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RESUMEN

Recientemente, el grafeno y sus derivados decorados con nanoparticulas de plata (AgNPs) u 6xido
de cobre (Cu2ONPs) son de gran interés en el area biomédica, ya que pueden aplicarse como
agentes antibacterianos de amplio espectro. En esta investigacion, nanocompuestos de 6xido de
grafeno reducido (rGO) con AgNPs (Ag/rGO) se sintetizaron mediante un método verde
empleando biomoléculas del extracto acuoso de Tamarix gallica (taray). Ademas, se sintetizo el
nanocompuesto Cu.0O/rGO mediante sintesis hibrida empleando NaBH. como agente reductor y
Tamarix gallica (taray) como agente estabilizador. La caracterizacion morfoldgica, estructural y
quimica de los nanocompuestos se realizd6 por medio de las técnicas de espectroscopia de
ultravioleta-visible (UV-Vis) y de infrarrojo (FT-IR), asi como mediante difraccion de rayos-X
(DRX), microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia electronica de transmision por
barrido (METB). La técnica de espectroscopia UV-Vis corrobord la sintesis de AgNPs y Cu2ONPs
en rGO por la presencia de bandas de absorcion, ubicadas entre 350-500 nm para las NPs y, entre
270-285 nm para rGO. Ademas, los analisis de MEB y METB confirmaron la depositacién en rGO
de AgNPs y Cu2ONPs con morfologia esférica y tamarios inferiores a 40 nm. Mediante la técnica
de DRX, se demostré que los solidos tienen estructuras cristalinas tipo fcc y sc, correspondientes
a las AgNPs y Cu2ONPs, respectivamente. Por otra parte, los resultados de espectroscopia FT-IR
mostraron después de la reduccidn una disminucién de los grupos funcionales oxigenados del 6xido
de grafeno (GO), asi como de alcanos, alcoholes y compuestos aromaticos en el extracto acuoso
de T. gallica, indicativo de que actuaron como agentes reductores y estabilizadores durante la
sintesis. Mediante estos resultados se demuestra que las biomoléculas del extracto acuoso de T.
gallica actuaron como agentes reductores y estabilizadores para permitir de manera simultanea la
reduccion de los iones de Ag para formar AgNPs y la obtencién del rGO, ademas, también actuaron
como agentes estabilizadores en la sintesis hibrida de Cu2,ONPs. Mediante el método de difusion
en agar, el nanocompuesto Ag/rGO mostré actividad bacteriana contra E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 29213, mientras que, el nanocompuesto Cu.O/rGO mostro actividad bacteriostatica
ante E. coli ATCC 25922.

Palabras clave: Nanocompuestos, biosintesis, sintesis hibrida, Tamarix gallica y actividad

antibacterial.
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ABSTRACT

Recently, graphene and its derivatives decorated with silver nanoparticles (AgNPs) or copper oxide
(Cu2ONPs) are of great interest in the biomedical area, since they can be applied as broad-spectrum
antibacterial agents. In this research, nanocomposites of reduced graphene oxide (rGO) with
AgNPs (Ag/rGO) were synthesized by a green method using biomolecules from the aqueous
extract of Tamarix gallica (taray). Furthermore, the Cu2O/rGO nanocomposite was synthesized by
hybrid synthesis using NaBH4 as a reducing agent and Tamarix gallica (taray) as a stabilizing
agent. The morphological, structural and chemical characterization of the nanocomposites was
carried out using ultraviolet-visible (UV-Vis) and infrared (FT-IR) spectroscopy techniques, as
well as by X-ray diffraction (XRD), microscopy scanning electron (SEM) and scanning
transmission electron microscopy (STEM). The UV-Vis spectroscopy technique corroborated the
synthesis of AgNPs and Cu2ONPs in rGO by the presence of absorption bands, between 350-500
nm for NPs and, between 270-285 nm for rGO. Furthermore, SEM and STEM analysis confirmed
the deposition in rGO of AgNPs and Cu,ONPs with spherical morphology and sizes below 40 nm.
Using the XRD technique, it was shown that solids have fcc and sc type crystalline structures,
corresponding to AgNPs and Cu,ONPs, respectively. On the other hand, the FT-IR spectroscopy
results showed after reduction a decrease in the oxygenated functional groups of graphene oxide
(GO), as well as alkanes, alcohols, and aromatic compounds in the aqueous extract of T. gallica,
indicative that they acted as reducing and stabilizing agents during synthesis. Through these results,
it is demonstrated that the biomolecules of the aqueous extract of T. gallica (taray) acted as
reducing and stabilizing agents to simultaneously allow the reduction of Ag ions to form AgNPs
and the obtaining of rGO, in addition, they also acted as stabilizing agents in the hybrid synthesis
of Cu2ONPs. Through the agar diffusion method, the Ag/rGO nanocomposite showed bacterial
activity against E. coli ATCC 25922 and S. aureus ATCC 29213, while the Cu.O/rGO

nanocomposite showed bacteriostatic activity against E. coli ATCC 25922.

Xiv



CAPITULO 1. INTRODUCCION

El grafeno es uno de los materiales mas interesantes, estudiado ampliamente en la actualidad
debido a sus propiedades fisicas y quimicas Unicas. Un estudio reciente muestra que los compuestos
a base de grafeno con diferentes nanoparticulas muestran un extenso potencial de aplicacion en

diversas areas de la ciencia energética, ambiental y biomédica [1].

Con respecto a la ciencia biomédica, uno de los mayores desafios es la contencién de la evolucién
y adaptacion de varias cepas bacterianas. La mejora constante en la resistencia bacteriana a los
medicamentos y otros antibiéticos ha obligado a los investigadores a buscar nuevos agentes
antibacterianos [2]. Una alternativa que se ha abordado, para solucionar este desafio, es utilizar
nanocompuestos de grafeno y sus derivados con nanoparticulas de: Ag [3], CuO [4], Cu20 [5],
Fes30a [6], Co304 [7], TiO2 [8] y ZnO [9] para inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas,
Staphylococcus aureus [3, 6, 8], Bacillus cereus [3, 8], Bacillus subtilis [6, 8, 9] y Enterococcus
faecalis [8], asi como, de gram negativas, Klebsiella pneumoniae [3, 8], Escherichia coli [3-9],
Salmonella typhimurium [4], Pseudomona aeruginosa [8], Salmonella entérica [8] y Serratia

marcescens [9].

Con esa finalidad, existen diferentes métodos quimicos y fisicos para sintetizar nanocompuestos
de grafeno con nanoparticulas metélicas. Sin embargo, muchos de ellos son costosos y necesitan
la aplicacién de productos quimicos dafiinos, que son inaceptables para la industria farmacéutica y
médica. Contrariamente, la sintesis verde es una alternativa viable que utiliza solventes no tdxicos
como extractos bioldgicos, agua y enfoques ambientalmente benignos respecto a los métodos
convencionales de reduccion quimica. Los métodos de sintesis verde utilizan microorganismos,
tales como bacterias, hongos, levaduras y extractos de plantas. Entre estos métodos, se encuentra
que el proceso biolégico mediado por extractos de plantas es versatil y simple sin la necesidad del

uso de sustancias costosas y toxicas [10].

En este trabajo, se sintetizaron nanocompuestos de rGO decorados con AgNPs por métodos verdes
y de rGO con Cu2ONPs por sintesis hibrida con el extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) como

agente estabilizador y NaBH4 como agente reductor. Estos nanocompuestos se caracterizaron por



espectroscopias, tales como UV-Vis y FT-IR, asi como DRX, MEB y METB. Ademaés, se
determind su actividad antibacterial ante E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213.

1.1 Justificacion

Las infecciones bacterianas, como la neumonia, célera, fiebre tifoidea, disenteria, tuberculosis,
entre otras, causan 300 millones de casos de enfermedades graves cada afio en todo el mundo, con
16 millones de casos de muertes, incluidos 2 millones de nifios [11]. Este problema se agrava
debido a la rapida aceleracion de la resistencia a los medicamentos por las cepas bacterianas, lo
cual exacerba alin més esta amenaza para la salud humana [11]. La Organizacion Mundial de la
Salud [12] publicé una lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo (I1+D) de
nuevos antibioticos, sefialando como prioridad 1 (critica) a Enterobacteriacae (entre las cuales se
encuentran E. coli) y como prioridad 2 (elevada) a S. aureus, es por ello, que los nanocompuestos
se aplicaréan a estas bacterias patdgenas. Uno de los métodos mas prometedores contra las bacterias
resistentes a los medicamentos pueden ser los materiales modificados en la superficie con
nanoparticulas biocidas y nanocompuestos [13] (la instalacion de este tipo de nanomateriales en el
area biomédica podria traer un impacto benéfico a la sociedad al combatir bacterias patogenas). Es
bien conocido que agentes antibacterianos inorganicos tales como las AgNPs y Cu2ONPs son de
gran interés [14], debido a que se adhieren a la superficie celular microbiana, dando como
resultados deterioro en la membrana y aumento en su permeabilidad, ademas, penetran dentro de
la célula ocasionando dafio de las estructuras intracelulares (mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y
biomoléculas (proteinas, lipidos y ADN) [15, 16]. Recientemente, se ha demostrado que el grafeno,
un alétropo del carbono, tiene igualmente actividad antibacteriana [13], principalmente por el
deterioro fisico que ocasiona en las membranas microbianas por sus bordes afilados [17] (el
implantar un nanomaterial que combine las propiedades antibacterianas tanto de las AgNPs y
Cu2ONPs con el grafeno y sus derivados puede constituirse como un impacto de interés cientifico
y tecnologico). Los nanocompuestos de grafeno con nanoparticulas han sido sintetizados por
métodos fisicos y quimicos [10], sin embargo, estos métodos resultan costosos y emplean agentes
guimicos nocivos para la salud y para el medio ambiente, por lo tanto, existe la necesidad de
desarrollar métodos simples y ecologicos para la sintesis de este tipo de nanocompuestos [18]

(lograr la sintesis de estos nanocompuestos por metodos de sintesis verde e hibrida puede



constituirse como un impacto benéfico para el medio ambiente y a su vez mas econémico que

utilizar métodos convencionales).

1.2 Hipdtesis

Argumentos: Se han identificado diversas biomoléculas en Tamarix gallica (taray), por ejemplo,
flavonoides (quercetina, kaempferol, ramnocitrina, flavona, epicatequina y resveratrol 3-O-
glucosido) [19], taninos (acido elagico y acido galico), antocianinas, carotenoides y aceites
esenciales [20]. Estos compuestos son conocidos por sus propiedades antioxidantes, dada la
facilidad que tienen para donar electrones [21], es decir, actian como agentes reductores. Por otro
lado, las actividades antibacterianas de la Ag, el Cu y el grafeno y sus derivados ya han sido
demostradas [17, 22].

Proposicion: Las biomoléculas presentes en el extracto de la planta medicinal Tamarix gallica
(taray) actuaran como agentes reductores y estabilizadores que permitiran de manera simultanea la
biosintesis de AgNPs y bioreduccion del GO. Por otro lado, ejerceran un poder estabilizante en la
sintesis de Cu2ONPs depositadas en rGO, utilizando NaBHs como agente reductor. La capacidad
antibacterial individual de cada nanoestructura, aunada a la sinergia entre los nanocompuestos
funcionaran como amplios agentes antibacterianos ante E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
29213.

1.3 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar la actividad antibacteriana de nanocompuestos de 6xido de
grafeno reducido (rGO) decorados con AgNPs por métodos verdes y de rGO con Cu,ONPs
empleando NaBH4 como agente reductor y las biomoléculas presentes en el extracto de la planta
medicinal Tamarix gallica (taray) como agentes estabilizadores.



1.4 Objetivos especificos

e Seleccionar una planta medicinal mediante la determinacion de su actividad antioxidante
por el método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y cuantificacién de fenoles totales por
el método de Folin-Ciocalteu.

e Obtener oxido de grafito por el método de Hummers modificado por Marcano y Col.

¢ Sintetizar nanocompuestos de éxido de grafeno reducido (rGO) via in-situ decorado con
AgNPs por medio de biosintesis empleando las biomoléculas presentes en el extracto de la
planta medicinal Tamarix gallica (taray).

e Sintetizar nanocompuestos de rGO via in-situ decorado con Cu,ONPs mediante sintesis
hibrida, empleando NaBHs como agente reductor y Tamarix gallica (taray) como agente
estabilizador.

e Caracterizar morfoldgica y estructuralmente los nanocompuestos obtenidos por medio de
espectroscopias UV-Vis y FT-IR, asi como MEB, METB y DRX.

e Estimar el rendimiento de reaccion en la sintesis de la AgNPs y Cu2ONPs en los
nanocompuestos mediante espectrofotometria de absorcidn atomica (AA).

e Evaluar la actividad antibacterial de los nanocompuestos sintetizados ante E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 29213 por el método de difusion en agar.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se hace referencia a conceptos fundamentales, asi como a antecedentes e
investigaciones previas similares a las que se haran en este trabajo, mismas que serviran para hacer

una comparacion con los resultados que se obtendran.

2.1 Nanotecnologia

La National Nanotechnology Initiative (NNI) define la nanotecnologia como la investigacion y
desarrollo a nivel atdbmico, molecular o macromolecular en el rango inferior a los 100 nm (1-100
nm) para crear estructuras, dispositivos y sistemas que tienen nuevas propiedades funcionales. A
esta escala, los cientificos pueden manipular &tomos para crear materiales mas fuertes, mas ligeros
y maés eficientes (nanomateriales) con propiedades individualizadas [23-25]. Hay dos tipos de
nanotecnologia segun la técnica de aplicacion: reduccion de tamafio o de arriba hacia abajo (Top-
Down) y aumento de tamafio o de abajo hacia arriba (Bottom-Up) [26]. El enfoque de arriba hacia
abajo (Top-Down) se basa en el ensamblaje de la estructura mediante la manipulacion de
componentes mucho mas grandes a través del procesamiento monolitico, un enfoque que se logra
mas facilmente con la tecnologia actual. Por otro lado, el enfoque Bottom-Up organiza atomos o
moléculas en nanoestructuras, implica la fabricacion de estructuras de dispositivos a través del

autoensamblaje sistematico de moléculas, &tomos u otras unidades basicas de materia [27].

2.2 Nanomateriales y su clasificacion

Los nanomateriales tienen diferentes formas, tamafos, estructuras y origenes. Estos pueden ser
esféricos, conicos, cilindricos, tubulares, planos, huecos o irregulares en forma y su tamafio puede
ser desde 1 hasta 100 nm [28]. Actualmente, la forma tipica de clasificar los nanomateriales es en
base al numero de dimensiones que no estan confinadas en el rango de la escala nanométrica,
teniendo asi cuatro categorias [29]:

e Cero-dimensionales (0-D), todas sus dimensiones entran dentro de la escala nanométrica,

es el caso de las nanoparticulas.
e Uno-dimensional (1-D), dos de sus dimensiones (ancho y alto) entran dentro de la escala

nanométrica, pero el largo no, es el caso de los nanoalambres, nanorodillos y nanotubos.



e Dos-dimensional (2-D), solamente el espesor entra dentro de la escala nanométrica,
mientras que las otras dos dimensiones no, es el caso de las nanopeliculas, como el grafeno.
e Tres-dimensional (3-D), se conocen como materiales a granel, ninguna de sus dimensiones
entra en la escala nanométrica, sin embargo, estdn compuestos por un arreglo multiple de

individuos de tamafio nanométrico [30].

2.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas tienen tamafio nanométrico (1 a 100 nm) y se caracterizan por sus propiedades
poco comunes, que son afectadas por parametros como el tamafio, forma, area superficial,

confinamiento cuéntico, composicion, cristalinidad y estructura [31].

2.3.1 Meétodos de sintesis de nanoparticulas de nanoparticulas

Se pueden emplear varios métodos para la sintesis de nanoparticulas, pero estos métodos se dividen
en dos clases principales, es decir (1) enfoque descendente y (2) enfoque ascendente [32]. Estos
enfoques se dividen en varias subclases segun la operacion, la condicion de reaccion y los
protocolos adoptados [33]. En el primero se emplea el enfoque destructivo, partiendo de una
molécula mas grande, que se descompone en unidades mas pequefias y luego estas unidades se
convierten en nanoparticulas adecuadas. Ejemplos de este método son la molienda mecanica,
evaporacion térmica, crecimiento epitaxial, y otras técnicas de descomposicion. Mientras que, en
el segundo, se emplea a la inversa, ya que las nanoparticulas se forman a partir de sustancias
relativamente mas simples, por lo que este enfoque también se denomina enfoque de construccion.
Ejemplos de este caso son las técnicas de sedimentacion y reduccion; incluye sol gel, sintesis verde,

deposicion quimica de vapor, entre otras [32].

En la sintesis quimica generalmente se emplean tres componentes principales: los precursores
metalicos, los agentes reductores y los agentes estabilizantes. Basicamente la reduccion de sales de
plata implica dos etapas: (1) nucleacion y (2) crecimiento [34]. Los métodos quimicos son
extremadamente caros, aunque tienen altos rendimientos, por ejemplo, los materiales utilizados

para la sintesis de AgNPs, como citrato, borohidruro, tioglicerol y 2-mercaptoetanol, son toxicos y



peligrosos [35]. Es por ello, que los métodos bioldgicos surgen como una manera viable de

sintetizar nanoparticulas, utilizando extractos de plantas medicinales 0 microorganismos.
2.3.1.1 Nucleacion y crecimiento de nanoparticulas

En la sintesis de NPs a partir de una solucion de sobresaturacion, el tamafio de radio critico (r*)
representa el limite de como se pueden sintetizar pequefias NPs. Para reducir el tamafio de radio
criticoy la energia libre, es necesario aumentar el cambio de energia libre de Gibbs, (AG,), y reducir
la energia superficial de la nueva fase, y. La siguiente ecuacion indica que AG, Se puede

incrementar significativamente aumentando la sobresaturacion, o, para un sistema dado:

AG, = —kT/QIn (=) = —kT/QIn(1 + 0) (Ecuacion 2.1)
0

donde C es la concentracion del soluto, C, es la concentracion de equilibrio o solubilidad, Q es el
volumen atémico y o es la sobresaturacién definida por (C — C,/C,). Sin sobresaturacion (es decir,
o = 0), AG,, es cero y no se produciria nucleacion. Cuando C — C,, AG,, €s negativo y la nucleacién
ocurre espontaneamente. Suponiendo que se forma un nucleo esférico con un radio (r), el cambio

de energia libre de Gibbs o energia de volumen, Ay, se puede describir por:

Au, = 4/3nr3AG, (Ecuacion 2.2)
Sin embargo, esta reduccion de energia se contrarresta con la introduccion de energia superficial,
que se acompafa de la formacion de una nueva fase. Esto resulta en un aumento de la energia
superficial, Aug, del sistema:

Aug = 4mr?y (Ecuacion 2.3)

donde vy es la energia superficial por unidad de area. El cambio total del potencial quimico para la

formacion del nacleo, AG, viene dado por:



AG = Ap, + Apg = (g) r3AG, + 4mrly (Ecuacion 2.4)

El nacleo recién formado es estable solo cuando su radio excede un tamafio critico, r*. Un nicleo
mas pequerfio que r* se disuelve en la solucion para reducir la energia libre total, mientras que, un
nacleo més grande que r* es estable y continda creciendo. En el tamafio critico r = r*, dAG /dr =

0. El tamafio de radio critico y la energia critica (AG*), se determina por:

r* = =2y/AG, (Ecuacion 2.5)

AG* = 161y /3(AG,)? (Ecuacion 2.6)

La temperatura también puede influir en la energia de la superficie. La energia superficial del
nacleo solido puede cambiar mas significativamente cerca de la temperatura de rugosidad. Otras
posibilidades incluyen: (1) uso de diferentes solventes, (2) aditivos en solucidn, e (3) incorporacion

de impurezas en fase solida.

Cuando la concentracion de especies de crecimiento se reduce por debajo de la concentracion
minima para la nucleacién, esta se detiene, mientras que, el crecimiento continda. Para la
formacion de NPs monodispersas, se desea un crecimiento limitado por difusién. Hay varias
formas de lograr un crecimiento de difusion limitada. Por ejemplo, cuando la concentracion de
especies de crecimiento se mantiene extremadamente baja, la distancia de difusiéon seria muy
grande y, en consecuencia, la difusién podria convertirse en el paso limitante. Aumentar la
viscosidad de la solucidn es otra posibilidad. La introduccion de una barrera de difusién, como una
monocapa en la superficie de una particula en crecimiento, es otro enfoque. El suministro
controlado de especies en crecimiento ofrece otro método para manipular el proceso de

crecimiento [36, 37].



2.3.2 Sintesis verde

La biosintesis de nanoparticulas metalicas por parte de las plantas se encuentra actualmente en
apogeo, especialmente, las nanoparticulas de oro y plata utilizando plantas (tejidos de plantas
inactivadas, extractos de plantas y plantas vivas) ha recibido mas atencion como una alternativa
adecuada a los procedimientos quimicos y métodos fisicos [32]. Particularmente, el uso de
extractos de plantas es muy rentable y, por lo tanto, puede utilizarse como una alternativa
econdmica y valiosa para la produccion a gran escala. Los extractos de las plantas pueden actuar
como agentes reductores y estabilizadores en la sintesis de nanoparticulas. La bioreduccion por
combinaciones de biomoléculas encontradas en extractos de plantas (por ejemplo, enzimas,
proteinas, aminoacidos, vitaminas, polisacaridos y acidos organicos como los citratos) es
ambientalmente benigna, pero quimicamente compleja [32]. Los organismos de practicamente
todos los reinos son biofébricas potenciales o fuentes bioldgicas para moléculas Utiles para la
produccion de nanoparticulas, de hecho, las moléculas de una variedad de organismos, incluidos
microorganismos y plantas pueden actuar directamente en la reduccidén quimica del precursor
metalico, en sus etapas de nucleacion, crecimiento y estabilizacion de sintesis verde de AgNPs
[38]. Estas biomoléculas suelen clasificarse como metabolitos primarios y secundarios, los
primeros se encuentran directamente involucrados en el crecimiento, desarrollo o reproduccién de
una especie (vitaminas, acidos nucleicos, polisacaridos, aminoacidos y proteinas), mientras que los
segundos pueden ser importantes, pero no estan directamente involucrados en dichos procesos

esenciales (fenoles, alcaloides, terpenoides y saponinas) [39].

