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RESUMEN

En esta investigacion se sintetizaron nanoparticulas de plata (NPs de Ag) via quimica verde
usando extracto acuoso de las plantas Valeriana officinalis y Passiflora incarnata, como
agentes reductores y nitrato de plata (AgNOs) como sal precursora. La reacciéon de
biorreduccion de iones Ag* a plata cerovalente (Ag®), se evalud a diferentes

concentraciones de AgNOs y de extracto de las plantas.

La caracterizacion estructural de las nanoparticulas se realizd6 mediante las técnicas de
espectroscopia UV-Vis, microscopia electronica de transmision (MET), microscopia
electrénica de barrido (MEB), difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia de infrarrojo
(IR). Todas estas técnicas confirmaron la formacion de nanoparticulas de plata, lo que
indica que las plantas contienen las sustancias adecuadas, tales como: terpenos,
flavonoides, compuestos antioxidantes, taninos, etc., que son capaces de realizar la

reduccion de iones de plata a Ag°.

Se observé que a medida que la concentracion de nitrato de plata aumenta, se incrementa la
formacion de NPs de Ag. Ademas, las nanoparticulas en solucion aumentan con la
concentracion del extracto de la planta. El tamafio promedio de las nanoparticulas obtenidas
mediante Valeriana officinalis fue alrededor de 22 nm. La distribucion del tamafio tuvo una
tendencia bimodal con nanoparticulas en el rango de 10-20 nm y 45-60 nm. En el caso de
Passiflorina incarnata, se observd el mismo comportamiento, al incrementar la
concentracion del extracto, se detectd una mayor formacion de NPs, ademas, la velocidad

de reduccion de NPs es mejor que utilizando la planta Valeriana officinalis.

Se evaluo la efectividad bactericida de las NPs de Ag contra la bacteria E. coli, mediante el
método de difusidn de disco, indicando que a medida que se incremento la concentracion
de NPs, un mayor halo de inhibicion del crecimiento bacteriano se obtuvo indicando su
eficacia bactericida.

Palabras clave: nanoparticulas de plata, sintesis verde, Passiflora incarnata, Valeriana

officinalis y Escherichia coli.
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ABSTRACT

In this study silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized via green chemistry using
aqueous extracts of Valeriana officinalis and Passiflora incarnata as reducing agents and
silver nitrate (AgNQ3) as a precursor salt. The bioreduction reaction of Ag* ions to Ag® was

evaluated to different plant extract and silver salt concentrations.

Afterwards, the structural characterization of the nanoparticles was performed by
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), transmission electron microscopy (TEM),
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and infrared spectroscopy
(IR) techniques. All of these techniques confirm the formation of silver nanoparticles,
which indicates that the plant contains substances suitable and capable of performing the

reduction of silver ion to elemental silver.

It was observed that as the concentration of silver nitrate increases the formation of the
AgNPs is increased. Also, the AgNps in the solution increases with the concentration of the
plant extract was increased. The average size of the Ag nanoparticles obtained was around
22 nm. The size distribution had a bimodal tendency with nanoparticles in the range of 10-
20 nm and 45-60 nm. For Passiflora incarnata, it is observed same that increasing the
concentration of the extract, increased the formation of NPs was detected furthermore NPs

rate reduction is better than using Valeriana officinalis plant.

The bactericidal effect of the Ag NPs against E. coli bacteria by disc diffusion method was
evaluated; it was observed that with increasing concentration of NPs, more halo bacterial

growth inhibition was obtained indicating its bactericidal efficacy.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Durante afios recientes, el desarrollo y uso de las nanoparticulas de plata (NPs de Ag) ha
aumentado considerablemente debido a las inusuales propiedades Opticas, quimicas,
electrénicas, foto-electroquimicas, magnéticas, cataliticas y bactericidas. Las
nanoparticulas de plata han atraido el interés de la investigacion en nanotecnologia, debido
a sus aplicaciones ventajosas en: biomedicina, administracion de farmacos, industria de
alimentos, agricultura, industrias textiles, tratamiento de aguas, catalisis, como agentes
antibacteriales y anti flngicas. Recientemente, la sintesis biolégica o verde de
nanoparticulas recibié una enorme atencién sobre la sintesis fisica y quimica, ya que es un
método limpio, no toxico y respetuoso del medio ambiente, que incluye un disefio y
desarrollo que utiliza materiales de alta eficiencia energética renovables, medios de
reaccion benignos y no peligrosos. Por lo tanto, la integracion de los principios de la
quimica verde en nanotecnologia es esencial para su desarrollo y podria beneficiarse con un
enfoque mas ecoldgico que promueve tanto el rendimiento como la seguridad. El desarrollo
de procesos experimentales de base bioldgica para la sintesis de NPs se considera como una
rama importante de la nanotecnologia. La sintesis verde de NPs de Ag utilizando bacterias,
hongos, algas, plantas, asi como compuestos bioldgicos ha sido reportada en los dltimos

anos.

El presente trabajo, pretende realizar la biosintesis de NPs de Ag por reduccion de nitrato
de plata en solucion (AgNOs) utilizando extracto acuoso de Valeriana (Valeriana
officinalis) y Pasiflora (Passiflora Incarnata) en condiciones normales de temperatura y
presién, variando Unicamente la relacion de concentracion de extracto de planta a
concentracion de sal precursora y la cinética de la reaccion.

Se ha reportado que, la planta Valeriana (Valeriana officinalis) contiene un aceite esencial,
en el que se han identificado monoterpenos, sesquiterpenos, lignanos, componentes
fenilicos y flavonoides. Se ha demostrado que los extractos acuosos de esta planta
presentan actividad antibidtica contra bacterias y hongos patdgenos. Por su parte, la
pasiflora (Passiflora Incarnata) liana trepadora pubescente contiene flavonoides, aceites

esenciales y fenoles. Por lo tanto, las caracteristicas de estas plantas proponen substancias

13



activas que pueden actuar como agentes reductores que permiten utilizarlas para la

biosintesis de nanoparticulas de plata.

