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RESUMEN

Los nanomateriales varian en apariencia porque son individuos y sus propiedades varian de
sus contrapartes submicronicas o micrométricas. Esta tendencia es una buena razén para que
la nanociencia y la nanotecnologia sean un area de inversion de emergencia. En este trabajo
se pretende sintetizar nanoestructuras de plata utilizando el extracto acuoso de Sedum
Prealtum. Los antioxidantes polifendlicos reconocidos en la planta Sedum Prealtum,
incluidos el kaempferol y la quercetina, pueden atribuirse a la reduccion de los iones de plata
a plata metalica. El pH de las particulas que se prepararon fueron 3, 8 y 9.

La caracterizacion de nanoestructuras se realiz6 por medio de espectroscopia ultravioleta-
visible media (UV-Vis), difractometria de rayos X (XRD), espectroscopia infrarroja,
microscopia electronica de barrido (SEM) y FTIR, ademas se midieron las propiedades
cataliticas y bioldgicas. Los productos de la reaccion se evaluaron mediante la reduccion del
colorante azul de metileno. Al mismo tiempo se realizaron pruebas antibacteriales de las

nanoparticulas.

Abstract

Nanomaterials vary in appearance because they are individuals, and their properties vary from
their submicron or micrometer counterparts. This trend is a good reason for nanoscience and
nanotechnology to be an emergency investment area. In this work, the aim is to synthesize silver
nanostructures using the aqueous extract of Sedum Prealtum. The polyphenolic antioxidants
recognized in the Sedum Prealtum plant, including kaempferol and quercetin, can be attributed
to the reduction of silver ions to metallic silver. The pH of the particles that were prepared were
3,8and9.

The characterization of nanostructures was carried out by means of ultraviolet-medium visible
spectroscopy (UV-Vis), X-ray diffractometry (XRD), infrared spectroscopy, scanning electron
microscopy (SEM) and FTIR, in addition the catalytic and biological properties were measured.
The reaction products were evaluated by the reduction of the methylene blue dye. At the same

time, antibacterial tests of the nanoparticles were carried out.

Palabras clave: Nanociencia, nanotecnologia, plata, sintesis verde y pH.



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
estructuras metalicas intrincadas que demuestran la llegada de materiales prometedores [1].
Investigaciones anteriores han demostrado que los autoensamblajes de Ag, como las
nanoflores, tienen una gran relacion superficie-volumen que contiene varios
centros activos disponibles para su estudio como catalizadores [2]. Ademads, estas
nanoestructuras metalicas tienen un alto potencial de Fermi, donde la constante de velocidad
de la reaccion catalitica depende del tamanio de las unidades de construccion [3]. Se han
investigado ampliamente en la purificacion de agua y aire [4], por ejemplo, en la remocion
de colorantes organicos sintéticos que se utilizan ampliamente en las industrias: textil, papel,
plastico, alimentos, cosméticos y farmacéuticos, lo que resulta en una contaminacion
ambiental considerable debido a las descargas de estas industrias. Se ha demostrado que
muchos de los colorantes son carcindgenos, mutdgenos y dafiinos para el medio ambiente.
Estos colorantes son igualmente toxicos para los organismos acuaticos y su ambiente [5].
La planta S. prealtum es originaria de México, crece en los estados de Hidalgo, Puebla,
Tlaxcala, sobre suelos pedregosos y humedos, esté relacionada con la vegetacion perturbada
de matorral xer6filo, laderas de cerros y bosques, con clima templado entre los 2400 y los
2700 msnm (metros sobre el nivel del mar) [6]. Se demostrd en S. prealtum la presencia de
compuestos carboxilicos, flavonoides, alcoholes, cumarinas, azlicares reductores, alcaloides,
asi como algunos del tipo glucosidos como los principales encontrados en mayor cantidad
(kaempferol y quercetina).

En este trabajo, se efectud la sintesis, caracterizacion y medicion de las propiedades
cataliticas y biomédicas de nanoestructuras de Ag, en medio 4cido y alcalino utilizando el
extracto de la planta Sedum prealtum a temperatura ambiente. Se evaluaron las propiedades
cataliticas de las nanoestructuras de Ag, a través de la reduccion de los colorantes amarillo
de metilo, Indigo carmin y violeta de genciana. Las pruebas biomédicas se realizaron
midiendo la capacidad de las nanoestructuras en las pruebas de antibiogramas y de

concentracion minima inhibitoria en las bacterias Escherichia coli Gram-negativa y



Staphylococcus aureus Gram-positiva. La caracterizacion de los productos se realizo

mediante MEB, DRX, UV-VIS y FTIR.

1.1 Justificacion

La sintesis convencional de nanomateriales por métodos quimicos o fisicos requiere del uso
de reactivos quimicos como agentes estabilizantes para evitar la aglomeracion de las
nanoparticulas, suele ser costosa y dispone de mucha energia, ademas, los reactivos
generalmente se caracterizan por generar subproductos contaminantes y peligrosos. Los
nanomateriales, particularmente las particulas metélicas pueden ser preparadas usando
fuentes naturales como microorganismos, extractos vegetales, polipéptidos, 4cidos nucleicos,
proteinas, asi como tejidos animales que funcionan como agentes reductores y estabilizantes.
Esta forma de preparacion es amigable con el ambiente y presenta una potencial aplicacion
para areas cataliticas y biomédicas lo que genera gran interés en el campo de la
nanotecnologia. Las nanoestructuras de plata se encuentran entre las mas utilizadas, dado su
amplio espectro de actividad antibacterial, asi como su aplicacion para tratar lesiones en la
piel. Por lo que es de mucho interés desarrollar este tipo de métodos para explorar la
formacion de fécil costo, eco-amigable con el medio ambiente y facil en elaboracion de las

nanoestructuras de plata, las cuales han sido aplicadas en muchos estudios biomédicos.

1.2 Objetivo general

Sintetizar las nanoestructuras de Ag empleando el extracto de la planta Sedum prealtum y

evaluar su capacidad catalitica y antibacteriana.

1.3 Objetivos especificos

1. Sintetizar las nanoestructuras de plata en medio 4cido y alcalino, empleando el

extracto Sedum Prealtum.



2. Evaluar las caracteristicas estructurales de las nanoestructuras mediante difraccion
de rayos X, microscopia electronica de barrido, espectroscopia UV-VIS y
espectroscopia de infrarrojo.

3. Evaluar la efectividad en la reduccion del colorante azul de metileno a través de
ensayos cataliticos con las nanoestructuras de Ag.

4. Evaluar la efectividad antibacteriana de las nanoestructuras de Ag in vitro, para las

bacterias Escherichia coli Gram-negativa y Staphylococcus aureus Gram-positiva.

1.4 Hipétesis

Los flavonoides como kaempferol y quercetina del extracto de la planta Sedum prealtum
reducen quimicamente el nitrato de plata, para obtener nanoestructuras de Ag durante la
cristalizacion quimica, mediante la manipulacion del pH. Las cudles seran efectivas en la
reduccion de intensidad del colorante contaminantes, asi como en su comportamiento

antibacterial.

1.5 Metas cientificas

2. Obtener nanoestructuras de Ag con tamanos entre 1 a 4 um.

3. Obtener una reduccion de al menos 80% en el colorante azul de metileno,

4. Obtener resultados en la inhibicion de las bacterias Escherichia coli Gram-negativa
y Staphylococcus aureus Gram-positiva.

5. Aportar conocimiento en las propiedades cataliticas de las nanoestructuras de Ag.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En el siguiente capitulo se habla sobre la revision bibliografica, se abordan temas sobre los
significados de la nanociencia y la nanotecnologia, ademas, de como {Eestos materiales en la
escala nanométrica se clasifican, como son sus diferentes tipos de sintesis, las aplicaciones

de los nanomateriales y las aplicaciones en los que pueden ser utilizados.
2.1. Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia se constituye como un drea emergente, la cual estudia los fendmenos y la
manipulacion de materiales a escala nanométrica(<100nm). No puede denominarse quimica,
fisica o biologia, dado que los cientificos de este campo estudian esas dimensiones muy
pequefias, para una mejor comprension del mundo que nos rodea [7]. Feynman propuso
fabricar productos en base a la manipulacion de atomos y moléculas [8]. La Fig. 2.1
representa los diferentes objetos que se presentan desde la escala micrométrica hasta la escala

nanomeétrica.

Escala nanométrica

Hormiga
) Cabello Bacteria Proteinas Nanotubos
) ’ s A iﬁ
: \ \ A )
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® / \ P,
— 10" nm 10°nm i 1000 nm 10 nm
10'nm Mélecula
' de agua
] T VA
10° nm 10° nm F 10'nm i 100 nm 1nmt
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Figura 2.1. Diferentes objetos en la escala nanométrica-micrométrica [9].

En cambio, la nanotecnologia trabaja con materiales estructurados en escalas nanométricas o
sea nanoestructuras. Estas nanoestructuras forman bloques de construccion (building blocks)

como clusters, nanoparticulas, nanotubos y nanofibras que a su vez se forman a partir
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de atomos y moléculas. Manipulando estos bloques de construccion se forman los materiales
y dispositivos nanoestructurados que es el objetivo central de la nanotecnologia. Los
materiales fabricados con la nanotecnologia tienen menos defectos y mejor calidad. Sus
propiedades son novedosas, manteniendo todas las mismas cantidades de divisiones, longitud
y didmetro de una forma diferente a cuando se manipula material a escalas mas grandes [10].
(Qué se quiere decir al utilizar el prefijo nano en nuestro Iéxico? En términos sencillos, nano
es un prefijo griego que significa “enano” y al usarlo en términos y conceptos denota una
amplia gama de fendmenos y objetos cuyas dimensiones son de una millonésima parte de un
milimetro (1x10°mts). Hablar de objetos de esta magnitud, puede referirse a atomos,
moléculas y pequefios agregados que forman un diminuto universo cuyas leyes es necesario

explicar [11].

2.2 Clasificacion de los Nanomateriales

Los nanomateriales son una nueva clase de materiales (sean ceramicos, metales,
semiconductores, polimeros o bien, una combinacion de estos), en donde por lo menos una
de sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nm. Debido a su tamafo reducido (unos
cuantos nanometros), se modifican sus propiedades que finalmente difieren del mismo
material con dimensiones del s6lido a granel. Las caracteristicas de los nanomateriales
incluyendo las peligrosas, deben ser investigadas [12].

La creciente demanda de nuevas nanoestructuras en diversos sectores como la biotecnologia,
telecomunicaciones, informatica, areas biomédicas, sintesis quimica, separacion, agricultura
e industria de alimentos, ha impulsado el interés de cientificos e ingenieros para producir
nanoestructuras que optimicen los procesos e incrementen la produccion. Las
nanoestructuras pueden tomar diferentes morfologias por ejemplo nanoflores, nanotubos,
nanoalambres y esferas. Para elaborar nanoestructuras ha surgido un método sencillo y de

bajo costo conocido como sintesis verde [13].
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2.2.1 Clasificacion de acuerdo con el numero de dimensiones que se encuentren en el

régimen nanometrico.

La gran variedad de las nanoestructuras derivada de su amplia naturaleza quimica, formas y
morfologias, el medio en el cual las particulas se encuentran presentes, el estado de dispersion de
las particulas y mas importante, las numerosas modificaciones a las que pueden ser sometidas

las nanoparticulas, hacen de esto un importante campo activo de la ciencia [ 14].

ORGANICOS INORGANICOS

MANOTUBOS DE OXIDOS
(o] [omvacos] [owe ] [555 |
c10 PARED SIMFLE | CcdSe Ag, Ay Zn0y, CeO2
e

Figura 2.2 Clasificacion de nanomateriales [14].

