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RESUMEN.

Las nanoparticulas de plata se estan convirtiendo en una de las categorias de productos de
mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia debido a su fuerte actividad
antimicrobiana. Sin embargo, dichas aplicaciones se encuentran limitadas debido a los
métodos de sintesis por reduccién quimica empleados, los cuales involucran sustancias
toxicas. Se ha comprobado que una gran variedad de plantas contienen sustancias que pueden
utilizarse como un agente reductor en la sintesis de nanomateriales.

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos en la sintesis verde de nanoparticulas de
plata mediante un extracto acuoso de hojas de Schinus molle L. (Pirul). La reaccion se llevé a
cabo utilizando AgNOs como sal precursora en solucién acuosa a diferentes concentraciones
(3,5, 7y 9 mM). El extracto de pirul se varid en diferentes cantidades en gramos gque van
desde 0.1, 0.14, 0.18 hasta 0.2 g. para determinar su influencia en la sintesis de nanoparticulas
de plata. Finalmente, la caracterizacion de las nanoparticulas fue realizada por medio de UV-
Vis, DRX, MEB y MET. Las nanoparticulas obtenidas presentaron en su mayoria morfologia
esférica con un rango de tamafio de 5-40nm. La prueba antibacterial se llevo a cabo por el
método de disco utilizando nanoparticulas sintetizadas con 5mM de AgNOs y 0.1 g, de pirul

los resultados fueron positivos en la inhibicion de la reproduccion bacteriana.

Palabras clave: sintesis verde, nanoparticulas de Ag, caracterizacion microestructural

propiedad antibacterial.

ABSTRACT.

Silver nanoparticles are becoming one of the product categories of the greatest growth in the
nanotechnology industry because their strong antimicrobial activity. However, these
applications are limited due to the chemical reduction synthesis methods involving toxic
substances. It has been verified that wide varieties of plants contain substances that can be
used as a chemical reducing agent in the nanomaterials synthesis. In this paper, we presented

the results obtained in the green synthesis of silver nanoparticles by aqueous extract of




Schinus molle L. leaves ‘Pirul’. The chemical reaction was carried out using AgNO3 as salt
precursor in aqueous solution at different concentrations (3, 5, 7 and 9 mM). The extract
amount was varied at 0.1, 0.14, 0.18 until 0.2 g. in order to determine their influence on the
silver nanoparticles synthesis. Finally, the structural characterization of the nanoparticles was
performed by means of UV-Vis, DRX, SEM and TEM. The obtained nanoparticles showed
mostly spherical morphology with size range of 5-40nm. The antibacterial test was carried out
by the disk method using synthesized nanoparticles with 5 mM AgNO3z and 0.1 g of pepper

tree, the results were positive in inhibiting bacterial reproduction.

Keywords: green synthesis, Ag nanoparticles, microstructural characterization, antibacterial

property.




INTRODUCCION.

Un gran dafo ecoldgico al medio ambiente se esta sufriendo, debido a la répida
industrializacion y urbanizacion, en gran medida por causa de la cantidad de productos
quimicos, gases o sustancias peligrosas y no deseadas que son liberadas [1]. Con el creciente
desarrollo de la nanotecnologia, muchos productos seran sintetizados utilizando diversas

substancias toxicas y se prevee una contaminacién mayor del medio.

El entorno natural es una fuente rica en extracto crudo sin tratar a partir de tejidos de gran
diversidad de flora y fauna terrestre como plantas, organismos marinos, microorganismos, etc.
que tienen compuestos quimicos estructuralmente diversos y es ahora crucial investigar sus

diversas propiedades [2].

Se ha comprobado que algunas de las substancias que contiene la inmensa variedad de la flora,
pueden ser utilizadas en la sintesis ecoldgica de nanomateriales. Esto conduce a explorar

nuevos procesos ecologicos de sintesis de particulas a nivel nanométrico [3].

Las propiedades fisico-quimicas y optoelectrénicas de los nanomateriales son fuertemente
dependientes de la distribucion de su tamafio, pero también, la forma y la estructura de las
mismas contribuye significativamente al control de sus propiedades [4]. Son excelentes
adsorbentes, catalizadores y sensores debido a su gran superficie especifica y alta reactividad
[5]. Recientemente, varios nanomateriales han demostrado que tienen fuertes propiedades
antimicrobianas, incluyendo nanoparticulas metalicas de oro, cobre, plata y nanoparticulas

ceramicas de didxido de titanio.

Por otro lado, la sintesis quimica de nanoparticulas con extractos de plantas, es un método en
la actualidad muy explorado para la produccion de estos materiales, ya que es respetuoso con
el medio ambiente y también tiene una ventaja especial, que las plantas estan muy extendidas,
son de facil acceso y mucho mas seguras de manejar, actuando como una fuente de varios

metabolismos [6].




En este pais las condiciones climatolégicas diversas implican una amplia variedad de plantas
con propiedades medicinales y no toxicas al medio ambiente. Sin embargo, muy poca
investigacion al respecto se ha reportado. Debido a las caracteristicas ambientales existen
plantas tipicas que se desarrollan en cada pais o estado. Esto permite abrir una investigacion
en la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando plantas nacionales como son: el chile, pirul
y floripondio.

Previas investigaciones han mostrado que la efectividad de la sintesis de las nanoparticulas
varia como funcion de la planta y la cantidad de la substancia activa. En este contexto se ha
observado que las nanoparticulas de plata entre otras, son relativamente féciles de reducir. Las
propiedades antimicrobiales de estas nanoparticulas han demostrado usos potenciales en la
sustitucion de algunos antibioticos. Por tanto, en este trabajo se llevd a cabo la reduccion de
sales de plata utilizando las plantas antes mencionadas para la obtencion de nanoparticulas de
plata cero valente. Para conocer la influencia en el tamafio de las particulas se vario la relacion
cantidad del extracto a sal metélica. Por otro lado, la propiedad antibacterial de la plata como

nanoparticulas fue evaluada en medios inoculados de la bacteria E. Coli.

OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO.

El objetivo general de este proyecto es sintetizar ecolégicamente nanoparticulas de plata, a
partir de nitrato de plata empleando plantas de la region como el pirul (Schinus molle), para
minimizar el uso de reactivos toxicos, los cuales cominmente son utilizados y aprovechar la

propiedad antibacterial de la plata.




OBJETIVOS PARTICULARES.

e Evaluar la efectividad del pirul como agente reductor del precursor (AgNOs), en la
sintesis de particulas de Ag con tamafios hanomeétricos.

e Establecer un protocolo adecuado y reproducible que permita tener una dispersion
homogénea y estable de las nanoparticulas.

e Evaluar la propiedad antibacterial de las nanoparticulas de plata en colonias de la

bacteria E.Coli.

JUSTIFICACION.

Durante afios la sintesis quimica ha sido uno de los métodos mas utilizados para la generacién
de nanoparticulas de Ag, en la cual los reactivos utilizados como el borohidruro de sodio y N-
dimetilformamida son perjudiciales al medio ambiente, ademas de tener un alto costo. Con la
creciente necesidad de minimizar o eliminar el uso de sustancias de riesgo al medio ambiente,
la sintesis bioinspirada como una alternativa viable a los procesos fisico-quimicos, ha tenido
un gran auge en los Gltimos afios, ya que se hace uso de varios métodos en donde se emplean
ya sea bacterias, hongos o extractos de plantas. Ademas, de ser favorable al medio ambiente y
su bajo costo, este procedimiento puede aplicarse facilmente a gran escala y no requiere
energia, temperatura y presiones elevadas.

Por otra parte, la necesidad del tratamiento de aguas ha tomado una trayectoria ascendente, por
lo que las nanoparticulas antimicrobianas como lo son las de Ag, pueden tener un papel

importante en ese proceso.

HIPOTESIS.

El uso de las substancias extraidas del pirul permitirda a temperatura ambiente la reduccion y
estabilizacion ecoldgica de las nanoparticulas de plata, ademas, las nanoparticulas de plata

seran efectivas en la eliminacion de la bacteria E. Coli.




CAPITULO I.- REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. NANOTECNOLOGIA.

El término nanotecnologia se emplea para describir la creacion y explotacion de materiales
con unidades estructurales de tamafio entre los &tomos y pequefias agrupaciones, con al menos
una dimension en el intervalo de nandmetros (1 nm = 10° m). En la Tabla 1.1, se enumeran
los nanomateriales tipicos de diferentes dimensiones. Las propiedades de los materiales de
dimensiones nanomeétricas son significativamente diferentes de los materiales a granel y se
encuentran muy relacionadas con las propiedades de los atomos. Un control adecuado de las
propiedades de estructuras a escalas nanométricas, pueden conducir a la nueva ciencia, asi
como nuevos dispositivos y tecnologias. EI tema fundamental de la nanotecnologia es la

miniaturizacion [7].

Tabla 1. 1. Ejemplos de nanomateriales [7].

Tamafo aproximado Materiales

Nanocristales y clusters diam. 1-10 nm Metales, semiconductores,
(quantum dots) materiales magnéticos
Otras nanoparticulas diam. 1-10 nm Oxidos ceramicos
Nanoalambres diam. 1-10 nm metales, semiconductores,

oxidos, sulfuros, nitruros

Nanotubos diam. 1-10 nm carbono, calcogenuros

metélicos en capas

Nanoporos Poro diam. 0.5-10 nm Zeolitas, fosfatos, etc.
Arreglos 2 dimensionales varios nm2-mm2 Metales, semiconductores,
(de nanoparticulas) materiales magnéticos
superficies y peliculas Espesor de 1-1000 nm Una variedad de materiales
delgadas

Estructuras en 3 dimensiones Varios nm en las tres Metales, semiconductores,
(superredes) dimensiones materiales magnéticos




Se ha producido un crecimiento explosivo de la nanociencia y la nanotecnologia en pocos
afios, principalmente debido a la disponibilidad de nuevas estrategias para la sintesis de

nanomateriales y nuevas herramientas para la caracterizacion y la manipulacién (Tabla 1.2)[7]

Tabla 1. 2. Métodos de sintesis e investigacion de los nanomateriales [7].

Escala aproximada Meétodo sintético Herramienta Teoria y simulacion
estructural
0.1a~10 nm Sintesis covalente Espectroscopia Estructura
vibracional NMR electrénica
<1a~100 nm Técnicas de Métodos de Dinamica molecular
autoensamblado difraccion y mecanica

Microscopia de
barrido

100 nma ~1um Procesamiento, SEM, TEM Modelos de grano

modificaciones grueso, etc

El paso necesario para desarrollar nuevas nanotecnologias es la produccién de nanoparticulas.
Una amplia variedad de fendmenos fisico-quimicos se han utilizado para crear un gran

namero de protocolos para sintetizar nanomateriales de interés tecnoldgico y biotecnoldgico

[8].

Estos protocolos se pueden distinguir segun el punto de partida de la ruta sintética (ver fig.
1.1):

e De los cuerpos macroscopicos a través de su posterior subdivision en particulas cada
vez mas pequefias por la entrada de energia externa (métodos de arriba hacia abajo).
Métodos tipicos descendentes son la molienda de sélidos por molienda con bolas o la

vaporizacion a altas temperaturas.




e A partir de precursores atomicos y moleculares, a traves de una reaccion quimica
espontanea y / o procesos de autoensamblaje (métodos de abajo hacia arriba).
Ejemplos son los basados en la preparacion de soluciones coloidales y el uso de

materiales mesoporosos.

Material Nanoestructurado

0000
%00 = 0joge%0 ==
0 0’0 00

Montaje a partir de bloques

Esculpir a partir de granel
de construccién nano

e Atricion mecanica

e Compactacién de (molienda de bolas)

polvos/aerosoles e Litografia/grabado

e Sintesis quimica

Figura 1. 1. Esquema de la variedad de sintesis de nanoparticulas y métodos de ensamble.

Los materiales en la nanoescala son de origen reciente. Los actuales objetivos de la ciencia y
la tecnologia de los nanomateriales son para dominar la sintesis de nanoestructuras (unidades
de creacion nano) y su conjunto de propiedades deseadas, para explorar y establecer conceptos
sobre nanodispositivos; para generar nuevas clases de nanomateriales de alto rendimiento,
incluyendo sistemas de inspiracion biologica; y perfeccionar las técnicas para la investigacion
de nanoestructuras. Algunas de las aplicaciones potenciales de la nanotecnologia son la
produccion de nuevos materiales y dispositivos de nanoelectronica, tecnologia informatica,

medicina y la asistencia sanitaria [9].




1.2. CLASIFICACION DE LOS NANOMATERIALES.

Hay varias formas de clasificar los nanomateriales. Esto depende en gran medida de las
aplicaciones y la filosofia, que se adopte. Dos clasificaciones extremas, se pueden encontrar en
la literatura. En el primero, el enfoque se hace sobre las dimensiones macroscépicas del
material [10].

Los nanomateriales entonces se definen como materiales que contienen estructuras que tienen
al menos un dimension entre la escala de 1-100 nm. De acuerdo con esta definicion, una
pelicula delgada (con un espesor de menos de 100 nm) se considera como un nanomaterial
(fig. 1.2) porque al menos una de sus dimensiones es nanométrica. Las peliculas delgadas se
han utilizado durante mucho tiempo, antes no habia ningun interés en "la nanotecnologia." Si
dos medidas son "nano", tenemos nanofibras, nanocables, etc, y si las tres dimensiones son

"nano" tenemos nanoparticulas y puntos cuanticos [10].

Nanoparticulas
Quantum dots I > ' . <109 nm

Dendrimeros

Nanocapsulas

Fullerenos
<100 nm
Nanofibras
Nanotubos
Nanoalambres
<100 nm

Peliculas delgadas

Figura 1. 2. Clasificacion donde los objetos poseen uno, dos o tres dimensiones en el
rango nanométrico (1D, 2D y 3D).




