen de | Temperatura | Tiempo
Hojas agua (°C) (min)
(20) (ml)
1 15
Temperatura
2 30
ambiente
3 60
4 15
5 40 30
6 60
1,2,3 100
7 15
8 60 30
9 60
10 15
11 80 30
12 60

2.3 Preparacion de las soluciones precursoras

Las sales precursoras para sintetizar nanoparticulas de plata y oro fueron nitrato de plata
(AgNO3) y acido cloroaurico (HAuCls), respectivamente; ambos de la marca sigma-aldrich. Estas
sales se colocaron en solucioén acuosa en un vaso de precipitado de 250 ml conteniendo 100 ml de
agua destilada. Las concentraciones empleadas fueron 1, 3, 5, 7 mM de cada una de ellas. Para
determinar la masa que se empled para cada una de las concentraciones anteriores se utilizo la

siguiente formula 2.1.

M = —— (2.1)

Donde:

M es la concentracion molar de la solucidon en mol/lt
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m es la masa del soluto, en este caso de sal precursora
v es el volumen de solucion en ml

PM es el peso molecular de las sales empleadas en gr/mol.
La tabla 2.2 muestra la cantidad de sal requerida para obtener las concentraciones mencionadas
anteriormente. El peso molecular del nitrato de plata fue de 169.87 g/mol, mientras que el del

acido cloroaurico fue de 339.785 g/mol.

Tabla 2.2 Condiciones empleadas para preparar las soluciones de sales precursoras

Sal precursora | Molaridad | Masa de sal | Volumen de agua | Concentracion

(mM) (gr) (ml) (mg/ml)

AgNO3 1 0.01698 0.1698

3 0.05096 0.5096

5 0.08493 0.8493

7 0.11890 1.1890

AuHCl4 1 0.03397 100 0.3397

3 0.10193 1.0193

5 0.16989 1.6989

7 0.23784 2.37884

2.4 Sintesis de nanoparticulas

La reaccion de sintesis de las nanoparticulas se llevd a cabo mezclando la solucién de sal
precursora con el extracto de la planta seleccionada. Primeramente, se evalud el efecto de la
concentracion de sal precursora manteniendo fijo el volumen de extracto. Posteriormente, se
selecciono la concentracion que mostrd los mejores resultados y el volumen de extracto se varid
de 1 a 5 ml. Ademas, para algunas plantas, se vari6 la temperatura, llevando a cabo la sintesis de
nanoparticulas a temperatura ambiente, 50 y 75 °C. Todos estos parametros fueron evaluados con

el fin de determinar su relevancia en la reaccion de la sintesis de nanoparticulas.
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Para el caso de las nanoparticulas bimetélicas, inicamente se utilizaron las plantas que mejores
resultados mostraron en la sintesis de nanoparticulas monometalicas, es decir, Aloysia Triphylla,
Tamarix gallica y Salvia microphylla kunt. Posteriormente, el extracto que mostr6 el mejor
comportamiento fue seleccionado para evaluar algunas variables importantes; en este caso, se
varid la relacion de sales precursoras, AgNO3:HAuCls4 y posteriormente se evaluo el tiempo de
adicion de la sal de oro, en la mezcla conteniendo la solucion de plata y el extracto de la planta,

llamado tiempo de espera. Las condiciones empleadas en este caso se muestran en la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Condiciones empleadas para la sintesis de nanoparticulas bimetalicas.

Volumen Volumen  solucion | Volumen  solucion | Relacion Tiempo  de
extracto (ml) | precursora  AgNOs | precursora  AuHCls | AgNO3:HAuCls | espera
(ml) (ml) (min)
2 3:1
3 2:1
6 1:1 15
12 1:2
18 1:3
5 6
15
30
18 1:3
45
60

2.5 Obtencion de las nanoparticulas

Una vez concluida la reaccion de sintesis de las NPs, se llevo a cabo un proceso de lavado para lo
cual se realizd una dispersion por ultrasonido de las muestras con el objetivo de eliminar el
exceso de sal precursora y de material organico proveniente del extracto. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas a una velocidad de 10 000 rpm para precipitar las nanoparticulas

obtenidas; el sobrenadante fue extraido y eliminado. Finalmente, se adicion6 agua destilada para
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repetir el proceso de dispersion y centrifugacion en tres ocasiones para cada muestra obtenida.
Las muestras obtenidas fueron almacenadas a una temperatura de 4 °C, aproximadamente, para

su posterior caracterizacion.

2.6 Propiedades antibacteriales

La evaluacion de las propiedades antibacteriales se llevd a cabo empleando el método de difusion
de disco, que es el mas empleado y el cual consiste en la inoculacion de una cantidad
estandarizada de bacterias sobre la superficie de una placa. A continuacion se colocan discos de
papel filtro, impregnados con concentraciones conocidas de los diferentes inhibidores. Se incuba
la placa durante 24 horas a 37 °C y luego se miden los didmetros de las circunferencias formadas,
las cuales determinan las zonas de inhibicion de crecimiento de las bacterias. Los resultados se
expresan como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente sensible (I) y Resistente (R). La
bacteria empleada fue salmonella entérica, la cual ha mostrado resistencia a diversos farmacos.
Se evaluaron distintas concentraciones de nanoparticulas para observar su comportamiento y

determinar la concentraciéon minima de nanoparticulas.

2.7 Propiedades cataliticas

La actividad catalitica de las nanoparticulas de plata, oro y bimetalicas plata/oro fue analizada por
medio del estudio de la degradacion de solventes organicos, azul de metileno y naranja de metilo.
Los solventes se emplearon en solucidon acuosa a una concentracion de 1 mM. Para llevar a cabo
este analisis se mezclaron 2 ml de solvente, 1 ml de solucion conteniendo las nanoparticulas y 0.1
ml de NaBHs (0.1 mM). Dicha mezcla fue monitoreada por medio de UV-Vis, obteniendo los

espectros en intervalos de 30 s hasta que la banda del solvente desaparece por completo.

2.8 Técnicas de caracterizacion

Debido al tamafio y propiedades mostradas por las nanoparticulas, se requieren de técnicas

especificas que ayude a determinar la formacidn y caracteristicas de las mismas. Por lo tanto se

llevaron a cabo distintas técnicas de caracterizacion durante la experimentacion realizada, entre
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las que se encuentran la espectroscopia infrarroja, espectroscopia de absorcidén Ultra-violeta-

visible y Microscopia electronica de barrido y transmision, las cuales se describen a continuacion.

2.8.1 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas tienen frecuencias a las
cuales rotan y vibran, es decir, los movimientos de rotacion y vibracion moleculares tienen
niveles de energia discretos (modos normales vibracionales). Las frecuencias resonantes o
frecuencias vibracionales son determinados por la forma de las superficies de energia potencial
molecular, las masas de los dtomos y, eventualmente por el acoplamiento vibronico asociado.
Para que un modo vibracional en una molécula sea activa al IR, debe estar asociada con cambios

en el dipolo permanente.

Los extractos acuosos de las plantas seran evaluados por medio de esta técnica, ya que nos
permitird conocer los grupos funcionales presentes en los extractos. Una vez realizada la reaccion
de reduccion, los productos se someterdn a esta técnica para analizar nuevamente los grupos
funcionales presentes y por medio de una comparacion, entre los espectros antes y después de la
sintesis de nanoparticulas, relacionar y deducir que compuestos funcionaron como agentes

reductores.

2.8.2 Espectroscopia de absorcién Ultra-violeta-visible (UV-Vis)

Esta técnica es de gran relevancia en el estudio de las nanoparticulas suspendidas en solucion
(coloides), debido a que se puede realizar el andlisis de muestras liquidas y las corridas son
relativamente rapidas. Esta espectrofotometria utiliza radiaciones en el campo de UV entre 80 a
400 nm, principalmente de 200 a 400 nm (UV cercano) y de luz visible de 400 a 800 nm, por lo
que es de gran utilidad para caracterizar las soluciones en la region ultravioleta-visible del
espectro. En la espectroscopia UV-Vis en su forma mas simple, una muestra es colocada entre
una fuente de luz y un fotodetector, midiéndose la intensidad del haz de luz antes y después del
paso del haz a través de la muestra. Cada espectro es corregido utilizando un “blanco”, es decir el

espectro Unicamente del medio de dispersion, para garantizar que las caracteristicas espectrales
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de la muestra de estudio no estén alteradas por las del medio de dispersion. Las nanoparticulas
metalicas, como las de oro y plata, tienen la caracteristica de que interactian de manera muy
importante con ciertas longitudes de onda de la luz, exhibiendo una banda de absorcion
caracteristica en el UV-Vis, la cual no estd presente en el espectro del metal a granel. Esta banda
de absorcion se encuentra en un rango de 380-450 nm para las nanoparticulas de plata, mientras
que para las nanoparticulas de oro se encuentra en 520-560 nm. Por lo tanto, esta técnica sera de
gran importancia para determinar la formacion de nanoparticulas, ademds de que por medio de
los cambios observados en los espectros se puede determinar cambios en la concentracion, forma

y tamafo de las nanoparticulas metalicas.

2.8.3 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica es una de las mas empleadas para el andlisis de los nanomateriales. Debido a su
capacidad de resolucion es posible determinar caracteristicas de las nanoparticulas tales como
concentracion, tamafo, forma y dispersion. Ademads, es posible realizar un analisis quimico para
determinar la composicion de las muestras. En el presente trabajo, este analisis se llevo a cabo
colocando un par de gotas de la solucién conteniendo las nanoparticulas en un portamuesttras de

carbono.

2.8.4 Microscopia electrénica de transmision (MET)

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en el estudio de los nanomateriales debido a su gran
capacidad de resolucion (0.21 nm), y a las amplificaciones con las cuales se puede trabajar
(1X10% - 2X10° x). Debido al tamafio tan pequefio del orden nanométrico de las nanoparticulas,
una imagen que refleje claramente la morfologia y el tamafo de esta clase de particulas solo
puede obtenerse haciendo uso del microscopio electronico de transmision. Actualmente el
microscopio electrénico de transmisiéon es una herramienta muy versatil que permite no
solamente obtener las caracteristicas morfologicas de las particulas sino también el arreglo
atomico de la red cristalina ademas de obtener informacién quimica de las nanoestructuras
permitiendo asi una caracterizacion mas completa. Una parte primordial para el estudio de los

materiales por MET es la preparacion de la muestra. En este caso, unas gotas de la suspension
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después de la reaccion seran depositadas directamente en las rejillas de cobre con recubrimiento
de carbon amorfo. Mediante esta técnica se pueden corroborar los resultados obtenidos por UV-

Vis en lo referente al tamafio, forma y composicién quimica des nanoparticulas.

2.8.5 Difraccion de rayos-X

Todas las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente hasta obtener polvos llevar a cabo un
analisis por difraccion de rayos-X, en donde se emple6 un difractoémetro de la marca SIEMENS
D5000, que trabaja con una radiacion Ko de Cu y una longitud de onda de 1.5406 A para lo cual
las muestras fueron colocadas en un portamuestra de vidrio y corridas en un rango angular de 20
hasta 80° empleando un tiempo de 15 segundos por paso para obtener una mejor coleccion de

datos durante el analisis.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo contiene los resultados obtenidos en la sintesis verde de nanoparticulas
monometalicas de plata y oro y bimetalicas plata-oro, empleando los extractos de las diferentes
plantas seleccionadas. Ademas, se presenta una discusion acerca de los resultados en
comparacion con los reportados en los Ultimos afios. Finalmente se muestra y discute la

capacidad antibacterial y catalitica de las nanoparticulas sintetizadas.

3.1 Sintesis verde de nanoparticulas monometélicas

3.1.1 Nanoparticulas de plata

Una de las formas mas simples de determinar la sintesis de nanoparticulas es por medio de la
espectroscopia UV-Vis. Esto se debe al efecto que causan las radiaciones luz y ultravioleta que se
presenta sobre toda estructura con confinamiento cudntico, el cual es llamado la resonancia del
plasmoén superficial (SPR). La figura 3.1 muestra los espectros de UV-Vis antes y después de la
reaccion de sintesis al emplear los extractos de las diferentes plantas seleccionadas y empleadas
en este trabajo. La figura 3.1a muestra los espectros de los extractos de las diferentes plantas,
como se puede observar, todos muestran bandas de absorcion en un rango de 200 a 400 nm. El
ancho de dicha banda estd directamente relacionado a la concentracion de los extractos e incluso
existe la posibilidad de que estas sean el resultado del traslape de varias bandas. En algunos
casos, como el de Agastache mexicana y Salvia microphylla, se alcanzan a definir dos bandas
diferentes, la primera entre 200 y 300 nm y la segunda entre 300 y 350 nm. En todos los
espectros puede observarse que no hay ninguna banda situada entre 400 y 500 nm, que es el
rango en el cual puede aparecer la banda de absorcion tipica de las AgNPs. La figura 3.1b
muestra los espectros obtenidos después de realizar la sintesis de nanoparticulas. La relacion en
todos los casos fue de 5 ml de extracto con 10 ml de solucion de AgNO3 (3mM). Como se puede
apreciar, no todos los extractos mostraron capacidad reductora como en el caso de Artemisia
ludoviciana (estafiate) y Taraxacum officinale (diente de ledn), en los cuales el espectro no
muestra ninguna alteracion con respecto al que fue determinado empleando unicamente el

extracto. En los siete extractos restantes se observa la aparicion de una banda ubicada entre 400
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nm y 500 nm, confirmando la sintesis de AgNPs. Ademads, se puede observar que dicha banda
esta centrada a diferente longitud de onda, lo que pudiera sugerir distintas caracteristicas fisicas
entre las nanoparticulas formadas. Sin embargo, se debe recordar que cada planta posee
compuestos organicos diferentes, los cuales influyen en las caracteristicas del SPR de las
nanoparticulas tales como forma, intensidad y posicion. Con lo anterior, se determina que no es
adecuado comparar espectros de nanoparticulas sintetizadas con extractos de diferentes plantas,
por lo cual de aqui en adelante se analizara la sintesis de AgNPs por separado, en funcion de cada

extracto empleado.
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Figura 3.1 Espectro de UV-Vis a) antes y b) después de la reaccion de sintesis con extractos de hojas de

diferentes plantas empleando 10 ml de soluciéon 3 mM de AgNO; y 5 ml de extracto.

Aun cuando todas las plantas usadas tienen en su composicion quimica, compuestos con la
capacidad de reducir iones a a&tomos neutros, se observo que en dos de ellas no se llevo a cabo la
reaccion de sintesis. Lo anterior se debe a que la proporcion en la que se encuentran ciertos
compuestos antioxidantes no es un indicativo de la capacidad reductora de la planta o del
extracto, ya que la presencia de otros compuestos juega un papel importante, tal y como lo
demostrd Ferreres y col, quienes evaluaron la capacidad antioxidante de las diferentes partes de la
planta de nispero, encontrando que las hojas son las que tienen mayor potencial reductor, sin
embargo, tienen un menor contenido de compuestos [127]. Lo anterior se debe a que un
compuesto muestra diferente comportamiento cuando esta aislado que cuando esta interactuando

con otros compuestos organicos.
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3.1.1.1 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de Agastache mexicana.

Como se ha mencionado, en la sintesis verde de nanoparticulas empleando extractos de plantas,
los agentes reductores y estabilizadores son ciertos compuestos organicos presentes en dichos
extractos. Por otra parte, a medida que se incremente la concentracion de agentes reductores y
estabilizadores se obtendrd una reaccion de sintesis mas eficiente. Una forma de evaluar dicho
comportamiento es variando la cantidad de planta empleada para realizar el extracto. La figura
3.2a muestra el espectro de UV-Vis de las AgNPs sintetizadas con el extracto de Agastache
mexicana a 3 diferentes concentraciones, que son 1, 1.25 y 1.5 g de planta mezclados en 100 ml
de agua. Como se observa, la banda de absorcion tipica de las AgNPs se encuentra centrada en
435 nm, aproximadamente. La mayor intensidad de dicha banda se presenta cuando se emplearon
1.25 g de Agastache mexicana. Sin embargo, la banda es mas ancha que las demas, lo cual
sugiere una mayor distribucion de tamafio de las nanoparticulas. Cuando la cantidad de planta es
mayor (1.5 g), la banda obtenida es de una intensidad similar a la banda obtenida con 1 g de
planta. El ancho de la banda para 1.5 g es menor que para 1 g de Agastache mexicana por lo cual
la mejor condicion para la sintesis de AgNPs es empleando un extracto a base de 1.5 g de
Agastache mexicana. Otra de las variables evaluadas fue la concentracion de la solucion
precursora de AgNOs, cuyos resultados se muestran en la figuras 3.2b. Se observa que los
mejores resultados se obtuvieron para la concentracion 5 mM de AgNOs3, ya que la banda
muestra las mejores caracteristicas de intensidad y forma. Para las tres condiciones empleadas, la
banda de las AgNPs se encuentra centrada a 450 nm. Sin embargo, cuando se incrementa la
concentracion de AgNOs dicha banda disminuye en intensidad, lo cual sugiere una menor

concentracion de nanoparticulas formadas, tal como ha sido reportado anteriormente [127].

Por otro lado, la figura 3.3 muestra los resultados de MEB de las AgNPs sintetizadas con el
extracto de Agastache mexicana. Como se puede observar en las micrografias, existe una baja
densidad de nanoparticulas, las cuales se encuentran en pequeios aglomerados debido a los
compuestos organicos que encapsulan a dichas NPs. En el andlisis quimico unicamente se
observan sefiales de plata y de carbono, las cuales provienen de las nanoparticulas y del extracto,

respectivamente.
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Figura 3.2 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas variando: a) la concentracion

de Agastache mexicana, empleando 5 ml de extracto y 10 ml de solucion 3 mM de AgNO; y b) la

concentracion de AgNOs, empleando 5 ml del extracto obtenido con 1.5 g de planta.
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Figura 3.3 Analisis de MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de
Agastache mexicana a partir de 1.5 g de planta y 10 ml de una solucién 5 mM de AgNO:s.
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Debido a la baja resolucion del analisis por medio de microscopia electronica de barrido, es
necesario llevar a cabo un estudio por microscopia electronica de transmision cuyos resultados se
muestran en la figura 3.4. Como se aprecia en la figura 3.4a, las AgNPs obtenidas muestran
diversas morfologias, principalmente esféricas; sin embargo, se observan particulas hexagonales
e irregulares. En lo que se refiere al tamatio, se obtuvieron NPs con un rango de tamafo de 20 a
80 nm, y un tamafio promedio de 32 nm. Es importante notar que varias de las nanoparticulas se
encuentran agregadas, lo cual se puede deber a la estabilizacion realizada por los compuestos
organicos. La variacion tanto en tamafio como en forma se debe principalmente al niumero de
agentes organicos en el proceso, llevandose a cabo una reduccion a diferentes ritmos y un
crecimiento en ciertos planos preferenciales. Por otro lado, la figura 3.4b es una micrografia de
alta resolucion en la cual se aprecia los planos atomicos cuya distancia interplanar es 2.35 A que
corresponde al plano (111) de la plata fcc, de acuerdo a la tarjeta No. 01-087-0720, con lo cual se

corrobora la sintesis de AgNPs.

Figura 3.4 Analisis de MET de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de Agastache
mexicana a partir de 1.5 g de planta y 10 ml de una solucion 5 mM de AgNOs, mostrando: a)

concentracion, tamafio y forma, b) la distancia interplanar.

Para corroborar, la reduccion de iones de plata en plata metalica, se llevd a cabo un analisis por

difraccion de rayos-X, cuyos resultados se muestran en la figura 3.5. El difractograma obtenido
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muestra las 5 principales reflexiones pertenecientes a la fase de plata cubica centrada en las caras.
Dicha estructura fue indexada con la tarjeta No. 01-087-0720 de la base de datos empleada. Los
picos estan ubicados en los angulos: 38°, 44°, 64°, 77° y 82°, los cuales corresponden a los
planos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. Ademas, fue calculado el tamafio de
cristal promedio por medio de la férmula de Scherrer para lo cual se emple6 el ancho medio del
pico perteneciente a la reflexion del plano (111). El resultado de dicho célculo mostrd que el
tamafio de cristal fue de 28 nm, confirmando la formacion de nanocristales. Finalmente, se
aprecian algunos picos que no se lograron indexar, los cuales pertenecen a los compuestos
organicos provenientes de las plantas y que se encuentran estabilizando a las NPs, tal y como ha

sido reportado en otras investigaciones [36, 37].
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Figura 3.5 Difractograma de rayos-X de las nanoparticulas de plata obtenidas con 5 ml del extracto de

Agastache mexicana a partir de 1.5 g de planta y 10 ml de una solucion 5 mM de AgNO;

Finalmente, para determinar los compuestos organicos, provenientes del extracto de Agastache
mexicana, que participaron en la sintesis de las NPs, se realizé un analisis de FT-IR, para lo cual
se realizd un espectro del extracto y posteriormente uno de la muestra conteniendo las
nanoparticulas obtenidas; los resultados se presentan en la figura 3.6. En el espectro del extracto
se pueden observar varias bandas; la primera, centrada en 3288 cm! corresponde al grupo
funcional O-H de los fenoles. Las bandas ubicadas en 2922 y 2852 cm™! pertenecen al enlace C-

H, al igual que las bandas que se encuentran en 1411 cm™. Las sefiales a 1730 y 1595 cm™
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pertenecen al enlace C=C proveniente de los anillos aromaticos. Finalmente, las bandas situadas
en 1255 y 1024 cm corresponden al grupo funcional C-O. Por otro lado, el espectro de las
AgNPs presenta las mismas bandas; sin embargo, las intensidades se ven disminuidas,

principalmente las correspondientes a los compuestos fenolicos tales como O-H, C-H y C=C.
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Figura 3.6 Analisis de FT-IR del extracto de Agastache mexicana (linea continua) y de las nanoparticulas

de plata sintetizadas (linea punteada).