A traves de espectroscopia UV-Vis se podran conocer, en forma rapida, los resultados
después de la reaccion de los iones Ag*y si hay presencia de NPs de plata. La topografia y
la morfologia se determinardn mediante microscopia electronica de barrido. El tamafio y
distribucion de las NPs de Ag se realizara mediante microscopia electronica de transmision.
La naturaleza cristalina se confirmara a partir de difraccion de rayos-X. Por otro lado, con
el fin de identificar los compuestos responsables de la biorreduccion del i6n y la
estabilizacion de AgP se utilizara la técnica de FTIR. La evaluacion de la propiedad
antibacterial de las NPs sintetizadas contra Escherichia coli, se realizara mediante el
método de difusidn de disco, que consiste en la medicidn de la inhibicién del desarrollo de
las bacterias. Una vez comprobada la propiedad antibacterial se corroboraran los datos

haciendo estudios por el método de la minima concentracién inhibidora.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es realizar la sintesis verde de nanoparticulas de plata
usando extracto de Valeriana (Valeriana officinalis) y Pasiflorina (Passiflora incarnata) y

la caracterizacion de las mismas, ademas de la evaluacion de su propiedad antibacteriana.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1.2.1 Sintetizar nanoparticulas de plata mediante las plantas: Valeriana (Valeriana
officinalis) y Pasiflora (Passiflora incarnata), para la posterior evaluacion de su

efecto bactericida.

1.1.2.2 Encontrar las condiciones éptimas para la sintesis verde de nanoparticulas de plata,
variando la relacion de concentracion del extracto de la planta a concentracion de la

sal metalica.

1.1.2.3 Realizar la caracterizacion morfoldgica y estructural de las nanoparticulas de Ag
mediante espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de infrarrojo, microscopia
electronica de barrido y transmision, para conocer la morfologia, tamafio y

distribucion de los productos.

1.1.2.4 Evaluar la efectividad bactericida de las nanoparticulas de plata.
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1.2 JUSTIFICACION

Las nanoparticulas de plata tienen una gran variedad de aplicaciones, sin embargo, los
métodos de sintesis hasta ahora empleados, requieren materiales costosos y téxicos, los
cuales limitan en gran medida la aplicacion de las mismas en algunas areas como medicina,

remediacion ambiental, textiles, etc.

Debido a lo anterior, existe un gran interés en utilizar métodos de sintesis empleando
materiales organicos como agentes reductores y estabilizantes, los cuales sean econémicos,

no toxicos y cuyos subproductos sean amigables con el medio ambiente.

El presente trabajo, pretende la sintesis de nanoparticulas de plata las cuales puedan ser
aplicadas en el campo de la medicina, tratamiento de agua y catélisis, para lo cual se
emplearan sustancias organicas, como agentes reductores y estabilizadores, provenientes de
extractos de determinadas plantas tipicas del estado de Michoacan o nuestro pais, las cuales
pueden contener compuestos con potenciales de reduccion sinérgicos incluyendo diferentes
flavonoides, catequinas y fotoquimicos que pueden funcionar para la sintesis de
nanoparticulas de plata. Se considera que este método es muy econémico, ambientalmente
benigno y técnicamente factible. Generalmente, los estudios en previas investigaciones, han
encontrado que, entre las substancias lixiviadas de la planta, se presentan agentes que

pueden estabilizar la solucion coloidal.
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1.3 HIPOTESIS

El presente trabajo fundamenta que las plantas Valeriana (Valeriana officinalis) y Pasiflora
(Passiflora Incarnata), cominmente empleadas en la medicina tradicional conteniendo
monoterpenos, sesquiterpenos, componentes fenilicos y flavonoides, pueden realizar la
bioreduccion a temperatura ambiente, de Ag* a nanoparticulas (Ag®) partiendo de la sal
AgNO:s.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

El prefijo nano- proviene del latin nanus, que significa “enano” y actualmente tiene la
acepcion de una milmillonésima parte. Asi, un nandémetro (abreviado nm) es una
milmillonésima parte (1/1 000 000 000) de un metro. Para tener una idea de que tan
pequefio es un nandmetro, se piensa en el diametro de un cabello humano, el cual mide
aproximadamente 75 000 nm. EIl tamafio del objeto mas pequefio que se puede ver a simple
vista es de unos 10 000 nm, el didmetro de un glébulo rojo es aproximadamente de 3 000
nm y la distancia entre dos &tomos en un anillo, en una moneda o en cualquier objeto de oro

es de aproximadamente 0.3 nm.

La nanociencia es el estudio de los procesos fundamentales que ocurren en las estructuras
de un tamafio entre 1 y 100 nm, las cuales se conocen como nanoestructuras. La
nanotecnologia es el &rea de investigacion que estudia, disefia y fabrica materiales o
sistemas a escala nanoscopica y les da alguna aplicacion practica, es decir, la ciencia de lo
minusculo. Sin embargo, en muchas ocasiones se denomina nanotecnologia a la habilidad

de controlar la materia &tomo por atomo.

La necesidad de la industria de los semiconductores de reducir el tamafio de sus
dispositivos ha ayudado a que hoy sea posible ver, medir, modificar y manipular atomos y
moléculas en una escala del orden de los nanometros. Pero ;Qué tiene de especial ese
tamafno? Si se compara una moneda de oro con un lingote del mismo material y de la
misma pureza se puede observar que la moneda, aunque mucho méas pequefia, tiene las
mismas propiedades fisicas y quimicas del lingote, como el color, la dureza, el punto de
fusién, la densidad, etc. Si, hipotéticamente, se divide la moneda en dos partes iguales, cada
una de las mitades seguira siendo dorada, brillante y con todas las propiedades de la
moneda entera o del lingote. Al repetir este proceso muchas veces, pasando de los

centimetros a los milimetros y de los milimetros a los micrometros, no deberia haber
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cambios observables en los pedazos de la moneda de oro (Figura 2.1). Sin embargo, cuando
se llega a la nanoescala todo cambia: el fragmento nanoscopico de oro ya no es dorado.
Una nanoparticula de oro puede ser roja, naranja, purpura o hasta verdosa, dependiendo de

su tamafio, cambian también su punto de fusion y sus propiedades fisicas y quimicas [1].

mm, Mcras
- >

Figura 2. 1. Las propiedades del oro macroscopico no dependen de su tamafio [1].

