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RESUMEN

Actualmente las nanoestructuras de Ag son de gran importancia, ya que éstas tienen un alto
grado de comercializacion, debido a sus multiples aplicaciones ya sea en electronica, textiles,
pintura, cosméticos, bactericidas, biofungicidas, aplicaciones biomédicas, en la industria
médico-farmacéutica y alimenticia. En el presente trabajo, se exploro la sintesis de nanoflores
y dendritas de Ag, por una técnica econdmica y no toxica, la cual consistio en la reduccion
quimica de nitrato de plata (AgNO3) mediante ¢l extracto de la fruta Arctostaphylos pungens
Kunth comunmente llamada pingiiica, Se observo el comportamiento de la reaccion variando
la concentracion de la sal precursora AgNOs, estado de maduracion del fruto, tiempo de
reaccion, bajo la influencia de la luz y sin luz, La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-
Vis), la microscopia electronica de barrido (MEB), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y la
difraccion de rayos X (DRX) caracterizaron los productos obtenidos. Las observaciones en
MEB ilustran los nanoproductos de Ag que cambian de forma y tamafio en funcion del tiempo
y de las variables que fueron cambiando. Las nanoflores de plata de hasta 1 um de tamaio
estan compuestas de nanopétalos orientados aleatoriamente. La morfologia mas novedosa
consiste en nanocables entrelazados obtenidos después de ocho dias de reaccion. Por otro
lado también se sintetizaron de manera exitosa dendritas de Ag. Los espectros de DRX
verificaron la estructura fcc de las nanoflores y dendritas de Ag. Posteriormente, se evaluaron
las propiedades cataliticas de las nanoflores en la degradacion de colorantes organicos azul
de metileno (MB) y rodamina B (RhB). Ambas nanoestructuras muestran una buena

actividad bacteriana.

PALABRAS CLAVE: Biosintesis, Nanoflores, Dendritas, Degradacion de colorantes y

Actividad antibacteriana.
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ABSTRACT

Currently, Ag nanostructures are of great importance, since they have a high degree of
commercialization, due to their multiple applications in electronics, textiles, paint, cosmetics,
bactericides, biofungicides, biomedical applications, in the medical-pharmaceutical industry
and food. In the present work, the synthesis of Ag nanoflowers and dendrites was explored,
by an economical and non-toxic technique, which consisted of the chemical reduction of
silver nitrate (AgNO3) by means of the extract of the Arctostaphylos pungens Kunth fruit,
commonly called pingiiica. The behavior of the reaction was observed by varying the
concentration of the precursor salt AgNOs3, state of ripening of the fruit, reaction time, under
the influence of light and without light, Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis),
microscopy scanning electronics (SEM), infrared spectroscopy (FT-IR) and X-ray diffraction
(XRD) characterized the products obtained. SEM observations illustrate Ag nanoproducts
changing shape and size as a function of time and changing variables. Silver nanoflowers up
to 1 um in size are composed of randomly oriented nanopetals. The most novel morphology
consists of intertwined nanowires obtained after eight days of reaction. On the other hand,
Ag dendrites were also successfully synthesized. XRD spectra verified the fcc structure of
Ag nanoflowers and dendrites. Subsequently, the catalytic properties of nanoflowers in the
degradation of organic dyes methylene blue (MB) and rhodamine B (RhB). Both

nanostructures show good bacterial activity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el creciente interés de la nanotecnologia ha llevado a explorar la
formacion de nanomateriales para posibles aplicaciones. Por ejemplo, se han producido
intrincadas estructuras metalicas que demuestran la llegada de materiales prometedores [1,
2]. Entre ellos, las nanoparticulas de Ag (AgNPs) tienen morfologias como decaedros [3],
bipiramides [4], nanocubos [5], nanoplatos [6], nanorodillos [7] y nanocables pentagonales
Por otro lado, el autoensamblaje ha ganado un interés considerable porque sus propiedades
difieren de las correspondientes nanoparticulas individuales (NP) empleadas como bloques
de construccion [8].

Investigaciones anteriores han demostrado que los autoensamblajes de Ag, como las
nanoflores y las dendritas, tienen una gran relacion superficie-volumen que contiene varios
centros activos disponibles para su estudio como catalizadores [9-14]. Ademas, estas
nanoestructuras metalicas tiene un alto potencial de Fermi, donde la constante de velocidad
de la reaccion catalitica depende del tamaio de las unidades de construccion [15], han sido
ampliamente investigados en la purificacién de agua y aire [16], ya que los colorantes
organicos sintéticos que se utilizan ampliamente en textiles, papel, plastico, alimentos,
cosméticos y farmacéuticos, esto resulta en una contaminaciéon ambiental considerable
debido a las descargas de estas industrias. Se ha demostrado que muchos de los colorantes
son carcindgenos, mutagenos y dafiinos para el medio ambiente. Estos colorantes son
igualmente toxicos para los organismos acuaticos y su ambiente [17].

El autoensamblaje impulsa la exploracion de enfoques sintéticos para manipular
morfologias y composicion quimica de nanoestructuras [18, 19]. Los métodos de sintesis
requieren plantillas autoensambladas o estabilizadores artificiales, procedimientos
complicados, equipo especializado y productos quimicos toxicos costosos [20].

Por esta razon, en el presente trabajo se propone un método de sintesis verde, empleando
el extracto del fruto de Arctostaphylos pungens kunth para nanoestructuras de Ag con el cual,
no se generan desechos toxicos para el medio ambiente y estan libres de contaminantes que
dafian a los seres vivos, en especifico a los humanos. Durante la reaccion de biosintesis se
evalud la concentracion de sal precursora (AgNO3), el tiempo de reaccion, tiempo de

maduracion del fruto, entre otras variables.
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La caracterizacion de las nanoestructuras se realizo por espectroscopia de absorcion ultra-
violeta-visible (UV-Vis), microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia electronica
de transmision (MET). Se realiz6 andlisis de difraccion de rayos X (DRX) para determinar
la reduccién de la sal de plata, espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) con la cual se
determinaron los posibles grupos funcionales que ayudan a la sintesis de nanoestructuras de
plata. Del mismo modo se evalu6 su eficiencia antibacterial y para la reduccion de azul de

metileno, naranja de metilo y rodamina B.

1.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nano flores y dendritas de Ag empleando el extracto del fruto de
pingtiica (Arctostaphylos pungens Kunth) evaluando su eficiencia como agentes degradantes

de colorantes toxicos y su potencial como agentes antibacteriales.

1.2 Objetivos especificos

* Llevar a cabo la obtencion de nanoestructuras de diferentes morfologias de plata (flor
y dendritica) en solucion acuosa de la sal metalica respectiva (AgNO3), usando el
extracto del fruto de pingiiica como agente reductor-estabilizante-ligante.

* Optimizar el proceso de obtencion variando los pardmetros: concentracion de sal
precursora, influencia de la luz, temperatura de reactivos, tiempo de maduracion del
fruto y tiempo de reaccion.

» Caracterizar quimica y estructuralmente las nanoestructuras de Ag por medio de
espectroscopia  Ultravioleta-Visible, espectroscopia de infrarrojo (FT-IR),
microscopia electronica de barrido (MEB) y difraccion de rayos X (DRX).

* Medir las propiedades cataliticas de las nanoestructuras metalicas (Ag) empleando
los colorantes artificiales: azul de metileno, naranja de metilo y rodamina B.

* Medir las propiedades antibacteriales de las nanoflores y las dendritas de Ag.
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1.3 Justificacion

El presente trabajo, pretende la biosintesis de nanoestructuras tipo flor y arbol de Ag las
cuales pueden ser aplicadas para el tratamiento de aguas, en la medicina y catalisis. Para lo
cual se emplearan el extracto del fruto de pingiiica (Arctostaphylos pungens kunth), como
agente reductor y estabilizante, el cual contiene compuestos, tales como: flavonoides,
catequinas, taninos, etc. que pueden ser utilizados como agentes reductores de los iones
presentes en la sal de plata. Las nanoestructuras tipo flor y arbol de Ag han sido cominmente
utilizados como catalizadores y dispositivos basados en el efecto SERS (por sus siglas en
inglés Surface-enhanced Raman Scattering).

Existen varias formas para sintetizar nanoestructuras de tipo flor y arbol, sin embargo,
todos consisten en métodos costosos, reactivos toxicos y una compleja metodologia;
mediante este proyecto se pretende reducir significativamente los costos y la complejidad de
la metodologia, realizando la sintesis en un solo paso sin el uso de reactivos toxicos que
pueda afectar al medio ambiente. Del mismo modo se pretende contribuir en la medicion de
las propiedades evaluando la influencia del confinamiento cuantico en la nanoestructura

hacia la explicacion de sus propiedades.

1.4 Hipotesis

Las sustancias activas que hay en el fruto de Pingiiica (Arctostaphylos pungens Kunth) como
pirocatequinas y taninos, actuardn como agentes reductores de los iones de plata presentes
en la solucion acuosa de nitrato de plata y debido a la falta de agentes estabilizantes y la
presencia de ligantes que contiene el mismo extracto se formaran arreglos nanométricos de
tipo flor y arbol que van a variar en morfologia y tamafio en funcién del tiempo de
crecimiento y la cantidad de AgNO3 empleada, con lo cual se espera una buena eficiencia
antibacterial y catalitica en la reduccion de colorantes toéxicos (azul de metileno, naranja de

metilo y rodamina B).
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

Hoy en dia, el campo de la nanotecnologia es una de las areas mas activas de investigacion
en la ciencia de los materiales modernos, se ha diversificado en un gran numero de areas
diferentes debido a sus importantes beneficios en términos de mejorar el rendimiento en
muchos campos [21]. El auge de la nanotecnologia ha dado lugar al descubrimiento de una
serie de formas de nanoparticulas y nanoagregados. Una serie de estructuras tipo flor y arbol
han sido obtenidos, frecuentemente junto o en equilibrio con otras nanoformas, dependiendo
de las condiciones de reaccion. Las posibles aplicaciones de las nanoflores y dendritas son
en la optoelectronica, dispositivos o sensores, catalisis, y las células solares con lo cual,

causaron una interés definido por estas nanoestructuras [22, 23].

2.1 Nanotecnologia y nanociencia
La nanotecnologia se puede definir como la ingenieria involucrada en el disefo, sintesis,
caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuya organizacion funcional estd en
la escala nanométrica o la mil millonésima parte de un metro en al menos una de sus
dimensiones [24]. La propia escala nanométrica es en la actualidad considerada entre 1 a 100
nm. Un matiz ligeramente diferente se refiere a la manipulacién deliberada y controlada,
medicion, modelado y produccion de la materia a escala nanométrica para crear materiales,
aparatos y sistemas con nuevas propiedades y funciones. Por otro lado, la nanociencia
algunas veces es definida como “la ciencia que fundamenta la nanotecnologia”, pero esto
realmente es la biologia, la quimica y la fisica o "ciencias moleculares", dado que los
cientificos de este campo estdn estudiando un campo dimensional muy pequefio para una

mejor comprension del mundo que nos rodea [25].

2.2 Nanomateriales y su clasificacion
Nanomateriales, es un término usado para describir una amplia y disparada gama de
materiales, que contiene elementos caracteristicos de dimensiones inferiores a 100 nm [26].
Los nanomateriales se pueden clasificar de acuerdo a sus dimensiones, un nanomaterial n-

dimensional es ese material que tiene n dimensiones fuera de la nanoescala, es decir, n
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dimensiones mayores de cien nanometros [27]. Basandose en este criterio, se tendrian asi
nanomateriales de acuerdo a lo siguiente:

e (Cero-dimensionales (0-D). Son materiales en los que todas sus dimensiones estan
dentro de la escala nanométrica.

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

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

e Tridimensionales (3-D). A esta escala son conocidos como nanomateriales a granel,
no tienen ninguna de sus dimensiones en el rango nanométrico, sin embargo, estos
materiales tienen una estructura nanocristalina, es decir, estan compuestos de un
arreglo multiple de cristales de tamafio nanométrico, que en su mayoria estan en la
misma o diferente orientacion [28].

Las nanoflores y las dendritas se encuentran dentro de la clasificacion de los
nanomateriales bidimensionales, sin embargo esté tipo de estructuras estdn conformadas por

materiales cero- dimensionales y unidimensionales.

2.3 Autoensamblaje y autoensambles
El autoensamble es el proceso por el cual los elementos participantes se agrupan en
estructuras ordenadas y funcionales. Por las propiedades intrinsecas de los componentes y
condiciones del medio, estas nuevas estructuras solo pueden crecer hasta cierto tamafo,
siendo del orden nanométrico y se conocen como nanoestructuras. [29]. Los ensamblajes
dirigidos y los autoensamblajes han sido ampliamente estudiados a través de los afios, ya que,
pueden ajustarse de manera precisa en microestructuras, se han logrado hacer materiales
hibridos y se pueden organizar nanoparticulas en las superficies de otros materiales [30]. Los
autoensambles de metales nobles dependen en gran medida de las propiedades de las
nanoparticulas individuales (distribucion de tamafio / forma), interacciones, fuerzas débiles
entre particulas, los ligandos modificadores y los métodos externos asistidos [31, 32]. Dicho
de otra manera, el autoensamble de 4&tomos, iones o moléculas se debe a que estos elementos
siempre buscaran los niveles mas bajos de energia, uniéndose rapidamente a su vecino mas

proximo, iniciando de este modo la formacién de una “semilla” que dara lugar a una
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nanoparticula o de una nanoestructura . En consecuencia, pueden configurarse en diferentes
formas geométricas bidimensionales y tridimensionales como: esferas, anillos, cubos,

prismas, barras y otras formas mas [29], como las nanoflores y las dendritas.

2.3.1 Nanoflores
"Nanoflores" es un término utilizado recientemente por los investigadores para un grupo
particular de nanoestructuras que son similares a las flores a vista microscopica [33]. Estas
consisten en autoensamblajes que estan compuestas de varias capas de pétalos que abarcan
un area de superficie mas grande en una estructura pequenia [34]. Hay una gran diversidad de
nanoflores que se han sintetizado actualmente, entre ellas estdn las nanoflores de Au,
monoxidos, sulfuros, selinida y telururo, hidroxidos y oxisales y de Ag [35]. Las nanoflores
han despertado el interés de los cientificos debido a las caracteristicas topograficas de
nanocapas, cuya superficie especial permite una mayor relacion superficie-volumen en
comparacion con las clasicas nanoparticulas esféricas, lo que aumenta significativamente la

eficiencia de las reacciones superficiales [36].

2.3.2 Dendritas
Las dendritas (también llamadas estructuras fractales) estan formadas por troncos principales
y muchas ramas jerarquicas con hojas adheridas que brindan una gran superficie y estructuras
interfaciales que mejoran en gran medida ciertas caracteristicas deseadas [37]. Las dendritas
o fractales bidimensionales pueden crecer a bajas temperaturas mediante deposicion
homoepitaxial o heteroepitaxial en superficies fcc (111) o hcp (0001) [38]. En general, el
crecimiento de estructuras jerarquicas fractales y dendriticas se observa en condiciones de
crecimiento sin equilibrio. La formacioén de estas se describe en términos de agregacion

limitada por difusion y/o mecanismo de unidn orientado [39].

2.4 Métodos de sintesis de nanoestructuras
La manipulacion de las condiciones de sintesis permite el control racional del tamano y la
forma de las particulas y provee los medios para adaptar las propiedades de los materiales a
una aplicacion especifica [40]. Las nanoestructuras pueden ser sintetizadas por una variedad

de métodos que utilizan gas, liquido o procesos en fase solida. Estos incluyen procedimientos
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en fase gas como, evaporacion con alta temperatura, sintesis de plasma, irradiacion de
microondas, deposicion fisica y quimica de vapor. El método coloidal o métodos en fase
liquida son aquellos en donde las reacciones quimicas en disolventes conducen a la formacion
de coloides; también esta el auto-ensamblaje molecular y los procesos mecanicos de
reduccion de tamafio, incluyendo trituracion y molienda [41]. Los métodos para la sintesis
de los nanomateriales mencionados anteriormente, se pueden dividir en dos clases

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

2.4.1 Métodos arriba-abajo
En el método arriba-abajo, se reestructura un material a granel (es decir, se desmantela,
mecaniza, procesa o deposita) para formar nanomateriales. Para estos métodos, los desafios
aumentan a medida que los dispositivos se reducen de tamafio y mientras, los disefios de los
componentes deseados se hacen mas grandes y mds complejos. Ademads, el conjunto de
arriba-abajo de nanocomponentes en grandes areas es dificil y costoso [26]. Este enfoque
puede involucrar la molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacion de un sélido
seguido por la condensacion de los componentes volatilizados. Existen varios métodos que
utilizan la aproximacion de arriba-abajo, los mas representativos son:

*  Evaporacion térmica

*  Proceso de explosion

* Ablacion laser

*  Molienda mecénica

*  Sputtering

2.4.2 Métodos abajo-arriba
Existen diversos métodos que utilizan la aproximacion de “abajo hacia arriba” para la sintesis
de nanoparticulas, los mas empleados son aquellos que utilizan procedimientos quimicos.
Por lo general, inician con la reduccion de los iones metélicos a &tomos metélicos, seguido
por la agregacion controlada de estos &tomos. El método quimico es el més conveniente para
la obtencion de nanoparticulas uniformes y pequefias [42].
Los métodos mas representativos de esta aproximacion son:

. Reduccion fotoquimica
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. Irradiacidén con microondas

. Sintesis solvotermal

. Reduccion quimica

. Método sol-gel

. Biosintesis o sintesis verde

Casi todos los métodos utilizados para la sintesis de nanoflores y dendritas son de este
tipo, ya que si utilizan el enfoque de arriba-abajo es necesario a final de cuentas los métodos
de abajo-arriba.

A continuacion se hace otra clasificacion de las técnicas utilizadas para la fabricacion de
los nanomateriales en cuestion.