Con los resultados anteriores, se puede concluir que los compuestos fendlicos son los
responsables de la reduccion y estabilizacion de las AgNPs obtenidas. Por lo tanto, se puede
atribuir la reduccion de iones de plata al quercetin y hesperitin que son compuestos fendlicos que,
de acuerdo a Munuswamy y col, se encuentran presentes en gran proporcion y han mostrado

capacidad reductora [130].
3.1.1.2 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de Tecoma stans

Para el caso de Tecoma stans también fue evaluada la concentracion de extracto y de solucion
precursora, cuyos resultados se muestran en la figura 3.7. Tal como se puede observar en la figura
3.7a, el incremento en la cantidad de planta usada mostrd un efecto favorable. Para 1 g de planta
no se aprecia la banda de absorcién que sugiere la presencia de AgNPs, mientras que cuando

empled 1.25 g, la banda de absorcion de las AgNPs se encuentra centrada en 450 nm. Finalmente,
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cuando se utilizaron 1.5 g de Tecoma stans, la banda de absorciéon mostrd la mayor intensidad;
ademads, dicha banda se encuentra centrada a una longitud de onda menor (428 nm), lo que
significa que las NPs son de menor tamafio. Lo anterior se debe a que a medida que se incrementa
la cantidad de planta, la concentracion de compuestos reductores y estabilizadores incrementa
también, por lo que la reduccion es mas eficiente [33]. De acuerdo a estos resultados, el extracto
con 1.5 g de Tecoma stans es el que presenta las mejores propiedades para la sintesis de AgNPs.
Por otra parte, la figura 3.7b muestra el efecto de la concentracion de AgNOs en la sintesis de las
AgNPs. Como se puede apreciar, no existen cambios significativos para las tres concentraciones
empleadas. Sin embargo, cuando se empled una concentracion 5 mM, la banda de absorcion
muestra la mayor intensidad, lo cual sugiere una mayor densidad de nanoparticulas presentes.
Estos resultados se deben a que la cantidad de agentes reductores y estabilizadores, presentes en
los extractos, no es suficiente para reducir una mayor concentraciéon de iones, lo cual ocurre al
incrementar la concentracion de AgNOs. Lo anterior conlleva a la sintesis de una menor cantidad

de NPs, tal y como ha sido reportado previamente [34].
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Figura 3.7 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas variando: a) la concentracion
de Tecoma stans y utilizando 10 ml de solucion 5 mM de AgNOs y b) la concentracion de AgNOs,

empleando 5 ml del extracto obtenido con 1.5 g de planta.

Para corroborar la sintesis de AgNPs, se llevd a cabo un andlisis de MEB cuyos resultados se
muestran en la figura 3.8. Como se observa en las micrografias, hay una gran concentracion de

NPs. Debido a la resolucion de la técnica, no es posible apreciar exactamente las caracteristicas
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de las nanoparticulas tales como su forma y tamafio. Ademas, se observan algunas particulas de
gran tamafio, sin embargo cabe la posibilidad que se traten de pequefios aglomerados de
particulas pequefias. Finalmente, en el analisis quimico muestra sefiales de plata proveniente de

las NPs y de carbono correspondiente a los compuestos organicos y al portamuestra empleado.

Figura 3.8 Analisis de MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de Tecoma stans

obtenido a partir de 1.5 g de planta y empleando 10 ml de solucion de AgNO; 5 mM.

Para determinar mas aspectos estructurales como morfologia, tamafio, estructura y distribucion de
las NPs es importante realizar la técnica de microscopia electronica de trasmision (MET). La
figura 3.9 muestra los resultados de MET de las AgNPs obtenidas con el extracto de Tecoma
stans. En la figura 3.9a se observa que la mayoria de las nanoparticulas tienen un rango de

tamafio de 10-20 nm con una morfologia esférica. Sin embargo, se aprecian algunas
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nanoparticulas mayores a 50 nm, las cuales tienen una morfologia irregular. Esta distribucion
bimodal se debe a que hacia el final del proceso de preparacion, los agentes reductores y
estabilizadores se agotan por lo que ocurre un crecimiento excesivo de algunas particulas, este
fenomeno es llamado maduracion de Ostwald. Por otra parte, la figura 3.9b corresponde a una
micrografia de alta resolucion en la cual se aprecian los planos atdmicos cuya distancia es de 2.35
A que corresponde a los planos (111) de la fase clibica centrada en las caras de la plata. Con lo

anterior, se corrobora la sintesis de AgNPs empleando el extracto acuoso de Tecoma stans.

Figura 3.9 Analisis de MET de las nanoparticulas de plata empleando 5 ml del extracto de Tecoma stans
obtenido a partir de 1.5 g de planta mostrando a) La concentracion, tamafio y forma, b) La distancia

interplanar.

Para determinar las fases presentes después de la reaccion, se llevé a cabo un andlisis por
difraccion de rayos-X, cuyos resultados se muestran en la figura 3.10. En el difractograma se
observan las principales reflexiones de la fase de plata cubica centrada en las caras. Dicha
estructura fue indexada con la tarjeta No. 01-087-0720 de la base de datos empleada. Los picos
en el difractograma se encuentran ubicados en 38°, 44°, 64° y 77°, los cuales corresponden a los
planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, comprobando la presencia de plata sélida. El
tamaio de cristal promedio fue determinado por medio de la férmula de Scherrer, para lo cual se

empled el ancho medio del pico perteneciente a la reflexion del plano (111), dando como
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resultado un tamafno de 32 nm. Con este resultado se confirma la formacion de AgNPs. Ademas
de los picos de plata, se aprecian algunas reflexiones correspondientes a la fase AgCl, la cual ha
sido formada en aquellos casos donde la planta empleada tiene un contenido significativo de
cloro, el cloruro precipita dada su pobre solubilidad en solucion acuosa [32, 35]. Obviamente la
presencia de este compuesto es indeseable debido a que disminuye la eficiencia de nuestra
reaccion, sin embargo, nos ayuda a establecer un criterio importante para elegir una planta
cuando se busca su aplicacion tecnologica, o bien buscar la alternativa de eliminar pequefias
cantidades presentes, realizando un proceso de lavado, aunque esto constituye mas pasos de
proceso lo que eleva los costos. El elemento cloro puede también provenir de pequefios cristales
de NaCl, presentes en la planta por influencia medio ambiental, por lo que un lavado cuidadoso
debe realizarse con agua grado reactivo para que se pueda efectivamente eliminar esta sal. El
cloro al entrar en contacto con la solucion de nitrato de plata forma cloruro y precipita cuyo color
del precipitado es blanco. Finalmente, los picos sin indexar pertenecen a los compuestos
orgdnicos provenientes de la planta Tecoma stans y que algunos de ellos se encuentran

estabilizando a las nanoparticulas [36, 37].
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Figura 3.10 Difractograma de rayos-X de las nanoparticulas obtenidas con 5 ml del extracto de Tecoma

stansn a partir de 1.5 g de planta y 10 ml de una solucion 5 mM de AgNO:s.

Para determinar los compuestos organicos involucrados en el proceso de sintesis de las AgNPs se

llevé a cabo un analisis de espectroscopia FT-IR, el cual se muestra en la figura 3.11. El espectro
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correspondiente al extracto de hojas de Tecoma stans (linea continua) muestra varias bandas.
Todas corresponden a los compuestos fenolicos y flavonoides contenidos en la planta; la primera,
centrada a 3266 cm™!, corresponde al enlace O-H, mientras que las ubicadas en 2946 cm™ y 1370
cm’! pertenecen al enlace C-H de los alcanos y/o grupos metilos terminales. El enlace C=C
debido a los anillos aromaticos se encuentra a 1595 cm™ y, finalmente, la banda centrada a 1069
cm’! pertenece al enlace C-O de los fenoles. Por otra parte, en el espectro correspondiente a las
AgNPs (linea punteada), se observa la reduccion significativa de todas las bandas mencionadas
anteriormente. Por lo tanto, se puede concluir que los compuestos fenolicos son los responsables
de la reduccion de los iones Ag y que los compuestos remanentes se encuentran estabilizando a
las nanoparticulas sintetizadas. Das y col, determinaron que los compuestos con mayor actividad
antioxidante, presentes en esta planta, son la tecomina y tecostatina [131]. Por lo tanto, en este

estudio se le atribuye a estos compuestos la sintesis de NPs.
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Figura 3.11 Analisis de FT-IR del extracto de Tecoma stans (linea continua) y de las nanoparticulas de

plata sintetizadas (linea punteada).

3.1.1.3 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de hojas de Ficus carica

Debido a que las plantas anteriormente utilizadas no mostraron un control adecuado de las

caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas a condiciones ambientales, se selecciond otra
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planta con alto contenido de compuestos reductores la cual fue Ficus carica (hojas de higo). La
figura 3.12 muestra los resultados obtenidos del andlisis por UV-Vis al variar la cantidad de
extracto empleado. Como se puede observar, para todas las cantidades de extracto se aprecia que
la banda de absorbancia tipica de las AgNPs para 2 ml se encuentra centrada en 420 nm,
aproximadamente. Al incrementar la cantidad del extracto, no se observa algun movimiento
significativo en la posicion de dicha banda, lo que sugiere que las nanoparticulas mantienen el
mismo rango de tamafio al incrementar el volumen del extracto. Sin embargo, la intensidad de la
banda se observa notablemente afectada al emplear mas extracto ya que para 2 ml se presenta una
absorbancia de alrededor de 0.6, mientras que cuando se emplearon 3 ml se obtuvo un valor de
1.7. Lo anterior significa que a medida que se adicion6 mas cantidad de extracto se sintetizaron
una mayor cantidad de AgNPs, lo cual es consistente con lo reportado por Ahluwalia y col [132]
quienes sintetizaron AgNPs empleando un extracto de Trichoderma harzianum obteniendo una
mayor concentracion de nanoparticulas a medida que se incrementa la cantidad de extracto, lo
cual se demostr6 por el incremento en la intensidad de la banda de absorcidn, sin apreciar un
corrimiento de la misma lo cual se debe al hecho que el extracto tiene suficientes compuestos
estabilizadores que actian de la misma forma sin importar la cantidad de iones de plata que sean
reducidos. El comportamiento anterior ha sido poco reportado ya que es tipico que haya una
disminucién en el tamafio de las NPs a medida que se incremente el volumen de extracto tal y
como ha sido reportado en varias investigaciones [133-136]. Finalmente, la banda de absorcion
correspondiente a 5 ml de extracto mostr6 una intensidad similar a la de 4 ml pero mas amplia, lo
cual sugiere un mayor rango de tamano. Ademads, se observan tres diferentes picos lo cual

significa que hay diversas morfologias de las AgNPs sintetizadas.

La figura 3.13 muestra los resultados de MEB de la muestra en la cual se obtuvieron los mejores
resultados, es decir, cuando se utilizaron 4 ml de extracto de Ficus carica. Como se puede
observar en la micrografia, la mayoria de las AgNPs sintetizadas se encuentran en cumulos o
aglomerados que probablemente son formados por los compuestos organicos. Por otra parte, se
aprecian diversos tamafios de NPs, todas ellas dentro del rango nanométrico. La forma de las
AgNPs no es posible determinarla debido a la resolucion de esta técnica. Finalmente, en el
analisis EDS se observan tunicamente las sefiales de plata y carbono, provenientes de las

nanoparticulas y compuestos orgénicos, respectivamente.
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Figura 3.12 Analisis por UV-Vis de las nanoparticulas de plata empleando un extracto de Ficus caricay
10 ml de una solucion 5 mM de AgNO:s.

Figura 3.13 Analisis de MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 4 ml del extracto de Ficus
caricay 10 ml de una solucién 5 mM de AgNO:s.

En la figura 3.14 se muestran los resultados de microscopia electronica de transmision en donde
se puede apreciar la concentracion, morfologia y tamafio de las AgNPs al emplear el extracto de
Ficus carica. La figura 3.14a corresponde a la muestra en la que se emplearon 4 ml de extracto
que, de acuerdo a UV-Vis, es la condicion que presentd los mejores resultados. En las

micrografias se pueden observar una alta concentracion de nanoparticulas lo cual se debe al
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incremento en la cantidad de compuestos reductores al aumentar la cantidad de extracto [137].
Ademas, a mayores magnificaciones se observa su morfologia, la cual es esférica en su mayoria.
Respecto al tamano, se observa una dispersion estrecha ya que el rango de tamafio se encuentra
entre 7 y 20 nm. De acuerdo a Bindhu y col [43], este comportamiento se debe a que el tamaino
de las nanoparticulas se vuelve mas pequeiio a medida que se agrega mas cantidad de extracto,
consecuentemente la cantidad de agente reductor y estabilizador se incrementa y la dispersividad
de las mismas es mds pequefia. Por otra parte, cuando se usaron 5 ml de extracto (figura 3.14b) se
observa una concentracion similar de AgNPs, tal y como se determind por medio de UV-Vis. Sin
embargo, el tamafno de las NPs se increment6 ya que en este caso fue de 15 a 55 nm y la
morfologia es esférica e irregular; ademas en algunas particulas se present6 cierta aglomeracion.
La existencia de estas diversas morfologias es el motivo por el cual el espectro de UV-Vis
presenta una banda mas ancha centrada a una mayor longitud de onda. Lo anterior se debe a que
los compuestos estabilizadores, presentes en el extracto, no son suficientes para estabilizar una
mayor cantidad de AgNPs, por lo que comienzan a crecer en ciertas direcciones y/o aglomerarse
entre ellas. Finalmente, en ambos casos se index6, por medio de la técnica de alta resolucion, el
plano de mayor intensidad (111) correspondiente a la plata, que tiene una distancia interplanar de
2.354 A,

Por otra parte, la figura 3.15 muestra el difractograma de las AgNPs sintetizadas con 4 ml de
extracto de Ficus carica; Los picos principales fueron indexados con la tarjeta No. 01-087-0720
que pertenece a la plata con estructura cubica centrada en las caras. Las reflexiones ubicadas en
38, 44, 64 y 77° corresponden a los planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente. De
acuerdo a la ecuacion de Scherrer, el tamaiio de cristal es de 17 nm, confirmando los resultados
obtenidos por microscopia electronica de transmision. Finalmente, se observan algunos picos sin
indexar, los cuales pertenecen a los compuestos organicos que se encuentran encapsulando a las

AgNPs, tal como ha sido reportado en otros trabajos.
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Figura 3.14 Analisis por MET de las nanoparticulas de plata empleando 10 ml de una solucion 5 mM de
AgNO; y variando el volumen del extracto de Ficus carica a) 4 ml y b) 5 ml.
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Figura 3.15 Difractograma de rayos-X de las nanoparticulas obtenidas con 4 ml del extracto de Ficus
caricay 10 ml de una solucion 5 mM de AgNO:s.

Para determinar el tipo de compuestos, provenientes del extracto de Ficus carica, que estan

involucrados en la sintesis de AgNPs, se llevo a cabo el analisis por FT-IR mostrado en la figura
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3.16. En el espectro del extracto (linea continua) se pueden apreciar las bandas correspondientes
a los enlaces O-H de los fenoles centrada a 3245 cm’!, C-H de alcanos o metilos terminales
ubicadas en 2970 y 1368 cm™!, C=C de los anillos aromaticos en 1590 cm™, CO-H de los fenoles
centrada a 1068 cm™ y C-H de los alcanos a 823 cm™’. Por otro lado, en el espectro de las AgNPs
se aprecian las mismas bandas pero con una intensidad notablemente reducida, por lo que se
puede deducir que los compuestos fendlicos son los encargados de reducir los iones de plata;
ademads los compuestos remanentes son los que se encuentran estabilizando a las nanoparticulas
formadas. Estos resultados son soportados con estudios realizados a esta planta en los que la
actividad antioxidante o reductora es atribuida al contenido de flavonoides y compuestos
fendlicos presentes en las hojas. Ademads, de acuerdo a Konyaloglu y col [129], la mayor
concentracion de dichos compuestos se logra al emplear agua para obtener el extracto, tal y como

se llevd a cabo en el presente estudio.
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Figura 3.16 Analisis de FT-IR del extracto de Ficus carica (linea continua) y de las nanoparticulas de

plata sintetizadas (linea punteada).
3.1.1.4 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de hojas de Salvia microphylla kunth.

Para la sintesis de AgNPs empleando el extracto de Salvia microphylla Kunth, el primer
indicativo de la formacion de nanoparticulas fue el cambio de color tipico de transparente a

marrdn oscuro que presentaron todas las muestras. Los espectros de UV-Vis de las AgNPs con

94



diferentes concentraciones de extracto de la planta Salvia microphylla Kunth registrado después
de 0.5 h'y 72 h de tiempo de reaccion se muestran en la figura 3.17a y b, respectivamente. De la
figura 3.17a se puede observar que la banda tipica de las nanoparticulas de plata se encuentra
aproximadamente en una longitud de onda de 430 nm. La intensidad de dicha banda de absorcion
aumenta con el incremento de la cantidad de extracto utilizado, sin embargo no es muy
significativo. Por otro lado, el efecto de la concentracion del extracto de la planta se aprecia
mejor cuando se analizaron las muestras después de 72 h de reaccidon, como se muestra en la
figura 3.17b. Sin embargo, se observa que el ensanchamiento de las bandas incrementa lo cual
significa que el rango de tamafio de las nanoparticulas es mayor. Los resultados observados son
consistentes con investigaciones previas donde el aumento de la concentracion de agente
reductor, conlleva al aumento de la intensidad de la banda de absorcidon y consecuentemente un

incremento de la concentracion de AgNPs [138, 139].
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Figura 3.17 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 10 ml de una solucion 5
mM de AgNOs y variando el volumen del extracto de Salvia microphylla Kunth después de a) 0.5 h 'y b)

72 h de tiempo de reaccion.

Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion por MEB de las AgNPs obtenidas y su
correspondiente andlisis quimico obtenido por EDS los cuales se muestran en la figura 3.18. La
micrografia muestra que las NPs son de forma cuasi-esférica, mostrando una buena dispersion,
sin formacién de agregados. Estos resultados indican que el extracto de la planta contiene,

ademads de los agentes reductores, compuestos estabilizadores que impiden la agregacion de las
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AgNPs formadas. El espectro de EDS muestra una fuerte sefial del elemento plata. Sin embargo,
también se observan sefales de carbono y oxigeno atribuidas a las biomoléculas que se
encuentran alrededor de las nanoparticulas, tal y como ha sido reportado previamente [140].

Finalmente, el pico de Cu se debe al portamuestras empleado.
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Figura 3.18 Analisis de MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de Salvia

microphylla Kunth y 10 ml de una solucion 5 mM de AgNO:s.

La figura 3.19 muestra el analisis por MET de las AgNPs empleando 5 ml de extracto de Salvia
microphylla Kunth. En la micrografia se pueden observar diferentes caracteristicas morfologicas
de las AgNPs sintetizadas. Las nanoparticulas son de forma cuasi-esféricas con poca agregacion
entre particulas y polidispersas. El analisis de distribucion de tamano de particula fue realizado en
200 nanoparticulas de plata y muestra que el tamafo de particula oscila entre 8 y 30 nm con una
alta frecuencia de particulas de tamafio entre 15 y 20 nm. Por otra parte, la micrografia de alta
resolucién muestra que las NPs no son completamente de forma esférica. Ademas, se pueden
observar los planos cuya distancia interplanar es de 0.23 nm, la cual corresponde al plano (111)
de plata. Estos resultados corroboran los obtenidos en MEB y UV-Vis y demuestran la capacidad

del extracto de Salvia microphylla kunth para sintetizar AgNPs.
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Figura 3.19 Analisis por MET empleando 5 ml del extracto de Salvia microphylla kunth y 10 ml de una

solucion 5 mM de AgNO;s para sintetizar nanoparticulas de plata.

Estos resultados pueden ser corroborados con el analisis estructural realizado por rayos-X, el cual
se muestra en la figura 3.20. El patron de difraccion de rayos X muestra las reflexiones de la plata
ubicadas a 38, 44, 64 y 77°, los cuales corresponden a los planos (111), (200), (220) y (311) de la
estructura fcc de la plata, respectivamente. Esta fase fue indexada con la tarjeta No. 01-087-0720
de la base de datos empleada. El tamafio de cristal fue determinado por medio de la ecuacion de
Sherrer, para lo cual se empled la reflexion del plano (111) y cuyo resultado fue de 23 nm,
corroborando los resultados obtenidos por MET. Ademas, se identificaron tres reflexiones de
AgCl ubicadas en 27, 30 y 54°, las cuales se indexaron con la tarjeta No. 01-085-1355. Dicha
fase pudo haberse formado debido al contenido de cloro de la planta o del agua empleada.
Finalmente, se observaron un par de pequenas reflexiones que no corresponden a ninguna de las
fases anteriores, por lo que pueden atribuirse a los compuestos organicos encargados de

estabilizar a las nanoparticulas, tal y como lo report6é Ulug [141].
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Figura 3.20 Difractograma de rayos-X de las nanoparticulas de plata obtenidas con 5 ml del extracto de

Salvia microphylla kunth y 10 ml de una solucién 5 mM de AgNO:s.

El tipo de compuestos involucrados en la reduccion y estabilizacion de las AgNPs fue estimado
por medio de la determinacion de los grupos funcionales presentes en el extracto y en las
nanoparticulas, para lo cual se llevd a cabo el andlisis por FT-IR mostrado en la figura 3.21. En el
espectro correspondiente al extracto de Salvia microphylla kunth (linea continua) se presentan las
bandas del enlace O-H ubicado en 3280 cm’!, el enlace C-H en 2950 cm’!, el enlace C=C de los
compuestos aromaticos centrado en 1600 cm™, el enlace C-H de los metilos terminales en 1460
cm’!, el enlace C-O de los compuestos fendlicos en 1100 cm™ y el enlace C-Cl a 850 cm™'. Esta
ultima banda demuestra el contenido de cloro en la planta y confirma la fuente de cloro por la
cual se formo el AgCl indexado en el patron de rayos-X. Por otro lado, el espectro
correspondiente a las AgNPs (linea punteada) contiene las mismas bandas pero con una
intensidad menor. Dicha reduccion puede ser atribuida a que los compuestos fenolicos actiian en
la reduccion de los iones de Ag, mientras los compuestos remanentes son los que se encuentran

estabilizando a las NPs formadas.
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Figura 3.21 Analisis de FT-IR del extracto de Salvia microphylla kunth (linea continua) y de las

nanoparticulas de plata sintetizadas (linea punteada).

3.1.1.5 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de hojas de Tamarix gallica.