En esta clasificacion, no hay ninguna referencia a la estructura del material. Otra clasificacion,
que podria ser mas relevante en cuanto a la nanoestructura se refiere, es considerar la
dimensionalidad del componente nanoescala con el que se hace el material. Una
nanoestructura se dice que tiene una dimension nanométrica, por ejemplo, si tiene una
longitud mayor que 100 nm en una sola direccion. De acuerdo con esta definicion, una
nanoparticula se considera que tiene dimension cero (ya que no tiene alguna dimensién con
una longitud mayor que 100 nm). Un alambre o una fibra es un objeto unidimensional y un
pelicula delgada una nanoestructura bidimensional. En resumen, los nanomateriales 0D
contienen grupos de &tomos que se consideran como particulas puntuales. Nanomateriales
unidimensionales contienen nanofibras, alambres, varillas, etc. materiales 2D son peliculas,
platos, multicapas, o redes. Los nanomateriales tridimensionales consiste en granos

equiaxiales de tamafio nanométrico. Esto se muestra esquematicamente en la fig. 1.3 [10].

Los nanomateriales a granel son objetos mas grandes hechos de estructuras que tienen
dominios bien definidos, con un tamafio medio de menos de 100 nm, por ejemplo, el tamafio
de grano en la ceramica. Para la comparacion, el diametro de un cabello humano es de
aproximadamente 100 000 nm y el tamafio de una sola particula de humo es de alrededor de 1

nm.

N\

| S Clasificacién de los
00 ™= nanomateriales de

1D

acuerdo con la
dimensién de la
nanoestructura

i’

2D

Figura 1.3. Clasificacion de materiales de acuerdo con la dimensionalidad de las
nanoestructuras. 0D, 1D, 2D, 3D. En la llustracion 2D, tenemos capas incrustadas en la mayor
parte y en los 3D cristalitos o granos.
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También es posible clasificar los nanomateriales en familias que reflejan su composicion. Esto
permite la posibilidad de la clasificacion tal como se muestra en la figura 1.4. Se pueden
distinguir los cuatro tipos de nanomateriales. Los compuestos basados en carbono juegan un
papel importante en las aplicaciones, asi como en el desarrollo histérico del dominio de la
nanotecnologia. Esta clasificacion incluye los fullerenos, nanotubos de carbono, el grafeno y
similares[10].

Nanomateriales basados

Dendrimeros en carbono

. \
. Tipode |
tnanomateriales )

Nanomateriales basados

Compositos en metales

_

Figura 1. 4. Los diferentes tipos de nanomateriales segiin su composicion.

Los nanomateriales a base de metal son materiales hechos de nanoparticulas metalicas como el
oro, plata, 6xidos metalicos, etc. Por ejemplo, didxido de titanio (TiO2) son nanoparticulas

utilizadas ampliamente en aplicaciones tales como la pintura, protector solar y crema dental.

Los dendrimeros son polimeros nanométricos construidos a partir de unidades ramificadas.
Estos se pueden funcionalizar en la superficie y puede alojar las moléculas en sus cavidades.
Una aplicacion directa de los dendrimeros es la administracion de farmacos. Los
nanomateriales compuestos contienen una mezcla de nanoparticulas simples o compuestos tal
como arcillas de tamafio nanométrico dentro de un material a granel. Las nanoparticulas
ofrecen una mejora en las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas en comparacion al

material a granel [10].
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1.3. SINTESIS QUIMICA DE NANOPARTICULAS DE PLATA.

En general, la sintesis de nanoparticulas metalicas en disolucién se lleva a cabo mediante el
empleo de los siguientes componentes: i) precursor metalico; ii) agente reductor, iii) agente
estabilizante. EI mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la
reduccion de iones de plata consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento. El
proceso de nucleacion requiere una alta energia de activacion mientras el proceso de
crecimiento requiere una baja energia de activacion. El tamafio y la forma de las
nanoparticulas dependerd de las velocidades relativas de estos procesos que pueden ser
controladas a través de la modificacion de los pardmetros de reaccion (concentracion,

temperatura, pH, poder reductor, etc) [11].

La reduccion gquimica de sales de metales ha llegado a ser la sintesis mas comdn en el campo
de la obtencion de nanoparticulas debido a que es una de las técnicas mas ampliamente usadas
para generar suspensiones coloidales, por sus ventajas tales como el empleo de precursores
comerciales, el uso de un medio acuoso o alcoholico y por que permite trabajar en condiciones

de temperatura y presion ambiente. [12].

Tabla 1. 3. Caracteristicas de nanoparticulas de Ag obtenidas por el método de reduccion de
sales [12].

Precursor Agente reductor Estabilizante Morfologia de las

nanoestructuras

AgNO3 t-BuONa activada con NaH t-BuONa activada con NaH Particulas esféricas
en medio organico monodispersas, 6.6nm
AgClI NaBH4 Dodecatiol Nanoesferas 2-7 nm
AgNO3z 6 AgClI CeHsNazO7 CeHsNazO7 Nanoalambres o esferoides
AgNO3/H:PtCles N2H> PVP Nanoesferas bimetalicas
(Ag-Pt), 100 nm
AgNO3/NICI N2H>en medio organico PEI Nanoesferas bimetalicas
(Ag-Ni) nucleo 6.2 nm,
coraza 0.85 nm
AgNOs 6 AgCl NaOH/NaCl NAOH/NaCl Particulas Polidispersas
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En el caso especifico de la obtencién de coloides de plata, los precursores mas utilizados son
nitrato de plata (AgNOs) y Cloruro de plata (AgCl). Por otra parte, los agentes reductores
(fuertes y débiles) que han sido reportados son: hidrogeno, mondxido de carbono, borohidruro
de sodio (NaBHsa), borohidruro de potasio (KBHa), Citrato de sodio (CeHsNasOy), hidracina
(N2H4) o alcoholes en reflujo prolongado

1.4. PROPIEDADES Y USOS DE NANOPARTICULAS DE PLATA, AgNPs.

La plata (Ag) ha sido ampliamente utilizada desde hace miles de afios en la historia de la
humanidad, en aplicaciones como la joyeria, utensilios, fotografia, etc. [13]. Incluso
civilizaciones antiguas como los griegos utilizaban la plata para cocinar y mantener la
seguridad del agua. Sus propiedades antimicrobianas ya se explotaban antiguamente con la

medicina tradicional.

En los ultimos afos, la plata ha ganado mucho interés debido a su buena conductividad,
estabilidad quimica y su actividad catalitica y antibacteriana. Las AgNPs se estan convirtiendo
en una de las categorias de productos de mayor crecimiento en la industria de la
nanotecnologia, segun un informe de investigacion de mercado realizado por Bourne research.
Su fuerte actividad antimicrobiana es la principal caracteristica para el desarrollo de productos
con AgNPs, actualmente, una amplia categoria de productos se encuentran disponibles en el
mercado. En el &mbito médico, existen apositos para heridas, dispositivos anticonceptivos,
instrumental quirdrgico y protesis dseas, todos ellos recubiertos o integrados con AgNPs para

asi evitar el crecimiento bacteriano [14].

Las propiedades Opticas, antimicrobianas, biomédicas y de cicatrizacion que muestran las
nanoparticulas metalicas de plata se atribuye a su alta relacion de superficie la cual esta dada
por su forma y tamafio Tabla 1.4, las cuales influyen en sus aplicaciones. La forma de las
nanoparticulas puede ser relacionada a una longitud de onda especifica de resonancia en el
espectro UV-vis, en la figura 1.5. se muestra la relacion forma de nanoparticula vinculada a

una longitud de onda en el espectro visible [15].
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Tabla 1.4. Relacion de superficie nanoparticula a nimero de capas atdbmicas y numero total de
atomos. [15].

Numero de capas Modelo de la NUmero total de Atomos en la
atomicas particula atomos superficie en
porcentaje

1 13 92%
2 55 76%
3 147 63%
4 309 52%
5 561 45%
7 1415 35%

El tamafio y la superficie especifica de las NPs estan en estrecha relacion, ya que conforme
disminuye el tamafio de las AgNPs la superficie especifica aumenta dejando un mayor nimero
de &omos expuestos en la superficie, que estaran disponibles para las reacciones redox,

reacciones fotoquimicas y para interacciones fisico-quimicas con las células [16].

400 nm Color de la luz 750 nm
. e |

Barras de Ag

Esferas de Ag _ Barra de Au
Esferas de Au

Coraza de Au, con interior hueco
Esferas bimetalicas Au/Ag

Cubos de Ag Discos de Ag

Figura 1.5. Lista de nanoparticulas de oro y plata de diversas morfologias, composiciones y
estructuras, junto con sus ubicaciones tipicas de bandas SPR (resonancia de plasma de
superficie) en la region visible [17].




Estas nanoparticulas inorganicas tienen una clara ventaja sobre agentes antimicrobianos
quimicos convencionales ya que un 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 [18]. ElI mecanismo de los efectos inhibidores de los iones de Ag+ en
microorganismos es parcialmente conocido. Algunos estudios han informado de que la carga
positiva en el ion Ag+ es crucial para su actividad antimicrobiana a través de las atracciones
electrostaticas entre la membrana celular de los microorganismos cargada negativamente y las

nanoparticulas cargadas positivamente [19].

En contraste, Sondi y Sondi [20]. Informaron que la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata sobre las bacterias Gram-negativas era dependiente de la
concentracion de las nanoparticulas de Ag utilizado, y estaba estrechamente asociado con la
formacion de picaduras en la pared celular de las bacterias. Después de esto, las nanoparticulas
de Ag se acumulan en la membrana bacteriana y causa la permeabilidad, lo que resulta en la

muerte celular.

1.5. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR METODOS ECOLOGICOS.

En la actualidad la aplicacion de la sintesis ecoldgica en la investigacién, ha crecido de una
forma importante por lo que se han desarrollado varios procesos, gracias a estas alternativas
se logra manipular o controlar los materiales a un nivel atdbmico o molecular. Estas técnicas,
en la nanociencia son conocidas como “de abajo hacia arriba”, entre las cuales podemos
encontrar la sintesis ecologica de muchas nanoparticulas (Ag, Au, Cu, Fe, entre otras.)
empleando una diversidad de substancias contenidas en las plantas. La Tabla 1.5 muestra el

resumen de diferentes trabajos realizados en ésta sintesis ecologica.
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Tabla 1.5. Trabajos reportados correspondientes a sintesis ecoldgica [21].

Tipo de Planta Tipo de NPs Tamarno Referencia
producidas
Azadirachta indica Ag, Au-Ag, Au 5-100 nm Shankar 2004
Sesbania Au Au 6-20 nm Sharma 2007
drummondii
Aloe vera Ag 15.2+4.2 nm Chandran 2006
Emblica officinalis Ag 10-20 nm Ankamwar 2005
Emblica officinalis Au 15-25 nm Ankamwar 2005
Brassica juncea Au, Ag - Lamb 2001
Cinnamomum Au & Ag 55-80 nm Huang 2007
camphora
Triticum aestivum Au - Armendariz 2004
Carica papaya Ag 60-80 nm Mude 2009
Jatropha Curcas Ag 10-20 nm Bar 2009
Capsicum annum Ag - Li 2007
Tamarindus Au 20-40 nm Ankamwar 2005
indicus
Helianthus annus Ag - Leela &
Vivekanandan
Camellia sinensis Au 15-42 nm Nune 2009

La sintesis de nanoparticulas (AgNPs) de plata empleando plantas medicinales es un método
eco amigable y eficaz, ademas que las nanoparticulas tienden a conservar e incluso mejorar su
actividad antimicrobiana contra las bacterias, virus y otros microorganismos. Hoy en dia, estos
métodos estan siendo ampliamente aplicados en los campos de los medicamentos para los

tratamientos del cancer, SIDA, epilepsia, etc. [22]
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Amarendra Dhar Dwivedi y Co. [23] realizaron una biosintesis facil y rapida de nanoparticulas
de plata y oro utilizando Chenopodium, la cual es una maleza dafiina en la India. El extracto
de la hoja de la hierba se utilizé6 como agente reductor suave para la sintesis de nanoparticulas
de plata y oro de sus soluciones precursoras. Se observaron formas cuasi-esféricas de
nanoparticulas biosintetizadas de Ag y Au, en un rango de 10 a 30 nm, respectivamente, tal y
como es mostrado en la figura 1.6.
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Figura 1.6. Imagenes de TEM: (a) nanoparticulas de plata, (b) nanoparticulas de oro y sus
respectivos histogramas (c) y (d) [23].

Los espectros de UV-Vis dieron resonancia del plasmén superficial para las nanoparticulas de
plata y oro en 460 y 540 nm, respectivamente, como es ilustrado en la figura 1.7. la influencia
de las cantidades de extracto de hoja, las concentraciones de metales, el tiempo de contacto, la

temperatura de reaccion y el pH fueron evaluados para encontrar sus efectos en la sintesis.
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Figura 1. 7. Espectro del plasmon superficial a diferentes concentraciones de extracto de hoja
/ concentracién de iones metalicos (1:30, 2:30, 3:30, tiempo de contacto: 30 min). (a) NPs de
Agy (b) NPs de Au.

Los nanocristales producidos de plata y oro se analizaron por microscopia electronica de
transmision (TEM), difraccion de rayos X (XRD), energia dispersiva de rayos X (EDX) y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La estabilidad de las NPs se

evalud a diferentes pH con potenciémetro zeta sin afiadir agentes estabilizantes.

Por (ltimo, se establecio que s6lo las particulas esféricas se observaron en mayor
concentracion en el extracto de hoja, los resultados de los anélisis de las muestras por TEM y
FTIR indican la posible participacion del grupo carbonilo en el proceso de reduccién y los
iones carboxilato actian como agente de blindaje que inducen la estabilidad biol6gica de las

nanoparticulas.