En base al nimero de dimensiones, los nanomateriales se pueden clasificar en

cuatro tipos [15]:

a) Materiales de dimension cero, las tres dimensiones se ubican en el régimen nanométrico,
ejemplo de esta categoria son las nanoparticulas.

b) Materiales de una dimension, teniendo una longitud variable, conservan dos dimensiones
en el régimen de nandmetros, en esta clasificacion estan los nanoalambres y nanotubos.

c) Materiales bidimensionales con dos dimensiones fuera del rango nanométrico, mantienen
su espesor en el orden de 1 a 100 nm, como en el caso de peliculas delgadas.

d) Materiales de tres dimensiones, los solidos tridimensionales estdn formados por unidades

nanomeétricas.

La figura 2.3 muestra los ejemplos de la clasificacion de las estructuras, solo de carbono, que

se expresa de acuerdo con las dimensiones nanométricas que ocurren en cada una de ellas.
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2.3 Nanomateriales autoensamblados

En las ultimas décadas, se han realizado numerosos avances en el campo de la nanociencia y
la nanotecnologia, posibilitando la fabricacion de materiales que poseen propiedades muy
interesantes con las que trabajar. Los nanomateriales pueden incorporarse en el disefio de
dispositivos y herramientas para hacerlos mas eficientes y otorgarles propiedades y funciones

nuevas [16].

0D 3D
."\Q NN
Ie®S
N g e
Fullerene Carbon Nanotube Graphene Graphite

Figura 2.3 Ejemplos de nanoestructuras de carbono 0D, 1D, 2D y 3D
[15].

Una de las metodologias més utilizadas para controlar la organizacion de las nanoparticulas,
y por tanto sus propiedades, es el autoensamblaje. El autoensamblaje se ha convertido en una
metodologia puntera en la fabricacion de materiales funcionales con propiedades Opticas,
electronicas, quimicas y biologicas tinicas [17].

En las estructuras formadas por nanoparticulas autoensambladas, cada particula individual
es el bloque de construccion fundamental que sirve para confeccionar la estructura ordenada
[17]. La figura 2.4 muestra una estructura de autoensamblaje en forma de esfera formada en
su superficie por rodillos y otra esfera conteniendo poros nanométricos y protuberancias en

la superficie [17].
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2.4. Sintesis verde mediante el uso de plantas

La produccion tradicional de nanoparticulas utiliza materiales toxicos como son los solventes
y surfactantes que pueden afectar el medio ambiente. La sintesis verde es una técnica
alternativa de bioproduccion de un material nanoparticulado junto con un material metalico
(oro, plata, hierro y 6xidos metalicos), que busca ser amigable con el medioambiente. La
sintesis verde se basa en la reduccion de sales metalicas mediante especies naturales con
poder antioxidante [18]. Durante la ultima década se ha demostrado que muchos sistemas
bioldgicos pueden reemplazar los agentes quimicos reductores incluyendo, plantas y algas,
diatomeas, bacterias, levaduras, hongos, virus y células humanas. La Fig. 2.5. muestra como
los microorganismos son capaces de transformar los iones inorganicos metalicos en
nanoparticulas de metal por medio de las capacidades reductoras de los metabolitos y de las

proteinas de estos mismos.

Figura 2.4 Imagenes MEB de esferas de Ag a diferentes aumentos [17].
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Figura 2.5 Proceso de sintesis verde de nanoparticulas de plata [18].
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La tabla 2.1 resume algunos resultados que se derivan de la sintesis verde empleando

extractos de plantas. Entre los métodos verdes este es el mas empleado ya que es muy simple,

economico, amigable con el medio ambiente y facil de realizar. En la tabla se presentan las

diferentes morfologias y tamafios los cuales han sido obtenidos a través de esta técnica.

Tabla 2.1 Sintesis verde de nanoestructuras basadas en Ag mediante el uso de varios
extractos de plantas [19].

Planta/
Tamano Parte )
Precursor | Morfologia extracto de la Referencia
(nm) usada
planta
_ Ananas )
AgNO3 Esférica 12.4 Hojas Emeka y Co.
comosus
_ Ocimum
AgNO;3 Esférica 10 Raiz Ahmad y Co.
basilicum
AgNO:; Esférica 15 Beta vulgaris | Raiz Bindhu y Co.
' Eucalyptus _ Prathibha y
AgNOs Esférica 4-60 Hojas
globulus Co.
Artocarpus )
AgNO3 Irregular 10.78 Semillas | Jagtap y Co.
heterophyllus
_ Jatropha .
AgNOs Esférica 10-15 Semillas | Bary Co.
curcas
] Crataegus Ghaffari vy
AgNO3 Esférica 29.28 Fruta
douglasii Co.
. lansium Cascara
AgNOs Esférica 10-30 Shankary Co.
domesticum de Fruta
AgNO; Esférica 23.7 Banana Fruta Ibrahim y Co.
Predominantemente Artemesia ) Vijayakumar
AgNO3 70-90 Hojas
cuadrado nilagirica y Co.
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Mayormente )
AgNO3 ) 18.62 Aerva lanata | Hojas Joseph y Co.
esféricas
) Annona ) )
AgNOs Esféricas 20-100 Hojas Vivek y Co.
squamosa
. Boerhavia Toda la | Vijay-Kumar
AgNO3 Esféricas 25
diffusa planta y Co

2.5 Aplicaciones y propiedades de las nanoestructuras

En los ultimos afos, las nanoparticulas de metales nobles (MNP) han recibido una atencion
considerable debido a sus importantes aplicaciones en diversos campos, como la
biotecnologia, la catélisis, el tratamiento del agua, la bioingenieria, los productos de consumo
a base de metales, la ingenieria textil y otras areas que incluyen la terapia contra el cancer,
los biosensores, etiquetas para células y biomoléculas, optoelectronica, electronica,

magnética y almacenamiento de informacion [20].

Las MNPs toman una importancia en catalisis, en la que han mostrado mejores propiedades
cataliticas que los correspondientes compuestos a granel. Las propiedades tnicas de las
MNPs dependen en gran medida de su forma, tamafio, cristalinidad, composicion y estructura

(so6lida o hueca) [21].

No obstante, en los tltimos veinte afios se ha incrementado el interés por la nanoquimica,
ciencia que se encarga de estudiar y generar nuevas rutas sintéticas para la produccion de
bloques de construccion de diferente tamafio (dentro de la escala nanométrica) y para estudiar
su forma, composicion, superficie estructural, carga y funcionalidad, o para la construccion
de procesos de autoensamblaje espontdneos dirigidos por patrones de superficiedefinidos
quimica o litograficamente; estos pueden formar arquitecturas que actian en una funcidén

inteligente y que auguran un uso particular [22].

16



Para la formacién de nanoparticulas se puede utilizar el método de reduccion de sales
metalicas con un agente reductor sintético o con un biorreductor, utilizando surfactantes para
su estabilizacion. También existen técnicas fisicas, como la ablacion laser o el deposito por
vapor reactivo, entre otras técnicas que se utilizan en una estrategia general conocida como
“bottom-up”, en el que las nanoestructuras se van formando atomo por atomo hasta llegar a
materiales con dimensiones nanométricas [22]. Otra estrategia general es la conocida como
“top-down”, donde materiales macroscopicos son fraccionados hasta llegar a la escala

nanométrica; dentro de este grupo se encuentran el pulido y la molienda mecanica.

Los nanomateriales son producidos en diferentes morfologias entre las que se encuentran
nanoflores, esferas, tubos, alambres, rodillos y dendritas, entre otras. Los nanomateriales
metalicos poseen propiedades fisicoquimicas que difieren de su material a bulto. Estas
propiedades estan fuertemente relacionadas al tamafo, forma, composicion, cristalinidad y

estructura de la particula.

La plata tiene una larga historia en exitosas aplicaciones médicas. Estudios recientes han
mostrado que en su forma de nanoparticulas son altamente efectivas como agentes
antimicrobiales contra bacterias y virus. Diferentes rutas de produccion de nanoparticulas de
plata han sido investigadas. Algunas estan basadas en la reduccidon de nitrato de plata por
borohidruro de sodio o citrato de sodio. Otros métodos incluyen el uso de microondas,

electrdlisis, condensacion, microemulsion y foto-reduccion de iones de Ag.

Los nanomateriales de Ag han sido ampliamente utilizados debido a sus aplicaciones por sus
excelentes propiedades: cataliticas, bioldgicas, médicas, electronicas y magnéticas. Dichas
propiedades mejoran con la utilizacion de materiales nanoestructurados, con geometria
esférica y estrecha distribucion de tamafio de particula. Los materiales nanoestructurados son
materiales con &tomos agrupados ordenadamente en tamafios nanométricos, los cuales son la

base para construir estructuras mayores de este tipo de materiales.

Los materiales nanoestructurados de Ag cuentan con diversas aplicaciones estudiades a lo

largo de los ultimos afios, estos materiales pueden ser utilizados como: agentes bactericidas,

17



agentes fungicidas, en membranas y filtros, como catalizadores en reduccion de diversos

colorantes utilizados en la industria textil y en la electrénica.

2.5.1 Reduccién de colorantes

Las estructuras de Ag se han utilizado como catalizadores, ya que pueden servir como un
relevador de electrones en el sistema oxidante-reductor, encontrando utilidad en la reduccion
catalitica de azul de metileno (MB), un colorante desechado y muy utilizado en la industria
textil [23]. Las pruebas para degradar colorantes como: azul de metileno, 4-nitrofenol, rojo
Congo, violeta de metilo, rodamina b, etc., producidos en diversas industrias, principalmente
la textil, ha llevado a producir estructuras porosas capaces de reducir y hasta eliminar los

residuos de grupos cromdéfobos de alto peso molecular, presentes en los colorantes.

Los colorantes sintéticos son compuestos quimicos xenobioticos, los cuales no se encuentran
en forma natural en la biosfera, sino que han sido sintetizados por el hombre. Por la
complejidad estructural que presentan las plantas de tratamiento convencionales tienen un
bajo porcentaje de remocidon de estos, razon por la cual son vertidos sin ser tratados. Los
colorantes azoicos se utilizan en grandes cantidades en las industrias textil y alimentaria, y
su vertido en aguas residuales de dichas industrias, incluso en bajas concentraciones, produce
una intensa coloracion que tiene un fuerte impacto ambiental, no s6lo por su contaminacion
visual sino también por su toxicidad. De ahi la relevancia de su tratamiento y eliminacion de

las aguas previas al vertido de las industrias, buscando su decoloracion [24].

La fabricacion de microesferas porosas de metales nobles o dopadas con 6xidos metélicos ha
tenido un gran auge recientemente, debido a la facilidad para eliminar contaminantes de
corrientes de aire y agua debido a la posibilidad de oxidacion de contaminantes organicos a

CO2 y H20 en presencia de semiconductores [25].

Las dendritas de Ag tienen un area superficial considerable y bloques de construccion
nanométricos con caras cristalograficas seleccionadas, por lo que se espera que tengan mayor

actividad catalitica. La reduccion de 4-nitrofenol (4-NP) en una solucion acuosa es rapida y
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facilmente monitoreada y por lo tanto se usa como reaccion modelo para evaluar la actividad
catalitica de la plata [27]. Los espectros de absorcion UV-vis, presentan un pico de absorcion
a 400 nm atribuido a los iones 4-NP en condiciones alcalinas se reduce significativamente y
se observa el desarrollo concomitante de un nuevo pico a 300 nm correspondiente al 4-

aminofenol (4-AP).