Tal y como ha sido reportado, el primer indicio de la formacion de AgNPs es un cambio de color
en la solucidn; este cambio regularmente es de amarillo a café [21, 22]. Para el caso del extracto
de taray, dicho cambio fue observado aproximadamente 15 min después de iniciada la mezcla
entre la solucion de AgNOs y el extracto de la misma planta. Este cambio se debe al fenomeno de
resonancia de plasmén superficial (SPR) [23]. El SPR, también llamada banda o pico de
absorcion, para las nanoparticulas de plata en la espectroscopia UV-Vis aparece en un rango de
400-500 nm [24]. Existen varios factores que pueden afectar dicha banda, entre los que se
encuentran la temperatura, la concentracion de la muestran, el tipo de solvente, la cantidad de
extracto, entre otros. Por lo tanto, la cantidad de planta empleada para obtener el extracto fue una
de las variables analizadas, cuyos resultados se muestran en la figura 3.22a. Como se puede
observar, a medida que se incrementa la cantidad de hojas la banda de las AgNPs incrementa en
intensidad, obteniéndose los mejores resultados cuando se emplearon 1.5 g de planta. En lo que
se refiere a la posicion de la banda de absorcion, esta se encuentra en una longitud de onda de
430 nm para una cantidad de 1 g de planta; para las siguientes cantidades empleadas inicamente

se observan ligeros cambios. Lo anterior significa que a medida que se incrementa la cantidad de
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Tamarix gallica hay una mayor formacion de AgNPs, las cuales tienen un tamafio similar. Este
comportamiento ha sido observado en varias investigaciones anteriores, lo cual se debe al
incremento de la concentraciéon de agentes reductores y estabilizadores a medida que se
incrementa la cantidad de planta o extracto de planta [10-12]. Por otra parte, se analiz6 el efecto
de la concentracion de la solucion de AgNO3, empleando 4 diferentes concentraciones (3, 5,7y 9
mM). Los resultados obtenidos de UV-Vis se muestran en la figura 3.22b. En todas las muestras
se emplearon 1.5 g de Tamarix gallica, ya que de acuerdo al analisis anterior, esta fue la
condicién a la que se obtuvieron los mejores resultados. El espectro correspondiente a la solucion
3 mM se observa menos intenso que los demas espectros, en los cuales la intensidad es muy
similar. Sin embargo, a medida que se incrementa la concentracion de la solucidn, se observa una
banda de absorcion mas ancha, lo cual sugiere una mayor distribucion de tamafio de las AgNPs
sintetizadas. Lo anterior se debe a que se reducen una mayor cantidad de iones, sin embargo, los
estabilizadores provenientes del extracto no son suficientes y las particulas comienzan a crecer.
Por lo tanto, se deduce que la concentracion ideal de AgNOs3 para la sintesis de nanoparticulas es

de 5 mM.
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Figura 3.22 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas variando: a) la concentracion

de Tamarix gallica y b) la concentracién de AgNO:s.

Uno de los aspectos claves en la sintesis de nanoparticulas es el inicio y velocidad de la misma, la
cual depende en gran medida de la composicion quimica de la planta empleada. La figura 3.23

muestra el analisis de UV-Vis de la cinética de la reaccion para la sintesis de AgNPs al emplear
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el extracto de Tamarix gallica. Como se puede observar, el inicio de la reaccion ocurre 5 min
después de llevarse a cabo la mezcla entre el extracto y la solucion precursora. La banda de
absorcion tipica de las nanoparticulas de plata incrementa a medida que el tiempo transcurre, lo
cual significa un aumento en la concentracion de AgNPs formadas. Cabe sefialar que el tiempo de
inicio es mas corto comparado con otras investigaciones [25, 26], pero similares con los
obtenidos en algunos trabajos [11, 27]. En lo que se refiere a la posicion y el ancho de la banda
de absorcidon se mantienen sin cambios significativos, lo cual sugiere un tamafo y distribucion de

tamafio constantes a través del tiempo.
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Figura 3.23 Espectro de UV-Vis mostrando la cinética de la reaccion de sintesis de las nanoparticulas de

plata sintetizadas con 5 ml del extracto de Tamarix gallica y 10 ml de una soluciéon 5 mM de AgNO:s.

La caracterizacion por microscopia electrénica de barrido fue llevada a cabo para analizar la
morfologia y tamafio de las NPs. La figura 3.24 muestra diferentes micrografias obtenidas a
diferentes magnificaciones, en las cuales se observan las AgNPs sintetizadas con extracto de
Tamarix gallica. Las imagenes claramente muestran una gran concentracion de nanoparticulas de
plata, las cuales se aprecian de morfologia esférica; la mayoria de ellas con un tamafio menor a
50 nm. Ademas, las NPs se observan dispersas, con muy pocos aglomerados de las mismas. Estos
resultados confirman la capacidad del extracto de hojas de Tamarix gallica para sintetizar

AgNPs. El andlisis por medio de EDS confirma la sintesis de AgNPs ya que, como se aprecia en

101



la figura 4d, hay una clara sefial de plata. También se observa una sefial de carbono la cual

proviene del portamuestras empleado.
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Figura 3.24 Analisis por MEB de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de
Tamarix gallica y 10 ml de una solucién 5 mM de AgNO:s.

Por otra parte, el andlisis por MET, mostré resultados mas detallados acerca del tamafio,
morfologia y estructura de las AgNPs. Las figuras 3.25a-b son micrografias de las AgNPs
sintetizadas con el extracto de Tamarix gallica y una solucion 5 mM de nitrato de plata. Las
nanoparticulas se observan bien dispersas y la mayoria de ellas muestran una morfologia esférica.
Este comportamiento sugiere que el extracto de Tamarix gallica contiene compuestos organicos
capaces de reducir y estabilizar las NPs. Dichos compuestos estabilizadores pueden actuar como
barrera para evitar que las nanoparticulas se aglomeren. De acuerdo al andlisis de tamafio de
particula mostrado en la figura 3.25d, el tamafo de las AgNPs sintetizadas fue de 5-40 nm con un
tamafio promedio de 12 nm y una alta frecuencia entre 25 y 45 nm. Esta distribucién de tamafio

es mas estrecha comparada con algunos resultados previos, tales como los reportados por Mo y
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col [28]. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por medio de UV-Vis. Ademas,
también se llevo a cabo el andlisis por medio de microscopia electronica de transmision por alta
resolucion cuyos resultados se muestran en la figura 3.25c. En dicha imagen se observan los
planos cristalograficos de las AgNPs, cuya distancia interplanar es de 0.28 nm que corresponde a
la distancia del plano (200) de la fase cubica centrada en las caras de la plata. Estos resultados

confirman los obtenidos por difraccion de rayos-X.
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Figura 3.25 Analisis por MET de las nanoparticulas de plata: a-b) micrografias a diferentes
magnificaciones, ¢) imagen de alta resolucion y d) histograma mostrando la distribucién de tamafio de

particula.
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Una vez que fueron realizados los analisis por microscopia, se procedio a secar las muestras con
la finalidad de realizar el andlisis por medio de difraccion de rayos-X. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 3.26, en la cual se observan las cuatro principales reflexiones de la plata
cubica centrada en las caras. Dichos picos se encuentran a 38, 44, 64 y 77°, los cuales pertenecen
a los planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente. De acuerdo a la ecuacion de Sherrer, el
tamafio de cristal es de 12.3 nm, confirmando la estructura de las AgNPs obtenidas. Por otra
parte, los picos que no estan identificados provienen de los compuestos organicos que estabilizan

a las AgNPs tal y como ha sido reportado en otros trabajos [11, 12].
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Figura 3.26 Patron de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del

extracto de Tamarix gallica y 10 ml de una solucién 5 mM de AgNO:s.

Las figura 3.27 muestra los espectros de FT-IR de Tamarix gallica y de los productos obtenidos
después de la reduccion. En el espectro del extracto, se observa una banda a 3300 cm™ generada
por la vibracion del grupo O-H de los alcoholes o grupos fenolicos. Un par de bandas se
encuentran en 2920 y 1050 cm’, las cuales indican la presencia de enlaces C-H y C-O,
respectivamente. Ambas bandas son tipicas de los compuestos fendlicos presentes en las plantas
[28]. Las bandas situadas a 1620, 1450, 1375 y 1320 cm™! pertenecen al enlace C=C y C=CH de
los compuestos aromaticos [29]. Finalmente, la banda situada a 780 cm™ pertenece al grupo C-Cl
debido a la presencia de cloro. Por otra parte, en el espectro de las AgNPs se puede observar que

existen varias similitudes con el espectro del extracto. Sin embargo, algunas bandas
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desaparecieron, principalmente las ubicadas entre 1300 y 1500 cm™, las cuales se deben a los
compuestos aromaticos. Las bandas que permanecen presentes son las situadas en 3300, 2920 y
1050 cm™, las cuales pertenecen a los compuestos fendlicos que encapsulan o estabilizan a las
nanoparticulas. De acuerdo a lo anterior, se puede concluir que los compuestos que tienen un
papel fundamental en la etapa de reduccion y estabilizacion son los fenoles y algunos compuestos
aromaticos. Estos resultados son similares a los obtenidos por Ser y col, quienes sintetizaron
nanoparticulas de plata con el extracto de Erythrina indica lam, una planta rica en alcaloides y
fenoles [30]. En lo que se refiere a la banda C-Cl, se puede apreciar que desaparecid por
completo debido a que el cloro formé AgCl tal como se puede observar en el patron de rayos-X.
Las propiedades antioxidantes o reductoras del extracto de Tamarix gallica se atribuyen a los
acidos gélico y elagico que son los compuestos de mayor concentracion que exhiben excelentes

propiedades antioxidantes.
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Figura 3.27 Analisis de FT-IR del extracto de Tamarix gallica (linea continua) y de las nanoparticulas de

plata sintetizadas (linea punteada).

3.1.1.6 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de hojas de Eriobotrya japonica

La figura 3.28 muestra los resultados obtenidos por medio de espectroscopia UV-Vis al emplear
5 ml de extracto de Eriobotrya japonica y 3 diferentes concentraciones de la solucion precursora.

Cuando se empled una soluciéon 1 mM se puede apreciar la banda de absorcion, tipica de las
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AgNPs, centrada en 460 nm. Esta longitud de onda sugiere un tamafo grande de las AgNPs
obtenidas. Ademas, la banda es muy ancha, lo cual se debe a una amplia distribucion de tamatfio.
Cuando se increment6 la concentracion de AgNO3 a 3 mM, la banda, ubicada en 480 nm, fue de
menor intensidad sugiriendo una menor concentracion de nanoparticulas y de un tamafio mayor
que las obtenidas con la solucién 1 mM. Sin embargo, a 640 nm comienza a observarse otra
pequefia banda, lo cual puede deberse a NPs de gran tamafio, incluso de tamafos fuera del rango
nanométrico. Finalmente, cuando se utilizo la soluciéon 5 mM de AgNOs, la banda obtenida fue
de mayor intensidad debido a una mayor cantidad de AgNPs sintetizadas. En lo que se refiere a
su posicion, se puede apreciar que la banda se movi6 hacia la izquierda, centrandose en 445 nm.
Este movimiento se debe a una disminucién en el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas, tal
como ha sido reportado [142]. Finalmente, el ancho de la banda es menor que en los dos casos
anteriores, sugiriendo una menor distribucion de tamafio. Este comportamiento se debe a que a
menores concentraciones de sal precursora, la reaccion de sintesis se lleva a cabo a velocidades
muy lentas con lo que se favorece el crecimiento excesivo de las particulas. Cuando se
incrementa la concentracion de iones, se lleva a cabo rdpidamente la reduccion de los mismos y
se favorece la sintesis de NPs de menor tamafio, de forma definida y con una distribucion de

tamafio estrecha tal y como ha sido reportado [143, 144]
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Figura 3.28 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de

Eriobotrya japonica variando la concentracion de AgNOs.
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Por otra parte, para corroborar los resultados anteriores, la figura 3.29 muestra los resultados de
microscopia electronica de barrido para corroborar los resultados anteriores. En la micrografia
correspondiente a una concentracion 1 mM de AgNOs (figura 3.29a) se observan particulas de
morfologias esféricas y triangulares; respecto al tamafo, la mayoria se encuentran entre 80-120
nm. Cuando se emple6 una concentracion 3 mM (figura 3.29b), se obtuvieron algunas
nanoparticulas muy pequefias, sin embargo también se observan particulas de mayor tamafio que,
incluso se encuentran fuera de la escala nanométrica. Este hecho confirma la existencia de dos
bandas de absorcion en el espectro de UV-Vis de la figura anterior. La figura 3.29¢ corresponde a
una concentracion 5 mM de AgNOs, en la que se aprecia una gran concentracion de
nanoparticulas de forma esférica y tamafio homogéneo, con algunos pequeios aglomerados.
Estos resultados son congruentes con las caracteristicas de la banda obtenida en UV-Vis.
Finalmente, la figura 3.29d es un andlisis EDS de una de las particulas més grandes de la
micrografia 3.29b en la que se aprecian las sefiales de carbono y plata que pertenecen a los
compuestos organicos y a las nanoparticulas, respectivamente. Cabe sefialar que los analisis EDS
de las otras muestran presentan los mismos elementos, con ligeras variaciones en las intensidades

de las senales.

Para determinar con mayor precision las caracteristicas de las AgNPs, se realizd un analisis por
microscopia electronica de transmision, mostrado en la figura 3.30, para lo cual se selecciond la
mejor muestra, en la que se utilizo la solucion 5 mM de AgNOs y 5 ml de extracto de Eriobotrya
japonica. En la figura 3.30a se observan particulas de tamafio nanométrico, las cuales se
encuentran atrapadas en el material orgénico proveniente del extracto y que actia como
estabilizador, el cual se encuentra alrededor de las nanoparticulas y que ha sido observada en
otros trabajos [142, 145]. De acuerdo a Parameshwaran [145], esta interaccion ocurre cuando hay
suficientes moléculas orgéanicas para reducir iones de plata a metal y encapsular estas particulas
nanométricas. Por otra parte, se observaron diversos tamafios de particula entre 15-60 nm. En
cuanto a la forma de las AgNPs, se observo que la mayoria de estas son esféricas, sin embargo, se
encontraron algunas con formas irregulares. La figura 3.30b es una micrografia de alta resolucion
en la cual se aprecian los planos atdmicos cuya distancia es 0.23 nm que corresponde al plano
(111) de la plata. Estos resultados son similares a los obtenidos por Prabhu [54], quien sintetizd

AgNPs de forma esférica y cubica con un rango de tamafio promedio de 5-47 nm, las cuales
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fueron obtenidas empleando 5ml de un extracto de hojas de vitex negundo y 45 ml de una
soluciéon 1 mM de AgNO:s. Finalmente, la figura 3.30c muestra el andlisis quimico, en el cual se
observan unicamente los elementos de interés que es la plata de las nanoparticulas, el cobre y

carbon de la rejilla y compuestos orgénicos del extracto.

Figura 3.29 Analisis de MEB de las muestras con 5 ml de extracto de Eriobotrya japénica para las
diferentes concentraciones de AgNOs: a) ImM, b) 3Mm, ¢) SmM y d) analisis EDS.
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Figura 3.30 Analisis de MET de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de
Eriobotrya japonica y 10 ml de una solucion 5 mM de AgNOs: a) Micrografia mostrando tamaiio y forma,

b) Micrografia de alta resolucion y ¢) Analisis quimico.

Una vez que se determind la concentracion idonea de sal precursora, se procedié a variar el
volumen de extracto cuyos resultados de UV-Vis se muestran en la figura 3.31. Se puede apreciar
una banda de absorcidn, tipica de las AgNPs, centrada en 450 nm aproximadamente, la cual
incrementa a medida que se incrementa la cantidad de extracto de 1 a 4 ml. Estos resultados son
similares a los reportados por Mansour Ghaffari y col [139] quienes sintetizaron AgNPs
empleando el extracto del fruto Crataegus douglasii y al evaluar los resultados por UV-Vis

determinaron que a medida que se incrementa la cantidad de extracto se sintetizaron mas
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nanoparticulas, ya que la banda de absorcidon se incrementd significativamente. Lo anterior se
debe al hecho que a medida que se incrementa la cantidad de extracto, los agentes reductores
estdn en mayor concentracion y se reducen en mayor cantidad los iones de plata. Ademads, se
puede apreciar que a medida que se incrementd la cantidad de extracto, la banda sufre un ligero
movimiento hacia la izquierda, desde 470 nm para cuando se empled 1 ml, hasta 430 nm para 4
ml de extracto. Este movimiento en la banda de absorcion se debe a que las NPs disminuyeron en
tamafio a medida que se incremento la cantidad de extracto, ya que se incrementa la cantidad de
agente reductor y estabilizador, favoreciendo la reaccion de sintesis de NPs de menor tamafio tal
y como lo han reportado, en otros trabajos [142-144]. Para el caso en donde se emplearon 5 ml
de extracto, la banda de absorcion se observa menos intensa que la correspondiente a 4 ml, lo que
sugiere una menor concentracion de AgNPs. Ademds, en este caso la banda se mueve
ligeramente hacia la derecha en aproximadamente 450 nm. Este comportamiento se debe a que el
extracto no contiene suficiente agente estabilizador por lo que las particulas son mas grandes e

incluso pueden estar fuera del rango nanométrico.
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Figura 3.31 Espectros de UV-Vis de las nanoparticulas de plata variando la cantidad de extracto,

empleando 10 ml de una solucion 5 mM de AgNO:s.

Mansour Ghaffari y col [139] obtuvieron resultados similares a los anteriores, al emplear un
extracto frutal de Crataegus douglasii, variando la cantidad del mismo de 10 a 70% en volumen.

En dicho trabajo, la banda de absorcion perteneciente a 50% de extracto fue menos intensa que la
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correspondiente a 40%, sin embargo para mayores concentraciones la banda fue mas intensa por
lo que se determind que a esas condiciones de sintesis existe cierta interaccion entre los diversos

compuestos presentes en la solucion, lo que provoca una menor concentracion de nanoparticulas.

Para determinar con mayor precision las caracteristicas de las AgNPs sintetizadas empleando
diferentes cantidades de extracto de Eriobotrya japonica, se realizo el analisis por microscopia
electrénica de transmision, mostrado en la figura 3.32. La figura 3.32a es una micrografia de la
muestra en la que se utilizd 1 ml de extracto y en la cual se puede apreciar un rango de tamafio
grande ya que se observan algunas particulas de 70 nm y otras que exceden del rango
nanométrico. En cuanto a la morfologia, existen NPs esféricas, triangulares y hexagonales, lo
cual justifica la forma de la banda de absorcion obtenida por UV-Vis. Estas diversas morfologias
son atribuidas a un crecimiento sin control de las nanoparticulas, lo cual se debe a los agentes
estabilizadores de la planta tal y como lo reportd6 Prabhu [54], quien sintetizd AgNPs de forma
esférica y cubica con un rango de tamafio promedio de 5-47 nm, las cuales fueron obtenidas
empleando 5 ml de un extracto de hojas de vitex negundo y 45 ml de una solucion 1 mM de
AgNO:s. Para las siguientes micrografias en las que se increment6 la cantidad de extracto a 2 y 3
ml (figuras 3.32b-c), se observa una mayor cantidad de particulas nanométricas, sin embargo se
continuan observando algunas formas triangulares y hexagonales, lo cual es un indicativo del
poco control en la etapa de crecimiento de las NPs. Cuando se utilizaron 4 ml de extracto se
aprecian una gran concentracion de AgNPs de menor tamafio, menor distribucion de tamafio y de
morfologia esférica, en su gran mayoria, tal y como se aprecia en la figura 3.32d. Finalmente,
cuando se emplearon 5 ml se observd un mayor rango de tamafio asi como AgNPs de diversas
formas, nuevamente, tal y como se aprecia en la figura 3.32e. En cuanto al tamafio promedio de
las nanoparticulas también se aprecia una disminucién a medida que se empled mayor cantidad
de extracto, ya que cuando se adicionaron 2 ml el tamafio promedio fue de 50 nm con algunas
particulas de 100 nm, mientras que cuando se emplearon 4 ml el tamafo se redujo a 15-20 nm,
aproximadamente. Estos resultados son congruentes con los obtenidos por medio de UV-Vis, ya
que la banda de absorcion correspondiente a 4 ml de extracto mostrd las mejores caracteristicas.
Estos resultados son similares a los reportados por Ashokkumar y col [146], quienes evaluaron 4

diferentes cantidades de extracto de tribulus terrestris (2, 2.5, 3 y 3.5 ml) obteniendo el menor
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tamafio de particula y menor distribucion de tamafio para el caso en el que se us6é 3.5 ml de

extracto, debido al incremento de agentes reductores y estabilizadores presentes en el extracto.

Figura 3.32 Analisis de MET para diferentes cantidades de extracto de Eriobotrya japénica: a) 1, b) 2, ¢)
3,d)4ye)S5Sml

Otra variable importante a evaluar es la estabilidad que tienen las AgNPs, es decir, si el extracto
puede mantener estables a las nanoparticulas por periodos prolongados de tiempo. La figura 3.33
muestra los espectros de UV-Vis a diferentes tiempos de la muestra en la que se agregaron 4 ml
de extracto de Eriobotrya japonica, ya que esta condicion fue la que mostréo mejores resultados
en cuanto a concentracion y tamafio de las AgNPs. En primer lugar, no se tiene claro el momento
en el cual las NPs comenzaron a formarse, sin embargo, se puede determinar que la reaccion de
sintesis no se llevo a cabo inmediatamente o en un tiempo corto ya que, como se puede apreciar,
a 2 horas de reaccion no existe evidencia de la banda de absorcion tipica de estas nanoparticulas,
la cual se observa claramente a 4 horas de reaccion. El tiempo en el cual comienza la reaccion de
sintesis depende directamente de la concentracion y tipos de compuestos presentes en el extracto

[134, 147-149]. Por ejemplo, cuando se utiliz6 un extracto de cascara de mango, la formacion de
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AgNPs comenzo6 después de 15 min [147]. Sin embargo, cuando se uso el extracto de cocos
nucifera la reaccion de sintesis de AgNPs ocurrié después de 24 horas [134]. Por otra parte, los
espectros muestran que a medida que incrementa el tiempo de reaccion, la formacion de
nanoparticulas de plata también incrementa hasta en un tiempo de 4 meses aproximadamente. Lo
anterior demuestra que las NPs formadas tienen una buena estabilidad a través del tiempo, aun

cuando ciertos compuestos organicos se lleguen a descomponer.
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Figura 3.33 Espectro de UV-Vis mostrando la evolucion de las nanoparticulas a través del tiempo,

empleando 4 ml de extracto de Eriobotrya japonica y 10 ml de soluciéon de AgNOs 5 mM.