La fabricacién y el uso de nanoparticulas no es algo nuevo. Los artesanos de la Edad Media
aprendieron que al mezclar pequefias cantidades de oro o plata con el vidrio se obtenian
diferentes colores, ideales para usarse en los vitrales de las iglesias. En ese entonces los
artesanos no sabian por qué el tratamiento que le daban al vidrio producia ese efecto. Hoy
se sabe que el color de los vitrales se debe a la formacion de pequefias nanoparticulas de

oro o plata con didmetros menores a los 100 nm (Figura 2.2).

Las propiedades fisicas, quimicas y biologicas que tienen los materiales en los sistemas
nanométricos difieren en muchas formas de sus propiedades en los sistemas macroscopicos.
La investigacion en nanotecnologia busca entender y aprovechar estas nuevas propiedades

para fabricar materiales y dispositivos que puedan superar las limitaciones del presente, ya
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sea creando estructuras con tipos de arreglos atomicos diferentes o con nuevas

composiciones quimicas.

Esferas de 25 nm Esferas de 50 nm Esferas de 100 nm

Figura 2. 2. Nanoparticulas de oro de diferentes tamafios [1].

En el ejemplo de la moneda de oro, hablamos de un proceso de fabricacion que con
frecuencia se denomina “de arriba hacia abajo”, porque a partir de un objeto grande se
obtiene uno pequefio. La nanotecnologia también puede funcionar de manera contraria, es
decir, “de abajo hacia arriba” copiando la forma como trabaja la naturaleza, ya que busca

construir estructuras controlando la manera como se acomodan los atomos.

En la investigacion en nanociencia y nanotecnologia participan cientificos de diversas
disciplinas. Los quimicos estan interesados en el estudio de las moléculas y de como estas
reaccionan para formar nuevos compuestos. Han desarrollado métodos y procedimientos
para fabricar plasticos, ceramicas, semiconductores, superconductores, vidrios, metales y
otros materiales compuestos que han impulsado el avance de la nanotecnologia. Asi mismo,
una rama de la fisica estudia las propiedades de la materia, que, como se vio, son diferentes
en la nanoescala y muchas veces dependen del tamafio exacto de las nanoparticulas. Los
investigadores en ciencia de materiales, asi como los ingenieros quimicos, eléctricos y

mecanicos, estudian cémo las propiedades de las nanoestructuras pueden ser utilizadas en
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la fabricacion de materiales completamente nuevos, los cuales a su vez podrian servir para
meédicos, bidlogos y otros profesionales, asi como a las industrias, los usan para desarrollar

productos con una gran variedad de aplicaciones en sus distintas ramas.

Es por esto que se espera mucho de la nanotecnologia, pues se piensa que tendrd un
impacto directo en todos los aspectos de la vida: en la salud, en la vivienda, en el transporte
y hasta en la seguridad del mundo. No se sabe cuéntas de las aplicaciones que se estan
planeando actualmente funcionaran y seran adoptadas. Sin embargo, hoy por hoy, sin
percibirlo se disfruta de muchas de ellas: cuando se reproduce una pelicula en el DVD,
cuando se reciben llamadas en el teléfono celular, al utilizar computadoras personales,

tabletas, dispositivos de almacenamiento masivo (USB), etc.

Las ideas y los conceptos detras de la hanociencia y la nanotecnologia comenzaron con una
platica dictada por el fisico Richard Feynman, en una reunion de la Sociedad Americana de
Fisica en el Instituto Tecnoldgico de California (CalTech), el 29 de diciembre de 1959,
titulada "Hay mucho espacio en la parte inferior". En su charla, Feynman describe un
proceso en el cual los cientificos serian capaces de manipular y controlar los atomos y
moléculas individuales. Una década mas tarde, en sus exploraciones de mecanizado de
ultraprecision, el profesor Norio Taniguchi, acufi6 el término nanotecnologia. No fue hasta
1981, con el desarrollo del microscopio de efecto tunel, que se desarroll6 la

nanotecnologia moderna [1].

Las consecuencias mas importantes de la nanoescala son la presencia de una alta fraccion
de a&tomos/moléculas en la superficie de la particula ademas de en el interior de la misma 'y
la inmensa area superficial por unidad de volumen del material. Ambas propiedades
aumentan a medida que el tamafio de particula disminuye. Las propiedades unicas fisicas,
quimicas y bioldgicas de los nanomateriales se originan a partir de estas dos caracteristicas.
Algunos materiales en la nanoescala exhiben efectos cuanticos lo que permite un namero

de aplicaciones interesantes.
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2.2 Nanomateriales y nanoparticulas

Los nanomateriales son una nueva clase de materiales (sean ceramicos, metalicos,
semiconductores, polimeros, o bien, una combinacion de éstos), en donde por lo menos una
de sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nm. Estos representan una transicion entre
moléculas y atomos, y un material con dimensiones de sélido volumétrico (bulk). Mientras
que un material en el orden micrométrico ain presenta propiedades similares a las de un
solido volumétrico (bulk), en los nanomateriales, debido a su tamafio reducido a unos
cuantos nandémetros, se modifican sus propiedades que finalmente difieren del mismo
material con dimensiones de s6lido volumétrico, de las moléculas y los &tomos. De acuerdo
al numero de dimensiones que se encuentren en el régimen nanomeétrico, los nanomateriales
se pueden clasificar en cuatro tipos [2], como se puede ver en la Figura 2.3, quedando de la

siguiente manera:

a) Cero-dimensional (0-D). Son materiales en los que todas sus dimensiones estan dentro
de la escala nanométrica. EI ejemplo mas comdn son las nanoparticulas, las cuales
pueden tener diversas formas.