2.6 Estado del arte

2.6.1 Sintesis y caracterizacion de nanoestructuras de Ag

Tian y Co. [28] utilizaron un método que empled un liquido ecoldgico que mediante el ajuste
de la velocidad de bombeo de AgNOs a diferentes temperaturas sintetizé nanoestructuras de
Ag 2D y 3D, para ser utilizadas en una plataforma SERS para la deteccién de moléculas en
multiples fases. Las abundantes puntas afiladas y los espacios ultraestrechos de las nanoflores
de Ag jerarquicas en 3D permiten un ensayo eficaz de 2-NAT en liquido y p-ATP en gas.
Se encontrd que el LOD en la deteccion de liquidos (1.45 x 10 ™M) es mucho maés bajo que
el de la deteccion de gases (7.08 x 10 M), Ademas, las nanoflores de Ag jerarquicas en 3D
pueden incluso lograr la deteccion sensible de SS en vino tinto comercial con un rango lineal
exterior de 0,005 a 0.5 mg/mL y un LOD ultra bajo de 0.0018 mg/mL.

La Fig. 2.6a de SEM muestra sus resultados obtenidos en donde se observan las
nanoestructuras obtenidas con un tamafio promedio de aproximadamente 800 nm. La imagen
SEM ampliada revela las tipicas nanoestructuras similares a flores jerarquicas en 3D, que se
compone de numerosas nanolaminas apiladas con un didmetro de aproximadamente 200 nm
(ver Fig. 2.6 b). La imagen de TEM en la (Fig. 2.6 ¢ y d) muestra las puntas afiladas y espacios
estrechos en las nanoflores. Como se puede confirmar a partir de la imagen ampliada de la
region local en las nanolaminas (Fig. 2.6¢), el tamafio de estos espacios entre las laminas fue
de 3 a 5 nm. Las nanoflores anisotropicas se analizaron por HRTEM y mediante el patron
SAED (Fig. 2.6 f'y g), las franjas de red estan separados un espacio interplanar de 0,25 nm,
que se puede atribuir a los planos (422).

La caracterizacion XRD (Fig. 2.6h) confirma el caracter monocristalino de la nanoestructura
de Ag, de la cual se asignan cuatro picos ubicados en 38.1, 44.1, 64.7 y 77.5 © a los planos

(111),(200),(220)y (311) de Ag (ficha JCPDS 04-0783), respectivamente. Una relacion alta
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entre las intensidades (111) /(200), indic6 la abundancia de los planos (111) en las nanoflores
de Ag.
El analisis quimico de EDS en una sola nanoflor jerarquica 3D, se ilustra en la Fig. 2.6j, la

cual revela la presencia dominante del elemento Ag en los materiales.
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Figura 2.6 (a, b) imagenes SEM, (c-e) imagenes TEM, (f) imagen HRTEM, (g) patron
SAED, (h) espectro XRD, (i) espectro de absorcion y (j) EDS de Nanoflores de Ag
jerarquicas en 3D [28].

Chen y Co [29]. desarrollaron un método universal para fabricar flores de Ag nanoporosas
en un sustrato de Ni. La transformacion de la morfologia de lisa a porosa se debe a los
procesos de oxidacion y reduccion de la Ag. Los electrodos de flores de Ag nanoporosos se
utilizaron para la deteccion de glucosa no enzimadtica a 0.75 V. Debido a la excelente
conductividad de Ag y la alta relacion superficie/volumen de la estructura tridimensional,
este material muestra una alta sensibilidad para la deteccion de glucosa. Las flores de Ag

nanoporosas son un material prometedor para desarrollar un nuevo sensor de glucosa libre

de enzimas.
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Las Fig. 2.7 (a) y (c) muestran imagenes SEM de las flores de Ag nanoestructuradas. El
didmetro medio de las flores fue de 6 um, y el grosor de cada pétalo de 10 nm. En este estudio,
la flor de Ag/sustrato de Ni se sometid luego a una electrodeposicion de barrido ciclico en
una solucion de NaOH 0.1 M para convertir las flores de Ag lisas en estructuras nanoporosas.
Un analisis de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX) verifica la formacion
de la capa de NiO después del CSE en la solucion de NaOH.

Las Fig. 2.7 (b) y (d) muestran las imagenes SEM de las flores de Ag nanoporosas después
del primer ciclo CSE. En comparacion con las estructuras que se muestran en las Fig.2.7 (b)
y (¢), los pétalos lisos ya no existian y se transformaron en estructuras porosas. El grosor de
cada pétalo aument6 a unos 400 nm, que era 40 veces mas grande que antes. Se presentan los
perfiles de CV correspondientes a la formacion de estructuras nanoporosas en escaneos
repetidos. Las corrientes maximas (tanto anddicas como catddicas) aumentaron después de
cada exploracion CV, lo que implica el cambio de morfologia en 10 ciclos. La mayor
diferencia de las corrientes maximas anddicas aparecid entre el primer y el segundo ciclo. El
aumento de la respuesta actual se debe al aumento del area superficial después de la
formacion de la estructura porosa. Se muestra la morfologia de las flores de Ag después del

primer escaneo, donde los pétalos lisos se volvieron porosos.
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Figura 2.7 (a) y (c) imagenes de SEM de las flores de Ag nanoestructuradas con pétalos
lisos bajo diferentes amplificaciones. (b) y (d) imagenes de SEM de las flores de Ag con
pétalos porosos bajo diferentes ampliaciones [29].

Liy Co. [30] encontraron que la estructura y las propiedades de las nanoparticulas de plata
han llamado mucho la atencion, usando el acido ascorbico como un agente reductor y también
como un regulador del crecimiento de los cristales, la idea central fue estudiar el efecto del
contenido de 4cido ascorbico en la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas de plata. En
este articulo se discuti6 la preparacion y caracterizacion de nanoparticulas de plata a
temperatura ambiente. Se sabe, a partir del experimento, la relaciéon molar 2:1 [Vc]: [AgNO3]

juega un papel importante en la estructura, el tamano y la morfologia de las nanoparticulas

de plata obtenidas.
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Figura 2.8 Muestra el patron XRD de nanoparticulas de plata. El 4ngulo de exploracion 2 6
se realizo de 30° a 80°. Los planos de difraccion que se muestran son (111), (200), (220),
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(311), que concuerdan bien con la tarjeta PDF estandar (# 65-3107). Los resultados
muestran que el material son nanoparticulas de plata pura [30].

La Fig.2.9. muestra las imagenes SEM obtenidas cuando la relacion molar de acido ascorbico
a la de AgNOs es diferente. Se puede ver en la imagen que los microcristales de plata
obtenidos al cambiar la relacion molar de acido ascoérbico y de AgNO3 (MR) son diferentes.
Cuando la relacion molar de 4acido ascorbico a AgNOs se reduce a 1:2 a 1:4 y 1:8, se puede
observar que el tamafo de las nanoparticulas de plata aumenta significativamente y la
morfologia no cambia. Sin embargo, cuando la relacion molar de acido ascorbico a AgNO3
aument6 de 2:1 a 4:1 y 8:1, disminuy6 el nimero de microcristales de plata con estructura

jerarquica dendritica.

Figura 2.9 Las imagenes de SEM (a), (b), (¢), (d), (e), (f) y (g) muestran respectivamente la
relacion [Vc]: [AgNOs] las cuales son 1:1; 2:1.; 4:1; 8:1; 1:2; 1:4. [30].

Kpy col [31] desarrollaron un nuevo método de sintesis de nanoflores (NF) de Ag. La sintesis
de las NF de Ag tuvo un alto rendimiento de > 99,5 %. La afinidad preferencial de las
moléculas de citrato en la superficie de la plata (111) permitié el crecimiento anisotropico
espontaneo de las NF de Ag en solucion acuosa. El tamaiio de la yema (250~580 nm) podia
controlarse mediante la concentracion de 4cido ascorbico, y los pétalos monocristalinos
(grosor = 9~22 nm) sobresalen de la superficie. La estructura Gnica en forma de flor resultd

en la coalescencia de los pétalos a partir de la temperatura de curado de 80 °C, y se observo
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un cambio morfoldgico sorprendente a 120 °C. Este excelente comportamiento de
coalescencia permitid la construccion de vias de percolacion en las NF de Ag.

La Fig.2.10. muestra los patrones de difracciéon de XRD de las NFs de Ag. Los picos que se
observan corresponden a los planos (111), (200), (220), (311) y (222) de la estructura
cristalina fcc por medio de la tarjeta cristalografica (JCPDS 65-2871). La relacion de
intensidad (111)/(200) (3.17~3.56) fue mayor que el archivo estandar valor (2.1) que indica

abundantes facetas (111).

La coalescencia de las NFs de Ag se lleva a cabo con la energia térmica adecuada. La figura
2.11 (a-e) muestra el cambio de morfologia de las NFs de Ag después del calentamiento a
diferentes temperaturas (60~140 °C) durante 30 minutos en condiciones de medio ambiente.
No hubo cambios cuando la temperatura de calentamiento fue de 60 °C (Fig. 2.11a). Sin
embargo, los pétalos con un grosor a nanoescala (~12 nm) comenzaron a deformarse a una
temperatura de calentado a 80 °C (Fig. 2.11b). El cambio de morfologia a 80 °C se hizo mas
evidente cuando la temperatura de curado aument6 atin mas hasta 120 °C. La estructura de
la flor afilada se deformd notablemente a 120 °C debido al cambio por la coalescencia de los
pétalos (Fig. 2.11d). Las NFs de Ag se fusionaron por completo y se aplanaron un poco

cuando la temperatura de calentado se increment6 aun mas a 140 °C (Fig. 2.11e).
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Figura 2.10 . (a) Imagen que muestra los espectros de XRD de las NF de Ag [31].
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Chang y Col. [32] sintetizaron NF de Ag en un solo paso utilizando acido ascorbico y PVP
como agente reductor y tensoactivo respectivamente. Los diametros de las nanoestructuras
se lograron controlar con la adicion del PVP en la solucion desde 1200 nm hasta 1000 nm,
agregando 23 - 137 mM. Las NFs de Ag se fabricaron en un periodo de crecimiento de 5 min
usando el método de bafio de agua helada, bajo diferentes concentraciones de PVP. Las
nanoestructuras de las NFs de Ag sintetizadas se caracterizaron por microscopia electronica
de barrido (SEM) como se muestra en la Fig.2.12 a-h, presentando NFs de Ag con abundantes
nanohuecos. Una inspeccion minuciosa revela que estas NFs de Ag en realidad estan
compuestas por nanoldminas de Ag (Fig. 2.12e-h). Los didmetros de Ag NF se pueden
controlar sistematicamente desde 1200 £10 nm (Fig. 2.12a y e) hasta 1000 =15 nm (Fig.
2.12by f) y desde 500 £18 nm (Fig. 2.12¢c y g) que van desde 360 - 20 nm (Fig. 2.12dy h) y
aumentando la concentracion de PVP en la solucion de reaccionde 23 a46y 115a 137 mM,

respectivamente.

Figura 2.11 Muestra las imagenes de SEM de la (a—e) después del calentamiento a
diferentes temperaturas (60, 80, 100, 120 y 140 °C) durante 30 min. Las imagenes muestran
diferentes NF de Ag en la mezcla de polvo [31].

El grosor de las nanoldminas aumenta simultdineamente de 21-3 a 51-8 nm al aumentar la
concentracion de PVP de 23 a 137 mM. Las particulas mas pequenas y las nanolaminas mas

grandes inducen a menos nanobrechas. Como resultado, la densidad y la cantidad de
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nanohuecos dentro de las NFs de Ag disminuiran al aumentar la concentracion de PVP. Es
decir, la densidad del nanohuecos se puede controlar variando el concentrado de PVP y el
tamano de la NFs de Ag.

La espectroscopia de dispersion de energia (EDS) mostrada en la Fig.2.13 demuestra que las
nanoparticulas se componen de plata pura ya que el elemento plata posee 100% a 3 keV,

excepto el elemento de fondo.

Para determinar la estructura cristalina nanoporosa de las Nfs de Ag, se emple¢ la técnica de
(red de 4.086 A), que esta en buen acuerdo con la tarjeta cristalografica de Ag (PDF 040783).
El pico con el angulo de difraccion de 38,116° es el mas intenso, lo que se puede atribuir a

la mayor area expuesta de las facetas correspondientes.