La figura 3.34 muestra el patron de rayos-X de la muestra en la cual se emplearon 4 ml de
extracto de Eriobotrya japOnica para la sintesis de AgNPs. En el difractograma se pueden
apreciar cuatro diferentes picos que corresponden a los planos (111), (200), (220) y (311) de la
plata con una estructura ctbica centrada en las caras. Dicha estructura fue indexada con la tarjeta
No. 01-087-0720. Ademas, fue calculado el tamafio de cristal promedio por medio de la formula
de Scherrer para lo cual se empled el ancho medio del pico perteneciente a la reflexion del plano
(111) del difractograma. El resultado de dicho calculo mostr6 que el tamafio de cristal fue de 28
nm, con lo cual se confirma la formacidon de nanocristales. Por otra parte, no existe evidencia de
algun compuesto orgdnico proveniente de la planta, tal y como ha sido reportado en varias
investigaciones [141, 150, 151]. Lo anterior esta en funcion del proceso de lavado de la muestra y

de la cantidad de compuestos organicos involucrados en la estabilizacion de las AgNPs.
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Figura 3.34 Patrén de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de plata sintetizadas a temperatura

ambiente con 4 ml del extracto de Eriobotrya japénica y 10 ml de solucién 5 mM de AgNO:s.

La figura 3.35 muestra el analisis por TEM realizado a la muestra secada en la que se emple6 el
extracto de Eriobotrya japdnica y una solucion 5 mM de nitrato de plata. En la micrografia se
puede apreciar que las AgNPs contintlan atrapadas dentro de una matriz que proviene del
extracto, el cual actia como agente estabilizador y que ya ha sido observada en otros trabajos
[142, 145]. De acuerdo a Parameshwaran [145], esta interaccion ocurre cuando hay suficientes
moléculas orgéanicas para reducir iones de plata a metal y encapsular estas particulas
nanométricas. Sin embargo a mayores magnificaciones se observan nanoparticulas dispersas de
morfologia esférica, con un tamafio promedio de 18 nm aproximadamente. Finalmente, en la
imagen de alta resolucion de una nanoparticula esférica de 20 nm se determind la distancia
interplanar de 2.354 A que pertenece al plano (111) de la tarjeta con la cual se indexd el patron de
rayos-X. Este andlisis demuestra que el proceso de secado no afecta el tamafio, morfologia y
distribucion de las AgNPs, ya que los compuestos orgdnicos provenientes del extracto que actian

como estabilizadores siguen presentes.
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Figura 3.35 Micrografias electronicas de transmision de la muestra seca conteniendo nanoparticulas de

plata empleando 4 ml del extracto de Eriobotrya japénicay 10 ml de solucién 5 mM de AgNO;.

Debido al poco control de las caracteristicas de las AgNPs obtenidas a condiciones ambientales,
se varid la temperatura de la reaccion de sintesis, en 50, 75 y 95 °C, cuyos resultados de UV-Vis
se muestran en la figura 3.36 realizados 2 horas después de la reaccion. Para el caso de una
temperatura de 50 °C (figura 3.36a) se observa que Unicamente las curvas correspondientes a 1y
2 ml de extracto muestran la banda de absorcion de las AgNPs. En el caso en el que se empled
una temperatura de 75 °C (figura 3.36b) se observa un comportamiento similar, ya que la banda
correspondiente a 1 ml fue la que mayor absorbancia mostr6 seguida de la de 2 ml. Estos mismos
experimentos fueron realizados 1 dia después de la reaccion mostrando el comportamiento que se
esperaba, es decir, una mayor absorbancia en las curvas que denota una mayor concentracion de
nanoparticulas y esto a medida que se incrementd la cantidad de extracto. Este comportamiento
significa que los compuestos reductores presentes en 1 ml de extracto se agotan en un tiempo
corto ya que la banda de absorcion para 2 h y 1 dia, no muestran cambios significativos, mientras
que las bandas correspondientes a las otras cantidades de extracto muestran un incremento
importante en la absorbancia 1 dia después de la reaccion, observandose, tal y como era de
esperarse, una mayor absorbancia a medida que la cantidad de extracto se increment6. Estos
resultados han sido reportados en algunos trabajos [132, 147], en donde la temperatura
incrementa la velocidad y eficiencia de la reaccion. Yang y col [147] sintetizaron AgNPs con
extracto de cascara de mango y evaluaron 4 diferentes temperaturas de 25 a 100 °C. Los
resultados mostraron una reduccion en el tamafio y mayor concentracion de NPs a medida que se

incremento la temperatura; lo anterior se debe a que a medida que se incrementa la temperatura,
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la velocidad de reduccidén se incrementa, por lo tanto, una mayor cantidad de iones son
consumidos para la formacioén de ntcleos, evitando el proceso de crecimiento secundario en la
superficie de las particulas ya formadas. Finalmente, la figura 3.36¢c muestra el analisis de UV-
Vis realizado a la muestra que se trat6 a 95 °C y 2 horas después de iniciada la reaccion; En ésta
imagen se aprecia que a medida que fue mayor la cantidad de extracto, se redujo la banda de

absorcion y consecuentemente se obtuvieron una menor concentracion de nanoparticulas.
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Figura 3.36 Analisis de UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de plata empleando una soluciéon 5 mM
de AgNOs y llevada a cabo a diferentes temperaturas: a) 50, b) 75 y ¢) 95 °C.

El comportamiento anterior es contrario incluso al observado con la técnica de sintesis quimica
convencional en donde a mayores temperaturas se obtienen mayor concentracion de
nanoparticulas con un tamano promedio menor; lo anterior se debe al incremento en la velocidad

de la reaccion lo cual provoca una mayor formacion de nucleos, los cuales favorecen la
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formacion de nanoparticulas de menor tamafo. Sin embargo, en la sintesis verde no es simple
explicar este comportamiento, ya que los compuestos y variables involucradas en la reaccion son
numerosos € incluso pueden ocurrir algunas reacciones secundarias que afecten la formacion de
las nanoparticulas, tal y como ocurrié cuando se empled un extracto de té verde para sintetizar

nanoparticulas de plata [152].

Por otra parte, la figura 3.37 muestra el analisis de MET para evaluar la morfologia y tamafio de
las AgNPs sintetizadas a diferentes temperaturas. La figura 3.37a corresponde a la muestra que se
llevé a cabo a 50 °C, en la cual se aprecia un comportamiento similar a la reaccion a temperatura
ambiente, es decir un tamafio de particula promedio de 20 nm pero con la presencia de particulas
con un tamano de alrededor de 100 nm. Por otro lado la figura 3.37b corresponde a la reaccion a
75 °C en la cual se puede observar claramente la presencia de dos distribuciones de tamafio, la
primera que tiene un rango de 47-76 nm y el segundo de 6-18 nm. Este comportamiento es una
caracteristica tipica de lo que se conoce como crecimiento secundario, el cual consiste en el
crecimiento de nanoparticulas de mayor tamafio a expensas de otras mas pequefias hasta llegar a
la estabilidad, quedando particulas pequefas. Estos resultados no son consistentes con los de UV-
Vis, mostrados anteriormente, sin embargo, debe mencionarse que el analisis de espectroscopia
fue realizado 2 horas después de la reaccion mientras que el estudio por MET se llevo a cabo
aproximadamente 10 dias después, por lo que cabe la posibilidad que durante este tiempo el
proceso de crecimiento haya continuado. Para el caso en el que la temperatura fue de 95 °C,
(figura 3.37¢) se observa una menor concentracion de NPs, sin embargo en este caso el tamafio es
mas homogéneo; en cuanto a la morfologia se aprecian nanoparticulas esféricas y triangulares.
Finalmente, las figuras 3.37d-f son micrografias de alta resolucion de las muestras realizadas a
50, 75 y 95 °C, respectivamente, en donde se puede observar una morfologia esférica, lograndose
indexar los planos de mayor intensidad, siendo estos: (111) y (200) cuyas distancias interplanares

son 2.354 y 2.038 A, respectivamente.
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Figura 3.37 Analisis de MET de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml de extracto de

Eriobotrya japénica y 10 ml de una soluciéon 5 mM de AgNOs, a diferentes temperaturas: a) 50, b) 75y
¢) 95 °C y sus respectivas HRTEM (d-f).

Debido al poco contenido de agentes estabilizadores en el extracto acuoso de hojas de nispero, se
llevd a cabo un extracto a base de alcohol con el propdsito de extraer mas compuestos que
puedan encapsular o estabilizar las NPs. La figura 3.38 muestra los resultados de UV-Vis para el
caso en el que los extractos fueron hechos con alcohol etilico. Se puede observar en todos los
espectros, que la posicion de la banda de absorcion correspondiente a las AgNPs est4 centrada en
420 nm, sin mostrar un movimiento significativo para las diferentes cantidades de extracto
adicionado. El comportamiento con respecto a la intensidad de la banda con el incremento del
extracto sigue siendo el mismo, es decir mayor absorbancia con mayor cantidad de extracto
empleado, obteniendo el mejor resultado con 5 ml de extracto de Eriobotrya japdnica con una
absorbancia igual a 1, la cual fue mayor que la obtenida en el caso del extracto acuoso que fue de
0.8 aproximadamente. Ademas, se observa claramente que la banda de absorcion es mas estrecha

que el caso del extracto a base de agua; esto indica que el rango de tamafio de las NPs es més
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pequetio. Lo anterior sugiere que el alcohol extraec compuestos organicos en diferentes
proporciones, comparado con el agua, por lo cual se favorece o mejora las caracteristicas de las

AgNPs tales como morfologia, tamafo y dispersion.
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Figura 3.38 Analisis de UV-Vis de las nanoparticulas de plata variando la cantidad de extracto a base de

alcohol de Eriobotrya japonica y empleando 10 ml de una solucién 5 mM de AgNOs.

En la figura 3.39 se muestran las micrografias de MET pertenecientes a la muestra en la que se
us6 5 ml de extracto a base de etanol. En la figura 3.39a se puede apreciar la concentracion de
nanoparticulas, observandose una gran cantidad de las mismas encapsuladas por los compuestos
organicos. Por otro lado, en la figura 3.39b se aprecian las caracteristicas de las AgNPs, las
cuales son en su mayoria de forma esférica con un rango de tamano de 10-18 nm; estos resultados
son consistentes con los obtenidos por UV-Vis ya que no se observan particulas de gran tamafno
ni diversas morfologias como se obtuvieron cuando se realizo el extracto con agua. Finalmente,
la figura 3.39c es una micrografia de alta resolucion en donde se logré medir una distancia de
2.325 A, que pertenece al plano (111) de la plata, de fase clibica centrada en las caras. Estos
resultados sugieren que el uso del alcohol etilico muestra mejores propiedades para sintetizar
AgNPs ya que sus caracteristicas, tales como forma, tamafo y dispersividad fueron mejoradas
con respecto a los resultados obtenidos con el extracto en agua. El uso de alcohol para obtener
extractos ha sido poco reportado; Logeswari y col [153] sintetizaron AgNPs empleando extractos
de 4 diferentes plantas los cuales los llevaron a cabo utilizando alcohol etilico, sin embargo,

dichos extractos fueron secados por completo para posteriormente adicionarlos a las soluciones
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de AgNOs. Los resultados, en todos los casos, fue la sintesis de nanoparticulas de formas
irregulares con tamafios de 40-55 nm, los cuales son valores mas grandes comparados con los

obtenidos en el presente trabajo.

Figura 3.39 Micrografias electronicas de transmision de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 10 ml
de una solucion 5 mM de AgNO; y empleando 5 ml del extracto de Eriobotrya japdnica a base de

alcohol etilico.

Para determinar los grupos funcionales involucrados en el proceso de sintesis de nanoparticulas
por medio del extracto de Eriobotrya japénica, se llevé a cabo un andlisis de FT-IR el cual se
muestra en la figura 3.40. En el espectro del extracto (linea continua) se aprecian las bandas
debido a los flavonoides y compuestos fenolicos situadas en 3395cm, 2926 ecm™, 1620 cm™ y
1045 cm! que corresponden a los enlaces O-H, C-H, C=C y C-O, respectivamente. Ademas, se
observan varias bandas 1460 cm™ y 1250 cm™ que pertenecen al enlace C-H de los grupos
metilos terminales; la banda centrada en 620 cm™ corresponde al enlace C-Cl. Al comparar el
espectro de las nanoparticulas se observan las mismas bandas pero con una intensidad
dréasticamente reducida. Dicha diferencia de intensidad puede ser atribuida a la alta concentracion
de nanoparticulas que fueron sintetizadas y en las cuales se involucraron la gran parte de los
compuestos fendlicos. Por otra parte las bajas sefiales de los enlaces corresponden a los pocos

compuestos organicos que se encuentran estabilizando a las nanoparticulas.
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Figura 3.40 Analisis de FT-IR del extracto de Eriobotrya japonica (linea continua) y de las
nanoparticulas de plata sintetizadas (linea punteada), empleando 4 ml del extracto y 10 ml de la soluciéon 5

mM de AgNO:;.

La capacidad reductora del extracto de hojas de Eriobotrya japonica se debe a su composicion
quimica la cual esta conformada en su mayoria por derivados de acidos cafeico y ferulico y
pequefias cantidades de quercetin [127]. Todas estas sustancias son bien conocidas por su
capacidad antioxidante, es decir, su capacidad reductora. Por lo tanto, en este caso es probable
que se lleve a cabo tres posibles mecanismos de reaccion con cada uno de los compuestos

nombrados.
3.1.1.7 Sintesis de nanoparticulas empleando el extracto de Aloysia triphylla.

La figura 3.41 muestra los espectros de UV-Vis al emplear 3 diferentes concentraciones de la
solucion precursora y 5 ml de extracto de Aloysia triphylla; en todos los casos se puede apreciar
una banda de absorcion del plasmoén superficial (SPR), tipica de las AgNPs. Para una
concentracion de 1 mM de AgNOs;, dicha banda se encuentra situada en 432 nm con una
intensidad moderada y un ancho relativamente pequefio. Cuando la concentracion de la sal
precursora corresponde a 3 mM, la banda es significativamente més intensa, lo cual significa que
hay una mayor concentracion de NPs formadas, ademas, en esta condicion la banda se sittia a 419

nm. Este comportamiento se debe a que el tamafio de las AgNPs se vuelve mas pequefio, ya que
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al incrementar la concentracion de sal precursora, hay una mayor concentracion de iones de plata
los cuales son reducidos rdpidamente y estabilizados por los compuestos organicos provenientes
del extracto. Estos resultados coinciden con previas investigaciones [43]. Finalmente, para la
concentracion de 5 mM de AgNOs se observa una banda muy amplia de menor intensidad con
respecto a las dos condiciones anteriores, lo que significa que hay una menor cantidad de
nanoparticulas y que, ademas, hay una amplia distribucion de tamafios. Este comportamiento se
debe a que, para esta condicion, hay una mayor concentracién de iones reducidos, sin embargo,
los compuestos estabilizadores no son suficientes, por lo que ocurre un crecimiento excesivo de

las particulas.
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Figura 3.41 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml del extracto de

Aloysia triphylla variando la concentracion de AgNOs.

Para corroborar los resultados obtenidos por medio de UV-Vis, se realizd6 un andlisis de
microscopia electronica de barrido, el cual es mostrado en la figura 3.42. Los resultados son
congruentes con los obtenidos en UV-Vis, ya que cuando se usd una solucion 1 mM (figura
3.42a) se observan pocas particulas de tamafio considerable y con un rango de tamafio
considerable, mientras que cuando se utilizé una solucion correspondiente a 3 mM (figura 3.42b)
se observa una gran concentraciéon de AgNPs, de menor tamafo, aproximadamente de 20 nm, y

con una distribucion de tamafio uniforme. Finalmente, en el caso de la solucion perteneciente a 5
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mM (figura 3.42c) se observa una menor concentracion de NPs que en las figuras anteriores.
Respecto al tamafo, se observan dos distribuciones de tamafio, justificando la forma de la banda
obtenida en el espectro de UV-Vis. Otra caracteristica que debe notarse, es la presencia de los
compuestos organicos provenientes del extracto y que actiian como estabilizadores, rodeando a
las AgNPs y que ya ha sido observada en otros trabajos [142, 145]. En el analisis EDS, se
observan las sefiales de carbono y plata, correspondientes a los compuestos organicos y a las

nanoparticulas de plata, respectivamente.
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Figura 3.42 Analisis de MEB de las muestras con 5 ml de extracto de Aloysia triphylla para las diferentes
concentraciones de AgNO;: a) ImM, b) 3Mm, ¢) 5SmM y d) analisis EDS.

Para determinar con mayor precision las caracteristicas de las AgNPs, se realiz6 un anélisis por
microscopia electronica de transmision, el cual es mostrado en la figura 3.43. En este fue
seleccionada la muestra en la que se utilizé6 10 ml de la soluciéon 3 mM con 5 ml de extracto de

Aloysia triphylla, siendo esta la de mejores resultados. La mayoria de las NPs se encuentran en
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un rango de tamafno de 5-30 nm y tienen morfologia esférica, sin embargo, se observan algunas
con tamanos mayores a 50 nm cuya morfologia es irregular debido a un crecimiento sin control.
En la micrografia de alta resolucion se observan los planos atomicos cuya distancia interplanar
fue de 0.23 nm correspondiente al plano (111) de la plata. Finalmente, el analisis quimico
muestra los elementos de interés que son: la plata de las nanoparticulas, el cobre de la rejilla, el
carbon del soporte y al igual perteneciente a los compuestos organicos provenientes del extracto.
Con estos resultados se corrobora la capacidad reductora y estabilizadora del extracto de Aloysia

triphylla.
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Figura 3.43 Analisis de MET de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 ml de extracto de Aloysia
triphylla y 10 ml de una solucion 3 mM de AgNO:s.
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Otra de las variables investigadas fue la cantidad o volumen del extracto empleado, el cual fue
variado en 1, 2, 3, 4 y 5 ml, cuyas muestras fueron analizadas por UV-Vis y sus resultados son
mostrados en la figura 3.44. La banda tipica de las AgNPs se encuentra centrada en
aproximadamente 450 nm, cuando se emplea 1 ml de extracto; sin embargo, la banda de
absorcion presenta muy baja intensidad. A medida que se incrementd la cantidad de extracto, se
observa la absorbancia de la banda significativamente mds intensa, lo que indica un incremento
en la concentracion de AgNPs. Ademas, dicha banda se mueve ligeramente a longitudes de onda
menores. Este comportamiento indica que las nanoparticulas de plata tienen un tamafio promedio
mas pequefio. Consecuentemente, los mejores resultados se obtuvieron en el caso en el que se
utilizaron 5 ml, como era de esperarse, observandose la mayor absorbancia de la banda la cual
estd ubicada en 435 nm. Este comportamiento ha sido ampliamente reportado en anteriores
investigaciones, el cual se debe a que a medida que se incrementa el volumen de extracto
empleado, la cantidad de agentes reductores y estabilizadores estan en mayor proporcion, lo cual
conlleva a una mayor reduccion de iones de plata y consecuentemente, una mayor concentracion

de AgNPs [43, 139].
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Figura 3.44 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de plata sintetizadas con varias cantidades de

extracto de Aloysia triphylla y 10 ml de una solucion 3 mM de AgNO:s.

La muestra en la que se emplearon 5 ml de extracto de Aloysia triphylla fue secada para realizar

un estudio por medio de difraccion de rayos-X, cuyos resultados se muestran en la figura 3.45. En
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éste se pueden apreciar los picos principales de la fase cubica centrada en las caras
correspondiente a la plata, situados en 37.96°, 44.3°, 64.5° y 77.44°, los cuales pertenecen a los
planos (111), (200), (220) y (311), respectivamente. Dichos planos fueron perfectamente
indexados con la tarjeta No. 03-065-2871 de la base de datos empleada. Ademas, se observan
otros picos que no pertenecen a plata o algin compuesto formado por la misma, por lo que dichos
picos son atribuidos a los compuestos organicos presentes en las AgNPs después del proceso de
secado. La presencia de picos de difraccion de compuestos organicos ha sido ampliamente
reportada en varias investigaciones, sin embargo su indexacién por medio de esta técnica es muy
compleja [141, 154, 155]. Ulug y col, encontraron un par de reflexiones entre 20-30°, y
concluyeron que dichos picos pertenecian a los compuestos organicos que encapsulan a las

AgNPs [141].
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Figura 3.45 Patron de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 5 del extracto

de Aloysia triphylla y 10 ml de una soluciéon 3 mM de AgNOs.

Como se observo en las micrografias, el tamafio y morfologia de las nanoparticulas no es tan
uniforme, por lo tanto, se incremento la temperatura de la reaccion con el objetivo de mejorar las
caracteristicas de las AgNPs. La figura 3.46 presenta los resultados de UV-Vis a las tres
diferentes temperaturas empleadas. En primer lugar, cuando la temperatura de reaccion fue de 50
°C (figura 3.46a) se observa que la banda tipica de las AgNPs se encuentra centrada en 430 nm, la

cual incrementa en intensidad a medida que se utiliz6 mayor volumen de extracto, lo cual sugiere
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la presencia de una mayor densidad de AgNPs. La posicion de la banda permanece constante por
lo que el tamafio es el mismo para todos los volumenes empleados. También se puede apreciar
que para 3, 4 y 5 ml de extracto, la banda se vuelve muy amplia de tal manera que no es posible
determinar su inicio; lo anterior sugiere que hay una distribucion de tamafio muy amplia. Por otra
parte, para 75 °C (figura 3.46b), se observa la misma tendencia, es decir, la intensidad de la
banda de absorcion es mayor a medida que se increment6 la cantidad de extracto de Aloysia
triphylla. En este caso, la posicion de la banda se mueve ligeramente a longitudes de onda
menores, sugiriendo un menor tamano de las NPs. Por otra parte, en los espectros
correspondientes a 4 y 5 ml de extracto de Aloysia triphylla se observa la presencia de otra
pequefia banda situada en 360 nm, lo cual sugiere la existencia de una distribucion bimodal.
Finalmente, para 95 °C (figura 3.46¢), se obtuvo un comportamiento similar al observado para la
condiciébn anterior. Este comportamiento ha sido previamente reportado en algunas
investigaciones [132, 156]. Por lo tanto, los mejores resultados fueron observados cuando la
temperatura de reaccion fue de 95 °C empleando 5 ml de extracto de Aloysia triphylla, ya que la
banda muestra mayor intensidad y es mds estrecha que las demas. Esto ultimo sugiere que las
nanoparticulas tienen un rango de tamafio menor. Ahluwalia y col, emplearon 5 diferentes
temperaturas desde 10 hasta 50 °C, observando la mayor absorbancia a mayor temperatura [132].
Este comportamiento se debe a que a medida que se incrementa la temperatura de la reaccion, la
velocidad de reduccién se incrementa y por lo tanto, mayor cantidad de iones son consumidos en
la formacion de nucleos, con lo cual se evita un proceso de reduccion secundario y el resultado es

la formacion de una mayor cantidad de nanoparticulas de menor tamafio [147].
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Figura 3.46 Analisis de UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de plata a diferentes temperaturas: a) 50,

b) 75 y ¢) 95 °C, empleando 10 ml de una soluciéon 3 mM de AgNO:s.