2.3.2.1 Extractos de plantas medicinales

Han sido utilizados extractos de plantas de varias especies para la sintesis de nanoparticulas. Una
amplia gama de moléculas, que van desde proteinas hasta diversos compuestos de bajo peso
molecular, como terpenoides, alcaloides, aminoacidos, compuestos alcoholicos, polifenoles
(catequina, flavonas, taxifolina, procianidinas de diversas cadenas formadas por unidades de
catequina y epicatequina y acidos fenodlicos), glutationes, polisacaridos, antioxidantes, acidos
organicos (acido ascorbico, oxalico, malico, tartarico, entre otros), quinonas, etc., se ha informado

que desempefian un papel en la sintesis verde de nanoparticulas. También se ha postulado la



participacion de azUcares, terpenoides, polifenoles, alcaloides, &cidos fendlicos y proteinas en la
reduccion de iones metalicos en nanoparticulas y en el apoyo de su estabilidad posterior [40].

2.3.2.1.1 Cuphea aequipetala (hierba del cancer)

Cuphea aequipetala (hierba del céncer) se agrupa en el orden Myrtales, dentro de la familia
Lytraceae, es una hierba perenne de 40 cm y hasta 1 m de altura, aunque comunmente mide de 30-
40 cm, originaria de México [41]. Es una planta medicinal muy apreciada en México, conocida
como “hierba del cancer” para tratar dolencias estomacales como el dolor y la sensacion de ardor,
infecciones estomacales, Ulceras, diarrea, disenteria y diferentes tipos de tumores y contusiones
[42]. Waizel-Bucay y Col. [41] mostraron la presencia de alcaloides, flavonoides y glucésidos en
los extractos metanolicos y de acetato de etilo de la planta, mientras que las lactonas sesquiterpéicas
solo se encontraron en la fraccion metanolica. Palacios-Espinosa y Col. [42] determinaron el
contenido fendlico de extracto acuoso de Cuphea aequipetala (hierba del cancer), siendo de 109.9
+ 10.3 mg EAG/g PS, mientras que el contenido de flavonoides fue de 28.1 + 3.2 mg EQ/g PS.

2.3.2.1.2 Haematoxylum brasiletto (palo de brasil)

Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) se agrupa en el orden Fabales, dentro de la familia
Fabaceae, es un arbol o arbusto de 2-10 m de alto, tronco profundamente estriado, ramillas
frecuentemente espiraladas, armadas con espinas de hasta 2 cm de largo, hojas paripinnadas, 5-8
cm de largo, 3-4 pares de foliolos, obovados a suborbiculares, 5-30 mm de largo, 1-2.5 cm de
ancho, apice emarginado, inflorescencias en racimos axilares de 1.5-3 cm de largo, con pocas
flores, pedicelo de 1-2 cm de largo; flores con caliz un poco campanulado, con 5 I6bulos, 5 mm de
largo y 5 pétalos amarillos. Florece de octubre a mayo y fructifica de enero a junio [43]. Es
originario de México y se extiende hacia América Central, cominmente es conocido como “palo
de brasil” y es utilizado por las comunidades rurales en el estado de Guerrero, como tratamiento
tradicional para la hipertensién, malestar estomacal, infecciones bucales, diarrea, Ulceras gastricas
y cancer [44]. Estudios realizados por Heredia y Col. [45] demuestran que el extracto etanolico de
la corteza del tallo de Haematoxylum brasiletto inhibe el crecimiento de Escherichia coli O157:H7
(EHEC). Ademas, Rivero-Cruz y Col. [46] comprobaron la actividad antibacterial de
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Haematoxylum brasiletto contra Staphylococcus aureus 375, Staphyloccocus aureus ATCC 25923
y Enterococcus faecium 379. Mientras que, Bello-Martinez y Col. [47] evidenciaron la actividad
antiproliferativa de la brazilina, un flavonoide aislado de Haematoxylum brasiletto, contra células

cancerosas humanas.

2.3.2.1.3 Tamarix gallica (taray)

Es un arbusto de 1.5-3.0 m de altura, muy ramoso, cuya corteza es oscura en lo viejo, y rojiza en
los ramos nuevos. Sus hojas son muy pequefias, puntiagudas, alternas y empizarradas. Las flores
forman espigas cilindricas, de 2.5-5.0 cm, delgadas y situadas en las extremidades de los ramos.
Las semillas son bermejas, menudas, terminadas por una colita ramosa blanca. Crece en las orillas
de los rios [48]. Boulaaba y Col. [19] identificaron mediante pruebas fitoquimicas realizadas por
LC-ESI-TOF-MS (cromatografia liquida — ionizacion por electrospray — frecuencia de rotacion —
espectrometria de masas) la presencia de cinco flavonoides en extractos metandlicos de flores de
Tamarix gallica (quercetina 3-O-glucuronido, quercetina, kaempferol, ramnocitrina), y en el
extracto metanolico de las hojas de Tamarix gallica mostraron la existencia de 6 compuestos
(quercetina, quercetina 3-O-glucurénido, kaempferol 3-O-B-D-glucurdnido, flavona, epicatequina
y resveratrol 3-O-glucosido). Ademas, demostraron que los extractos de las hojas y las flores de
Tamarix gallica (taray) exhibieron altas actividades antibacterianas y antiflngicas in vitro por lo
que sugirieron, podria ser una fuente prometedora de productos naturales. Es utilizada

tradicionalmente en leucoderma, enfermedades oculares, reumatismo y gingivitis [20].

2.3.3 Sintesis hibrida (verde y quimica)

Existen maltiples investigaciones acerca de la sintesis verde de diferentes tipos de nanoparticulas
metalicas y de 0xidos metalicos [49, 50]. Sin embargo, hay pocas investigaciones que durante la
sintesis de nanoparticulas por reduccion quimica han empleado una combinacion de las sustancias
utilizadas por la reduccion quimica convencional y las biomoléculas de los extractos de plantas.
Algunas biomoléculas en los extractos de plantas pueden desempefiar un papel esencial como

estabilizadores, modificadores de la morfologia y agentes oxidantes [51].
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2.4 Grafeno

El grafeno se exfolio por primera vez mecanicamente del grafito en 2004 por Geim y Novoselov,
por lo que mas tarde compartieron el Premio Nobel de Fisica en 2010 [52]. El grafeno es
considerado como el nanomaterial 2D mas representativo y ha despertado una atencion
considerable. El grafeno es uno de los alétropos del carbono y consiste en una sola capa de &tomos
de carbono en un arreglo hexagonal [53]. El grafeno consiste de atomos de carbono posicionados
en una red hexagonal con enlaces C-C de 1.42 A, un atomo de carbono se une con tres atomos de
carbono vecinos, compartiendo enlaces hibridados sp?, debido a los fuertes enlaces covalentes, el
grafeno exhibe un alto médulo de Young (1 TPa) y una alta fuerza intrinseca (130 GPa) [54]. Los
orbitales p; restantes forman enlaces 7, lo que contribuye a la estructura de resonancia del grafeno,
ya que estos electrones m estan deslocalizados en toda la estructura, por eso el grafeno tiene una

buena movilidad electronica [54].

2.4.1 Métodos de obtencion

La sintesis de grafeno se puede realizar mediante dos enfoques principales: métodos de arriba-
abajo y de abajo-arriba, como se muestra en la Figura 2.1. En los métodos de arriba-abajo, como
la exfoliacion mecanica, descarga de arco eléctrico, exfoliacion oxidativa y reduccion del 6xido de
grafeno (reduccién quimica, térmica, electroquimica, entre otras), exfoliacion en fase liquida y
descompresion de nanotubos de carbono, generalmente se aislan y deslaminan las capas de grafito
en grafeno de una, dos y pocas capas. Estos métodos destruyen precursores mas grandes como el
grafito y otros precursores basados en carbono para formar grafeno de tamafio nanométrico. En
general, algunos métodos descendentes son altamente escalables y producen productos de alta
calidad, pero tienen dificultades para formar productos con propiedades consistentes, bajo
rendimiento y depende en gran medida del precursor de grafito [55]. Los métodos de abajo-arriba
sintetizan el grafeno y sus derivados utilizando otras fuentes de carbono ademas del grafito, estos
métodos construyen materiales de grafeno a partir de precursores de tamafio atdmico, estos
incluyen la deposicion quimica de vapor, el crecimiento epitaxial, la sintesis de fase gaseosa sin
sustrato, la ruta de plantilla y la sintesis organica total, a pesar de que estos métodos producen

productos de grafeno con una gran superficie casi libre de defectos, a menudo implican un alto
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costo de produccion y equipos sofisticados [55]. Es por ello, que el método de obtencion de grafeno

que ha recibido la mayor atencién es la exfoliacion y reduccion del éxido de grafito.
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Figura 2.1 Esquema de la sintesis de grafeno “de abajo-arriba” y “de arriba-abajo” [56].

2.4.2 Exfoliacion oxidativa y reduccion

En 1859, Benjamin C. Brodie [57] sintetiz6 GO por primera vez, mediante la oxidacion del grafito
al agregar KCIO3 a una suspension de grafito en HNOz. En 1898, Staudenmaier [58] realizo una
mejora a este proceso, que consistio en agregar el KCIOs en mdaltiples alicuotas y usar H2SO4
concentrado para mejorar la acidez de la mezcla. Aunque, el uso de KCIOz y su adicion a la mezcla
de &cidos (HNO3 y H>S04) hizo que la produccion de GO fuera mas practica, plantea un riesgo
constante de explosion, ademas de requerir dias o semanas. Este método fue modificado por
Hummers y Offeman en 1958 [59], el método mas usado actualmente, que consiste en reemplazar
el KCIOs con KMnOs y NaNQs3, y oxidar el grafito en H2SOg4, la reaccion requiere de 2 h y una
temperatura de 45 °C. Sin embargo, estos tres procedimientos mencionados implican la generacion
de gases toxicos, como NO2, N20s y/o ClO,. Por lo anterior, en 2010, Marcano y Col. [60]
modificaron el método de Hummers mediante un aumento en la proporcion de KMnOs vy
sustituyendo NaNOsz por una relacion 9:1 de H2SO4:H3POs4, sefialando que esta modificacion
proporciona una mayor cantidad de material de grafito oxidado hidréfilo en relacion con los
procedimientos anteriores, ademas, presenta una estructura mas regular al preservar los planos

basales del grafito y evita el desprendimiento de gases toxicos.

El grafeno se obtiene por exfoliacion del 6xido de grafito en 6xido de grafeno (GO), seguido de

una reduccién del 6xido de grafeno para producir grafeno. EI material resultante generalmente se
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denomina "éxido de grafeno reducido” (rGO) o "grafeno funcionalizado" en lugar de "grafeno”, ya
gue aun no se ha logrado una reduccion completa. El éxido de grafito se exfolia mas facilmente
que el grafito, utilizando tratamientos térmicos o por sonicacion en agua, obteniendo asi 6xido de
grafeno [61], y el oxido de grafeno producido puede reducirse utilizando métodos térmicos o
quimicos [62]. Sin embargo, un aspecto negativo al utilizar la reduccion quimica es la alta
naturaleza toxica de los agentes reductores (hidracina, dimetilhidracina, borohidruro de sodio,
hidroquinona, etc.), ya que la existencia de cantidades minimas de dichos agentes toxicos podria
tener un efecto perjudicial, especialmente en casos de aplicaciones relacionadas con la biologia,
como la catélisis y la administracién de medicamentos, es por ello que mediante el empleo de
nanotecnologia verde se pretende superar dicho problema mediante el uso de agentes reductores
como la reduccion con biomoléculas, microorganismos y fitoextractos [63]. El enfoque bioldgico
para la bioreduccién de GO para obtener rGO se ha considerado respetuoso con el medio ambiente,
barato, con un alto rendimiento de producto resultante, desprovisto de productos quimicos nocivos
y toxicos y facil de manejar [64].

2.4.3 Nanocompuestos de grafeno

Los nanocompuestos de grafeno son aquellos en donde se incorpora una segunda fase sobre la
superficie del grafeno que le confiere novedosas propiedades Opticas, magnéticas, eléctricas o
cataliticas [65]. Los métodos de sintesis para la obtencion de nanocompuestos de grafeno se pueden
clasificar en métodos ex-situ e in-situ. En el caso de los métodos ex-situ la sintesis de las
nanoparticulas se lleva a cabo de forma independiente, para después depositar dichas
nanoparticulas sobre el grafeno. En general, en este tipo de sintesis las hanoparticulas se obtienen
qguimicamente, luego se dispersan en GO y finalmente se lleva a cabo la reduccién quimica del
oxido de grafeno. Los métodos in-situ consisten en la preparacion de las nanoparticulas y el grafeno
simultaneamente, en general se usan sales metalicas como precursores, las cuales se solubilizan en
una solucion acuosa de GO, para finalmente llevar a cabo una reduccion quimica o térmica, en
donde ambos componentes (GO y sales metalicas) se reducen, de esta manera, se obtienen los

nanocompuestos de rGO con nanoparticulas [66].
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2.5 Aplicaciones bioldgicas

Debido a sus propiedades Unicas, las AgNPs se han utilizado ampliamente en utensilios
domésticos, en la industria del cuidado de la salud y en aplicaciones de almacenamiento de
alimentos, medioambientales y biomédicas. En el caso de las aplicaciones bioldgicas y biomédicas,
se han utilizado como antibacterianos, antifingicos, antiviricos, antiinflamatorios, anticancerosos

y antiangiogénicos [67].

Las nanoparticulas de 6xido de Cu, el 6xido cuprico (CuO) y el éxido cuproso (Cu20), se
encuentran entre las mas utilizados como agentes antimicrobianos por su alta eficacia para un
amplio espectro de microorganismos [68]. Las propiedades antibacterianas de CuO se pueden
inducir y mejorar a través de algunos procedimientos de modificacion. Se ha encontrado que las
combinaciones de CuO con metales u 6xidos metéalicos como CuO-SnO., Ag/CuO y CuO-ZnO
muestran actividad contra bacterias gram negativas, y la incorporacion de nanoparticulas metalicas

como la plata ahora es reconocida por inducir actividad antimicrobiana [69, 70].

El grafeno y sus derivados (GO y rGO) se han utilizado en biomedicina como: agente antibacterial,
liberacion de farmacos, tratamiento contra el cancer, biosensores e imagenologia médica [71].

2.5.1 Agentes antibacteriales

La accion antimicrobiana de las AgNPs esta vinculada con cuatro mecanismos bien definidos
(Figura 2.2): (1) adhesién de AgNPs en la superficie celular microbiana, dando como resultado
dafos en la membrana y una actividad de transporte alterada; (2) penetracion de AgNPs dentro de
la célula ocasionando dafio de las estructuras intracelulares (mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y
biomoléculas (proteinas, lipidos y ADN) vy, por lo tanto, afectan la maquinaria celular; (3) la
toxicidad celular inducida por AgNPs y el estrés oxidativo (desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y la capacidad de la célula para contrarrestar sus efectos) causados por la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) vy radicales libres; y (4) modulacién de las vias de

transduccion de sefales, que finalmente, causan la muerte celular [15].
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Figura 2.2 Las cuatro rutas mas destacadas de accion antimicrobiana de las AgNPs [15].

En el caso de las Cu,ONPs, el mecanismo de accion inhibitoria de estos nanosélidos sobre
microorganismos es parcialmente conocido. El posible mecanismo antibacteriano es el siguiente:
las Cu2ONPs se absorben en la superficie celular, deterioran la pared celular y luego dafian la
membrana celular, aumentando la permeabilidad de la membrana celular y disminuyendo la

viabilidad de las bacterias en la solucién de Cu20O [16].

La accion antibacteriana del grafeno y sus derivados es tanto fisica como quimica. El mecanismo
mas importante de la accion antibacteriana estad representado por el deterioro fisico de las
membranas microbianas por sus bordes afilados, seguido de la extraccion de moléculas de lipidos
[17]. La influencia antibacteriana quimica esta representada principalmente por el estrés oxidativo

producido por las especies reactivas de oxigeno [72].

2.5.2 Microorganismos patogenos

La Organizacion Mundial de la Salud [12] publicé una lista de patdgenos prioritarios para la
investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos, en la cual sefiala como prioridad 1 (critica) a

Enterobacteriaceae (E. coli) debido a su resistencia a carbapenémicos y como prioridad 2 a S.

aureus, debido a su resistencia a meticilina.
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E. coli es una bacteria gram negativa con forma de bacilo de la familia de las enterobacterias que
se encuentra en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, es la bacteria anaerobia facultativa
mas abundante de la microbiota, asi mismo es uno de los organismos patdgenos mas relevantes en
el humano, tanto en la produccion de infecciones gastrointestinales como de otros sistemas

(urinario, sanguineo y nervioso) [73].

S. aureus es una bacteria gram positiva de 0.8 a 1.0 mm de diametro, aerobia facultativa. La accion
patdgena de este microorganismo se concentra en la piel, fosas nasales y garganta de los animales
y el hombre, sus efectos son agudos y se manifiestan rapidamente, los cuadros clinicos
caracteristicos son: lesiones en la piel y mucosas, infecciones generalizadas y localizadas en las
visceras [74]. La Tabla 2.1 muestra un resumen de las enfermedades asociadas a las bacterias

patdgenas mencionadas.

Tabla 2.1 Enfermedades humanas asociadas a las bacterias patdgenas E. coli y S. aureus [75].

Sistema afectado Bacteria patdégena | Sistema afectado Bacteria patdgena

E.coli |S.aureus E. coli | S. aureus
Infecciones de la piel y de los tejidos blandos
Impétigo X Foliculitis X
Paroniquia X Forunculos X
Celulitis X Celulitis 'y  fascitis

necrosante

Infecciones de X Heridas de mordeduras X
quemaduras
Heridas quirdrgicas X Heridas traumaticas X
Infecciones respiratorias superiores Infecciones Gticas
Sinusitis X Otitis externa X
Epiglotitis X Otitis media X
Infecciones pleuropulmonares y bronquiales | Infecciones cardiovasculares
Empiema X Endocartitis X
Neumonia X Micoraditis X
Infecciones 6seas y articulares Pericarditis X
Osteomielitis X X Infecciones gastrointestinales
Aurtritis X Gastroenteritis X
Infecciones asociadas X Intoxicacion alimentaria X
con protesis
Infecciones del sistema nervioso central
Absceso cerebral X Empiema subdural X
Meningitis X X
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2.6 Antecedentes

En este apartado se muestran trabajos recientes similares a este proyecto de investigacion,
dividiendose en dos apartados principales, el primero referente a la reduccion de GO con extractos
de plantas, mientras que el segundo aborda la sintesis de nanocompuestos (Ag/rGO, Cu20/rGO y
Ag/Cu20/rGO) y su actividad antibacterial.

2.6.1 Reduccion de 6xido de grafeno con extractos de plantas

Maddinedi y Col. [76] utilizaron extracto de semillas de Terminalia chebula (haritaki) para reducir
GO. Mezclaron 200 mL de soluciéon de GO con 200 mL de extracto acuoso de la planta (3.5 g de
semillas en 200 mL de agua a 90 °C por 1 h) mediante agitacion manual, se ajustd el pH a 12 con
NHsOH y la suspension resultante se sometié a reflujo en un bafio de agua a 90 °C por 24 h,
confirmando la reduccion del GO por un cambio de color de marrén amarillento a negro, ademas,
de un analisis de UV-Vis, como se muestra en la Figura 2.3, en la cual se observa un pico de
absorcion maxima a 232 nm del GO que se atribuy6 a las transiciones II-IT* de los enlaces
aromaticos C-C y un hombro débil a 300 nm debido a las transiciones n-IT* de los enlaces C=0, la
finalizacion de la reduccion se confirmo por el establecimiento de un nuevo pico y un corrimiento
hacia el rojo desde 232 nm hasta 275 nm. Ademas, utilizaron las técnicas de MEB y MET.
Identificaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién, que los compuestos polifenélicos
presentes en el extracto acuoso de semillas de T. chebula (haritaki) son acido gélico, pirogalol,
acido ascérbico y galato de metilo, los cuales contienen atomos de hidrégeno otorgando un caracter
altamente &cido, que los disocia facilmente en sus formas anionicas. Por lo que propusieron, como
mecanismo de reduccion, que las formas aniénicas de los polifenoles reaccionan con el resto
hidroxilo de GO a través de un mecanismo de sustitucion nucleofilica tipo 2 (SN 2), aunque el GO
debe estar en condiciones basicas para que los grupos epdxido y carbonilo se conviertan en grupos

hidroxilo.
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Figura 2.3 Espectro UV-Vis de GO (curva verde) y rGO (curva azul) [76].