Dentro de las investigaciones realizadas empleando diferente tipo de planta y evaluando las

propiedades antibacteriales, Ibrahim M El-Sherbiny y Col. [24] lograron la sintesis verde de
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nanoparticulas de plata densamente dispersas y estables utilizando extracto de mirra como

agente reductor y fue investigada la estabilizacion del agente.

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas mediante la exposicion de una mezcla de
AgNO:s a diferentes concentraciones del extracto de mirra, los cuales presentaron diferentes
tonalidades de color marrén que indican la variacion en la concentracion de AgNOs (ver

figura 1.8.) a la radiacion UV durante diferentes intervalos de tiempo.

Figura 1.8. Cambio de color del extracto de mirra. (a) Formacién de NPs de Ag de diferentes
concentraciones de AgNOz: (b) ImM, (c) 4 mM, (d) 10 mM, y (e) 15 mM.

Los efectos de los parametros tales como la concentracion de la solucién de AgNOs vy el
tiempo de reaccion sobre las caracteristicas fisicoquimicas del desarrollo de las nanoparticulas
de Ag fueron estudiados. Se observo la formacion de las NPs de Ag al presentarse el cambio
en el color de la solucion de amarillo palido a marrén y fue confirmado por la aparicion de
picos de resonancia del plasmon de superficie alrededor de los 445 nm (figura 1.9.).

Las nanoparticulas resultantes se caracterizaron por espectrofotometria UV-Vis, microscopia
electrénica de transmision, espectroscopia de infrarrojo y difraccion de rayos X. Las NPs
demostraron una relativa alta actividad antibacteriana contra las bacterias Bacillus
thuringiensis y Pseudo monasaeruginosa en comparacion con las de extracto de mirra. La
actividad antibacterial se incrementd con el aumento de la concentracion de las NPs de Ag.
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Figura 1. 9. Espectros UV-Vis de la formacion de las NPs de Ag registradas como
funcion de (a) el tiempo de la irradiacion UV y (b) la concentracion de AgNOs [9].

Se demostrd que el extracto de mirra se puede utilizar como reductor ecoldgico y agente de
proteccion para la sintesis respetuosa del medio ambiente. Las NPs de Ag desarrolladas
mostraron una buena estabilidad, y no se observaron cambios visibles incluso después de 6
meses. También demostraron una alta actividad bactericida contra las bacterias B.
thuringiensis y P. aeruginosa en comparacion con la de extracto de mirra, y la actividad
antibacteriana se incrementd con el aumento de la concentracion de las NPs de Ag. En
conclusién, este estudio revelé que las NPs de Ag desarrolladas pueden ser adaptadas y

utilizadas, como potencial agente antibacteriano para diversas aplicaciones bioldgicas y
biomeédicas.

Por otra parte el estudio de la sintesis de nanoparticulas de plata a partir de extracto de hoja
fresca de Cardiospermum helicacabum (figura 1.10) fue llevado a cabo por Bhaskar Mitra y
Co. [25]. El extracto de hoja se prepar6 a dos temperaturas diferentes (65 °C 5 min, 10 min, 15
min) y 95 °C durante 5 min. Sin embargo, el extracto obtenido a 95 °C, mostr6 una mejor y
precisa formacion de nanoparticulas con el tiempo de reaccion. Por lo tanto, se mostré que la

temperatura de extraccién juega un papel importante en la formacion de las nanoparticulas.
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Figura 1.10. Imagen de Cardiospermum helicacabum.

El desarrollo de la reaccion con respecto al tiempo se presenta en la figura 1.11, en la cual se
aprecia un cambio de tonalidad en las soluciones acuosas las cuales contienen una
concentracion de 1 mM del precursor. Los estudios de UV-Vis dieron como resultado un
aumento gradual de la concentracion de las nanoparticulas con el tiempo, temperatura y

caracteristicas de la muestra (ver Tabla 1.6.).

Figura 1.11. Extracto acuoso de la hoja de Cardiospermum con una concentracién fija de 1
mM con intervalos de tiempo de 0, 24 y 48 horas, respectivamente de izquierda a derecha
[25].

Tabla 1.6. Resultados del analisis espectrofotométrico de UV-vis [25].

No. de muestra Extracto acuoso Temperatura Tiempo oD

de la hoja de min Resultados del
planta medicinal pico en nm

1 Cardiospermum 65°C 5 440nm
helicacabum

2 Cardiospermum 65°C 10 448nm
helicacabum

3 Cardiospermum 65°C 15 450nm
helicacabum

4 Cardiospermum 65°C 5 445nm
helicacabum
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A partir de estos resultados se puede concluir que el Cardiospermum helicacabum es una
fuente potencial para la sintesis de nanoparticulas ademéas de haber sido identificada una
temperatura Optima para su sintesis eficiente, la cual varia dependiendo del tamafio de

particula.

Gregory Von White 11 y Co. [26] detallan un método simple para la sintesis de nanoparticulas
de plata estables y monodispersas realizado a temperatura ambiente, donde el extracto de
Allium sativum (ajo) cumplen las funciones, tanto de agente reductor de la sal de plata durante
la sintesis de nanoparticulas, asi como la de agente estabilizante.

Cantidades variables de la solucion del extracto de ajo (1,0 ml a 2,5 ml) se afiadieron a 51 ml
de una solucion de agua destilada con una concentracion correspondiente a 0.98 mM de
AgNOs. Se observo en un lapso de dos horas, un cambio de color naranja claro, lo que indico

la presencia de nanoparticulas de plata (ver figura 1.12).

> B8
V' —
o
| ) +
Agtagh
AgtAgt
Ajo Agua

Plata

Figura 1.12. Imagenes representativas de las dispersiones de nanoparticulas de plata
sintetizadas con cantidades variables de la solucion de extracto de ajo a 25 °C después de un
tiempo de reaccion de 48 horas (a) 1,0 ml, (b) 1,5 ml, (c) 2,0 ml, y (d) 2,5 ml [26].
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Al variar las condiciones de sintesis el tamafio de particula varid, asi como la distribucion y la
cinética de formacidn de las particulas. La espectroscopia de infrarrojo, el analisis quimico de
energia dispersa de rayos X y la cromatografia de liquido de alto rendimiento indicaron que la
alicina y otros hidratos de carbono en el extracto de ajo son las substancias activas que

estabilizan las nanoparticulas.

Las nanoparticulas sintetizadas también demuestran potencial para aplicaciones biomédicas,
debido a su mayor estabilidad en medios bioldgicos, la resistencia a la oxidacion por la adicién
de H20, la facilidad y la escalabilidad de la sintesis quimica. Lo que confirma que las
nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de ajo son potenciales candidatos para la

futura experimentacién y puesta en préactica en el campo biomédico.

1.5.1. VELOCIDAD DE REACCION.

La velocidad de reaccion es un factor importante durante la sintesis de nanoparticulas por un
medio ecoldgico, ya que esto repercute directamente en el tamafio de las mismas y sus
propiedades. Los estudios realizados por Majid Darroudi y Co. [27] sobre la velocidad de
reaccion en diferentes medios son muy representativos, en este trabajo las nanoparticulas de
plata fueron sintetizadas con éxito empleando un medio natural de matriz polimérica, y se
empled nitrato de plata, gelatina, glucosa, e hidréxido de sodio como precursor de plata,

estabilizadores, agentes reductores, asi como catalizador.

La gelatina se utiliza como estabilizador y matriz durante esta sintesis. La posible reaccién

quimica para la preparacion fue:

Aglog + geliagy — [A8(ge)] g (1)

2[Ag(gel)l g + 20H™ + CsHy4 05 — CHO — 2Ag + 2gel + H,0 + C5H,, 05 — COOH )

En este estudio se investigd el papel del NaOH como acelerador de los resultados obtenidos,

los cuales son mostrados por la técnica de UV-visible en la figura 1.13.
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Figura 1.13. Espectros UV-vis de NPs de Ag preparadas a diferentes volimenes de NaOH
[27].

Como se ha indicado, la primera adicién de NaOH condujo a la ampliacion del pico de SPR en
relacion con la curva de la muestra S1. Mayores volimenes de NaOH (S2) aumentaron la
absorbancia debido al aumento en la concentracion de plata. En la muestra S3, esto dio lugar a
un fuerte cambio en la posicion de la longitud de onda a 422 nm. En S4 se muestra un
aumento del volumen del acelerador que considerablemente cambi6 a una menor longitud de
onda (407 nm). Este cambio esta relacionado a la disminucion en el tamafio de las particulas
de Ag [28]. Dado que la banda en las nanoparticulas de metal muestra el desplazamiento sobre
la base de la disminucion del tamafio de las particulas. Para S5, la longitud de onda (M)
maxima fue desplazada hacia el valor de 412 nm debido al aumento de tamafio nanoparticula
[28, 29].
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1.5.2 PROPIEDADES ANTIBACTERIALES.

Los iones Ag+ y sales de Ag se han utilizado como agentes antimicrobianos en varios campos
debido a su capacidad inhibidora del crecimiento contra los microorganismos [30]. Las
propiedades antibacteriales de las nanoparticulas de plata fueron evaluadas en el trabajo de
Mohsen Zargar y Co. [31], donde se llevd a cabo la sintesis ecoldgica de nanoparticulas de
plata utilizando concentraciones de 10 M de AgNO3 las cuales se muestran en la figura 1.14.
La suspension de Vitex negundo fresco presentd un color verde amarillento. Sin embargo,
después de la adicion de la solucion de AgNOs vy al agitar durante 48 horas a temperatura

ambiente, la emulsion se volvid de color marrdn oscuro.

La formacion de nanoparticulas de plata fue seguido por la medicion de la resonancia de
plasmones superficiales (SPR) del Vitex negundo y la emulsion de Ag / Vitex negundo, dio
como resultado un rango de longitud de onda de 300 a 700 nm (figura 1.15 a). Las bandas
caracteristicas de la plata se detectaron alrededor de 400 a 450 nm estos indican que
corresponden a nanoparticulas de plata extra finas mas pequefias a 25 nm. Los espectros de
absorcion UV-Vis (figura 1.15 b) mostraron que la banda ancha contenia dos picos, uno a 422
nmy el otro a 447 nm. Estos dos picos ilustran la presencia de dos distribuciones amplias de

tamafio de nanoparticulas de plata.

Figura 1.14. Fotografias de (a) Vitex negundo y (b) Emulsion de Ag/Vitex negundo después
de 48 horas [31].
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Figura 1. 15. Espectros de absorcion UV-Vis de (a) Vitex negundo y (b) emulsién Ag/Vitex
negundo después de 48 horas [31].

Para el estudio de microscopia electronica de transmision (TEM), una gota de la solucion de
nanoparticulas de plata se deposito sobre una rejilla de TEM que se revistio con una pelicula
de carbono como soporte. Después del secado, esta red fue fotografiada utilizando TEM.

figura 1.16. muestra una imagen representativa de TEM.
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Figura 1. 16. Imagen TEM vy distribucion de tamafio correspondiente de Ag / Vitex negundo
después de 48 horas [31].
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El resultado mostr6 dos amplias distribuciones del tamafio de particulas, la primera con un
didmetro en el rango de 10 a 20 nm y la segunda con un diametro de 25-30 nm. Las
nanoparticulas de Ag sintetizadas con Vitex negundo mostraron propiedades contra el
crecimiento de las bacterias E. coli y S. aureus. Los resultados del estudio se presentan en la
figura 1.17 y en la Tabla 1.7. El extracto de Vitex negundo (0.5 mg / ml) no tiene ningln
efecto antibacteriano (figura 2.12 al y bl). Sin embargo, después de la formacion de las
nanoparticulas, la solucion de NPs de Ag / Vitex negundo demostrd una alto efecto
antibacterial. Los resultados presentados en la figura 1.17 a3 y b3 mostraron los efectos

antibacterianos de Ag/ Vitex negundo contra E. coli y S. aureus, respectivamente.

Los resultados obtenidos sugirieron que el extracto de Vitex negundo juega un papel
importante en la reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas de plata. El estudio también
reveld que la emulsion de Ag / Vitex negundo muestra actividad antibacterial para las

bacterias E. Coli y S. aureus.

Figura 1.17. Ensayo de la actividad antibacteriana frente a E. coli (al-a4) y S. aureus (b1-b4):
(a1, bl) Vitex extracto negundo (0,5 mg / ml), (a2, b2) AgNOs (0,17 moles/ L), (a3, b3)
emulsion de Ag / Vitex negundo, (a4, b4) cefotaxima (30 mg) [31].




Tabla 1.7. Promedio de las zonas de inhibicion con nanoparticulas sintetizadas de Ag / Vitex
negundo.

Zona de inhibicion didmetro (mm) Control

positivo (mm)

Bacteria Vitex negundo AgNO3 Ag/Vitex Cefotaxime

(0.5 mg/ml) (0.17 mol/lit) negundo (30 pg/disc)
E. Coli 0.0 9.0+05 12.0+0.7 28.0+0.5
S. aureus 0.0 95+05 11.0+0.3 21.0+15

1.5.3 RELACION FORMA/PROPIEDAD ANTIBACTERIAL.

Las propiedades de las nanoparticulas son altamente dependientes del tamafio asi como de la
forma, por lo que estudios relacionados con la comparacién de la actividad antimicrobiana de
las formas de nanoplata; nanoplatos, nanorodillos y nanoparticulas fueron realizados por
Babak Sadeghi y Co. [32]. Formas de las NPs de plata se prepararon con un estabilizador, tal

como el poli (N-vinil-2-pirrolidona) (PVP).

El efecto antimicrobial de las nanoparticulas de plata fue investigado mediante los métodos de
difusion de disco y minima concentracion inhibidora (CMI) para las bacterias de
Staphylococcus aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli). Los resultados correspondientes

a los métodos de evaluacion se presentan en las Tablas 1.8 y 1.9.