128



Para corroborar los resultados anteriores, se llevo a cabo un analisis por microscopia electronica
de transmision para las diferentes temperaturas de reaccion, cuyos resultados se presentan en la
figura 3.47. Las micrografias 3.47a-c pertenecen a las muestras que se realizaron a 50 °C, en este
caso, la morfologia es en su mayoria cuasi-esférica con algunas formas irregulares, las cuales se
pueden apreciar con mayor claridad en la imagen 3.47b, en donde, ademads, se aprecia el amplio
rango de tamafio, tal como sugeria la forma de la banda obtenida en UV-Vis. El tamafio promedio
fue de 16.56 nm con una distribucion bimodal, la primera ubicada entre 7 y 12 nm y la segunda
entre 15 y 25 nm. La imagen 3.47c es una micrografia de alta resolucion en la cual se observa la
naturaleza cristalina de las nanoparticulas mostrando principalmente 2 distancias interplanares
que son 0.23 y 0.20 nm, las cuales pertenecen respectivamente a los planos (111) y (200), de la

plata fcc.

Por otra parte, las figuras 3.47d-f corresponden a una temperatura de reaccion de 75 °C, en donde
se puede apreciar un incremento en la cantidad y el tamafio de las AgNPs. En cuanto a la
morfologia, se pueden observar particulas cuasi-esféricas, triangulares y algunas de forma
irregular. Se observan dos distribuciones de tamafio, la primera entre 5 y 15 nm y la segunda
entre 25 y 40 nm, con un tamafio promedio de 13 nm corroborando los resultados obtenidos por
la técnica de UV-Vis. Al igual que en el caso anterior, fueron indexados los principales planos
cristalograficos de la plata que son (111) y (200). Finalmente, las imégenes 3.47g-1 corresponden
a una temperatura de 95 °C, en las cuales se observa la morfologia cuasi-esférica de las NPs, el
tamafio promedio fue de 9.53 nm, donde las nanoparticulas presentan una reducida distribucion
de tamafio. Como se puede observar en la figura 3.47i, las distancias interplanares fueron las
mismas que en los casos anteriores. Estos resultados son congruentes con los obtenidos por

espectroscopia UV-Vis, mostrados en la figura 3.46.
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Figura 3.47 Micrografias electronicas de transmision de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
diferentes temperaturas: a-c) 50, d-f) 75 y g-i) 95 °C, al emplear 5 ml del extracto de Aloysia triphyllay 10
ml de una soluciéon 3 mM de AgNO:s.

Para determinar los posibles compuestos organicos involucrados en el proceso de sintesis, se
llevé a cabo el analisis de FT-IR presentado en la figura 3.48. En el espectro del extracto se
encuentran varias sefiales. La primera situada en 3360 cm™ que corresponde al enlace O-H de los
fenoles; la banda centrada en 2927 cm™! pertenece al enlace C-H. A longitudes de onda mayores
se aprecian las bandas debido a los anillos aromaticos; el enlace C=C se encuentra en 1656 cm™' y

la sefial del enlace C-H se confirma por la presencia de dos bandas ubicadas en 1430 cm™ y 1245
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cm™!. El enlace C-O de los compuestos fendlicos se encuentra en 1060 cm™. Finalmente, se
observa una sefial a 612 cm™ correspondiente al enlace C-Cl. Esta ultima banda confirma la
presencia de cloro en el extracto, a partir del cual se form6 el cloruro de plata indexado en el
analisis de rayos-X. Por otra parte, al observar el espectro de las AgNPs (linea punteada), se
observan las mismas bandas aunque con intensidades significativamente menores lo cual se debe
a la intervencion de estos compuestos en el proceso de reduccion; mientras que los compuestos
estabilizadores son los responsables de estas sefales mas débiles. Por lo tanto, la capacidad del
extracto de Aloysia triphylla para sintetizar AgNPs puede atribuirse a varios compuestos
terpenoides que se han determinado en su composicion quimica. Estos compuestos estan en
porcentajes considerables y son: geranial (24.4%), neral (27.3), espatulenol (25.6%) y otros
compuestos en menor proporcion, los cuales fueron determinados por Olmedo y col, empleando

la técnica de cromatografia de gases [157].
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Figura 3.48 Analisis de FT-IR del extracto de Aloysia triphylla (linea continua) y de las nanoparticulas de
plata sintetizadas (linea punteada), empleando 5 ml del extracto de Aloysia triphylla y 10 ml de una
solucion 3 mM de AgNO;.

3.1.2 Nanoparticulas de oro

Tal y como ha sido reportado, el primer indicio de la formaciéon de nanoparticulas de oro es un

cambio de color en la solucion; regularmente de amarillo a rojo o violeta [158], que se atribuye al
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fendmeno de resonancia del plasmon superficial (SPR). ElI SPR, es también llamado banda o pico
de absorcion. En la espectroscopia UV-Vis, el SPR para las nanoparticulas de oro aparece en un
rango de 500-600 nm [159]. Sin embargo, existen varios factores que pueden afectar la posicion
de dicha banda, como el medio en el cual se encuentran las nanoparticulas. Por este motivo, al
emplear extractos de distintas plantas, se debe analizar cada una de forma independiente. En este
estudio se emplearon extractos de tres diferentes plantas que son: Tamarix gallica, Salvia

microphylla Kunth y Aloysia triphylla.

3.1.2.1 Sintesis de nanoparticulas de oro empleando el extracto de Tamarix gallica

Para el caso del extracto de Tamarix gallica, el cambio de coloracion fue observado
aproximadamente 5 min después de iniciada la mezcla entre la solucion de HAuCls y el extracto
de la planta. El primer parametro evaluado fue la concentracion de la sal precursora, en este caso
HAuCla. La figura 3.49 muestra el analisis de UV-Vis al emplear diferentes concentraciones de
sal. Como se puede observar, la banda tipica de las AuNPs aparece en 550 nm con una
absorbancia de 0.22 cuando se utiliza una solucion 1 mM de HAuCls. En la medida que la
concentracion de sal se incrementd a 3 mM, la banda se encuentra centrada en 532 nm, con una
absorbancia de 0.56. Esta concentracion mostré los mejores resultados en cuanto a forma,
intensidad y ubicacion de la banda, lo cual sugiere una dispersion de nanoparticulas pequefia, una
mayor concentracion de nanoparticulas y un menor tamafio promedio, respectivamente. Para las
demas concentraciones empleadas, la banda disminuy¢ su intensidad y su forma fue mas amplia a
medida que se incrementd la concentracion de sal. Lo anterior se debe a que la cantidad del
extracto fue el mismo en todas las muestras, por lo cual la concentracion de agentes
estabilizadores no fue suficiente para estabilizar una mayor cantidad de NPs, lo cual ocurre al
incrementar la concentracion de HAuCls. Estos resultados son similares a los resultados
reportados por Chandran y col, quienes utilizaron 3 diferentes concentraciones de HAuCly,
obteniendo los mejores resultados con la de menor concentracion debido al mismo fendémeno

explicado anteriormente [160].

132



——— 10mM
— 7 mM
0.6 e
s —3mu
&) —1Mm
g 0.4
2
(@]
[72]
o]
<
0.2-
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 3.49 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de

Tamarix gallica con diferentes concentraciones de HAuCl,.

Otra de las variables evaluadas durante la sintesis de nanoparticulas de oro, fue la concentracion
del extracto de Tamarix gallica, cuyos resultados se muestran en la figura 3.50. Como se observa,
a medida que se incrementa la concentracion del extracto, la intensidad de la banda de las AuNPs
es mayor. Lo anterior sugiere una mayor concentracion sintetizada de AuNPs. Por otra parte, la
banda se ubica a una menor longitud de onda a medida que la concentracion del extracto se
incrementa, lo que significa que, el tamafio promedio de las nanoparticulas fue menor. Este
comportamiento se debe a que a medida que se incrementa la concentracion del extracto, los
compuestos reductores y estabilizadores presentes se incrementan, lo que conlleva a la sintesis de

una mayor cantidad de nanoparticulas de un menor tamano [81].

Finalmente, se evalu6 la cantidad del extracto de Tamarix gallica empleado en la sintesis de
AuNPs. La figura 3.51 muestra los espectros de UV-Vis al usar 1, 2, 3, 4 y 5 ml. Como se
observa, en los espectros de 1 y 2 ml no se aprecia la banda tipica de las AuNPs, por lo cual a
estas condiciones no existen nanoparticulas formadas, al menos hasta el momento de realizar el
analisis. Cuando se emplearon 3 ml de extracto se observa una banda ancha, centrada a 552 nm
con una intensidad de 0.17. Posteriormente, cuando se emplearon 4 ml de extracto, la banda
caracteristica de las AuNPs se incremento significativamente en su intensidad, manteniéndose en

la misma longitud de onda. Finalmente, para 5 ml se obtuvo el mejor resultado ya que, como se
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aprecia en el espectro, la banda de absorcion se ubica a 545 nm y presenta la mayor intensidad, lo
cual significa que, comparado con las muestras anteriores, para 5 ml de extracto se sintetizaron
una mayor concentracion de AuNPs, las cuales tienen un menor tamafio. Este comportamiento se
debe al incremento de compuestos reductores y estabilizadores al incrementar el volumen de
extracto; resultados que son similares a los reportados en varias investigaciones previas [92, 142,

161].
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Figura 3.50 Espectro de UV-Vis variando la concentracion del extracto de Tamarix gallica en la sintesis

de las nanoparticulas de oro, utilizando 5 ml del extracto y 10 ml de una solucién 3 mM de HAuCls.
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Figura 3.51 Espectro de UV-Vis variando el volumen del extracto de Tamarix gallica en la sintesis de las

nanoparticulas de oro, empleando 10 ml de solucion 3 mM de HAuCls.
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Una vez que fueron realizados los analisis por espectroscopia de UV-Vis y con la finalidad de
realizar el andlisis por medio de difraccion rayos-X, se procedi6 a secar la mejor muestra. Los
resultados obtenidos cuando se utiliz6 el extracto de Tamarix gallica se ilustran en la figura 3.52,
en la cual se observan las cinco principales reflexiones de oro cuya fase es cuibica centrada en las
caras. Dichos picos se encuentran ubicados en 38, 44, 64, 77 y 82 grados (20), que pertenecen a
los planos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. Las reflexiones anteriores fueron
indexadas con la tarjeta No. 03-065-2870 de la base de datos. De acuerdo a la ecuacion de
Sherrer, el tamafio de cristal es de 46 nm, confirmando el tamafo de las nanoparticulas obtenidas.
Por otra parte, los picos que no estan identificados provienen de los compuestos organicos que

estabilizan a las AuNPs tal y como ha sido reportado en otros trabajos [62, 162].
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Figura 3.52 Patron de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del

extracto de Tamarix gallica y 10 ml de solucién 3 mM de HAuCl..

La caracterizacion por microscopia electronica de barrido fue llevada a cabo para analizar la
morfologia y tamafio de las AuNPs. La figura 3.53 muestra dos micrografias obtenidas a
diferentes magnificaciones, en las cuales se observan las AuNPs sintetizadas con extracto de
Tamarix gallica. Las imagenes claramente muestran una gran concentracion de nanoparticulas de
oro, las cuales se aprecian de morfologia esférica; la mayoria de ellas con un tamafio menor a 100
nm. Ademads, se observan dispersas, con muy pocos agregados de las mismas. Estos resultados

confirman la capacidad del extracto de hojas de Tamarix gallica para sintetizar AuNPs. El
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analisis por medio de EDS confirma la sintesis de nanoparticulas de oro ya que hay una clara
sefial de oro, también se observa una sefial de carbono la cual proviene del portamuestras

empleado.

Figura 3.53 Analisis por MEB de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de Tamarix

gallica 'y 10 ml de soluciéon 3 mM de HAuCla.

Por otra parte, el analisis por MET, mostr6 resultados mas detallados acerca del tamafio,
morfologia y estructura de las AuNPs. Cabe sefalar que para realizar dicho anélisis, la muestra
fue sometida a un proceso de centrifugacion con la finalidad de hacer una seleccion en cuanto al
tamafio de las nanoparticulas y eliminar los compuestos organicos en exceso. Dicho proceso se
llevé a cabo a una velocidad de 4000 rpm durante un tiempo de 5 min. La figuras 3.54a-b son
micrografias en las cuales se muestran las diferentes morfologias y diferentes tamafios obtenidos

en la sintesis de las nanoparticulas antes del proceso de seleccion. En la figura 3.54a es evidente
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la presencia de sustancia organica en exceso dificultando, incluso, la apreciacion de las AuNPs.
La micrografia 3.54c muestra los resultados obtenidos una vez que se llevé a cabo el proceso de
seleccion por medio de la centrifugacion. En esta figura se observan las mismas morfologias, es
decir, esféricas, triangulares y algunas alargadas. Sin embargo, el tamafio de las nanoparticulas es
considerablemente menor, lo cual se corrobora por medio del histograma mostrado en la figura
3.54d, en el cual se aprecia un rango de tamafio de 30-70 nm, con un tamafio promedio de 48 nm.
Finalmente, las figuras 3.54e-f son micrografias de alta resolucion en las que se aprecian las
distancias interplanares de 0.23 nm, que corresponden al plano (111) del oro. Estos resultados son
mejores a los mostrados en algunos trabajos [75, 163], los cuales se deben a la dificultad de tener
un control de las diferentes variables que intervienen durante la sintesis de las nanoparticulas.
Consecuentemente, en la mayoria de los casos se obtienen nanoparticulas de diferentes

morfologias y amplias distribuciones de tamafio.
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Figura 3.54 Analisis por MET de las nanoparticulas de oro, empleando 5 ml del extracto y 10 ml de
solucion 3 mM de HAuCl4: a-c) micrografias a diferentes magnificaciones, d) histograma mostrando la

distribucion de tamafio de particula y e-f) imagenes de alta resolucion.
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La figura 3.55 muestra el espectro de FT-IR de Tamarix gallica y de los productos obtenidos
después de la reduccion, respectivamente. En el espectro de la planta (linea continua), se observa
una banda a 3380 cm™' generada por la vibracién del grupo O-H de los alcoholes o grupos
fendlicos. Un par de bandas se encuentran en 2920 y 1050 cm!, las cuales indican la presencia de
enlaces C-H y C-O, respectivamente. Ambas bandas son tipicas de los compuestos fendlicos
presentes en las plantas [164]. La bandas situadas a 1620, 1450, 1375 y 1320 cm™! pertenecen al
enlace C=C de los compuestos aromaticos [165]. Finalmente, la banda situada a 700 cm
pertenece al grupo C-H debido a la presencia de alcanos. Por otra parte, en el espectro FT-IR de
las AuNPs sintetizadas con el extracto de Tamarix gallica (linea punteada) se observan varias
similitudes con el espectro del extracto. Sin embargo, algunas bandas desaparecieron,
principalmente las ubicadas entre 1300 y 1500 cm, las cuales se deben a los compuestos
aromaticos. Las bandas que permanecen presentes son las situadas en 3300, 2920 y 1050 cm™, las
cuales pertenecen a los compuestos fendlicos. De acuerdo a lo anterior, se puede concluir que los
compuestos que tienen un papel fundamental en la etapa de reducciéon y estabilizacion son los

fenoles y algunos compuestos aromaticos.
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Figura 3.55 Analisis de FT-IR del extracto de Tamarix gallica (linea continua) y nanoparticulas de oro

(linea punteada), empleando 5 ml del extracto y 10 ml de solucion 3 mM de HAuCla.
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3.1.2.2 Sintesis de nanoparticulas de oro empleando el extracto de Salvia microphylla Kunth

El primer parametro analizado en la sintesis de AuNPs sintetizadas con el extracto de Salvia
microphylla Kunth fue la concentracion de sal precursora cuyos resultados de UV-Vis se
muestran en la figura 3.56. Cuando la concentracion fue 1 mM, se aprecia una banda de muy baja
intensidad; sin embargo, para 3 mM se aprecia una banda bien formada centrada en 535 nm. Para
las concentraciones de 5 y 7 mM, la intensidad de la banda incrementa, lo cual sugiere una mayor
concentracion de nanoparticulas, sin embargo, se observan dos bandas de absorcion; la primera,
ubicada en 543 nm y la segunda en, aproximadamente, 650 nm; esto sugiere la presencia de una
distribucion bimodal y la existencia de diversas morfologias [166]. Lo anterior puede deberse a
un crecimiento lento o a la existencia de ciertas reacciones secundarias que inhibieron la
participacion adecuada de los agentes estabilizadores provenientes del extracto de Salvia
microphylla Kunth. Finalmente, cuando la concentracion de HAuCls fue 10 mM se obtiene la
banda de mayor intensidad, lo que significa que existe una mayor concentracion de
nanoparticulas. Ademads, la banda se encuentra centrada a una longitud de onda menor (530 nm),
sugiriendo un menor tamafio de las nanoparticulas formadas. Por lo tanto, esta ultima
concentracion es la condicion en la que mejores resultados se obtuvieron, lo cual se debe a que
hay una mayor concentracién de iones los cuales son reducidos rapidamente y posteriormente,

estabilizados para formar nanoparticulas de un tamafio pequefio y una distribucién homogénea.
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Figura 3.56 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de Salvia

microphylla Kunth a diferentes concentraciones de HAuCls.
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Para mejorar las caracteristicas de las AuNPs se debe incrementar la concentracion de agentes
reductores y estabilizadores. Lo anterior puede lograrse incrementando el peso de planta a partir
del cual se obtiene el extracto, cuyos resultados se muestran en la figura 3.57. Para 1 g de hojas
se obtuvo una banda a 562 nm, de baja intensidad y considerablemente ancha, sugiriendo la
presencia de pocas nanoparticulas de oro, de gran tamafno y con una distribucion amplia.
Posteriormente, para 2 g de hojas de Salvia microphylla Kunth, la banda tiene una mayor
intensidad y una forma estrecha; ademas, se encuentra a una menor longitud de onda (530 nm), lo
que significa una mejoria en las caracteristicas de las nanoparticulas de oro. Finalmente, cuando
se incrementd a 3 g el peso de hojas la banda es mas intensa, sin embargo, es muy ancha
sugiriendo una gran distribucién de tamafio; esto se debe a que al incrementar la cantidad de
hojas, se aumenta la cantidad de compuestos organicos, sin embargo, si los agentes
estabilizadores estdin en menor proporcion que los reductores, puede haber una gran
concentracion de AuNPs formadas, las cuales no es posible estabilizar y consecuentemente, se

aglomeran y/o crecen excesivamente, tal como lo reportaron Yuy col [167].
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Figura 3.57 Espectro de UV-Vis variando la concentracion del extracto de Salvia microphylla Kunth en la

sintesis de las nanoparticulas de oro, utilizando 5 ml del extracto y 10 ml de solucion 10 mM de HAuCl,.

Finalmente, se evalu6 el volumen de extracto de Salvia microphylla Kunth empleado para
sintetizar AuNPs. Los resultados se muestran en la figura 3.58, la cual contiene los espectros de

UV-Vis para las cantidades de extracto empleadas. Cuando se emple6 1 ml, no se aprecia
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ninguna banda, lo que significa que no se sintetizaron nanoparticulas, probablemente por los
pocos agentes reductores y estabilizadores presentes. Para 2 ml, se observa una banda de baja
intensidad situada en 550 nm, que sugiere una baja concentraciéon de AuNPs con un tamafio
relativamente grande. Cuando se utilizaron 3 ml, la banda fue de mayor intensidad y se centrd en
535 nm; estos cambios significan que hay una mayor cantidad de nanoparticulas de oro y que son
de un menor tamafo. Este incremento de la banda continua cuando se utilizaron 4 ml del
extracto, sin embargo, la banda se mueve ligeramente hacia la derecha (540 nm), sugiriendo el
incremento en el tamafio promedio de las nanoparticulas. Finalmente, cuando se usaron 5 ml, la
banda de absorcion es mayor, sin embargo, es significativamente amplia, lo que indica que hay
una alta concentracion de nanoparticulas, pero que tienen una distribucion de tamafo grande. Por
lo tanto, las mejores caracteristicas de las Nps se obtuvieron con 4 ml. Resultados similares
fueron obtenidos por Rajan y col, quienes determinaron que la cantidad de estabilizadores no era
suficiente, por lo que al incrementar el volumen de extracto se obtenian particulas de mayor

tamano y distribucion [168].
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Figura 3.58 Espectro de UV-Vis variando el volumen del extracto de Salvia microphylla Kunth en la

sintesis de las nanoparticulas de oro, empleando 10 ml de solucién 10 mM de HAuCl,.

Posteriormente, la muestra en la que se empled una solucion 10 mM de HAuCls y 4 ml de
extracto de Salvia microphylla Kunth obtenido a partir de 2 g de planta, fue secada y analizada

por medio de difraccion de rayos-X, cuyos resultados se muestran en la figura 3.59. En el
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difractograma se indexaron las cinco principales reflexiones de oro con una fase cubica centrada
en las caras. Dichos picos se encuentran ubicados en 38, 44, 64, 77 y 82 grados (20), los cuales
pertenecen respectivamente a los planos (111), (200), (220), (311) y (222), indexados mediante la
tarjeta No. 03-065-2870 de la base de datos PDF. Ademas, el tamafio de cristal fue determinado
por medio de la ecuacion de Sherrer, obteniendo un valor de 46 nm, confirmando la estructura
nanocristalina de los s6lidos formados. Por otra parte, los picos que no estdn identificados no se
indexaron con ninguna tarjeta, por lo que se deduce que provienen de los compuestos organicos

que estabilizan a las nanoparticulas de oro, tal y como ha sido reportado [62, 162].
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Figura 3.59 Patron de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 4 ml del

extracto de Salvia microphylla Kunth y 10 ml de una solucion 10 mM de HAuCls.