Sintesis de nanoflores:
Las estrategias actuales para el arreglo de nanomateriales en forma de nanoflores se pueden
agrupar en cuatro clases:
e Mc¢todo de inmovilizacion: Consiste en inmovilizar la sustancia en la superficie,
para aumentar la estabilidad y la eficiencia de la superficie.
e Me¢étodo de reticulacion. Enlace covalente de dos o mas moléculas quimicas
mediante el uso de polimeros catidnicos y anidnicos.
e Me¢étodo de conjugacion. Enlace entre dos o mas moléculas usando metales o
polimeros.
e Meétodo de recoleccidn automadtica. Auto-recoleccion de particulas por fuerza
intermolecular en bien definida y forma estable [34]
Sintesis de dendritas:
En general, las técnicas de sintesis de las dendritas de Ag se pueden dividir en cuatro tipos:
e M¢étodo de confinamiento de auto-estructura. Puede fabricar directamente
nanoestructuras dendriticas de Ag solo en condiciones muy limitadas.
e Mz¢todo de plantilla. Puede regular bien el crecimiento de los fractales de Ag, pero no
son buenos para la pureza de las dendritas.
e M:¢étodo de solucion blanda. También regula bien el crecimiento de las dendritas.
e Me¢todo de quimica fisica. Estos incluyen electroquimica, fotoquimica, sonoquimica,

microondas, etc. Estas se consideran rutas efectivas, pero generalmente requieren
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equipos especiales y un costo mas alto [43]. A continuacidon se explicaran en qué

consisten alguna para tener un panorama mas amplio.

2.4.2.1 Método electroquimico
La electroquimica es una técnica simple y de bajo costo. Su fuerza motriz, el potencial del
electrodo, se puede ajustar continua y externamente a voluntad. Este método se ha utilizado
ampliamente para generar nanoestructuras novedosas con formas bien definidas que incluyen
cables, varillas, cubos, piramides, placas y dendritas. La fabricacion electroquimica de NP
de metal soportado en condiciones cercanas al equilibrio forma poliedros que terminan en
caras de cristal termodindmicamente estables. En condiciones lejos del equilibrio, la
nucleacion y el crecimiento son rdpidos y resultar en la inestabilidad de la superficie de

crecimiento y formacion de morfologias jerarquicas [44].

2.4.2.2 Método de plantilla
El método de plantilla es una técnica versatil que se ha utilizado ampliamente para la
preparacion de nanoestructuras metalicas porque el tamafio y la forma de las nanoestructuras
deseadas se pueden controlar facilmente eligiendo una plantilla adecuada. Los factores que
afectan la formacion de dendritas de Ag dentro de las plantillas incluyen la estructura de la
plantilla, la presencia de especies i0nicas en trance y las condiciones de sintesis. En la
mayoria de los casos, las dendritas de Ag formadas por el método de plantilla deben
combinarse con un suministro de energia externa para acelerar la nucleacion de Ag y la

difusion de iones de Ag [37].

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

1) Precursor metélico
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11) Agente reductor
1ii) Agente estabilizante.
El mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccion de iones

de plata consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento [45].

2.4.2.4 Método de biosintesis
En los métodos de sintesis quimicos tradicionales, se utilizan varios productos quimicos
toxicos, que son perjudiciales para la salud de los seres vivos, por lo que actualmente las
nanoparticulas se sintetizan mediante el uso de métodos bioldgicos basados en la quimica
verde para la reduccion de los productos quimicos toxicos.

Este método de biosintesis o sintesis verde es basicamente un método de reduccion
quimica solo que los recursos utilizados son bacterias, hongos, enzimas y extractos de
plantas. Entre los métodos biologicos, la sintesis de nanoestructuras utilizando extractos de
plantas es la mejor alternativa ecologica y que no utiliza un elaborado proceso de
mantenimiento de cultivos celulares. Este método se utiliza principalmente para la
produccion a gran escala de nanoparticulas y para reducir la toxicidad en el desarrollo de la
quimica verde. La sintesis verde o biosintesis de Nps consta de tres pasos principales:

e La seleccion del medio disolvente

e Laseleccion de los agentes reductores del medio ambiente

e Laseleccion de sustancias no toxicas para la estabilidad de Nps [46].

2.4.2.4.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas
Una razon importante para la investigacion de plantas en la sintesis de nanoestructuras es su
facil disponibilidad. Las nanoparticulas metalicas pueden producirse mediante un extracto
con toda la planta o una parte en particular de ella; sin embargo, la cantidad de agentes
reductores es bastante grande en el extracto de la planta entera. En este tipo de biosintesis,
simplemente se realiza un extracto de la planta seleccionada y se mezcla con una solucion de
la sal precursora a temperatura ambiente. La reaccion generalmente se completa en poco
tiempo [47].

Se ha investigado recientemente el proceso de biosintesis, siendo reportados el efecto de

las variables del proceso tales como, la concentracion del extracto, la relacion de mezcla de
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los reactivos, la concentracion de sal, el tiempo de reaccion y el pH. Mas de 2000 plantas
pertenecientes a diferentes familias han sido utilizadas por su capacidad para sintetizar
diversas nanoparticulas de metales como plata, oro, hierro, paladio, plomo y cobre. La
reduccion y estabilizacion de los iones de metales se debe a la combinacion de biomoléculas
tales como proteinas, aminoacidos, enzimas, polisacaridos, alcaloides, taninos, compuestos
fenolicos, saponinas, terpenoides y vitaminas que ya estan establecidas en los extractos de
plantas [46, 48].

Aunque este tipo de sintesis ha sido utilizada ampliamente utilizada para la fabricacion de
nanoparticulas, en este trabajo se utilizard para la obtenciéon de nanoflores y dendritas

aprovechando los agentes ligantes y poco estabilizantes que contiene la fruta de pingiiica.

2.5 Nucleacion y crecimiento de nanoestructuras metalicas
Para entender el mecanismo de la formacion de las nanoflores y dendritas, se necesita
empezar con el entendimiento del crecimiento de nanoparticulas, ya que estds estructuras
basicamente estan formadas por la coalescencia de estas particulas que van creciendo en
ciertos planos preferenciales.

En la sintesis quimica de nanoparticulas metalicas, "nucleacion" pueden definirse
ampliamente como la formacidn de un pequefio grupo de atomos en la solucion. Sin embargo,
Xiong y Xia lo definen como la formacion de semillas con una estructura estable y
cristalinidad bien definida [49]. Existen dos tipos de nucleacion, la homogénea y
heterogénea.

El modelo basico propuesto para explicar la precipitacion de una solucién se basa en la
teoria de nucleacion clasica publicada por LaMer y Dinegar en 1950. El llamado diagrama
de LaMer ilustra la variacion de la concentracion del soluto en funcién del tiempo como se
muestra en la figura 2.1. Dicha teoria se basa en los mecanismos de nucleacion y crecimiento
en la cual considera la nucleacion como la etapa limitante del proceso; el diagrama se divide
en tres etapas.

Durante la etapa I, la concentracion de sales va aumentando hasta alcanzar la
concentracion de nucleacion (Cin, figura 2.1). Al llegar a esta concentracion, el sistema se
vuelve heterogéneo, y las moléculas de soluto se combinan para producir embriones o

nucleos. Los nucleos se forman y disuelven de forma continua. La estabilidad de los nticleos
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criticos depende de la altura de la barrera de energia libre (AG): si es alta en comparacion
con la energia térmica (T), la posibilidad de la formacion de dichos nucleos es insignificante
y no se formaran particulas. Sin embargo, si la barrera de AG es lo suficientemente baja, la
velocidad de nucleacion tiende a ser infinita. Si no se logra la concentracion critica, se forma
una fase esponjosa con una longitud de onda caracteristica en lugar de particulas. Esto se

conoce como descomposicion espinodal.

Limite critico de sobresaturacion
CMax i
0% Rapida nucleacion
' Suspension parcial de sobresaturacion

Cwin 1 Concentracion de nucleacion

Concentracién

Paso | Paso Il ' Pasolll

Tiempo

Figura 2.1 Representacion esquematica de la concentracion de un soluto disuelto antes y después

de la nucleacion como una funcién del tiempo [50].

En el paso II, la aparicion de nucleos reduce parcialmente la sobresaturacion, lo
suficientemente rapido para que la velocidad de nucleacion caiga inmediatamente casi a cero.
La nucleacion continuard hasta que la concentracion caiga del limite critico de
sobresaturacion (Cwmax, figura 2.1) para Cwmin, donde el crecimiento de particulas sustituye a la
nucleacién [50].

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

(1) Generacion de especies de crecimiento
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(i1) Difusion de las especies de crecimiento a la superficie de la particula en
crecimiento
(i)  Adsorcion de las especies de crecimiento sobre la superficie de crecimiento
(iv)  Crecimiento de la superficie a través de la incorporacidon irreversible de las
especies de crecimiento sobre la superficie sélida
El suministro de las especies de crecimiento a la superficie de crecimiento se denomina
“difusion”, que incluye la generacion, difusion y adsorcion de las especies sobre la superficie
de crecimiento, mientras que la incorporacion de especies adsorbidas sobre la superficie en
la estructura s6lida se denota como el “crecimiento” [51].
Por otro lado, las energias de cohesion que se requieren para formar las nanoestructuras
son de menor orden que la energia que mantiene unida a los compuestos idnicos o moléculas,
por ello éstas pueden ser modificadas con la aplicacion de factores externos como

temperatura, alta presion y el tiempo de almacenaje [29].

2.6 Mecanismo de crecimiento de los autoensambles
Diferentes interacciones se han considerado como uno de los mecanismos fundamentales que
conducen a las nanoparticulas individuales al autoensamblaje en diversas nanoestructuras.
Como ya se menciond anteriormente las interacciones entre nanoparticulas constan de la
fuerzas de Van der Waals, fuerza electrostatica, interaccion hidrofobica, entre otras. En
algunos casos, no hay so6lo una interaccidon existente en un proceso de montaje si no que
pueden estar actuando multiples interacciones complejas e interdependientes.

La capa de moléculas (surfactante, ligando o biomolécula), que generalmente estd
cubriendo a las nanoparticulas coloidales, se puede usar para controlar el proceso de agregado
en un solvente. Por lo tanto, las interacciones y moléculas modificadas juegan un papel
importante en las particulas o particula/ambiente. Ademas, el tamafo y la forma de una

nanoparticula individual pueden influir en la estructura y morfologia de los ensamblajes [31].

2.6.1 Fuerzas de Van der Waals
La fuerza de Van der Waals, como fuerza motriz fundamental, es ampliamente utilizada para
guiar los procesos de autoensamblaje. Estas son las fuerzas residuales de atraccion o

repulsion, que se originan de las fluctuaciones electromagnéticas debidas a movimientos
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incesantes de cargas positivas y negativas dentro de todo tipo de atomos y moléculas.
Tipicamente, la fuerza de Van der Waals incluye tres tipos diferentes: fuerza de Keesom,
fuerza de Debye y fuerza de dispersion de London, que aparecen respectivamente entre
dipolos permanentes, entre un dipolo permanente y un dipolo inducido correspondiente, entre

dipolos inducidos instantdneamente.

2.6.2 Fuerza electroestatica
La fuerza electrostatica también juega un papel importante en los procesos de
autoensamblaje. Las nanoparticulas generalmente se modifican con moléculas de
protonaciéon o desprotonacion que absorben los iones cargados en las superficies, lo que
puede conducir a la agregacion de nanoparticulas por interaccion electrostatica. En la
solucion acuosa, la interaccion electrostatica depende en gran medida de factores como el
valor de pH, la fuerza i6nica o tipo de los electrolitos. Las repulsiones electrostaticas
comunmente protegen las nanoparticulas coloidales contra la agregacion o coagulacion entre
nanoparticulas cargadas, lo que mejora estabilidad coloidal. Por el contrario, la atraccion
electrostatica ocurre entre nanoparticulas con carga opuesta puede ser Util para controlar la
concentracion de las nanoparticulas en el autoensamblaje de nanoestructuras. El atractivo
electrostatico es uno de las herramientas mas utilizadas en los autoensamblajes basados en

soluciones.

2.6.3 Otras fuerzas
Para mantener la estabilidad de los coloides o el autoensamblaje inducido de nanoparticulas,
existen diferentes tipos de interacciones moleculares entre nanoparticulas o campo magnético
fisico, como el enlace de hidrégeno, interacciones hidrofobicas, enlace covalente, fuerzas de

agotamiento, interacciones dipolo-dipolo e interacciones magnéticas [31].

2.6.4 Maduracion de Ostwald

El conocimiento sobre la maduracion de Ostwald no es un proceso nuevo, su importancia
en la sintesis y formacion de objetos en nanoescala aumenta todo el tiempo. Recientemente,
el envejecimiento y maduracion de diversas sales de plata coloidal en presencia de

estabilizadores se utilizan en el examen de la maduracion de Ostwald en detalle [52]. Bajo

28



las condiciones apropiadas, los nanocoloides pueden sintetizarse para tener distribuciones de
tamafio de particulas esféricas bien controladas y exhibir caracteristicas tnicas. En afios mas
recientes ha habido una gran cantidad de interés en las versiones no esféricas de estos
sistemas coloidales. Las morfologias anisotropicas son interesantes no solo en términos de
comprender el desarrollo de sus formas sino también porque ofrecen una variedad de nuevas
oportunidades para explotar a los nanocoloides en la tecnologia. Para ser comercialmente
practicos, estos nanocoloides deben ser estables con el tiempo. Las particulas coloidales se
vuelven cada vez mas inestables con la disminucion del tamafio de particulas debido al
aumento relativo en el area superficial de mayor energia. Entonces por definicion se puede
decir que la maduraciéon de Ostwald es un envejecimiento que consiste en la transferencia del
soluto desde particulas pequenas a las grandes, a través de la solucion.

La ecuacion de Gibbs-Thomson (Ec. 1) expresa esta inestabilidad de fase en términos de

la concentracion de solubilidad, C(r), de una particula con radio r:

2YVm

C(r) =C°exp ) Ec. 1

Donde C es la solubilidad de un 4&tomo tomado de una superficie plana infinita, Vm es el
volumen molar de la particula, y es la energia superficial, R es la constante de los gases, y T
es la temperatura. La inestabilidad depende de este tamatfio, lo cual, conduce a la maduraciéon
de Ostwald, que es la transferencia de atomos a lo largo del tiempo de particulas mas
pequefias y menos estables a particulas mas grandes. Lo que se ha hecho evidente en los
ultimos anos es que esta influencia de tamafio en la inestabilidad de la energia libre se vuelve
aun mas aguda cuando las particulas de metal se reducen por debajo de un tamafio critico
[53, 54]. Este fendmeno es importante mencionarlo, ya que es uno de los posibles

mecanismos que siguen las nanoflores y las dendritas en su autoensamblaje.

2.7 Propiedades de nanoestructuras metalicas
Propiedades insdlitas de la fisica, quimica y biologia pueden surgir en los materiales que
tienen una estructura nanométrica. Estas propiedades presentan una respuesta y
comportamiento distinto a los materiales a granel [55]. El grado de anisotropia de este tipo

de nanoestructuras es claro en los vértices, lo que favorece la resonancia de plasmones
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superficiales localizados (LSPR) y genera alta mejora del campo electromagnético. En
plasmonica, las nanoestructuras metélicas pueden servir como antenas para dirigir la luz
hacia ubicaciones con precision nanométrica. LSPR ocurre a través de una fuerte interaccion

entre la luz incidente y los electrones libres en las nanoestructuras [56].

2.7.1Propiedades oOpticas
Michael Faraday fue el primero en describir las nanoparticulas metalicas, ya que en 1847
descubrio que las propiedades Opticas de los diminutos cristales de oro dispersados en agua
diferian de las del metal a granel, las cuales presentaban una fuerte tonalidad de rojo rubi.
Esta fue probablemente la primera observacién de los efectos de confinamiento cuantico,
producido cuando los electrones son confinados en una particula menor del espacio que
tienden a recorrer espontaneamente en un determinado metal a una determinada temperatura
[57].

Las nanoparticulas pueden presentarse como un fino polvo, depositadas sobre una
superficie, formando patrones ordenados o desordenados, embebidas en el interior de otro
material sélido o dispersas en un liquido formando lo que se llama una suspension coloidal.
A principios del siglo XX, Gustav Mie propuso una explicacion basada en la interaccion de
la luz con los electrones de las particulas. Para ciertos valores del tamafio de la particula y de
la frecuencia de la luz incidente sobre la misma, se puede lograr que los electrones se muevan
oscilando de forma colectiva, dando lugar a lo que se denomina plasmén. La energia
absorbida en una cierta frecuencia cambia el espectro de la luz reemitida. De esta manera, si
se controla el tamafio y la forma de la nanoparticula, se pueden obtener disoluciones
coloidales rojas, anaranjadas, verdosas, azules, etc. [58].

Una de las muestras més interesantes de las propiedades Opticas de las nanoestructuras es
la copa de Licurgo. La caracteristica mas notable de esta copa es que en condiciones normales
de iluminacion externa el vidrio asume un color verde, pero cuando se ilumina desde adentro,
se observa un rojo fuerte (figura 2.2). Los analisis han demostrado que el vidrio de la copa
de Licurgo, contiene pequefias cantidades de polvo de oro incrustadas dentro de €I, estas
pequeias particulas metalicas en suspension dentro de la matriz de vidrio, tienen didmetros
comparables a las longitudes de onda de la luz visible. Como consecuencia, se puede producir

una forma de excitacion plasmoénica (una oscilacion de los electrones libres en la superficie
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de una particula de metal, a una cierta frecuencia). En la copa, las propiedades de color
dependen principalmente de la reflexion cuando la luz estd externa a la taza y la absorciéon y

transmision, cuando la fuente de luz es interna [28].

Figura 2.2 La copa de Licurgo se ve verde cuando la luz incide sobre €l (a), pero de color rojo

cuando la luz brilla dentro (b). La copa contiene nanoparticulas de oro [28].

Los causantes de las propiedades Opticas en los nanomateriales, en pocas palabras, son los
plasmones de superficie localizados, los cuales, son las oscilaciones colectivas de electrones
restringidos en pequefios volimenes metalicos. Para que este fenomeno ocurra, la particula
tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente [59]. En la figura 2.3
se muestran una serie tipica de disoluciones coloreadas que contienen nanoparticulas de plata
y su espectro de UV-Vis para algunos de los tubos, mostrando su banda de plasmon. Se
observa que a medida que el tamaio de la particula va creciendo, la soluciéon muestra un color
mas intenso, siendo las soluciones claras (amarillas) las particulas mas pequenas y los mas

oscuros (azul-negro) las particulas mas grandes.