Chettri y Col. [77] utilizaron extracto acuoso de Artemisia vulgaris (hierba de San Juan) para
desoxigenar el GO, encontraron que el tiempo idéneo de biorreduccién fue de 6 h de reflujo.
Caracterizaron el nanomaterial por DRX, FT-IR y espectroscopia Raman. En la Figura 2.4 se
muestra el patrén de DRX del (a) grafito, (b) rGO-12, (c) rGO-6 y (d) GO. Observaron un pico
intenso para el grafito a 20 = 26.57° correspondiente a los planos (002) de la estructura cristalina
hcp con una distancia interplanar de 3.38 A. El patrén de difraccion del GO muestra un pico ancho
a 20 = 9.81° correspondiente a una distancia interplanar de 9.01 A del plano (002), mostrando un
aumento en comparacién con el grafito. Mientras que, en el patron de DRX del rGO-6 los picos se
centraron a 20 = 26.68 y 28.33° atribuidos al plano (002) cuyas distancias interplanares son mas
pequefas que GO (3.34 y 3.15 A), debido a la eliminacion de los grupos funcionales oxigenados,
ademas, observaron picos adicionales atribuidos a la naturaleza altamente cristalina de la muestra,
comparado con el patron de DRX del rGO-12, en el que observaron picos débiles y anchos a 20 =
25.17 y 26.84°, mismos que son débiles y anchos en comparacion con los de rGO-6, también
observaron picos adicionales a 20 = 5.48, 6.28 y 8.86°, sugirieron que la interaccion prolongada
con los compuestos fitoquimicos aumenta el espaciado de la capa de rGO, debido a la intercalacion
de moléculas de agua o fitomoléculas dentro de los planos grafiticos.
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Figura 2.4 Patron de DRX de (a) grafito, (b) rGO-12, (c) rGO-6 y (d) GO [77].

Mediante espectroscopia FT-IR corroboraron la eliminacion de grupos funcionales oxigenados,
como se muestra en la Figura 2.5. En el espectro del GO observaron picos centrados a 1068, 1233,
1369, 1637, 2117, 2335y 3293 cm™?, correspondientes a C-O, C-O-C, C-OH, C=C, hibridacion C,
C=C y grupos OH, respectivamente. El espectro FT-IR del rGO-6 mostr6 una disminucién en la
intensidad de los picos correspondientes a los grupos funcionales C-O, C-OH y OH en comparacion
con GO y finalmente, el espectro FT-IR del rGO-12 mostré que el pico correspondiente a C-O-C

desaparecio. Atribuyeron estos cambios a la eliminacién eficiente de estos grupos funcionales por
el extracto de la planta medicinal.
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Figura 2.5 Espectro FT-IR de (a) GO, (b) rGO-6 y (c) rGO-12 [77].

20



Jin y Col. [78] redujeron el GO con extracto de hojas de Eucalyptus (eucalipto), las condiciones
Optimas de bioreduccion fueron en relacion al volumen de extracto de la hoja (10 g/L) a la solucion
de GO (0.5 g/L) igual a 1:4 durante 8 h a 80 °C. Caracterizaron el rGO con MEB, espectroscopia
de rayos-X de energia dispersiva (EDS), MET y FT-IR, los resultados de dichas caracterizaciones
confirmaron que los grupos que contenian oxigeno en GO se eliminaron de manera eficiente, se
formo una capa protectora en la superficie del rGO y una buena dispersion de rGO en solucion
acuosa. En la Figura 2.6 se muestran los resultados que obtuvieron por MEB-EDS para comparar
las caracteristicas morfoldgicas de GO y rGO, observaron pliegues en la superficie de GO (a),
mientras que la superficie de rGO se restaurd (b), debido a la eliminacién de un gran nimero de
grupos funcionales que contienen oxigeno durante la reduccion del GO obteniendo un estiramiento
y relajacion natural del material, ademas, a través de los resultados EDS observaron que el
contenido de oxigeno en rGO disminuyd significativamente de 34.20% a 22.91%. Ademas,
identificaron mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas los eucaliptoles, aldehidos,
terpineoles, alcoholes, amidas y éteres del extracto de la hoja de Eucalyptus (eucalipto) que pueden

actuar como agentes reductores y estabilizantes para la formacién de rGO.
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Figura 2.6 Analisis MEB-EDS de (a) GO y (b) rGO [78].

Hou y Col. [79] prepararon rGO a partir de GO con Artemisina extraida del extracto de la planta
Artemisia annua (ajenjo chino) y caracterizaron la morfologia y la eficiencia de la desoxidacion
por DRX, MEB, MET, microscopia de fuerza atdbmica (MFA) y espectroscopia fotoelectronica de
rayos-X. Para lo cual, dispersaron el GO en una concentraciéon de 1 mg/mL en etanol con
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sonicacion durante 1 h. Posteriormente agregaron 0.2, 0.4, 0.6, 0.08 y 1 g de artemisina en 100 mL
del GO dispersado, sonicaron durante 1 h y se colocaron en bafio de agua termostéatico calentado a
95 °C por 24 h, observando un cambio de color de marron oscuro, a amarillo-naranja-rojo-vino con
un poco de precipitado después de la reduccion. Mediante MFA cuantificaron el grado de
exfoliacion o aglomeracion de nanohojas de GO y rGO, ya que ésta técnica permite obtener una
caracterizacion definitiva del grosor de la nanohoja a escala nanométrica. En la Figura 2.7 se
muestran las imagenes de MFA en contacto intermitente (tapping mode) y perfiles de altura de (a)
GOy (b) rGO con 1g de Artemisina en etanol, determinaron que el tamafio lateral de las hojas de
GO es de 2*2 pm? y de la curva de perfil del GO determinaron el grosor tipico de GO de ~ 0.8 nm,
pero el tamafio tipico del grafeno monocapa es de 0.34 nm, atribuyendo el aumento en el grosor a
la existencia de grupos funcionales que contienen oxigeno, mientras que en rGO muestra un tamario
lateral relativamente mas pequefio de 1*1 pum?, mientras que un grosor mayor de ~1.2 nm,
correspondiente a 2-3 capas, considerando la morfologia de rizado y errores de medicién, ademas
observaron la superficie més plana y suave que la de GO, lo cual atribuyeron a la eliminacion de

grupos funcionales que contiene oxigeno.
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Figura 2.7 Iméagenes de MFA en modo intermitente (tapping mode) y perfiles de altura de GO (a,
GO, 2*2 pm?), rGO en 1 g de Artemisina en etanol (b, E1, 1*1 pm?) [79].

De Silva y Col. [80] sefialaron que con el desarrollo de la reduccion verde, muchos investigadores

han encontrado nuevos agentes reductores. De esta forma, muchos informes sobre extractos de

22



plantas se han publicado y siguen aumentando, incluidas las diferentes partes, como hojas, frutas
y flores. Extractos de hongos, té verde, extracto de Salvadora persica (&rbol cepillo de dientes),
jugo de zanahoria, extractos de hoja de Colocasia esculenta (madumbe), cascara de naranja, agua
de coco, jugo de granada y agua de rosas, son algunos ejemplos. El objetivo principal de utilizar
estos extractos, para reducir GO, es hacer dispersiones estables de hojas rGO biocompatibles.
Actualmente, han sido reportados varios trabajos para la reduccion de GO utilizando extractos de

plantas, tal como se muestra en la Tabla 2.2 [81].

Tabla 2.2 Extractos de plantas usados en la reduccion de GO con condiciones del proceso [81].

Planta Parte de la planta| Condiciones

usada para el extracto
Té Hoja 90°C,25h
Té verde Hoja 80-86 °C, 10 min
Colocasia esculenta (madumbe) Hoja RT, 8h; 100 °C, 5h
Mesua ferrea Linn (penaga) Hoja RT, 10h; 100 °C, 8h
Citrus sinensis (naranja) Hoja RT, 10h; 100 °C, 8h
Colocasia esculenta, Fe** (madumbe) Hoja RT, sonicacién, 3 min
Rosa damascene (rosa) Hoja 95 °C, 5.5h
Acido tanico Hoja 80 °C, 10 h
Potamogeton pectinatus (espiga de agua) Planta 90 °C, 24 h
Ceratophyllum demersum (cola de zorrillo) | Planta 90 °C, 24 h
Lemna gibba (lenteja de agua) Planta 90 °C, 24 h
Cyperus diformis (tule) Planta 90 °C, 24 h
Gingko biloba (arbol de los 40 escudos) Hoja 30 °C, 12y 24h
Cocos nucifera L. (cocotero) Agua de coco RT
Prunus serrulata (cereza) Hoja 90 °C, 12h
Phaseolus aureus L. (frijol mungo) Agua RT, 24h
Syzygium aromaticum (clavos de olor) Boton floral 100 °C, 30 min
Hibiscus sabdariffa L. (flor de Jamaica) Flor --
Spinacia oleracea (espinaca) Hoja 100 °C, 30 min

RT: temperatura ambiente
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2.6.2 Sintesis y actividad antibacterial de nanocompuestos

En esta seccion se presenta la informacion referente a la sintesis y aplicacion antibacteriana de

diferentes tipos de nanocompuestos similares a los sintetizados en este trabajo.

2.6.2.1 Ag/rGO

Barua y Col. [82] sintetizaron un nanohibrido de Ag/rGO por reduccion simultdnea de GO e iones
Ag, usando extracto acuoso de Colosia esculenta (madumbe). Dispersaron 50 mg de GO en 100
mL de agua destilada con ultrasonido por 20 min, agregaron 10 mL del extracto con agitacion

constante, pasados 10 min agregaron AgNO3 0.01 M y agitaron por 8 h.

En la Figura 2.8a se muestra el espectro de UV-Vis del GO observandose bandas a 228 nm y 302
nm, debido a las transiciones n-n* y n-n* de los enlaces C-C y C=0, respectivamente, mientras
que, para el nanohibrido Ag/rGO observaron un desplazamiento hacia el rojo del primer pico a 265

nm por la formacion de rGO, y, otra banda a 429 nm, indicativo de la formacién de AgNPs.

La Figura 2.8b registrada mediante espectroscopia FT-IR muestra la presencia de bandas a 1049
(tension C-0), 1224 (tension C-O-C) y 1720 cm™ (tension C=0), ademas, una banda ancha a 3400
cm? (tension —OH) en el GO, mientras que, en el nanocompuesto Ag/rGO, notaron la eliminacion

de dichas bandas y la disminucion de la banda a 3400 cm™.

En el espectro Raman (Figura 2.8c) correspondiente a GO y Ag/rGO observaron dos vibraciones
fundamentales a 1600 y ~1350 cm™ correspondientes a las bandas G y D, respectivamente. El
patron DRX (Figura 2.8d) del nanohibrido Ag/rGO mostrd picos de reflexion a 20 = 38.4, 44.2,
64.4 y 74.3° correspondientes a los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cristalina
cubica centrada en las caras (fcc) de la Ag. Demostraron que el nanohibrido tiene mejor actividad

antibacterial que los nanomateriales individuales contra S. aureus y E. coli.
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Figura 2.8 (a) Espectro UV-Vis de (i) GO y (ii) Ag/rGO, (b) Espectro FT-IR de (i) GO y
(ii) Ag/rGO, (c) Espectro Raman de (i) GO y (ii) Ag/rGO y (d) Patron DRX del
nanohibrido Ag/rGO [82].

Sedki y Col. [83] biosintetizaron un nanocompuesto Ag/rGO mediante el extracto acuoso de
Potamogeton pectinatus (espiga de agua), usando como precursores GO (sintetizado por el método
de Hummers modificado por Marcano y Col.), AgNO3z 0.1 M y el extracto acuoso de la hierba
medicinal. Caracterizaron el nanocompuesto por espectroscopias UV-Vis, FT-IR y Raman, asi
como por las técnicas de DRX y MET, ademas, evaluaron su actividad antibacterial por el método

de conteo de colonias ante E. coli 107.

En la Figura 2.9 se muestra la gréafica de tiempo de incubacion contra el porcentaje de viabilidad
celular para la evaluacion antibacterial de los nanomateriales ante E. coli, observaron que la pérdida
de la viabilidad celular aumenté gradualmente con el aumento del tiempo de incubacion. La pérdida
de viabilidad celular para E. coli 107 al incubarse con GO fue de 54 + 4.2%, aumentando
gradualmente en la segunda y tercera hora a 68 + 3.9% y 79 * 4.5%, respectivamente, alcanzando
su maximo 87 + 5.1% a la cuarta hora. Mientras que, Ag-rGO, exhibi6é un efecto antibacteriano
mas fuerte, la pérdida en la viabilidad celular en la primera hora de incubacién fue de 48 + 3.5%,
la segunda y tercera hora, fueron de 73 £ 5.2% y 85 * 4.7%, respectivamente, y en la cuarta hora
observaron un efecto mas fuerte de 92 + 4.1%.
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Figura 2.9 Pérdida de la viabilidad celular de E. coli al ser incubada con GO y Ag-rGO [83].

2.6.2.2 Cu20/rGO

Yang y Col. [84] sintetizaron un nanocompuesto Cu20/rGO, reduciendo Cu>SO4 en GO con acido
ascorbico como agente reductor en presencia de polietilenglicol (PEG) y NaOH a temperatura
ambiente. Observaron que la gran area superficial especifica de rGO mejoro la dispersibilidad de
Cu20ONPs. Caracterizaron los nanomateriales obtenidos por DRX, MET y espectroscopias UV-Vis,
FT-IR y fotoelectronica de rayos-X (XPS). La Figura 2.10 muestra los espectros de absorcion UV-
Vis de rGO-Cu20, Cu20 y GO. Observaron un pico de absorcion caracteristico en el espectro UV-
Vis a 236 nm aproximadamente por las transiciones electrénicas n-n* del GO y un pico de
absorcién amplio a 480 nm para Cu2ONPs, el pico de absorcion de los nanocompuestos rGO-Cu.O
fue similar al de las Cu,ONPs solas, ademas, observaron que el pico de absorcidn caracteristico del
GO cambid de 236 a 270 nm, confirmando que la conjugacién electrénica dentro de las nanohojas

cambié por la reduccion.

Ademas, la Figura 2.11a muestra los patrones DRX del grafito pristino (PG) y GO. En comparacion
con el PG, el pico de rayos-X correspondiente a los planos (002) de la estructura hexagonal de GO
cambid de 26.7° a 11.4°, lo que indica el aumento en la distancia interplanar por la insercién de
grupos funcionales oxigenados. La Figura 2.11b muestra los patrones de DRX de Cu,ONPs vy el
nanocompuesto rGO-Cu.0, identificaron picos de difraccion de las Cu2ONPs sintetizadas a 26 =
29.65, 36.52, 42.42, 61.54, 73.72 y 77.61° pertenecientes a los planos (110), (111), (200), (220),
(311) y (222) de cristales de Cu20 en fase cubica (JCPDS No. 05-0667). Para el nanocompuesto
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Cu20-rGO, obtuvieron todos los picos de difraccion similares a los de Cu2ONPs (JCPDS No. 05-
0667), mientras que, no observaron los picos caracteristicos correspondientes a la estructura
grafitica. Ademas, notaron un efecto sinérgico de la liberacion sostenida de iones de cobre, la
capacidad de produccion de ROS elevada y la dispersion uniforme del nanocompuesto, que dieron

como resultado excelentes actividades antibacterianas contra E. coli y S. aureus.
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Figura 2.10 Espectro de absorcién UV-Vis de GO, Cu2ONPs y rGO-Cu20 [84].
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Figura 2.11 (a) Patron de DRX del grafito pristino (PG) y 6xido de grafeno (GO) y (b)
nanocomposito rGO-Cu.0 y Cu2ONPs [84].

Navya y Col. [85] sintetizaron un nanocompuesto Cu.O/rGO por una ruta fitoquimica simple
usando el extracto de flor de Tagetas erecta (caléndula) via in-situ, observaron un cambio de
coloracion de marrdn rojizo a negro, indicativo de la reduccion de GO y formacion de Cu2ONPs.

Los resultados de DRX confirmaron la formacion de Cu2ONPs en rGO con un tamafio promedio
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de 22 nm. El nanomaterial hibrido CuO/rGO mostré una mayor actividad antibacterial que el rGO
solo contra B. subtilis (gram positiva) y E. coli (gram negativa), utilizando el método de difusion

en agar, la zona de inhibicidn resulté comparable con el antibiotico comercial ampicilina (Figura

2.12).

(c ) Zona de inhibicién en mm contra Bacillus subtilis y Escherichia coli

No.

Muestra

B. subtilis

E. coli

Radio (mm)

Radio (mm)

GO

2

19

Cu,0/rGO

35

3.0

Esténdar

35

2.6

o w ~ -

Control

0

0

Figura 2.12 Fotografias del método de difusion en agar contra (a) Bacillus subtilis y (b)
Escherichia coli para rGO (1), Cu20/rGO (2), estandar (3) y control (4), y (c) zona de inhibicién
en mm contra las dos bacterias [85].

2.6.2.3 Ag/Cu20/rGO

Sharma y Col. [86] sintetizaron un nanocompuesto ternario Ag-Cu.O/rGO mediante un enfoque
facil y verde usando solucién de Benedict y glucosa a temperatura ambiente. Primero, sintetizaron
el nanocompuesto Cu20/rGO con GO (0.5 mg/mL), la solucion de Benedict (0.04 M) y glucosa
(0.5 M), recuperaron los sélidos obtenidos y los lavaron con agua desionizada y etanol. La muestra
la pusieron a secar a 60 °C. EI nanocompuesto ternario lo obtuvieron adicionando 1 mL de AgNO3
(0.1 M) a la dispersion acuosa de Cu.O/rGO, y repitieron el proceso de lavado y secado.
Caracterizaron los nanocompuestos obtenidos por espectroscopia UV-Vis, FT-IR y Raman, asi
como por las técnicas de DRX, MEB y MET. En la Figura 2.13 se muestran los patrones de DRX
de GO, Cu20/rGO y Ag-Cu.O/rGO, el difractograma de GO exhibio un pico agudo a 10.5°
indexado al plano (001) de su estructura hexagonal, que desaparecié en el patron de Cu.O/rGO y
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Ag-Cu20/rGO, lo cual atribuyeron a su reduccion. El patrén de Cu20/rGO mostrd picos centrados
a20=29.8,36.5,42.2,61.3,73.6 y 76.5° indexados a los planos (110), (111), (200), (220) y (311)
de la estructura cristalina cubica simple del Cu.O. Para el nanocompuesto Ag-Cu.O/rGO notaron
la presencia de picos adicionales a 20 = 38, 44.1, 64.5 y 77.5° correspondientes a los planos (111),
(200), (220) y (311) de la estructura cristalina fcc de las AgNPs, atribuyendo la débil intensidad de
estos picos a la baja cantidad de Ag, ademas, no observaron el pico de rGO por su bajo porcentaje
y la depositacion de AgNPs y Cu2ONPs en su superficie.
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Figura 2.13 Patrones de DRX de rGO, Cu20/rGO y Ag-Cu.O/rGO [86].

Mediante MEB y MET determinaron la morfologia de los hanocompuestos. La Figura 2.14A-C
muestra la presencia de AgNPs esféricas de tamafio ~60 nm depositadas en el Cu0 situado en la
superficie de las ldminas de rGO, sin embargo, tambien observaron AgNPs directamente en el rGO.
La imagen de alta resolucion (HRTEM) del nanocompuesto ternario mostrd franjas con un
espaciado de 0.23 y 0.24 nm, correspondientes a los planos (111) de Ag y Cu2O, respectivamente
(Figura 2.14D).
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Figura 2.14 (A-C) Iméagenes de MEB y MET del nanocompuesto Ag-CuO/rGO y (D) Imagen
HRTEM de Ag-Cu.O/rGO que muestra las redes cristalinas de Ag y Cu.0O, el recuadro presenta
el patron SAED de Ag-Cu20/rGO [86].

Guo y Col. [87] sintetizaron un nanocompuesto Ag@Cu.O-rGO para lo cual primero obtuvieron
Ag-rGO. A una solucién de GO afiadieron AgNOs y lo mantuvieron a 90 °C por 30 min, después
afiadieron 4 mL de citrato de sodio (CeHs-NazO7-2H20, 1%) e incubaron la solucion a 85 °C por
30 min hasta apreciar un cambio de coloracion a verde oscuro. Para el nanocompuesto ternario
dispersaron 20 mL de la solucién de Ag-rGO en 50 mL de Cu(NO3)2 con 1 g de PVP y afiadieron
45 mL de HsN2-2H20 bajo agitacion magnética a 90 °C (variaron la concentracion de Cu(NO3z)2 y
volumen de HaN2-2H-0), recuperaron, lavaron y almacenaron los nanosélidos a 4 °C. Obtuvieron
nanoparticulas nucleo-coraza de Ag@Cu20. Caracterizaron los nanocompuesto por MEB, MET,
espectroscopia Raman y XPS. La Figura 2.15 A-F muestra las imagenes de MEB de
Ag@Cu20/rGO preparadas mediante la reduccion de Cu(NOs3). con diferentes concentraciones: 0,
2,4, 6,8y 10 mM, respectivamente, observaron que todas las plataformas fueron decoradas por
nanoparticulas nucleo-coraza Ag@Cu20 distribuidas sin aglomeracion evidente. Observaron que
los tamafios de Ag@Cu20 aumentan gradualmente a medida que aumentaban la concentracion de
Cu(NOs)2. Mediante las imagenes de MET mostraron Cu2ONPs en la superficie de Ag cuando se
agrega Cu(NOz)2 vy la estructura perfecta de la coraza la encontraron cuando la concentracion de
Cu(NO:s). fue mayor a 6 mM, ademas, notaron un aumento en el grosor de la cubierta de 10 £ 2 nm
para 6 mM a 13 = 2 nm para 10 mM, respectivamente, pero el tamafio del nucleo permanecio
constante (14 £ 3 nm).
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Figura 2.15 Imégenes de (A) nanocompuesto Ag-rGO y Ag@Cu20/rGO con diferentes
concentraciones de solucion de Cu(NOs)z ((B-F) 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM y 10 mM). Las
inserciones son las imagenes correspondientes de MET [87].