b) Unidimensional (1-D). A diferencia de las nanoestructuras 0-D, éstas tienen una de sus
dimensiones fuera de la escala nanométrica. Los nanotubos, nanorodillos y
nanoalambres son ejemplos de nanoestructuras 1-D.

c) Bidimensional (2-D). Son materiales en los cuales dos de sus dimensiones no se
encuentran en el rango nanométrico. Ejemplos de estas nanoestructuras son nanocapas y
nanopeliculas.

d) Tridimensional (3-D). A esta escala, son conocidos como nanomateriales a granel, no
tienen ninguna de sus dimensiones en el rango nanométrico, sin embargo, estos
materiales tienen una estructura nanocristalina, es decir, estan compuestos de un arreglo
multiple de cristales o sélidos de tamafio nanometrico (ver Figura 2.4). En términos de
estructura nanocristalina, los materiales a granel (bulk) pueden estar compuestos de una
disposicion multiple de cristales de tamafio nanométrico, mas tipicamente en diferentes
orientaciones. Con respecto a la presencia de caracteristicas en la nanoescala,
nanomateriales 3-D pueden contener dispersiones de nanoparticulas, nanocables y
nanotubos, asi como multiples nanocapas.
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Todas sus dimensiones (x,y,z) en la nanoescala
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Figura 2. 3. Clasificacién de los nanomateriales de acuerdo a sus dimensiones [2].
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Figura 2. 4. Imagen de MET de una estructura 3-D, mostrando la estructura nanocristalina del
cobre a granel. Aunque los granos estan en la nanoescala, las dimensiones del material pueden estar

en la escala micro o macro [2].

Aunque el interés por el estudio de los nanomateriales surgio con gran fuerza en las Gltimas
décadas, éstos ya existian desde hace varios siglos atras. Las nanoparticulas
especificamente, han existido en el planeta por siglos. Mas adelante, en algunas
civilizaciones antiguas ya se utilizaban, aprovechando sus propiedades Opticas Yy
medicinales [3].

Las nanoparticulas metélicas en particular, poseen propiedades interesantes con
aplicaciones en diversas areas tecnoldgicas. Respecto a sus primeros usos puede citarse el
caso de la cultura egipcia, que empleaban nanoparticulas de oro como coloides medicinales
para conservar la juventud y mantener buena salud (actualmente se siguen utilizando para
tratamientos de artritis) y la civilizacion china, ademas de utilizarlas con fines curativos,

también las empleaban como colorantes inorganicos en porcelanas [3].

Aun cuando se tenian antecedentes de la utilizacién de nanoparticulas metélicas, no es sino

hasta 1857 que Faraday realiza el primer estudio sistematico de nanoparticulas, presentando
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un estudio de la sintesis y propiedades de coloides de oro. Desde esa época hasta la fecha,
grandes avances se han logrado en el conocimiento de las nanoparticulas metalicas: se han
desarrollado diversos métodos de sintesis quimicos y fisicos, con la finalidad de poder
disefiar sus dimensiones, forma, composicion, y modificadores de superficie, y con ésto
controlar su comportamiento frente a diversos estimulos (radiacion electromagnética o
reactividad quimica, entre otros). Asimismo, se ha profundizado en el conocimiento de su
estructura electronica con base en el nimero de 4tomos que las conforman, y su efecto en

las propiedades del material.

A medida que la dimensién de las particulas se reduce, sobre todo en el intervalo de 1 a 10
nm los efectos de tamafio y superficie son cada vez méas notables. Entre los efectos de
tamafio mas importantes, se ha determinado el confinamiento de los electrones, y esto en
nanoparticulas metalicas y semiconductoras tiene interesantes implicaciones, como es la
manifestacion de efectos cuanticos en el material, y que pueden percibirse a través de sus
propiedades magnéticas y/o de conduccion electrénica, por ejemplo, asi como de algunas
propiedades termodindmicas, como la capacidad calorifica [3]. Es por esto que a este tipo

de particulas se les ha conocido también como puntos cuanticos.

Por otra parte, también los efectos de superficie son de gran importancia, ya que se tiene en
las particulas pequefias un incremento en areas superficiales por unidad de volumen y en
energias libres superficiales respecto a los solidos volumétricos. Debido a que los &tomos
en la superficie de las nanoparticulas estan menos “enlazados” que el resto de sus 4&tomos, y
su esfera de coordinacion estd incompleta, se incrementa su energia libre superficial,
afectando propiedades como temperatura de fusion y reactividad quimica. Se ha reportado
por ejemplo, que la temperatura de fusion de nanoparticulas de Pt se reduce de 1773 °C en
un solido volumetrico a 600 °C en nanoparticulas de 8 nm en promedio [3]. Por otra parte,
la absorcion Optica en nanoparticulas también es un fendmeno de superficie que se
modifica, y se puede modular dependiendo de las caracteristicas de la particula

(composicion, tamafio, protectores de superficie, etc.).