2.7.1Propiedades cataliticas
La importancia de las nanoestructuras en cualquier campo se atribuye a la alta area de
superficie disponible para la reactividad quimica, que esta ausente en los materiales a granel
[60]. El campo donde mas se ha aprovechado estd propiedad es para la degradacion de
colorantes. En términos de metodologias de eliminacién de colorantes, se suele preferir el

proceso de absorcion debido a su costo econdmico y facilidad de operacién Sin embargo,
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desventajas tales como la remocidn incompleta de contaminantes, baja eficacia de absorcion
y pobre estabilidad mecénica de los adsorbentes crean problemas para la eliminacion efectiva
de contaminantes. La fotodegradacion de contaminantes es otra técnica que ha ganado
enorme popularidad en los ultimos afios. Sin embargo, el generacion de radicales libres
dafiinos, costos elevados y bajas tasas de degradacion, son algunas de las principales
preocupaciones que limitan la eficiencia de eliminacion de este método. El advenimiento de
los nanomateriales en general aborda estas limitaciones. En este enfoque, la funcionalizacion
mejorada de la superficie del material en el rango nanométrico se explota su actividad

catalitica para llevar a cabo la degradacion facil y eficaz de los contaminantes nocivos [61].
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Figura 2.3 Fotografia de una serie completa (izquierda) tras la sintesis de nanoparticulas de plata y
espectro visible (derecha) mostrando algunas bandas de plasmon experimentales representativas. La
foto insertada en el espectro muestra un “nanoprisma” de caras triangulares 111 (bolas blancas) con

caras laterales 100 (bolas rojas) [59].

2.7.2 Propiedades antibacterianas
La actividad antibacteriana es presentado por compuestos que matan las bacterias a nivel
local o ralentizan su crecimiento, los cuales se pueden clasificar como bactericida y
bacteriostatico, los agentes antibacterianos son de suma importancia para luchar contra
enfermedades infecciosas, pero, debido al hecho de que las bacterias desarrollan resistencia
contra muchos agentes antibacterianos comunes, las enfermedades infecciosas siguen siendo

uno de los mayores problemas de salud en todo el mundo. Esto ha impulsado el desarrollo
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de estrategias alternativas para el tratamiento de enfermedades bacterianas, entre ellos, los
materiales a nanoescala han surgido como nuevos agentes antimicrobianos [62].

La Ag metalica, el cual, es uno de los elementos béasicos que componen nuestro planeta,
la plata pura tiene la mas alta conductividad eléctrica y térmica [63], ademas, muestra
sorprendentes propiedades antibacterianas. Desde tiempos remotos, los griegos y chinos
utilizaban Ag para cocinar y comer porque se creia que esta practica era mas higiénica [27].
El mecanismo del efecto bactericida de la plata y las nanoestructuras atn no se ha entendido
del todo. Varios estudios proponen que las nanoestructuras de Ag se pueden adjuntar a la
superficie de la membrana celular perturbando la permeabilidad y funciones de respiracion
de la célula. Las nanoestructuras mas pequefias tienen una gran area de superficie disponible
para la interaccion con las bacterias, lo que daria un efecto bactericida mayor que el de las
particulas mas grandes. También es posible que las nanoestructuras, no solo interactiien con
la superficie de la membrana, si no también, puede penetrar dentro de la bacteria [64]. El
mecanismo de accion de la Ag esta relacionada con su interaccion con compuestos del grupo
tiol que se encuentran en las enzimas respiratorias de las células bacterianas [65].

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

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

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

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

d) Ocasionan dafios mecanicos a la membrana celular.

Sin embargo, el aporte de individual de cada uno de los mecanismos de accion varia segun
las propiedades de las particulas sintetizadas (tamafio, morfologia, recubrimientos),

condiciones experimentales (luminosidad, temperatura, pH, concentracién de oxigeno) y
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tipos de microorganismos empleados. Por ejemplo, algunos autores sefialan que la liberacion
de ROS es el mecanismo principal, en otro estudio se observé que la liberacion de Ag”
resultaba determinante, mientras que en algunos casos el dafo a la membrana se determind
como la causa principal [66].

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

morfoldgicas de la pared celular bacteriana [67].

2.8 Aplicaciones de las nanoestructuras
Explorar los cambios que se producen en la materia a escala cuantica es la clave de las
enormes posibilidades de innovacion, del poder y del potencial de la nanotecnologia.
Manipulando los materiales a escala nanométrica, los cientificos estan transformando
drésticamente y disefiando nuevos materiales [68].

Las nanoflores se componen de varias capas de pétalos para abarcar un area de superficie
mas grande en una estructura mas pequeia, lo que se aprovecha en multiples aplicaciones
como en catalisis, biosensores para la deteccion rapida y precisa de afecciones como diabetes,
parkinsonismo, Alzheimer, infeccion alimentaria, etc. También se ha descubierto que las
nanoflores tienen una accion especifica en un sitio y una administracion controlada de
farmacos. Las aplicaciones extendidas de las nanoflores cubren la purificacion de enzimas,
eliminacion de colorantes y metales pesados del agua, deteccion de gas con 6xido de niquel.
Una investigacion reciente muestra que la estructura 3D de las nanoflores mejoran la
sensibilidad de la superficie mediante espectroscopia Raman. Este sistema de nanoflores
actuara como un material inteligente en un futuro cercano debido a la alta relacion superficie-
volumen y mejorara la eficiencia de adsorcion en sus pétalos [34].

Por otro lado, las dendritas son aplicadas para dispositivos SERS (por sus siglas en inglés
Surface-Enhanced Raman Scattering) ya que es bien sabido que las senales SERS mas
intensas se obtienen a partir de moléculas adsorbidas en nanoestructuras de Ag. Debido a que

la mejora de SERS es causada principalmente por el efecto electromagnético, los “puntos
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calientes” ubicados en uniones o intersticios a nanoescala por agregacion de nanoestructuras
proporcionan un gran campo electromagnético. Las dendritas de Ag tienen un area superficial
considerable y bloques de construccion de tamafio nanométrico con caras cristalograficas
seleccionadas, por lo que se usan por su buena actividad -catalitica. Superficies

superhidrofobicas son fabricadas para diferentes sustratos que contienen dendrita de Ag [69].

2.9 Discusion del estado del arte
Varios aspectos se han estudiado en la sintesis de nanoflores y dendritas de Ag, como lo es
el mecanismo de formacidn de estas estructuras y sus aplicaciones como sustratos para SERS

y en catalisis.

2.9.1 Nanoflores de Ag
Qingquan y col. [70] sintetizaron nanoflores de Ag utilizando moléculas de L-cisteina (I-cys)
como agentes reductores y estabilizadores. Investigaron a fondo el mecanismo de
crecimiento de las nanoflores de Ag mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y
espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis), lo que demostré que hubo tres etapas clave en
el crecimiento de las nanoflores de Ag:

1) Aparicion de nanocristales primarios aglomerados para formar nanoparticulas similares
a multipods.

2) Habia nanoparticulas similares a multipods agregadas en nanoparticulas parecidas a
flores sueltas.

3) Las nanoparticulas finalmente se convirtieron en nanoflores de Ag compactas a través
de la maduracion de Ostwald. El crecimiento de las nanoflores de Ag es muy sensible tanto
a la concentracion de estabilizador como de precursor.

Principalmente observaron un cambio de coloracion de amarillo a blanco cremoso y luego
amarillo brillante que lo atribuyeron a la reduccion de los iones de Ag. Las nanoflores que

obtuvieron dan mas la semejanza a dendritas que en si a nanoflores (figura 2.4).
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Figura 2.4 Imagenes de MEB de nanoflores de Ag que dependen del tiempo de crecimiento durante

los procesos de crecimiento de la semilla.

Otras estructuras mas similares a las que se han definido como nanoflores fueron sintetizadas
por Bi [12] mediante un enfoque electroquimico, define que sus nanoflores estan compuestas
por cientos de nanohojas entrelazadas (figura 2.5), la cuales contienen numerosos “puntos
calientes” lo que les da una alta sensibilidad SERS a los sustratos realizados por estas
estructuras. El tiempo de depositacion de la plata fue determinante para la obtencion de las
nanoflores, donde se puede observar que el tiempo idea fue a los 90 min (figura 2.5 ¢).

Otro método utilizado por Xu y col. [71] fue un enfoque mediado por semillas, ellos
obtuvieron ensambles de nanoldminas de Ag primarias que exhiben una arquitectura similar
a una flor, presumen que sus nanoestructuras estdn quimicamente limpias ya que no hubo
surfactantes involucrados en el proceso. Controlaron el tamafio y la morfologia de la

nanoflores mediante el control de cantidad de semillas utilizadas (figura 2.6).
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Figura 2.5 Imagen de MEB de estructuras de plata electrodepositada para diferentes tiempos. (a) 1

hora, (b) 70 minutos, (c¢) 90 minutos y (d) 100 minutos.

Figura 2.6 Imagenes de MEB de mesoestructuras de Ag similares a flores con la ayuda de (a-b) 0.5

ml, (c-d) 0.2 ml y (e-f) 0.05 ml de semillas de Ag.
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Un trabajo que e importante mencionar es el de Molina y col. [72], ya que utilizaron un
método completamente verde con el uso del extracto de Kalanchoe Daigremontiana.
Aplicaron estas estructuras para la degradacion de azul de metileno (figura 2.7) en distintos
medios acuosos que fueron agua, tolueno y dimetilsulfoxido (DMSO). Ellos presumen la alta
eficiencia de las nanoflores de Ag como agentes degradantes, obteniendo un tiempo de 1 min
en tolueno, cabe resaltar que utilizaron como catalizador el borohidruro de sodio. Por otro
lado también realizaron prueba antibacteriales frente a E. Coli y S. Aureus obteniendo una

buena actividad antibacterial.
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Figura 2.7 Espectros de UV-vis para la degradacion fotocatalitica de azul de metileno en presencia

de nanoflores de Ag con diferentes disolventes: agua, DMSO y tolueno.
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2.9.2 Dendrita de Ag
Dentro del estado del arte de la sintesis de estructuras fractales o dendritas de Ag hay una
amplia variedad de trabajos publicados, por mencionar algunos esta el caso de Dhanush y
col. [73] que las sintetizaron mediante reaccion de sustitucion galvanica, obteniendo una
longitud del tronco principal de 1 a 10 micras, ademd de que estas dendritas estaban
interconectadas entre si (figura 2.8). Estas estructuras las aplicaron para la deteccion de

paracetamol.

Figura 2.8 Imagen de MEB de dendrita de Ag.

Cheng y col. [74] obtuvieron dendrita de Ag mediante un método de deposicion
electroquimica, donde mediante la concentracion de AgNOs controlaron la forma de la
dendrita (figura 2.9)

A modo de que tanto para nanoflores como dendritas no hay métodos verdes utilizando
extractos de Ag se busco literatura sobre nanoparticulas de Ag para la determinacion de los
posibles compuestos orgéanicos que hacen la reduccion de los iones de Ag. Ibrahim [75],
estudié mas a fondo las sustancias orgdnicas contenidas en el extracto de cascara de platano
(Musa sapientum), responsables de la reduccion de nanoparticulas de Ag. Se realizd por
medio de FT-IR, haciendo dos mediciones, una antes y otra después de la reaccion. En la

figura 2.10 se muestra el espectro (extracto sin AgNO3) donde muestra varios picos que
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indican la compleja naturaleza del material bioldgico, las bandas aparecieron a 3411.5,
2932.6, 1749, 1637.6, 1386.5, 1146.5, 1077, 829.5 y 642.4 cm™! que fueron asignados
respectivamente a la vibracion de estiramiento del O-H de alcohol o N-H de aminas, C-H de
alcanos, C=0 de acido carboxilico o éster, N-C=0 amida 1, CH; de alcanos, C-O de acido
carboxilico, éster o éter, C-N de aminas alifaticas o alcohol / fenol y N-H de la deformacion
de aminas. Después de la reaccion con AgNO3 hubo un cambio en los siguientes picos:
3411.5-3420.8, 2932.6-2927.7, 1749-1742.9, 1637.6-1626, 1386.5-1383.3, 1146.5-1141.1,
1077-1076.3, 829.5-824.5 y 642.4-651.3 cm’!, indicando que los grupos carboxilo, hidroxilo
y amida en la superficie del extracto de la cascara de platano pueden estar participando en el
proceso de sintesis de nanoparticulas. El tamafno medio de particula obtenido fue de 23.7 nm,
ademas mostraron buena actividad antimicrobiana contra los microorganismos patégenos

seleccionados.

Figura 2.9 Imagenes de MEB de dendritas de Ag obtenida mediante depositacion electroquimica.
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Figura 2.10 Espectro de FT-IR del extracto de cascara de platano (BPE) y las nanoparticulas de
plata.

2.10 Pinguica (Arctostaphylos pungens kunth)
El fruto de pingiiica fue seleccionado para el estudio del presente trabajo, el cual, proviene
de un arbusto de hojas oblongas, las flores terminan en racimos, sus pétalos son de color
rosado y el fruto es drupaceo, con pulpa granulosa y el aspecto de una manzanita. Por el alto
contenido de taninos en toda la planta ésta se emplea como diurético, astringente y
antinefritico. Los indigenas prehispanicos de México comieron mucho esas frutillas de la
planta pingiiica, tanto por ser muy alimenticias como porque el sacaruro que contienen
aumentan la orina y disminuye la albumina [76]. En el fruto se han detectado pirocatequina,
una resina y taninos [77].

Lo anteriormente descrito, en cuanto a los métodos utilizados para la sintesis de nanoflores
y dendritas de Ag y toda la informacion recaudada, se apoyd para la realizacion de la
metodologia que se menciona a continuacién en el capitulo 3 y para explicar el posible

comportamiento en cuanto a los resultados obtenidos que se estudiaron en este proyecto.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El diagrama de flujo de la figura 3.1 se describe de manera resumida, las etapas principales
de la experimentacion, constando de 7 etapas importantes que se explicardn mas

detalladamente a continuacion.

Seleccion y adquisicién de la planta

Preparacion del extracto

Preparacion de sales precursoras

Sintesis de nanoestructuras de plata tipo flor y dendritas

Caracterizacion por UV-Vis, MEB, MET, IRy DRX

Degradacion de colorantes y pruebas antibacteriales

Decoracién de nanoflores y dendritas con Pd

Figura 3.1 Diagrama de flujo de las actividades experimentales llevadas a cabo.
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Se variaron distintos parametros para estudiar la influencia de ellos en la reaccidon para la

obtencion de las nanoestructuras de Ag, en la tabla 3.1 se resumen estos parametros.

Tabla 3.1 Parametros de reaccién utilizados en la experimentacion.

Tiempo de Estado de Decoracion con

Nanoestructura AgNO; (mM) | Conluz
reaccion (dias) maduracion Pd

Verde

Intermedio
Si 5
Nanoflores 6 Maduro
Seco No
No 1,3,5,8, 10y 15
Verde
Si 5 Intermedio
. 10
Dendritas Maduro
Si 8
Seco Si
No 8

3.1 Seleccidn y adquisicion de la planta
Las planta seleccionada para el estudio de la sintesis de nanoestructuras de plata es el fruto
de pingiiica (Arctostaphylos pungens kunth), elegida principalmente porque es utilizada en
la medicina tradicional mexicana, es originaria de México y no ha sido reportada en la
literatura, ademas se tiene la certeza de que no es toxica por estudios previos [78]. Para el
estudio de la influencia del proceso de maduracion del fruto, se tomaron 4 estados que fueron:
inmaduro, intermedio, maduro y seco, los 3 primeros se obtuvieron de manera directa de un
arbusto ubicado dentro de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (Figura
3.2), mientras que el fruto seco se adquirié en el mercado independencia ubicado en Morelia,

Michoacan. En la figura 3.3 se muestran las caracteristicas del fruto bajo estudio.
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Figura 3.3 Fruto de pingiiica: (a) inmaduro, (b) intermedio, (¢) maduro y (d) seco.

3.2 Preparacion de extracto
Los extractos se realizaron agregando 2 g del fruto de pingiiica en 50 ml de agua destilada,
se calentd el agua hasta su punto de ebullicion, posteriormente se agreg6 el fruto (sin aplicar
mas calor) y se tapo el vaso de precipitados en el que se encontraba el agua dejando la mezcla
en agitacion continua por 30 minutos; después se filtrd el extracto para retirar los residuos

del fruto y se dejo enfriar hasta la temperatura ambiente.

3.3 Preparacion de las sales precursoras
Para la preparacion de la sal precursora, se utilizo la sal de nitrato de plata (AgNO3) la cual

se disolvid en agua destilada, se prepar6 una molaridad de 6 y 10 milimolar (mM). De manera
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adicional se prepararon soluciones de K,PdCls a una concentracion de 0.25, 0.5, 0.75 y 1
mM para observar el efecto de esta sal sobre las nanoestructuras ya obtenidas. Estas

soluciones se almacenaron en frascos ambar para evitar la descomposicion con la luz.

3.4 Sintesis de nanoestructuras de Ag
De manera general, se agrego el AgNOs (6 y 10 mM) en los distintos extractos (diferentes
tiempos de maduracidon) que se realizaron anteriormente con una relacion 1:1 extracto-sal
precursora. Para las muestras que se estudiaron en oscuridad, se taparon los frascos con papel
aluminio evitando en todo momento el contacto con la luz, mientras que para las muestras
que fueron estudiadas bajo la influencia de la luz se dejaron destapadas, cabe recalcar que no
estuvieron bajo el sol directamente si no que estuvieron expuestas indirectamente. Por otro

lado los tiempos de reaccion que se manejaron fueron de 1, 3, 5, 8, 10 y 15 dias.

3.5 Sintesis de nanoestructuras de Ag decoradas con Pd
Se lavaron las muestras obtenidas a los 8 dias de reaccion (dendritas) mediante una centrifuga
a 5,000 rpm durante 20 minutos, tratando de quitar iones de Ag que hayan quedado sin
reaccionar y evitar la formacion de cloruro de plata ya que la sal de Pd (K2PdCls) utilizada
para este estudio contiene iones de cloro, una vez que se lavaron las soluciones se agregd
inmediatamente el K,PdCls a las concentraciones anteriormente mencionadas y se dejaron

reaccionando por 1 dia.

3.6 Caracterizacion estructural de nanoestructuras de Ag
La caracterizacion estructural es de los aspectos fundamentales de la parte experimental, ya
que gracias a esta se obtuvo diversa informacion y se comprobd la presencia de las

nanoestructuras de Ag.