Figura 2.12 Caracterizacion de las Ag NF fabricadas. (A—H) Imagenes de SEM registradas
con diferentes concentraciones de PVP de 23 mm (A y E), 46 mm (B y F), 115 mm (C y G)
y 137 mm (D y H) por separado [32].
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Figura 2.13 EDS correspondiente de las NFs de Ag (PVP, 23 mm) [32].
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Curiosamente, las relaciones de intensidad de (111)/(200) son picos de difraccion que estan
entre 3.18 y 3.73 para las NFs de Ag, las cuales son mas grandes que la relacion de intensidad
2,5 de la tarjeta cristalografica de Ag. El resultado indica que las NFs producidas exhiben
una orientacion preferida a lo largo del plano (111) en su crecimiento aleatorio a lo largo de
las direcciones radiales. XRD) la Fig.2.14 muestra los cuatro picos de difraccion
caracteristicos en el patrén de XRD en los cuales se pueden indexar los planos (111), (200),
(220) y (311) con una constante de 4.086A, que concuerda bien con el valor tradicional de
Ag (PDF 040783). El pico en el angulo de difraccion de 38,116° es el mas intenso, lo que se
puede atribuir a la mayor area expuesta de las facetas correspondientes. Curiosamente, las
proporciones de intensidad de los picos de difraccion (111) (200) se encuentran entre 3.18 y
3.73 para los NF de Ag preparados, que son mayores que la proporcion de intensidad 2.5 de
la base de datos de difraccion de Ag estandar. El resultado indica que los Ag NF producidos
exhiben una orientacion preferida a lo largo del plano (111) en el proceso de crecimiento

aleatorio a lo largo de las direcciones radiales.
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Figura 2.14 Espectro de XRD de NFs de Ag a (PVP, 23 mm), frente al espectro de XRD
de la tarjeta PDF estandar [32].

Li y Co. [33] han demostrado que el autoensamblaje i6nico de PTA y melamina es posible
para la construccion de materiales hibridos organico-inorganicos, obteniendo una serie de
nanoestructuras con diferentes tamafios y morfologias, como ldminas, nanovarillas y
nanoparticulas tipo rugby, estas se pueden obtener variando los parametros de preparacion,
incluida la concentracion, la proporcion de dos de los componentes y la temperatura. Ademas

de la virtud de la propiedad de fotorreduccion del PTA, estas nanoestructuras hibridas
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podrian usarse como plantilla para la sintesis in situ de nanoestructuras de Ag, logrando la
integracion de dos componentes cataliticamente activos de POM y nanoparticulas de metales
nobles en un material. Esta estrategia empleada fue simple, conveniente y altamente eficiente
para la fabricacion de materiales hibridos organico-inorganicos. La incorporacion de
nanoparticulas de Ag en nanolaminas 2D puede facilitar sus aplicaciones en dispositivos
electronicos, optoelectronicos o de deteccion funcionales.

Se encontr6 que el tamano y la forma de la morfologia de agregacion de PTA y melamina
podian ajustarse variando sus proporciones molares. En este estudio se emplearon varias
relaciones molares de melamina a PTA, especialmente 23:1, 16:1, 4:1 y 4:3, mientras que la
concentracion de melamina se mantuvo en 16 mM. A partir de las imagenes SEM de las
nanoestructuras preparadas bajo una serie de proporciones de dos componentes, se puede ver
claramente que se obtuvo un nanomaterial altamente ordenado y uniforme con forma de
rugby en una proporcion de 23: 1 (Fig. 2.15 a). Estas nanoestructuras tienen ~2 pm de largo
y ~0,5 um de ancho. Al aumentar atin mas el contenido de PTA a la proporcion de 16:1, se
formaron particulas tipo rugby de formas aleatorias con una amplia distribucion de tamafio.
Algunas particulas son mas pequefias, mientras que otras particulas se vuelven mas anchas
(Fig. 2.15b). Ademas, la morfologia de las nanoestructuras hibridas cambi6é dramaticamente
de una forma de rugby a nanolaminas inmaduras con muchos defectos cuando la proporcion
de precursores se mantuvo en 4:1, teniendo una longitud de 7 a 12 um con un ancho de entre
3 y 5 um, que es totalmente diferente al preparado, con altas proporciones de melamina a
PTA (Fig. 2.15¢). En una proporcion de 4:3, se formaron algunas particulas de pseudo cubo

con una longitud de borde de 0, 5 a 1, 3 um (Fig. 2.15d).
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Figura 2.15 Imagenes de SEM de las nanoestructuras preparadas a diferentes
concentraciones molares de melamina a PTA: a) 23:1, b) 16:1, ¢) 4:1 yd) 4:3. la
concentracion de la melamina estaba a 16 mM [33].

Ademés, se investigé la interaccion entre la melamina y el PTA en las nanoestructuras de Ag
utilizando (FTIR) y (XRD). Los espectros FTIR de las nanoestructuras de Ag, PTA y
melamina se presentan en la Fig.2.16 a. Como se muestra todas las nanoestructuras muestran
las bandas de absorcion caracteristicas del PTA y la melamina. Para el PTA puro, el anién
trivalente [PW12040]3" tiene un tetraedro PO4 rodeado por cuatro unidades W3013 que
estan unidas por atomos de oxigeno a través de W-Ob-W. Los cuatro picos principales de la
estructura Keggin de PTA se pueden asignar a las bandas de vibracion de estiramiento de la
siguiente manera: 1080 cm-! parav (P-Oa), 982 cm™! parav (W=0d), 890 cm™! para v (W-Ob-
W), y 810 cm™ para v(W-Oc-W) (curva 1). En el espectro de la melamina, los picos de
absorcion en el rango de 1400-1700 cm! se atribuyen a las vibraciones esqueléticas de los
heterociclos de carbono-nitrégeno. Las bandas de absorcién en 3340-3600 cm™ 1y 1637 cm
! pueden asignarse a la vibracion de estiramiento y flexion del N-H, respectivamente (curva
4). Después de la formaciéon de complejos de PTA con melamina, la muestra de 4 mM
obviamente muestra las bandas de absorcion tanto de PTA como de melamina con un ligero
cambio en la posicion de la banda, que podria ser el resultado de las posibles interacciones
de enlaces de hidrogeno o interacciones electrostaticas (curva 2). Para la muestra 23:1, los
picos de absorcion estan dominados por las bandas de absorcion caracteristicas de la
melamina debido a su baja cantidad de PTA (curva 3). Ademas, la estructura cristalina de las

nanoparticulas se examin6 mediante patrones XRD (Fig.2.16b). Dos muestras de
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nanoestructuras de Ag muestran picos de reflexion distintivos con excelente intensidad, que
no solo indican el estado altamente cristalizado de la complejidad de la PTA con melamina,

sino que también confirman las diferentes estructuras de apilamiento de dos muestras.

2.6.1 Sintesis verde de nanoestructuras para uso en el medio ambiente.

Rani y col. [35] prepararon con éxito diversas NP de Ag utilizando hojas de desecho de
Brassica oleracea. Las NP de Ag sintetizadas mostraron un excelente potencial de
remediacion basado en la degradacion de 4-nitrofenol y actividad antimicrobiana contra
bacterias gram + y gram-. Ademads, el sistema desarrollado también posee una notable
deteccion colorimétrica y espectrofotométrica de glucosa y peroxido de hidrogeno; sin
embargo, el estudio de las muestras reales debe llevarse a cabo en el futuro para aplicaciones
industriales. Por lo tanto, este estudio anima a los investigadores a la transformacion de
residuos en productos de valor afiadido, que se pueden emplear de manera efectiva en

diversas aplicaciones bioldgicas y ambientales.
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Figura 2.16 a) Espectros de FTIR (1) PTA puro, (2) muestra 4 mM, (3) muestra 23:1 y (4)
melamina pura. b) Patrones XRD de (1) muestra de 4 mM y (2) muestra de 23:1 [34].

Cuando el extracto se agregod a la solucion adecuada de nitrato de plata, el color cambié de
incoloro a amarillo palido y luego marrén oscuro, lo que indica el crecimiento de las AgNP.
La conversion de Ag” a Ag’, tras la adicion de extracto de Brassica oleracea, se evidencid
mediante espectroscopia UV-Vis con el advenimiento de una banda de resonancia de
plasmones superficiales (SPR) a 440-450 nm, sindnimo de las AgNP, como se muestra en la

Fig. 2.20 (b). Se encontré una fuerte banda de absorcion a 442 nm después de agregar 1 ml,
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lo que se correlaciona con la distribucidon de tamaiio limitada de las particulas sintetizadas.
Como resultado, se emplearon AgNP mediados por un 1 ml de extracto para una mayor
caracterizacion y aplicaciones.

Se utiliz6 espectroscopia FTIR para determinar cudnta funcionalidad estaba disponible en la
superficie de las AgNP. El espectro de FTIR de las AgNP se muestra en la Fig.2.20©. El
contenido organico en la superficie de los NP de Ag se indica mediante altos picos de
absorcion en 1024 (C-O, estiramiento de alcohol/éter) 2921 cm™ (C-H str.), 1521 em™ (C-C
str.) 1737 em™ (C=0 str.), y 3624 (calle O-H). La materia organica funciona como un limite
para las AgNP, evitando que se agrupen. Los picos observados en 704 y 644 cm™ son
causados por oscilaciones de estiramiento de las NP de metal que reaccionan.

El potencial catalitico de las NP de Ag obtenidos con respecto a la transformacion del 4-NP
al 4-AP, en presencia de NaBH4, se inspeccion6 mediante espectroscopia UV-Vis (Fig.2.21?-
¢). En la degradacion de 4-NP, la banda de absorbancia inicial caracteristica de 4-NP sufre
un cambio batocrémico (rojo) con efecto hipercromico a medida que se convierte en su
correspondiente ion nitrofenolato intermedio evidenciado a 400 nm. Al mismo tiempo,
aparecié una nueva banda de absorcion a 297 nm, que aumento en intensidad, mientras que
la banda de nitrofenolato disminuy6 a medida que avanzaba la reaccion. Esta reaccion se

investigé con diferentes proporciones de NP de Ag (5, 10y 15 ul).
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Figura 2.17 Estudios espectroscopicos de Ag NS: (a) espectros de UV-visible del extracto
vegetal y (b) AgNS con diferentes volumenes de extracto, (¢) espectro FTIR (d) tamafio y
distribucion de las particulas [35].
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Se considerd que el mejor volumen era a 10 pl de solucién de AgNPs, que dio lugar a una
degradacion completa en 11 min (Fig.2.21b). Esto podria deberse a que la velocidad de
reaccion se redujo por una cantidad considerable de catalizadores y agentes de proteccion
(fitoquimicos). Como se inform6 anteriormente, aumentar el volumen del extracto preparado
y estabilizar los fitoconstituyentes retraso la reestructuracion (interacciones redox entre las
superficies de los reactivos y el catalizador) en la superficie catalitica, lo que result6 en una
velocidad de reaccion mas lenta. En el ausentismo de NP de Ag, la degradacion de 4-NP fue
baja y el ion 4-nitrofenolato no se gener6 en ausencia de borohidruro de sodio en un control

positivo.
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Figura 2.18 Reduccion del 4-nitrofenol: espectro UV-vis de la potencia catalitica de la
degradacion de 4-NP (a-c) utilizando los diferentes volimenes de AgNP (5, 10y 15 pl) en
presencia de 4-NP y NaBH4y (d) la relacion lineal entre el tiempo de reaccion (min) y la
concentracion normalizada [35].