Tabla 1.8. Tasas de efecto inhibitorio sobre las formas de nanoplata frente a S. aureus y E.
coli.

S. aureus (Gram-positivo) E. coli (Gram-negativo)
95.50 92.50
97.30 93.40
98.50 94.20
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Tabla 1. 9. Area superficial de la forma de las nanoparticulas de plata determinadas por el
método de BET (Brunauer, Emmitt and Teller).

Forma de nanoparticula Area Superficial (m?/g)
Nanoparticulas de Ag 17.8
Nano rodillos de Ag 38.8
Nanoplatos Ag 121.1

El crecimiento de las bacterias Gram-positivas (S. aureus) y las bacterias Gram-negativas (E.
coli) fueron inhibidas por las formas de nanoplata, lo cual fue corroborado por imagenes de

microscopia electrénica de barrido (ver figura 1.18).

Figura 1. 18. Iméagenes de microscopia electronica de barrido mostrando células normales de
S. aureus y E. coli. (A, C) y células cultivadas en soluciones que contienen nanoparticulas de
plata en agar (10 ppm). (B, D).
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Por ultimo se encontr6 que la actividad anti-bacteriana es dependiente de la forma y tamafio de
las particulas de plata. Asimismo, los nanoplatillos mostraron la mejor area superficial y

propiedad antimicrobiana y esta es probablemente debida a su mayor area superficial.

En este trabajo, se pretende emplear diferentes substancias activas, que como previamente se
ha discutido, son obtenidas a partir de extractos con plantas para la posible obtencion de
nanoparticulas de Ag. Los resultados anteriores son representativos entre mucha investigacion
realizada en esta area, en donde otros tipos de nanoparticulas (Au, Fe, Cu, etc.) fueron
sintetizadas. Las substancias activas han demostrado comportarse como buenos agentes
reductores y al mismo tiempo como agentes estabilizadores. Debido a la diversidad de
especies moleculares presentes en la planta, ain no se han determinado los mecanismos y las
substancias que participan tanto en la bioreduccion como estabilizacion. En este pais, existe
una diversidad de plantas no toxicas que pueden ser candidatas para el proceso de
bioreduccion de nanoparticulas a partir de sales. Esta diversidad se debe principalmente a las
condiciones climéticas benignas que permiten el desarrollo de casi todo tipo de flora. Es por
esto, que una investigacion encaminada a evaluar, las substancias activas en el chile, pirul y
floripondio, plantas cuyas caracteristicas quimicas sobresalen, es muy factible de llevar a
cabo.

1.6. 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
nanoparticulas. Algunas biomoléculas tales como terpenoides, flavonoides, polisacaridos,
proteinas y alcaloides son generalmente considerados como potenciales agentes bioreductores
y estabilizadores que podrian hacer la formacion de nanoparticulas [33]. Es muy probable que
el proceso de biorreduccion de iones metalicos sea en realidad una interaccion de varios

componentes activos presentes en el extracto de la planta.
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1.6.1 FLAVONOIDES.

Los flavonoides son moléculas polifendlicas solubles en agua que contienen 15 atomos 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 coloraciéon de las frutas, verduras y
hierbas. Los flavonoides son por lo general solubles en agua y fueron propuestos que son los
principales componentes presentes en los extractos de plantas, los cuales han participado en el

proceso de biorreduccion [34].

Los flavonoides tienen la capacidad de donar electrones o atomos de hidrdgeno. En la
biosintesis de nanoparticulas de Ag a partir de albahaca como agente reductor, se propuso que
la sintesis es iniciada por la luteolina, la cual es un flavona comdn que se encuentra en la
planta de la albahaca la cual libera hidrégeno reactivo responsable de la conversién de Ag* a
Ag° [33]. Por lo tanto, el contenido de flavonoides en las plantas pudiera ser un indice para

evaluar y seleccionar una planta para la sintesis de nanoparticulas.

Jagajjanani [35] realiz6 la caracterizacion FT-IR del extracto de hojas de Aegle marmelos
antes y después de la sintesis de nanoparticulas de plata empleando AgNOs como agente
precursor. El espectro resultante se muestra en la figura 1.19 en el cual se observan los picos
de los grupos funcionales presentes en ambas muestras. 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 fenolicos en las reacciones de intercambio ionico. 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. 19. Espectro FT-IR del extracto de hojas de Aegle marmelos a) antes y b) después
de la reduccién de AgNOs [35].

1.6.2 TERPENOIDES.

Los terpenoides pertenecen a la subclase de los prenilipidos, los cuales representan el grupo
mas grande de productos moleculares pequefios sintetizados por las plantas. Los terpenoides
contribuyen al olor, sabor y color de algunas plantas, tales como la canela y el clavo [36].
Entre los terpenoides mas comunes, presentes en las plantas, se encuentran el linalol y el
eugenol. Este ultimo es capaz de liberar un proton por medio del grupo "OH y transformarse a
su forma anidnica. Ademas, se liberan dos electrones simultdneamente los cuales son los

responsables de la reduccién de los iones de oro y plata [33].

1.6.3 AZUCARES REDUCTORES.

Los azucares reductores tales como monosacaridos y oligosacaridos son polioles con grupos

aldehidos disociados [34]. La habilidad de diferentes azucares como agentes reductores para la
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sintesis de nanoparticulas metalicas fue demostrado por Panigrahi [37]. Su estudio mostré que
se podian producir nanoparticulas de tamafio uniforme si se usaba fructuosa mientras que
cuando se uso glucosa y sucrosa se generaron particulas de tamafio variable. La funcién de los
azucares reductores se demostro cuando se usO sucrosa como agente reductor, observandose
que no hubo produccion de nanoparticulas de plata cuando se empleé AgNOs como agente
precursor, mientras que las nanoparticulas de oro 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

cloroadrico.

1.6.4 PROTEINAS.

Debido a la estructura diversa de proteinas en comparacion con polioles, el caso de
biorreduccion por las proteinas es generalmente mas complicado. De acuerdo con el analisis
FTIR de las nanoparticulas biosintetizadas, la presencia de amida | y amida Il, asi como las
bandas de estiramiento C-O se observan con frecuencia, lo que indica la presencia de grupos
funcionales de proteinas [38]. Esto sugiere que las nanoparticulas de Au se pueden unir a las
proteinas a través de sus grupos amino libres o iones carboxilato de los residuos de
amino&cidos. De hecho, los residuos de aminoacidos tales como arginina, cisteina, lisina y

metionina se sabe que interactdan con los iones de Ag.

Das [39] realiz6 estudios de espectroscopia FTIR para determinar qué compuesto fue el
responsable de la reduccion de iones de plata (Ag*) en nanoparticulas de plata (AgP),
empleando un extracto de hojas de S. grandiflora. Para ello obtuvo el espectro IR del extracto
solo, en el cual se observaban distintos picos entre los cuales se localiz6é un pico que puede ser
asignado al —-C-O-C- o0 al —C-O-. Los picos més intensos fueron atribuidos a las vibraciones C-
N asi como a las bandas de las amidas | 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 [40]. Posteriormente, se comparé el espectro del extracto

con el obtenido de las nanoparticulas de plata, mostrando solo cambios en la posicion, asi
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como en las bandas de absorcion. Lo anterior indica que las nanoparticulas de plata
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.

1.6.5 ACIDOS ORGANICOS Y METABOLICOS SECUNDARIOS.

Las plantas son capaces de sintetizar una variedad de metabdlicos al ser expuestos con
metales. Estos metabdlicos, 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 nanoparticulas. Bindhu et al [41], determinaron que el acido
ascorbico presente en el extracto de hojas de H. cannabinus fue el responsable de la reduccion
de nanoparticulas de plata. Ademas, a medida que se incrementa el contenido de &cido
ascorbico mayor nimero de nanoparticulas de tamafios pequefios fueron sintetizadas. Otro tipo
de &cido con la capacidad de reducir iones metalicos para formar nanoparticulas es el acido
oxalico, el cual fue observado en el estudio realizado por Dwivedi [23], quienes emplearon un
extracto de hojas de Chenopodium album, que es una planta con un alto nivel de acido
oxalico, el cual actia como agente reductor para la conversion de nitrato de plata y acido

aurico en sus correspondientes nanoparticulas.

1.7 INFLUENCIA DE FACTORES EN LA FORMACION DE NANOPARTICULAS
POR MEDIO DE PLANTAS.

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

que se encuentran el PH, la temperatura y concentracion del extracto.
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1.7.1 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 nanoparticulas obtenidas. Lukman
[38] reportd que exudados de semillas de Medicago sativa puede producir nanotridngulos de
plata a temperaturas mayores de 30°C debido a la supresion de agentes controladores de la
forma a temperaturas mas bajas. Otro ejemplo que muestra el rol crucial de la temperatura de
reaccion en el proceso de control de forma fue demostrado en la formacion 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 nanoparticulas esféricas y
nanorodillos cortos se obtuvieron a una temperatura de 60°C. En este caso, los autores
sugirieron que la interaccién entre las biomoléculas y la plata pueden cambiar a elevadas
temperaturas y por lo tanto, dificultar la coalescencia de nanoparticulas en solucion lo cual no
es favorable en la formacion de los nanoalambres de plata [40]. Con el objetivo de evaluar a
detalle la influencia de la temperatura sobre las caracteristicas de las nanoparticulas de oro,
Zhan [42] evalud 5 diferentes temperaturas de reaccion (30, 45, 60, 75 y 90°C), para lo cual
mantuvo constante tanto el PH como la concentracidon del precursor acido cloroadrico. Los
resultados se muestran en la figura 1.20, los cuales revelan que la variacion 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 aglomeracién. Por otro
lado, cuando la temperatura de reaccién fue de 90°C, el tamafio promedio de las
nanoparticulas de oro fue de 115 nm. Lo anterior se debe a que el incremento de la
temperatura de reaccion conlleva a la rdpida reduccion de los iones cloroauratos y la
subsecuente nucleacién homogénea, permitiendo la formacion de nanoparticulas de oro de

tamafio pequefio y una distribucién de tamafio estrecha.
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Figura 1. 20. Imagenes de MET que corresponden a las nanoparticulas de oro sintetizadas a
diferente temperatura de reaccion de a) 30, b) 45, ¢) 60, d) 75y e) 90°C [42].

1.7.2 RELACION DE EXTRACTO DE PLANTA A CONCENTRACION METALICA.

Como lo predice el modelo LaMer, la formacién de nanoparticulas pudiera pasar solo cuando
la concentracion del precursor estd dentro de un rango apropiado para la nucleacién. 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 formacion de
nanoparticulas [33]. 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 tamafos finales de
las nanoparticulas. Esto fue demostrado por Prathna et al [43], quienes sintetizaron
nanoparticulas de plata empleando extracto de Citrus limén. Los resultados mostraron que se

formaban nanoparticulas mas pequefias al incrementar la relacion entre el extracto y la
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solucién metélica, lo cual puede deberse al incremento de la cantidad de agentes bioreductores
cuando se incrementa la dosis del extracto en el medio de reaccion.

Similares observaciones fueron realizadas por Zayed et al [44], cuyos resultados se muestran
en la figura 1.12, que es un espectro de absorcion de UV-Vis de las nanoparticulas de plata
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 absorcién 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
empleado. El incremento de la intensidad de los picos indica que la concentracion de
nanoparticulas de plata aumenta, mientras que la simetria y absorcion estrecha del pico
implica que la distribucion de tamafio de las nanoparticulas es estrecha para cuando se
incrementa la cantidad de extracto de Malva parviflora. Ademas, el movimiento de la banda de
absorcién maxima indica que el tamafio de las nanoparticulas de plata disminuye a medida que
se incrementa la cantidad del extracto figura 1.21. Lo anterior se debe a que a medida que el
contenido del extracto se incrementa, la velocidad de nucleacidn homogénea espontanea
incrementa y un mayor nimero de nucleos son formados. Por lo tanto, el nimero final de

particulas incrementa también y el tamafio de particula disminuye.
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Figura 1. 21. Espectro de absorcion de UV-Vis de las nanoparticulas de plata en funcion de la
cantidad de Malva parviflora con una concentracion fija de AgNOs [44].
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Por otra parte, la forma de las nanoparticulas también dependen de la cantidad de extracto
empleado, tal y como lo demostré Song et al [36]. En este estudio se observé que la mayoria
de las nanoparticulas formadas al emplear una concentracion de extracto >10% fueron
esféricas mientras que cuando se usé 5% del extracto se observaron estructuras en forma de
placas. Shukla et al [45] reportd que la relacion de particulas esféricas a particulas triangulares
0 hexagonales incremento con la cantidad del extracto. De estos hechos, se puede deducir que
los iones metalicos prefieren formar nanoparticulas 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 resultd en una fuerte interaccion entre
los agentes protectores estabilizadores y las superficies de las nanoparticulas, conllevando a la
formacion de particulas esféricas mas estables. Ademas, si esta interaccion se intensifica
incrementando la concentracion del extracto, el tamafio de las nanoparticulas esféricas puede
reducirse. Por otra parte, otras formas de nanoparticulas tales como estructuras hexagonales y
triangulares pueden formarse empleando concentraciones de extracto pequefias. Se estima que
las nanoparticulas pueden alcanzar un estado mayor de estabilidad transformandose a otras
formas o a traves del alargamiento de las particulas si no hay suficientes biomoléculas para la

reduccion y estabilizacion [33].