3.6.1 Espectroscopia de ultra violeta visible (Uv-vis)
Esta técnica es de gran relevancia en el estudio de las nanoestructuras suspendidas en
solucion (coloides), debido a que se puede realizar el andlisis en liquido y las corridas son
relativamente rapidas [79]. Las nanoestructuras de Ag, tienen la caracteristica de que

interactian de manera muy importante con ciertas longitudes de onda de la luz, exhibiendo
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una banda de absorcion caracteristica en el UV- vis, la cual no esta presente en el espectro
del metal a granel. Esta banda de absorcion se encuentra en un rango de 400 y 470 nm [80]
para las nanoparticulas de plata, en el caso de las nanoestructuras esta banda es mas amplia.

Esta técnica es de gran importancia para determinar la formacion de nanoparticulas y se
realizo por medio de un espectrofotdmetro miniatura de la marca Ocean Optics, modelo USB

400.

3.6.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)
Por esta técnica de caracterizacion fueron analizadas las nanoestructuras de Ag para
corroborar los resultados obtenidos por UV-vis en lo referente al tamafio, forma aproximada
y composicion quimica, ademas, se realizd un analisis y mapeo quimico para constatar la
presencia de Ag. El microscopio electronico de barrido utilizado es de la marca JEOL JSM-
7600F. Este microscopio cuenta con un detector de EDS para efectuar un analisis quimico

puntual. MEB y UV-vis fueron primordiales para este trabajo.

3.6.3 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)
Se utiliz6 la técnica de espectroscopia de infrarrojo por medio de un espectrometro Bruker
Tensor 27 que trabaja con un rango de operacion 4000-400 cm™, se sometieron bajo estudio
el extracto, nanoflores y dendritas, con el cual se definieron los grupos funcionales presentes
en el extracto, y se obtuvo una aproximacion de las posibles sustancias que actian como

reductores y estabilizantes en la sintesis.

3.6.4 Difraccion de rayos X (DRX)
Una vez obtenidas las nanoflores y dendritas se estudiaron por difraccion de rayos X en un
difractometro Bruker modelo D8 que trabaja a 40 kV para confirmar que se trata

efectivamente de cristales de plata.

3.7 Actividad catalitica de nanoflores de Ag
La actividad catalitica de las nanoflores de Ag se evalu6 mediante la técnica UV-Vis
reduciendo azul de metileno, la rodamina B y naranja de metilo a concentraciones de 0.3

mM, 0.1 mM y 0.25 mM, respectivamente. Durante las mediciones de degradacion, las
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muestras se expusieron a la luz solar dispersa en el laboratorio. Se utilizaron nanoflores de
Ag en polvo, eliminando la humedad de las muestras. Se afiadieron 1,5 mg/ml de nanoflores
a las soluciones acuosas que contenian cada tinte. Se realizaron experimentos de degradacion
del azul de metileno para conocer la concentracion minima de degradacion variando la
concentracion de nanoflores de Ag (0,5, 0,75, 1,0, 1,25 y 1,5 mg/ml) en base a trabajos
anteriores [81, 82]. La concentracion de colorante restante a las 24 h se determind mediante
la absorbancia utilizando la ley de Beer-Lambert [83].

Las curvas de calibracion de los colorantes se realizaron en los rangos 0.006-0.3 mM para
azul de metileno y 0.0056-0.1 mM para rodamina B con buenos coeficientes de correlacion
(R =0.9813 azul de metileno y R = 0.9964 rodamina B). La ecuacién 1 determina el % de

degradacion.

Co—
Co

€ %100 Ec. 1

% Degradaciéon =

Donde Cy es la concentracion inicial de la solucion y C es la concentracion final de la solucion
a 24 h. La constante de velocidad de reaccion k también se calculd usando la ecuacién 2,

donde At es la absorbancia, Ao es la absorbancia inicial y t es el tiempo.

In (—) = —kt Ec. 2

3.8 Pruebas antibacteriales
La introduccién de elevadas cantidades de antibioticos en el mercado mundial y el abuso
irracional de los mismos ha provocado una alteracion ecologica de los gérmenes,
produciendo que estos agentes desarrollen la capacidad de inactivarlos [84]. Para que los
estudios de sensibilidad de los microorganismos a antibidticos tengan aplicacion y validez
clinica, es necesario que los procedimientos de laboratorio que la investigan sean confiables,
por lo que es necesario una normalizacion en la metodologia [85].

Las bacterias seleccionadas para el estudio fueron las cepas Gram positivo Staphylococcus

aureus (ATTC25923) y la Gram negativo Escherichia Coli (ATTC25922). El método
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seleccionado para el estudio fue el método de Kirby-Bauer y la determinacion de la

concentracion minima de inhibicion para cada una de estas cepas.

3.8.1 Prueba de disco o de Kirby-Bauer
La difusiéon de disco o la prueba de Kirby-Bauer es una de las técnicas clésicas de
microbiologia, y todavia se usa con mucha frecuencia. Debido a su conveniencia, eficiencia
y bajo costo, el método de difusion de disco es probablemente el método més utilizado para
determinar la resistencia a los antimicrobianos en todo el mundo [86]. A continuacion se

explican los pasos que se llevaron a cabo para la prueba mencionada.

3.8.2 Medio de cultivo

1.- Se prepar6 el medio de cultivo con agar de Miieller-Hinton (figura 3.4 a-b) el cual se
prepard de acuerdo a las instrucciones de la casa manufacturera, una vez que se pesaron y se
agreg6 el polvo de Miieller-Hinton en matraces Erlenmeyer con agua destilada, se calent6 la
solucion hasta el punto de ebullicion la cual se mantuvo hasta que la apariencia turbia (figura
3.5 a) que tenia la solucidén cambio a cristalina (figura 3.5 b). Se monitored el caldo con tiras
indicadoras de pH para verificar que este se encontrara a un pH de 7.

2.- Se esterilizo el agar en los mismos matraces en una autoclave durante 15 min.

3.- Una vez esterilizado el agar, se cre6 una zona estéril mediante dos mecheros de bunsen,
lo cuales aportan un perimetro de 10 cm alrededor de la mecha de cada uno, para agregar el

agar en cajas de Petri que ya estaban esterilizadas (figura 3.6).

Figura 3.4 (a) Agar Miieller-Hinton para uso “In Vitro” y (b) sus correspondientes instrucciones de

preparacion.
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Figura 3.6 Zona estéril creada con mecheros de Bunsen.

4.- Una vez que ya estaban listas las cajas de Petri con el agar, se dejaron incubando en un
horno que se encontraba a una de temperatura de 37° C en un tiempo de 18-24 h, para
comprobar que no se contaminaron, ya que si hubo una contaminacion, en el agar se iban a
encontrar bacterias.

5.- Ya que se revisaron las placas de agar, las que no estaban contaminadas se guardaron bajo

refrigeracion.
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3.8.3 Preparacion de indculo
En el siguiente esquema (figura 3.7) se muestra de manera concisa como se prepard el
indculo. Se puede observar en el esquema que se tomaron bacterias que ya estaban
determinadas y caracterizadas con un asa de siembra, se colocaron los indculos que se
tomaron con el asa en un tubo de ensayo que contenia solucion salina estéril hasta que se
llegd a una turbidez de Mc Farland de 0.5, el cual corresponde a 10® microorganismos viables
por ml. Después se introdujo un hisopo en el indculo para extenderlo en una placa de agar
teniendo cuidado de que quedara toda cubierta la superficie. Por ltimo se colocaron
pequeiios discos de papel filtro esterilizado e impregnado con las nanoestructuras de plata
sobre las placas de agar y se dejoé incubando 24 h para posteriormente observar si hubo halos

de inhibicioén o no.

3.8.4 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibidora
La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evaltia habitualmente
mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. La Concentracion Minima
Inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés minimum inhibitory concentration) se define como
la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/ml) que inhibe el crecimiento visible de
un microorganismo después de 24 horas de incubacion a 37°C. La MIC se ha establecido
como "gold Standard" frente a otros métodos que evaluan susceptibilidad antimicrobiana;
ademds de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado

obtenido por otros métodos es indeterminado [87].

3.8.5 Medio de cultivo
Para el caldo se repiti6 el mismo procedimiento que se utilizé para el medio de cultivo del
método de Kirby-Bauer, solo que se utilizo Caldo de Miieller-Hinton (figura 3.8). Una vez
preparado el caldo se agregaron 3 ml en cada uno de los tubos de ensayo que se esterilizaron

para la prueba en una autoclave por 15 min.
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3.8.6 Preparacion de indculo

1.- Al caldo que se prepar6 anteriormente se le colocaron las cepas con un asa para siembra
en uno de los tubos de ensayo, hasta llegar a la turbidez de Mc Farland 0.5, se dej6 incubando
por 24 h.

2.- Una vez que se incubo el indculo se agregaron 100 ml a los otros tubos de ensayo que
contenia el caldo sin bacterias junto con el material bajo estudio, cabe mencionar que se
extrajo caldo estéril ajustando un volumen final de 3 ml, esto se incubd de nuevo por 24 h.
3.- Ya que se observo la turbidez en los tubos, se colocd una gota de 10 ul sobre placas de

agar de cada una de los tubos y se dejo incubando de nuevo.

3.8.7 Pruebas con nanoflores y dendritas
Para la prueba de Kirby-Bauer se utilizaron 1, 20, 50, 100, 120 y 150 ppm de las
nanoestructuras de tipo flor y arbol, mientras que para los MIC's se utilizaron 1, 5, 15 y 20
ppm. Cada una de las pruebas se repitieron tres veces para comprobar que tuviera
reproducibilidad y tuvieran una mayor validez los resultados.

Las pruebas se realizaron en la Universidad de la Ciénega de Estado de Michoacéan de
Ocampo en el municipio de Sahuayo, Michoacan. Esto se realizd bajo la asesoria y

supervision de la Doctora Yvain de los Angeles Salinas Delgado.
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Figura 3.7 Esquema de la preparacion del inoculo.
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Figura 3.8 Medio de cultivo Miieller-Hinton para MIC.
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CAPITULO 4. ANALISIS DE RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos, los cuales, se centran principalmente
en el tamafio y la morfologia obtenida de acuerdo a los distintos parametros que se emplearon
durante el proceso de biosintesis, con el fin de optimizar la obtencion de nanoflores y

dendritas de Ag mediante el uso del extracto del fruto de pingiiica.

4.1 Sintesis de nanoflores de Ag funcién de tiempo
Después de que se realizd la sintesis con 6 mM de AgNOs en el extracto de pingliica, en
primera instancia se not6 un cambio de color caracteristico en las muestras que indican que
hay presencia de nanoestructuras de plata [88], en las primeras etapas de reaccion que fue
visualmente observado en la solucioén de reaccion entre el AgNO; y el extracto acuoso del
fruto de pingiiica (figura 4.1). En la solucidn inicial se observa que es de color transparente,
después de 40 minutos de reaccion hay un ligero cambio de color, sin embargo, es hasta los
180 minutos que se nota una alteracion mas intensa a café claro que va oscureciéndose
conforme pasa el tiempo hasta cambiar a una tonalidad café oscuro apreciado después de 660
minutos, después de tomar este color no hay variacion aparente. Esto lo reportdo Cruz y Col.
[89], quienes sometieron bajo estudio el fendémeno de la banda de plasmon de superficie
caracteristico de las disoluciones acuosas de nanoparticulas metélicas, las sintetizaron
mediante un método bien establecido (reduccion de aniones de plata con borohidruro de
sodio), en el cudl observaron que en el plasmon intervienen diversos factores. Estos son: la
naturaleza del metal, forma, tamafios y grado de dispersion [90], método de sintesis, del

medio en su entorno inmediato, composicion del medio [91], entre otros.

— =
= o

| exwacto || 1min 20min || 30min || 40 min I 60min || 120 min || 150 min | 180 min || 330 min || 480 min || 660 min

Figura 4.1 Cambio de color de las soluciones sintetizadas con extracto de pingiiica en funcion de

tiempo.
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Para constatar la reduccion de los iones de plata por medio del extracto de pingiiica, se
analizaron las soluciones mediante la técnica de Uv-vis. La figura 4.2 muestra los espectros
de UV-Vis de la solucion después de la reaccion para obtener nanoflores de Ag en funcioén
del tiempo, que va desde el primer dia hasta los quince dias de reaccion en completa
oscuridad.

Se observa que desde la primera medicion (un dia de reaccidon) aparece un pico agudo y
ancho que comienza en 400 nm y termina en 570 nm, esto describe la excitacion colectiva de
electrones de conduccion del metal Ag [92], el cudl varia en base al tamafio de las
nanoestructuras, su forma y si estan polidispersas o no, lo que indica que el ensanchamiento
del pico, se atribuye a que existen un amplio rango de tamafios de las nanoestructuras o bien
son polidispersas. A medida que va avanzando el tiempo el pico aumenta su intensidad,
indicando que hay una mayor cantidad de nanoestructuras de plata, del mismo modo, el pico
se ensancha a medida que crece en intensidad y se observa que a los 15 dias de reaccion
alcanza su mayor ensanchamiento estando este entre los 355 y 650 nm, este fenémeno se
debe a que las nanoestructuras que estan presentes son muy polidispersas debido a que las

unidades estructurales que componen el ensamblado son de distintas dimensiones.
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Figura 4.2 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto de

pingiiica con 6 mM de AgNOs en funcion del tiempo.
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Kuppusamy y Col. [93] sintetizaron nanoparticulas de Ag mediante el uso del extracto de
brocoli donde monitorearon la reaccion en funcion del tiempo mediante Uv-vis siendo que
el pico de la plata se manifestd a los 450 nm; al igual que en el presente trabajo, ellos
obtuvieron un comportamiento similar al obtenido con las nanoestructuras de plata, donde el
pico del plasmon se intensifica conforme avanza el tiempo de reaccion, indicativo de que hay
una mayor cantidad de nanoparticulas sintetizadas, en este caso nanoestructuras.

Las figuras 4.3 y 4.4 muestran micrografias MEB de bajo y alto aumento de los productos
reducidos por el extracto acuoso de pingiiica en funcidon del tiempo y a una concentracion de
la sal precursora AgNO3; 6 mM. En general, las imagenes MEB de bajo aumento muestran
una buena dispersion de los productos reducidos (columna de la izquierda). Mientras que en
las micrografias de gran aumento ilustradas en la columna de la derecha, aparecen en detalle
nanoestructuras jerarquicas similares a una flor con multiples nanohojas agregadas [94].

En particular, el tamafio y la morfologia de las nanoestructuras se registraron en funcion
del tiempo de reaccion, como se muestra en la figura 4.3 a-b. Los productos tienen didmetros
de 300 nm después de 1 dia de reaccion. Sin embargo, son mas compactos y aumentan a 400
nm después de 3 dias (figuras 4.3 c-d). Ademas, las nanoflores estdn morfologicamente
definidas y aumentan alrededor de 500 nm después de 5 dias (figuras 4.3 e-f). En este caso,
las unidades 2D orientadas aleatoriamente dentro de la estructura (recuadro) contienen
nanopétalos de entre 20 y 50 nm de espesor medidos directamente en la imagen.

Cuando la reaccion alcanza los 8 dias (figuras. 4.4 a-b), la morfologia de la flor cambia,
donde la particula se parece mas a una bola de hilo compuesta de nanofibras entrelazadas
como bloques de construccion en una estructura jerarquica similar a una flor; ademas, el
producto aparece distribuido uniformemente con tamafios de 540 a 600 nm. Finalmente,
después de 10 y 15 dias de reaccion, los diametros de las estructuras resultantes aumentan a
aproximadamente 1 um (figuras 4.4 c-d y 4.4 e-f).

Después de 15 dias de reaccion, la estructura en forma de flor tiende a desintegrarse,
atribuida a la degradacion o transformacion del extracto acuoso de las biomoléculas. Las
moléculas naturales del extracto cumplen la funcidn de estabilizar y dirigir el crecimiento de
nanoestructuras, como se advierte mediante el uso expreso de tensioactivos [95-99]. En este
caso, es aconsejable afiadir mas extracto acuoso de pingliica para mantener una estructura un

poco mas estable.
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Figura 4.3 Imagenes de MEB de muestras en funcion del tiempo sintetizadas con fruto de pingiiica

y 6 mM de AgNO;3, (a-b) 1 dia de reaccion, (c-d) 3 dias de reaccion y (e-f) 5 dias de reaccion.

Las figuras 4.5 a-b muestra la morfologia de las nanoflores registradas después de ocho dias
de reaccion integradas por la superposicion de nanorodillos en diferentes orientaciones
cristalograficas. Este autoensamblaje, no informado anteriormente, es una de las novedades
de este trabajo. La Figura 4.5 ¢ muestra el analisis quimico de EDS y su correspondiente
mapeo elemental de las flores (figuras 4.5 a y d), indicando unicamente la presencia del
elemento Ag. Ademas, la plata aparece distribuida espacialmente por toda la nanoestructura.

El elemento de cobre proviene del portamuestras empleado.
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Figura 4.4 Tmagenes de MEB de muestras en funcion del tiempo sintetizadas con fruto de pingiiica

y 6 mM de AgNO;3, (a-b) 8 dias de reaccion, (c-d) 10 dias de reaccion y (e-f) 15 dias de reaccion.

Seglin estos resultados, el extracto de la fruta de pingiiica es adecuado para reducir los iones
Ag para formar nanoestructuras similares a flores. Al mismo tiempo, se puede controlar el

tamafio y la morfologia de la flor de Ag dependiendo de los tiempos de reaccion entre 1 dia

y 15 dias.
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Figura 4.5 Micrografias de MEB y composicion quimica de la muestra a los 8 dias de reaccion, (a-

b) micrografias a diferentes aumentos, (c) espectro EDS y (d) mapeo elemental EDS.

4.2 Sintesis de dendritas de Ag en oscuridad y bajo la influencia de la luz
Los resultados obtenidos en este apartado corresponden a las muestras con 10 mM de AgNO3,
en la imagen 4.6 a se ilustra el color generado a un minuto de reaccion, mientras que en la figura
4.6 b se muestra la reaccion después de 24 h bajo la influencia de la luz, en esta muestra el cambio
de coloracion se mostro a los 40 min, cambiando de un color amarillo palido casi transparente a
un marrén que fue tornandose mas oscuro conforme pasaba el tiempo, sin embargo después de
las 24 h ya no se aprecio algin otro cambio de color significativo.