En esta revision del estado actual, se ha notado la diversidad de nanoestructuras que se
pueden sintetizar a través de diferentes métodos fisicos y quimicos entre las que encontramos,
cubos, placas, esferas huecas y flores. No obstante, el obtener no no estructuras en un solo
paso siempre seguird siendo de mucho interés en la sintesis de los nanomateriales de tal forma
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que este trabajo aborda la preparacion verde de esferas huecas que se obtienen en un solo
paso mediante el uso del extracto acuoso de Sedum Prealtum. La sintesis verde, es ademas
economico y amigable con el medio ambiente lo que suma importantes factores en la posible
utilizacion de los productos que se obtienen en forma de nanoestructuras
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se presentara la metodologia experimental que se llevo a cabo para la sintesis
de las nanoestructuras de plata y la caracterizacion quimica, morfoldgica y estructural, y
también para la medicion de sus propiedades cataliticas, en la reduccion del colorante violeta

de genciana y propiedades antibacterianas contra Escherichia coli Gram-negativa y

Staphylococcus aureus Gram-positiva.

3.1 Reactivos empleados

Se utilizaron los siguientes reactivos para la preparacion de los productos de Ag:
o Hojas y Tallo de Sedum Prealtum
o Nitrato de plata (AgNO3) 99.5% de pureza
o Agua desionizada
o Acido acético CHs=COOH
o Hidréxido de amonio NH+«OH
o Azul de metileno

o Materiales biologicos (Escherichia coli Gram-negativa y Staphylococcus aureus

Gram-positiva)

3.2 Preparacion del extracto de la planta.

Para la preparacion de la infusion, se utiliz6 la planta de Sedum Prealtum, la cual se consiguid
en un mercado local en la ciudad de Morelia, Michoacédn. Se separaron las hojas del tallo,
para solo utilizar las hojas para la reaccion, las cuales se molieron mediante un mortero.
Posteriormente, se realiz6 la infusién empleando agua destilada a un volumen de 50 mL y 60
°C, para después, agregar 0.25 gr de planta molida, agitando durante 30 min a 8,000 rpm. La

infusion se filtré con papel Whatman de 150 pm.
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3.3 Sintesis de nanoestructuras de Ag

La reaccion de sintesis de las nanoestructuras se realizd mezclando el extracto con una
solucion de nitrato de plata (AgNO3) a 10 mM en proporcion 1:1, la cual tendra una
concentracion de extracto de 0.25 g/mL, con agitacion magnética y a temperatura ambiente.
Después de obtener las reacciones a partir de la mezcla del extracto de la planta Seudum
prealtum y el AgNO3, se modifico el pH de la solucion de reaccion a diferentes valores. Para
lograr esta variacion se agrego6 acido acético (CHsCOOH) para obtener un pH acido igual a
3, también se realizaron experimentos a pH basico (8 y 9) utilizando hidroxido de amonio
(NH4OH). Los experimentos fueron monitoreados durante la reaccion hasta que presento el
cambio de coloracion caracteristico de la reduccion de los iones de plata.

La tabla 2 muestra las variantes implicadas en la sintesis de las nanoestructuras de Ag y como

¢éstas se variaron para obtener el resultado esperado.

Tabla 3.2. Variantes implicadas en la realizacion de las nanoestructuras de Ag.

Percusor Agente pH Acido acético Hidroxido de
AgNO3 reductor amonio
Seudum
prealtum
2 0.2mL
3 0.4 mL
4 0.8mL
10mM 0.25 g/mL
5.5 Muestra Muestra
estandar estandar
8 0.7 mL
9 1 mL
10 1.5mL
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3.4 Caracterizacion de los nanomateriales

3.4.1 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Una vez teniendo las muestras realizadas a diferentes pH se analizaron mediante la técnica
de espectrofotometria de Ultravioleta-Visible (UV-Vis) a través del equipo VELAB (VE-
5100UV), (Fig. 3.1) en un rango de longitud de onda de 190 a 1000 nm. Para realizar la
caracterizacion de las muestras, estas fueron diluidas con agua destilada en relacion 1:6,
utilizando celdas de poliacrilato. La técnica de analisis de espectroscopia de absorcion UV -
Vis permiti6 confirmar la formacion de NPs de Ag. Esta técnica correlaciona las bandas de
absorcion debidas a la resonancia del plasmoén de superficie con el tamafo, la distribucion de
tamafio y las formas de las NPs.

La técnica de espectrofotometria emplea radiacion electromagnética de las regiones visible,
ultravioleta cercana e infrarroja cercana, abarcando de 100 a 800 nm. La radiacion absorbida
por las moléculas en esta region del espectro provoca transiciones electronicas entre los

diferentes niveles de energia y pueden ser cuantificadas.

3.4.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Mediante la microscopia electronica de barrido (MEB), se determiné el tamafio y forma de
los productos de la reaccion. El microscopio que se encuentra en el IIMM cuenta con la
técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS) que nos permitié realizar un analisis
elemental semi cuantitativo para confirmar que se obtuvieron las nanoestructuras de Ag. Por
medio de esta técnica se pueden detectar elementos quimicos con nimero atdmico >4 de

manera cualitativa y semicuantitativa que se encuentren en la muestra analizada.
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Figura 3.1 Espectrofotdémetro de Luz Visible y UV, VELAB (VE-5100UV)

Toda vez de haber sido realizadas las reacciones para obtener las nanoestructuras, éstas se
observaron en el microscopio, para examinar su dispersion y presencia de elementos
organicos. La técnica que se utilizé para depositar la muestra en el microscopio electronico
de barrido equipo Jeol JSM-7600F (véase Fig. 3.2) consistid en depositar una gota de la
muestra en una placa de carbono que atrapa las particulas dentro del microscopio, generando

asi la conductividad entre las mismas.

Figura 3.2 Microscopio electronico de barrido Jeol JSM-7600F.
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3.4.3 Difraccion de rayos X (DRX)

La difracciéon de rayos X (DRX) se utilizd para medir dos aspectos diferentes pero
complementarios: por una parte, la geometria de las direcciones de las difracciones brinda la
informacion sobre el sistema cristalino que tienen los productos de la reaccion. Otro aspecto
que se toma en cuenta de la técnica de difraccion de rayos X (DRX), es que por medio de
¢ésta se determind el tamano promedio de las particulas a través del uso de la ecuacion de
Debye-Scherrer, condicionada a que la red cristalina esté libre de deformaciones y que los

cristales predominen en la muestra.

La difraccion de rayos X consiste en radiaciones electromagnéticas o fotones parecidos a los
que se encuentran en la zona de frecuencia elevada a los rayos X y entre la zona de frecuencia
mas baja como rayos ultravioletas que son dirigidos hacia el espécimen. Basicamente
consiste en la interaccion de la estructura cristalina de un sélido con la fuente de rayos X. El
solido presente en los materiales consiste en la repeticion periddica de atomos o moléculas
que forman al material en las tres direcciones espaciales. Para ello la diferencia de difraccion
entre dos planos es un multiplo de la longitud de onda (1) y matematicamente se describe
como 24 sen & = nd o ley de Bragg. El instrumento empleado para este analisis es el

difractémetro Bruker D8 Advance DAVINCI (obsérvese figura 3.3).

Figura 3.3 Difractometro Bruker D8 Advance DAVINCI
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3.4.4 Espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR)

Por medio de la técnica de espectroscopia por infrarrojo (FTIR) se realizo el analisis quimico
y la determinacion estructural de las moléculas. Los grupos funcionales tienen frecuencias
caracteristicas en las cuales absorben esas longitudes de onda que van desde 2.5 a 16 pum.
Esta técnica se utilizo con el fin de identificar las substancias presentes en el extracto natural
de la planta, de donde se obtuvo la informacidn de los grupos funcionales del extracto, para
correlacionar ambas. También se aplicd para conocer la estabilidad del extracto antes y
después de la reaccion de sintesis de NPs.

La espectroscopia de infrarrojo es un método que estudia la absorcién o emision de energia
radiante que se origina por la interaccion electromagnética y el material de estudio. Su
principio de funcionamiento se basa en que las moléculas tienen la propiedad de rotar y vibrar
a diferentes frecuencias, de esta manera, una molécula puede absorber la energia de fotones
en el rango energético de espectro infrarrojo cuando hay una diferencia en el momento
bipolar de la molécula, mientras ocurre un movimiento vibracional - rotacional y cuando la
frecuencia asociada con la radiacion resuena con el movimiento vibracional, de esta manera
se entiende, que existen modos vibracionales que inducen oscilaciones que pueden entrar en
resonancia con un haz de infrarrojo.

El equipo que se va a emplear para realizar esta caracterizacion fue un Bruker Tensor 27 (Fig.
3.4). La muestra se va a preparar de la siguiente manera, el polvo se mezclara con bromuro
de potasio y se compactara con la ayuda de un pastillador de acero inoxidable y se procedera

con el analisis de la muestra.

Figura 3.4 Equipo de FTIR Bruker Tensor 27.
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3.4.5 Reduccién de colorantes

La actividad fotocatalitica de las nanoestructuras fue evaluada utilizando el colorante azul de
metileno. Para ello se mezcldo 1 mL del colorante organico a 0.4 mM con 0.2 mL de la
solucion de las nanoestructuras de Ag. La mezcla se colocd en una celda de cuarzo y se
analiz6 mediante espectroscopia UV-vis. Los espectros se registraron a intervalos de 20 min.
En cada andlisis se registraron los espectros hasta que los SPR de los colorantes organicos
hasta que estas empezaron a presentar una disminucion. Se realizaron curvas de calibracion
para el colorante organico la cual se realiz6 a una concentracion de 1 de absorbancia mediante

el Uv-vis.

4

Figura 3.5 Imagen del equipo utilizado para realizacion de las pruebas de reduccion
fotocatalitica de los colorantes orgéanicos.

3.4.6 Pruebas antibacterianas
Se realizaron pruebas de antibiogramas y de concentracion minima inhibitoria, para estas
pruebas se utilizaron las bacterias Escherichia coli Gram-negativa y Staphylococcus aureus

Gram-positiva.

Pruebas de antibiogramas

Para estas pruebas de antibiogramas se utilizo las nanoestructuras de Ag en los pH acidos (3)
y basicos (8 y 9), ademas del extracto de la planta Sedum prealtum a una concentracion de

2.5 g/ml y la sal de plata AgNOs a una concentracion de 10 mM, para la sal de plata se usaron
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dos concentraciones las cuales son, la sal 1 que consiste en SmL AgNO3; mas 5 mL de agua
desionizaday la sal 2 la cual consiste en 3 mL de la sal de AgNOsy 7 mL de agua desionizada.
Las pruebas se realizaron poniendo en una caja de Petri un cultivo de las bacterias
Escherichia coli Gram-negativa y Staphylococcus aureus Gram-positiva, después en un
papel filtro fueron depositadas las gotas de las nanoestructuras, de las dos concentraciones
de la sal de plata y del extracto de la planta Sedum prealtum. Teniendo las muestras

preparadas se dejo pasar el tiempo para poder analizar los resultados de estas pruebas.

Concentracion minima inhibitoria

Para estas pruebas se dividi6 una caja de Petri para poner un cultivo de las bacterias
Escherichia coli Gram-negativa y Staphylococcus aureus Gram-positiva en donde se
utilizaron tres concentraciones minimas inhibitorias de las nanoestructuras de Ag, de las dos
sales de plata, del extracto de la planta y de los sobrenadantes del lavado de las
nanoestructuras. Las pruebas se realizaron con las concentraciones de 1, 5y 15 ppm una vez
depositadas en las cajas de Petri se dejaron reaccionar para después ser observados los

resultados.

\ . L2tz
> Halo de inhibicién
=> Antibiético
No. Cultivo para

7 Microorganismo

Figura 3.6 Imagen antibiogramas por difusion en disco.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se expresan los resultados obtenidos de la sintesis de nanoestructuras de plata
mediante la reducciéon con el extracto acuoso de S. prealtum, la caracterizacidn realizada y su
evaluacidn catalitica y antibacterial.