Bindhu et. al [41], realiz6 un estudio a detalle del efecto de la concentracion del extracto en las
caracteristicas de las nanoparticulas de plata, para lo cual empled un extracto de hojas de
Hibiscus cannabinus como agente reductor y estabilizador y evalué diferentes concentraciones
del extracto. La figura 1.22 muestra el espectro de UV-Vis de las nanoparticulas 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 concentracidn del extracto aumenta, el
ancho del pico disminuye y se aprecia un desplazamiento del pico del plasmon el cual indica
que el diametro medio de las nanoparticulas de plata disminuye. Dicho desplazamiento y
forma estrecha de la banda de resonancia de la superficie de plasmon indica la formacion de
nanoparticulas esféricas, ademas de una distribucion homogénea. Por lo tanto, la influencia de
la concentracion del extracto sobre la sintesis de las nanoparticulas se debe a que a medida que

la concentracion aumenta, mayor cantidad de &cido ascArbico esta disponible para reducir
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iones de plata y formar un gran nimero de nanoparticulas muy pequefias, dando como
resultado una fuerte e intensa banda de resonancia. Por otra parte, en la figura 1.22 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
concentracion incrementa, mayor nimero de biomoléculas estan 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. 22. Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones de
extracto de hojas de H. cannabinus (a, b, ¢, d vs 1, 2, 4 y 5ml de extracto respectivamente). En
el recuadro se observan los cambios de color en la solucion para las diferentes concentraciones
del extracto [41].
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1.8 TAXONOMIA DEL PIRUL.

Botanica y ecologia.

Arbol de 15m de altura, siempre verde con ramas colgantes, aromatico resinoso, con tronco
grueso. Las hojas estan divididas en hojitas como plumitas, las flores son pequefias de color

crema parecen encaje, con los frutos globosos y de color rojo rosa (figura 1.23).
Quimica.

Las hojas y frutos de S. molle contienen un aceite esencial rico en mono y sesquiterpenos. En
el aceite obtenido del fruto, el mejor estudiado, se han identificado los monoterpenos alfa-
cadineno, canfeno, carvacrol, para-gimeno, butirato de geraniol, limoneno, mirceno,
hexanoato de nerol, alfa y beta-felandreno, alfa y beta-pineno, sabineno, alfa y gama-
terpineno, alfa terpineol y el éster del &cido férmico y terpinoleno; y los sesquiterpenes trans-
ene-alfa-bergamont, bouboneno, alfa, beta, y T-cadinol. En el aceite esencial de la hoja se han
identificado los monoterpenos car-3-ene, carvacrol, alfa-fenandreno, y el liganano croweacin.
Otros componentes de este drgano son el sesquiterpeno iso-precalamenediol, los flavonoides,
quercetin y rutin y el esterol, beta-sitosterol. En este grupo el compuesto alfa-amirina se ha

detectado en toda la planta, asi como el esterol beta-sitosterol [46].

Figura 1. 23. Hojas y fruto de pirul (Schinus molle).
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La sintesis ecolégica de AgNps es controlada por diversas variables que influyen en el proceso
de formacion de las nanoparticulas, los cuales a su vez son modificadores de forma y
controladores de tamafio. La sintesis asistida por plantas para la reduccién del AgNO3 es
relativamente rapida, pero comprender los mecanismos de reaccion es complejo ya que
atribuir a una sola substancia la reduccion de las sales precursoras, requiere de una
investigacion mas a fondo, por otra parte la biodiversidad de flora en México es muy amplia y
cada planta contiene substancias activas diferentes, por lo que en cada sistema la reduccion
sera totalmente diferente. Debido a la complejidad de la reaccion de reduccion, la relevancia
de una investigacion bibliogréfica previa es primordial para comprender los principios basicos
que rigen el proceso de sintesis, ademas de identificar las substancias que la planta contiene,
esto con el fin de determinar teGricamente si la reaccion procederd de una manera positiva. En
el presente trabajo la sintesis se realizO a temperatura ambiente utilizando diferentes
concentraciones de AgNOz y extracto de pirul, para determinar la influencia de las

concentraciones en la forma y tamario de las AgNPs sintetizadas.
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CAPITULO Il. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El procedimiento experimental consta de 4 etapas principales las cuales son mostradas de
manera general en la figura 2.1. En primera instancia se encuentra la preparacion del extracto
de la planta usando el método de infusién, posteriormente se llevara a cabo la sintesis de las
nanoparticulas por reacciones de precipitacion en disoluciones acuosas a diferentes
concentraciones variando el agente reductor, seguido de la caracterizacion correspondiente a
espectroscopia de absorcion ultra-violeta-visible (UV-Vis), difraccion de rayos-X (DRX),
microscopia electrénica de barrido (MEB), microscopia electrénica de transmision (TEM) y
por ultimo se evaluardn las propiedades antibacteriales de las nanoparticulas de plata en

cultivos de la bacteria E. Coli.

Preparacion del extracto de la planta:
* Pirul

Sintesis de Nanoparticulas.

Llevar a cabo las mezclas de las soluciones a
diferentes concentraciones de AgNO; y extracto de

Caracterizacion.
UV-Vis, RX, MEB, MET

Evaluacion de las propiedades antibacteriales:

« dispersar nanoparticulas de plata en un cultivo de la
bacteria E. Coli y observar su comportamiento.

Figura 2. 1. Esquema experimental desarrollado




2.1. PREPARACION DEL EXTRACTO DE PLANTA.

En la primera etapa se llevd a cabo un tratamiento previo de las plantas en el cual se realizo
un lavado con agua potable y otro con agua destilada, esto con el fin de eliminar los agentes
externos tales como el polvo, organismos vivos y suciedad del medio ambiente que pudieran
influir en el proceso de sintesis de las nanoparticulas. Posteriormente, se llevé a cabo el
secado de las plantas a temperatura ambiente en un cuarto fresco, con sombra y libre de los
rayos UV para evitar la degradacion de las substancias activas.

Para tener un mejor manejo del peso y homogenizacion de las plantas se realiz6 una molienda
mecanica de alta energia en seco a las hojas, tallos y frutos de las plantas con el equipo SPEX
8000-M. figura 2.2. Las condiciones de molienda se muestran de manera resumida en la Tabla
2.1.

Tabla 2. 1. Condiciones de molienda.

Tipo de molino Vibratorio, Spex 8000M
Mixer/Miller
Contenedor utilizado (Vial) Acero endurecido
Numero de bolas 2 (Acero endurecido)
Cantidad de la muestra a moler 10 g.
Tiempo de molienda 8 min.

Figura 2. 2. Equipo de molienda SPEX 8000-M.
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Los polvos obtenidos después de la molienda mecéanica fueron almacenados en viales para su

posterior uso en la preparacion de las infusiones figura 2.3.

Figura 2. 3. Polvos de pirul pesados en balanza digital.

El método de preparacion del extracto se realizé por infusion en una parrilla eléctrica figura
2.4, el cual consistié en hervir un volumen de agua destilada correspondiente a 100 ml
variando los gramos de la planta afiadida, a una temperatura de 70°C, por un lapso de 20 min'y

agitando magnéticamente a 900 rpm ver Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Parametros para la preparacion de extractos.

100
100
100
100
100

70 20

all B W N
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Figura 2. 4. Parrilla eléctrica thermo scientific sp131325.

Las infusiones obtenidas se filtraron con papel whatman n ° 41 para eliminar cualquier residuo
de la planta y asi se obtuvo el extracto final figura 2.5. Se determiné por los ensayos de
disolucién mencionados anteriormente que la cantidad de polvo de pirul adecuada para

obtener el extracto corresponde a 2g en 100 ml.

Figura 2. 5. Extracto de pirul.




2.2. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA.

Para la sintesis de NPs de Ag se utilizO un método ecoldgico, por lo que los materiales

utilizados fueron:

Precursor: Sal de Nitrato de
Plata (AgNO;) con una
pureza de 99 — 100 %

Agente reductor (extracto

acuoso de pirul).

Agua destilada.

La sintesis de las nanoparticulas se llevo a cabo al mezclar la disolucion acuosa de AgNO3z a
diferentes concentraciones milimolares con la infusion del extracto de planta, debido a una
reaccion de precipitacion, donde el precipitado sélido e insoluble fue correspondiente a las
nanoparticulas de plata. Se varié el volumen del extracto de pirul para determinar su efecto en

la reduccion de la sal precursora Tabla 2.3.

Tabla 2. 3. Reacciones de sintesis realizadas variando el volumen del extracto de pirul.

Volumen de la sal | Concentracion mM Volumen de agente | Muestras Obtenidas
precursora (AgNO3z) reductor en ml
3 5,7,9,10
5 5,7,9,10
10 ml 1
om 7 57,9, 10 °
9 57,910
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Un indicador de que la reaccion procedid, fue un cambio en la coloracion de la solucidn, en la
figura 2.6 se presenta de manera méas extensa el procedimiento realizado para la obtencion de

las nanoparticulas de plata por un método ecolégico:

Plantas secas (Pirul)

Molienda mecanica de

, Obtencion de polvos.
alta energia.

Preparacién de la
solucién precursora

( AgNO,)

Preparacion de extractos
por infusion.

Sintesis de
nanoparticulas de plata

Reduccidon de sales

Caracterizacién por: UV- Pruebas en bacterias
Vis, RX, MEB y MET E. Coli

Figura 2. 6. Diagrama seguido para la sintesis ecoldgica de nanoparticulas de Ag.
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2.3. PRUEBAS EN BACTERIAS E. COLLI.

Para este propdsito se prepararon 150 ml de medio de cultivo Mueller Hinton con agua, se
calento hasta disolver y hervir. EI medio fue introducido a un autoclave para esterilizarlo a una
temperatura de 121 °C y presion de 1.5 psi. Posteriormente se colocaron 15 ml del medio de
cultivo en una caja de Petri. Se dejé enfriar y solidificar, hasta que una especie de gel se
formd, todo esto se desarroll6 en medio estéril. La caja fue sellada y se introdujo a una
incubadora manteniendo la temperatura a 36 °C.

En el caso de la preparacion de las bacterias, el asa bacteriologica se sumergié en el medio
donde fueron proporcionadas las bacterias inoculadas y se sembr6 en una caja Petri por la
técnica de estriado, en esta técnica una gota de cultivo es tomada mediante una asa
bacterioldgica estéril, después se distribuye la muestra sobre la superficie del medio dibujando
estrias dejando de esta forma un gran nimero de bacterias y una baja cantidad de colonias
aisladas. Se coloco el cultivo en la incubadora para el crecimiento de las bacterias durante 1
dia. Después se tomo una colonia de bacterias aislada del cultivo anterior y se sembré en la
caja de Petri con el agar, para obtener bacterias mas jovenes y aisladas.

Posteriormente se sumergio el asa bacteriologica en las bacterias previamente proporcionadas
y en el medio Mueller Hinton liquido (sin mucho agar para que no solidifique, se puede
adquirir de ésta forma) se coloca y se agita, a esto se le llama inoculacion en medio liquido. Se
dejo incubar por dos horas para que el medio alcance una turbidez de 0.5 en la escala de
McFaraland, la cual se usa como referencia en las suspensiones bacteriolégicas. En una caja
de Petri con el medio se realiz6 un césped, es decir se coloca un hisopo estéril al inoculo
liquido que se prepard anteriormente y se escurre un poco sembrando las bacterias que estan
en el hisopo en la caja. Se colocaron unos discos hechos de papel filtro y previamente
esterilizados en las caja de Petri y sobre ellos se colocaron mediante una micropipeta 6
microlitros de las nanoparticulas, el agua, el nitrato o el antibiético, todos ellos para propdsitos
de comparacion, las mediciones del diametro del disco en caso de inhibicion de crecimiento de

bacterias fueron realizadas después de un dia.
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2.4. METODOS DE CARACTERIZACION ESTRUCTURAL.

2.4.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION 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 répidas. 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, el
equipo utilizado fue UV-VIS, Usb 4000 ver figura 2.7. En la espectroscopia UV-Vis, las
muestras fueron colocadas 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
(agua destilada), para garantizar que las caracteristicas espectrales de la muestra de estudio no
estén alteradas por las del medio de dispersion. Las nanoparticulas metalicas de plata, tienen la
caracteristica de que interactian de manera muy importante con ciertas longitudes de onda de
la luz, exhibiendo una banda de absorcién caracteristica en el UV-Vis, la cual no esta presente
en el espectro del metal a granel. Esta banda de absorcién se encuentra en un rango de 380-
450 nm para las nanoparticulas de plata. Por lo tanto, esta técnica fue de gran importancia para
determinar la formacion de nanoparticulas, ademas de que por medio de los cambios
observados en los espectros se puede determinar cambios en la concentracion, forma y tamafio

de las nanoparticulas metalicas.

Figura 2.7. Equipo de Ultra violeta visible Usb 4000.
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2.4.2. DIFRACCION DE RAYOS-X (DRX)

Una vez que se obtuvieron las reacciones de precipitacion se secaron a temperatura ambiente
en sus vasos de precipitado para la obtencion de los polvos los cuales fueron analizados por
medio de difraccion de rayos-X, para observar la presencia de la plata pura, y asi corroborar
que el precipitado correspondio efectivamente a las nanoparticulas de plata. La figura 2.8
muestra el difractometro de la marca SIEMENS D5000, que trabaja con una radiacion Ko de
Cu y una longitud de onda de 1.5406A. Las muestras fueron colocadas en un portamuestra de
vidrio esmerilado y corridas en un rango angular de 20 hasta 70° empleando un tiempo de 3
segundos por paso para obtener coleccion de datos durante el analisis, ya que los polvos se

encuentra en el rango nanométrico las intensidades de los picos se pudieron ver deprimidas.

Figura 2. 8. Difractometro de Rayos X Siemens D5000.
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2.4.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB).