En la ilustracion 4.6 ¢ se aprecia la reaccion después de 24 h sin la influencia de la luz, es
decir, en completa oscuridad, en primera instancia se observa un cambio de color de amarillo
palido a un verde oliva, este cambio de coloracion se presentd hasta las 6 h de reaccion, después
de las 24 h no hay otro cambio aparente de color. Comparativamente en estas muestras, la

solucion que esta bajo la influencia de la luz, reacciona de manera mas rapida que la que estd en
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completa oscuridad. Estos cambio de color indican que hay presencia de nanoestructuras de
Ag [88]. Un trabajo similar se realizé por Tang y Col. [100], donde se estudio6 el factor de la luz
solar sobre la reaccion de sintesis de las nanoparticulas de plata y comparativamente con el
trabajo presentado, se observo un mismo comportamiento, en donde los colores de las soluciones
variaban de amarillo a verde o azul, dependiendo si las muestras estuvieron en oscuridad o bajo

la luz del sol.

A

Figura 4.6 (a) Inicio de reaccion a un tiempo de 1 minuto, (b) reaccion bajo la influencia de la luz y

(c) reaccion sin la influencia de la luz.

La figura 4.7 a-b muestra los espectros de UV-Vis de la solucion después 24 h de reaccion
bajo la influencia de la luz y a oscuras. En ambos casos se puede observar la aparicion del
pico caracteristico de la plata demostrando la formacion de coloides de plata dado que las
nanoestructuras de plata exhiben un pico de absorcion intenso debido al plasmon superficial, que
describe la excitacion colectiva de electrones de conduccion [92, 101]. En el espectro de la
muestra en oscuridad (figura 4.7 a) el pico comienza a 320 nm pero este termina en 560 nm,
mientras que la muestra que fue expuesta a la luz (figura 4.7 b) se observa un pico ancho que
comienza en 320 nm y termina en 650 nm. Comparando estos resultados se puede apreciar
que la muestra que estuvo en la luz, es mas intenso que el que estuvo en completa oscuridad,
indicando que hay una mayor cantidad de nanoestructuras formadas en la muestra con luz en

el tiempo de 24 h.
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Se ha comprobado mediante estudios reportados anteriormente [102, 103], que la luz del sol
en la sintesis verde se utiliza como un agente catalizador para la sintesis de nanoestructuras
de plata. Se puede acertar que la influencia de esta radiacion ayuda a una mejor eficiencia de la
reaccion, lo cual se podria atribuir a que las sustancias organicas de los frutos de pingiiica son
activadas mediante la energia luminosa, reconociendo los mecanismos bioldgicos de su funcion
natural al estar expuestas a la luz solar.

En las micrografias de MEB (figura 4.7 c-d) se puede observar la influencia de la luz en las
morfologias y tamafios obtenidos de las nanoestructuras. En la ilustracion 4.7 ¢, que es la
reaccion a oscuras, se observa una estructura en forma de arbol o mejor conocida en la
literatura como dendrita, la cual logra crecer hasta un tamafio de 5 a 7 micras. Esto determina
que la cantidad de agentes de superficie incluidos en el fruto no son suficientes para frenar la
gran cantidad de iones reducidos a un tamafio controlado y nanométrico, llegando a alcanzar
hasta micras en la estructura formada. Este crecimiento de agregados es atribuida a un
crecimiento anisotropico [104].

Por otro lado en la muestra que estuvo sometida a la luz (figura 4.7 d) hubo un aumento
en la velocidad de reduccion del fruto de pingliica que se manifiesta por el mayor tamafio de
las estructuras observadas, se puede apreciar notoriamente que esta estructura es mas grande
que la anterior, sin embargo, también se puede presenciar una estructura dendritica [105].

En la figura 4.8 a-d, se presentan los andlisis quimicos efectuados a los productos
biosintetizados a oscuridad, en donde se observa, la imagen amplificada en gris mostrando
una de las dendritas de Ag (figura 4.8 a), los cuales se conforman de varias unidades pequenas
que registran tamafios nanométricos, como las que se despliegan en la figura 4.9. El analisis
quimico puntual a confirmando que las nanoestructuras se componen de Ag en su
composicion, esto es mostrado en la figura 4.8 d.

Las dendritas se compone entonces de varias unidades con formas hexagonales y
nanoparticulas que se agregan y se encuentran interconectadas unas con otras formando hojas
simétricas de ramificaciones, las cuales se ven como un arbol de multiples hojas. Se observa
que la longitud de estas unidades (figura 4.9) varian desde un tamafio menor a 100 nm para
las nanoparticulas agregadas y de 120 nm aproximadamente para las formas triangulares y

hexagonales agregadas, sin embargo, de acuerdo al nimero de dimensiones que caen en el
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rango nanomeétrico se puede decir que estas pertenecen a las nanoestructuras 1 D con una

relacion de aspecto baja.
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Figura 4.7 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag tipo arbol sintetizadas con el extracto del
fruto de pingiiica con 10 mM de AgNOs a 8 dias de reaccion (a) en oscuridad y (b) con luz. Imagenes

de MEB de muestras sintetizadas, (¢) en oscuridad y (d) con luz.

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

conformado entonces de nanoestructuras tipo 2D y 0D.
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Por otro lado, el resultado obtenido con la muestra sometida a la radiacion de la luz es de
igual manera una como el mostrado en la figura 4.10. En comparacion con la otra muestra,
se observa que se compone mas como una sola pieza desarrollada que por particulas que
coalecen entre ellas, sin embargo, se puede también apreciar que hay pequeiias
nanoparticulas adheridas en la superficie de la estructura dendritica. Se estima que la velocidad
de crecimiento es mucho mayor formando las estructuras de mayor tamaino rebasando el rango
nanométrico. Los analisis quimicos confirman también la composicion los cuales son presentados
en la figura 4.11 a-d, confirmando que efectivamente estas nanoestructuras estan conformadas

por Ag pura.

Figura 4.8 (a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingiiica con 10 mM de

AgNO; en oscuridad y (d) andlisis quimico por EDS.
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Es importante recalcar que un estudio sistematico de estas dendritas que se ha realizado
mediante biosintesis con extracto de pingiiica no existe aun en la literatura, sin embargo,
trabajos realizados por métodos no eco-amigables han utilizado, donde se sintetiza con una
diversidad de sustancias [106], los resultados se presumen con novedosas propiedades para
sus aplicaciones como deteccion de farmacos [73], para superficies superhidrofébicas [107],
catalisis [108], espectroscopia Raman de superficie mejorada [109] y para fluorescencia de

superficie mejorada (SEF) [55].

Figura 4.9 Imagenes de MEB de nanoparticulas de plata sintetizadas con fruto de pingiiica 'y 10
mM de AgNO; a 100,000 X.

Figura 4.10 Imagen de MEB de nanoarboles de plata sintetizadas con fruto de pingiiica y 10 mM
de AgNO:s, en presencia de luz.
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Figura 4.11 (a-c) Mapeo quimico de la muestra sintetizada por fruto de pingiiica con 10 mM de

AgNO; bajo la influencia de la luz y (d) analisis quimico por EDS.

4.3 Sintesis de nanoflores y dendritas bajo la influencia del estado de maduracion del

fruto de pinguica
Antes de comenzar con esta seccion cabe resaltar las caracteristicas de pingiiica la cual
proviene de un arbusto, es una especie lefiosa, perenne, usualmente de 0.5 a 3 m de altura
con flores de color blanco a rosa mexicano mientras que el fruto es una drupa comestible
globosa deprimida, lisa, de aproximadamente 5 a 8 mm, carnosa [110]. La fruta carnosa
durante su estado inmaduro contiene acidos organicos luego, durante la maduracion
experimenta profundas modificaciones fisioldgicas, bioquimicas y estructurales [111, 112]
que conducen a la adquisicion del color y sabor caracteristicos de la fruta. Durante ella, se
produce una acumulacion lenta y continua de azuicares, se desarrollan las sustancias

responsables del sabor y aroma, y declina sustancialmente la cantidad de almidon y de acidos
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[113]. Por esta razon se decidié hacer un estudio realizando los extractos con 4 diferentes
estados de maduracion del fruto que se muestran en la figura 4.12, para observar un efecto

en la velocidad de reaccion, morfologia y tamafio de las nanoestructuras de Ag.

Figura 4.12 Extractos de fruto de pingiiica: a) Seco, b) Maduro, ¢) Intermedio e d) Inmaduro.

En primera instancia se inicido monitoreando el cambio de coloracion de la solucidén que se
puede apreciar en la figura 4.13, donde se observan las muestras que se prepararon,
correspondientes al inciso a) con 6 mM y el inciso b) 10 mM; en todos los casos se presenta
un cambio de coloracion caracteristico al fendémeno de la banda de plasmén de superficie que
ya se mencion6 anteriormente. En los extractos que se efectuaron con el fruto inmaduro a 6
mM de AgNOs a un minuto de tiempo de reaccidon no se aprecia un cambio aparente de color,
sin embargo, a los 5 min la solucién cambia de un tono marrén claro a un café oscuro que va
oscureciéndose a medida que pasa el tiempo de 20 a 60 min en donde no se aprecia un cambio
significativo en el color, por otra parte, a una mayor concentracion de sal (figura 4.13 b) se
percibe que a un minuto de reaccion ya hay cambio de color significativo a un café oscuro
que se oscurece mas a lo largo del tiempo, no obstante, no logra notarse un cambio tan
elocuente como en la reaccion anterior.

Para los experimentos con extractos de frutos intermedios y maduros, tanto a 6 y 10 mM
se contempla la misma tendencia, donde a mas tardar a los 5 minutos hay un importante
cambio de color de marron claro a café oscuro. Por otro lado en las ultimas muestras (extracto

con frutos secos) claramente se nota que es una reaccién mas lenta que todas las anteriores,
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ya que es hasta los 40 minutos que hay un cambio notorio en la coloracion de la solucion en
ambos casos (6 y 10 mM) cabe destacar que estos experimentos se realizaron con luz
dispersa. Cruz y Col. [114] sometieron bajo estudio el fenomeno de la banda de plasmén de
superficie caracteristico de las disoluciones acuosas de nanoparticulas metalicas, sintetizaron
nanoparticulas de plata mediante un método bien establecido (reduccion de aniones de plata
con borohidruro de sodio), en el cual observaron que en el plasmén intervienen diversos
factores. Estos son: la naturaleza del metal, forma, tamafos y grado de dispersion [115],
método de sintesis, del medio en su entorno inmediato, composicion del medio [91], entre

otros.
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Figura 4.13 Cambio de color de las soluciones sintetizadas con extracto de pingiiica en funcion de

tiempo, (a) 6 mM y (b) 10 mM de AgNO:s.
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La figura 4.14 a-b muestra los espectros de UV-Vis correspondientes a las soluciones con
frutos inmaduros en funcion del tiempo, que va desde el primer minuto hasta los sesenta

minutos de reaccion.
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Figura 4.14 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto

inmaduro de pingiiica con (a) 6 mM y (b) 10 mM de AgNOs en funcién del tiempo.

Se observa que desde la primera medicién (un minuto de reaccién) en ambos casos esté la
aparicion del pico caracteristico de Ag, en el espectro (figura 4.14 a) se muestra un pico
agudo y ancho que comienza en 350 nm y termina en 575 nm con baja intensidad, mientras
que para el segundo espectro (figura 4.14 b) el pico comienza en 340 nm y termina en 500
nm, sin embargo, este tiene una mayor intensidad en comparacion con las muestras a 6 mM,
lo que indica que a mayor concentracion de sal, la velocidad de reaccion aumenta y para un
minuto de reaccion hay una mayor cantidad de iones de plata reducidos. Por otro lado, cuando
la reaccion avanza hacia los 5 minutos a una concentracién de 6 mM ya hay un incremento
en la intensidad del pico siendo que a partir de ese tiempo ya no cambia de manera
significativa en intensidad, mas bien el pico se ensancha hasta los 40 min de reaccion, lo que
indica que existen un amplio rango de tamafios de las nanoestructuras o bien se encuentran
polidispersas. A la concentracion de 10 mM, después del primer minuto de reaccion, se
observa un incremento en intensidad con el tiempo de reaccion. En los dos casos se alcanza
la méaxima intensidad a 60 minutos de reaccion.

Cabe destacar que esta es considerada una velocidad rapida de reduccidon en comparacion
con resultados que se han reportado anteriormente, tal es el caso de Hemmati y Col. [116]
que sintetizaron nanoparticulas de Ag mediante el extracto de Fritillaria, donde utilizaron la

flor de la planta y no agregaron ningtn otro reductor o estabilizante, el tiempo de reduccion
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que ellos reportaron fue de 30 minutos, la banda de resonancia de plasmon se report6 a 430
nm y atribuyen la formacion de nanoparticulas a los polifenoles y triterpenos que contiene la
flor.

En la figura 4.15 a-b se analizan los espectros de Uv-vis de las muestras sintetizadas con
los frutos intermedios a las concentraciones de 6 y 10 mM de AgNOs. Nuevamente se
observa en ambos espectros que hay nanoestructuras de Ag desde el primer minuto de
reaccion. En la figura 4.15 a, el pico con mayor intensidad es a 5 minutos de reaccion y
después esta comienza a descender, lo que podria indicar que las nanoestructuras estan
creciendo a tamanos fuera del rango nanométrico, por lo que el equipo no los puede detectar,
esto debido a la falta de estabilizantes en el extracto; también hay que recordar que la
resonancia del plasmon de la superficie es extremadamente sensible a la naturaleza,
distribucion de tamafio y a la forma de las nanoestructuras [117]. Por otra parte, en la figura
4.15 b, el maximo pico fue a los 60 minutos de reaccion, en donde también se observa
ensanchamiento en los picos que para la concentracion de 6 mM, este comportamiento se

atribuye a una amplia distribucion de tamafios.
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Figura 4.15 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto

intermedio de pingiiica con (a) 6 mM y (b) 10 mM de AgNOj3 en funcion del tiempo.

Se muestran en las figuras 4.16 a-b y 4.17 a-b los espectros de Uv-vis, donde, notoriamente
se ve que son menos intensos, sobre todo en la figura 4.17 a correspondiente a una

concentracion de 6 mM sintetizada con frutos secos, en donde a los 60 minutos aparece un
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pequeiio pico ensanchado y poco intenso. En las reacciones con frutos maduros (figura 4.16),
desde la primera medicion hay picos anchos que en su mayoria van aumentando conforme
avanza el tiempo de reaccion. Para las sintesis con frutos secos, solo hay un pico mas definido
a 60 minutos con una concentracion de 10 mM (figura 4.17 b). Esto indica que conforme mas
inmaduro es el fruto mas sustancias activas estan presentes en el fruto, ya que es notorio que
es mas lenta la reaccion de sintesis cuando el fruto estd maduro y aun mas cuando el fruto
estd seco. De acuerdo a estos resultados se midid el pH de los extractos para conocer la
influencia sobre las soluciones, siendo los siguientes:

e Inmaduros =7

e Intermedios =6

e Maduros =6

e Secos=4
En la literatura se reporta que a medida que avanza la madurez de los frutos el pH baja [118],

lo que coincide con las mediciones realizadas en los extractos.
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Figura 4.16 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto maduro de
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pingtiica con (a) 6 mM y (b) 10 mM de AgNOs3 en funcién del tiempo.

Un trabajo similar fue presentado por Chowdhury y Col. [119] en el que sintetizaron
nanoparticulas de Ag mediante el extracto de carambola variando el pH de la reaccion con
hidroxido de sodio, se sometieron bajo estudio muestras con pH de 4, 7 y 10; observaron que

a medida que el pH era menor el pico se desplazaba hacia la derecha indicando un mayor
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tamafo en las nanoparticulas sintetizadas, también se sefialdé que para la solucion con un pH
de 10 el cambio de coloracion fue mas rapido que en las otras muestras. Concluyeron que
con el aumento del pH de la solucidén, la capacidad de cobertura y estabilizacion de las
biomoléculas derivadas del extracto de carambola, creci6 debido al mayor grado de repulsion
de las particulas de carga eléctrica para estabilizar los nanoparticulas de Ag derivando en
tamafios mas pequefnios. La solucion a pH neutro (pH 7) redujo la distribucién de tamafio de
particula en comparacion con el pH acido (pH 4), y alcalino (pH 10). Los actuales resultados

coinciden con los expuestos en ese trabajo.
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Figura 4.17 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto
seco de pingtiica con (a) 6 mM y (b) 10 mM de AgNOs en funcion del tiempo.

Se caracteriz6 mediante MEB, para observar la influencia de los extractos en las morfologias
y tamafios obtenidos de las nanoestructuras, las micrografias son mostradas en la figura 4.18
a-d para las muestras con 6 mM de sal de Ag. En general se aprecian nanoarquitecturas las
cuales estdn formadas por pequefias nanolaminas que se asemejan a una flor clasificdndose
como nanoensambles 2D. En primera instancia, se presentan en una mayor cantidad con el
extracto de frutos inmaduros (ver figura 4.18 a) y en un rango de tamafos inferiores a las
demas que va desde 200 hasta 500 nm. Se nota que en la medida que el fruto tiene un mayor
estado de maduracion hasta llegar al fruto seco, la cantidad de nanoestructuras disminuye y

su tamafo se incrementa en el rango que va desde 800 nm hasta alrededor de 3 micras.
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En las figuras 4.18 b-c se presentan nanoflores muy similares en forma y tamafio que
oscilan alrededor de 1 micra. Por otra parte, en la figura 4.18 d las nanoestructuras son mas
esféricas y cuentan con tamafios alrededor de 3 micras. La existencia de un mayor niamero
de nanoensambles en la muestra con frutos inmaduros se atribuye a la mayor cantidad de
agentes reductores ya que aumenta la cantidad de nicleos que nacen en el seno del liquido,
los cuales comienzan a crecer a medida que avanza la reaccion. Estas nanoestructuras,
también han sido reportadas por Hong y Col. [120], en donde fueron sintetizadas en presencia

de 4cido citrico y ascorbico.

Figura 4.18 Tmagenes de MEB de muestras sintetizadas con fruto de pingiiica y 6 mM de AgNOs3,

(a) inmaduro, (b) intermedio, (¢) maduro y (d) seco.
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Una vista amplificada de estas nanoestructuras se muestra en las figuras 4.19 a-d
correspondientes a cada condicion de extracto. Se puede apreciar en la figura 4.19 a que los
nanopétalos estdn mas definidos en comparacion con las nanoflores de las figuras 4.19 b y c,
se presume que el espesor de estos es inferior a los 100 nm por lo que se encuentra en el
rango nanomeétrico. Por otro lado, en la figura 4.19-d se observa una estructura mas esférica
que las otras, sin embargo, esta es porosa.