25



El conocimiento de este tipo de propiedades y caracteristicas ha hecho posible aplicar
nanoparticulas en diversas tecnologias, en areas como electronica, medicina y catélisis,
pero existen otras areas en donde las nanoparticulas han sido empleadas, no solo para crear
dispositivos sofisticados o de alta presion. Aungue se ha marcado como linea prioritaria en
un futuro inmediato la aplicacion de nanoparticulas (de metales y semiconductores
principalmente) en areas de almacenamiento, produccion y conservacion de energia, en la
actualidad se encuentran ya formando parte de productos, equipos y sistemas de uso comun
para la poblacion, aunque en mdaltiples ocasiones esto no sea tan evidente. Asi, podriamos
citar diversos casos, por ejemplo, segun reporte de Forbes, 6 de los 10 principales
productos comercializados en Nanotecnologia durante 2004, fueron generados con base en
nanoparticulas. Uno de los sectores industriales en donde se ha observado un rapido

crecimiento con base en nanoparticulas es el area de deportes [3].

2.3 Formacion de nanoparticulas

Las propiedades oOpticas notables demostradas por nanoparticulas metélicas estan
directamente relacionadas con las resonancias de plasmon de superficie que poseen [4]. La
resonancia de plasmén superficial (RPS) se refiere a la oscilacion de los electrones de
conduccidn que surge como resultado de la incidencia de la radiacién electromagnética. Las
nanoparticulas metalicas que tienen electrones libres tienen resonancias de plasmones que
son causadas por la radiacién electromagnética en el espectro visible. Ya que las
nanoparticulas de plata y el oro (junto con el cobre y los metales alcalinos) poseen
electrones libres (debido a sus dimensiones a nanoescala), exhiben colores intensos Unicos,
y las bandas de RPS de estos materiales se pueden detectar usando espectrofotometria en

las longitudes de onda de la luz visible.

La resonancia del plasmon superficial exhibida por particulas isotrdpicas, tales como
esferas, difiere significativamente de la de las particulas anisotrdpicas. Mientras que las
nanoesferas suelen tener resonancias de plasmones u oscilaciones en una longitud de onda
especifica, las particulas anisotropicas tienen ambas oscilaciones transversales y

longitudinales que se producen en diferentes longitudes de onda de la luz. Por lo tanto, en
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los espectros de particulas anisotropicas, se detectan dos bandas de resonancia. En las

particulas esféricas se muestra solamente un pico en sus espectros [4].

El color mostrado por estas nanoparticulas metalicas esta supeditado a muchos factores,
ademaés de la composicion, la forma y el tamafio de estas particulas tienen una influencia
sustancial sobre el color y s6lo una ligera variacion en la geometria puede causar cambios
de color significativos, que se reflejan en los espectros. Como se menciond antes, los
espectros de particulas anisotrépicas tales como nanorods muestran dos picos distintos,
correspondiente a las oscilaciones transversales y longitudinales. Cuando la relacion de
aspecto de las nanoparticulas se altera incluso ligeramente, las oscilaciones longitudinales
de electrones se ven afectadas en gran medida, las cuales pueden causar cambios de color
[lamativos. La influencia del medio que rodea a las nanoparticulas también debe ser
considerada, asi como el indice de refraccién del material en el que se dispersan las
nanoparticulas, ya que ayuda a determinar las propiedades épticas. También se ha
encontrado que la interaccion entre nanoparticulas vecinas afecta a la longitud de onda de
resonancia, y cuando las nanoparticulas estdn muy juntas, los modelos que describen el

comportamiento de las particulas individuales ya no son aplicables.

2.4 Métodos de sintesis de nanomateriales

La sintesis de los nanomateriales es clave para el éxito futuro de esta nueva tecnologia y en
principio, los métodos para la sintesis de los nanomateriales se pueden dividir en dos clases

principales: los métodos de “arriba hacia abajo” y los de “abajo hacia arriba” [5].

241 “Arriba — Abajo”

Los métodos “arriba-abajo” consisten en técnicas de miniaturizacion que parten de una
particula macro o microscopica reduciéndola de tamafio hasta el tamafio deseado
(nanométrico). Estos métodos de sintesis tienen una gran desventaja, ya que introducen
imperfecciones o defectos en la estructura de la superficie de las particulas, lo cual pudiera

tener un impacto significativo en las propiedades fisicas de las nanoparticulas [6].
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A pesar de las imperfecciones de la superficie y otros defectos que los métodos “arriba-
abajo” pueden introducir, estas técnicas seguiran desempefiando un papel importante en la

sintesis y fabricacion de nanoestructuras y nanomateriales.

Este enfoque puede involucrar la molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la
volatilizacion de un solido seguido por la condensacion de los componentes volatilizados.
Existen varios métodos que utilizan la aproximacion de arriba-abajo, los maés

representativos son.

e Evaporacion térmica
e Proceso de explosion
e Ablacion laser

e Molienda mecénica

e Pulverizacién catodica

242 “Abajo — Arriba”

Por otra parte, los métodos “abajo-arriba” se basan en la construccion de nanoestructuras
atomo por atomo, molécula por molécula, haciendo uso de las fuerzas fisicas o quimicas

presentes a nivel atdbmico o molecular.

En general, los métodos quimicos son de bajo costo para grandes volimenes, sin embargo,
sus desventajas incluyen precursores quimicos que pueden contaminar, el uso de

disolventes toxicos y generacién de subproductos peligrosos [6].

Existen diversos métodos que utilizan la aproximacion de “abajo hacia arriba” para la
sintesis de nanoparticulas, los mas empleados son aquellos que utilizan procedimientos
quimicos. Por lo general, inician con la reduccion de los iones metélicos a atomos
metalicos, seguido por la agregacion controlada de estos atomos. EI método quimico es el

mas conveniente para la obtencién de nanoparticulas uniformes y pequefias.
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Una de las principales técnicas abajo-arriba es la precipitacion quimica, la cual
generalmente se lleva a cabo en una solucion acuosa 0 no acuosa, la cual contiene la sal
metalica disuelta. En este método la concentracion de los agentes asi como la temperatura
juegan un papel importante en la produccion de nanoparticulas monodispersas, mientras
que el tamafio de particula y la distribucién de tamarfio de particula pueden ser controlados

variando tanto la temperatura como el valor del pH [6].