El andlisis por microscopia electronica de barrido se realiz6 para observar el tamafio y
dispersion de las nanoparticulas obtenida en las reacciones de reduccion antes descritas, asi
como realizar un analisis quimico para asegurar que solo el elemento de interés esté presente.
Los productos de la reaccion (nanoparticulas en suspensién), fueron secados a temperatura
ambiente para obtener polvos, los cuales se analizaron por esta técnica para observar la
morfologia de los polvos y las nanoparticulas de plata presentes en ellos. La preparacion se
realizd colocando una gota del coloide o una cantidad de polvo en cinta de carbono ya sea el
caso para solido o liquido, para evitar que las particulas se desprendan dentro del microscopio
y principalmente asegurar la conductividad entre las mismas y el portamuestras, cuya
geometria es cilindrica y se introduce hasta la zona de observacion después de someterse a una

camara de prevacio en el microscopio.

En la figura 2.9 se muestra el microscopio electrénico de barrido de la marca JEOL JSM-
7600F, el cual tiene un filamento de emision termoidnica que se mantiene bajo una operacion
de 15 KeV. Este microscopio cuenta con un detector de EDS para efectuar un analisis quimico

puntual cuya sensibilidad es de alrededor de 1000 ppm.

Figura 2.9. Microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-7600F.
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2.4.4, MICROSCOPIA ELECTRONICA 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 de plata, iméagenes que reflejan claramente la morfologia y el tamafio de esta
clase de particulas se obtuvieron haciendo uso del microscopio electronico de transmision fig.
2.10. Actualmente el microscopio electrénico de transmision es una herramienta muy versatil
que permitié no solamente obtener las caracteristicas morfologicas de las particulas sino
también el arreglo atdmico de la red cristalina ademéas de obtener informacion quimica de las

nanoestructuras permitiendo asi una caracterizacion mas completa.

La preparacion de las muestras se llevo a cabo depositando los polvos secos en rejillas de
cobre de 3 mm de didmetro la cual estd cubierta con una pelicula de carbono amorfo.
Mediante esta técnica se pueden corroborar los resultados obtenidos por UV-Vis en lo

referente al tamafio, forma y composicion quimica de las nanoparticulas.

Figura 2.10. Microscopio Electronico de Transmisién Phillips Tecnai F20.
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CAPITULO I11. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Este capitulo se centra en el desarrollo de un método de biosintesis a temperatura ambiente,
para la produccion de nanoparticulas de plata utilizando la quimica verde y su caracterizacion

por los diferentes tipos de técnicas anteriormente mencionadas.

3.1 CARACTERIZACION POR UV-VIS DE LAS MUESTRAS SUJETAS A
REACCION.

Es bien sabido que las nanoparticulas de plata exhiben un color amarillento-marrén en
solucion acuosa debido a la excitacion de las vibraciones plasmoénicas sobre la superficie de
las nanoparticulas de plata. La reduccion de los iones de plata a nanoparticulas puede ser
observada mediante un cambio de color y espectroscopia de UV-vis. La técnica de UV-Vis ha
demostrado anteriormente ser muy Util para el analisis de las nanoparticulas en general, no
solo en las de este metal. Por lo tanto, la evolucion de la reaccidn de reduccion en este trabajo,
fue monitoreada tanto por el cambio de color, ademas de las condiciones fisicas de la reaccion,
asi como por la técnica de UV-Vis. La figura 3.1 muestra las fotografias de izquierda a
derecha de diferentes soluciones que contienen; a) el nitrato de plata, b) el extracto del Pirul y
c) la solucion después de la finalizacion de la reaccion conteniendo la muestra con las mejores
cantidades de soluciones extracto y nanoparticulas (Nps). Se puede apreciar un color
transparente en la primera de ellas, un color amarillo en la segunda y finalmente la aparicién
de un color que va de marrén a rojo en la solucion después de la reaccion, con esto se
confirma el color tipico de las Nps de Ag en solucién coloidal, sin embargo, siempre es
necesario presentar diferentes técnicas que hagan mas evidente el éxito, en este caso de la

reaccion efectuada.

Las nanoparticulas de plata también se caracterizaron por espectroscopia de UV-Vis, una de
las técnicas indirectas mas ampliamente utilizadas para la caracterizacion estructural de las
nanoparticulas de plata y de otros metales, tal y como ha sido previamente mencionado [17].
Las longitudes de onda de la luz entre 300-800 nm son generalmente

utilizadas para la caracterizacion de diversas nanoparticulas de metal en el rango de tamario
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de 2 a 100 nm. La biorreduccion de plata en la solucion de reaccion filtrada se monitorié por
toma de muestras periddica de la mezcla de reaccion a intervalos regulares de tiempo mediante

el uso de espectroscopia UV-Vis.

Figura 3. 1. Im&genes mostrando: a) nitrato de plata, b) el extracto del Pirul y c) solucion
después de la reaccion de reduccion.

La figura 3.2, ilustra los espectros de absorcion de las Nps de Ag como funcion del tiempo de
reaccion desde 0.25, 2, 4 y 6 hrs., respectivamente, para una concentracion de plata de 3mM
AgNO:3 y diferentes cantidades en gramos del extracto de pirul que van desde 0.1, 0.14, 0.18
hasta 0.2 g. La figura 3.2a, indica que para un tiempo inmediato de reaccion (0.25 hrs) e
independientemente de la cantidad variada de agente reductor (extracto del pirul), ningun pico
caracteristico de la absorcion de plata es observado, lo que indica que la reaccion no es
inmediata, en cambio un pico difuso de amplias longitudes de onda se presenta como resultado
de las diversas substancias que contiene el Pirul. Sin embargo, una sefial de absorcién sobre el
ruido de fondo se observa en la figura 3.2b entre los 490 y 525 nm que puede ser caracterizada
por la presunta presencia de las Nps plata, estos espectros corresponden a un tiempo de

reaccion de 2 hrs.

Es importante sefialar que la plata en forma nanoparticulada, cuando es analizada por la
técnica de UV-Vis, muestra un pico del plasmén de absorcion en su superficie con un maximo
de aproximadamente 430 nm [47]. En este caso el desplazamiento espectral se debe
principalmente a la constante dieléctrica del medio, ha sido reportado que incluso variaciones
en la posicion de los picos de absorcién de la plata van desde los 340, 380, 420, 460, 500, 540,




580 y hasta 620 nm, presentandose debido a las diferentes mezclas de substancias

participantes en el extracto de reaccion.

De esta figura 3.2b, otra tendencia que se debe sefialar de la evolucion de la reaccion es que
ese pico de absorcion (475 nm) se presenta con mas intensidad para cuando la cantidad de
extracto utilizada es menor, siendo este fendmeno anémalo con respecto a lo reportado en la
literatura, en donde a medida que el agente reductor crece la reduccion procede con mejor
eficiencia, esto se puede deber a que a mayor extracto de pirul el tamafio de las nanoparticulas

también incrementa siendo menos perceptible a esta técnica de caracterizacion.
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Figura 3. 2. Espectros de absorcion obtenidos a diferentes tiempos de reaccion: a) 0.25, b) 2,
c) 4 y d) 6 horas para una concentracion de 3mM de AgNOs variando los gramos de pirul
afiadidos.

La figura 3.2c, correspondiente a las curvas de UV-vis de las muestras ensayadas para un
tiempo de reaccion igual a 4 hrs., indican la misma tendencia que la muestra anterior en

donde, hacia menor cantidad agregada de pirul el pico de absorcion presumiblemente asignado
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55

'



a la plata se incrementa. Esa posicion del pico de absorcion sigue estando entre los 475 y 525
nm. Debe sefialarse que este comportamiento es atipico dado que en la sintesis por reduccion
quimica convencional, siempre a medida que el agente reductor se incrementa la cantidad de
nanoparticulas se incrementa y el tamafio de las mismas se reduce [48]. En la investigacion
realizada mediante extractos de plantas, aunque existe aun poca informacion acerca de la
variacion de la concentracion del extracto (agente reductor) en la cantidad de nanoparticulas
formadas, en general se ha observado el mismo comportamiento, es decir, a medida que la
concentracion del extracto se incrementa la cantidad de nanoparticulas se incrementa en
solucion [49]. Aunque este comportamiento se repite en ambas muestras (2 y 4 hrs.), una
razon probable a la que se pueda atribuir este comportamiento es dificil hasta este momento de

encontrar, por tanto continuemos con el analisis de los demas resultados.

Cuando se observan las curvas de UV-vis (figura 3.2d) después de 6 hrs. de reaccion e
independientemente de la cantidad del extracto utilizado, el pico del plasmén de plata se
encuentra mejor ubicado entre los 475 nm, sin embargo, no existe una clara correlacion entre
la intensidad del pico de absorcién con la concentracion del extracto utilizada, resultados que
serén posteriormente discutidos al término del analisis de todas las muestras ensayadas por
UV-vis. Se aprecia que estas curvas presentan una forma méas definida entre todos los
experimentos expuestos, encontrandose con menos ruido de fondo, esto puede estar
correlacionado con la formacion de las nanoparticulas en mayor cantidad y con una

distribucion de tamafio mejor, segun previos resultados [50].

La figura 3.3 muestra los datos obtenidos para la reaccion empleando una cantidad de 0.007 g.
de AgNOs (5 mM) y diversas, pero las mismas cantidades de extracto de pirul, empleadas en
los experimentos anteriormente mostrados en la figura 3.2 (0.1, 0.14, 0.18 y 0.2 g. de pirul).
La figura 3.3a, corresponde a las curvas registradas inmediatamente después de agregar el
extracto a la sal para la reaccion de reduccion. Como se logra observar se presenta
aproximadamente el mismo comportamiento correspondiente a la figura 3.2a, en donde
independientemente de la cantidad de pirul, un gran pico difuso se presenta. Sin embargo, en
esta muestra otro ligero pico difuso en el rango aproximado de los 425 a 475 nm se observa, la

aparicion de este pico en esa region se esta atribuyendo en este trabajo, a la presunta presencia
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de plata metélica en la solucién y el ensanchamiento del mismo, se ha reportado previamente
[51] el ensanchamiento se debe a una amplia distribucion de tamafios de particula.
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Figura 3.3. Espectros de absorcion obtenidos a diferentes tiempos de reaccion: a) 0.25, b) 2,
c) 4 y d) 6 horas para una concentracion de 5mM de AgNOs variando los gramos de pirul
afiadidos.

Las figuras 3.3 b-c, corresponden a las mismas concentraciones anteriores de sal de plata y
pirul, empero, evaluadas después de un tiempo de reaccion igual a 2 y 4 horas. Como se logra
notar, independientemente de la cantidad de pirul y de plata en la reaccion, ambos conjuntos
de curvas ilustran el mismo comportamiento, es decir, un pico difuso presente en el rango de
longitudes de onda de absorcion entre 475 y 575 nm para la muestra de 2 horas de reaccion
(figura 3.2b) y de 475 a 550 nm para la muestra de 4 horas de reaccion (figura 3.2c). ES
importante mencionar que este comportamiento fue idéntico para las muestras de 3 mM de
plata (figuras 3.2 b-c), en donde el pico difuso atribuido a la nanoparticulas de plata se
desplaza hacia la derecha con el tiempo de reaccion y se vuelve mas estrecho. Ademas, hacia

concentraciones menores el resultado de la reaccion es mejor.
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Para un tiempo de reaccion de 6 horas el comportamiento observado indica que los picos
referidos a la presencia de Nps de Ag, se desplazan hacia la izquierda estando ahora en el
rango de longitudes de onda de 415 hasta 525 nm. Esta situacion es similar a la observada para
la muestra de 3 mM de AgNOs en donde también los picos se desplazan a medida que el
tiempo de reaccion se incrementa. Sin embargo, no existe una clara correlaciéon entre la

cantidad de Nps formadas.

Las figuras 3.4 y 3.5 ilustran de igual forma los resultados obtenidos para una concentracion
de nitrato de plata de 7 y 9 mM, para las diferentes adiciones de pirul, siendo las mismas que
en los experimentos anteriores y para los diferentes tiempos de reaccion. Aproximadamente,
los mismos resultados por UV-vis son obtenidos de estas muestras, en donde, la figura 3.4a,
correspondiente a un tiempo inmediatamente después de la reaccion (0.25 hrs.), indica que un
pico de absorcion entre los 475 y 550 nm., el cual no manifiesta relacién alguna con la
concentracion del extracto utilizado. EI mismo comportamiento es observado para las figuras
3.4 b-c-d, con diferencia que esta Gltima presenta un pico bien definido para concentracion de
0.14 mM.
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Figura 3.4. Espectros de absorcion obtenidos a diferentes tiempos de reaccion: a) 0.25, b) 2,
c) 4 y d) 6 horas para una concentracion de 7mM de AgNOs variando los gramos de pirul
afiadidos.
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Con lo que respecta a las muestras usando 9mM de AgNOs, las figuras 3.5 a-b-c-d muestran
el mismo comportamiento ya descrito en las anteriores concentraciones usadas de AgNQOs, en
donde a medida que el tiempo de reaccion se incrementa el pico atribuido a la presencia de las
Nps de Ag se recorre y se vuelve mas estrecho, aungque ningn comportamiento es detectado

en forma clara como funcién de la cantidad de extracto adicionada.
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Figura 3. 5. Espectros de absorcién obtenidos a diferentes tiempos de reaccion: a) 0.25, b) 2,
c) 4 y d) 6 horas para una concentracion de 9mM de AgNOsz variando los gramos de pirul
afiadidos.