La variacion de estas morfologias esta sujetas a la influencia del pH de los extractos debido
a su maduracion y a las sustancias que contienen los frutos en esos diferentes estados. Esto
lo destaca Hong y Col. [120], que ya fueron mencionados anteriormente en donde determinan
que factores como el pH y la concentracion de los agentes reductores afectan el crecimiento

de las nanoarquitecturas.

Figura 4.19 Imagenes de MEB de muestras sintetizadas con fruto de pingiiica y 6 mM de AgNOs,

(a) inmaduro, (b) intermedio, (¢) maduro y (d) seco.
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Los resultados obtenidos a una concentracion de 10 mM de AgNOs se observan en las figuras
4.20 y 4.21. En el primer bloque se aprecia que hay un mayor descontrol en la reaccion tanto
en el extracto del fruto inmaduro (figura 4.20 a) como en el intermedio (figura 4.20 b), ya
que hay estructuras de distintos tipos y en su mayoria una gran cantidad de nanoparticulas,
también hay la presencia de otras estructuras que ain no se han definido bien y alcanzan
aproximadamente las 4 micras. Por otro lado, se observa un poco més de control en el extracto
del fruto maduro (figura 4.20 ¢) y mucho mas en el fruto seco (figura 4.20 c), ya que hay
menos presencia de nanoparticulas y mayor cantidad de estructuras grandes. Esto demuestra
que para el beneficio de las estructuras que se estan buscando es preferible una velocidad

lenta de reaccion.

Figura 4.20 Imagenes de MEB de muestras sintetizadas con fruto de pingiiica y 10 mM de AgNOs,

(a) inmaduro, (b) intermedio, (¢) maduro y (d) seco.
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Se observan de mas cerca estds estructuras en la figura 4.21 a-d, sin embargo se puede
percibir que a consecuencia de que hay una mayor cantidad de agente precursor hay una
mayor cantidad de nanoparticulas comparadas con la muestra a 6 mM, ya que las sustancias
de la pingiiica no alcanza a estabilizar todos esos iones de Ag que se estan reduciendo, como
se ha mencionado anteriormente. Otra observacion notoria es que no hay presencia de
dendritas, quizas les falte mas tiempo para formar ese tipo de estructuras o simplemente la
velocidad de reaccion no estd favoreciendo para la sintesis de dendritas. También se
contempla en la figura 4.21 b, que las estructuras que se van formando van creciendo en

tamafio en consecuencia de la coalescencia entre las estructuras sintetizadas.

Figura 4.21 Imagenes de MEB de muestras sintetizadas con fruto de pingiiica y 10 mM de AgNOs,

a) inmaduro, b) intermedio, ¢) maduro y d) seco.
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4.4 Dendritas de Ag decoradas con Pd
Las nanoestructuras de paladio (Pd) se han convertido en materiales prometedores, ya que
tienen una gran eficiencia como catalizadores y actualmente se estdn imponiendo frente a los
catalizadores clasicos de rodio y platino; el Pd es el doble de abundante que el Pt y se
comercializa a un precio que es la cuarta parte del Pt. Este funciona de forma muy parecida
a como lo hace el Pt en las catalisis heterogéneas [121-123].

Con base a los experimentos realizados anteriormente, se determind que la manera mas
efectiva de sintetizar las dendritas de Ag es mediante el fruto seco, en oscuridad y dejando
reaccionar por 8 dias, por lo que para hacer este decorado con Pd se sigui6 la metodologia
mencionada, sin embargo, una vez realizada la sintesis de las dendritas de Ag se midid por
Uv-vis. La figura 4.22 muestra el espectro de UV-Vis de la solucion después de la reaccion
para obtener dendritas de Ag en funcidn del tiempo, en el cual se observa la presencia de
nanoestructuras de Ag por su pico caracteristico [101]. El espectro ilustra una amplia banda
de absorcion que va desde los 326 nm a los 578nm, es bien sabido que el ancho del pico de
UV-Vis varia segun la distribuciéon de tamafios de las nanoparticulas. Sin embargo, en el caso
de las nanoestructuras Ag autoensambladas, los picos amplios se atribuyen a las diferentes
dimensiones nanométricas de variadas estructuras que forman la nanoestructura dendritica.
El pico es intenso, lo cual indica que hay una abundante cantidad de nanoestructuras

sintetizadas.
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Figura 4.22 Espectro de UV-Vis de nanoestructuras de Ag sintetizadas con el extracto del fruto de

pinglica.
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Esto es comparable con el trabajo que realizaron Gao y Col. [124] quienes sintetizaron
dendritas de Ag mediante la reduccion de AgNOs3 con NaBH4 en soluciones de tolueno con
un copolimero tribloque como estabilizante, ellos observaron en sus espectros de UV-Vis
picos anchos que iban desde los 370nm hasta 550 nm aproximadamente lo cual lo atribuyen
a que el didmetro de particula es relativamente grande al igual que su rango de dispersion.

Se estudiaron las morfologias y tamafios de las dendritas de Ag por medio de MEB para
comprobar la presencia de nanoestructuras dendriticas. En la figura 4.23 a-b se muestran las
imagenes de MEB a diferentes amplificaciones de los productos de bioreduccion, se puede
notar la formacion de una gran cantidad de dendritas de Ag con una amplia distribucion de
tamafios desde 1 micra hasta las 7 micras, sin embargo, se observa la existencia de particulas
ain mas pequeias que son nanoparticulas de Ag. En comparacion con trabajos anteriores
para la sintesis verde de nanoparticulas de Ag [125-127], en esta investigacion se utilizd una
mayor concentracion de sal de Ag que puede estar dando como resultado la agregacion de
estas particulas pequefias en ciertas direcciones preferenciales formando particulas mas

grandes, lo cual es una ventaja para el crecimiento de las dendritas [124].

Figura 4.23 Imagenes de MEB de muestras sintetizadas con fruto de pingiiica, a) 1,000 X, b) 2,500
X.
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La figura 4.24 a muestra una dendrita pequena y una grande formadas por varias unidades de
construccion. Los fractales dendriticos son fendmenos generalmente observados en
crecimiento no equilibrado, como el crecimiento de copos de nieve, la agregacion de
particulas de hollin y la solidificacion de metales; para interpretar y analizar este tipo de
crecimiento se han utilizado varios modelos como lo son el modelo de agregacion de difusion
limitada, el modelo de agregacion de cluster-cluster, entre otros.

Se puede especular que la formacion de las nanoestructuras fractales bajo estudio implica las
siguientes etapas, que se basaron en el estudio de Sun [128]:

1.- Los iones libres Ag*, obtenidos gracias a la disolucion del AgNOs en agua destilada, se
reducen rapidamente a Ag’ gracias a las sustancias activas del extracto de pingiiica para
formar atomos de Ag cuando estas dos soluciones se mezclan, estos dtomos a su vez
comienzan a formar pequeios clusters de Ag.

2.- Los clusters de Ag que se formaron rdpidamente en grandes concentraciones mediante
una fase de nucleacion inicial entran en la fase de crecimiento en la cual estas semillas recién
formadas capturan 4&tomos de Ag libres en la solucion.

3.- Se produce un crecimiento de cristales debido todavia a la presencia de agentes reductores
en el extracto y también por la falta de estabilizantes en la reaccion.

4.- Algunas de las nanoparticulas libres comienzan a difundirse hacia semillas que se
encuentran cercanas a ellas, una vez que tocan a esta semilla, se inmovilizan
instantaneamente en la superficie vacia de la semilla, produciendo un agregado inicial de
nanoparticulas de Ag con la semilla como centro y la nanoparticula adjunta como brazo.

5.- Con el transcurso del tiempo, otras nanoparticulas libres se difundirdn continuamente
hacia el agregado y se inmovilizaran en la superficie vacia del brazo, formando un agregado
mas grande. Este proceso de crecimiento de cristales puede repetirse hasta que se agoten
todas las nanoparticulas libres, dando lugar a cristales dendriticos.

Por otro lado, para revelar la distribucion espacial de los diferentes elementos en las
dendritas, se llevo a cabo un mapeo elemental. Las figuras 4.24 b muestra la imagen del
barrido composicional obtenido por fluorescencia de rayos X. Como se muestra en las
figuras, hay presencia y distribucion homogénea de los atomos de Ag sobre toda la
nanoestructura, lo que indica que la reaccidon de reduccion se produjo exitosamente. La figura

4.24 c muestra el analisis quimico EDS de una dendrita que indica la presencia del elemento
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Ag, Cl que quizés sea contaminacion del agua con el que se realiz6 el extracto y el Cu que
es del portamuestras.

Una vez que se obtuvieron exitosamente las estructuras fractales de Ag, se prosiguio al
recubrimiento de Pd. Se caracterizd mediante UV-Vis para comprobar que se estuviera

haciendo el recubrimiento sobre las dendritas de Ag, el espectro se muestra en la figura 4.25.
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Figura 4.24 (a) Nanoestructura fractal, (b) Mapeo quimico de la muestra y (¢) Analisis quimico por
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Figura 4.25 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras fractales de Ag sintetizadas con el extracto

del fruto de pingiiica, decoradas con paladio a diferentes concentraciones.

Se puede observar que desde la concentracion mas baja de K;PdCls ya se aprecia la
disminucion notable del pico caracteristico de Ag que a medida que se incrementd la
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concentracion este pico desaparece por completo, este comportamiento es comun para
nanoparticulas bimetalicas Ag-Pd, el espectro indica que las dendritas se encapsularon por el
paladio por una capa lo suficientemente gruesa como para amortiguar el pico de resonancia
plasmonica de la Ag [129]. Es importante remarcar que este comportamiento es caracteristico
del Pd a nivel nanométrico el no presentar una banda de resonancia del plasmoén de superficie
definida en el intervalo de 300 nm a 900 nm [130].Para corroborar estos resultados de UV-
Vis y para observar el recubrimiento del Pd se realizaron estudios en MEB que se ilustran en

la figura 4.26 a-d.
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Figura 4.26 a) Imagen de MEB de nanoestructuras de Ag-Pd, b) patrén EDS y ¢-d) mapeo

elemental para andlisis de superficie de la dendrita de Ag-Pd.
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En primera instancia se observa que las dendritas estan un poco menos definidas y menos
porosas ya con el recubrimiento de Pd, pero en si la morfologia se sigue manteniendo. La
figura 4.26 b muestra el andlisis quimico EDS de una dendrita que indica la presencia del
elemento Ag, sin embargo, el elemento de Pd apenas sobresale por lo que se llevo a cabo un
mapeo elemental para verificar si efectivamente no estaba el Pd recubriendo a las dendritas
de Ag (figura 4.26 c-d). Se ilustra notablemente en las figura 4.26 c la presencia y distribucion
homogénea de los 4&tomos de Ag en su gran mayoria sobre la nanoestructura, a pesar de eso,
se muestra en la figura 4.26 d la distribucién de atomos del Pd que también se encuentran
sobre la estructura fractal, en menor cantidad que la Ag pero si se encuentra presente. Con
esto se puede decir que la depositacion del Pd sobre las nanoestructuras se realizé de manera
exitosa.

Las muestras fueron examinadas mediante difraccion de rayos X (DRX). El patron de
DRX se ilustra en la figura 4.27. Todos los picos de difraccion del producto presentes en los
angulos de difraccion 20: 38.38°, 44.48°, 64.56° y 77.13° se lograron indexar con los planos
(111), (200), (220) y (311) que corresponden a la estructura cubica fcc de la Ag
respectivamente (JCPDS no. 99-101-3079), sin embargo, en este estudio tampoco se ve la
presencia de Pd (JCPDS no. 99-101-2232) en la muestra sintetizada, quizas la cantidad de Pd
es muy poca y sobre sale mas la Ag, por otro lado los picos de Ag estdn un poco desfasados

lo que puede ser consecuencia de la presencia del Pd en las dendritas.
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Figura 4.27 Patrén de difraccion de rayos X de nanoestructuras de Ag-Pd sintetizadas con extracto

de fruto de pingiiica.
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Si bien no se realizaron estudios para observar la eficiencia catalitica de estas estructuras,

quedan estos resultados como antecedente para experimentos posteriores.

4.5 Analisis DRX para nanoflores y dendritas
Se tomaron las muestras mas representativas de lo que son las nanoflores y las dendritas que
fueron en ambos casos muestras en oscuridad, con extracto de fruto seco y con un tiempo de
reaccion de 8 dias, solo para reafirmar que las nanoestructuras efectivamente son de Ag pura.

Se aprecia para la nanoflores en la figura 4.28, todos los picos de difraccion del producto
presentes en los angulos de difraccion 20: 38.38°,44.48°, 64.48° y 77.78° se lograron indexar

con los planos (111), (200), (220) y (311), que corresponden a la estructura cubica fcc de la
Ag respectivamente (JCPDS no. 99-101-0051).

Experimental pattern: Commander Sample ID (pf26-.raw)
TP X

01-0051) Ag Siver (Siver)
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Ka (1.541874 A) Ztheta

Figura 4.28 Patron de difraccion de rayos X de nanoflores de Ag sintetizadas con extracto de fruto

de pingiiica y 6 mM de AgNO:s.

El mismo comportamiento mostr6 la muestra de las dendritas (figura 4.29) donde también se
presentan los angulos de difraccion 20: 38.39°, 44.51 °, 64.82° y 77.78°, de igual manera se

lograron indexar con los planos (111), (200), (220) y (311), que corresponden a la estructura

cubica fcc de Ag (JCPDS no. 99-101-0051). Estos resultados confirman que las nanoflores
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como las dendritas de Ag pura, pueden ser obtenidas exitosamente por la reduccion del

AgNOs usando el extracto del fruto de pingiiica como agente reductor.

Experimental pattern: Commander Sampie ID (pf28.raw)
[99-101-0051] Ag Séver (Siiver)
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Figura 4.29 Patron de difraccion de rayos X de dendritas de Ag sintetizadas con extracto de fruto
de pingiliica y 10 mM de AgNOs.

4.6 Espectroscopia de infrarrojo de nanoestructuras
Se realizaron pruebas de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
identificar los grupos funcionales presentes en el fruto de pingiiica para reducir los iones de
Ag. En el primer espectro (figura 4.30 a), una banda de absorcion a 3420 cm™! pertenece a la
frecuencia de vibracion N-H o al estiramiento de hidroxilo de 4cido carboxilico y fenoles
[131]. Las bandas de 2925 cm™ y 2861 cm™! corresponden al estiramiento o flexion de los
alquenos C-H [132]. La banda de 2300 cm™' indica el estiramiento C=N, mientras que la de
1731 cm™! pertenece al tramo C = O [133]. La banda ubicada en 1625 cm-1 est4 asociada con
los modos de vibracion de estiramiento C = C [134], mientras que la ubicada en 1464 cm’!
estd asociada con la flexion del metileno C-H [135]. La banda situada a 1158 cm’
correspondia al estiramiento C-O [136] y situada a 670 cm™ a la flexion OH de celulosa y
hemicelulosa [137]. Las bandas de 3420 cm™, 1731 cm™ y 1625 cm™!, en general, indican la
presencia de flavonoides y otros fenoles presentes en el fruto de Arctostaphylos pungens
Kunth. Este tipo de fitoquimicos, especialmente los fenoles adsorbidos en la superficie de las

nanoestructuras de Ag [138], podrian modificar la constitucion de las nanoestructuras. Esto
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ultimo se confirma en la figura 4.30 b, que muestra el espectro FTIR registrado después de
la reaccion de reduccion, donde predominan estas bandas (3420 cm™, 1731 cm™ y 1625 cm
). Mientras que las bandas de absorcion en 2861 cm™, 2300 cm! y 1464 cm’!
correspondientes a los grupos alqueno, nitrilo y metilo, respectivamente, estan suprimidas,
la reduccion de los iones de Ag se le atribuye a estos grupos. Por otro lado, se puede observar
la aparicién de otros picos ubicados en 1383 cm™, 1052 cm™ y 793 em™!, correspondientes al
grupo amino II, que probablemente surge del carbonilo (C = O) por estiramiento en proteinas
[139]; a las vibraciones de C-O-C y C-OH [140], y finalmente al estiramiento del grupo
aromatico C-H [141]. Estos compuestos son productos que probablemente se forman después
de la reaccion de reduccion de las nanoestructuras de Ag e impulsan la formacién de una
estructura anisotropica.

La solucion compleja de varias biomoléculas en la fruta de pingiiica juega un papel
fundamental en el crecimiento de la nanoestructura, impulsando a la nanoestructura de Ag
3D autoensamblada. Tanto la falta de agentes estabilizantes como la presencia de
biomoléculas ligando permiten el crecimiento morfoldgico de la unidad estructural debido a
la agregacion progresiva de los iones reducidos en su superficie. De lo contrario, una cantidad
suficiente de agentes estabilizadores podria generar nanoparticulas de Ag.

Como se vio en la mayoria de las micrografias que se presentaron a lo largo de este
capitulo, algunas nanoparticulas aparecen alrededor de las nanoflores y dendritas, lo que
sugiere que la pingiiica contiene algunos agentes estabilizadores, en cantidad insuficiente

para prevenir el desarrollo de nanoestructuras de Aga 6 y 10 mM de AgNOs.

4.7Actividad catalitica de nanoflores de Ag
La morfologia similar a un estambre (figura 4.4 b), al estar compuesta por nanorodillos (1D),
deberia tener una superficie mayor en comparacion con las esferas formadas por placas (2D)
(figura 4.3 f). Ademas, debido a la novedad de la morfologia de Ag tipo estambre, se
estudiaron sus propiedades cataliticas para la degradacion de colorantes azul de metileno
(MB) y rodamina B (RhB). La espectroscopia UV-Vis monitored la degradacion del
colorante organico empleando las nanoflores obtenidas después de 8 dias de reaccion (figura

4.31). La degradaciéon de MB se evalué desde unos pocos segundos hasta 120 min en

84



intervalos de 15 min. Dos bandas de absorcion de MB aparecen en la figura 4.31 a, a 664 nm,
y un hombro a 614 nm [142].

Hubo una disminucion progresiva en la intensidad del pico de MB con el tiempo,
mostrando una eficiencia de degradacion del 94 % hasta los 120 min y del 96 % después de
24 h de reaccion. Siguiendo la cinética del proceso experimental registrada a los 120 min, se
realiza la ltima medicion a las 24 h, donde el proceso se acerca al equilibrio sin cambios
significativos en la disminucion de la absorbancia. La figura 4.31 b muestra el grafico de In
(A/Ao) frente al tiempo cuando la velocidad de reaccion era k = 1.887x107 min™! para la

degradacion de MB.
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Figura 4.30 Espectros de FT-IR de a) extracto del fruto de pingiiica y b) nanoestructuras de Ag

sintetizadas.