2.5 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata han atraido un gran interés debido a sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas Unicas, en comparacion con sus homdlogos de tamafio macro [4]. Las
NPs de Ag tienen propiedades fisico-quimicas distintivas, incluyendo una alta
conductividad eléctrica y térmica, una mayor superficie de dispersion Raman, estabilidad
quimica, actividad catalitica y aumento en el area superficial por unidad de volumen [4].
Estas propiedades las hacen de valor potencial en las tintas, la microelectronica y las
imagenes médicas [4], ademas, exhiben amplia actividad bactericida y fungicida que las ha
hecho aplicables en una vasta gama de productos de consumo, incluyendo plasticos,
jabones, pastas, alimentos y textiles, lo que aumenta su valor de mercado, ademas, para
mejorar la funcion de maquinas de lavado, refrigeradores, filtros y contenedores de comida

[4].

Hasta la fecha, las tecnologias a base de plata nanométrica han aparecido en una variedad
de procesos de fabricacion y productos finales. Las NPs se pueden utilizar en una forma
liquida, tal como un coloide (recubrimiento y spray) o contenida dentro de un champu
(liquido) y también puede aparecer incrustado en un solido tal como una mezcla madre de
polimero, o ser suspendidas en una barra de jabon (sélido). También se pueden utilizar ya
sea en la industria textil, mediante su incorporacion en la fibra (hilado) o emplearse en
membranas de filtraciobn de los sistemas de purificacion de agua. Ademas, en
investigaciones recientes, las nanoparticulas de plata también han demostrado la capacidad
de atacar los virus, como el VIH-1, para prevenir posiblemente la transmisién y matar las

celulas infectadas [4].
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2.6 Métodos de sintesis de NPs de Ag

Actualmente, muchos métodos se han reportado para la sintesis de NPs de Ag mediante el
uso de rutas quimicas, fisicas, fotoquimicas y bioldgicas. Cada método tiene sus ventajas y
desventajas como costos, escalabilidad, tamafios de particula y distribucion de tamario.
Entre los métodos existentes, los métodos quimicos son los mas utilizados ya que
proporcionan una manera de sintetizar NPs de Ag de formas y tamafios controlados, sin
embargo, limita sus aplicaciones ya que algunos de los reactivos usados son toxicos y

contaminan el medio donde las NPs estan suspendidas [7].

2.6.1 Sintesis quimica

El proceso poliol es una ruta de sintesis quimica, en la cual, la reaccion se lleva a cabo
mediante la reduccion de nitrato de plata (AgNOz) con etilenglicol en presencia de
polivinilpirrolidona (PVP) [7]. En este caso, el etilenglicol funge como agente reductor y
disolvente. Se demostro que la presencia de PVP y su relacion molar con respecto al nitrato
de plata, desempefian un papel importante tanto en la determinacion de la forma como en el

tamario de las NPs de Ag.

Las NPs de Ag esféricas con un tamafio controlable y alta monodispersidad se sintetizaron
mediante el proceso de poliol y una técnica modificada de inyeccion del precursor [7]. El
método modificado de inyeccién del precursor, requiere de un control en la temperatura y
la velocidad de inyeccidn, ya que son factores importantes para la formacion de NPs de Ag
de tamafios uniformes y reducidos. Nanoparticulas con tamafios por debajo de los 20 nm se
obtuvieron a una velocidad de inyeccién de 2.5 mL/s y a una temperatura de reaccién de
100 °C. La inyeccion de la solucidn precursora caliente, es un medio eficaz para inducir la
nucleacion rapida en un corto periodo de tiempo, garantizando la formacion de NPs de Ag

con un tamafio mas pequefio y una distribucién de tamafio estrecha.

Generalmente, el proceso de sintesis quimica en solucion de las NPs de Ag, consta

principalmente de tres etapas: (i) los precursores del metal, (ii) agentes reductores y (iii)
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estabilizantes/agentes de encapsulamiento. La formacion de soluciones coloidales a partir
de la reduccidn de sales de plata, implica dos etapas: nucleacion y crecimiento. El tamafio y
la forma de las NPs de Ag sintetizadas son dependientes de estas dos etapas. Ademas, para
la sintesis de NPs monodispersas con distribucion de tamafios uniforme, se requiere que
todos los nucleos se formen al mismo tiempo. En este caso, todos los nacleos deben tener el
mismo o similar tamafio, y entonces tendrdn el mismo crecimiento subsiguiente. La
nucleacion inicial y el posterior crecimiento de ndcleos iniciales se pueden controlar
mediante el ajuste de los pardmetros de reaccion tales como temperatura, pH, precursores
del metal, agentes reductores (NaBHg, etilenglicol, glucosa) y agentes estabilizantes (PVA,
PVP, oleato de sodio) [7].

2.6.2 Sintesis por reduccion quimica

El método de sintesis por reduccion quimica, implica, como bien lo dice su nombre, una
reaccion de oxidacion-reduccién (redox). Se denomina reaccion de reduccion-oxidacion a
toda reaccion quimica en la que uno o mas electrones se transfieren entre los reactivos,
provocando un cambio en sus estados de oxidacion. El agente reductor es aquel elemento
quimico que suministra electrones de su estructura quimica al medio, aumentando su estado
de oxidacion, es decir, siendo oxidado. El agente oxidante es el elemento quimico que
tiende a captar esos electrones quedando con un estado de oxidacion inferior al que tenia, es
decir, siendo reducido. A continuacion, se presenta una reaccion de oxidacién-reduccion de

un complejo de anilina-plata (CeéHsNH2-Ag*) para obtener plata elemental.