4.1 Espectroscopia de UV-VIS

Las muestras sintetizadas fueron evaluadas indirectamente en su naturaleza nanométrica
mediante la técnica de espectroscopia de UV-vis. La resonancia de plasmon de superficie
(SPR) determinado por el espectro, es la técnica destacada y versatil para evaluar las
propiedades Opticas de las nanoestructuras metalicas. Consiste en la oscilacion colectiva de
los electrones de conduccion excitados por el campo electromagnético de luz. EI SPR es uno
de los mejores ejemplos de que los materiales se comportan diferente en la nanoescala (17).
En el caso de las NPs, los electrones estan confinados en las tres dimensiones, las oscilaciones
de electrones inducen un campo eléctrico alrededor de la NPs que puede ser mucho mayor
que la luz incidente. Cuando se reduce el tamano de una particula metalica a unos pocos
nandmetros, las propiedades Opticas se modifican drasticamente por la aparicion del SPR vy,

su comportamiento resultante es completamente diferente del metal a granel.

Primeramente, se determiné después de efectuar la mezcla de reaccion, el color de la solucioén
en donde el cambid de amarillo a marron oscuro en un tiempo de 1 h (ver figura 4.1), indica
la existencia de los nanomateriales de plata, segtn los reportes informados previamente [36].
Los espectros de UV-vis de las nanoestructuras de plata preparadas a diferentes valores de

pH, en presencia del extracto acuoso de Sedum Prealtum, se muestran en la figura 4.2.
El primer conjunto de estos espectros corresponde al valor 4cido (pH 3), se incluye también

el pH 5 que es la referencia cuando no se modifica este valor, mientras que la figura 4.3

representa a los valores basicos (8 - 9).
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Se encuentra que la banda de absorcion caracteristica (SPR) de las nanoestructuras de plata,
aparece en su maximo entre 400 y 500 nm para pH &cidos, mientras que se desplaza hacia el

azul ubicandose cerca de los 400 nm para los valores basicos.

Figura 4. 1 Fotografias indicando el cambio de coloracion en la solucion de reaccion para
la sintesis de las nanoestructuras de Ag.
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Figura 4. 2 Espectros de UV-vis de las muestras a pH 3 y pH 5 indicando el RPS de Ag.

A medida que el pH pasa desde 3 hasta 5, la absorcion caracteristica aumenta y el pico se
ensancha. El aumento en la intensidad de la banda indica una mayor cantidad de so6lidos
formados en el estado nanométrico, mientras que, el ensanchamiento de esta sugiere un

progresivo incremento en la distribucion de tamafios nanométricos.
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Absorbancia (u.a)

Similarmente, cuando el pH alcanza los valores basicos (8 y 9), se aprecia que la intensidad

del pico disminuye, por lo que la presencia de tamafios nanométricos disminuye.
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Figura 4. 3 Espectros de UV-vis de la muestraa pH 8 y 9.

4.2 Microscopia electronica de barrido

4.2.1 Morfologia obtenida a pH 3

La figura 4.4 a-d despliega las imagenes registradas de los productos preparados por medio
del extracto de la planta Sedum praealtum, a una concentracion de 2.5 g/ml, una
concentracion de sal de plata 10 mM (AgNOs) y un pH 3. En la imagen del inciso (a)
registrada a una magnificacién de 1000X y por la técnica de SEI, se presentan productos de
morfologia esférica, en gran cantidad, dispersos en la muestra y con un rango de tamaio entre

2y 3 pum.

En el inciso (b) se registré una imagen por la técnica de LABE (Low-angle backscattered

electrons) a la magnificacion de 40000X de una nanoestructura en particular. Esta

44

800



micrografia muestra en detalle las caracteristicas de las particulas esféricas y su porosidad.

Se deduce que estas particulas se forman de muchos poros entrelazados las cuales presentan
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un rango de tamaio entre 50 a 90 nm, por lo tanto, se consideran nanoestructuras de plata.
Se encuentra que los poros en la superficie al presentar un tamano superior a los 50 nm se

considera una nanoestructura macroporosa segun la [UPAC.

La imagen mostrada en el inciso (c) fue registrada a una magnificacién de 100000X por la
técnica de SEI en donde podemos ver que las nanoestructuras tienen muy alta porosidad en
toda su superficie constituyéndose como una estructura con gran area superficial, la cual
puede estar disponible para la reduccion de los colorantes organicos. En el inciso d) se
presenta el andlisis quimico (EDS) de las estructuras, donde se aprecian los picos del
elemento Ag, lo cual confirma su composicion quimica de plata. Similarmente, se presentan
picos de O y C derivados de los componentes residuales del extracto y un pico de Cu que es

atribuido al porta muestras.

o

-

Crargy ]

Figura 4. 4 Imagenes de MEB y andlisis quimico (EDS) de los productos obtenidos a pH 3;
a) baja magnificacion 1000X, b) un solo espécimen a 40000X, c) alta magnificacion a
100,000X y d) analisis quimico.
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4.2.2 Morfologias obtenidas a pH 8

La figura 4.5 a-c presenta las imagenes de las estructuras sintetizadas a un pH de 8. En donde
se observa en el inciso (a) una imagen de LABE a 1000 X que presenta particulas en forma
esférica en una alta cantidad y dispersas en la muestra, todas las particulas presentan un
tamafio inferior a la micra, el cual es el menor tamafio obtenido hasta ahora. Mas discusion

al respecto se presenta en las secciones posteriores.

A

Figura 4. 5 Micrografias registradas por MEB a diferentes amplificaciones y analisis
quimico (EDS) de los productos a pH 8; a) 1000 X, b) 40,000 X, c¢) 100,000 X y d) anélisis
quimico.

Las micrografias de LABE registradas a 40000 X y 100000 X inciso b) y ¢), muestran mas
detalles de las particulas esféricas de la muestra, en donde su porosidad no es muy alta y se
encuentran formadas aparentemente, de muchas otras pequeias particulas esféricas casi
individuales inferiores a los 100 nm entrelazadas de un tamafo aproximado de 60 nm, por lo

tanto, se consideran nanoestructuras de plata. Las nanoestructuras tienen una porosidad no
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muy alta en su superficie, pero esta misma es muy rugosa. Este tipo de particula se ha
reportado mucho en otras composiciones quimicas, pero en plata muy pocas veces y aun
menos, obtenidas por sintesis verde. En el inciso (d) se aprecia el andlisis quimico, donde
aparecen los picos de Ag que corresponden a la nanoestructura, confirmando la composicion

del material. El pico de O y C se derivan del extracto y el de Cu es atribuido al porta muestras.

4.2.3 Morfologias obtenidas a pH 9

Las imagenes registradas de las estructuras sintetizadas a pH 9 se muestran en la figura 4.6
a-c. En el inciso (a) la imagen de LABE a una magnificacion de 1000X presenta productos
de forma esférica dispersos y con un tamano alrededor de 1 um. Los incisos b y c, registran
un par de imagenes de LABE y SEI a las magnificaciones de 40000X y 100000X,
respectivamente. Donde se muestran con mayor detalle los productos. Las estructuras
muestran una forma esférica y estan compuestas por hileras de particulas que se entrelazan
entre si, en las cuales se observa una pequena porosidad y un tamafio aproximado de 50 nm,
ademas los polos de la esfera se alargan. Como se puede ver, las particulas crecen en forma
aleatoria e integran el cuerpo mostrando una alta rugosidad en la superficie, que puede
generar sitios activos de carga cuya caracteristica puede emplearse para la catalisis. En el

inciso (d) se confirma su composicion basada en plata.

De estas imagenes y aquellas presentadas junto a los analisis quimicos anteriores, se puede
concluir que el tamafio y la morfologia de las particulas de Ag varian en funcién del pH.
Aunque en general las particulas muestran una constitucion esférica, los componentes en su
superficie varian en forma siendo cada vez mas esféricos e individuales al incrementar el pH,
lo cual genera una rugosidad progresiva en la particula. Otro rasgo es que la porosidad que
se tiene claramente a valores de pH menores o mas 4cidos va desapareciendo y el tamafo
global de la particula va disminuyendo. En todo caso las estructuras en la superficie se van
apilando al azar en las particulas de Ag, formando un relieve y rugosidad que pueden
proporcionarles sitios activos para ciertas propiedades que pueden ser utilizadas en la

catalisis. Con estos resultados, podemos aseverar que con el cambio en el pH de esta reaccion
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se modificod la morfologia de las particulas de plata, y se obtuvo una superficie muy porosa,
la cual hace que sus propiedades sean especificas para ser utilizada en varios procesos de

adsorcion de especies.

2

Figura 4. 6 Micrografias registradas por MEB de los productos a pH 9 a diferentes
amplificaciones a) 1000 X, b) 40,000 X, ¢) 100,000 X y d) andlisis quimico (EDS).

4.3 Difraccion de rayos X

Para conocer los datos estructurales de los productos bio sintetizados empleando el extracto
acuoso de Sedum Prealtum, se empleo la técnica de caracterizacion, de difraccion de rayos
X. En la figura 4.7 se presentan los patrones de difraccion, registrados para las muestras
sintetizadas tanto a pH 4cido; (a) pH 3, como para pH basico; (b) pH8 y (c) pH 9.

De los patrones se observa, en forma general, reflexiones intensas y ensanchadas lo que
significa baja cristalinidad, ya confirmada anteriormente mediante espectroscopia de UV-
vis, de la cual se identifico el pico de SPR que aparece solo si hay confinamiento cuéntico.
Indistintamente los patrones de DRX, muestran una distribucion angular con picos que se

ubican aproximadamente en los angulos: 39.6, 46.1, 67.3 y 81.3°, que corresponden
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respectivamente a los planos cristalinos (1 1 1),(200),(220),y (31 1), del sistema cristalino
fcc de la plata identificada por medio de la tarjeta # 99-101-3078, del comité conjunto de
estandares de difraccion de polvo (JCPDS).

Este resultado prueba la obtencion del solido cristalino, plata, utilizando como agente
reductor el extracto vegetal de Sedum prealtum por medio de la reduccion de la sal precursora
AgNOs. Al mismo tiempo, se observa de los patrones correspondientes a los pH basicos
reflexiones pequefias entre los 45 y 60 °, las cuales se indexan con la estructura cubica del
cloruro de plata (AgCl) cuyo pardmetro de red es a=5.5491 A. Se reconoce que esta
contaminacion de la muestra aparece como resultado de pequefias cantidades de cloro en el
agua, ya que un andlisis de EDS, efectuado a la planta no arroja la presencia de cloro en su
composicion. También es importante recalcar que el cloruro de plata solo se forma para
cuando fueron utilizados pH basicos. Aunque este resultado afecta la pureza de las particulas,

otros investigadores lo reportan y lo incluyen en las propiedades del s6lido formado.

——pH3 — S|

o] (111)

Intensidad (ua)

= (200) (220)  (311)

Imensidad (ua)

(200) (220) (311)

T T T T T
a0 50 00 0 80

24

Figura 4. 7 Difractogramas de DRX de los diferentes valores de pH 3, 8 y 9.

Dado que la precipitacion de AgCl es muy espontanea y se ve muy afectada por la presencia
de estas pequefias cantidades de cloro, es importante su ausencia en los pH acidos. Por otro

lado, no hay una pérdida de la plata sino su coprecipitacion desde el sistema de reaccion.
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La figura 4.8 presenta la indexacion de las tarjetas de manera ilustrativa en la muestra a pH
8 utilizando el programa muestra Xpert Highscore. Puede verse claramente que las lineas
azules de la tarjeta JCPDS, se superponen en cada pico de difraccion indicando que el patron
corresponde a la plata cubica fcc. Mientras que las lineas rojas hacen lo mismo

correspondiendo a la segunda fase existente nombrada cloruro de plata.