En RhB, se produjo una banda de absorcion a 554 nm (figura 4.31 c) [143]. Después de 120
min, habia un 46 % de degradacion del colorante. Mientras que a las 24 h se produce cambio
en la intensidad méaxima, obteniendo un 82% de degradacion del colorante. Ademas, la
velocidad de reduccion fue k = 1.194x10 min™! (figura 4.31 d), menor que el colorante MB.
La cinética de la reaccion se puede considerar de pseudo primer orden respecto a MB, y la
constante de velocidad de la reaccion (k) se puede evaluar a partir de la pendiente de la recta
obtenida a partir de la grafica de In (A/Ao) en funcidn del tiempo (t). De manera similar, la

cinética de la reaccién de RhB se considera de pseudoprimer orden.
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Figura 4.31 (a) Espectros UV-Vis para la degradacion fotocatalitica del azul de metileno en
presencia de nanoflores de Ag y (b) Grafica de In (A/Ao) vs tiempo (min) para la degradacion
catalitica del azul de metileno, (c) Espectros UV-Vis para la degradacion fotocatalitica de rodamina
b en presencia de nanoflores de Ag y (d) Grafico de In (A/Ay) frente al tiempo (min) para la

degradacion catalitica de rodamina b.

La figura 4.32 a-e muestra los espectros de absorcion UV-Vis de la degradacion del colorante
MB a diferentes concentraciones de AgNO3 de 0.5 a 1.5 mg/ml. Con la concentracion de
particulas de Ag en la solucion de reaccidon, hay un aumento en la degradacion del colorante
notado por la reduccion en la intensidad de sus picos caracteristicos. De manera similar, la
figura 4.33 a muestra las tasas de degradacion del tinte que ilustran el mismo
comportamiento. Cuando aumenta la concentracion de las particulas de Ag, aumenta la
velocidad de degradacion, apreciada por el aumento de la pendiente de la curva, siendo una

reaccion de pseudo primer orden. Ademas, el grafico de la figura 4.33 b muestra la curva de
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tendencia de degradacion de MB, lo que indica que se necesitan alrededor de 0.1 mg/ml para
degradar al menos alrededor del 35% de MB. La curva de degradacion del colorante tiene un
comportamiento logaritmico.

El posible mecanismo general de la actividad catalitica de las nanoflores de Ag se debe a
la adsorcion de moléculas de colorante en la superficie de las nanoestructuras, para
posteriormente ocurrir un proceso de 6xido-reduccion [60, 144]. Cabe recordar que segun el
estudio FT-IR, tras la reaccion de sintesis, las nanoestructuras quedan recubiertas de
productos como grupos carboxilicos e hidroxilos, que pueden degradar todo tipo de
colorantes catiénicos como MB y RhB [81, 145]. El azul de metileno es de color azul en
estado oxidado y pierde color por reduccion, formando un leuco-azul de metileno incoloro
[146]. Al mismo tiempo, la RhB en presencia de las moléculas mencionadas anteriormente
se degrada en fragmentos menos toxicos, como amonio (NH), diéxido de carbono (CO,),

nitrato (NO™) y moléculas de agua en presencia de nanoflores de Ag [82].
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Figura 4.32 Espectros de UV-Vis de la degradacion de MB con respecto al tiempo a diferentes
concentraciones de nanoestructuras de plata, (a) 0.5 mg/ml, (b) 0.75 mg/ml, (c) 1 mg/ml, (d) 1.25

mg/ml, and (e) 1.5 mg/ml.
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Estos resultados son significativamente utiles, sin considerar ningliin catalizador adicional,

por ejemplo, NaBH4 [72, 147]. Por otro lado, hay pocos o ningun trabajo de la actividad

catalitica sobre morfologias de flores de Ag sintetizadas por métodos verdes. La Tabla 4.1

muestra una compilacion de trabajos que compararon varias morfologias, métodos de sintesis

y diferentes catalizadores en la reduccion de estos colorantes orgénicos.

A partir de los datos, existen porcentajes de eficiencia de degradacion comparables en la

mayoria de los casos en comparacion con el presente trabajo, aunque los tiempos de proceso

fueron mas cortos en esas investigaciones. Sin embargo, este trabajo no utiliza ningin

catalizador (por ejemplo, NaBH4) para mejorar la velocidad de reaccién con el fin de

preservar el caracter ecoldgico del proceso. Asi, este método propuesto es facil, econdmico

y amigable con el medio ambiente en comparacion con otros métodos, obteniendo tiempos

razonables para la degradacion de MB y RhB.

—8—0.5mg/mL —w—1.25 mg/mL
—8—0.75 mg/mL —#— 1.2 mg/mL
—d— 1 mg/imL

Figura 4.33 (a) Curvas cinéticas de Ln (A/Ay) frente al tiempo y (b) curva de tendencia de
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degradacion para MB a diferentes concentraciones de nanoestructura de Ag

Tabla 4.1 Trabajos que utilizan nanocatalizadores en la reduccion de MB y RhB.

Agentes Morfologia de Catalizador | Degradacion | Tiempo
reductores Ag iz es con/sin % (min) =
Lippia citriodora Nps MB Luz 95 4320 | [148]
Chlorella
ellipsoidea Nps MB NaBH4 - 30 [2]
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Kalanchoe

Daigremontiana Nanoflores MB NaBH4 100 6 [72]
) MB 98.6 80
Hamelia patens Esferas - [149]
RhB 97.5 90
Trigonella
foenurg_graecum Nps MB NaBH4 - 19 | [150]
Za:rtr:']g’t‘z:r‘]‘m Nps MB i i 1440 | [151]
Crataegus MB 78
pentagyna Nps RLB Luz solar 35 90 [132]
G”gK%l;L”;;;trgam Nps MB NaBH, - 20 | [142]
- MB 99 20
Entada spiralis Nps RhB NaBH4 04 1 [143]
m%icﬁigfa Nps MB NaBH - 0.75 | [144]
Aerva lanata Nps MB Luz 49.26 120 [145]
Dillenia indica Nps MB NaBH4 - 25 [146]
. Bajo
Cfl]\i/ﬂl. %t(r)lr(r:l?IIi:lL Nps RhB radiacion 93.37 130 [82]
UV
Gmelina arborea Nps MB NaBH4 100 10 [147]
!;medrﬁg Nps MB NaBH; 92.06 14| (152
Vaccinium Nps/ MB 0.66
macrocarpon | clinoptilolita | RhB NaBH, 100 s | U3
Poliestireno Tipo flor MB NaBH4 - 40 [154]
Otros componentes
Agentes . Catalizador | Degradacion | Tiempo
reductores Morfologia Colorante con/sin % (min) Ref.
Ag Nps
Catharanthus depos'ltadas MB i 03 5 (81]
roseus en oxido de
grafeno
Euphorbia Ag/HZSM-5 MB 1.56
heterophylla composito RhB NaBH, i 3.33 [153]
MB Bajo 40
Ag2WOsy NaCl miirg(: er%lﬁ}os radiacion de - [156]
RhB luz visible 25
. Ag Bajo
T}:g :Zz?ndae nanoalambres MB radiacion 100 120 [157]
/TiO2 UV
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nanohojas/
grafeno

Por otro lado, el colorante de naranja de metilo no hubo ninguna reduccion ni a las 24 h de
reaccion, si bien las nanoestructuras de Ag no son lo suficientemente activas para reducirlo

o bien, su tiempo de degradacion es mucho mas lento que para RhB y MB.

4.8 Actividad antibacterial de nanoflores y dendritas
Las nanoestructuras de plata anisotrdpicas autoensambladas han sido poco investigadas como
agentes antibacteriales, lo cual es importante ya que se presume mucho acerca de la
efectividad de la Ag como agente antibacterial.

El mecanismo principal de las propiedades antibacterianas de las nanoestructuras de Ag
es anclar y penetrar las particulas de Ag en la pared celular bacteriana; una vez dentro de la
célula, las nanoparticulas de plata modulan la sefalizacion celular desfosforilando sustratos
de péptidos clave supuestos, que son criticos para la viabilidad y divisién celular. La
capacidad antimicrobiana de las nanoestructuras de plata les permite emplearse
adecuadamente en aplicaciones y productos tales como materiales de filtro de agua, textiles
y aplicaciones médicas [158].

Como ya se mencion6 anteriormente, la prueba de disco o de Kirby-Bauer es una de las mas
utilizadas para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un antibidtico o en
este caso para nanomateriales que tienen propiedades antibacterianas.

En los ultimos afios, las pruebas antibacteriales con nanoparticulas de Ag han aumentado, las
interacciones de las nanoparticulas de plata con las bacterias dependen del tamafio y la forma de
las nanoparticulas [159], por lo que en el presente trabajo se quiere observar el comportamiento
antimicrobiano de los nanoarboles y de las nanoflores de plata.

Se han realizado estudios que demuestran que los brotes por S. aureus y E. coli son en su gran
mayoria por manejo deficiente de los alimentos, estas bacterias pueden desarrollarse rapidamente
en los alimentos, cuando encuentran condiciones propicias para su desarrollo. Clinicamente la E.
coli y S. aureus pueden causar implicaciones severas. La intoxicacion por S. aureus se debe a la
ingestion de exotoxinas, que provocan nauseas, vomito, dolores abdominales y diarrea, mientras
que la E. coli causa severos desordenes gastrointestinales, y en ambos casos, se ha reportado la

muerte por infecciones de ambos organismos patogenos [160].
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en uno de sus tltimos informes en 2018, reportaron
que diversas bacterias, entre ellas la E. Coli y el S. Aureus han creado una resistencia frente los
antibiodticos que se usan comunmente para tratar infecciones causadas por estas, lo cual presenta
una grave situacion a nivel mundial [161]. Por esta razon se considerd de importancia realizar el
estudio de las propiedades antimicrobianas de estas nanoestructuras.

Como ya se mencioné en la metodologia, se utilizaron seis concentraciones diferentes de las
nanoflores y de los nanoarboles, los cuales se colocaron impregnando discos de papel filtro con
el coloide correspondiente; las concentraciones utilizadas fueron 1, 20, 50, 100, 120 y 150 ppm,
en la figura 4.34 a-c se muestran los resultados con las nanoflores de plata con E. Coli. Se puede
apreciar que en las tres pruebas que se realizaron, que alrededor de los discos aparecen zonas de
inhibicidn, en los tres casos es a partir de la concentracion de 20 ppm de las nanoflores de Ag
que se observan pequeiios halos los cuales incrementaron su tamafio a medida que iba
aumentando la concentracion de las nanoflores de Ag, sin embargo, en la primera prueba
realizada (figura 4.34 a) se observa discrepancia, ya que los halos disminuyeron en tamafo a las
concentraciones de 120 y 150 ppm, esto debid suceder por fallas técnicas, ya que el método
basicamente consiste en el contacto que tiene el disco con el agar, en este caso pudo no colocarse
de manera correcta el disco o el in6culo era demasiado denso , por este motivo es que las pruebas
deben repetirse al menos dos veces para tener una mayor certeza de los resultados. Se midieron
los halos con un vernier y se registrd con una medida de 8.5 mm el halo més pequefio
correspondiente a la concentracion de 20 ppm y de 11 mm el halo mas grande para 120 y 150
ppm.

Por otro lado, se muestran los antibiogramas en la figura 4.35 con la misma bacteria pero
ahora para comprobar la sensibilidad con dendritas de Ag, se realizaron el mismo niimero de
repeticiones. Se puede apreciar que del mismo modo que las nanoflores, para una
concentracion de 1 ppm no se observan halos de inhibicion, lo que indica que aparentemente
esa cantidad de dendritas no es suficiente para impedir el crecimiento de bacterias. En este
caso se muestra que a medida que aumenta la concentracion de las dendritas aumentan
ligeramente el tamafio de los halos. El tamafio mas pequeio reportado fue de 7.5 mm,
mientras que el mas grande fue de 12 mm, se puede observar que los halos son ligeramente
similares con los obtenidos con las nanoflores, pero se puede determinar que los nanoarboles

tienen una mejor actividad antibacterial frente a las nanoestructuras tipo flor.
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Figura 4.34 Antibiograma realizado para comprobar la sensibilidad de E. Coli con nanoflores de

Ag a) primera prueba, b) segunda prueba y c) tercera prueba.

Mucho se ha reportado ya de estas pruebas con nanoparticulas de Ag [162-164], y muy pocos
estudios se han hecho con este tipo de estructuras. Uno de los investigadores que han
reportado actividad antibacterial con nanoflores de Ag han sido Molina y col. [72] en donde
informan de una muy buena actividad antibacterial de estas estructuras, sin embargo, ellos
utilizan concentraciones de 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 y 6400 ppm, en comparacioén con
las cifras utilizadas en este trabajo se observa que son concentraciones muchisimo mas bajas
las utilizadas aqui, por lo que se presume que las nanoflores sintetizadas con el extracto de
pingiiica son mucho mas eficientes que las que sintetizaron Molina y col. con el extracto de
Kalanchoe Daigremontiana. Por otro lado, Ugwoke y col. [165] sintetizaron nanoparticulas
de Ag con Moringa Oleifera, obtuvieron halos de inhibicién de 15 mm a una concentracion
de 20 ppm, esto comprueba que aunque si se tienen una buena actividad antimicrobiana las

nanoflores y dendritas, las nanoparticulas de Ag siguen siendo mas efectivas.
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Figura 4.35 Antibiograma realizado para comprobar la sensibilidad de E. Coli con nanoarboles de Ag a)

primera prueba, b) segunda prueba y c) tercera prueba.

También se presentan los estudios realizados con S. Aureus tanto para las nanoflores como
para las dendritas, de igual manera que para E. Coli se realiz6 el experimento tres veces. Para
las nanoflores se muestra la figura 4.36 a-c y para las dendritas se muestra la figura 4.37 a-c.
De primera instancia se observa que en los dos diferentes materiales hay una mayor
resistencia de esta bacteria en comparacion con la E. Coli ya que en las nanoflores como en
las dendritas se presentan halos de inhibicion hasta la concentracion de 50 ppm y se obtuvo
un aumento del halo a medida que aumentaba la concentracion, habiendo también unas
incongruencias como con E. Coli que se le atribuyen a errores técnicos o una densidad del

inoculo alta. Se realizaron pruebas de control tanto de E. Coli como para S. Aureus, colocando
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un disco impregnado con el extracto y con AgNOs a las concentraciones de 6 mM y 10 mM

que fueron las utilizadas para sintetizar nanoflores y dendritas respectivamente.

Figura 4.36 Antibiograma realizado para comprobar la sensibilidad de S. aureus con nanoflores de

Ag (a) primera prueba, (b) segunda prueba y (c) tercera prueba.

En la figura 4.38 se muestran las pruebas con solo extracto y con la sal de Ag. Mediante estos
resultados se comprueba que el extracto no tiene propiedades antibacterianas y no influye
con las nanoestructuras para la inhibicion, por otro lado, con el AgNOj si presenta halos de
inhibicion, sin embargo, hay que destacar que es una concentraciéon mucho mayor la que se
esta utilizando con las nanoestructuras, esto ya ha sido sefialado por otros autores [166] que
si bien el AgNO3; muestra un comportamiento bactericida es empelando concentraciones a

nivel micromolar, mientras que las nanoestructuras producen un efecto a nivel nanomolar.
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Figura 4.37 Antibiograma realizado para comprobar la sensibilidad de S. aureus con dendritas de

Ag a) primera prueba, b) segunda prueba y c) tercera prueba.

Para resumir todas las mediciones de los halos que se obtuvieron se realizo la tabla 4.2. Estas
mediciones se promediaron para obtener la media de la inhibicion de las bacterias. Los
cuadros que se presentan en rojo fueron mediciones que se descartaron debido a que eran
incongruentes con las otras dos pruebas realizadas. Se vuelve a remarcar que no hay
informacion en la literatura de este tipo de pruebas para estas estructuras.

Se realizaron las pruebas de MIC's para encontrar la concentraciéon minima de inhibicidn,
es decir, la cantidad minima de nanoestructuras de Ag para el impedimento del crecimiento
de los microorganismos, se utilizaron las concentraciones de 1, 5, 15 y 20 ppm con referencia
a los resultados obtenidos con las pruebas anteriores, donde se observaba que a 20 ppm ya

hay inhibicién de bacterias como ya se mencion6. En la figura 4.39 a-d se muestran estos
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resultados. En todas las pruebas se dejo un tubo como control para observar la turbidez del

indculo.

Figura 4.38 Antibiograma realizado para comprobar la sensibilidad de E. Coli a la derecha y S.
aureus a la derecha con extracto de AgNQO; a) primera prueba, (b) segunda prueba y (c) tercera

prueba.

Se determina que en el caso de las nanoflores de Ag (figura 4.39 a) frente a E. Coli la turbidez
a 1 ppm so6lo disminuye un poco, sin embargo, ain se aprecia lo que indica que ain hay
presencia de bacterias, para 15 ppm ya hay una mayor cristalinidad en el caldo, aun asi,
cuando se colocd una gota de los caldos sobre una placa de agar de cada una de las
concentraciones, se observa que para todas las concentraciones hay un crecimiento de E.
Coli, que aunque ya existe una cristalinidad para 15 y 20 ppm solo hay una inhibicion pero

no hay muerte de las bacterias.
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Para S. Aureus ocurre que en ninguno de los tubos existe cristalinidad en los caldos, lo que

predice en primera instancia que no hay inhibicidn, esto se comprob6 comprueba en la placa

de agar, donde hay crecimiento de bacterias para todas la concentraciones.

Los estudios realizados con dendritas fueron mas satisfactorios para los dos indculos,

donde se presenta una concentracion minima inhibitoria para 15 ppm en ambos casos, ya que

al momento de colocar las gotas de los caldos en las placas de agar a esa concentracion no

hay crecimiento de microorganismos. Revisando la literatura, se encontr6é a Kimy col. [167],

quienes sintetizaron nanoparticulas de Ag y determinaron su MIC la cual fue a 100 ppm, que

es mucho mas alta que en los nanoarboles de Ag obtenidos en este estudio, lo que se presume

como resultados muy satisfactorios.

Tabla 4.2 Mediciones de halos de inhibicion.