Guo y Col. [88] sintetizaron un nanocompuesto Ag-Cu.O/rGO mediante un procedimiento de
reduccion in-situ de dos pasos a temperatura ambiente. Primero, sintetizaron el nanocompuesto
Cu20/rGO con GO, Cu(NO3)2-3H20 y N2Hs-3H20 mediante agitacion, el solido obtenido se
recuperd, lavé y secd al vacio. Para el nanocompuesto Ag-Cu.O/rGO, dispersaron el
nanocompuesto binario, lo pusieron en agitacion constante y agregaron AgNOs (5 mM) y repitieron
el proceso de recuperacion, lavado y secado. Caracterizaron los nanocompuestos por MEB, DRX
y espectroscopias Raman, FT-IR y XPS. La Figura 2.16 muestra los espectros Raman de GO,
Cu0/rGO y Ag-Cu,0/rGO. Observaron una banda G a 1604 cm™ y una banda D a 1349 cm™ para
GO. Después de la reduccion con hidracina, la banda G de rGO cambi6 de 1604 a 1601 cm™ debido
a la conversion de los dobles enlaces aislados en GO en enlaces dobles conjugados en rGO. Las
relaciones de intensidad Ip/lg de Cu20/rGO (0.92) y Ag-Cu.0/rGO (0.94) fueron mayores que las
de GO (0.70), lo cual atribuyeron a que la reduccidn con hidracina disminuye el nimero de grupos
funcionales oxigenados. Ademas, observaron que la reduccion directa de AgNOsz dio como
resultado el deposito selectivo de AgNPs en la superficie de Cu20.
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Figura 2.16 Espectro Raman de GO, Cu.O/rGO y Ag-Cu.O/rGO [88].

Jankauskaite y Col. [89], realizaron un andlisis sistematico de la actividad antibacteriana de
nanoderivados individuales, nanohojas de GO, AgNPs y CuNPs, asi como combinaciones de Cu-
AgNPs y nanocompuestos GO-Cu-Ag, es decir via ex-situ, contra E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. aureus y S. aureus resistente a la meticilina (MRSA). La sintesis asistida por
microondas de las AgNPs usando benzo-18-crown-6 como agente reductor, mientras que las
CuNPs usando éacido ascorbico. Determinaron las propiedades quimicas de GO, CuNPs y AgNPs
mediante espectroscopia fotoelectronica de rayos-X y espectroscopia electronica Auger. Ademas,
estudiaron la morfologia de los nanoderivados correspondientes empleando MEB y MET, como se
muestra en la Figura 2.17 (a, ¢) y Figura 2.18 (a, b. ¢). La Figura 2.17b presenta el analisis quimico
EDS del nanocompuesto ternario GO-Cu-Ag, mediante el cual comprobaron la presencia de

carbono, plata y cobre, elementos que constituyen el nanomaterial.

Demostraron que la combinacion de CuNPs y AgNPs, asi como el material nanocompuesto GO-
Cu-Ag posee una actividad antibacteriana mejorada a traveés de una posible sinergia entre maltiples
mecanismos de toxicidad, pero la MRSA mostro mayor resistencia en todos los casos, como se
muestra en las curvas de supervivencia de tiempo vs unidades formadoras de colonias por mL
(UFC/mL) de la Figura 2.17d y Figura 2.18 (a1, bs, c1).
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Figura 2.17 (a) Micrografia de MET del nanocomposito GO-Cu-AgNPs, (b) espectro EDS del
nanocompuesto GO-Cu-AgNPs; insertado: indicando donde se realizé el analisis, (¢) micrografia
de MEB del nanocomposito de GO-Cu-AgNPs y (d) curvas de supervivencia de diferentes cepas

bacterianas durante un periodo de 6 h empleando el nanocompuesto [89].
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Figura 2.18 Micrografias de MET de (a) Cu, (b) Ag y (c) Cu-AgNPs. Curvas de
supervivencia de diferentes cepas bacterianas durante un periodo de 6 h con (al) Cu, (bl) Ag

y (c1) Cu-AgNPs como agente antibacterial, respectivamente [89].
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 3.1 se muestra un diagrama de la metodologia experimental general seguida para la

sintesis y caracterizacion de los nanocompuestos Ag/rGO y Cu20/rGO.

Primera etapa: Preseleccion de la planta

. Determinacion Cuantiticacion
Pre-seleccion, » de la actividad de fenoles
adquision, y Preparacion de Lo totales (método
molienda de’la extractos antioxidante .
lantas (método Folin-
Y DPPH) Ciocalteu)
Segunda etapa: Obtencion del 6xido de grafeno
Obtencion del Exfoliacion del
oxido de grafito oxido de grafito o
(método de para obtener Caradcétlarclazoauon
Hummers Oxido de
modificado) grafeno
Tercera etapa: Biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO
Biosintesis de Caracterizacion
Ag/rGO de Ag/rGO

Cuarta etapa: Sintesis hibrida del nanocompuesto Cu20/rGO

Caracterizacion
de Cu,0/rGO

[ Sintesis hibrida
de Cu,0/rGO

Quinta etapa: Estimacién de la concentracion de AgNPs 'y Cu2ONPs

Estimacion de AgNPs en el Estimacion de

nanocompuesto Ag/rGO por Cu,ONPs en el

espectrofotometria de nanocompuesto
absorcion atomica (AA) Cu,O/rGO por AA

Sexta etapa: Rendimiento de sintesis por peso seco

7

Estimacion del rendimiento de la sintesis verde del
nanocompuesto Ag/rGO y sintesis hibrida de Cu,0/rGO
por peso seco

\.

Séptima etapa: Evaluacion antibacterial

Evaluacién antibacterial de los nanocompuesto Ag/rGO y
Cu,0O/rGO ante E. coli ATCC 25922y S. aureus ATCC 29213 por
el método de difusion en agar (Kirby-Bauer)

Figura 3.1 Diagrama por etapas (1ra. — 7ma.) de la metodologia experimental.
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3.1 Reactivos utilizados para las diferentes etapas del proyecto

A continuacion, se enlistan los reactivos utilizados para el desarrollo de este proyecto:

e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), pureza 97%, grado ACS, Sigma Aldrich.

e Reactivo de Folin-Ciocalteu, grado ACS, Sigma Aldrich.

e Acido galico, pureza 97.5%, grado ACS, Sigma Aldrich.

e NaxCOs, grado ACS, Sigma Aldrich.

e Polvo de Grafito, pureza >99%, Lote #592, Leco.

e Acido sulfarico (H2SO4) concentrado, 95-98%, grado ACS, Lote #C0918610, Meyer.
e Acido fosforico (HsPOs), pureza >85%, grado ACS, Lote #C0918600, Meyer.

e Permanganato de potasio (KMnQgs), pureza >99.0%, grado ACS, Lote #M0618372, Meyer.
e Peroxido de hidrogeno (H20-) concentracion al 30%, grado ACS.

e Alcohol etilico (C2HsO), pureza >99.5%, grado ACS, Lote #B0918603, Meyer.
 Acido clorhidrico (HCI) concentrado al 37%.

e Eter etilico (CsH100), pureza > 99%, grado ACS, Lote #Z1118745, Meyer.

o Nitrato de plata (AgNO3), pureza > 98%, grado ACS, Lote M1011617.

e Cloruro de cobre (CuCl2:2H20), pureza 99.4%, grado ACS, J. T. Baker.

e Agar Muller Hinton, Lote #8138616, BD Bioxon.

e Cloruro de sodio NaCl, grado ACS, Lote #0901114, Meyer.

3.2 Primera etapa: Preseleccién de la planta
Esta etapa comprende la adquisicion y molienda de las plantas, la preparacion de los extractos, asi
como, las pruebas fitoquimicas de la determinacion de la capacidad antioxidante por el método 2,2-

difenil-1-pricrilhidracilo (DPPH) y la cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu.
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3.2.1 Preseleccion, adquisicion y molienda de la planta

Las plantas preseleccionadas como candidatas para la sintesis verde de nanocompuestos de grafeno
decorados con nanoparticulas fueron: Cuphea aequipetala (hierba del cancer), Oenothera rosea
L’Her. ex Aiton (hierba del golpe), Gentiana spathacea Kunth (flor de hielo), Zornia thymifolia
Kunth (hierba de la vibora) y Haematoxylum brasiletto (palo de brasil), fueron pre-seleccionadas
principalmente porque no han sido utilizadas anteriormente tanto para la reduccién del GO como
para la sintesis verde de nanoparticulas en base a lo reportado en la literatura. Estas plantas fueron
adquiridas en el mercado Independencia de la ciudad de Morelia, Michoacan. Las plantas tal como
se adquirieron fueron sometidas a trituracion mediante un mortero, para lograr un polvo fino que
permita realizar una extraccion mayor de biomoléculas presentes en ellas al momento de preparar

el extracto que a continuacion se menciona.

3.2.2 Preparacion de extractos

Se utilizd 1 g de las plantas previamente trituradas que se coloco en un matraz Erlenmeyer, al cual
se le agregd 50 mL de agua desionizada y se mantuvo a 60 °C bajo agitacion por 20 min en un
termoagitador de la marca Termo Scientific. Posteriormente, se filtr6 mediante un papel filtro
Whatman No. 4, en donde el sélido se desecho y el liquido fue filtrado y utilizado para realizar las
pruebas de determinacion de potencial antioxidante por medio del método de DPPH vy
cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Se pretendié que el extracto de
la planta seleccionada, cuyos valores mas altos en estas dos pruebas, fuera un criterio para realizar

exitosamente la sintesis de los nanocompuestos Ag/rGO y Cu0/rGO.

3.2.3 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

Para la determinacion de actividad antioxidante de los extractos de las plantas, objeto de estudio,
se utiliz6 el método de radical libre 2,2-difenil-1picrilhidracilo (DPPH), el cual consiste en la
reduccion del radical en 2,2-difenil-1-picrilhidrazina, por la accion antioxidante de compuestos que
contengan grupos —OH que provocan la decoloracion del reactivo [90], como se muestra en la

Figura 3.2. Para lo cual se tomaron 100 pL del extracto mezclados con 900 uL de agua desionizada,
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a los cuales se les adicionaron 1000 pL de DPPH 0.2 mM. Se empled como blanco 100 pL de
etanol, 900 pL de agua desionizada y 1000 pL de DPPH. Todo el estudio se realiz6 por duplicado.
Las reacciones fueron llevadas a cabo a temperatura ambiente durante 20 min protegidas de la luz.
Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 517 nm [91] en un espectrofotdmetro UV/Vis Perkin
Elmer Lambda 18.

d—N@NOZ + &: B — d_:@Noz > @ '
&, NO,

DPPH DPPH-H

Figura 3.2 Mecanismo de reaccion del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) con antioxidante. R:
H = eliminador de radicales antioxidantes; R = radical antioxidante. [92].

La actividad antioxidante se expresa como porcentaje de inhibicion lo cual corresponde a la
cantidad de radical libre (DPPH) neutralizado por el extracto a una determinada concentracion, de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

_ Ab —Ab .,
%Inhibiciéon = %l = Sblazzos Smuestra 4 1()() (Ecuacion 3.1)
blanco

3.2.4 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se cuantificaron los compuestos fendlicos totales en las plantas, objetos de estudio, por el método
de Folin-Ciocalteu. El cual se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes, el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungsteno sdédico, que reaccionan
con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico [93]. La curva de
calibracion de acido galico se realiz en base a la preparacion de los reactivos correspondientes, es
decir reactivo de Folin-Ciocalteu 10% v/v y Na,CO5 al 700 mM, se prepararon estandares de acido
galico mediante una solucion stock 1 mg/mL, que se adicion6 a cada tubo en la cantidad

correspondiente de solucion de &cido galico, agua desionizada, reactivo de Folin y carbonato de
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sodio (Tabla 3.1), posteriormente se midieron los datos para la curva de calibracién estandar del

acido galico a 765 nm.

Tabla 3.1 Datos para la obtencion de la curva de calibracion de fenoles totales.

No. de tubo Solucioén de Agua Reactivo Folin Solucién
&cido galico desionizada (L) Na,CO;
(L) (uL) (uL)
Blanco 0.00 200.00 200.00 800.00
1 6.25 193.75
2 12.50 187.5
3 25.00 175

Se cuantifico la cantidad de fenoles totales presentes en la muestra de cada extracto de planta. Para
ello se tomaron 100 puL del extracto previamente preparado, se le agregaron 100 pulL de agua
desionizada, 200 pL de reactivo de Folin y 800 uL de Na,C0O5 de acuerdo a lo sefialado en [94] y
se determinod la cantidad total de fenoles de cada uno de los extractos en base a la curva de
calibracion con é&cido gélico, teniendo asi cantidades de equivalentes de acido galico por mL
(EAG/mL).

3.3 Segunda etapa: Obtencién del éxido de grafeno

La sintesis de los nanocompuestos se realizé en distintas etapas, para lo cual primero se preparo el
Oxido de grafito mediante el método de Hummers modificado por Marcano y Col. [60], mismo que

se exfolio para obtener el 6xido de grafeno (GO).

3.3.1 Obtencidn de 6xido de grafito

Para la obtencién del 6xido de grafito se sigui6 el método Hummers modificado por Marcano y
Col. [60], el cual consiste en afiadir lentamente 1.8 g de KMnOs en seis porciones iguales a una
mezcla 9:1 de H2SO4 y H3PO4 (36:4 mL) y polvo de grafito (0.3 g) produciéndose una ligera
reaccion exotérmica de 35-40 °C. Posteriormente, se calentd la reaccion hasta 50°C bajo agitacion
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constante por un periodo de 12 h, en seguida, la reaccion fue enfriada hasta temperatura ambiente
y vertida en hielo (40 mL) con H>O2 30% (0.3 mL), reactivo que se encarga de reducir el exceso
de permanganato y dioxido de manganeso que no participaron en la reaccion. Posteriormente, la
solucion fue centrifugada a 4000 rpm por 4 h y el sobrenadante desechado. EI material sélido se
purificd mediante una serie de lavados subsecuentes con 20 mL de agua, 20 mL de HCI 30%, 20
mL de etanol (dos veces), para cada lavado las soluciones fueron centrifugadas a 4000 rpm por 4
h y se desecho el sobrenadante. EI material obtenido coagulo en 20 mL de éter y la suspension
resultante se filtrd por medio de una membrana Whatman No. 42 dejandola secar en un horno por

una noche a 50 °C.

3.3.2 Exfoliacion del éxido de grafito para obtener éxido de grafeno (GO)

Se exfolio el 6xido de grafito obtenido en un bafio de ultrasonido Branson modelo 1510 a una
concentracion de 0.08 mg/mL por intervalos de 5 min y se midié la absorbancia en espectroscopia
UV-Vis.

3.4 Tercera etapa: Biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO

Posteriormente, la tercera etapa del proyecto consistié en realizar la reduccion del 6xido de grafeno
con las biomoléculas presentes en el extracto de la planta seleccionada (en base a los estudios de
capacidad antioxidante y cantidad de fenoles totales) en presencia de la sal metalica precursora
(AgNO3) para depositar AgNPs y de manera simultanea reducir el GO, es decir utilizando el
método in-situ. Primeramente, se hicieron unas pruebas de sintesis de AgNPs con la hierba

medicinal preseleccionada en la etapa 1 de la metodologia experimental de este proyecto.

3.4.1 Cuphea aequipetala (hierba del cancer)

Se biosintetizaron AgNPs con el extracto acuoso de la planta medicinal hierba del Cancer (Cuphea
aequipetala) preparado a 60 °C por 20 min con una concentracion 0.02 mg/mL. Se utiliz6 una
relacion volumétrica 1:1 de extracto acuoso y sal precursora AgNOs y se varid la concentracion de

sal precursora (1, 3y 5 mM).
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3.4.2 Haematoxylum brasiletto (palo de brasil)

De manera analoga a sefialado en la seccion 3.4.1, se utilizaron las mismas condiciones para
sintetizar AgNPs variando ahora la planta utilizada para la preparacion del extracto acuoso, siendo

Haematoxylum brasiletto (palo de brasil).

Posteriormente, se utilizé el mismo extracto acuoso de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil)
para la biosintesis del nanocomposito Ag/rGO. Se utiliz6 una relacion volumétrica 1:1:1 de GO,
extracto acuoso de la planta y AgNOz 1 mM bajo agitacion constante de 6 STIR y adicion de la sal

precursora por goteo con una bureta.

3.4.2.1 Eliminacion del cloro

Con el propdsito de eliminar el cloro presente en el extracto acuoso de Haematoxylum brasiletto
(palo de brasil) se hicieron una serie de ensayos. Para el primer ensayo se utilizd 1 g de la planta
con 50 mL de agua desionizada, se hicieron tres lavados consecutivos por 20 min bajo agitacion
constante de 10 STIR, para cada lavado se separd el sobrenadante y el sélido restante se utilizé
para los lavados posteriores, finalmente se prepard la infusion con el sélido proveniente del tercer
lavado a 60 °C por un periodo de 20 min bajo agitacion constante de 6 STIR. Mientras que, para el
segundo ensayo, se utilizé la misma concentracion de 0.02 g/mL, se prepar6 una infusion a 60 °C
por 20 min bajo agitacién constante de 10 STIR, se separo el sobrenadante y el sedimento, con el
sedimentd se preparé una nueva infusién bajo las mismas condiciones. Con los diferentes
sobrenadantes obtenidos de cada uno de los lavados y de las infusiones se sintetizaron AgNPs, se

utiliz6 una relacion volumétrica 1:1 de extracto y sal precursora AGNOz 1 mM.

3.4.3 Tamarix gallica (taray)

El extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) ha sido utilizado por L6pez-Miranda y Col. [95] para
la sintesis exitosa de AgNPs, quienes obtuvieron los mejores resultados de sintesis para la muestra
de concentracion de extracto 0.15 mg/mL y AgNO3 5 mM. En base a lo anterior, se biosintetiz6 el
nanocompuesto Ag/rGO, se prepar0 el extracto acuoso de manera analoga a lo sefialado en la
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seccidn 3.2.2. Se utiliz6 una relacion volumétrica 1:1:1 de GO, extracto acuoso de Tamarix gallica
(taray) y AgNOsz 5 mM, la cual se afiadidé por goteo por medio de una bureta, manteniendo la
solucion bajo agitacion constante 6 STIR. Posteriormente, se varié la relacion volumétrica a 5:1:1
y 10:1:1, manteniendo constantes todos los demas parametros. Los solidos fueron recuperados por

centrifugacion a 12,000 rpm y lavados cinco veces con agua desionizada por centrifugacion.

3.5 Cuarta etapa: Sintesis hibrida del nanocompuesto Cu20/rGO

La sintesis hibrida del nanocompuesto Cu20/rGO se baso en la metodologia sefialada por Aguilar
y Col. [96], quienes sintetizaron Cu,ONPs con NaBH4 26 mM, CuCl, 15 mM y extracto acuoso de
Origanum vulgare (orégano). Para el nanocompuesto Cu20/rGO se exfoliaron 0.004 g de GO en
12 mL de NaBH4 (26 mM), posteriormente, se agitd a 6 STIR y se agregaron 2.5 mL de extracto
acuoso de Tamarix gallica (taray) como agente estabilizador, finalmente por goteo se afadi6 la sal
precursora CuCl> 15 mM. Los solidos fueron recuperados por centrifugacion a 12,000 rpm y

lavados cinco veces con agua desionizada por un proceso de centrifugacion.

3.6 Caracterizacion de los nanomateriales

La caracterizacion de los nanomateriales obtenidos se realizd6 mediante la aplicacion de distintas

técnicas, que son complementarias entre si, mismas que se sefialan a continuacion.

Para el analisis de espectroscopia UV-Vis se utilizaron un espectrémetro Perkin Elmer 18, otro
Ocean Optics USB 4000 y finalmente, un Perkin ElImer Lamba 35, mediante esta técnica se
comprobd la formacion de GO, asi como de las NPs depositadas en el rGO, debido a que estas NPs
presentan el fendmeno de resonancia de plasmaén superficial, que es tipico de estos nanosolidos,
con lo cual, ademas, se obtuvo informacion del tamafio, forma y cantidad de las NPs, ademas, se

comprobd la reduccién del GO.

Mediante estudios de microscopia electronica de barrido (MEB) se observaron y caracterizaron
morfolégicamente los nanocompuestos, ademas, de que éstos cuentan con la técnica de

espectroscopia de dispersion de energia (EDS) para realizar un andlisis quimico. Se utilizd un
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microscopio electronico de barrido de emision de campo con efecto Schottky marca JEOL JSM-
7600F.

La técnica de microscopia electrénica de transmision por barrido (METB), la cual combina los
principios de microscopia electrénica de transmision y microscopia electronica de barrido, se
utilizé para analizar la diferencia de contraste entre las NPs y el rGO, asi como comprobar la
sintesis de los nanocompuestos. Se utilizdé un microscopio Hitachi SU8230, instalado en el Centro
de Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA, Juriquilla, Qro.), que trabaja a 30 kV con una
resolucion de 0.7 nm. Las muestras se prepararon colocando una gota de las soluciones de los
nanomateriales sintetizados directamente sobre las rejillas de cobre.