NH, NH
+ O ———> © * H,O

La reduccion quimica es el método mas frecuentemente aplicado para la preparacion de
nanoparticulas de plata estables y sus dispersiones coloidales en agua o en disolventes

organicos [8].
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2.6.3 Sintesis verde

Actualmente, un gran numero de métodos fisicos, quimicos, bioldgicos e hibridos, estan
disponibles para sintetizar diferentes tipos de nanoparticulas. Por ejemplo, la reduccion en
soluciones, reacciones quimicas y fotoquimicas en micelas inversas, descomposicion
térmica de compuestos de plata, la radiacion asistida, electroquimica, sonoquimica, proceso

asistido por microondas y, recientemente, por via quimica verde o biosintesis.

Aunque, los métodos fisicos y quimicos son mas populares para la sintesis de
nanoparticulas, el uso de algunos compuestos tdxicos limita parcialmente sus aplicaciones.
El desarrollo de métodos seguros ecoldgicos para la produccién biogénica es ahora de méas
interés debido a la simplicidad de los procedimientos y versatilidad. Debido a su
amigabilidad a la funcionalizacién bioldgica, las nanoparticulas biologicas estan
encontrando importantes aplicaciones en el campo de la medicina. Se trata de un &rea nueva
y emergente de la investigacion en el mundo cientifico, donde dia a dia la evolucién se nota
en que existe un gran futuro en este campo, debido a la viabilidad y a la amplia gama de
aplicaciones que se presentan como en: nanomedicina, catalisis, nano-optoelectrdnica, etc.
Los métodos quimicos de sintesis conducen a la presencia de alguna sustancia quimica
toxica absorbida en la superficie que puede tener efectos adversos en las aplicaciones

médicas.

La naturaleza ha desarrollado diversos procesos para la sintesis de materiales inorganicos
nanométricos y micro-escala de longitud, que han contribuido al desarrollo de la
relativamente nueva y grande area de la investigacion basada en la biosintesis de
nanomateriales. La sintesis utilizando bio-organismos es compatible con los principios de la
quimica verde. La "sintesis verde" de nanoparticulas hace uso respetuoso del medio

ambiente, no es toxicay los reactivos son seguros.

Este método es muy similar al método coloidal. La biosintesis de nanoparticulas utiliza un
enfoque “abajo hacia arriba”, en el que la reaccion principal que ocurre es la

reduccidn/oxidacion. Se debe reconocer el potencial de las plantas es decir, “Quimica
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verde" para sintetizar nanoparticulas no solo en el laboratorio, sino también en su entorno
natural. El uso de materiales ambientalmente benignos para la sintesis de nanoparticulas de
plata como el extracto de hojas de la planta, bacterias, hongos y enzimas, ofrecen
numerosos beneficios en aplicaciones biomeédicas, ya que no utiliza productos quimicos
toxicos para el protocolo de sintesis. Este método de sintesis proporciona un avance sobre
los métodos fisico-quimicos, ya que es rentable, favorable al medio ambiente, facilmente
escalable para la sintesis y no hay necesidad de usar alta presion, energia y temperatura. El
potencial antimicrobiano de las nanoparticulas a base de metal ha llevado a su

incorporacion en consumibles relacionados con la salud y productos industriales [9].

Este trabajo estara enfocado a la sintesis de nanoparticulas de plata por medio de extractos
de plantas. Las biomoléculas presentes en los extractos de plantas se pueden utilizar para
reducir iones metalicos; esta reduccion biogénica de i6n de metal a metal base es bastante
rapida, facilmente llevada a cabo a temperatura y presion ambiente. Los agentes reductores
involucrados incluyen los diversos metabolitos solubles en agua (por ejemplo, alcaloides de
plantas, compuestos fendlicos, terpenoides) y coenzimas. Una amplia gama de extractos de

especies de plantas se han utilizado con éxito en la fabricacién de nanoparticulas.
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2.7 Discusion del estado del arte

2.7.1 Sintesis de NPs de Ag por el método de reduccion quimica

La sintesis de nanoparticulas de plata por el método de reduccion quimica, generalmente
utiliza, borohidruro de sodio, hidrazina, acido ascérbico y bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB), dodecil sulfato de sodio, polivinilpirrolidona, como agentes reductores y
estabilizadores, respectivamente, para preparar nanocristales de plata de forma y tamafio
controlados. EI método de reduccién quimica es probablemente el mas versatil y
econdmico. Khan y col. [8], en su investigacion presentaron un nuevo método para la
preparacion de nanoparticulas de plata estabilizadas con CTAB, basado en la reduccion de
los iones Ag* por anilina. Reportaron también que, la formacion de nanoparticulas respecto
al tiempo fue extremadamente lenta, ademas, establecieron que la velocidad de reduccién
de los iones Ag* disminuye con el aumento de la concentracion de anilina. Por lo tanto, sus
resultados sugirieron que la forma, el tamafio y la distribucion del tamafio de las
nanoparticulas de Ag no se modifican significativamente con la concentracion de anilina.
Sin embargo, obtuvieron NPs de Ag esféricas con tamarfios dentro del rango de 10 a 30 nm.

A continuacion se presenta un mecanismo de reduccion propuesto por Khan y col.

NH, NH, - Ag’
/I |
~ S
+ Ag. —— (\

Complejo de Ag-anilina
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%l\\ /"g\\
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El primer mecanismo representa la formacion del complejo de anilina con plata, cuando se
afiadieron los iones de Ag* a una solucion de anilina, los iones Ag* se unieron fuertemente
a la anilina para formar complejos con el grupo nucledfilo -NH.. EI grupo fenilo esta
retirando electrones, por lo tanto, una gran carga positiva reside en el &tomo de nitrégeno,

desactivandolo para la complejacion.