Una informacién importante que podemos obtener de este patron es la cantidad presente de
la segunda fase, esto lo podemos lograr mediante un software de cuantificacion de fase. De
esta manera la figura anexa, corresponde al ajuste de los datos de difraccion mediante
refinamiento Rietveld utilizando el mismo software antes mencionado. Como se aprecia el
cloruro de plata se presenta en un porcentaje de 6.1 %. Evidentemente, desde el patron de
difraccion es imposible medir de manera directa la presencia de ambas fases por la influencia
de los factores de dispersion de rayos X distintos en cada una de ellas, por lo tanto, debe

utilizarse un software que contemple esta informacion.

Al mismo tiempo la figura 4.9 presenta la informacion obtenida de la muestra analizada a pH
9, observamos en la parte superior izquierda el resultado obtenido de la cuantificacion de fase

utilizando un procedimiento Rietveld, resultado de esta figura.
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9011666 6.1 %

Figura 4. 8 Indexacion de manera ilustrativa y cuantificacion de las fases presentes en la
muestra.
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En el proceso, se comparan las intensidades relativas de los planos (111) de la fase cubica de

plata y (200) del cloruro de plata. Esos planos son marcados en la figura.

2000 | PH 9 ¥
1100136 93.6 %

M 9011666 6.4 % (111)

1000 —

Position [°2Theta] (Copper (Cu))

Figura 4. 9 Difractogramas que presenta la informacion obtenida de la muestra analizada a
pH 9.

Otras caracteristicas que se derivan del patron de difraccion son el corrimiento y
ensanchamiento de los picos, mas acentuados en la plata, lo cual quiere indicar que los
cristales de esta fase en primera instancia pueden ser de tamafio muy pequefio y de valores

del parametro de red distintos.

La figura 4.9 muestra una estimacion de los picos en el patron de difraccion anterior (Fig.
4.8), en donde se logra ver el ancho a la altura media del pico (FWHM) calculado con el
programa anterior. Mientras que la figura 4.10, muestra el patron de difraccion mostrando
las posiciones angulares de los picos. Por los valores similares, solo en los planos (111), (220)
y (311), se puede estimar el tamaio de cristal con la ecuacion de Debye-Sherrer (Ec. 1) para

conocer el tamafio promedio del cristal, cuando este es muy pequefio:

D=K M BcosH (Ec. 1)
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Donde D; es el tamafio promedio del cristal en nm o A, &, corresponde a la longitud de onda
del 4nodo del tubo de rayos X = 1.5406 A, K es llamada constante de Sherrer, la cual depende
de la forma de los cristalitos, que para los sistemas cubicos es K =10.9, 6 es el d&ngulo del pico
de difraccion o los picos de difraccion de donde se obtiene B, que es el ancho a la altura media
del pico (FWHM) en radianes y que representa el desorden reticular causado por el micro
estrés de un cristal pequefio el mismo que se ensancha por efectos de interferencia
constructiva, lo que demuestra un tamano de cristal nanométrico y variaciones en las

constantes de red con respecto a las ideales.
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Figura 4. 10 FHHM medido con el software de calculos de la estructura fina.

4.4 Pruebas de reduccion de colorantes

Las nanoestructuras de Ag presentan grandes cualidades como catalizadores, esta gran
propiedad se ve aplicada en el campo de la industria textil como reductor de colorantes de
telas que se utilizan en esta industria. La figura 4.12 a-b muestran los espectros de UV-VIS

de las pruebas de reduccion del colorante azul de metileno por medio de las nanoestructuras

de pH 3.
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Figura 4. 11 Posiciones angulares medidas con el software de caculos de la estructura fina.

La tabla 1 muestra las estimaciones obtenidas con esos 3 picos de difraccion para las muestras

estudiadas a pH diferentes.

Tabla 1. tamano de cristal estimado mediante la Ec. 1.

Muestra | FWHM [°] | Posicién angular 20 | Tamafio de cristal (A) | a (A)
Ph3 0.402 38.10 191 4.17
Ph 8 0.433 38.15 195 4.20
Ph9 0.444 38.15 190 4.25

Se puede observar del inciso a) de la Fig. 4.12 que se realiz6 la medicion de la reduccion del
colorante azul de metileno solamente con las nanoestructuras de pH 3, esta redujo su
absorbancia de 1 a 0.3, demostrando que las nanoestructuras de Ag pueden reducir al
colorante azul de metileno. Mientras que en el inciso b podemos observar la medicion de la
reduccion del mismo colorante, pero esta vez agregando las nanoestructuras de Ag a un pH
9 donde se observa que su absorbancia pasa de 1 a 0.5. Estos resultados efectivamente

muestran, que las nanoestructuras de plata pueden utilizarse para reducir colorantes toxicos.
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No obstante, el porcentaje de reduccion fue relativamente bajo, 55% y 70%, respectivamente,
que podria mejorar al agregar, por un lado, més cantidad del catalizador o bien un catalizador
auxiliar como ¢l acido ascorbico. Estas ideas provienen de investigaciones anteriores en las

cuales se ha logrado obtener hasta un 95% de reduccion.
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Figura 4. 12 Espectrogramas de UV-VIS de la reduccion de colorante azul de metileno con
las nanoestructuras de pH 3 y pH 9.

4.5 Pruebas antibacterianas

Una de las propiedades mas importantes de las nanoestructuras metéalicas de Ag, es su
actividad antibacteriana aplicada en el campo de la biomedicina dentro de la nanotecnologia,
las cuales, ademas, se han utilizado para la liberacioén de fArmacos, terapia génica, sintesis de
nuevos medicamentos, deteccion de tumores celulares, entre otras. La figura 4.13 a-d muestra
los antibiogramas obtenidos con las bacterias E. coli gram-negativay S. aureus gram-positiva
utilizando el método de Kirk-Bauer, en contacto con diferentes soluciones de nitrato de plata,
extracto y nanoflores de Ag. Para conocer el efecto de las nanoestructuras se analizd en
primer lugar la sal precursora (AgNO3), a la concentracion de 10 mM, marcados en las figuras
como sal 1y sal 2 respectivamente, en donde, los halos de inhibicion fueron los mas grandes
en ambas bacterias y pHs, situacion que ha sido ancestralmente reportada para las sales de

plata, aunque es aqui utilizada para su comparacion con las nanoestructuras de plata.
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Ademas, se analiz6 el extracto, marcado en los antibiogramas como “ext”, con el cual se
realizaron las nanoestructuras de plata. Como se aprecia, en cualquiera de los experimentos
el extracto genera un pequeiio halo de inhibicion de aproximadamente 7 mm, lo cual indica
que el mismo tiene un comportamiento antibacterial inesperado en nuestros resultados.

En la misma figura, la columna de la izquierda presenta los resultados correspondientes a la
bacteria E. coli 'y a la derecha los de S. aureus. Sin embargo, las figuras de la columna de la
derecha corresponden a la interaccién con la bacteria S. aureus en presencia de las
nanoestructuras de plata. Ademas, se analiz6 el papel filtro, empleado, como disco de control,
no mostrado que no presentd alguna interaccion con las bacterias. De los discos
correspondientes a la sal de plata (AgNO3 10 mM) se muestra un halo de inhibicion de
aproximadamente 15 mm, mientras que, para los diversos pH hubo halos de inhibicion que
en general, fueron mas pequefios de aproximadamente de 12 mm comparados con los halos
de la sal de plata, cuyo valor es aceptable considerando la misma concentracion utilizada de

las nanoestructuras de plata (10 mM) en comparacion con la sal precursora.

Al comparar el resultado del pH acido con el basico, cuando se utilizaron las nanoesferas de
plata, los halos més grandes se presentaron para la bacteria S aureus, de aproximadamente
14 mm, mientras que para E coli fueron de 12 mm. Al mismo tiempo el efecto antibacterial
fue ligeramente mayor para un pH 4acido en ambas bacterias. Esto indica que estas
nanoestructuras en comparacion a las nanoparticulas de plata también pueden ser utilizadas
como agentes antimicrobianos contra E. coli y S. aureus, contando con un mayor efecto a pH
acidos. Ademas, la plata combinada con AgCl fue menos eficiente para esta funcion, lo cual
es esperado, debido obviamente a que su combinacion con el Cl debe generar menos iones

de Ag libres.

Otro ensayo realizado fue la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés),
que se mide habitualmente in vitro para las particulas, hay algunas variantes del método, pero
el mas comun es el de Kirk-Bauer con dilucion, en donde por el cual se ha establecido como
un estandar que evalua la susceptibilidad antimicrobiana; ademés de confirmar resistencias

inusuales, da respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros métodos es

56



indeterminado. Se evaluo este efecto para las esferas de plata a 1, 5, y 15 ppm
simultaneamente para S. aureus y E. coli. Al probar esa concentracion agregandola al medio
con agar, se desarrollan las colonias de bacterias en el area donde se coloco la gota con
solucidon, indicativo que no hay actividad bactericida de las particulas. Entonces estos
resultados indican que la bacteria S. aureus presenta una MIC menor, siendo un proceso

bactericida mas sensible en la presencia de las esferas.

S. aureus

Figura 4. 13 Antibiogramas del efecto de las nanoestructuras de plata para E coli; a) pH3 y
b) pHY; S. aureus ¢) pH3 y d) pH9.

4.6 Sintesis de nanoestructuras de plata usando S. Prealtum

De acuerdo con estos resultados, las biomoléculas presentes en el extracto de la planta S.
Prealtum se pueden utilizar para reducir iones metéalicos, en particular de Ag, a
nanoestructuras en un solo paso y a temperatura ambiente. Estas nanoestructuras son

eficientes como agentes activos antibacteriales y para la reduccion de colorantes organicos.
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Se utilizaron las principales técnicas para caracterizar las nanoestructuras de plata tales como

UV-vis, FTIR, SEM, EDS y XRD [37].

Figura 4. 14 Concentracion minima inhibitoria para las esferas de plataa 1, 5,y 15 ppm
simultaneamente para a) S. aureus y b) E. coli, ¢c) minima inhibitoria

Los resultados de MEB indicaron novedosas nanoestructuras sintetizadas por esta via, que
presentan una porosidad abierta en su superficie, adecuada tanto para su actividad catalitica
como antibacterial. La catalisis ocurre solamente en la superficie de las nanoestructuras
metalicas, por lo tanto, el aumento de la superficie disponible aumentard grandemente la
eficiencia de la degradacion.

La sintesis de iones metélicos a metal base con extractos de plantas es bastante rapida, de
bajo costo, se lleva a cabo facilmente a temperatura y presion ambiente y se puede escalar
facilmente. Este método, es ambientalmente benigno con el medio ambiente de partida y los
productos de reaccion son desechables facilmente. Los agentes reductores involucrados
incluyen diversos metabolitos vegetales solubles en agua, por ejemplo, alcaloides,
compuestos fenolicos, y terpenoides. Este método surge como alternativa a los métodos
convencionales de reduccién quimica que utilizan sustancias mas caras y algunas de ellas
son toxicas y no benignas con el medio ambiente.

El control de la morfologia de las nanoestructuras fue evidente encontrando tamafios que
oscilaron entre 1 y 4 micrones. Es importante mencionar, que la falta de precision en la
cantidad de los agentes reductores que participan puede afectar la morfologia de las

nanoparticulas, no obstante, en este trabajo, las nanoestructuras obtenidas son grandes
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alcanzando los micrones, y para estos tamafios las particulas tienden a ser homogéneas segun
la técnica de La Mer (ver Fig. 5.1), en donde el tamafio se iguala con el envejecimiento [38].
La formacion de nanoparticulas se estudié mediante espectroscopia UV-vis. El progreso de
la reaccion de reduccion de las nanoestructuras de plata se confirmd por la aparicion de la
caracteristica banda de absorcion del plasmon centrada alrededor de 450 nm atribuida a la
absorcion por atomos de Ag.