Por medio de difraccion de rayos-X (DRX) se determind la estructura cristalina de los
nanocompuestos sintetizados, ademas, se comprob6 la reduccion del GO. Se utilizd6 un
difractémetro Bruker modelo D8-Advance que trabaja a 40 kV. Los nanomateriales se secaron en
un horno a 50 °C para obtener asi polvos. Se analizaron en un rango angular de 5-80°, a un tiempo

por paso de 0.6 s y un incremento de 0.020°.

Con la espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) se realiz6 un analisis quimico
para identificar los grupos funcionales presentes en el extracto de la planta medicinal, antes y
después de la bioreduccidn, asi como el GO y los nanocompuestos. Se utiliz6 un espectrofotometro

infrarrojo Bruker Tensor 27. Se elaboraron pastillas con las muestras secas y KBr.

Adicionalmente, se determiné la densidad real del GO sintetizado por medio del método de las
cuatro masas, para lo cual primero se determiné la masa del picnémetro seco y vacio (M,), después
se llend de agua destilada, asi se obtuvo la segunda masa (M;). Se agreg6 la muestra en polvo
(oxido de grafeno) al picnémetro seco y vacio y se determino la tercera masa (m), finalmente se
aforo el picnometro con agua destilada dejando ahi el polvo y se determind la cuarta masa (M,).
Se midio la temperatura del ambiente. Se hicieron los calculos correspondientes para determinar la

densidad real del GO en base a la siguiente ecuacion [97]:

_ ms
Ps = PL Ty —Mo) +ms— Mz —Mo)])

(Ecuacion 3.2)
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donde:

ps = densidad del sélido

p., = densidad del liquido

M, = masa del picnOmetro vacio

mg = masa del sélido

M; = masa del picnémetro lleno de agua

M, = masa del picnometro con el solido lleno de agua

Finalmente, se determin la distribucion del tamafio de las peliculas del GO con un analizador de
particula automaético centrifugo Horiba CAPA-300, con los datos de la densidad verdadera del GO
(1.4572 g/mL), viscosidad y densidad del disolvente que se utiliz6 para dispersar la muestra

(4n,0020°c = 1.0020 cP~1.0 P, py,0@20°c = 0.9982%~1.0%), se utiliz6 un rango de

diametro maximo a minimo de 10-1 um con una division de 1 pm.
3.7 Quinta etapa: Estimacion de la concentracion de NPs por espectrofotometria de AA

Para conocer la concentracion de Ag y Cu.O presente en los nanocompuestos sintetizados, se
empleo la técnica de espectrofotometria de absorcion atémica, la cual por un calculo indirecto

brinda una aproximacion de dicha concentracion.

3.7.1 AgNPs

La espectrofotometria de absorcion atémica (AA) es un método para la deteccion y la
determinacion de elementos quimicos, particularmente de elementos metalicos. Los compuestos,
para su analisis elemental, se tienen que separar en los atomos que los constituyen [98]. Para la
estimacion de AgNPs presentes en los nanocompuestos sintetizados, se prepararon estandares de
concentraciones de Ag definidas, a partir de un estandar de Ag marca Perkin Elmer, en HNO3 al
2%, como se muestra en la Tabla 3.2, donde C; representa las diferentes concentraciones de Ag a
obtener en base al rango de deteccion del equipo, V1 es el volumen de aforo, C; es la concentracion
del estandar conocido (1000 mg/mL) y V2 representa el volumen del estdndar necesario para
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obtener la concentracion de Ag deseada. Se utilizé un espectrofotometro de absorcion atémica
Perkin Elmer modelo 3100.

Para la estimacion de AgNPs en los hanocompuestos sintetizados se recuperaron los solidos por
centrifugacion a 12,000 rpm y se midié el sobrenadante en espectroscopia UV-Vis hasta la nula

aparicion de la banda de absorcién de estos nanosolidos.

Tabla 3.2 Estandares de la curva de calibracion para la estimacion de AgNPs.

C1 (ppm) V1 (mL) C2 (ppm) V2 (mL)
0.2 25 1000 0.005
1.0 0.025
2.0 0.050
4.0 0.100

La sal precursora AgNOz (5 mM) y el sobrenadante se analizaron por espectroscopia AA y la
diferencia entre ambas concentraciones representa la cantidad de AgNPs sintetizadas, en base a la

siguiente ecuacion:

CAgNPs = Lsai precursora ~ Csobrenadante (Ecuacién 33)

Aunado a lo anterior, también se calculd el porcentaje de rendimiento de la reaccién, en base a la

siguiente ecuacion:

.. C -C c .,
%Rendimiento = —>Xprecursora sobrenadante 4 19 = —=2"> ¥ 100%  (Ecuacion 3.4)

Csal precursora sal precursora

3.7.2 Cu20NPs

Para la estimacion de la concentracion de Cu2ONPs presentes en el nanocompuesto Cu20/rGO se
realizd un procedimiento analogo al sefialado en la seccién 3.7.1. Se prepararon estandares de
concentraciones de Cu definidas, a partir de un estandar de Cu marca Perkin Elmer, en HNOs al
2%, como se muestra en la Tabla 3.3, donde C;: representa las diferentes concentraciones de Cu,
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V1 es el volumen de aforo, C> es la concentracion del estandar (1000 mg/mL) y V2 representa el
volumen del estdndar necesario para obtener la concentracién de Cu deseada. Se recuperaron los
solidos por centrifugacion a 12,000 rpm y se midio el sobrenadante en espectroscopia UV-Vis hasta
la nula aparicion de la banda de absorcidn de estos nanosolidos. Ademas, se midio la concentracion

de la sal precursora CuClz> 15 mM y acorde a las ecuaciones 3.3 y 3.4 se realizaron los célculos.

Tabla 3.3 Estandares de la curva de calibracién para la estimacion de Cu,ONPs.

C1 (ppm) V1 (mL) C2 (ppm) V2 (mL)
1.0 25 1000 0.025
2.0 0.050
3.0 0.075
4.0 0.100
5.0 0.125

3.8 Sexta etapa: Rendimiento de sintesis por peso seco

Se determing el rendimiento de sintesis por peso seco para la sintesis verde del nanocompuesto
Ag/rGO vy la sintesis hibrida de Cu,O/rGO. Primero, se calculd la cantidad de extracto acuoso
obtenido por 1 g de Tamarix gallica (taray) a una concentracién de 0.02 g/mL.

Se colocaron dos charolas para pesaje en un horno a 50° C por 24 h. Transcurrido el tiempo se
pesaron. Se prepar6 el nanocompuesto Ag/rGO con una relacion volumétrica 5:1:1 de GO, extracto
acuoso de Tamarix gallica (taray) y sal precursora AgNOz 5 mM, una vez completada la reaccion,
los sélidos se recuperacion por centrifugacion a 12,000 rpm y se lavaron. Se colocaron en una de
las charolas y se pusieron a secar bajo las mismas condiciones. Transcurridas las 24 h se peso

nuevamente.

Para el nanocompuesto Cu,O/rGO, se utilizaron 12 mL de NaBH4 26 mM, 10 mL de CuCl> 15
mM, 2.5 mL de extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) y 0.004 g de GO. Completada la
reaccion, los sélidos se recuperaron por centrifugacion a 12,000 rpm y se lavaron. Se realiz6 el

mismo procedimiento para la determinacion del peso seco que con el nanocompuesto Ag/rGO. Los
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solidos obtenidos se colocaron en la charola de pesaje y por diferencias de pesos se determind la

cantidad de nanocompuesto sintetizado, como se muestra en la siguiente ecuacion:

Rendimiento por peso seco = Meparoia+ssélidos — Meharola (Ecuacion 3.5)

3.9 Séptima etapa: Evaluacién antibacterial

La actividad antibacterial de los nanocompuestos se determind por el método de difusion en disco
(Kirby-Bauer) de acuerdo a lo sefialado en [99], para lo cual las cepas seleccionadas (E. coli ATCC
25922 y S. aureus ATCC 29213) se cultivaron agar Muller-Hinton con la técnica de estria cruzada
por 24 h a 37 °C, temperatura idonea para el crecimiento bacteriano. Posteriormente, se preparo el
indculo, se tomo con el asa bacteriolégica una cantidad media de las bacterias de cada caja Petri y
se sumergieron en 15 mL de solucién salina 4%, agitdndose hasta disolverse por completo, se
verificd con la absorbancia a 625 nm en espectroscopia UV-Vis con valores entre 0.08 a 0.1
unidades. Después, con un hisopo estéril se sembrd la solucién de bacterias preparada en agar
Muiller Hinton y se dejé secar. Se impregnaron los sensidiscos con los nanocompuestos
sintetizados, el control negativo (agua desionizada) y el control positivo (eritromicina) y se
colocaron sobre la superficie de la placa de agar inoculada. Finalmente, se midieron los halos de
inhibicidn con un Vernier incluyendo el didmetro de los discos después de un tiempo de incubacion
de 48 ha 37 °C.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos de todo el proyecto de investigacion, asi

como, la discusion de los mismos.

4.1 Pruebas fitoquimicas de las plantas

La primera etapa para el desarrollo de este proyecto consistio en el analisis previo de los extractos
de la hierba del cancer (Cuphea aequipetala), hierba del golpe (Oenothera rosea L’Hér. ex Aiton),
flor de hielo (Gentiana spathacea Kunth), hierba de la vibora (Zornia thymifolia Kunth) y palo de
brasil (Haematoxylum brasiletto), mediante dos pruebas fitoquimicas, la determinacién de la
actividad antioxidante por el método 2,2 difenil-1-pricrilhidracilo (DPPH) y la cuantificacion de
los fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. La seleccion de la planta a utilizar para la
sintesis verde de nanoparticulas y la reduccion de 6xido de grafeno, se baso en los resultados

obtenidos a partir de las dos pruebas fitoquimicas mencionadas, como se muestra a continuacion.

4.1.1 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

Las sustancias reductoras en los extractos contribuyen significativamente al potencial antioxidante
de las especies vegetales, y las plantas con una alta capacidad reductora son excelentes fuentes para
la sintesis verde de nanoparticulas metalicas [100]. La actividad antioxidante se realiz6 para las
plantas Cuphea aequipetala (hierba del cancer), Oenothera rosea L’Hér. ex Aiton (hierba del
golpe), Gentiana spathacea Kunth (flor de hielo), Zornia thymifolia Kunth (hierba de la vibora) y
Haematoxylum brasiletto (palo de brasil), para cuantificar su poder reductor. En la Tabla 4.1 se
muestran los porcentajes de inhibicidn del radical 2,2 difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) por cada
uno de los extractos utilizados, el valor mas alto lo obtuvo el extracto de Cuphea aequipetala

(hierba del cancer), con un porcentaje del 89.50%.

4.1.2 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se ha informado que los compuestos fendlicos presentes en los extractos actian como los

precursores principales para la formacion y estabilidad de las nanoparticulas [101], es por ello que
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se cuantificaron la cantidad de

fenoles totales presentes en cada uno de los extractos.

Primeramente, con los datos obtenidos de la absorbancia a partir de los estdndares preparados de

acido galico se realizé la curva de calibracion mostrada en la Figura 4.1.

Tabla 4.1 Porcentajes de inhibicion del radical DPPH.

No. Planta % de inhibicion
1 Cuphea aequipetala (hierba del cancer) 89.5%
2 Oenothera rosea L’Hér. ex Aiton (hierba del golpe) 89.4%
3 Gentiana spathacea Kunth (flor de hielo) 87.8%
4 Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) 76.0%
5 Zornia thymifolia Kunth (hierba de la vibora) 63.4%

Figura 4.1 Curva de calibracion del acido galico para la cuantificacion de fenoles totales.
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Los datos obtenidos de la curva de calibracion indican una buena linealidad (R?=0.9989), lo cual

permite hacer una buena cuantificacion de fenoles totales presentes en cada muestra, utilizando

como referencia la curva de calibracion del &cido galico, como se muestra en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Cuantificacion de fenoles totales en los extractos.

No. Planta Concentracion
(ng EAG/mL)
1 Cuphea aequipetala (hierba del cancer) 29.3
2 Oenothera rosea L’Hér. ex Aiton (hierba del golpe) 28.6
3 Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) 27.5
4 Gentiana spathacea Kunth (flor de hielo) 23.4
5 Zornia thymifolia Kunth (hierba de la vibora) 16.2

De acuerdo a los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla 4.1y Tabla 4.2, la planta que presenta
mayor actividad antioxidante y mayor concentracion de fenoles totales es Cuphea aequipetala
(hierba del cancer), por lo tanto, resulta l16gico que sea la planta preseleccionada para la biosintesis

de los nanocompuestos propuestos en este proyecto.

4.2 Obtencion de 6xido de grafeno

La sintesis del 6xido de grafeno se realizd en dos etapas, primero, se oxido el grafito por medio de
los reactivos, KMnO4, H2SO4 y H3PO4 que se utilizan en el método de Hummers modificado [60],
posteriormente, se exfolié en agua desionizada por ultrasonido para obtener éxido de grafeno (GO),

tal como se muestra en la Figura 4.2.

Aunque, el KMnO4 es un oxidante cominmente utilizado, la especie activa es, el heptdxido de

dimanganeso. Esta especie se forma a partir de la siguiente reaccion [61]:
KMnO, + 3H,50, —» K* + Mn03;" + H;0" + 3HS0,~ (Ecuacion 4.1)
MnO;* + Mn0,”™ —» Mn,0, (Ecuacion 4.2)
El heptdxido bimetalico tiene la capacidad de oxidar selectivamente enlaces alifaticos insaturados

sobre dobles enlaces aromaticos, lo cual puede tener implicaciones importantes para la estructura

del grafito y las vias de reaccion que ocurren durante la oxidacion [61].
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Figura 4.2 Mecanismo de sintesis del GO.

El 6xido de grafito se exfolid en intervalos de 5 min por un tiempo de 30 min, en agua desionizada
a una concentracion de 0.08 mg/mL en bafio ultrasonico para obtener el tiempo de exfoliacion mas
adecuado, por medio de espectroscopia UV-Vis (Figura 4.3) se midié la absorbancia y se comprobo
la formacion de GO debido a la presencia de dos bandas de absorcién, la primera ubicada
aproximadamente a 222 nm, debido a las transiciones n-n* de los enlaces aromaticos C-C [60, 76]
y la segunda a 300 nm, debido a las transiciones n- * de los enlaces C=0 [60, 76]. La maxima

absorbancia se presento a los 25 min de exfoliacion.

3 min

Absorbancia (u. a.)

200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm)
Figura 4.3 Espectros de UV-Vis de la exfoliacion del 6xido de grafito a diferentes tiempos.
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Por medio de la técnica de MEB se analiz6 la morfologia del grafito como material precursor y del
GO sintetizado. En la Figura 4.4a se muestra una micrografia del grafito precursor observandose
hojuelas de diferentes tamafios micrometricos. Mientras que, la Figura 4.4b muestra que el GO
sintetizado presenta una morfologia arrugada, con diferentes bordes y pliegues, debido a la
presencia de los grupos funcionales que contienen oxigeno, similar al resultado reportado por Jin
y Col [78]. En la Figura 4.4c se observa que se trata de GO multicapa (indicando con flechas las
diferentes capas). En la Figura 4.4d se muestra el analisis quimico EDS, mediante el cual se

comprobd la presencia de oxigeno y carbono, asi como, de Cu proveniente del portamuestras.

Cu
wstllioue.

1.0 1.5 2.0
Energia (keV)

Figura 4.4 Imagenes de MEB: a) grafito, b-c) GO (las flechas indican las capas) y d) analisis
quimico EDS del GO.

A través de microscopia electronica de transmision por barrido (METB) se observaron las capas
del GO exfoliadas. En la Figura 4.5a se observa que el nanomaterial 2D obtenido tiene tamafio de
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aproximadamente 5 micrometros y presenta bordes y pliegues en su superficie atribuidos a la
presencia de los diversos grupos funcionales. Ademas, en la Figura 4.5b-d, se aprecian con mayor
claridad las diferencias de contraste que presenta el nanomaterial, debido a que se trata de GO
multicapa, puesto que, en algunas zonas de los bordes se observa terminantemente una monocapa

de GO (indicadas en la Figura 4.5b), sin embargo, se comprueba que se obtuvo GO multicapa.

Figura 4.5 Micrografias de METB del GO.

Por medio de los estudios de DRX mostrados en la Figura 4.6a, se obtuvo el patron de grafito que
fue el material precursor para la sintesis de GO. Se observa un pico intenso a 20=26.4°
correspondiente a la distancia interplanar de 3.38 A que corresponde a los planos (002) de su
estructura hexagonal indexada con la tarjeta [99-101-2030].

Por otro lado, en el patron de DRX correspondiente al GO (Figura 4.6b) se aprecia un pico a 20 =
10.4° que representa la distancia interplanar de 8.50 A de los planos (002) de su estructura
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hexagonal indexado con la tarjeta [00-065-1528]. Se observa que ese pico se recorre con respecto
al del grafito, hacia la izquierda, que es indicativo de la oxidacién del grafito y su posterior

exfoliacion para obtener el GO, lo cual fue similar a lo reportado por Chettri y Col [77].

a) M (002) W Grafito
2000 A

1000 1, 4002 A Oxido de

grafeno

Intensidad (u. a.)

A » -
0 e, : - '

20 40 ' 60 ' 80
20 (grados)

Figura 4.6 Patron de difraccion de rayos-X de: a) carbén grafito y b) GO.

Ademas, la anchura a altura media del pico correspondiente a los planos (002) del grafito y GO,
abreviada como FWHM (por sus siglas en inglés Full Width at Half Maximum), se ampli6 de 0.38
a 1.22°, indicio de la formacion de un nanomaterial. EI ancho promedio del cristal, es decir, la
dimension perpendicular dentro de la cual se mantiene el orden grafitico, se puede calcular por la
ecuacion de Debye-Scherrer [102], obteniéndose un valor de 6.5 nm. Mientras que, el nimero
promedio de las capas de grafeno y sus derivados (N), se puede calcular a partir de la mencionada
ampliacién del pico, combinando las ecuaciones de Debye-Scherrer y Bragg, que da la expresién
para N [102]:

N = g +1 (Ecuacion 4.3)

Donde D es el ancho promedio de cristal y d representa la distancia interplanar. Al sustituir los

valores en la ecuacion anterior, se calculé que el nimero de capas del GO sintetizado es de 9.
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Mediante espectroscopia FT-IR se identificaron los grupos funcionales presentes en el carbon

grafito precursor y en el GO, como se muestra en la Figura 4.7. En la Tabla 4.3 se exponen los

diversos grupos funcionales encontrados en el carbén grafito y en GO, se aprecia claramente la

insercion de diversos grupos funcionales oxigenados por la oxidacion del grafito y su posterior

exfoliacion (-OH, C=0, C-0-C). Dichas bandas son similares a las que obtuvieron Ossonon y Col.

[103] quienes sintetizaron GO por el método de Hummers.
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Figura 4.7 Espectros FT-IR de: a) carbon grafito y b) GO.

1000 500

Tabla 4.3 Grupos funcionales presentes en el carbon grafito y GO.

Carbon grafito GO

Numero de | Grupo Compuesto Numero de | Grupo Compuesto

onda (cm™) | funcional onda (cm™) | funcional

3426 -OH Alcoholes/Agua 3446 —OH Alcoholes/Agua

1642 Cc=C Aromaticos 2921y 2850 | C-H Alcanos

1381 -OH Acidos carboxilicos | 1728 Cc=0 Acidos carboxilicos
1627 C=C Aromaticos
1402 -OH Acidos carboxilicos
1081 C-O-C | Eteres
755y 697 C-H Aromaticos
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Adicionalmente, se determind la densidad real del GO sintetizado por el método de las cuatro
masas, como se aprecia en la Figura 4.8a-d, en las cuales se muestra la medicion de la masa del
picnémetro; solo (M,), lleno de agua desionizada (M), contendiendo el polvo de GO (i) y el

mismo conteniendo polvo y agua desionizada (M,), respectivamente.

Figura 4.8 Medicion de la densidad del GO. Masa del picndmetro: a) solo, b) lleno de agua, c)
polvo de GO y d) GO y agua.

La Tabla 4.4 muestra las mediciones de cada una de las masas que se realizaron por triplicado,
ademas, el promedio y la desviacion estandar de cada una de ellas para la determinacion de la
densidad real del GO.

Tabla 4.4 Resultados de masas para la determinacion de la densidad real del 6xido de grafeno.

No. M, M, m M,
Experimento © © © ©

1 20.6027 45.7681 20.6469 45.7740

2 20.6027 45.7679 20.6470 45.7850

3 20.6027 45.7565 20.6471 45.7753
Promedio x = 20.6027 X = 45.7642 x = 20.6470 x =45.7781
Desviacion c=0 0 =0.0054 | o=28.1650x10"° o = 0.0049

estandar

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 4.4, a partir de la Ecuacion 3.2 se determing la

densidad real del 6xido de grafeno:
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0.0443 g
[(45.7642g — 20.6027g) + 0.0443 — (45.7781 — 20.6027)])

ps = 0.9978 g/mL

ps = 1.4572 g/mL

El resultado obtenido de la densidad real del GO estd de acuerdo con el producto de GO
comercializado por Sigma Aldrich (796034) [104], cuyo valor de densidad conteniendo entre 15-
20 capas es de 1.8 g/mL. Por otro lado, el GO monocapa comercializado por Advanced Chemicals
Supplier (ACS) [105] tiene una densidad de 0.26 g/mL (CAS No.: 7782-42-5). En base a estos dos
datos se puede determinar que el GO sintetizado tiene entre 12-16 capas, considerando que la
densidad obtenida por el método del picnémetro, esta entre los valores reportados por las
comercializadoras de este producto. Cabe sefialar que esta estimacion es mayor que la obtenida por
DRX, sin embargo, al utilizar la Ley de Bragg y ecuacion de Debye-Scherrer, el valor de la
constante de Scherrer que depende de la estructura cristalina (k), no se considerd para la estructura
hexagonal del GO, sino la correspondiente a cristales con simetria cubica (0.89), no obstante,
trabajo anteriores reportan calculos similares, inclusive obteniendo nimero de capas superiores
[102].