La caracterizaciéon por MEB fue llevada a cabo para analizar la morfologia y tamafio de las
nanoparticulas. La figura 3.60 muestra dos micrografias obtenidas a diferentes magnificaciones,
en las cuales se observan las AuNPs sintetizadas con el extracto de Salvia microphylla Kunth. Se
observa claramente una concentracion moderada de nanoparticulas de oro; la mayoria de ellas
con morfologia esférica, sin embargo, algunas son triangulares. Respecto al tamafio, las particulas
esféricas se encuentran dentro del rango nanométrico y algunas triangulares presentan un tamafio
mayor a 100 nm. Las nanoparticulas se observan dispersas, con algunos agregados, ademas, fue

evidente la presencia de compuestos organicos remanentes, por lo que el proceso de lavado no
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fue adecuado en este caso. Estos resultados confirman la capacidad del extracto de hojas de
Salvia microphylla Kunth para sintetizar AuNPs. Finalmente, el analisis de EDS presenta una
clara sefial de oro proveniente de las nanoparticulas sintetizadas y una sefial de carbono la cual

proviene del portamuestras empleado y de los compuestos organicos.
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Figura 3.60 Analisis por MEB de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 4 ml del extracto de Salvia

microphylla Kunth y 10 ml de una solucion 10 mM de HAuCl,.

Para determinar con mayor precision el tamafio y morfologia de las AuNPs, se llevo a cabo el
analisis por MET mostrado en la figura 3.61. En las micrografias 3.61a y b, se aprecia una
densidad moderada de nanoparticulas las cuales se encuentran atrapadas en una matriz organica.
A mayores magnificaciones (figura 3.61c) se pueden apreciar las diferentes morfologias,
principalmente esféricas y triangulares. Estas ultimas son de un mayor tamafo, cerca de 100 nm,
mientras que las esféricas se encuentran en un rango de 20-75 nm; esta amplia distribucion de

tamano se debe a un contenido insuficiente de agentes estabilizadores, por lo que las particulas se
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aglomeran y comienzan a crecer hasta ser estables. Las mismas morfologias y similares
distribuciones de tamafo han sido reportadas anteriormente [72, 75]. Finalmente, la figura 3.61d
es una micrografia de alta resolucion en la que se pueden apreciar los planos atémicos cuya
distancia interplanar es de 0.23 nm que corresponde a los planos (100) del oro. Estos resultados
son congruentes con los obtenidos anteriormente y corrobora la capacidad del extracto de Salvia

microphylla Kunth para sintetizar AuNPs.

Figura 3.61 Analisis por MET de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 4 ml del extracto de Salvia

microphylla Kunth y una solucion 10 mM de HAuCla.
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Una vez que se han sintetizado las AuNPs con el extracto de Salvia microphylla Kunth, es
necesario determinar el tipo de compuestos involucrados en el proceso. La figura 3.62 muestra el
analisis de FT-IR realizado tanto al extracto como a las nanoparticulas de oro. En el espectro del
extracto se puede apreciar las bandas debido a los compuestos fenolicos: el enlace O-H situado en
3260 cm’!, el enlace C-H centrado en 2925 cm’, el enlace C=C de los anillos aromaticos ubicado
en 1600 cm’!, el enlace C-H de los grupos metilos situado en 1313 cm™ y el enlace C-O ubicado
en 1015 cm™ [164]. En el espectro correspondiente a las nanoparticulas se aprecian algunos
cambios significativos; a 3460 cm' y 2300 cm' aparecen nuevas sefiales, las cuales
corresponden al enlace N-H que pudo haber formado durante el proceso debido a la reaccion
entre el hidrogeno proveniente de la sal precursora y los compuestos organicos. Las demads
bandas contindan presentes pero con una intensidad, notablemente reducida, debido a su
participacion en el proceso de reduccion de los iones de oro. Unicamente se encuentran aquellos

compuestos que estan estabilizando a las nanoparticulas.
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Figura 3.62 Analisis de FT-IR del extracto de Salvia microphylla Kunth (linea continua) y de las
nanoparticulas de oro sintetizadas (linea punteada), empleando 4 ml del extracto y una solucién 10 mM de

HAuCls.
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3.1.2.3.- Sintesis de nanoparticulas de oro empleando el extracto de Aloysia Triphylla

La sintesis de AuNPs empleando el extracto de Aloysia Triphylla se llevo a cabo usando HAuCl4
como sal precursora, cuya concentracion fue variada y los resultados de UV-Vis se muestran en
la figura 3.63. Cuando se utilizé una soluciéon 1 mM no hay evidencia de banda de absorcion que
sugiera la presencia de las AuNPs. Posteriormente, para 3 y 5 mM las bandas de absorcion son
evidentes y muy similares, ambas ubicandose en 535 nm. Cuando la concentracion de HAuCls
fue de 7 mM se observa una banda significativamente mas intensa y centrada en 538 nm. La
tendencia continua para la concentracion 10 mM, en donde se obtuvo la maxima intensidad, lo
que significa una mayor concentracion de AuNPs; ademas, la banda se encuentra situada a 532
nm, que es una longitud de onda menor que en los otros espectros, sugiriendo que las
nanoparticulas sintetizadas tienen un tamafio promedio menor. Noruzi y col [67], obtuvieron
resultados similares al incrementar la concentracion de iones de oro en la sintesis de
nanoparticulas, utilizando un extracto de Rosa hybrida, de tal manera que las mejores

caracteristicas del espectro de UV-Vis se obtuvieron con la méxima concentracion empleada.
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Figura 3.63 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de Aloysia

Triphylla con diferentes concentraciones de HAuCl..

Es obvio que a medida que se incrementa la concentracion de un extracto, la cantidad de

compuestos organicos activos se incrementan, dentro de los cuales se encuentran aquellos que
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cumplen la funcion de reductores y estabilizadores; sin embargo, también se incrementan
aquellos compuestos que pueden retardar o inhibir la sintesis de nanoparticulas. Debido a lo
anterior, la concentracion de extracto es una de las variables que se deben evaluar, cuyos
resultados se muestran en la figura 3.64. Cuando se empled 1 g de hojas de Aloysia Triphylla se
observo una banda amplia, de baja intensidad y centrada a 555 nm. De acuerdo a resultados
anteriores, estas condiciones indican la presencia de pocas nanoparticulas de un tamano
relativamente grande y con una amplia distribucion de tamafio. Para 2 g de planta, la banda se
mueve hacia la izquierda, lo que significa la disminucién del tamafio promedio, con una mayor
intensidad. Finalmente, para 3 g de hojas de Aloysia Triphylla se observan las mejores
caracteristicas ya que la banda tiene una intensidad significativamente mayor; en lo que se
refiere al ancho y posicion de la banda son muy similares a los mostrados en la muestra con 2 g.
Por lo tanto, los extractos empleados posteriormente se prepararon utilizando 3 g de hojas de
Aloysia Triphylla. Este comportamiento se debe a que al aumentar la concentracion de extracto,
se incrementan los agentes reductores y estabilizadores, tal como lo demostré Park y col, al variar
la concentracion de 4cido galico, observando que la mayor intensidad de la banda de absorcion se

obtuvo para la mayor concentracion de dicho compuesto [91].
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Figura 3.64 Espectro de UV-Vis variando la concentracion del extracto de Aloysia Triphylla en la sintesis

de las nanoparticulas de oro empleando 5 ml del extracto y una solucion 10 mM de HAuCl,.
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Una vez determinada la concentracion de sal precursora y de extracto, se procedié a evaluar el
volumen de extracto de Aloysia Triphylla cuyos resultados se muestran en la figura 3.65. Cuando
se utilizd 1 ml de extracto, se aprecia una banda de baja intensidad y de ancho perfil, mientras
que para 2 ml de extracto, la banda es mas intensa; sin embargo, sigue siendo muy amplia y
ubicada a 565 nm, sugiriendo la presencia de nanoparticulas de gran tamafio y con una amplia
distribucion. Cuando se emplearon 3 y 4 ml de extracto de Aloysia Triphylla, las bandas
obtenidas son muy similares en cuanto a intensidad; unicamente hay una ligera variacion en la
posicion de cada una, ya que la de 3 ml se encuentra en 545 nm y la de 4 ml en 538 nm.
Finalmente, cuando se emplearon 5 ml, se observd una banda mas intensa, centrada a una
longitud de onda menor (532 nm). Este comportamiento se debe a que a medida que se
incrementa el volumen de extracto, los agentes reductores y estabilizadores incrementan su
concentracion; consecuentemente se reducen, rapidamente, una mayor cantidad de iones que
posteriormente son estabilizados de forma adecuada para obtener una alta concentracion de

AuNPs, de tamaio pequefio y con una baja distribucion de tamafio [69].

— 5 ml
0.6- — 4 ml
o — 3 ml
g —2ml
< 0.41 — 1 ml
g m
O
<
0.2—\_/\
500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 3.65 Espectro de UV-Vis variando el volumen del extracto de Aloysia Triphylla en la sintesis de

las nanoparticulas de oro, empleando una solucion 10 mM de HAuCl,.

Para comprobar la presencia de cristales de oro en la muestra, se llevd a cabo el andlisis por
difraccion de rayos X, el cual se muestra en la figura 3.66. La muestra evaluada fue aquella en la

que se empled una concentracion 10 mM de HAuCls y 5 ml del extracto de Aloysia Triphylla
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obtenido a partir de 3 g de hojas de la misma planta. El difractograma muestra cinco reflexiones
correspondientes a la fase oro, la cual fue indexada con la tarjeta No. 03-065-2870 de la base de
datos PDF. Los picos se encuentran ubicados en 38, 44, 64, 78 y 82°, los cuales corresponden a
los planos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. Ademas, el tamafio de cristal fue
de 37 nm, el cual fue determinado por medio de la ecuacion de Debye-Scherrer. Finalmente, se
observan varias pequefias reflexiones que no fueron indexadas con ninguna fase; por lo tanto, se
deduce que estos picos corresponden a los compuestos organicos que se encuentran estabilizando

a las AuNPs, tal como ha sido reportado en otros trabajos [62, 162].
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Figura 3.66 Patron de difraccion de rayos-X de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del

extracto de Aloysia Triphylla y una solucion 10 mM de HAuCl,.

La figura 3.67 muestra el estudio de MEB realizado a las AuNPs sintetizadas con el extracto de
Aloysia Triphylla. En las micrografias se pueden observar una gran cantidad de particulas de
tamafio nanométrico, aparentemente de morfologia esférica. El tamafio es dificil de precisar, sin
embargo, la mayoria son menores de 50 nm. Por otra parte, se aprecian algunas particulas de
forma triangular, las cuales se encuentran fuera del rango nanométrico, ademas, se observa la
matriz orgéanica en la que se encuentran atrapadas las nanoparticulas. Finalmente, en el analisis
quimico se presentan las sefiales de carbono y oro que provienen de los compuestos orgénicos y

de las nanoparticulas, respectivamente.
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Figura 3.67 Analisis por MEB de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de Aloysia

Triphylla y una solucion 10 mM de HAuCla.

Para corroborar los resultados obtenidos, se realizé un estudio por MET, mostrado en la figura
3.68. Como se observa, en las micrografias 3.68a y 3.68b hay una gran cantidad de
nanoparticulas las cuales tienen dos morfologias, principalmente, esféricas y triangulares. Las
AuNPs esféricas tienen un tamafio homogéneo cuya distribucién es de 20 a 35 nm; este es un
rango mas pequefio, comparado con los resultados obtenidos con el uso de las otras plantas y con
los reportados por varios autores [75, 81]. El tamafio promedio es de 31 nm, incluyendo
unicamente las particulas esféricas. También se puede apreciar una baja concentraciéon de
nanoparticulas triangulares cuyo tamafio se encuentra entre 80 y 120 nm. Estas morfologias son
el resultado de un crecimiento inadecuado debido al agotamiento de los agentes estabilizadores o

a la intervencion de diversos compuestos organicos que favorecen el crecimiento de dichas
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morfologias [92, 169]. Por otra parte, las figuras 3.68c y d son micrografias de alta resolucion en
la cual se puede observar los planos cristalinos cuya distancia es de 0.23 nm, la cual corresponde
al plano (111) de oro con fase ctbica centrada en las caras. Con estos resultados se comprueba la

sintesis de AuNPs con el uso del extracto de Aloysia Triphylla.

Figura 3.68 Analisis por MET de las nanoparticulas de oro sintetizadas con 5 ml del extracto de Aloysia

Triphylla y una solucion 10 mM de HAuCls.

Para determinar los compuestos organicos involucrados en el proceso de sintesis de AuNPs, se

llevo a cabo el analisis por FT-IR mostrado en la figura 3.69. En el espectro correspondiente al
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extracto de Aloysia Triphylla (linea continua) se observa una banda intensa a 3360 cm
perteneciente al enlace O-H proveniente de los compuestos fendlicos [164]. La banda situada en
2932 cm’! pertenece al enlace C-H que se encuentra en, practicamente, todos los compuestos

! corresponde al enlace C=C de los anillos

organicos. La banda intensa centrada en 1646 cm
aromaticos. Ademas, las bandas situadas entre 1445 y 1240 cm™! pertenecen al enlace C-H de los
grupos metilos terminales. Finalmente, se encontré evidencia de la presencia del cloro debido a la
banda situada a 614 cm™ que corresponde al enlace C-Cl. Por otra parte, en el espectro de las
AuNPs se observan las bandas correspondientes a los flavonoides y compuestos fenolicos tales
como O-H, C-H y C-O. Las intensidades de estas bandas son muy bajas, lo que sugiere que la
gran mayoria de estos compuestos fueron consumidos en la etapa de la reduccioén de los iones;
ademads, las bandas presentes corresponden, Unicamente, a los compuestos que se encuentran

estabilizando a las nanoparticulas de oro sintetizadas. Finalmente, la banda del enlace C-Cl no se

observa debido a que este tipo de compuestos no tomd parte en la reaccidon de sintesis.
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Figura 3.69 Analisis de FT-IR del extracto de Aloysia triphylla (linea continua) y de las nanoparticulas de

oro sintetizadas (linea punteada), empleando 5 ml del extracto y una solucion 10 mM de HAuCl,.
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3.2 Sintesis verde de nanoparticulas bimetalicas plata-oro

Como se menciond en la primera seccion, las propiedades cataliticas de las nanoparticulas
bimetalicas pueden ser mejores que las de sus componentes individuales. Por lo tanto, se llevé a
cabo la sintesis de nanoparticulas bimetalicas plata-oro, para lo cual se seleccionaron las plantas
cuyos extractos mostraron las mejores caracteristicas en las nanoparticulas obtenidas, por lo

tanto, se emplearon las plantas Salvia microphylla kunt, Tamarix gallica y Aloysia triphylla.

Los resultados de UV-Vis se muestran en la figura 3.70. Las condiciones a las cuales se
sintetizaron las nanoparticulas fueron 5 ml de solucion 5 mM de AgNO3, 5 ml de cada extracto
empleado y posteriormente 5 ml de la soluciéon de HAuCls. En este tipo de nanoparticulas es
importante analizar un rango el cual incluya las longitudes de onda para las cuales aparecen las
bandas de absorcion de las nanoparticulas monometélicas de los elementos participantes. La
espectroscopia UV-Vis es muy util para el analisis de estos materiales ya que si se trata de una
dispersion de particulas individuales, se observaran ambas bandas en sus longitudes de onda. Si
se trata de nanoparticulas bimetalicas nticleo-coraza también habrd dos bandas de los elementos
componentes situadas a longitudes de onda diferentes de sus posiciones habituales. Finalmente, si
se tratara de una nanoaleacion, Unicamente se observaria una banda situada a una longitud de
onda media [170, 171]. De acuerdo con lo anterior, estos resultados sugieren que las
nanoparticulas sintetizadas no son de tipo nucleo-coraza, ya que, en los tres casos, se aprecia una
banda de absorcion ubicada entre 525 y 545 nm. Como se puede observar, cuando se utilizo el
extracto de Tamarix gallica se observa una banda muy débil, lo cual es un indicativo de una baja
concentracion de nanoparticulas; la banda obtenida cuando se usé el extracto de Salvia
microphylla kunt, tiene una mayor intensidad pero es de un ancho mayor. Finalmente, con el
extracto de Aloysia triphylla se obtuvo una banda con la mayor intensidad y ancho reducido. Sin
embargo, no es posible hacer una comparacion entre los tres espectros ya que, como se menciono
anteriormente, los solventes o sustancias empleadas juegan un papel muy importante en las
caracteristicas de una banda de absorcion, tales como forma, ubicacion e intensidad. Por lo tanto,
cada extracto se trata de un medio diferente y puede afectar de forma distinta las bandas

obtenidas, por lo que es necesario llevar a cabo otra técnica de caracterizacion.
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Figura 3.70 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro sintetizadas con 5 ml de cada

extracto, 5 ml de solucion 5 mM de AgNOs3, y 5 ml de la solucién 5 mM de HAuCl,.

Para corroborar los resultados anteriores, se realizdo un estudio de MEB cuyos resultados se
muestran en la figura 3.71. La micrografia 3.71a corresponde a la muestra conteniendo las
nanoparticulas bimetalicas sintetizadas con el extracto de Tamarix gallica; como se observa, hay
una baja concentracion de nanoparticulas, la mayoria de ellas de forma esférica. La figura 3.71b
muestra las nanoparticulas bimetalicas obtenidas con el extracto de Salvia microphylla kunt. En
este caso se aprecia una mayor concentracion de nanoparticulas, sin embargo, la distribucion de
tamafio es amplia y se distinguen morfologias esféricas y triangulares. Estos resultados
corroboran la forma de la banda de absorcion observada en UV-Vis. La figura 3.71¢ muestra las
nanoparticulas sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla, en la cual se aprecia una gran
cantidad de nanoparticulas, la mayoria de ellas, de morfologia esférica. En este caso las
nanoparticulas muestran una distribucion de tamafo estrecha. Por lo tanto, se puede concluir que
el extracto de Aloysia triphylla muestra una mejor capacidad para sintetizar nanoparticulas de
tamafio homogéneo y morfologia esférica. Finalmente, la figura 3.71d muestra una analisis EDS
de las nanoparticulas plata-oro, el cual es representativo para los tres extractos utilizados. En
dicho analisis se observan sefiales de oro y plata, correspondientes a las nanoparticulas; la sefal
de carbono pertenece al portamuestras compuestos organicos y la sefial de cloro puede ser debida

a contenido de este elemento en la sal precursora empleada (HAuCla).
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Figura 3.71 Analisis de MEB de las nanoparticulas bimetalicas, sintetizadas con el extracto de a) Tamarix

gallica, b) Salvia microphylla kunt, ¢) Aloysia triphylla y d) Analisis EDS.

3.2.1 Sintesis de nanoparticulas bimetalicas plata-oro empleando el extracto de Aloysia

triphylla.

Una vez comprobada la capacidad del extracto de Aloysia triphylla para sintetizar nanoparticulas
bimetalicas plata-oro se variaron algunos parametros para determinar las condiciones Optimas
para obtener nanoparticulas con las mejores caracteristicas. Una de las variables mas importantes
que se deben evaluar es la relacion en volumen de las sales precursoras, ya que de esto depende la
formacion de nanoparticulas bimetalicas [170]. La figura 3.72 muestra el analisis de UV-Vis de
las nanoparticulas bimetalicas plata-oro, variando la relacién en volumen de las sales precursoras
HAuCla:AgNOs. En todos los espectros se observa solo una banda de absorcion situada entre 500

y 600 nm, lo que significa que las nanoparticulas no son de tipo nucleo coraza [171]. Cuando se
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uso una relacion 1:3 se observa una banda de absorcidon a 535 nm, sin embargo es muy amplia y
de baja intensidad, sugiriendo la presencia de pocas nanoparticulas con una amplia distribucion
de tamafio. Para una relacion 1:2 la banda incrementa significativamente, aumentando la
concentracion de nanoparticulas, sin embargo sigue siendo amplia y se encuentra a una mayor
longitud de onda (552 nm). Para las relaciones 1:1 y 2:1 las bandas son muy similares, mostrando
una misma intensidad y ubicacion (539 nm). El mejor de los resultados se obtuvo para la relacion
3:1 donde se observa una banda intensa centrada en 536 nm, indicando una mayor concentracion
de nanoparticulas de un menor tamafio; ademads, la banda es estrecha, sugiriendo una reducida
distribucion de tamafo. Estos resultados son congruentes con los obtenidos en algunas

investigaciones [83, 170].

Absorbancia

500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 3.72 Espectro de UV-Vis variando la relacion de sales precursoras HAuCls:AgNO;3 en la sintesis
de nanoparticulas bimetalicas, empleando 5 ml del extracto, una soluciéon 5 mM de AgNO;y una solucion

5 mM de HAuCl,.

Otra de las variables importantes en la sintesis de nanoparticulas bimetélicas es el tamafio de la
semilla, es decir el tamafio de la particula de plata. En la sintesis verde primero se agrega la sal
precursora de uno de los elementos y el extracto de la planta a utilizar; después de un tiempo, se
agrega la sal precursora del otro elemento. Este tiempo es variable para cada extracto ya que
depende de la capacidad y velocidad de reduccion de la planta. La figura 3.73 muestra los

resultados de UV-Vis al variar el tiempo de adicion de la solucion de HAuCl4, después de la
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reaccion entre la solucion de AgNOs y el extracto de Aloysia triphylla; en todos los experimentos
se utilizo una relacion en volumen 3:1 de las sales HAuCls:AgNOs. En el primer espectro, donde
el tiempo fue de 15 min se observa una banda en 537 nm y con una intensidad considerable;
ademads la banda es estrecha. Cuando el tiempo fue de 30 min, la banda es més intensa y se
encuentra en 535 nm, sugiriendo una mayor cantidad de nanoparticulas bimetalicas de menor
tamafo; en este caso, el ancho de la banda es muy similar al anterior. Cuando el tiempo se
incrementd a 45 min el efecto no fue favorable ya que la banda de absorcion es menos intensa;
ademads, es mas ancha, sugiriendo una baja concentracion de nanoparticulas con una amplia
distribucion de tamafio. Este comportamiento continia para un tiempo de 60 min en el que la
banda presenta la menor intensidad y el mayor ancho de banda, comparado con las demas
muestras. El comportamiento de las dos ultimas condiciones se debe a que, al aumentar el tiempo
de espera para adicionar la solucion de HAuCls se da tiempo para que las nanoparticulas de plata
crezcan demasiado, de tal manera que al adherirse el oro, se forman particulas muy grandes que

pueden estar fuera de la escala nanométrica, resultando una banda poco intensa y amplia.