Como se ha venido mencionando en la presentacion de estos experimentos en donde las tres
variables manejadas fueron tiempo de reaccion, variacion de la cantidad de extracto para
concentraciones fijas de AgNOs utilizada y variacion de la concentracion de AgNOs en la
reaccion se puede expresar que: en primer lugar, con respecto al tiempo de reaccion se aprecia

que en la medida que aumento desde las 0.25 horas hasta 6 horas la reaccion en todos los
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casos fue evolucionando para presentar mejores resultados dada la obtencién de un pico
atribuido a la presencia de Nps de Ag el cual va siendo cada vez méas estrecho en rangos de
longitudes de onda, en segundo lugar, no existe ninguna correlaciéon entre la cantidad de
extracto y la evolucion de la reaccidn, aunque como se menciona previamente en la medida
que la cantidad de extracto crece la reduccion a Ag metélica debe acentuarse. Estos resultados
azarosos tal vez se quieran atribuir a errores en la preparacion de las muestras, empero, todos
los resultados tienen la misma tendencia. Por ultimo, con respecto a la cantidad agregada de
AgNOs, se puede asegurar que en la medida que se incremento la cantidad de sal los picos de
difracciéon son més estrechos y definidos lo que en este caso es consistente con los resultados
en la literatura [52]. De cualquier forma, los presentes resultados indican que picos cercanos
en longitud de onda a la caracteristica de absorcion de Nps de Ag se presentan en general, por
lo que se puede deducir que el pirul actda como un agente reductor para la obtencién de

nanocristales de plata.

3.2. RESULTADOS OBTENIDOS POR DIFRACCION DE RAYOS X.

Las nanoparticulas de Ag sintetizadas utilizando extractos de las hojas y el tallo del pirul
fueron confirmadas adicionalmente mediante la técnica de difractometria de rayos X, las
figuras 3.6a y 3.6b, muestran en su conjunto las fases localizadas. Para realizar estos analisis
dada la poca cantidad de material fabricado, fue necesario dejar secar varias muestras durante
algunos dias para recolectar el polvo y montarlo sobre un vidrio esmerilado. El patron de XRD
mostro diferentes picos intensos en todo el espectro de valores de 20 que fue de 20-70°. El
patron tipico de difraccién de rayos X, revel6 que la muestra contiene una estructura
compuesta de dos fases. Se observaron reflexiones de Bragg correspondientes a los angulos
38.1°, 44.3°, y 64.4° que pertenecen a los planos del tipo (111), (200) y (220) de la estructura
cubica centrada en las caras (fcc) de plata. Ademas, fueron localizados picos correspondientes
a la sal AgNOs, picos que corresponden a la estructura del solido ain sin reaccionar de
acuerdo al patrén mostrado en la figura 3.6b. Estos resultados indican en primer lugar, la

efectividad del pirul para la reduccion de la sal de plata a nanoparticulas de plata, en segundo
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lugar, los picos de UV-vis (técnica arriba descrita) observados con algunos desplazamientos
pertenecen a la presencia de Nps de Ag, la reaccién como fue indicado procede hasta las 6
horas, en tercer lugar, la cantidad encontrada de nitrato de plata, por supuesto adn sin
reaccionar, sugiere que las cantidades de extracto fueron insuficientes, sin embargo, en los
resultados obtenidos por UV-vis, se encontré que el incremento del extracto no influye en la
reduccion de las nanoparticulas de plata lo que es inconsistente con los resultados normales
encontrados por otros investigadores, de tal forma que se requiere aqui una investigacion mas

detallada sobre todo por debajo de las concentraciones utilizadas de extracto.
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Figura 3.6. Patrones de difraccion de rayos X en donde se muestran las fases indexadas: a) plata
y b) nitrato de plata.
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3.3. RESULTADOS OBTENIDOS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
BARRIDO.

Con la finalidad de estudiar la morfologia, tamafio y analisis quimico de las nanoparticulas
obtenidas, toda vez comprobados los resultados mediante la técnica de difractometria de rayos
X, diferentes composiciones fueron estudiadas mediante microscopia electronica de barrio
(MEB) y espectroscopia de energia dispersiva (EDS). La figura 3.7, corresponde a una imagen
de barrido en donde se pueden apreciar los polvos obtenidos después de tratar las hojas y tallo

del extracto.

10pm IIMM 5/19/2014
5.0kV LEI SEM WD 6.2mm 19:40:57

Figura 3.7. Imagen de barrido en donde se muestran los polvos obtenidos del extracto de pirul
a 700X.

La figura 3.8a muestra una imagen representativa obtenida por la técnica de Labe (por sus
siglas en inglés electrones retrodispersados de bajo angulo) a 20000 X de los productos
obtenidos correspondientes a la muestra con 5 mM de AgNOs. Siendo esta técnica especifica
de alto contraste por nimero atémico y alta resolucion, se observan pequefios puntos brillantes

correspondientes a la presencia de una alta densidad de particulas, ademas de unos residuos
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solidos de particulas grandes presumiblemente de nitrato de plata (fig. 3.8a). La figura 3.8b,
obtenida a 100,000 amplificaciones constata la presencia de particulas esféricas con tamafios
nanométricos y particulas grandes con otro contraste, por Gltimo la figura 3.8c, muestra una
imagen representativa a 300,000 amplificaciones en donde se midieron directamente algunas

nanoparticulas encontrandose en el rango de tamafio de 12 a 17 nm.

10mm  IXam 5/i9/2014

SEMN WD 4._Smem 17:59:34

Figura 3. 8. Micrografias electronicas de barrido mostrando las nanoparticulas obtenidas para
una concentracion de 5mM de AgNOz a diferentes amplificaciones: a) 20000, b) 100 000 y c)
300 000.

Con el fin de conocer la composicion quimica de estas entidades se realizaron analisis
quimicos puntuales por EDS, la figura 3.9, muestra los resultados obtenidos en donde se
pueden apreciar varios elementos como consecuencia de la presencia de los residuos sélidos
del extracto, asi como del elemento plata que puede estar contenido tanto en las nanoparticulas
esféricas, como en residuos no reaccionados de AgNOs, de acuerdo a los estudios de DRX. sin
embargo, observamos aqui de la figura 3.8, la presencia clara y abundante de particulas
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esféricas del metal reducido. Estos resultados comprueban los obtenidos mediante UV-Vis y
DRX, para concluir que las hojas y tallo del pirul es una planta que puede utilizarse para la

sintesis economica y efectiva de Nps de Ag.
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Figura 3. 9. Analisis quimico puntual por EDS de los productos obtenidos correspondientes a
la muestra con 5 mM.

Con el fin de tratar de comparar los resultados después de la observaciéon directa de las
nanoparticulas de plata entre las diferentes concentraciones de nitrato de plata utilizadas,
también fueron estudiadas mediante microscopia de barrido las concentraciones de 7 y 9 mM
de AgNOs empleadas durante la reaccion de sintesis. La figura 3.10, muestra los resultados
obtenidos de la primera de estas muestras, en donde la micrografia corresponde a una imagen
representativa a 20000 X. En esta se puede observar una densidad menor de nanoparticulas en
comparacion con la imagen de la figura 3.8a, ademas de los mismos residuos solidos los
cuales pueden corresponder a AgNOs, sin reaccionar. Las particulas son esféricas y presentan
un radio de tamafo parecido a las obtenidas con una concentracion de 5 mM, encontrandose
entre 12 y 20 nm. Estos resultados sugieren que la efectividad del pirul es mejor a medida que
la relacion cantidad de extracto a sal precursora es mayor, esta situacion converge con los
resultados obtenidos mediante UV-vis, en donde a medida que la concentracion de plata fue
menor la forma del pico de absorcion fue mejor, indicando una presencia mayor de Nps con

rangos de tamafio mas estrechos.
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La figura 3.11, muestra ahora los resultados obtenidos para la concentracion de 9 mM de
nitrato de plata empleada. En la micrografia de la figura 3.11a, registrada a 20000 X se ilustra,
en comparacion a las muestras anteriores, un regular cantidad de Nps las cuales aparecen junto
al residuo sdlido atribuido al AgNOs. Para comprobar esto se realizaron estudios de mapeo
quimico presentados en la fig. 3.11b, en donde se puede observar que las particulas acirculares
corresponden a nitrato de plata. Se debe recordar que en esta muestra es en donde se tiene la
mayor cantidad de sal agregada con respecto a la cantidad de extracto. Estos resultados

coinciden tanto con los obtenidos por DRX, como los obtenidos por UV-vis.

Figura 3.10. Micrografia electronica de barrido a 20000 X mostrando los resultados para la
reaccion de 9mM de AgNO:a.

Map ALL IN
MAG: 1000x HV: 15kV_ WD: 6.3mm

ipm  IIMM 5/19/2014
X 20,000 5.0kV LARE sEM WD 6.2mm 19:37:02

Figura 3.11. Resultados obtenidos para la concentracion de 9 mM de nitrato de plata empleada
a) 20 000X y b) mapeo quimico.
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La imagen de la figura 3.12a, obtenida a 40000X presenta otra zona con alta densidad de
nanoparticulas registradas por la técnica de Labe-MEB, la misma zona fue registrada también
mediante la técnica de electrones secundarios (Sei-MEB) y se presenta en la figura 3.12b.
Comparando ambas micrografias se puede sefialar la presencia de los diferentes residuos
participantes en la muestra después de la reaccion, esto es, las nanoparticulas de plata que por
contraste presentan una mayor intensidad, los residuos de plata que se observan con poco
contraste en Labe, dada su composicion a base de plata y finalmente los residuos organicos
cuya intensidad en Labe casi es nula sin embargo en Sei-MEB, se pueden reconocer estos

residuos como hojuelas aglutinadas siendo sus tamafios de particula los més grandes.
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Figura 3.12. Micrografias de barrido obtenidas a 40000X de la misma zona por dos
técnicas: a) Labe-MEB y b) Sei-MEB.
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La figura 3.13 muestra una imagen obtenida por Sei-MEB en la que se observa que las
nanoparticulas presentes en esta composicion tienen rangos de tamafio mayores que van desde
particulas con 5 nm hasta Nps con 40 nm, siendo estos resultados consistentes con los

obtenidos mediante UV-vis.

100nm IIMM 5/19/2014
X 200,000 1.50kV SEI GB HIGH WD 1.8mm 18:54:58

Figura 3. 13. Imagen obtenida por Sei-MEB mostrando nanoparticulas obtenidas de
diferentes tamafios.

3.4. RESULTADOS OBTENIDOS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION.

La técnica de microscopia electrénica de trasmision fue realizada, empleando las metodologias
de campo claro, EDS vy alta resolucion, con la finalidad de conocer de forma directa los
resultados obtenidos de la reduccion de AgNO3z empleando un extracto de pirul, en cuanto a la

morfologia, tamafio y estructura de las nanoparticulas.

La figura 3.14a muestra una imagen representativa de campo claro en donde se aprecia y

comprueba la presencia de nanoparticulas después de la sintesis mencionada. Las particulas
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medidas directamente presentan un rango de tamafio de 5 a 40 nm, con un tamafio promedio
de 18 nm tal y como es ilustrado del histograma anexo al final del capitulo figura 3.26. Estos
resultados confirman directamente que el pirul es una planta que contiene substancias que
actlan como agentes reductores para la sintesis de Nps de plata metalica. De igual forma estos
resultados confirman los obtenidos tanto por la técnica de UV-vis, como por microscopia de
barrido.

Las figuras 3.14b y 3.14c, junto a la figura del inciso a, representan los resultados para cuando
se utilizaron; 3, 5y 7 mM de AgNO:s en la reaccion de sintesis. Como puede apreciarse en la
medida que la cantidad de AgNOz se incrementa la concentracion de Nps disminuye, lo que es
consistente con la teoria de la sintesis quimica por reduccion de nanoparticulas obtenidas por

técnicas convencionales.
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Figura 3.14. Imagenes de campo claro en donde se muestran las nanoparticulas obtenidas a
diferentes concentraciones de AgNOs: a) 3, b) 5y ¢) 7TmM.

La figura 3.15, muestra un espectrograma obtenido por EDS, del andlisis quimico realizado a
las Nps de Ag en su condicion de 3 mM, en donde se aprecian los elementos Cu, proveniente
del encuadriculado de metal el cual soporta una pelicula de carb6n amorfo, cuyo elemento
también aparece en el espectro, Cl, Mg y Na, como resultado de los elementos en la solucién
del extracto, O que puede estar asociado a los residuos del nitrato de plata y finalmente Ag,
proveniente también de las Nps de metal.
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Figura 3.15. Analisis quimico realizado a las nanoparticulas obtenidas a una concentracion
de 3mM de AgNOs

Los resultados del analisis quimico demuestran que las nanoparticulas de metal obtenidas por
esta técnica de sintesis verde, podran si acaso, (depende de lavados posteriores a la muestra),
contener elementos que de ninguna manera son toxicos para el ser humano y medio ambiente,
lo que hace a esta técnica potencialmente Gtil para la fabricacion de Nps de Ag las cuales
puedan ser utilizadas en varias aplicaciones, tales como, antibacteriales, méedicas y de la
industria textil, en donde no se requiere de un control excesivo en la distribucién de tamafio de

las Nps.

Continuando con el analisis de las Nps obtenidas por MET, ahora se presenta en la figura 3.16
a-b dos particulas amplificadas del tipo fcc, en donde la medicién entre las lineas indica una
distancia interplanar de 2.02 A, que corresponde a los planos (200) de la estructura cristalina
del tipo fcc de la plata cuya tarjeta de DRX es 01-087-0720, comprobando con esto que las
particulas efectivamente se producen por reaccion de reduccion quimica mediante el extracto

del pirul.

Figura 3.16.
resolucion.
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Por otro lado, la imagen de campo claro en la figura 3.17, presenta la influencia de los
componentes del pirul como agentes desaglomerantes, es decir, las substancias que permiten
estabilizar la solucién coloidal. Como se podra notar indicado con las flechas existen varias
regiones en donde dos o mas particulas aparecen coalesciendo, es decir, la unién de dos 0 mas
para formar una mayor. Aunque en general, las particulas aparecen dispersas en las varias
muestras analizadas este comportamiento fue observado, esto quiere indicarnos que las
substancias que contienen el pirul no son completamente efectivas como agentes

desaglomerantes.
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Figura 3.17. Imagen de campo claro mostrando nanoparticulas de plata dispersas por la
influencia del pirul como agente desaglomerante.