En la Figura 4.9 se muestra la distribucion de tamafio de particula del GO obtenida con el analizador
de particula automatico centrifugo Horiba CAPA-300, en la que se aprecia que el rango de tamafio
esta entre 1-10 um, ademas, se obtuvo un diametro promedio de 4.62 um, mientras que de acuerdo
al producto de GO comercializado por SkySpring Nanomaterials, Inc. (0591CA) [106] el diametro
de particula esta en el rango de 1-5 um, con un espesor de 1-2 nmy con un nimero de capas menor
a3.

Por otro lado, el GO monocapa comercializado por US Research Nanomaterial Inc. (US7906)
[107] tiene un diametro de particula que oscila entre 1.5-5.5 um con un espesor de 0.43-1.23 nm.
De acuerdo a estos resultados el GO sintetizado por el Método de Hummers modificado por
Marcano y Col. [60] coincide con el rango reportado por los proveedores que comercializan este

nanomaterial, ademas, se obtuvieron particulas incluso mas grandes a las comercializadas.
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Figura 4.9 Histograma de la distribucion de tamafio de particula del GO.

4.3 Biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO

Para la biosintesis de los nanocompuestos Ag/rGO, se utilizaron tres extractos acuosos diferentes.
Mediante Cuphea aequipetala (hierba del cancer) se sintetizaron AgNPs, de igual forma por medio
de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) se obtuvieron AgNPs y el nanocompuesto, finalmente
usando Tamarix gallica (taray) se derivaron los mejores resultados para Ag/rGO. A continuacion,

se analizan con mayor profundidad cada resultado.

La Figura 4.10 muestra un mecanismo general de biosintesis para el nanocompuesto Ag/rGO. Las
biomoléculas presentes en el extracto acuoso de la planta actGan como agentes reductores y
estabilizadores. Cabe sefialar que los agentes reductores en las reacciones, son precisamente esas
biomoléculas que se combinan con el AGQNO3s como sal precursora para la sintesis de AgNPs. Para
la reduccion de los iones de Ag* se requieren electrones para convertirla a Ag®, y asi empiece el
proceso de nucleacion y crecimiento de las AgNPs, seguido de la estabilizacién estérica mediada
también por las biomoléculas, mientras que, en el caso de los diversos grupos funcionales
oxigenados (carboxilo, éter y alcohol) presentes en el GO, material de soporte, se requieren H* para
reducirlos, que también son proporcionados por el extracto, principalmente, por los compuestos

fenodlicos, debido a los grupos hidroxilo (—-OH) expuestos que presentan en sus estructuras.
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Figura 4.10 Esquema general del mecanismo de biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO.

4.3.1 Cuphea aequipetala (hierba del cancer)

Para la biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO, primeramente, se utiliz6 el extracto acuoso de la
planta Cuphea aequipetala (hierba del céncer) preparado con una concentracion de 0.02 g/mL
utilizando agua desionizada como solvente a 60 °C por 20 min. Para la sintesis de AgNPs se utilizd
una relacion volumétrica de 1:1 respecto a la sal precursora de AgNO3, en donde ésta se empled a
diferentes concentraciones molares de 1, 3 y 5 mM. Durante la reaccion, se monitoreo el cambio
de color del original amarillo a marron oscuro, siendo el primer indicativo de la formacion de

AgNPs después de mezclar el extracto acuoso con la sal precursora [108, 109].

Debido a que las AgNPs presentan el fendmeno de resonancia del plasmén superficial (SPR, por
sus siglas en inglés Surface Plasmon Resonance) se monitoreo la formacion de las AQNPs mediante
la técnica de espectroscopia UV-Vis, como se muestra en la Figura 4.11. Se observa que para la
concentracion de 1 mM no se presenté banda de plasmén, mientras que, para las concentraciones
de 3 y 5 mM exhiben doble banda ubicadas en 442 y 485 nm, lo cual puede ser interpretado como

una doble distribucion de tamafio de las AgNPs [110], o a formas distintas a AgNPs esféricas, por
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ejemplo, nanocubos (~415 y ~450 nm) [111], mismo que es indeseable para este tipo de sintesis,
lo que sugirid descartar el uso del extracto acuoso de Cuphea aequipatala (hierba del cancer) para

la biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO.
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Figura 4.11 Espectros de UV-Vis correspondientes a la sintesis de AgNPs utilizando el extracto

acuoso de Cuphea aequipetala (hierba del cancer).

4.3.2 Haematoxylum brasiletto (palo de brasil)

Al descartar el extracto anterior, se decidié utilizar Haematoxylum brasiletto (palo de brasil), dado
que inhibe el crecimiento bacteriano de cepas de E. coli [45]. Se sintetizaron AgNPs preparando el
extracto acuoso a una concentracion de 0.02 g/mL empleando una temperatura de 60 °C por 20
min. Al igual que el caso anterior se empled una relacion volumétrica 1:1 con respecto a la sal
precursora, de la que se usaron 1, 3 y 5 mM. Un cambio de color de naranja a verde olivo, fue
indicativo de la formacion de AgNPs, mismo que se monitoreo mediante espectroscopia UV-Vis
como se muestra en la Figura 4.12. Se observan bandas de absorcion con un maximo a 440 y 450
nm, indicativo de la formacién de estos nanosolidos [112], para las concentraciones 1 y 3 mM,
respectivamente, mientras que para la concentracion de 5 mM no hay evidencia del plasmon. De
la misma forma, se observa que para la concentracion de 1 mM se tiene una banda mas definida y
menos ancha respecto a la de 3 mM. El corrimiento hacia el rojo con el incremento en la

concentracion indica un crecimiento en el tamafio de las AgNPs, razon por la cual la banda de

59



AgNPs no aparece en la concentracion de 5 mM. De igual forma, el ensanchamiento de las bandas
se atribuye a una mayor distribucién de tamafios, lo que confirma el crecimiento de las particulas.
Este comportamiento se puede atribuir a que el extracto de la planta tiene una gran cantidad de
agentes reductores, dado que al aumentar la concentracion de la sal sigue habiendo una reduccion
de los iones de Ag* a AgNPs, sin embargo, debido al crecimiento de las particulas, denota una
cantidad de agentes estabilizadores insuficiente, a este proceso se le conoce como la maduracién
de Ostwald-Rippening [113].

Absorbancia (u.a)

0.0 . , : : :
300 400 500 600
Longitud de onda (nm)

Figura 4.12 Espectros de UV-Vis de la sintesis de AgNPs utilizando el extracto acuoso de
Haematoxylum brasiletto (palo de brasil).

De acuerdo a los resultados discutidos en el parrafo anterior, se utilizé la concentracion de 1 mM
para la biosintesis del nanocompuesto Ag/rGO empleando una relacion volumétrica 1:1:1 de GO/
extracto/sal sometida a una agitacion constante. Por lo que se mezclaron 10 mL de GO con 10 mL
de extracto que se mantuvieron en agitacion constante y se agrego 10 mL de la solucién de AgNOs
1 mM. Se observd un cambio de coloracién en la solucién de naranja a verde olivo, indicativo de
la formacién de AgNPs y, ademas, de la posible reduccion del GO. La reaccién también fue
monitoreada mediante espectroscopia UV-Vis cada 30 min como se muestra en la Figura 4.13. Se
observa que respecto al pico del GO hubo un desplazamiento hacia la derecha a 280 nm, indicativo

de la reduccion del GO, tal y como lo sefiala Barua y Col. [82] quienes biosintetizaron un
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nanocompuesto Ag/rGO y observaron un desplazamiento de 228 a 265 nm, ademas, se observa una
pequefia banda a 440 nm debido al fendmeno SPR de las AgNPs, esta banda es méas pequefia que
la de las AgNPs en concentracion 1 mM mostrada en la Figura 4.12, debido a la menor superficie
expuesta de las AgNPs soportadas en el rGO para que suceda el fendmeno SPR, de igual manera
de la cinética de reaccion, se observa que el tiempo iddneo de reaccion fue de 90 min, ya que para
intervalos mayores y menores la banda de las AgNPs es menor, lo que indica una menor cantidad.
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Figura 4.13 Espectro de UV-Vis del nanocompuesto Ag/rGO sintetizado con Haematoxylum

brasiletto (palo de brasil) en relacion volumétrica 1:1 con AGNOz 1 mM.

Se analizé el patron de DRX para confirmar la estructura cristalina de las AgNPs, asi como del
rGO, como se muestra en la Figura 4.14, en la cual se identificaron picos centrados a 260 = 38.24,
44.39, 64.37 y 77.34° correspondientes a los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura fcc
de la Ag (Fm-3m 225), indexados con la tarjeta de difraccion [99-101-3078], con lo cual se
confirmd la estructura cristalina de las AgNPs depositadas en el rGO similar a lo reportado por
Barua y Col. [82] quienes prepararon un nanohibrido de Ag/rGO mediante una reduccion

simultanea de GO e iones Ag, usando extracto acuoso de la planta Colosia esculenta (madumbe).

Ademas, los picos correspondientes a 20 = 27.82, 32.44, 46.27, 54.64 y 57.54° se atribuyeron a la
formacion de AgCl durante la reaccion indexados con la tarjeta de difraccion [00-031-1238], lo

cual resulta indeseable por el consumo excesivo de Ag durante la sintesis de este nanocompuesto.

61



Por otro lado, el patron de DRX no present6 pico de rGO, debido a que la proporcion de cada
componente puede afectar el patron de DRX [114] similar a lo reportado por Xu y Col. [115]
quienes sintetizaron un nanocomposito Ag/rGO y notaron un contenido de 6xido de grafito
relativamente bajo (alrededor del 20% en peso), y sefialan que es posible que las sefiales de

difraccién de la plata puedan cubrir las de las laminas del carbono.
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Figura 4.14 Difractograma del nanocompuesto Ag/rGO sintetizado con Haematoxylum brasiletto

(palo de brasil).

Para identificar posibles grupos funcionales que contienen CI-, se analiz el extracto acuoso de
Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) mediante espectroscopia FT-IR. En la Figura 4.15 se
muestra el espectro FT-IR del extracto acuoso del palo de brasil, en el cual se identificaron a los
picos resumidos en la Tabla 4.5. La presencia de haluros de alquilo (C-Cl) presente a través de la
banda de absorcion a 548.16 cm™, comprueba que el Cl proveniente del extracto causa la formacion
de AQCI durante la biosintesis del nanocomposito Ag/rGO, similar a lo reportado por Lopez-
Miranda y Col. [116] quienes muestran una banda de absorcion a 615 cm™ correspondiente al

mismo grupo funcional.
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Figura 4.15 Espectro de FT-IR del extracto acuoso de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil).

Tabla 4.5 Grupos funcionales en el extracto acuoso Haematoxylum brasiletto (palo de brasil)

Ndamero de onda (cmt) Grupo funcional Compuesto
3356.84 -OH Agua y alcoholes
2932.84 C-H Alcanos
1612.92 C=C Alquenos
1499.89 C=C Compuestos aromaticos
1384.10 Cc=C Compuestos aromaticos
1257.24 C-N Aminas
1164.55 C-N Aminas
1105.74 P-O Oxidos de fosfina
854.68 C-O0 Alcoholes
816.38 C-H Compuestos aromaticos
548.16 C-Cl Hal6genos
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4.3.2.1 Eliminacion del cloro del extracto

Dada la presencia de cloro en el extracto acuoso de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) se
realizaron una serie de lavados para intentar eliminar ese ion y de esa manera evitar la formacion
de AgCI con dos tratamientos diferentes. EI primero, utilizd 1 g de la planta Haematoxylum
brasiletto (palo de brasil) en 50 mL de agua desionizada, se realizaron tres lavados consecutivos
bajo agitacion constante de 10 STIR durante 20 min, para cada lavado se separé el sobrenadante y
se identificaron como al, a2 y a3, finalmente el sélido del tercer lavado se calent6 a 60 °C con
agitacion de 10 STIR por 20 min, se filtro e identifico como a4. Para el segundo tratamiento, se
utilizé 1 g de la planta Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) molida con 50 mL de agua
desionizada, se calenté a 60 °C por 20 min con agitacion constante de 10 STIR, posteriormente, se
filtré y el liquido recuperado se identificd como b1, el residuo se calentd nuevamente con agua
desionizada a 60 °C por 20 min con agitacién constante de 10 STIR, se filtrd y el liquido se
identifico como b2. Estos lavados del extracto se utilizaron para hacer una prueba de formacién de
AgNPs y evaluar si se eliminaba la formacion de AgCl, se utilizd una relacion volumétrica 1:1 de
extracto y sal precursora 1 mM de AgNOs y se observé cambio de color de naranja a marron en las

muestras identificadas como a4, b1 y b2 como se muestra en la Figura 4.16.

Figura 4.16 a), d) Primer y segundo tratamiento de lavados del palo de brasil, b), e) Mezcla del
extracto acuoso de la planta con la sal, y c), f) cambios de color en la sintesis de AgNPs.
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Las Unicas muestras derivadas de los lavados que mostraron cambio de coloracion indicativo de la
formacion de AgNPs fueron a4, bl y b2, sin embargo, todas las muestras se midieron en
espectroscopia UV-Vis para corroborar la sintesis de AgNPs, por lo que en la Figura 4.17 se
muestran los espectros de UV-Vis derivados dichos tratamientos, en los cuales se observa una
banda de plasmén mas definida a 440 nm en las mismas que mostraron cambio de coloracion,

caracteristico del fendmeno SPR de estos nanosélidos.

1.0
al (primer lavado)
— a2 (segundo lavado)

3 08 —— a3 (tercer lavado)
= —— a4 (infusion)
~ — b1 (primera infusion)
.S 06 o
o — b2 (segunda infusion)
c
8 440 nm
S 0.4-
(72]
o]
<

. N— ——

0.0 . . : r .

300 400 500 600
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Figura 4.17 Espectros de UV-Vis de la sintesis de AgNPs con los diferentes tratamientos de
lavados.

La Figura 4.18 muestra los difractogramas de las muestras a4, b1 y b2 que presentaron una banda
mas definida y de mayor absorbancia en espectroscopia UV-Vis. A pesar de los diferentes
tratamientos realizados para eliminar el Cl del extracto, se observo la presencia de dos fases, siendo
Ag y AgCI. De esta forma, el extracto acuoso de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) no es
adecuado para la biosintesis del nanocomposito Ag/rGO, debido a que los iones Ag* se combinan

con el CI'y forman el precipitado AgCl, disminuyendo el rendimiento de formacion de AgNPs.
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Figura 4.18 Difractogramas de la sintesis de AgNPs con los extractos lavados de Haematoxylum
brasiletto (palo de brasil): a) lavado a4, b) lavado b1y c) b2.

4.3.3 Tamarix gallica (taray)

Dada la cantidad insuficiente de agentes estabilizadores para la formacién de AgNPs en el extracto
acuoso de Cuphea aequipetala (hierba del cancer) y ademas, la presencia de cloro en el extracto
de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil) tratados en las secciones previas, se considerd utilizar
otro extracto acuoso conocido como Tamarix gallica (taray), previamente utilizado por Lopez-
Miranda y Col. [95], cuyos resultados de espectroscopia UV-Vis no presentaron el problema de
una doble distribucion de tamafio, a diferentes concentraciones molares mostrando una banda bien
definida a un méaximo de absorbancia en 426.7 nm. Ademas, sus resultados de DRX confirmaron
la estructura cristalina fcc de la Ag, sin presencia de AgCl, similarmente, la espectroscopia FT-IR
no presentd una banda referente al grupo funcional C-Cl en el extracto.

En ese trabajo [95] se obtuvieron los mejores resultados empleando 0.15 g/mL de extracto acuoso
combinado con AgNOs (5 mM). Por lo tanto, en esta investigacion, se utilizd una relacion
volumétrica 1:1:1 de AgNO3z 5 Mm, GO y extracto acuoso de la planta de taray, respectivamente.

Esta mezcla se agit6 constante (6 STIR) y adicion dosificada de la sal precursora. Se monitoreo el
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cambio de color de amarillo a marron oscuro (Figura 4.19a), para confirmar la formacién de
AgNPs, asi como, la reduccién del GO y se midi6 en espectroscopia UV-Vis tal como se muestra
en la Figura 4.19b. Se aprecia una banda a 285 nm desplazada hacia el rojo por causa de la
reduccion del GO, y otra a 440 nm atribuida al fendmeno SPR de las AgNPs. Gurunathan y Col.
[117] obtuvieron resultados similares biosintetizando Ag/rGO con el extracto acuoso de Tilia

amurensis (tilo).

b)

Absorbancia (u. a.)

200 ' 3(I)O ' 4(;0 ' S(I)O ' 600
Longitud de onda (nm)

Figura 4.19 a) Cambio de coloracion en la sintesis del nanocompuesto Ag/rGO preparado con
Tamarix gallica (taray) y b) espectro de UV-Vis.

La técnica de DRX comprobd la estructura cristalina fcc de las AgNPs como se muestra en la
Figura 4.20. Se identificaron picos centrados a 20 = 38.16, 44.65, 64.41 y 77.21° correspondientes
alos planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cristalina fcc de la Ag de acuerdo a la tarjeta
de difraccion [99-101-3078]. De la misma manera, el difractograma mostro picos relacionados a
los compuestos organicos remanentes del extracto [95], centrados a 20 = 27.37, 29.85 y 32.26°, los
primeros dos correspondientes a 5,7 dihidroxi-3,3,4’ trimetoxiflavona, de acuerdo a la tarjeta [00-
021-1631]. EIl pico adicional posiblemente sea de un flavonoide, tanino, carotenoide y/o aceite
esencial, responsables de la estabilizacion estérica de las AgNPs formadas. Sin embargo, al igual
que en previos resultados, el pico de rGO no se identifico, lo cual se atribuye a la relacién peso
GO/Ag [114, 115]. A través del semiancho del pico principal y la ecuacion de Debye-Scherrer se
determind el tamafio promedio de cristal de las AgNPs depositadas en el rGO, obteniéndose un

valor de 35 nm.
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Figura 4.20 Difractograma del nanocompuesto Ag/rGO sintetizado con AgNO3z 5 mM con
extracto acuoso de Tamarix gallica (taray).

La morfologia y depositacion de las AgNPs en el rGO se elucidd por medio de la técnica de MEB,
como se muestra en la Figura 4.21a-d, en estas micrografias obtenidas a diferentes amplificaciones,
que van desde 10,000 X hasta 100,000 X, se aprecia que las AgNPs se depositaron exitosamente
en la nanopelicula, la cual tiene un tamafio aproximado de 8 um, mientras que las AgNPs estan en

un rango de tamafio que va desde 20 nm hasta 40 nm aproximadamente.

Una vez confirmada la reduccion del GO, asi como la sintesis de AgNPs, en la Figura 4.22 a-b se
muestran las micrografias obtenidas en METB del nanocompuesto Ag/rGO sintetizado en relacion
volumetrica 1:1:1 de GO, extracto y AgNOs 5 mM, en las cuales se distinguen AgNPs esféricas en
el rango de tamafio entre 20-40 nm depositadas exitosamente en las laminas de rGO, sin embargo,
como se deriva de la Figura 4.22c se observa que en algunas partes del rGO, las AgNPs no se
encuentran uniformemente distribuidas y hay aglomeraciones de la mismas, por lo que se considero
aumentar la cantidad de GO disponible al momento de hacer la reaccién in-situ, es decir, variar la
relacion volumeétrica de los tres componentes, manteniendo todos los demas parametros constantes.
Como se muestra en la Figura 4.22d por medio del analisis quimico (EDS) realizado a esa zona
(Figura 4.22b), se demostro la presencia de C, O y Ag en el nanocompuesto sintetizado, lo cual es

otra prueba que corrobora la preparacién del nanocompuesto.
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Figura 4.21 Micrografias obtenidas por MEB del nanocomposito Ag/rGO sintetizado en relacion
volumétrica 1:1:1 a diferentes amplificaciones: a) 10,000 X, b) 20,000 X, c) 40,000 X y d)
100,000 X.

200 nm

Ag

2 3
Energia (keV)

4 5

Figura 4.22 a-c) Micrografias de METB del nanocompuesto Ag/rGO sintetizado en relacion
volumeétrica 1:1:1 con extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) y d) analisis quimico de

Ag/rGO.
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4.3.3.1 Variacion de la relacion volumétrica

Con el fin de evaluar una depositacion mas homogénea de AgNPs, se vario la relacién volumétrica
de GO, el extracto acuoso de la planta medicinal y la sal precursora AgNO3 (5 mM), utilizando los
siguientes valores, 5:1:1 y 10:1:1. Al aumentar la cantidad de GO disponible se cuenta con mayor

area superficial para la depositacion y evitar las aglomeraciones de las mismas en la nanopelicula.