— Ag-Au 60 min
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Figura 3.73 Espectro de UV-Vis variando el tiempo de adicion de la solucion de HAuCly en la sintesis de
nanoparticulas bimetalicas plata-oro, empleando 5 ml del extracto de Aloysia triphylla y una relacion en

volumen 3:1 de las sales HAuCl;:AgNO:s.

Los resultados anteriores fueron corroborados por medio de MEB, cuyos resultados se muestran

en la figura 3.74. La figura 3.74a corresponde a la muestra Ag-Au 15 min, en la cual se puede
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apreciar una alta concentracién de nanoparticulas de morfologia y tamafio uniformes. Para la
muestra Ag-Au 30 min (figura 3.74b) se observa una mayor cantidad de nanoparticulas, la
mayoria de morfologia esférica y de una distribucion de tamafio estrecha, tal como sugeria el
espectro de UV-Vis. Es importante notar que en esta figura se aprecia una estructura alargada en
forma de alambre, conformada por las nanoparticulas bimetalicas, cuya sintesis y caracteristicas
seran discutidas mds adelante. Las muestras restantes, Ag-Au 45 min y Ag-Au 60 min, se
muestran en las figuras 3.74c y 3.74d, respectivamente; en estos casos se observa una notable
disminuciéon en la cantidad de nanoparticulas sintetizadas, las cuales tienen un tamafio
ligeramente mayor. En todos los casos se aprecia que las nanoparticulas se encuentran dentro de
pequetios cumulos debido al efecto estabilizador de los compuestos orgénicos cuyas

biomoléculas pueden llegar a ordenar las nanoparticulas tal como lo reporté Gopinath y col [172].

X 40,000 5.0kV LABE

Figura 3.74 Analisis por MEB de las nanoparticulas bimetalicas sintetizadas con extracto de Aloysia

triphylla al variar el tiempo de adicion de HauCl4: a) 15 min, b) 30 min, ¢) 45 min y d) 60 min.
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La figura 3.75 muestra los resultados de TEM de las mismas muestras analizadas en las figuras
anteriores, apreciandose a detalle las caracteristicas de las nanoparticulas bimetalicas, como
tamafio y forma. En las muestras Ag-Au 15 min y Ag-Au 30 min, figura 3.75a y 3.75b
respectivamente, se observan una gran cantidad de nanoparticulas bimetalicas. La morfologia
obtenida, en ambas figuras, es en su mayoria esférica y el tamafo es similar, siendo ligeramente
menor en la muestra Ag-Au 30 min (32 nm), tal como sugeria el espectro de UV-Vis. Para las
muestras Ag-Au 45 min y Ag-Au 60 min, figura 375¢c y 3.75b respectivamente, se observan
concentraciones de nanoparticulas muy bajas, las cuales tienen diferentes morfologias y amplias

distribuciones de tamaiio.

Figura 3.75 Analisis por MET de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro sintetizadas con extracto de

Aloysia triphylla al variar el tiempo de adicion de HauCl4: a) 15 min, b) 30 min, ¢) 45 min y d) 60 min.
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En la figura anterior, se puede observar que en todas las micrografias las nanoparticulas se
encuentran formando agrupaciones y, en algunos casos, mostrando un ordenamiento entre ellas.
La figura 3.76 muestra a detalle este comportamiento, donde las biomoléculas provenientes el
extracto juegan un papel fundamental ya que son las responsables de encapsular y ordenar a las
nanoparticulas [27], como se aprecia en la figura 3.76b. Por otro lado, las figuras 3.76¢ y 3.76d
son micrografias de alta resolucion, en las cuales se observan los planos atdmicos cuya distancia

interplanar es de 0.235 nm, correspondiente al plano (111) de oro.

Figura 3.76 Analisis de MET mostrando: a) y b) la estabilizacion y ordenamiento de las nanoparticulas, c)
y d) los planos atomicos de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro, empleando 5 ml del extracto de

Aloysia triphylla, 5 ml de solucion 5 mM de AgNOs y15 ml de solucion 5 mM de HAuCl,.
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Para determinar los compuestos orgdnicos involucrados en la sintesis de las nanoparticulas
bimetalicas, se llevo el andlisis por FT-IR mostrado en la figura 3.77. En el espectro del extracto
de cedrén se pueden observar varias bandas situadas en 3428, 2932, 1647, 1403, 1067 y 623 cm’
I: dichas sefiales se deben a los enlaces O-H de fenoles y flavonoides, C-H, C=C de los
compuestos aromaticos, C-H de grupos metilos, C-O de los fenoles y C-Cl, respectivamente.
Posteriormente, se puede apreciar, en todos los espectros, que las mismas bandas estan presentes
con diferentes intensidades, en funcion de la eficiencia de la reaccion, es decir de la cantidad de
nanoparticulas sintetizadas. De esta manera, la muestra Ag-Au 60 min es la que presenta las
bandas con mayor intensidad debido a que hay una menor densidad de nanoparticulas, por lo que
la cantidad de compuestos consumidos fue menor. Posteriormente, el espectro de la muestra Ag-
Au 45 min tiene una intensidad ligeramente menor que la muestra anterior. Finalmente, las
muestras Ag-Au 15 min y Ag-Au 30 min son las que presentaron mas nanoparticulas, por lo que

las bandas tienen una baja intensidad, indicando mayor consumo de agentes reductores.
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Figura 3.77 Analisis FT-IR de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro, obtenidas al variar el tiempo de

adicion de la solucion de HAuCls, empleando 5 ml del extracto y una relacion 3:1 de las sales precursoras.
3.2.2 Sintesis de materiales nanoestructurados obtenidos con el extracto de Aloysia triphylla.

Tal como se mencion6é en la seccidon anterior, las nanoparticulas bimetalicas plata-oro se

encuentran agrupadas y en algunos casos siguen un orden para formar estructuras alargadas.
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Como se observa en la figura 3.78a, hay una gran cantidad de estas estructuras, acompafiadas por
algunas nanoparticulas; tienen forma alargada y sus tamafios son variables, alcanzando hasta 100
um. Cuando la micrografia se encuentra a mayor magnificacion (figura 3.78b), se observa que la
estructura alargada estd conformada por nanoparticulas que se encuentran en la superficie de la
misma. Las figuras 3.78c y 3.78d muestran, mas a detalle, la forma de las nanoestructuras
obtenidas; se corrobora que hay nanoparticulas en toda la superficie, sin embargo, no es posible
un mayor acercamiento ya que la muestra comienza a quemarse debido al haz del microscopio, e
incluso algunas nanoparticulas se desprenden de la estructura formada. Dicho material puede
estar formado por nanoparticulas, o bien, hay un sustrato en el cual se depositan las
nanoparticulas bimetélicas. En ambos casos, las biomoléculas juegan un papel importante ya que

pueden formar complejos para formar este tipo de materiales nanoestructurados [27].

100pm IIMM 100nm IIMM

WD 6.4mm 5.0kV = 81 WD 8.8=m

Figura 3.78 Analisis de microscopia de las nanoestructuras alargadas sintetizadas con 5 ml del extracto de

Aloysia triphylla y una relacion 3:1 en volumen de las soluciones precursoras a una concentracion 5 mM.
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La figura 3.79 muestra el analisis de difraccion de rayos-X realizado a la muestra que, de acuerdo
a MEB, presentd mas alambres nanoestructurados. Se indexaron las 5 principales reflexiones
correspondientes a oro en angulos de 38°, 44°, 65°, 78° y 82° que pertenecen a los planos (111),
(200), (220), (311) y (222), respectivamente, de acuerdo a la tarjeta No. 03-065-2870 de la base
de datos empleada. Las reflexiones de plata y oro se ubican, practicamente en los mismos
angulos; sin embargo, con los resultados obtenidos por UV-Vis se determina que las
nanoparticulas son bimetalicas, de tipo nucleo-coraza. Otra de las fases encontradas fue AgCl,
indexada con la tarjeta No. 00-001-1013; en este caso se observan cuatro de las reflexiones
correspondientes a esta fase. También se observan reflexiones correspondientes a KCI las cuales
fueron indexadas con la tarjeta No. 01-075-0296. Los cloruros encontrados se deben al alto
contenido de cloro en el sistema, debido a la sal de oro empleada (HauCls), por lo que reacciona
facilmente con alglin i6n metalico, como por ejemplo la plata del AgNO3 y el potasio que puede
provenir de la planta. Finalmente, algunos picos no se lograron identificar, por lo que se
determind que dichas reflexiones pertenecen a los compuestos organicos que estabilizan y/o

forman parte de los alambres nanoestructurados.
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Figura 3.79 Patron de rayos-X de la muestra conteniendo nanoparticulas bimetalicas y nanoestructuras
alargadas, empleando 5 ml del extracto de Aloysia triphylla y una relacion 3:1 en volumen de las

soluciones precursoras a una concentracion 5 mM.
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Debido a los resultados de rayos-X, es necesario determinar la ubicacion de cada una de las fases
encontradas, por lo que se llevo a cabo el mapeo mostrado en la figura 3.80. Como se puede
observar, las estruscturas alargadas son de AgCl y las nanoparticulas que se encuentran adheridas
en la superficie son de Ag-Au, las cuales son ordenadas por las biomoléculas provenientes del
extracto de Aloysia triphylla. Estos resultados sugieren que el cloruro de plata se forma cuando la
solucion de HauCls es adicionada, para posteriormente servir de sustrato para que las
nanoparticulas bimetélicas crezcan y se estabilicen con la ayuda de los compuestos orgéanicos, los
cuales encapsulan tanto a las nanoparticulas como a las nanoestructuras formadas. La
cristalizacion de cloruro de plata es muy comun, incluso cuando el agua empleada se encuentre
ligeramente contaminada, sin embargo, este compuesto se caracteriza por su gran tamafio y
formas geométricas cubicas. Es por esto, que se determina que ciertos compuestos organicos, del
extracto de Aloysia triphylla, son los causantes de la obtencion de este tipo de materiales

nanoestructurados.
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Figura 3.80 Mapeo de las nanoestructuras alargadas sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla.
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3.2.3 Control del tamafio de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro

Como se observo en los resultados, el tamafio de las particulas tiene una amplia distribucion
debido, principalmente, a la gran cantidad de diferentes compuestos orgéanicos presentes en los
extractos, lo cual favorece a la existencia de diversos mecanismos de reduccion y estabilizacion,
conllevando a la obtencidén de nanoparticulas con tamafios y morfologias diferentes. Aun cuando
se evaluaron diversas variables, tales como temperatura, volumen y concentracion de reactivos,
no fue posible tener un completo control de las caracteristicas de las nanoparticulas, por lo que se
realiz6 una seleccion que consistid en centrifugar la muestra con la mayor cantidad de
nanoparticulas bimetélicas (Ag-Au 9) a diferentes velocidades; los resultados obtenidos se
muestran en la figura 3.81. A medida que se incrementa la velocidad, la posicion de la banda de
absorcion se ubica a longitudes de onda menores; para 4000 rpm se encuentra a 544 nm, mientras
que para 6000 rpm se ubica en 540 nm y para 8000 rpm esta en 536 nm. Finalmente, cuando se
centrifug6 a 10000 rpm, no se aprecia la banda, por lo que se deduce que no hay nanoparticulas.
Lo anterior se debe a que para cada velocidad empleada se precipitan nanoparticulas de cierto
tamafio; para las velocidades menores, solo se precipitan las nanoparticulas mas grandes,

quedando en la muestra solo aquellas que no se afectan por la fuerza de centrifugacion.
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Figura 3.81 Espectro de UV-Vis de las nanoparticulas bimetalicas plata-oro sintetizadas con 5 ml del
extracto de Aloysia triphylla, 5 ml de solucién 5 mM de AgNOs y 15 ml de solucion 5 mM de HAuCly,

mostrando el efecto de la velocidad de centrifugacion para controlar el tamafio.
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La figura 3.82, que es un analisis de MEB, corrobora los resultados anteriores, mostrando la
presencia de nanoparticulas de determinados tamanos en funcion de la velocidad de
centrifugacion empleadas. Cuando se empled una velocidad de 4000 rpm (figura 3.82a), se
observan nanoparticulas de diversos tamafios, todas menores a 80 nm. A medida que se
incrementa la velocidad, se aprecia un tamafio promedio menor; ademads los rangos de tamafio se
vuelven mads estrechos. De esta manera en la figura 3.82d, correspondiente a una velocidad de
10000 rpm, se observan nanoparticulas de 10 nm. Con estos resultados se demuestra una
metodologia adecuada para obtener nanoparticulas con rangos de tamafio estrechos, las cuales
pueden ser utilizadas en diversas aplicaciones dependiendo del tamafio adecuado para cumplir

ciertas funciones.
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Figura 3.82 Analisis de MET mostrando el tamafio de las nanoparticulas después de centrifugar las

muestras a las diferentes velocidades: a) 4000 rpm, b) 6000 rpm, ¢) 8000 rpm y d) 10000 rpm.
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3.3 Propiedades antibacteriales de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de

plantas

La capacidad antibacterial de las AgNps sintetizadas mediante los diferentes extractos
mencionados en las secciones anteriores, contra la bacteria E. coli, fue evaluada por medio del
método de difusion de disco. La figura 3.83 es una imagen representativa de dicho método, el
cual se llevd a cabo exactamente igual para todos los extractos. El disco marcado como (a)
contiene unicamente el extracto y se denomina disco de control; el objetivo de este disco es
determinar si el extracto empleado muestra alguna capacidad antibacterial. En el presente estudio,
ninguno de los extractos utilizados mostrd actividad antibacterial. Los tres discos restantes
contienen la misma muestra con nanoparticulas de plata, en el cual fue medido el circulo de
inhibicion formado. Este procedimiento se realizdo para las nanoparticulas sintetizadas con
extractos de Agastache mexicana, Tecoma stans, Ficus carica, Salvia microphylla Kunth,

Tamarix gallica, Eriobotrya japdnica y Aloysia triphylla.

Figura 3.83 Analisis de difusion de disco para evaluar la capacidad antibacterial de las nanoparticulas de
plata en contra de E. coli, empleando cuatro discos que contienen: a) extracto de la planta, b), ¢), d)

nanoparticulas de plata.

167



La tabla 3.1 muestra los resultados resumidos de los circulos de inhibicion formados alrededor de
los discos que contienen las nanoparticulas. Cabe sefialar, que en cada caso se utiliz6 la muestra
en la que se obtuvieron las mejores caracteristicas, tales como concentracion, tamafio y forma.
Como puede observarse, los resultados son muy similares, obteniendo la menor zona de
inhibicion cuando se utilizo el extracto de Ficus carica y Tamarix gallica, cuyo valor fue de 9
mm. Por otro lado, las nanoparticulas obtenidos con el extracto de Aloysia triphylla mostr6 la
mayor zona de inhibicién, con un valor de 10.3 mm. Estos resultados confirman la capacidad
antibacterial de las nanoparticulas de plata, la cual es menor a la mostrada en la investigacion
realizada por Kathiravan y col [173]. Sin embargo, son muy similares a las reportadas por Miri y
col, quienes evaluaron la capacidad antibacterial contra varias bacterias, obteniendo en todos los
casos una zona de inhibicion de 9.5 mm [174]. La actividad antibacterial de las nanoparticulas
depende directamente de la concentracion, tamafio y forma de las mismas. Es por esta razon que
las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla mostraron la mejor
actividad antibacterial, ya que, como se observéd en la caracterizacion, se obtuvieron una gran
cantidad de nanoparticulas de tamafio homogéneo y forma esférica. El mecanismo del efecto
antibacterial de las AgNps no se conoce de forma exacta. Sin embargo hay estudios que sugieren
que las nanoparticulas de plata pueden atacar la superficie de la membrana celular de las
bacterias, destruyendo la permeabilidad y afectando sus funciones de respiracion [107]. También
es posible que las nanoparticulas de plata, no solo interactien con la membrana celular, sino que
puedan penetrar en la bacteria. Ambos mecanismos dan como resultado la muerta de las células

bacterianas [175].

Tabla 3.1 Zona de inhibicién mostrada por las nanoparticulas de plata, sintetizadas con diferentes

extractos, en contra de la bacteria E. coli.

Extracto de planta Zona de inhibicion (mm)
Agastache mexicana, 9.3

Tecoma stans 9.2

Ficus carica 9

Salvia microphylla Kunth 9.5

Tamarix gallica 9.8
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Eriobotrya japonica 9.8

Aloysia triphylla 10.3

3.4 Propiedades cataliticas de las nanoparticulas sintetizadas con extractos de plantas

Las AgNps tienen propiedades cataliticas y pueden ser utilizadas en la reduccion o degradacion
de varios compuestos. La figura 3.84 muestra los espectros de UV-Vis de la actividad catalitica
de las nanoparticulas de plata en la degradacion de azul de metileno; en este caso se emplearon
las obtenidas con el extracto de Eriobotrya japonica. El azul de metileno emite dos bandas de
absorcion, debido al fendmeno de resonancia de plasmon superficial (SPR), ubicadas en 615 nm
y 663 nm, cuya intensidad depende de la concentracion del compuesto. Por lo tanto, el andlisis
consiste en mezclar el azul de metileno con las AgNps y monitorear la banda de absorcion del
solvente. Como se puede observar después de 30 min, las bandas del azul de metileno

disminuyen hasta 90 min donde la intensidad de las bandas es de aproximadamente el 50 %.
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Figura 3.84 Analisis de UV-Vis mostrando la actividad catalitica de las nanoparticulas de plata en la
degradacion de azul de metileno empleando 5 ml extracto de Eriobotrya japonica y 10 ml de solucion 5
mM de AgNO:s.
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Con los resultados anteriores se demuestra la actividad catalitica de las AgNps, sin embargo, la
degradacion del azul de metileno es lenta. Esta reaccion puede acelerarse mediante el uso de
NaBHa4, tal como ha sido reportado en varios trabajos [52]. El NaBH4 no toma lugar en la
reaccion, su funcion es incrementar la velocidad de donacién de electrones de las nanoparticulas
hacia el azul de metileno para llevar a cabo la reduccion. La figura 3.85 muestra los espectros de
UV-Vis para la degradacion de azul de metileno (figura 3.85a) y naranja de metilo (figura 3.85b).
Para este caso se agregaron 0.1 ml de solucién de NaBH4 0.01 M y se realiz6 un espectro cada
0.5 min. Como puede observarse en la figura 3.85a, correspondiente a la degradacion de azul de
metileno, la banda disminuye conforme transcurre el tiempo hasta desaparecer por completo
después de 4 min, donde no hay evidencia de ninguna de las bandas correspondientes al azul de
metileno. Por otra parte, la figura 3.85b muestra la degradacion de naranja de metilo, el cual
muestra una banda de absorcion centrada en el rango de 460-465 nm. En el presente estudio dicha
banda se ubica en 462 nm y su intensidad disminuye a medida que pasa el tiempo, teniendo una
completa reduccion en 7 min, tiempo en que no hay evidencia de la banda de absorcion. Otra
evidencia de la completa degradacion del naranja de metilo es la aparicion de una banda de

absorcion en 425 nm, que corresponde a las AgNps contenidas en la misma muestra.
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Figura 3.85 Analisis de UV-Vis mostrando la actividad catalitica de las nanoparticulas de plata en la
degradacion de: a) azul de metileno y b) naranja de metilo, empleando 5 ml del extracto de Aloysia

triphylla y 10 ml de solucion 5 mM de AgNO:s.
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De acuerdo a Joseph y col, mientras el naranja de metilo esta presente, la banda de las
nanoparticulas se encuentra cubierta por la del solvente organico [114]. Cabe sefalar, que en
ambos estudios las muestras cambian de color hasta quedar transparentes, lo cual confirma la
degradacion de los dos compuestos en tiempos pequefios, comparados con los reportados en otros

trabajos [59, 146].

Por otra parte, las AuNPs también han sido empleadas en la degradacion de solventes orgénicos
debido a sus propiedades cataliticas [72, 77, 167]. La figura 3.86 muestra los resultados de UV-
Vis al emplear las AuNPs, sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla, para degradar azul de
metileno y naranja de metilo. La figura 3.86a corresponde a la degradacion de azul de metileno,
el cual muestra dos bandas situadas en 616 y 664 nm. La intensidad de las bandas disminuyen
conforme avanza el tiempo; de esta forma las bandas desaparecen por completo después de 10
min, tiempo en el cual el azul se degrada por completo y Unicamente se observa la banda
correspondiente a las AuNPs. Para el caso del naranja de metilo, se aprecia un comportamiento
similar, donde la banda ubicada en 425 nm disminuye en intensidad hasta desaparecer después de
9 min. Debido a que la posicion de la banda del naranja de metilo (425 nm) es muy diferente a la
de las nanoparticulas de oro (538 nm), esta ultima se alcanza a observar en todos los espectros.

Estos resultados son mejores que los reportados en varios trabajos [77, 176].
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Figura 3.86 Analisis de UV-Vis mostrando la actividad catalitica de las nanoparticulas de oro en la
degradacion de: a) azul de metileno y b) naranja de metilo, empleando 5 ml del extracto de Aloysia

triphylla y una solucion 10 mM de HAuCla.
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Finalmente, la actividad catalitica de las nanoparticulas bimetélicas sintetizadas con el extracto de
Aloysia triphylla también fue evaluada. Las figura 3.87a y 3.87b muestran los espectros de UV-
Vis de la degradacion de azul de metileno y naranja de metilo, respectivamente. Para el primero
de los solventes se aprecian sus dos bandas tipicas centradas en 615 y 664 nm, cuya intensidad
comienza a disminuir inmediatamente hasta alcanzar la completa degradacioén en un tiempo de 9
min. Por otro lado, resultados similares fueron observados en la degradacion de naranja de
metilo, el cual presenta una banda en 426 nm que desaparece en aproximadamente 8 min. Debido
a que las nanoparticulas bimetalicas plata-oro son de tipo nucleo-coraza, en ambos andlisis se
aprecia la banda de las nanoparticulas situada en 540 nm. Los resultados mostrados en este caso
son mejores que los obtenidos con nanoparticulas de oro, sin embargo, la actividad catalitica
depende de varios factores, entre ellos la concentracion, tamafio y forma de las nanoparticulas

empleadas.
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Figura 3.87 Analisis de UV-Vis mostrando la actividad catalitica de las nanoparticulas bimetalicas plata-
oro en la degradacion de: a) azul de metileno y b) naranja de metilo, empleando 5 ml del extracto de

Aloysia triphylla, 5 ml de soluciéon 5 mM de AgNO; y 15 ml de solucion 5 mM de HAuCls.