Ademas, la determinacion de la estructura de los solidos producidos fue mediante difraccion
de rayos X. Se encontraron en los difractogramas las principales reflexiones cristalograficas
de la plata FCC, tales como, (111), (200), (220), (311), (331) y (222), que confirmaron la

reduccion de los iones de plata, a plata s6lida mediante el extracto de S. prealtum.

4.7 Modelo de crecimiento de las nanoestructuras de plata

Las iméagenes de microscopia que se ilustran en las Figs. 4.4 - 4.6, demuestran la evolucion
de la morfologia de las nanoflores con el pH de reaccion. Esta evolucion estructural, también
se caracterizd y confirm6 con MEB. Para el crecimiento de las nanoestructuras, en primer
lugar, existen 2 etapas fundamentales de acuerdo con el modelo de crecimiento de La Mer
(ver Fig. 4.15), sugerido para el crecimiento de un solido con caracter nano y submicronico,
que son la nucleacion, y crecimiento, qué para el control de las caracteristicas del nanosolido
formado, la nucleacion se prefiere a una velocidad répida y el crecimiento a una velocidad
lenta.

No obstante, para el caso de las nanoflores ademas de estos pasos, debemos dirigirnos al
crecimiento de un solido de estas caracteristicas. Primero, es posible que durante el
crecimiento de las nanoparticulas una vez agotados los pasos de su nucleacion homogénea y
crecimiento, las mismas actilan como semillas de crecimiento para formar las nanoestructuras
de Ag, creciendo por coalescencia. La agregacion de estas particulas inicialmente, forman
nuevos nucleos de crecimiento heterogéneo los cuales presentan altas energias superficiales,
muy posiblemente esas NPs se aglomeran rdpidamente formando un ntcleo cercano a una
esfera. Mas tarde, se presenta un crecimiento epitaxial de las semillas de cristal que por
difusion se encuentran formando las nanohojas delgadas que crecen y seguirdn creciendo

subsecuentemente hasta que la fuente de NPs se agote. Esta ultima parte, seria acordé con la
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espontaneidad de crecimiento de la nanoestructura, no obstante, se ha demostrado [39] que
los compuestos surfactantes o ligantes, pueden dirigir un crecimiento anisotropico por la
deposicion de sus grupos funcionales hidrofilicos, sobre la superficie de ciertos planos afines
quimicamente a ellos, bloqueando el crecimiento sobre los mismos y permitiendo el

crecimiento en otros planos para obtener diferentes tipos de morfologias.
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Figura 4. 15 Modelo de crecimiento de La Mer para nanoparticulas [40].

4.8 Mecanismo de Reduccion

De acuerdo con los resultados anteriores de espectroscopia, los polifenoles se perfilan como
los principales fitoquimicos del extracto de S. praealtum que participan en la reduccion y
estabilizacion, por lo que se esperaria un descenso en el valor de pH del sistema de sintesis
después de la reaccion. Segln los resultados de FTIR, se determina que los polifenoles son
responsables de la reduccion de los iones de Ag. Ademads, existen varios estudios
fitoquimicos de la planta S. praealtum (41), en donde se ha demostrado la existencia de
alcoholes, flavonoides, 4cidos carboxilicos, taninos y glucésidos. De estos estudios se deriva
también, que existen cantidades importantes del compuesto flavonoide Kaempferol (42).
Basados en la presencia de este compuesto se puede derivar un posible mecanismo de la
reduccion de las nanoflores de plata, expresado en el esquema 1. De este esquema se aprecia,
que los iones de plata se pueden reducir dada la presencia de los grupos OH y O cuya carga

en la figura es parcialmente negativa, atrayendo los iones de plata positivos hacia su
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estructura. Los iones Ag" forman complejos intermedios con las moléculas del flavonoide
(llamados también quelatos) a través de sus grupos de oxigeno, que posteriormente junto a
otras moléculas reductoras, estos grupos se oxidan completandose la reduccion de los iones
de Ag" a Agy agua. Posteriormente, crecen a través de la agregacion de particulas formadas
que se van depositando en la superficie, generando un crecimiento anisotrdpico formando los
AgNFs. Otros investigadores han sefialado un mecanismo similar de crecimiento de este tipo

de nanoestructuras (43). [59, 94, 95].

Esquema 1. Proceso tentativo de la reduccion de los iones de plata a NPs (43).

4.9 Influencia del pH en la morfologia de las nanoestructuras de plata.

Como antecedente encontramos que, de los resultados de SEM se establecid que ¢l aumento
del pH en la reaccion sintética da como resultado un decremento en el tamafio de las
nanoestructuras formadas. Aunque es dificil expresar la distribucion de tamafios en la
nanoestructura formada por NPs, las cuales son la parte nanométrica expresada en los
espectros de Uv-vis, a partir del semiancho del pico, dado que, a pH acido, no se aprecia una
morfologia muy clara de particulas agregadas, mientras las obtenidas a pH bésico presentan
a estas sobresaliendo de la nanoestructura. Esto es, a medida que el pH aument6 se encontrod
una mayor rugosidad en las AgNFs (ver imagenes 4.4 y 4.6) y menos porosidad, ya que las
NPs se encuentran agregandose en la superficie de la nanoestructura ensamblada, aun no
adsorbidas por la misma, esto significa que se pueden apreciar diferentes tamaios, lo cual
influye en el semiancho del espectro de Uv-vis, mientras que el ensamble a pH acido es
menos texturizado, por lo que la banda SPR fue menos ancha.

Al conocer el valor inicial del pH del extracto acuoso siendo aproximadamente de 5.46, y
después de efectuada la reaccion 4.69, se determina un ApH=0.76. lo cual indica que hay un

decremento de este y aumento en los iones hidrogeno. Cuando los iones de plata han sido
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reducidos, se desprenden iones hidrogeno (H+) como subproducto. Esto significa que, al
generarse esos iones, la velocidad de reaccion debe ser mas lenta a pH acidos que basicos,
por lo tanto, esto explica porque a mayor pH las nanoestructuras son mas grandes, en las que
se aprecian inclusiva las AgNp agregandose de acuerdo con el modelo propuesto a pH acidos. En
este caso, esto también afecta la porosidad ya que a mayor difusion se encontré6 mayor
porosidad o bien a menor velocidad las flores no se han formado cabalmente y por tanto son

mas compactas y presentan menos poros.

4.10 Mecanismo antibacteriano de las nanoparticulas de plata

Se han propuesto varios mecanismos para explicar los efectos antibacterianos de las
nanoparticulas de plata. No obstante, el mecanismo exacto ain no ha sido determinado por
completo. Se plantea que las nanoestructuras liberan continuamente iones de plata que
penetran en la membrana celular alterando las funciones internas de las bacterias causando
su muerte celular.

Los iones de plata son atraidos electrostaticamente debido a su afinidad con las proteinas
ricas en azufre, debido a esto se adhieren a la pared celular, lo que causa su permeabilidad a
través de la membrana citoplasmatica. Las enzimas respiratorias de las bacterias tienden a
desactivarse generando especies reactivas de oxigeno (ROS) e interrumpiendo la produccion
de trifosfato de adenosina. Se menciona que las ROS, son un agente que provoca la alteracion
y la modificacién del acido desoxirribonucleico, ya que el azufre y el fosforo son
componentes importantes del ADN evitando la replicacion de este y la reproduccion celular
para provocar la extincién de los microorganismos. Debido a que la pared celular de las
bacterias gram-negativas es mas estrecha los iones de plata pueden penetrar mas facilmente
en comparacion a las gram positivas, por lo tanto, estas actian con mas efectividad en la

muerte celular de bacterias S. aureus.

4.11 Actividad catalitica de AgNFs evaluada en azul de metileno (MB)

Una de las aplicaciones importantes de las nanoparticulas metalicas es catalizar algunas
reacciones que de otro modo serian inalcanzables. Es bien sabido que la actividad catalitica

de las nanoparticulas depende en gran medida de su composicion, tamafio y forma.
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Normalmente, a mayor relacion superficie-volumen una mayor actividad catalitica. Es un
hecho bien conocido que las AgNPs muestran una mayor actividad catalitica por su gran area
superficial en la eliminacion de tintes [44].

Por otro lado, el uso de MB, un tinte aromatico heterociclico, ha aumentado en los ultimos
anos en el sector textil. Por tanto, la velocidad de degradacion del color del MB se observo
en presencia de las nanoestructuras de plata como catalizador bajo la luz de laboratorio, en
donde se aprecié una disminucion del color al observar a simple vista (ver Fig. 5.2). Este
resultado demuestra que, después de 60 min de reaccidon, se puede observar alguna
degradacion del MB.

La desaparicion del color azul del MB en solucién se atribuye a la reduccion del azul de
metileno que progresivamente, se convierte en una solucion tendiente a incolora a azul de
leucometileno (LCB). En la Figura 5.4 se indica el mecanismo de la degradacion del
colorante AM usando nanoparticulas metalicas, degradando el colorante a una molécula
menos compleja como lo es el azul de leucometileno. Se considera que los MB siendo
electrofilicos, mientras que las AgNFs son nucleofilicos, por tanto, los electrones se
transportan del MB. La actividad catalitica de las AgNFs se justifica por el tamafio y cantidad
de los poros en los nanocristales de Ag, causado por la mayor area superficial y la mayor
cantidad de atomos disponibles para la transferencia de electrones. Ademas, ¢l MB se adsorbe
primero en la superficie de la particula antes de la reaccion de reduccion. Después de eso, las
especies adsorbidas reaccionan entre si y el ultimo producto final se desprende de la
superficie de la particula. Por tanto, podemos decir que las AgNFs son ventajosas para su uso
como nanocatalizadores. Se muestran resultados similares al utilizar AgNP biosintetizadas
utilizando otros extractos. Para actuar como un catalizador eficaz, el potencial redox de las
AgNFs debe encontrarse entre el potencial redox del sistema donante y el aceptor (MB) Por
lo general, la actividad catalitica esta relacionada positivamente con el area de superficie del
catalizador. Cuando el tamafo de poro de las AgNFs disminuye, hay un decremento en el
numero de 4&tomos de Ag poco coordinados que promueven la adsorcion de los reactivos MB
en la superficie del catalizador y dificultan la reduccion. También se informaron resultados

similares con otras nanoestructuras provenientes de diferentes extractos [45].
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Esquema 2. Mecanismos de reduccion global del azul de metileno [45].

5 CONCLUSIONES

Se sintetizaron las nanoestructuras de Ag empleando el extracto de Sedum prealtum
y se evaluaron la capacidad antibacterial y catalitica.

Los resultados de microscopia electronica de barrido indicaron nanoestructuras de
plata sintetizadas en medio 4cido (pH 3) y basico (pH 8 y 9).

Las nanoestructuras presentan tamanos entre 1 y 4 um con una morfologia porosa
tipo flor ubicando mayor porosidad a pH acido.

Mediante difraccion de rayos X se determind su estructura cristalina tipo FCC.

La espectroscopia de UV-VIS caracterizé el SPR tipico de nanoestructuras de plata.
Mediante espectroscopia de infrarrojo, se determind que son los polifenoles y los
grupos amino, los responsables de la reduccion de los iones de plata, mientras que los
grupos carboxilicos prevalecen en las nanoestructuras indicando su responsabilidad
en la morfologia de estas.

A través de los ensayos cataliticos se evalud de las nanoestructuras su efectividad en
la reduccion del colorante azul de metileno, siendo del 70% para las obtenidas en
condiciones 4cidas.

Se determind la actividad antibacteriana in vitro, para las bacterias E. coli 'y S aureus,

siendo mejor en condiciones cidas.
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