Se monitoreo el tiempo del cambio de coloracion de amarillo a marrén oscuro, de las diferentes
reacciones, observandose que, para la relacion volumétrica 5:1:1 cambio después de 1 h, mientras
que para 10:1:1 fue de 1.5 h, indicativos de la formacion de las AgNPs y la reduccion del GO. La
técnica de espectroscopia UV-Vis confirmo la presencia de dos bandas de absorcion debido a la

sintesis simultanea de rGO y AgNPs para ambas reacciones, como se muestra en la Figura 4.23.
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Figura 4.23 Espectro de UV-Vis de la sintesis del nanocompuesto Ag/rGO con relaciones
volumétricas 5:1:1 y 10:1:1 utilizando el extracto acuoso de Tamarix gallica (taray).

Se observa que la relacion volumétrica 5:1:1 tiene una mayor cantidad de AgNPs, debido a que la
banda de absorcién ubicada a 434 nm, correspondiente al fendémeno SPR tipica de estos
nanosolidos, presenta mayor intensidad respecto a la relacion 10:1:1 situada a 422 nm, ademas, el
corrimiento hacia el azul denota que el aumento en la relacion volumeétrica es indicativo de AgNPs

mas pequefias. Del mismo modo, la desaparicion de la banda caracteristica del GO a 222 nm
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(debido a la transicion w-n* de los enlaces C-C, ver Figura 4.3) y aparicion de una nueva banda a
280 nm, es indicativo de la reduccidon de este nanomaterial 2D [118].

Para analizar la depositacion de las AgNPs en la nanopelicula con las diferentes relaciones
volumeétricas, se utilizé la técnica de MEB. En la Figura 4.24a-c se muestran las micrografias de
las diferentes reacciones, en las cuales se aprecia que a medida que se aumenta la relacion
volumétrica, la cantidad y tamario de las AgNPs esféricas depositadas en el rGO disminuye, lo cual
coincide con los datos obtenidos por medio de espectroscopia UV-Vis, ya que la intensidad de las
bandas fue disminuyendo proporcionalmente al aumentar la relacién volumétrica, lo que es
indicativo de una menor cantidad de AgNPs. Ademas, para las relaciones 1:1:1 y 5:1:1 la maxima
absorbancia correspondiente al SPR de estos nanosolidos fue a 440 nm (ver Figura 4.19b) y 434
nm, respectivamente, mientras que para la relacién 10:1:1 fue en 422 nm, dado que este tipo de

nanosélidos tienen un desplazamiento hacia el azul, atribuido a su menor tamafio.

Figura 4.24 Imégenes de MEB registradas con la técnica de LABE a 100,000 X correspondientes
a la sintesis de nanocompuestos Ag/rGO a las diferentes relaciones volumétricas: a) 1:1:1, b)
5:1:1yc) 10:1:1.

Con el fin de comparar la distribucion de oxigeno en la nanopelicula después de la bioreduccion,
asi como la plata presente en cada uno de los nanocompuestos sintetizados, se realizé un mapeo
quimico para cada una de las reacciones a las diferentes relaciones volumétricas, como se muestra
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en la Figura 4.25. Los incisos a-c presentan micrografias de electrones secundarios, distribucién de
rayos-X del oxigeno y plata, respectivamente, para la relacion volumetrica 1:1:1, en las cuales se
observa después de la reduccion, tanto la presencia de oxigeno en la pelicula y la plata que se
encuentra distribuida en el nanomaterial 2D. Mientras que la Figura 4.25d-f muestra la micrografia
de electrones secundarios, distribucion de rayos-X del oxigeno y plata, respectivamente, para la
relacion 5:1:1. Se aprecia de igual manera la presencia de oxigeno y plata, sin embargo, la cantidad
de plata que se encuentra depositada en el rGO es menor, respecto a la relacion anterior, asociado
con la relativa mayor cantidad de rGO. Para la relacion volumétrica 10:1:1, contemplada en la
Figura 4.25g-i, se observan la micrografia de electrones secundarios, distribucion de rayos-X de
oxigeno y plata, respectivamente, comparandolas con las relaciones anteriores, se observa una
menor cantidad de AgNPs depositadas y fuera de la misma. Aunado a lo anterior, a medida que se
va aumentando la relacion volumétrica de GO presente en la sintesis, se observa que la cantidad de
oxigeno es mayor, es decir, la cantidad de grupos funcionales que se reducen en cada pelicula es
menor, debido a que los agentes reductores y estabilizadores permanecen constantes.

2 um

Figura 4.25 Mapeo quimico de los nanocompuestos sintetizados a diferentes relaciones
volumétricas: a-c) 1:1:1, d-f) 5:1:1y g-i) 10:1:1.
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Dados los resultados anteriores, la relacion 5:1:1 fue la seleccionada debido a que se observa una
depositacion mas homogénea de las AgNPs, comparandose con la relacion 1:1:1 en la que la
superficie estd practicamente cubierta en su totalidad por AgNPs e igualmente con la relacion
10:1:1 en la que se observaron AgNPs fuera del material de soporte junto a la mayor cantidad de

oxigeno, eso fue indicativo de que se eliminaron una menor cantidad de grupos funcionales
oxigenados.

Por medio de la técnica de espectroscopia FT-IR se corrobord la disminucion de los grupos
funcionales que contienen oxigeno en el GO después de la bioreduccion, como se muestra en la
Figura 4.26a, en la cual con respecto al espectro FT-IR del GO (Figura 4.26b), se observa que los
picos centrados en 3046, 1402 y 1081 cm™ correspondientes a los grupos funcionales —-OH, -OH y
C-O-C, respectivamente, disminuyeron después de la bioreduccién con el extracto acuoso de la
planta de Tamarix gallica (taray), ademas, el pico a 1078 cm correspondiente al grupo funcional
carbonilo (C=0) desaparecid. Por lo tanto, mediante esta técnica se comprobo la reduccion exitosa
del GO. Estos resultados coinciden con lo reportado por Geetha y Col. [119], al bioreducir el GO

y AgNOs con el extracto de Ganoderma lucidum (reishi, reino fungi).
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Figura 4.26 Espectros de FT-IR de: a) nanocompuesto Ag/rGO sintetizado extracto acuoso de
Tamarix gallica (taray) y b) GO.
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Ademaés, por esta misma técnica se determinaron los grupos funcionales presentes en el extracto
acuoso de Tamarix gallica (taray) antes y después de la bioreduccion simultanea de iones de Ag y
GO. En la Figura 4.27a se muestra el espectro FT-IR del extracto acuoso de taray (Tamarix gallica)
en el que se aprecian bandas ubicadas a 3390, 2930, 1612, 1355, 1075y 840 cm™, correspondientes
a los siguientes grupos funcionales: —OH de alcoholes, C-H de alcanos, C=C de compuestos
aromaticos, CO-CHs de bencenos, estos ultimos asociados a compuestos arométicos [95], C-O de
alcoholes y C-H de compuestos aromaticos, respectivamente. Estas bandas se asocian a la presencia
de diversos compuestos fenolicos, que constan al menos de un fenol, es decir, de un anillo
aromatico hidroxilado: taninos (acido gélico y elagico) [120, 121] y flavonoides [19]. Ahora bien,
con el espectro FT-IR del extracto acuoso de Tamarix gallica (taray), después de la bioreduccion
(Figura 4.27b) se observé una disminucion de la intensidad de las bandas mencionadas, es decir,
estos diferentes tipos de compuestos del extracto acuoso actuaron como agentes reductores y/o
estabilizadores en la sintesis de AgNPs y de manera simultanea en la bioreduccion del GO para
formar el nanocompuesto de interés. Estos resultados se corroboran con los obtenidos por DRX
(ver Figura 4.20), en la que se identificé al compuesto 5, 7 dihidroxi-3,3’,4’ trimetoxiflavona como
uno de los compuestos remanentes en el nanocompuesto, responsable de la estabilizacién, el cual
tiene en su estructura grupos funcionales —OH unidos a anillos arométicos y metilos (CH3) unidos

por un atomo de oxigeno a carbonos de anillos aromaticos.
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Figura 4.27 Espectro de FT-IR del extracto acuoso de Tamarix gallica (taray): a) antes de la
bioreduccién y b) después de la bioreduccion.
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4.4 Sintesis hibrida del nanocompuesto Cu20/rGO

La biosintesis del nanocompuesto Cu,O/rGO no fue posible utilizando Unicamente el extracto
acuoso de Tamarix gallica (taray), debido a que el potencial de reduccion estandar del Cu es de
+0.34 V, este potencial mide la tendencia de una especie quimica a reducirse, entre mas positivo
sea, mas probable sera que se reduzca, sin embargo, para este metal el valor es bajo, indicativo de
que la posibilidad de reduccién no es facil, a diferencia de la Ag que tiene un potencial estandar de
reduccion mas alto, +0.80 V, o bien, el caso del Au, +1.50 V [122, 123].

Una alternativa para lograr la reduccion de los iones de Cu?*, es utilizar un agente reductor fuerte,
en este caso se consideré el NaBH4 mediante sintesis convencional o sintesis hibrida, tal como lo
sefiala Aguilar y Col. [96, 124], quienes sintetizaron nanocubos de Cu,O al combinar NaBH4 con
CuCly, ademas, prepararon nanoparticulas esféricas por sintesis hibrida al utilizar NaBH4, CuCl, y
extracto acuoso de Origanum vulgare (orégano).

Para la sintesis hibrida del nanocompuesto Cu.O/rGO, se utilizd como agente reductor, NaBH4 26
mM, la sal precursora, CuCl2 15 mM y extracto acuoso de Tamarix gallica (0.02 g/mL, taray) como
agente estabilizador, como se muestra en la Figura 4.28. Se afiaden diferentes reacciones quimicas
referentes a la reduccién del cobre y GO. En este caso, el NaBH4 actia como agente reductor de
los iones Cu?* y de los diversos grupos funcionales oxigenados del GO (carboxilo, éter y alcohol),
se pueden deducir mas claramente las reacciones que suceden, ya que se conoce exactamente la
férmula quimica del agente reductor y es solamente uno. Sin embargo, se debe tomar en cuenta

que el cobre también se oxida facilmente, es por ello, que se obtuvieron CuONPs.

En solucion acuosa, el CuCl; se disocia en iones [Cu (H20)6]?* (responsables de la coloracion
celeste) y aniones Cl-, que pueden coordinarse parcialmente con los iones de cobre. En [Cu
(H20)6]%*, las seis moléculas de agua rodean completamente el ion Cu?*, protegiéndolo. La adicion

de NaBHa provoca la siguiente reaccion [125]:

aBH, sy + 2H,0 = NaBO0y 4, + 4Hy oy + calor cuacion 4.
NaBH, (s) + 2H,0 = NaBOy(aq) + 4Hy( + cal E 4.4
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El hidrégeno, que interactia con los iones hidroxilo, provoca la produccion de electrones
solvatados [125]:
Hy(g) + 20H™ - 2H,0 + 2e7 (4q) (Ecuacion 4.5)

Estos electrones pueden penetrar el ion [Cu (H20)s]?* reduciéndolo a iones Cu*(H20)x (x=1-4). La

accesibilidad del ion de cobre en esos complejos es altamente favorecida, ya que la coordinacion

con el agua es menos fuerte. El ion Cu+ reducido puede conducir a la formacién de cuprita (Cu20)
a traveés de la siguiente reaccion [125]:

Cu+(aq) + H,0 - CuOH4q) + H+(aq) (Ecuacion 4.6)

2CuOHqq) = Cuy 05y + H,0 (Ecuacion 4.7)

Mediante el Cu2O formado, empieza el proceso de nucleacion y crecimiento de las Cu2ONPs,

estabilizadas con las biomoléculas (flavonoides, taninos, carotenoides, antocianinas, aceites

esenciales, entre otras) del extracto acuoso de Tamarix gallica (taray).
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Figura 4.28 Esquema general del mecanismo de sintesis del nanocompuesto Cu2O/rGO.
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Se sonicaron 0.004 g de GO en 12 mL de NaBHa por 25 min, para tener la misma cantidad de GO
que en el nanocomposito Ag/rGO, posteriormente, se mantuvo en agitacion constante a 6 STIR, se
afiadieron 2.5 mL de extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) y por goteo se afiadieron 10 mL
de la sal precursora, CuCl, 15 mM. Se monitoreo el cambio de coloracion de la reaccion, de negro
aocre, similar a un marrén claro, indicativo de la formacién de Cu2ONPs, asi como de la reduccion

simultanea de GO.

En la Figura 4.29 se muestra el espectro de UV-Vis del nanocomposito sintetizado, en el cual se
observan tres bandas definidas. La primera ubicada a 278 nm, es indicativa del corrimiento hacia
el rojo del GO por su reduccidn y restantes, situadas a 355 y 440 nm, caracteristicas del fenémeno
SPR de las Cu2ONPs. Similar a lo reportado por Magyai y Col. [126], quienes por un método sol-
gel obtuvieron Cu2ONPs, observando dos bandas de absorcion a 368 y 448 nm, la primera asociada
a la presencia de cristales de ~ 5 nm, y la segunda a cristales de entre ~ 15-20 nm. Ademas, se
observd el desplazamiento hacia el azul, indicativo de nanosélidos de menor tamafio, comparado
con lo obtenido por Yang y Col. [84] y Mohan y Col. [127].
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Figura 4.29 Espectro de UV-Vis del nanocompuesto Cu20/rGO obtenido por sintesis hibrida.

En la Figura 4.30a-d se muestran las micrografias obtenidas por MEB con la técnica de LABE a
diferentes amplificaciones, en las cuales se aprecia una gran cantidad de CuONPs depositadas
exitosamente en la nanopelicula cuya forma es esférica con tamafos inferiores a 30 nm. Estas

nanoparticulas fueron obtenidas por una sintesis hibrida utilizando el extracto acuoso de Tamarix
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gallica (taray) como agente estabilizador. Ademas, el analisis quimico EDS (Figura 4.30e),
realizado a la zona mostrada en la Figura 4.30d, demostré la presencia de C, O y Cu, lo que

confirma la formacion del nanocompuesto de interés Cu.O/rGO.

0 s 10
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Figura 4.30 Micrografias de MEB registradas con la técnica de LABE del nanocomposito
Cu20/rGO: a) 10,000 X, b) 20,000 X, c) 40,000 X, d) 100,000 Xy, e) andlisis quimico EDS.

Las Cu2ONPs fueron de tamafios inferiores a las sintetizadas por Aguilar y Col. [96], quienes
utilizaron Origanum vulgare (orégano), los que observaron particulas que se encontraban entre el
rango de tamario de 100 a 250 nm. Estas diferencias pueden atribuirse a que el extracto acuoso de
Tamarix gallica (taray) puede contener una mayor cantidad de agentes estabilizadores. Mientras
que, otros estudios encuentran que el extracto acuoso de Origanum vulgare (orégano) tiene una
cantidad insuficiente de agentes estabilizadores [128]. Aunado a lo anterior, la nucleacion al
sintetizar unicamente NPs es homogénea, mientras que, en este caso, al utilizar el GO, la nucleacion
es heterogénea. Se considera nucleacién homogénea cuando un sélido se forma dentro de su propio
liquido sin la ayuda de materiales externos, por lo que requiere de grandes fuerzas conductoras
debido a la relativamente mayor contribucion de la energia de superficie a la energia libre total de
muy pocas particulas, mientras que, en la nucleacion heterogénea la cristalizacion da inicio sobre

particulas de impurezas, evitando asi las grandes barreras termodindmicas de la nucleacién
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homogeénea [129]. Ante la presencia de la nanopelicula que aumenta el nimero de ndcleos, la
barrera energética para que se produzca la nucleacién disminuye gradualmente en comparacion
con la nucleacién homogénea, esta es menor en funcion de un factor f(0), que puede ser evaluado
en funcion del angulo de mojado [129, 130]. Por lo tanto, la nucleacion heterogénea favorece la
formacion de nanoparticulas de menor tamafio, las cuales presentan alta relacion éarea
superficial/volumen y son agentes mas eficientes para la actividad antibacteriana [131]. De esta
manera, resulta favorable para la aplicacion antibacteriana la disminucion de tamafio de las

Cu20ONPs en comparacion con el método de referencia.

En la Figura 4.31 se muestra el patron de DRX del nanocompuesto Cu.O/rGO, con el cual se
comprobd la cristalinidad del nanocompuesto sintetizado, se observan picos centrados a 26 = 29.56,
36.57,42.45, 61.50, 73.65 y 77.57° indexados a los planos (110), (111), (200), (220), (311) y (222)
de la estructura cubica simple (sc) del Cu20 (Pn-3m, 224), de acuerdo a la tarjeta de difraccion [01-
077-0199]. Este patron de DRX no mostro el pico correspondiente al rGO, similar a lo reportado
por Sharmay Col. [86], lo cual atribuyeron al bajo porcentaje de rGO y la depositacion de Cu,ONPs
en rGO. A través del semiancho del pico principal y la ecuacién de Debye-Scherrer, se determino
el tamafio promedio de cristal de las Cu2ONPs depositadas en el rGO, obteniéndose un valor de 18

nm.
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Figura 4.31 Difractograma de nanocompuesto Cu>O/rGO obtenido por sintesis hibrida.
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Por otro lado, se realizaron pruebas por espectroscopia FT-IR, para identificar los grupos
funcionales presentes en el nanocompuesto Cu20/rGO, como se muestra en la Figura 4.32a,
observandose bandas de absorcion a: 3429, 2922, 2855, 1750, 1616, 1460, 1385, 1050 y 616 cm™™,
correspondientes a los grupos funcionales -OH, C-H, C-H, C=0, C=C, -OH, C-O-C y Cu-0, de
alcoholes/agua, alcanos, alcanos, &cidos carboxilicos, compuestos aromaticos, &cidos carboxilicos,
éteres y 6xido de cobre (I), respectivamente, esta Gltima banda es similar a la reportada en el trabajo
de Kouti y Col. [132], quienes muestran una banda de absorcion a 623 cm™ correspondiente al
mismo grupo funcional. Ademas, se observd claramente una disminucion de los grupos respecto al
espectro del GO (Figura 4.32b), asi como la desaparicion de las bandas correspondientes al grupo
C-H de los compuestos aromaticos (755 y 697 cm™) y un aumento en las bandas correspondientes
a los alcanos (C-H) debido al proceso de reduccion.
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Figura 4.32 Espectros de FT-IR de: a) nanocompuesto Cu.O/rGO y b) GO.

4.5 Estimacion de la concentracion de NPs por espectrofotometria de absorcidn atomica (AA)

La técnica de espectrofotometria de absorcion atomica (AA) permite estimar la concentracion de

AgNPs y CuONPs presente en los nanocompuestos sintetizados de manera indirecta.
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4.5.1 AgNPs

La estimacion de AgNPs se realizo por medio de AA, se midieron las absorbancias de los
estandares previamente preparados para la elaboracion de la curva de calibracion mostrada en la

Figura 4.33, en la cual se afiadi6 la ecuacion ajustada a los puntos de referencia.
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Figura 4.33 Curva de calibracion para la estimacién de AgNPs.

Para la estimacion de las AgNPs en el nanocompuesto Ag/rGO, se recuperaron los sélidos por
centrifugacion a 12,000 rpm hasta la desaparicion de la banda correspondiente al fenémeno SPR
de estos nanosolidos en el sobrenadante utilizando la técnica de espectroscopia UV-Vis. Este
sobrenadante, asi como la sal precursora utilizada (AgNO3z 5mM) se analizaron en espectroscopia
AA. En la Tabla 4.6 se muestran los resultados obtenidas de la estimacién de AgNPs en los
nanocompuestos sintetizados de acuerdo a la Ecuacion 3.3, asi como el porcentaje de rendimiento
obtenido de la Ecuacion 3.4. Se determind que la concentracion de AgNPs presentes en el

nanocompuesto es de 33 ppm, mientras que el porcentaje de rendimiento fue de 40%.
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Tabla 4.6 Estimacion de AgNPs en el nanocompuesto Ag/rGO.

Muestra Cinicial (ppm) Cesobrenadante (ppm) | Cagnps (ppm) Rendimiento (%)
Ag/rGO 83 50 33 40
AgNO35mM | 579

4.5.2 Cu20NPs

La estimacion de Cu2ONPs se realiz6 por medio de AA, similar a lo realizado para determinar la
concentracion de AgNPs, se midieron las absorbancias de los estdndares previamente preparados
para la elaboracion de la curva de calibracion mostrada en la Figura 4.34, en la cual se afiadi6 la

ecuacion ajustada a los puntos de referencia.
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Figura 4.34 Curva de calibracion para la estimacion de Cu,ONPs.

Para la estimacion de las Cu2ONPs en el nanocompuesto CuO/rGO, de igual manera que en la
seccidn anterior, se recuperaron los solidos por centrifugacion a 12,000 rpm hasta la desaparicién
de la banda correspondiente al fendmeno SPR de estos nanosdlidos en el sobrenadante utilizando
la técnica de espectroscopia UV-Vis. Este sobrenadante, asi como la sal precursora utilizada (CuCl;
15 mM) se analizaron en espectrofotometria de AA. En la Tabla 4.7 se muestran los resultados de

la estimacion para las Cu2ONPs en el nanocompuesto Cu20/rGO de acuerdo a la Ecuacion 3.4, asi
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como el porcentaje de rendimiento derivado de la Ecuacion 3.5. Se determind que la concentracion
de Cu,ONPs presentes en el nanocompuesto fue de 329 ppm, mientras que el porcentaje de

rendimiento fue de 94%.