Con los resultados anteriores se demuestra la capacidad de las nanoparticulas de plata, oro y
bimetalicas plata-oro para degradar completamente solventes como el azul de metileno y el
naranja de metilo. Sin embargo, se debe aclarar que los resultados de la actividad catalitica
mediante nanoparticulas de plata fueron ligeramente mejores, comparados con los del oro y las

nanoparticulas bimetalicas, lo que puede atribuirse al tamano promedio, forma homogénea y
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distribucion de tamafios de las nanoparticulas. Se ha reportado que algunos extractos poseen
propiedades cataliticas, para lo cual se llevo a cabo el mismo andlisis con el extracto de las
plantas usadas y los solventes, sin embargo, en ningiin caso se observd que las bandas
disminuyeran en intensidad, deduciendo que las unicas responsables de dicha degradacién son las
nanoparticulas mono y bimetalicas. De acuerdo con Tahir, la degradacién de este tipo de
compuestos por medio de nanoparticulas se debe a los radicales generados por electrones con una
alta energia. Este nivel de energia se obtiene debido a que los electrones de valencia de las
nanoparticulas son golpeados por la luz. Posteriormente, estos electrones son emitidos para llevar

a cabo la reduccion del solvente organico [52].

3.5 Discusion general

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas de manera exitosa empleando extractos de siete
diferentes plantas tipicas del estado de Michoacan, las cuales tienen aplicacion en la medicina
tradicional. La concentracion del extracto juega un papel importante, ya que al emplear una
mayor cantidad de planta se incrementan los compuestos presentes en el extracto. Sin embargo,
en algunos casos no se obtuvieron resultados favorables para la mayor concentracion del extracto;
esto se debe a la gran cantidad de compuestos presentes en las plantas, algunos de los cuales
pueden retardar o inhibir la reduccion y/o estabilizacion de las nanoparticulas. El incremento de
la concentracion de la sal precursora (AgNOs3) resultd en la sintesis de mas nanoparticulas con
tamafio y forma homogéneos; lo anterior sucedié siempre y cuando el extracto utilizado contenga
suficientes agentes reductores y estabilizadores ya que si no es asi, los resultados muestran un
incremento en el tamafo de las particulas. Finalmente, el volumen del extracto se varid de 1 a 5
ml, obteniendo los mejores resultados, en la mayoria de los casos, al emplear la mayor cantidad.
Las mejores caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas con cada extracto se muestran en la

tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Caracteristicas de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de diferentes plantas

PLANTA MORFOLOGIA TAMANO (nm)
Agastache Mexicana Esféricas, hexagonales e irregulares 10 - 80
Tecoma stans Esféricas e irregulares 10 - 50
Ficus carica Esféricas e irregulares 7-20
Salvia microphylla Kunth | Esféricas 8-30
Tamarix gallica Esféricas 5-40
Eriobotrya japdnica Esféricas y triangulares 15-20
Aloysia triphylla Esféricas 5-30

Otro parametro evaluado en algunos casos fue la temperatura de la reaccion. La tabla 3.3 muestra
las caracteristicas de las nanoparticulas de plata sintetizadas con los extractos de Eriobotrya
japonica y Aloysia triphylla. Cabe sefialar que al incrementar la temperatura de la reaccion se
sintetizaron mas nanoparticulas, sin embargo se obtuvieron distribuciones bimodales. Lo anterior
se debe a la formacion lenta de una gran cantidad de nucleos seguida de un crecimiento lento con
lo cual se favorece la formacion de particulas grandes las cuales crecen a expensas de
nanoparticulas pequefias que se siguen formando. En la sintesis verde, la distribucion del tamafio
depende de los compuestos provenientes del extracto, los cuales pueden reaccionar e incluso

descomponerse con el incremento de la temperatura.

Tabla 3.3 Distribucion de tamaio de las nanoparticulas de plata en funcion de la temperatura de la

reaccion.
PLANTA TEMPERATURA (°C) TAMANO (nm)
10-25
50
85-100
Eriobotrya japéni 75 o-18
riopotrya japonica
yalap 47 -176
15-20
95
80 - 95
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7-12
50
15-25
Aloysia triphyll 75 -
oysSia tri a
ysta triphy 25 - 40
10— 15
95
25-30

Debido al poco control en las caracteristicas de las nanoparticulas obtenidas, se utilizé alcohol
etilico para obtener el extracto de Eriobotrya japonica, con el objetivo extraer diferentes
compuestos de la planta. Los resultados mostraron la sintesis de nanoparticulas de tamafio y
forma homogéneos, sin embargo la cantidad fue muy reducida, en comparacién al uso del

extracto acuoso.

Las nanoparticulas de oro fueron sintetizadas con tres de los extractos que mostraron los mejores
resultados en la sintesis de nanoparticulas de plata, es decir, Tamarix gallica, Salvia microphylla
Kunth y Aloysia triphylla. Las variables evaluadas en este caso fueron la concentracion del
extracto, la concentracion de la solucion de HAuCls y la cantidad de extracto. Para el caso en el
que se uso6 el extracto de Tamarix gallica, se observo, por medio de UV-Vis, que la concentracion
ideal de la solucion de HAuCls fue de 3 mM ya que la banda de absorcién mostro la mayor
intensidad y la ubicacion a una menor longitud de onda, lo que significa la mayor cantidad de
nanoparticulas con un tamafo menor. El extracto empleado fue a base de 3 g, ya que el espectro
de UV-Vis presentd la mayor intensidad. Finalmente, la cantidad de extracto que mostrd los
mejores resultados fue 5 ml. Las nanoparticulas obtenidas en este caso son de forma esférica y
triangular y tienen un rango de tamafio de 30-70 nm. Cuando se empleo el extracto de Salvia
microphylla Kunth los mejores resultados fueron obtenidos con las siguientes condiciones: una
solucion 10 mM de HAuCl4 con 3 ml de extracto obtenido con 2 g de hojas de Salvia microphylla
Kunth. Las nanoparticulas obtenidas son de forma esférica y triangular con un tamaiio de 20 a 75
nm. Finalmente, con el extracto de Aloysia Triphylla se observdo que las nanoparticulas
presentaron las mejores caracteristicas con 5 ml del extracto obtenido a base de 3 g y con una
soluciéon 10 mM de HAuCls. Las nanoparticulas son principalmente esféricas con un tamafio de

20 a 35 nm.

175



Por otra parte, se evaluaron los extractos de Salvia microphylla kunt, Tamarix gallica y Aloysia
triphylla en la sintesis de nanoparticulas bimetalicas plata-oro. De acuerdo al analisis de UV-Vis
se determiné que el extracto de Aloysia triphylla sintetiza una mayor cantidad de nanoparticulas,
por lo que este extracto fue el unico que se us6 para evaluar algunas variables. Las nanoparticulas
bimetalicas plata-oro fueron obtenidas mezclando el extracto con la sal de plata y después de
cierto tiempo se adiciond la sal de oro. De acuerdo al andlisis de UV-Vis se determind que las
nanoparticulas son de tipo aleacion. A medida que se increment6 la relacion HAuCls:AgNO3 se
obtuvieron mas nanoparticulas las cuales tienen un tamafio homogéneo. Otra variable importante
fue el tiempo de adicion de la solucion de HAuCl4, observando el mejor comportamiento para un
tiempo de 30 min, ya que para mayores tiempos se obtienen menos nanoparticulas y amplias
distribuciones de tamafio. Las nanoparticulas son en su mayoria esféricas con un tamafo
promedio de 32 nm. Finalmente, el extracto de Aloysia triphylla mostr6 cierta capacidad para
ordenar las nanoparticulas y, ademas se observaron estructuras alargadas de AgCl y
nanoparticulas Ag-Au que se encuentran adheridas en la superficie. Los resultados sugieren que
el cloruro de plata se forma cuando la solucion de HauCls es adicionada, para posteriormente
servir de sustrato para que las nanoparticulas bimetalicas crezcan y se estabilicen con la ayuda de
los compuestos organicos, los cuales encapsulan tanto a las nanoparticulas como a las
nanoestructuras formadas. La capacidad de ciertos extractos para ordenar y formar estructuras de

diversas formas ya ha sido reportada anteriormente.

Debido a la presencia de una gran cantidad de compuestos organicos, provenientes de los
extractos, fue complicado el control de las caracteristicas de las nanoparticulas, tales como
tamafio y forma. Por lo anterior, se llevd a cabo un proceso de centrifugacion a las nanoparticulas
bimetalicas, con la finalidad de controlar y/o seleccionar el tamafio de las nanoparticulas. Los
resultados muestran que a medida que se varia la velocidad, se precipitan las particulas de mayor

tamafo y las de menor tamafio contintian en la solucion.

La capacidad antibacterial de las nanoparticulas de plata, sintetizadas con los diferentes extractos,
fue evaluada por medio del método de difusiéon de disco. Los resultados mostraron que las
nanoparticulas obtenidas con el extracto de Aloysia triphylla generaron una mayor zona de

inhibicion, de alrededor de 10.3 mm. La actividad antibacterial de las nanoparticulas depende
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directamente de la concentracion, tamafio y forma de las mismas. Es por esta razéon que las
nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla mostraron la mejor
actividad antibacterial, ya que, como se observé en la caracterizacion, se obtuvieron una gran
cantidad de nanoparticulas de tamafio homogéneo y forma esférica. Posteriormente, se evalud la
capacidad catalitica de las nanoparticulas de plata, oro y bimetélicas plata-oro por medio de la
degradacion de azul de metileno y naranja de metilo, monitoreando por UV-Vis la disminucion
de las bandas tipicas de cada uno de los solventes. El azul de metileno muestra dos bandas de
absorcion situadas en 615 nm y 663 nm y el naranja de metilo una situada en 462 nm. Para
acelerar la reduccion de ambos solventes, se agregaron 0.1 ml de NaBH4. Los tiempos a los
cuales se obtuvo la completa degradacion de los solventes se muestran en la tabla 3.4. Cabe
sefalar que el tiempo de reduccidn estd en funcion de la concentracion, tamafio y forma de las

nanoparticulas utilizadas.

Tabla 3.4 Tiempo de reduccion del azul de metileno y naranja de metilo empleando nanoparticulas de

plata, oro y bimetalicas plata-oro.

Tiempo de reduccion (min)

Azul de metileno | Naranja de metilo
AgNPs 4 7
AuNPs 10 9
Ag-Au Nps 9 8

Con todos los resultados obtenidos se comprob6 la capacidad de las plantas seleccionadas para
reducir las sales de plata y oro y, consecuentemente, sintetizar nanoparticulas. Para determinar
los compuestos involucrados en el proceso, se realizé un analisis de espectroscopia FT-IR, tanto a
los extractos, como a las nanoparticulas; comparando ambos espectros se determinaron los
grupos funcionales involucrados. A su vez, se realizd una amplia revision bibliografica de las
plantas y de esta manera, se determinaron los compuestos responsables de la reduccion y
estabilizacion de las nanoparticulas, los cuales se muestran en la tabla 3.5. Cabe sefialar que en
algunos casos no existe informacidn suficiente para determinar de forma precisa los compuestos

involucrados en el proceso.
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Tabla 3.5 Compuestos organicos involucrados en la sintesis de nanoparticulas.

Planta

Compuestos reductores y/o estabilizadores

Agastache mexicana

Quercetin y hesperitin

Tecoma stans

Tecomina y tecostatina

Ficus carica

Flavonoides y fenoles

Salvia microphylla Kunth

Compuestos fendlicos

Tamarix gallica

Acido gélico y acido elagico

Eriobotrya japonica

Acido cafeico, acido fertlico y quercetin

Aloysia triphylla

Geranial, neral y espatulenol
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2)
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

Se caracterizaron los extractos de las diferentes plantas utilizadas y se determinaron la
presencia de ciertos compuestos organicos capaces de actuar como agentes reductores,
como compuestos fendlicos y flavonoides. La concentracion de estos compuestos depende
de las condiciones experimentales empleadas, para lo cual se evalud la temperatura,
tiempo de permanencia, cantidad de planta y tipo de solvente. Previamente se realizd una
revision amplia de la composicion quimica de las plantas seleccionadas, todas ellas con

propiedades antioxidantes, es decir, con capacidad reductora.

Se sintetizaron nanoparticulas monometalicas de plata empleando soluciones de AgNO3
como sal precursora y extractos de nueve diferentes plantas que fueron Tamarix gallica,
estafiate, Aloysia triphylla, Salvia microphylla Kunth, Eriobotrya japonica, Taraxacum
officinale, Ficus carica, Agastache Mexicana y Tecoma stans. Dos de las plantas,
estafiate y Taraxacum officinale, no mostraron capacidad para reducir los iones de plata;
con todos los demads extractos se sintetizaron nanoparticulas de plata de diferentes formas
y tamafios. Los mejores resultados fueron obtenidos con los extractos de Tamarix gallica,
Aloysia triphylla, Salvia microphylla Kunth, Eriobotrya japonica. En el caso de las
nanoparticulas de oro, se utilizaron soluciones de HAuCls como sal precursora y los
extractos de Tamarix gallica, Aloysia triphylla, Salvia microphylla Kunth, los cuales
mostraron capacidad para sintetizar nanoparticulas de oro. Finalmente, el extracto de
Aloysia triphylla mostrd los mejores resultados para sintetizar nanoparticulas plata-oro,

tipo ntcleo-coraza.

Se caracterizaron las muestras por medio de espectroscopia UV-Vis, comprobando la
sintesis de nanoparticulas con la aparicion de una banda de absorcion debida al fendémeno
de resonancia de pasmoén superficial que presentan este tipo de materiales. Las
nanoparticulas de plata mostraron esta banda entre 420 y 470 nm, mientras que las de oro
entre 530 y 570 nm. Ademas se demostrd que las nanoparticulas bimetalicas plata-oro

eran de tipo nucleo-coraza ya que la banda de absorcion generada en estas muestras se
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ubicé en longitudes de onda correspondientes a las nanoparticulas de oro, lo que significa

que este elemento es el que se encuentra en la superficie de las particulas.

Las caracteristicas de las nanoparticulas, como concentracion, forma, tamafio y dispersion
se determinaron por MEB y MET. Las nanoparticulas de plata obtenidas con los extractos
de Ficus carica, Agastache Mexicana y Tecoma stans tienen diversas morfologias, tales
como esféricas, triangulares e irregulares; ademads, se observaron cierta aglomeracion
entre ellas. El extracto de Tamarix gallica mostrd excelentes resultados ya que se obtuvo
una gran concentracion de nanoparticulas, buena dispersion entre ellas, todas de forma
esférica y con un rango de tamafo de 5-40 nm. Con el extracto de Aloysia triphylla se
observaron resultados similares, es decir, una gran cantidad de nanoparticulas de forma
esférica; en este caso el rango de tamafio fue de 5-30 nm Con el extracto de Salvia
microphylla Kunth se sintetizaron una alta concentracion de nanoparticulas que oscilan
entre 8 y 30 nm, con una dispersion adecuada. La morfologia es, en su mayoria, esférica
con algunas formas irregulares. Finalmente, el extracto de Eriobotrya japonica se
sintetizaron nanoparticulas de forma esférica e irregular y con un tamafio entre 5 y 47 nm.
En lo que se refiere a la sintesis de nanoparticulas de oro, se utilizaron extractos de las
plantas Tamarix gallica, Aloysia triphylla y Salvia microphylla Kunth. Con la primera
planta se obtuvieron una gran densidad de nanoparticulas de morfologias triangulares y
esféricas que tienen un tamafio entre 30 y 70 nm. Las nanoparticulas obtenidas con el
extracto de Aloysia triphylla tienen dos morfologias que son esférica y triangular. Las
nanoparticulas esféricas se encuentran en gran cantidad y mayor proporcién, teniendo un
tamafio entre 20 y 35 nm; mientras que las nanoparticulas triangulares son pocas y tienen
un mayor tamafio que oscila entre 80 y 120 nm. Finalmente, con el us6 del extracto de
Salvia microphylla Kunth, se sintetiz6 una menor cantidad de nanoparticulas, las cuales
tienen formas variables, destacando las esféricas, triangulares e irregulares; El rango de
tamafio es de 20 a 75 nm, sin embargo las nanoparticulas se encuentran en pequefios

aglomerados.

Por otra parte, las nanoparticulas bimetélicas fueron sintetizadas con los extractos de

Salvia microphylla Kunth, Tamarix gallica y Aloysia triphylla. Sin embargo, esta ultima
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planta fue la que mejores resultados mostro, por lo que unicamente se utilizé el extracto
de Aloysia triphylla para sintetizar este tipo de nanoparticulas. Los resultados mostraron
que las mejores condiciones fueron el uso de una relacion 1:3 en volumen de las
soluciones precursoras AgNO3:HAuCls. Ademas, el tiempo de espera Optimo para que
crezcan las nanoparticulas de plata y agregar la solucion de HAuCls4 fue de 30 min. Las
nanoparticulas bimetalicas obtenidas fueron de forma esférica con una estrecha
distribucion de tamafio con un tamafio promedio de 32 nm. Ademas, se lograron sintetizar
formas alargadas nanoestructuradas, es decir, consistentes de nanoparticulas bimetalicas.
Dichas nanoestructuras estan conformadas por una base o sustrato de AgCl a lo largo del
cual se depositan las nanoparticulas sintetizadas. La forma alargada, de aproximadamente
100 um, se atribuye a las biomoléculas del extracto de Aloysia triphylla, que permite el
crecimiento preferencial en ciertas direcciones, hasta conseguir este tipo de arreglos. La
formacion de AgCl se atribuye a la presencia del cloro proveniente de la sal de oro, el

cual reacciona rapidamente con la plata para formar dicho compuesto.

Se evaluaron diferentes variables en la sintesis de nanoparticulas. La concentracion del
extracto mostrd los mejores resultados con 2 g de planta. Para concentraciones menores
no se extraen suficientes agentes reductores y estabilizadores ya que se sintetizd una baja
concentracion de nanoparticulas con una amplia distribuciéon de tamano y diferentes
formas. Por otro lado, para concentraciones mayores, se extraen algunos compuestos que
disminuyen la eficiencia de la reaccion, obteniendo nanoparticulas de gran tamafio de
formas irregulares. Otra de las variables evaluadas fue la temperatura de la reaccion; con
el incremento de la temperatura, se favorece la sintesis de una mayor cantidad de
nanoparticulas, sin embargo no se logr6 tener un control adecuado y en todos los casos se
observaron distribuciones de tamafno bimodales. Ademés, no fue posible detener la
reaccion, por lo que se prolongd hasta varios dias hasta agotarse los reactivos,
conllevando a un crecimiento excesivo de ciertas particulas por medio de la maduracion
Ostwald. Finalmente, al incrementar la cantidad del extracto se mejoraron las
caracteristicas de las nanoparticulas tales como tamafio y forma; ademads, se increment6 la
cantidad de particulas lo cual se debe a la existencia de una mayor cantidad de agentes

reductores y estabilizadores, provenientes de las plantas utilizadas.
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Se sugirieron los compuestos, provenientes de cada una de las plantas, responsables de la
reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas monometalicas de oro y plata y
bimetalicas plata oro. Lo anterior se realizd por medio de una amplia investigacion
bibliografica acerca de las plantas y de los compuestos organicos de mayor concentracion
que tuvieran capacidad reductora. Por otro lado, se analizaron todos los extractos por
espectroscopia FT-IR, cuyos resultados arrojaron las bandas correspondientes a los
enlaces caracteristicos de los compuestos fendlicos y flavonoides, responsables de la
sintesis de las nanoparticulas. Relacionando estos resultados con la revision bibliografica
se establecieron los agentes reductores y estabilizadores de cada planta: geranial, neral y
espatulenol para Aloysia triphylla, acido caféico y fertlico para Eriobotrya japonica,
acido galico y elagico para Tamarix gallica, varios compuestos fenolicos para Salvia
microphylla kunth, compuestos fenolicos y flavonoides para Ficus carica, tecomina y

tecostatina para Tecoma stans, quercetin y hesperitin para Agastache mexicana.

Se evaluaron las propiedades antibacteriales de las nanoparticulas de plata utilizando el
método de difusion de disco. Todas las nanoparticulas de plata sintetizadas con los
diferentes extractos mostraron propiedades antibacteriales al inhibir el crecimiento de la
bacteria E. coli. Los mejores resultados fueron obtenidos con las nanoparticulas de plata
sintetizadas con el extracto de Aloysia triphylla, ya que en este caso se obtuvieron una
gran concentracion de nanoparticulas de tamafio homogéneo y forma esférica,
caracteristicas de las cuales depende la actividad antibacterial de las nanoparticulas. En

este caso la zona de inhibicion fue de 10.3 mm, siendo el mayor valor observado.

Las nanoparticulas monometélicas de plata y oro y bimetalicas plata-oro exhibieron
propiedades cataliticas para reducir o degradar solventes organicos, tales como azul de
metileno y naranja de metilo. El tiempo de degradacion fue reducido con el uso de
NaBHa4, el cual no toma lugar en la reaccién sino que actia como catalizador. Las
nanoparticulas de plata redujeron el azul de metileno en 4 min, mientras que el naranja de
metilo fue reducido por completo en 7 min. Las nanoparticulas de oro tardaron 10 y 9 min

en degradar completamente el azul de metileno y el naranja de metilo, respectivamente.
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Finalmente, los resultados fueron muy similares para el caso de las nanoparticulas

bimetalicas, ya que el azul de metileno se redujo en 9 min y el naranja de metilo en 8 min.
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