Las figuras 3.18 a y b, ilustran micrografias de campo claro de la posible coalescencia entre
dos particulas de aproximadamente 8 nm. originalmente las particulas de estructura fcc, se
encuentran separadas y con el envejecimiento de la solucion, ambas se uniran para formar una
particula mayor. Esto también podria suceder con tres 0 mas particulas como se ilustra en la
figura 3.19 a, en donde estas nanoparticulas siendo de estructura fcc, podrian en un momento

agruparse con el envejecimiento para formar la particula alargada en la figura 3.19 b que es
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Ilamada policristalina y que presenta sus planos en diferentes orientaciones siendo ella muy
probablemente el resultado de la coalescencia entre varias particulas.

Figura 3. 18. Micrografias de campo claro de la posible coalescencia de nanoparticulas
correspondiente a una concentracion de 3mM: a) nanoparticulas separadas y b)
coalescencia de Nps.

Figura 3. 19 micrografias de campo claro de la posible coalescencia de 3 nanoparticulas:
a) nanoparticulas individuales y b) nanoparticula policristalina alargada




Este fendmeno también puede estar sucediendo entre particulas relativamente grandes (figura
3.20 a-d), las cuales son del tipo mtp (por sus siglas en inglés multiply twinnig particles),
cuyos tamafios oscilan entre los 25 y 30 nm, en donde otra particula de 6, 7 u 8 nm se adjunta
para coalescer y formar la particula mas grande como se aprecia de la figura 18d, en donde

encontramos una particula maclada con sobresalientes hacia la flecha, sefial de coalescencia

entre particulas.

rando nanoparticulas de multiple maclado

Figura 3.20. Micrografias de campo claro most
obtenidas a diferentes concentraciones de AgNOs: a-b 7mM y ¢-d 9mM.

Ha sido reportado en el pasado [53] que la forma de las nanoparticulas sintetizadas por
técnicas ecoldgicas, también puede variar dependiendo del extracto, es decir, las substancias
contenidas en el extracto también sirven de modificadores de forma. Este fendmeno puede
parcialmente ser observado en la figura 3.21, en la cual sefialando mediante flechas se puede
apreciar ademas de las nanoparticulas semiesféricas, algunas particulas con formas

triangulares y hexagonales, cuya caracteristica principal es que aparecen hacia mayores
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tamafios y presumiblemente estas particulas ya son el resultado del acomodo de los a&tomos

después de la coalescencia de particulas pequefias.

Realizando algunos acercamientos a las nanoparticulas podemos constatar las diferentes
formas encontradas, por ejemplo en la figura 3.22a observamos nanoparticulas semiesféricas,
en la figura 3.22b una particula hexagonal y en las figuras 3.22c-d, formas triangulares o

tetrahedrales.
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Figura 3. 21. Imagen de MET donde se aprecia una variedad de formas de las nanoparticulas

Figura 3. 22. Imagenes de transmision mostrando diferentes formas de las nanoparticulas
obtenida por sintesis ecoldgica a) nanoparticulas semiesféricas, b) particula hexagonal, c) y d)
formas triangulares.
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En este trabajo también fueron encontradas diferentes estructuras de las nanoparticulas, por lo
que la figura 3.23 a-d muestra un resumen de todas las estructuras encontradas. Ademas de la
estructura fcc mostrada ya en algunas figuras anteriores, encontramos en la figura 3.23a,
particulas de simple macla o por sus siglas en inglés STP (single twinning particle), en la
figura 3.23b, de maclado preferencial quinario MTP piramidal (multiple twinned particle) y en
las figuras 3.23c y d, de maclado multiple lineal. De acuerdo a las observaciones la estructura
fcc de las nanoparticulas fue encontrada tanto en particulas pequefias como en grandes, las
particulas MTP quinarias fueron encontradas en pequefias proporciones mientras que la mayor
proporcion de las nanoparticulas grandes son del tipo de multiple macla ya sea lineal o
desorientadas, por lo que indica que la coalescencia de las nanoparticulas es un fenbmeno muy

ordinario lo que implica que el pirul no es un buen agente desaglomerante.

i . N . i . X iy Esg it :%\.u\ru uﬁlﬂ
Figura 3. 23. Clasificacion de las nanoparticulas obtenidas por sus maclas: a) particulas STP,
b) MTP piramidal, ¢) y d) maclado multiple lineal.

En alguna otra zona de la pieza (figura 3.24) observamos la falta de dispersién de las
nanoparticulas que se va a dar a medida que la demanda de recubrimiento de la superficie

crezca lo que puede ser con particulas relativamente pequefias, justamente en esta imagen
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observamos particulas de tamafio intermedio en donde se aprecia que antes de dispersion hay
aglomeracion.

Figura 3.24. Imagen de campo claro mostrando aglomeracion de las nanoparticulas.

3.5. RESULTADOS OBTENIDOS EN EVALUACION ANTIBACTERIAL DE NPs EN
ESCHERICHA COLI.

Con el objeto de darles una aplicacion a las NPs de Ag se evalud su comportamiento
antibacterial contra E.Coli, la cual es una bacteria muy comun. La figura 3.25, muestra los
resultados obtenidos utilizando el método de disco descrito en la parte experimental. Las
pruebas fueron realizadas por triplicado y un disco (a) muestra solo el extracto sin Nps.
También se presentan los datos en la tabla 3.1, que corresponde a los controles positivo
(cefatoxima 35.25 pg/ul), negativo (agua) y nitrato de plata, (-) significa que no dio ninguna
inhibicion.




Como se aprecia en cada uno de los discos existe inhibicién en el crecimiento de las bacterias,
lo cual indica que las Nps de Ag presentan propiedades antibacteriales ante E. Coli. El
promedio del halo de inhibicion de las nanoparticulas fue de 9.66 mm que en comparacién con
el antibidtico es de aproximadamente 3 veces menor de acuerdo a la tabla 3.1. Como se
observa de la tabla también el nitrato de plata inhibe, pero esto se debe a la diferencia de
concentraciones empleadas durante la prueba. En cuanto a esto se deben tomar en cuenta que
la concentracion de las Nps de Ag no fue la misma del antibidtico, esto se debié a las
limitaciones de tiempo y restricciones del laboratorio. Aunque el volumen de trabajo utilizado
en todas las muestras para la prueba fue de 6 microlitros, en el caso del antibidtico, nitrato en
solucion fueron utilizados a una concentracion de 5 mM. La concentracion del AgNO3
utilizada en la preparacién de las Nps fue igual (5 mM), sin embargo, ésta fue diluida ain mas
cuando se mezclo con el extracto para la reaccion y sintesis de las Nps, en la proporciéon de 1 a
2, ademas, de que la muestra ensayada fue con una dilucién de 2 a 1. De cualquier manera se
comprobd que las Nps de Ag son efectivas y podrian en alguna instancia sustituir al
antibidtico, sobre todo en aquellos casos donde la cantidad de plata se use por debajo de la
concentracion tdxica, por ejemplo, para aplicaciones dentro del ser humano. Estos resultados
también sugieren recurrir a nuevas pruebas con concentraciones bien establecidas y que se

puedan comparar directamente.

(@)

Figura 3. 25. Pruebas de inhibicion realizadas por triplicado con las AgNps en contra de la
bacteria E.Coli, el disco en (a) correspondiente al extracto no presenta halo de inhibicion.
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Tabla 3. 1. Valores en mm de las distancias de inhibicion de las AgNps y controles.

Extracto -
Agua -
Antibiédtico (Cefatoxima) 33.25
AgNO3 10.75
AgNps Disco # 1 9.75
AgNps Disco # 2 10
AgNps Disco # 3 9.25

3.6. DISCUSION GENERAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

En base a los diferentes resultados de caracterizacion antes mencionados, las nanoparticulas de
Ag sintetizadas ecologicamente a partir de AgNOs, como sal precursora y extracto de pirul
como agente reductor presentaron varias caracteristicas favorables en lo que concierne a su

tamafio, forma, dispersion.

La cantidad de nanoparticulas presentes en las soluciones coloidales fue abundante, esto es un
indicador de que el pirul como agente reductor tiene una buena eficiencia. El tamafio
promedio de particula vario, desde 18 a 22 nm para los diferentes experimentos realizados,
este resultado comparado con los reportados en la literatura [54], se encuentra en un puesto
prometedor ya que se han reportado tamafios de particulas incluso de hasta 100 nm, por otro
lado la dispersion de las mismas se encuentra un poco comprometida, debido a que algunas
regiones mostradas en imagenes de microscopia de transmisién, se observo una aglomeracion
de las nanoparticulas, lo cual puede ser un fendbmeno importante en este método de sintesis, ya
que esta aglomeracion pudo conllevar a una coalescencia de particulas pequefias en unas de
mayor tamafio, esto nos lleva a cuestionar la eficiencia del pirul como agente estabilizante, no

obstante estos resultados en la sintesis ecoldgica de nanoparticulas de plata, son alentadores ya
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que las diferentes plantas y métodos reportados no han logrado obtener, particulas dispersas en
su totalidad [55].

Con respecto a la forma de las nanoparticulas, se puede destacar que en su mayoria la
tendencia fue cuasiesférica, pero también se presentaron formas triangulares y hexagonales en
menor cantidad, esto puede ser atribuido a varios factores, entre los que se encuentran: pH,
temperatura, concentracion de extracto y contenido del extracto [56-61]. Para este caso en
particular, las variables que pudieron jugar un papel importante en la forma final de las
particulas, fueron la variacion y las propiedades del pirul, por ende basados en los resultados
obtenidos, podemos decir que a mayor relacion de extracto a sal precursora, la forma de las
particulas metalicas de Ag serd mas uniforme. Debido a los muchos factores y variables que
influyen en la sintesis de nanoparticulas se propone realizar una investigacion posterior para la
optimizacion del proceso de sintesis ecoldgica utilizando el pirul como agente reductor y

estabilizante.

En la figura 3.26 a-b-c, se presentan los histogramas de distribucion del tamafio de particula,
correspondientes a los experimentos de biorreduccién de nanoparticulas realizados para
diferentes concentraciones de AgNOz (3, 5 y 7 mM), se puede observar claramente en las
imagenes abc la naturaleza polidispersa de las nanoparticulas de plata.

Con respecto a la figura 3.26a que contiene menor cantidad de nitrato de plata, presenta un
rango amplio de tamafio de nanoparticula, el cual oscila entre 5 a 40 nm, tal distribucion de
tamafio es la mas amplia obtenida en los experimentos antes mencionados. Del mismo
histograma se calcul6 el tamafio promedio de particula, el cual corresponde a 18 nm con una

frecuencia mayor de tamafios en el rango de 15 a 25 nm.

La figura 3.26b corresponde al histograma obtenido para la biorreduccion, llevada a cabo con
una concentracion de 5mM de AgNOs, presentando un cambio en el rango de distribucion de
tamafo el cual se encuentra de 10 a 30 nm, con una alta frecuencia de tamafios de
nanoparticulas de 18.5 nm, de tal manera que la distribucion se ve mas acotada, que en el

experimento anterior. Con respecto al tamafio promedio de particula, se obtuvo un resultado
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Frecuencia (%)

de 20 nm, lo cual indica un aumento de 2 nm conforme a la reduccion correspondiente a 3mM
de AgNO:s.

100
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Figura 3.26. Histogramas de distribucion de tamafio de particula correspondientes a las
nanoparticulas obtenidas por biorreduccién a diferentes concentraciones de AgNOs = a) 3, b)
5yc) 7mM.

En la figura 3.26¢ se observa el histograma correspondiente a la reduccion de nanoparticulas
empleando 7mM de AgNO3, se observa una distribucion de tamafio de particula de 15 a 35 nm,

en comparacion con la figura 3.25b el rango de tamafio es proporcional pero el tamafio de
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particula se ve incrementado, el didmetro promedio de particula corresponde a 22 nm el cual

es 2 nm mas grande que en el histograma anterior.

Al comparar los resultados obtenidos correspondientes al tamafio de particula con los
reportados en literatura [62, 63], podemos decir que el rango de tamafios obtenidos por
métodos de sintesis ecoldgica, es relativamente amplio, se debe mencionar que los tamarios
promedios y el rango de distribucion mostrados en este trabajo, son similares e incluso un

poco mas bajos a los observados en la literatura.

Podemos decir en base a los histogramas que conforme se incrementa la cantidad de nitrato de
plata el rango de distribucion de particulas disminuye, pero su tamafio promedio aumenta, lo
cual indica un aumento proporcional en el tamafio promedio con respecto a la concentracion
de sal precursora, esto se puede deber a que al incrementar cantidad de AgNOs, la velocidad
de agregacion de los atomos a las particulas ya existentes, se incrementa, lo cual indica que las

nanoparticulas pueden formar una particula de mayor tamafio.
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CAPITULO IV CONCLUSIONES

Después de los estudios del presente trabajo analizados mediante UV-vis, MEB, DRX y

MET, podemos concluir lo siguiente:

Nanoparticulas de plata pueden ser reducidas a partir del precursor AgNO3z y extracto de la

hoja y tallo del pirul, empleando un tiempo de reaccion de aproximadamente 6 horas.

Los tamafios de las nanoparticulas obtenidas oscilan entre 8 y 30 nm, siendo mejor el tamafio

promedio a medida que la cantidad del extracto fue mayor.

Los resultados indicaron que las substancias del pirul no son muy adecuadas como agentes

estabilizantes de la solucion coloidal, puesto que domina la coalescencia entre las particulas.

Fue comprobada al propiedad antibacterial de las Nps de Ag, contra la bacteria de E. Coli, en

donde al igual que el antibiotico y la sal precursora, inhiben el crecimiento de las bacterias.
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