Tabla 4.7 Estimacion de Cu2ONPs en el nanocompuesto Cu20O/rGO.

Muestra Cinicial (ppm) Cesobrenadante (PpmM) | Ccuzonps (Ppm) Rendimiento (%)
Cu20/rGO 351 22 329 94
CuCl215mM | 861

Por lo tanto, los rendimientos de sintesis para los nanocompuestos Ag/rGO y Cu20/rGO, obtenidos
por métodos verde e hibrido, fueron de 40 y 94%, respectivamente. Cabe sefialar que una de las
ventajas al usar agentes reductores quimicos en este tipo de sintesis, es precisamente los mejores
rendimientos que se obtienen [133], aungque son menos amigables con el medio ambiente, que los
métodos bioldgicos. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, no fue posible sintetizar el
nanocompuesto Cu.O/rGO utilizando Unicamente el extracto acuoso de Tamarix gallica (taray),
debido al bajo potencial de reduccion estandar de este metal, se requirié un agente reductor fuerte,

como el NaBHa.

4.6 Rendimiento de sintesis por peso seco

Se realizé un rendimiento de sintesis por peso seco para la sintesis de los nanocompuestos Ag/rGO
y Cu20/rGO. Primero se calcul6 que la cantidad de extracto acuoso obtenido por 1 g de Tamarix

gallica (taray) es de 35 mL.

Para el nanocompuesto Ag/rGO se utilizd una relacion volumétrica 5:1:1 de GO, extracto acuoso
de Tamarix gallica (taray) y sal precursora AgNO3z 5 mM. Se colocé una charola para pesaje en el
horno a 50° C por 24 h para eliminar la humedad y se peso. Posteriormente, se sintetizo el
nanocompuesto y se puso a secar en la charola bajo las mismas condiciones. Una vez concluido el
tiempo de secado, se peso la charola con los polvos y mediante diferencia de pesos se calcul6 la

cantidad de Ag/rGO obtenido, de acuerdo a la ecuacion 3.5, obteniéndose 0.0108g.
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Por lo tanto, por cada 10 mL de extracto acuoso de Tamarix gallica (taray), se obtienen 0.0108 g
del nanocompuesto Ag/rGO. Se realizd una estimacion de la cantidad de extracto necesaria para
sintetizar 1 g de nanocompuesto, como se muestra en la Tabla 4.8. En la cual se observa que se
requieren 26.48 g de extracto seco de Tamarix gallica (taray) para obtener 1 g del nanocompuesto,

considerando que por cada gramo se obtienen 35 mL de extracto acuoso.

Tabla 4.8 Estimacion de reactivos para obtener 1 g de nanocompuesto Ag/rGO.

0.0108 g  del | 1 g del nanocompuesto
nanocompuesto Ag/rGO
Ag/rGO

GO 0.004 g 0.370¢g

Extracto acuoso de Tamarix gallica (0.02 g/mL) | 10 mL 925.936 mL

Sal precursora AgNO3 (5 mM) 10 mL 925.936 mL

Planta medicinal seca Tamarix gallica (taray) 0.286 ¢ 26.48 g

Para el nanocompuesto Cu2O/rGO se utilizaron 12 mL de NaBH4 26 mM, 10 mL de CuCl; 15 mM,
2.5 mL de extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) y 0.004 g de GO. Se realiz6 un procedimiento
analogo al de la determinacion del peso seco del nanocompuesto Ag/rGO y de acuerdo a la

ecuacion 3.5, se calculd la diferencia de pesos.

Por lo tanto, por cada 2.5 mL de extracto acuoso de Tamarix gallica (taray), se obtienen 0.0169 g
del nanocompuesto Cu.O/rGO. Se realiz6 una estimacion de la cantidad de extracto necesaria para
sintetizar 1 g de nanocompuesto, como se muestra en la Tabla 4.9. En la cual se observa que se
requieren 4.227 g de extracto seco de Tamarix gallica (taray) para obtener 1 g del nanocompuesto,

considerando que por cada gramo se obtienen 35 mL de extracto acuoso.
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Tabla 4.9 Estimacion de reactivos para obtener 1 g de nanocompuesto Cu.O/rGO.

0.0169 g del |1 g del
nanocompuesto | nanocompuesto
Cu20/rGO Cu20/rGO
GO 0.004 g 0.237¢g
Extracto acuoso de Tamarix gallica (0.02 g/mL) 2.5 mL 147.929 mL
NaBH; (26 mM) 12 mL 710.060 mL
Sal precursora CuClz (15 mM) 10 mL 591.716 mL
Planta medicinal seca Tamarix gallica (taray) 0.071g¢ 4.227 ¢

4.7 Evaluacion antibacterial

Se determind el efecto antibacteriano de los nanocompuestos Ag/rGO y Cu20/rGO sobre E. coli
ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 por el método de difusion en agar o halo de inhibicion
(Kirby-Bauer). Dado que las bacterias se encontraban liofilizadas se reactivaron en agar Muller-
Hinton con la técnica de estria cruzada y se incubaron a 37° C por 24 h. Posteriormente, con las
cepas reactivadas, se prepararon los inoculos en solucion salina 4% ajustandose la absorbancia
entre 0.08 y 0.1 unidades mediante espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 625 nm. Se
sumergié un hisopo esteril en el indculo y se sembr6 en agar Muller-Hinton. Una vez seco, se
colocaron los sensidiscos en las cajas. Se afiadieron 10 puLL de cada una de las soluciones a evaluar
en cada sensidisco: Eritromicina (control positivo), agua desionizada (control negativo) y los
nanocompuestos a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 10.0 mg/mL). Se incubaron

a 37° C por 48 h y finalmente se midieron los halos de inhibicién con un Vernier.

En la Figura 4.35 se muestran los resultados obtenidos de la prueba antibacterial del
nanocompuesto Ag/rGO contra las bacterias patdgenas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
29213. En ambos casos la Eritromicina mostro un halo de inhibicion mayor al del nanocompuesto.
A partir de la concentracion 2.50 mg/mL se empezé a observar halo de inhibicion, el cual fue
aumentando a medida que incrementaba la concentracion (Figura 4.35e), mientras que,

efectivamente el control negativo (agua desionizada) presentd nula inhibicién del crecimiento
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bacteriano. La mayor zona de inhibicion con el nanocompuesto para ambas bacterias fue con 10

mg/mL.

e) Zona de inhibicién en mm
E. coli S. aureus
ATCC 25922 | ATCC 29213

Eritromicina 240 204
Agua 0.0 0.0
Ag/rGO 0.25 mg/mL 0.0 0.0
Ag/tGO 0.50 mg/mL 0.0 0.0
Ag/rGO 1.00 mg/mL 0.0 0.0
Ag/rGO 2.50 mg/mL 7.9 72
Ag/rGO 5.00 mg/mL 10.1 8.3
Ag/rGO 10.0 mg/mL 13.2 9.5

Figura 4.35 Actividad antibacterial del nanocompuesto Ag/rGO ante a-b) Escherichia coli ATCC
25922, c-d) Staphylococcus aureus ATCC 29213y e) la zona de inhibicién.

Con estos resultados se demuestra que ambas bacterias son sensibles al nanocompuesto Ag/rGO
biosintetizado con el extracto acuoso de Tamarix gallica (taray). Barua y Col. [84] demostraron
que el nanocompuesto Ag/rGO obtenido con extracto de Colosia esculenta tiene actividad
antibacterial contra E. coli ATCC 10536 y S. aureus ATCC 11632 con zonas de inhibicion de
crecimiento de 18.84 y 23.82 mm, respectivamente. Estas zonas de inhibicion son de tamafios
superiores con concentraciones inferiores a las obtenidas en este trabajo, sin embargo, se debe
considerar que Barua y Col. [84] utilizaron una cantidad de liquido cinco veces mayor a la utilizada
en este proyecto y las diferencias genéticas entre las cepas de las bacterias patdgenas seleccionadas.
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Por otro lado, los resultados de la prueba antibacterial para el nanocompuesto Cu.O/rGO,

mostrados en la Figura 4.36, utilizando las mismas concentraciones que para Ag/rGO no mostraron
actividad bactericida ante E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213. Sin embargo, con la

concentracion de 10 mg/mL, se observo actividad bacteriostatica ante E. coli (Figura 4.36d). Las

definiciones de “bacteriostatico” y “bactericida” son diferentes, la primera hace referencia a que el

agente evita el crecimiento de las bacterias (es decir, las mantiene en fase estacionaria de

crecimiento), y, la segunda, significa que mata las bacterias [134]. En este caso, el halo formado

indica que inhibio el porcentaje de bacterias dentro de las 48 h, pero no lo suficiente (> 99.9%)

para ser considerado bactericida, éste se mantuvo despues de 8 dias.

Zona de inhibicién en mm

E. coli S. aureus
ATCC 25922 | ATCC 29213
Eritromicina 22.0 258
Agua 0.0 0.0
Cuy0/rGO 0.25 mg/mL 0.0 0.0
Cu,0/rGO 0.50 mg/mL 0.0 0.0
Cu,0/rGO 1.00 mg/mL 0.0 0.0
Cu,0/rGO 2.50 mg/mL 0.0 0.0
Cu,0/rGO 5.00 mg/mL 0.0 0.0
Cu,0/rGO 10.0 mg/mL 216 0.0

Figura 4.36 Actividad antibacterial del nanocompuesto Cu,O/rGO ante a-b) Escherichia col
ATCC 25922, c-d) Staphylococcus aureus ATCC 29213 y e) la zona de inhibicién.

Ambas bacterias, gram positivas (S. aureus) y gram negativas (E. coli) tienen una superficie

cargada negativamente. Las diferencias en la actividad bacteriana entre los dos grupos de bacterias,

se puede atribuir a que las bacterias gram positivas tienen una capa gruesa de peptidoglucano

87



formada por cadenas lineales que alternan residuos de N acetilglucosamina (NAG) y &cido N-
acetilmuramico (NAM) unidos por una secuencia de 3 a 5 aminoéacidos que se entrecruzan,
formando una malla. Ademas, los acidos teicoicos cargados negativamente (con altos niveles de
grupos fosfato) se extienden desde la pared celular hasta la superficie de la mayoria de las bacterias
gram positivas. Por otro lado, las bacterias gram negativas, tienen una estructura ligeramente mas
compleja. Ademés de la capa delgada de peptidoglicano, tienen una membrana externa de
fosfolipidos con lipopolisacaridos parcialmente fosforilados que contribuyen a aumentar la carga
superficial negativa de su membrana celular [135]. Las paredes celulares bacterianas cargadas
negativamente atraen NPs cargadas positivamente a su superficie debido a las interacciones
electrostéaticas. Por otro lado, las NPs a base de metal cargadas positivamente establecen un fuerte
enlace con las membranas, lo que resulta en la interrupcion de las paredes celulares y, en
consecuencia, aumenta su permeabilidad. Ademas, las NPs también pueden liberar iones metéalicos
del espacio extracelular, capaces de ingresar a la célula y alterar los procesos bioldgicos [135].
Aunado a lo anterior, el rGO puede inducir dafio a las células bacterianas a través del deterioro

fisico que ocasiona en la membrana bacteriana [17].

4.8 Seccion de discusion del trabajo

En esta seccion se menciona de manera general los resultados del presente trabajo.

Mediante los resultados experimentales se demostr6 que no todos los extractos de las plantas
pueden utilizarse, como agentes reductores y estabilizadores. Aunque algunos muestran un alto
poder reductor no cuentan con agentes estabilizantes suficientes para impedir el crecimiento de las
NPs, ademas, no presentan un potencial de reduccion que asegura la obtencion de NPs de cada

metal.

Otro aspecto importante es el contenido de cloro en algunos extractos, que conlleva a la pérdida de
eficiencia del proceso. En este caso, al combinarse con la plata, da lugar al compuesto insoluble
AgCly, por ende, disminuye la cantidad formada de AgNPs. Por esta razon se recurrié a una planta

cuyos resultados indican la ausencia de cloro en su estructura.
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Para oxidar el grafito, el método Marcano y Col. que desprende menos gases toxicos, se utiliz6 en
este trabajo. La exfoliacion del dxido de grafito en agua desionizada a una concentracion de 0.08
mg/mL ayudada mediante ultrasonido presento6 las maximas absorbancias a través de la técnica de
espectroscopia UV-Vis. Utilizando el método de DRX, se comprobo la formacion del GO por la
presencia de un pico a 26 =10.4°, correspondiente a los planos (002) de su estructura hcp, que
presenta una distancia interplanar de 8.50A, tamafio promedio de cristal de 6.5 nm, (FWHM=1.22°)
y nimero de capas entre 9-16. Esta Gltima estimacion fue realizada combinando los datos de la
densidad real con la Ec. de Debye-Scherrer y la Ley de Bragg. En un futuro, serd complementario

calcular este dato por espectroscopia Raman para mayor exactitud.

El GO present6 un tamafio promedio de particula de 4.6 um, valor muy cercano al establecido
como meta (5 um). Ya que las dimensiones promedio de las bacterias oscilan entre 0.5-1 um de
didmetro y 2-5 um de longitud, esas dimensiones del GO, serdn muy Utiles para la accion
antibacterial de esta nanopelicula, que consistird en cubrir la bacteria y ocasionar dafios en la
membrana celular. Si bien, al aumentar el nimero de capas del GO y rGO podria influir en la
actividad antibacteriana, esto no afecta la propiedad antibacterial ya que el incremento relativo en

el espesor del grafeno es minimo o nulo considerando que hablamos de distancias entre los &tomos.

Los procesos de formacion de AgNPs con un tamarfio promedio de cristal de 35 nm y la reduccion
del 6xido de grafeno se obtuvieron de manera simultdnea mediante las biomoléculas del extracto
acuoso de Tamarix gallica (taray). Esto de acuerdo a los resultados generados mediante las
espectroscopias UV-Visy FT-IR, asi como, DRX, MEB y METB.

Se evalud la depositacion de AgNPs en el rGO a diferentes relaciones volumétricas de GO, extracto
y sal precursora (1:1:1, 5:1:1 y 10:1:1). Se observé una depositacion mas homogénea en la relacion
correspondiente a 5:1:1, dado que, en el valor 1:1:1, las AgNPs se encontraron aglomeradas por la
reduccion del area superficial disponible para su nucleacion. Mientras que, al valor de 10:1:1 la

cantidad de AgNPs fue escasa, debido al incremento del GO.

La biosintesis del nanocompuesto Cu,O/rGO por medio del extracto acuoso de Tamarix gallica
(taray) no tuvo éxito, debido al bajo potencial de reduccion estandar del cobre. Sin embargo, este
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extracto funciond excelente como agente estabilizador, al mediar la sintesis convencional de
Cu20ONPs empleando como agente reductor NaBHa4, y arrojando nanosélidos de morfologia

esférica con tamafio promedio de cristal de 18 nm depositadas sobre rGO.

El tamafio de las AgNPs y Cu2ONPs en la nanopelicula, es de particular interés para la aplicacion
antibacterial de los nanocompuestos sintetizados, en virtud que, al disminuir el tamafio de las NPs,
aumenta su relacion area superficial/volumen y como consecuencia, se disponen agentes
antimicrobianos mas eficaces que pueden circundar y penetrar facilmente la célula y afectar su

funcionamiento hasta conducirla a la muerte.

El rendimiento en una reaccién quimica hace referencia a la cantidad de producto gque se obtiene a
partir de los reactivos. En este trabajo, se consideran reactivos a las sales precursoras AgNQO3 y
CuCly, para formar los productos de interés, AgQNPs y Cu2ONPs. La técnica de espectrofotometria
de absorcion atémica, permitié hacer una estimacion de manera indirecta de estos valores, al
cuantificar la cantidad de iones en solucion después de sedimentar los nanosolidos. Para las AgQNPs
en el nanocompuesto Ag/rGO fue de 40%, en comparacion, con las Cu,ONPs en el nanocomposito
Cu20/rGO presentd un rendimiento considerablemente mayor (94%). Estas diferentes se
atribuyeron a los diferentes tipos de sintesis utilizados, con métodos hibridos o convencionales se

registraron mejores rendimientos de reaccion.
La actividad bacteriana del nanocompuesto Ag/rGO ante las bacterias E. coli ATCC 25922 y S.

aureus ATCC 29213 se consiguid a partir de la concentracion de 2.5 mg/mL, mientras que,
Cu20/rGO mostré anicamente actividad bacteriostatica para E. coli ATCC 25922 con 10 mg/mL.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvieron nanocompuestos Ag/rGO y Cu.0/rGO mediante sintesis verde e
hibrida, respectivamente. Los nanocompuestos fueron estudiados en sus propiedades
antibacteriales contra E. coli y S. aureus. El nanocompuesto Ag/rGO mostr6 el mejor
comportamiento antibacterial ante las cepas seleccionadas, que reafirma las mayores propiedades

antibacterianas de la Ag.

A continuacion, se enlistan una serie de conclusiones especificas:

1. La capacidad antioxidante y cantidad de fenoles totales de los distintos extractos de plantas
medicinales evaluados para la preparacion de los nanocompuestos, indicaron los mejores
resultados en Cuphea aequipetala (hierba del cancer), siendo de 89.5% y 29.3 ug EAG/mL,

respectivamente.

2. El alto potencial antioxidante y cantidad de fenoles en los extractos de las plantas medicinales
no garantizo la formacion de AgNPs, ya que otros factores, como la cantidad de agentes
estabilizadores insuficientes, presencia de iones Cl" y baja velocidad de reduccion, también

influyeron durante la etapa de sintesis.

3. El 6xido de grafito obtenido por medio del método Hummers modificado por Marcano y Col.,
y posterior exfoliacion, permitieron obtener satisfactoriamente nanopeliculas de GO con
tamafio promedio de particula de 4.6 um y nimero de capas entre 9-16, de acuerdo a las

estimaciones realizadas por DRX y el valor de densidad.

4. Mediante Cuphea aequipetala (hierba del cancer) no fue posible formar el nanocompuesto

Ag/rGO, debido a que present6 una cantidad insuficiente de agentes estabilizadores.

5. Lasintesis del nanocompuesto Ag/rGO fue facilmente obtenida utilizando el extracto acuoso
de Haematoxylum brasiletto (palo de brasil), sin embargo, los resultados de DRX mostraron
al compuesto AgCl, lo que indica Cl en su estructura, mismo que a pesar de diferentes lavados,

no fue posible eliminar.
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11.

La biosintesis de AgNPs con tamafio promedio de 35 nm y la bioreduccion del GO se logré
exitosamente de manera simultanea mediante las biomoléculas del extracto acuoso de Tamarix
gallica (taray), las cuales actuaron como agentes reductores y estabilizadores. La depositacion
méas homogénea de AgNPs se consiguioé en una relacion volumétrica 5:1:1 de GO, extracto y
sal precursora AgNQO3 (5 mM).

La biosintesis de Cu,ONPs no se favorece utilizando Unicamente el extracto acuoso de

Tamarix gallica (taray), ya que el Cu es un metal con bajo potencial de reduccidn estandar.

Mediante un método hibrido, se obtuvieron CuONPs esféricas con tamafio promedio de cristal
de 18 nm depositadas sobre rGO, utilizando como agente reductor fuerte el NaBHs y el

extracto acuoso de Tamarix gallica (taray) como agente estabilizador.

Por medio de la técnica de espectrofotometria de absorcion atdmica se estimaron los
rendimientos de las reacciones de depositacion de AgNPs y Cu,ONPs en la nanopelicula,
siendo de 40 y 94%, respectivamente, eficiencia claramente mejor al utilizar NaBH4 como

agente reductor.

El nanocompuesto Ag/rGO mostré actividad bactericida ante E. coli ATCC 25922 y S. aureus
ATCC 29213 a partir de la concentracién de 2.5 mg/mL por el método de difusion en agar.
Ademas, la zona de inhibicién fue aumentando de tamafio a medida que se incrementaba la

concentracion.

El nanocompuesto Cu2O/rGO Unicamente mostré actividad bacteriostéatica ante E. coli ATCC

25922 para una concentracion de 10 mg/mL por el método de difusion en agar.

5.1 Recomendaciones

Realizar un andlisis por espectroscopia Raman para determinar el nimero de capas del GO y

compararlo con las estimaciones realizadas por medio de DRX y la densidad del nanomaterial.
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Llevar a cabo los analisis por METB del nanocompuesto Cu2O/rGO.

Efectuar un analisis mediante la técnica de espectroscopia UV-Vis por reflectancia difusa de los
nanomateriales obtenidos en polvo y compararlo con los obtenidos en modo de transmitancia en

solucién.

Realizar otros analisis de evaluacion antibacterial, considerando otros factores, por ejemplo,

utilizar los nanocompuestos directos de la sintesis para hacer las diluciones.

5.2 Trabajo futuro

Seré interesante evaluar a los nanocompuestos en otras aplicaciones, dado que, los nanomateriales
individuales presentan diversas propiedades, que combinadas logran una sinergia. Por ejemplo,
otras aplicaciones biomédicas (biosensores, tratamiento contra el céncer, agente antiviral y
antimicético), ambientales (tratamiento de aguas y degradacion de colorantes) y energéticas

(baterias, celdas solares y supercapacitores).

Combinar los dos métodos de sintesis ya establecidos en este trabajo para sintetizar un

nanocompuesto ternario.
Ademas, se podrian biosintetizar este tipo de nanocompuestos con las plantas Oenothera rosea

L’ Her. ex Aiton (hierba del golpe) y Gentiana spathacea Kunth (flor de hielo), las cuales tiene un

porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH de 89.4% y 87.8%, respectivamente.
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