NANOFLORES NANOARBOLES
REPETICIONES REPETICIONES
BACTERIAS i BACTERIAS i
CONCENTRACION | PRIMERA SEGUNDA TERCERA | PROMEDIO CONCENTRACION | PRIMERA  SEGUNDA  TERCERA | PROMEDIO
Extracto Nada Nada Nada Nada Extracto Nada Nada Nada Nada
| 11 1 12 Sal 10 mM 12 14 12 12.6
- Sal 6 mM mm 3mm - mm - al m mm mm mm mm
S 1 ppm Nada Nada Nada Nada S 1 ppm Nada Nada Nada Nada
% 20 ppm 8.5mm 9 mm 8mm 8.5mm % 20 ppm 8 mm 9.5mm 7.5 mm 8.3 mm
= =
o 50 ppm - 10 mm 9mm 9.5 mm = 50 ppm 10 mm 10 mm 9.5mm 9.8 mm
T

é 100 ppm 12 mm 11 mm 10 mm 11 mm Q 100 ppm 11 mm 10 mm 10 mm 10.3 mm
w w

120 ppm 9mm 10 mm 11 mm 10 mm 120 ppm 12 mm 11 mm 10 mm 11 mm

150 ppm 9mm 10 mm 11 mm 10 mm 150 ppm 11 mm 11 mm 10 mm 10.6 mm
“ Extracto Nada Nada Nada Nada . Extracto Nada Nada Nada Nada
> >
e Sal6 mM 13mm  11.5mm 125mm| 12.3mm v Sal 10 mM 10.5 mm 11 mm - 10.7 mm
=) =
; 1 ppm Nada Nada Nada Nada 5 1 ppm Nada Nada Nada Nada
3 20 Nad Nad - Nad 2 20 8 7.5 77
S ppm ada ada ada g ppm mm .5mm .7 mm
g 50 ppm 9mm 9mm 9mm 9mm 8 50 ppm 10 mm 10 mm 10 mm
% 100 ppm 9.5 mm 9mm 10 mm 9.5 mm % 100 ppm 10 mm 10.5 mm 10.2 mm
z 120 ppm 9mm 9mm  9mm 9mm & 120 ppm 11mm  10.5mm 10.7 mm
1%} (%]

150 ppm 9.5 mm 10 mm 9mm 9.5 mm 150 ppm - 10.5 mm 9.5mm 10 mm
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Figura 4.39 Determinacion de MIC de a-b) nanoflores de Ag y ¢-d) nanoarboles frente a E Coli y S.

aureus.
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CAPITULO 5. DISCUSION DE RESULTADOS

El fruto de pingiiica presentd espectaculares resultados derivados de la biosintesis,
obteniendo exitosamente nanoflores y dendritas de Ag. El crecimiento espontaneo de todas
esas formas se debio precisamente a la cantidad de sal precursora utilizada (6 y 10 mM), que
permite la bioreduccion también por la adecuada cantidad del extracto del fruto de esta planta.

Es importante mencionar que en su mayoria los extractos de las plantas juegan un doble
papel importante que consiste en reducir los iones metalicos a nanoparticulas y estabilizar la
solucion coloidal, ha sido reportado [168] que con muy pocas excepciones este doble papel
no se cumple ya sea en una o las dos funciones. Sin embargo, en el actual trabajo la cantidad
de sal precursora se encontr6 por encima de la capacidad de la planta para estabilizar la
reaccion para la formacion de nanoparticulas, es decir por encima de la cantidad requerida
de los agentes surfactantes necesaria para mantener a las nanoparticulas en una solucion
nanocoloidal estable, lo que significa que el fruto presenta una desproporcion considerable
entre su capacidad de reduccion y su capacidad de estabilizacion lo cual fue importante para
el crecimiento incontrolado anisotrépico. Esa diferencia en capacidad de reduccion y
estabilizacion es facil de entender ya que, por lo general, las plantas medicinales son
reconocidas ancestralmente por sus capacidades antioxidantes y no por la presencia de
substancias tensoactivas.

El crecimiento insostenible de los nticleos de plata para dar lugar a la diversidad de formas
encontradas mediante la planta de pingiiica, se basoé en la superacion experimental en el
laboratorio, de la capacidad de dicha planta para contar con las sustancias surfactantes
adecuadas para estabilizar las nanoestructuras de Ag. Esa diversidad de formas es
principalmente una consecuencia de una alta velocidad de crecimiento en las particulas la
cual es del tipo polinuclear que se encuentra ayudada por un crecimiento secundario
combinada con una influencia anisotrépica.

Haciendo una comparacion entre estas dos nanoestructuras obtenidas la figura 5.1 a
muestra una alta dispersion y uniformidad de morfologias similares a flores preparadas con
una concentracion de sal precursora de 6 mM. Las micrografias a mayores aumentos se
muestran en la figura 5.1b-c, en la cual se muestran flores con un tamafio entre 0.4 y 1.0 pm

compuestas de varios bloques 2D. Las unidades 2D son nanolaminas de alrededor de 20 nm
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de espesor. Por otro lado, dendritas fractales mostradas en las figura 5.1 d-f presenta
imagenes de MEB y MET en diferentes aumentos de los productos preparados con una
concentracion de sal precursora de 10 mM. Los productos consisten en dendritas con brazos
grandes y uniformemente distribuidos de hasta 10 um, con multiples picos formados por

pequenas varillas al final de cada brazo, cuyos tamafos rondan los 100 nm.
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Figura 5.1 Imagenes de MEB obtenidas con diferentes amplificaciones de (a-c) nanoflores de Agy
(d-f) dendritas de Ag.

El analisis quimico de espectroscopia de dispersion de energia (EDS) determind la
composicion quimica de ambos productos, tanto de flores como de dendritas (figura 5.2). Se
puede apreciar que en ambas estructuras solo aparece el elemento Ag, lo que confirma la
existencia de materiales nanoestructurados de Ag en ambos casos. Ademas, los estudios de
DRX determinaron la estructura cristalina de ambos materiales. La figura 5.3 a-b muestra los
patrones DRX en los que los planos cristalograficos (111), (200), (220) y (311) aparecen
indistintamente en ambos tipos de nanoestructuras cuya distribucion angular corresponde a
los reflejos tipicos de la red cristalina fcc de Ag. Estos resultados confirman la reduccion
exitosa de nanoflores y dendritas de una composicioén y estructura completamente de Ag

utilizando el extracto de fruta Arctostaphylos pungens Kunth.
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A partir de los patrones DRX, es evidente que los picos se estan ampliando debido a la
formacion de nanocristales en ambos materiales. Por lo tanto, la ecuacion de Debye-Scherrer
calcula el tamafio del cristalito a partir del pico de DRX mas prominente (111). Los resultados
indicaron 24 nm para las dendritas mientras que 43 nm para las morfologias de tipo flor. Este
resultado es evidente desde el punto de vista de que las dendritas terminan en forma de cufia,
donde el espesor disminuye mientras que las nanolaminas mantienen aproximadamente el

mismo espesor.
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Figura 5.2 Analisis puntual EDS y mapas quimicos de (a-b) nanoflores de Ag y (c-d) dendrita de

Ag.
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Figura 5.3 Patrones de difraccion de rayos X de (a) nanoflores, (b) dendritas y (¢) sus

correspondientes espectros UV-Vis.
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La figura 5.3 c presenta los espectros UV-Vis de las dendritas de Ag y las flores de Ag
registrados después de ocho dias de reaccion mostrando un amplio rango de 328 a 649 nm
con un maximo de 463 nm. Los diferentes grados de confinamiento cuantico atribuidos a la
diversidad de tamanos y las superficies de las nanoestructuras provocan un pico ancho y un
corrimiento al rojo.

Estos resultados indican que la concentracion molar del precursor influy6 en la morfologia
de los productos obtenidos al mismo tiempo de reaccion con el extracto del fruto de pingiiica.
Las morfologias florales se forman para la concentracion mas baja del precursor, mientras
que, al mismo tiempo de reaccion, las dendritas fractales aparecen para la mayor
concentracion de precursores. Investigaciones anteriores también han obtenido resultados
similares Ag nanoestructuras [13, 169, 170].

Una vez determinada la morfologia de las nanoestructuras, la composicion quimica y la
estructura cristalina de los productos sintetizados, se puede concluir que el extracto del fruto
de pingiiica (Arctostaphylos pungens Kunth) contiene sustancias naturales suficientes para
reducir los iones de Ag, dependiendo de la composicion de la sal precursora. Ademas, esta
planta posee sustancias directrices que dan formas anisotropicas cuyos iones reducidos se
difunden a la superficie sélida para formar flores o dendritas de Ag.

Los cambios morfologicos como funcion del tiempo de reaccion se realizaron para
determinar el mecanismo de crecimiento de las nanoestructuras de Ag. En MEB se analizaron
los productos relacionados para ambas concentraciones (6 mM y 10 mM de AgNOs) a los 1,
3, 5 y 8 dias de reaccion. La figura 5.4 muestra las imagenes donde la izquierda columna
corresponde a la concentracion de 6 mM y la derecha a las obtenidas para 10 mM. En las
primeras etapas de crecimiento (figuras 5.4 a-b), los atomos comienzan a agregarse para
formar nanoparticulas.

Debido a la falta de sustancias estabilizadoras, las nanoparticulas coloidales se aglomeran
gradualmente después de 3 dias de reaccion y son consumidas por toda la particula esférica
en forma de nanoflor (figuras 5.4 c-d). Cuando el tiempo de reaccion alcanza los 5 dias, el
producto se compone en su totalidad de un agregado relativamente uniforme de nanoflores
(figuras 5.4 e-f). Finalmente, durante la reaccion hasta los 8 dias, la morfologia de los

productos se consolido en flores o dendritas (figuras 5.4 g-h). Estos resultados también
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muestran que la evolucion de la morfologia evoluciona a partir de nanoparticulas,

nanoestructuras similares a flores y finalmente, la morfologia dendritica.

Figura 5.4 Imagenes MEB de nanoflores de Ag (columna izquierda) y dendritas (columna derecha)

en diferentes tiempos de reaccion: (a-b) 3 dias, (c-d) 5 dias y (e-f) 8 dias.

103



Otro ensayo sobre la conversion de nanoflores en dendritas se muestra en las imagenes de
MEB en la figura 5.5. Estas imagenes corresponden a una muestra tratada durante 8 dias de
reaccion con 8 mM de AgNOs. Las micrografias muestran un crecimiento dendritico en el
lado de las nanoldminas que forman la morfologia tipo flor, lo que sugiere que las
nanoldminas continian su crecimiento con el aumento de la concentracion de la sal
precursora, desarrollando los brazos dendriticos primarios para posteriormente crecer los
brazos secundarios. El desarrollo de brazos dendriticos es a partir de las nanoplacas, lo que
puede suponer, que el crecimiento se da en la parte de las terminaciones mas rugosas de las
nanoplacas, se aprecia que, en un principio, el espesor de las laminas sigue siendo

nanomeétrico.

Figura 5.5 (a-b) Imagenes de MEB de nanoflores Ag que comienzan a formar nanodendritas,

(imagen insertada) mapa quimico EDS.

En base a estos resultados, se especula sobre el mecanismo de crecimiento que da origen a
las nanoflores y dendritas. La figura 5.6 muestra un diagrama que resume el crecimiento de
los productos de reaccion. Como se ve, para concentraciones de sal mas bajas, inicialmente
se forman nanoparticulas, lo que indica que el extracto de fruta de pingiiica contiene agentes
biorreductores y estabilizadores adecuados para formar nanoparticulas de Ag (a). Sin
embargo, como el aumenta el nimero de iones reducidos, los agentes estabilizadores se
agotan o se transforman estructuralmente, provocando la agregacion de tamaio de particula

para aumentar mas alld del tamafio nanométrico (b). Los atomos que alcanzan la superficie
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de crecimiento se adsorben y se desarrollan anisotropicamente para formar los pétalos o
laminas del arreglo floral que se desarrolla aleatoriamente (c). Ademads, otras biomoléculas
participan como guias en el crecimiento de la estructura floral (c). Existen sustancias
directoras o aglutinantes en el extracto acuoso que se depositan en planos cristalograficos

preferenciales, lo que permite la formacién de caras planas o pétalos.

[c]
@@ —) ) ( —
Fa\ta de establlzan%ﬁ%gdnmdmes de forma Crecimiento en zonas donde
no hay estabilizante
Nanoparticula Aglomeracion de .
de Ag nanoparticulas de Nanoflores de Ag Dendritas de Ag
Ag

Figura 5.6 Diagrama que resume el posible mecanismo de crecimiento de los productos de

reaccion.

Una vez que se forma la nanoestructura similar a una flor y la concentracion de sal aumenta
a 10 mM, el exceso de iones de Ag reducidos hard que las nanoldminas crezcan hasta
convertirse en una nanoestructura dendritica (d). Las sustancias que estabilizan los pétalos
de las flores en las caras planas se agotan o transforman nuevamente, provocando que las
hojas crezcan principalmente en sus extremos formando direccionalmente los brazos
primarios y, en consecuencia, los brazos secundarios de la estructura dendritica.

Por otro lado, mucho se ha informado que el mecanismo de sintesis de nanoestructuras de
Ag es muy complejo. Las nanoestructuras se obtienen por la presencia de entidades
bioldgicas que se encuentran compuestas por un gran nimero de compuestos organicos tales
como: hidratos de carbono, grasas, proteinas, enzimas y coenzimas, fenoles, flavonoides,
terpenos, alcaloides, etc. [171, 172], capaces de donar electrones para la reduccion de los
iones de Ag a Ag’. Aunque se sabe que los radicales libres se generan por las especies
reactivas de oxigeno (ROS). Las biomoléculas tales como las proteinas, glicoproteina,
lipidos, 4cidos grasos, fenoles, flavonoides y azucares controlan fuertemente la formacion de
radicales libres [173].

El mecanismo exacto en cada planta varia considerablemente ya que el fotoquimico

involucrado varia, aunque el principal mecanismo implicado es la reduccion de los iones.
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Estos fitoquimicos son reclamados en la conduccion de electrones lo que involucra las
propiedades reductoras, que es un mecanismo complejo ya que existen mas de 5.000
fitoquimicos hasta ahora identificados [174].

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

Una de las sustancias reconocidas que puede participar de la bioreduccion son los
terpenos. Se debe reconocer que hay mas de 50,000 terpenoides [175] que han sido aislados
de las plantas terrestres, marinas y hongos, se entiende que eso puede complicar el
mecanismo especifico de la bioreduccion. Los terpenos son los responsables del olor de las
plantas y su molécula bésica es el isopreno. Por ejemplo, una clasificacion de ellos son los
tetraterpenos que poseen ocho unidades isopreno y tienen la féormula molecular C40Hss. Los
tetraterpenos mas importantes bioldgicamente incluyen al aciclico licopeno, el mociclico
gamma-caroteno y al biciclico alfa- y beta-caroteno.

Otras de las substancias que han sido reportadas como las responsables de la bioreduccion
son los flavonoides [176]. Los flavonoides son un grupo grande de compuestos polifendlicos
que comprenden varias clases, incluyendo, antocianinas, isoflavonoides, flavonoles,
chalconas, flavonas, flavanonas y, que pueden quelar activamente y reducir los iones
metalicos en nanoparticulas. Los flavonoides forman un grupo de aproximadamente nueve
mil metabolitos vegetales que quimicamente, pueden ser clasificados como polifenoles o
compuestos fendlicos, por lo que, determinar exactamente los metabolitos que contiene el

fruto no es tarea facil, se requieren afios de estudio.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

¢ Se obtuvieron exitosamente las nanoestructuras de Ag tipo flor mediante el uso del
extracto del fruto de pingiiica utilizando la concentracion de 6 mM de AgNOs, lo que
deja ver que la pingliica contiene sustancias reductoras pero no suficientes
estabilizantes, permitiendo la obtencion de las nanoflores.

¢ Fue notado que con el incremento en el tiempo de reaccion las nanoflores cambian su
tamafio y morfologia, siendo que se mantienen estables hasta un tiempo de 10 dias de
reaccion, después de ese tiempo los agentes que mantienen estas estructuras estables
comienzan a degradarse, provocando que la nanoestructura comience a deshacerse.

¢ Se sintetizaron nanoflores de Ag mediante los extractos de pingiiica con diferentes
estados de maduracion, mientras que para las dendritas de Ag no se obtuvieron bajo
esas mismas condiciones.

¢ Se determino que los frutos inmaduros realizan una sintesis mas rapida que los demas
extractos que se sometieron al estudio.

e Se obtuvieron exitosamente dendritas de Ag pura mediante el extracto del fruto de
Arctostaphylos pungens kunth a un tiempo de 8 dias de reaccion en oscuridad total y
una concentracion de AgNO3z de 10 mM.

e Se degradaron exitosamente los colorantes de azul de metileno y rodamina B con un
porcentaje de degradacion de 96% y 82% respectivamente.

¢ No hubo ninguna degradacion del naranja de metilo para el tiempo de 24 horas.

e Se obtuvieron resultados satisfactorios en las pruebas antibacteriales con el método
de Kirby-Bauer, donde hay halos de inhibicion a partir de la concentracioén de 20 ppm
tanto para nanoflores como para dendritas frente a Escherichia Coli.

ePara Staphylococcus Aureus se mostraron halos de inhibicion a partir de la
concentracion de 50 ppm en ambas nanoestructuras.

¢ Se le podrian dar més aplicaciones de las que se encuentran en la literatura a este tipo
de nanoestructuras, aprovechando su propiedad antimicrobiana.

eLa Concentracion Minima de Inhibicién para las nanoflores no fue encontrada,

mientras que para las dendritas de Ag fue de 15 ppm frente a las dos cepas estudiadas.
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¢ Las propiedades antibacteriales de los dos tipos de nanoestructuras es muy similar,
aunque por los resultados obtenidos con los MIC's, las dendritas presentan una mejor
actividad antimicrobiana que las nanoflores de Ag, que al no encontrarse el MIC en
estas estructuras es indicativo que necesita una concentracion mas alta de nanoflores
de Ag.

¢ E] extracto de pingiiica también es capaz de bioreducir los iones de paladio

e Se sintetizaron de manera exitosa nanoestructuras fractales de Ag mediante el
extracto de pingiiica sin la necesidad de plantillas o de productos quimicos adicionales.
¢ Se depositd exitosamente el Pd sobre las dendritas de Ag, cabe resaltar que no se
agregd mas extracto para la reaccion, por lo que el extracto de pingiiica atin después de
la reduccion de los iones de Ag sigue teniendo las suficientes sustancias reductoras

para reducir los iones de Pd.
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