Por otro lado, Wang y col. [10], estudiaron la sintesis de nanoparticulas de plata por el
método de reduccién quimica, mediante la reduccion de los iones de plata presentes en la
solucion de nitrato de plata por glucosa en presencia de PVP (polivinilpirrolidona),
fungiendo como agente reductor la glucosa y el PVP como estabilizante. Ademaés,
agregaron hidroxido de sodio (NaOH) para acelerar la velocidad de reduccién de los iones
de plata. También observaron que, a una relacién molar de NaOH:AgNOs en un rango de
1.4 a 1.6, las nanoparticulas de plata eran estables y la reduccion procedia con mayor
rendimiento; de igual manera, a una relacion en peso de PVP:AgNOs no menor a 1.5, las
particulas podrian ser dispersadas individualmente, ya que el PVP encapsula a las mismas y
evita el crecimiento y aglomeracién. Mencionan también que, debido a la velocidad de

mezclado de los reactivos tiende a formarse Ag20.

2.7.2 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

En la sintesis de nanoparticulas usando extractos de plantas, el extracto es simplemente
mezclado con una soluciéon de sal metalica a temperatura ambiente. Las nanoparticulas de
plata, oro y algunos otros metales han sido producidas de esta manera. La naturaleza del
extracto de la planta, su concentracion, la concentracion de la sal metalica, el pH, la
temperatura y el tiempo de contacto se sabe que afectan a la velocidad de reduccién de las

nanoparticulas, su cantidad y otras caracteristicas [11].

En la literatura se ha reportado una amplia variedad de plantas utilizadas para la sintesis
verde de nanoparticulas de plata. Umesh y col. [12], han reportado la sintesis verde de NPs
de Ag mediante el uso del extracto de semilla molida de Artocarpus heterophyllus Lam.

(ASPE) comunmente conocida como yaca, la cual actia como agente reductor. La semilla
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de yaca contiene jacalin, una lecitina que es la Unica proteina principal que representa mas
del 50% de las proteinas del extracto, las nanoparticulas obtenidas presentaron
irregularidades en forma y diferentes rangos de tamafio de 3 a 25 nm con un tamafio
promedio de 10.78 nm. Deenadayalan y col. [13] estudiaron la sintesis verde de NPs de Ag
utilizando extracto acuoso de Alternanthera dentata (Ruby) y obtuvieron un tamafio
promedio de NPs alrededor de 10-80 nm. Prakash y col. [14], utilizaron extracto de la hoja
de Mimusops elengi L. (Cereza espafiola) para realizar la sintesis, obtuvieron NPs de

formas esféricas con un rango de tamarios de 55 a 83 nm.

Otari y col. [15], utilizaron un método de fitosintesis para producir NPs de Ag mediante
extracto acuoso de semillas de Manilkara zapota L. (MZSE), cominmente conocido como
arbol de chicle, las NPs de esta manera sintetizadas presentaron tamafios de 5-35 nm.
Kumara y col. [16], realizaron la sintesis verde de NPs usando extracto de la planta
Boerhavia diffusa como agente reductor. Esta planta es comiUnmente conocida como:
batatilla, matapavo, punarnava, toston y yerba tostada, en esta investigacion mediante la
microscopia electronica de barrido se confirm6 la formacion de nanoparticulas muy

pequefias y esféricas con una distribucion de tamafio uniforme alrededor de 25 nm.

Shankar y col. [17] informaron acerca de la rapida biosintesis de nanoparticulas estables de
plata, oro y bimetélicas ndcleo-coraza de Ag/Au con 20 g de biomasa de hojas de
Azadirachta indica (nim) y solucion acuosa de AgNOs 1 mM, con una reduccion del 90%
de los iones metélicos dentro de 4 h. Prathna y col. [18], quienes sintetizaron nanoparticulas
de plata empleando extracto de Citrus Kunth (limén), mostraron que se formaban
nanoparticulas mas pequefias al incrementar la relacion entre el extracto y la solucion
metalica, lo cual se debi6 al incremento de la cantidad de agentes bioreductores cuando se
incrementa la concentracion del extracto en el medio de reaccion. La Tabla 11.1 muestra
algunas plantas que han sido utilizadas en la sintesis verde de nanoparticulas de plata, asi
como, datos de pardmetros importantes como temperatura de reaccion, volumen de sal
precursora, concentracion de sal de plata, ademas, muestra el tamafio de las NPs

sintetizadas.
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Tabla I. 1. Plantas utilizadas en la biosintesis de NPs de Ag.

Nombre de la Caracteristicas de Condiciones de Tamafio  Referencias
planta/agente precursor (AgNOs) reaccion promedio
reductor adicionado de las NPs
- . (nm)
Vol. (ml) Concentracion T Tiempo
(°C) (h)
Boerhaavia 90 0.1 100 24 25 [19]
diffusa
Vitis vinifera 10 20 x10°® 25 24 18-20 [20]
(uva)
Eucalyptus 90 0.01 50 1 60 [21]
chapmaniana
Carica 90 1x10°3 25 6 10-50 [22]
papaya
Eclipta 88 1x10°3 25 1 35-60 [23]
prostrate

2.7.2.1 Efecto del pH

Se ha demostrado que el tamafio y la forma de las nanoparticulas biosintetizadas podrian
ser manipulados mediante la variacion del pH de las mezclas de reaccion. La importante
influencia del pH en la reaccion, es su capacidad de cambiar las cargas eléctricas de las
biomoléculas, que pueden afectar a su capacidad de encapsulamiento-estabilizacion y
subsecuentemente el crecimiento de las nanoparticulas. Esto podria resultar en la formacion
favorable de nanoparticulas de ciertas formas en un intervalo de pH particular, por lo que se

podria lograr una mayor estabilidad.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata se ha observado otro comportamiento, tal y como

lo reportaron Sathishkumar y col. [24], quienes emplearon polvo y extracto de Curcuma
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longa (curcuma). En sus resultados mostraron que nanoparticulas de plata grandes se
formaron para valores de pH pequefios, mientras que las nanoparticulas pequefias y
altamente dispersadas se formaron a mayores valores de pH. Lo anterior se debe a que para
un pH alcalino, un gran numero de grupos funcionales cargados negativamente estan
disponibles para la union de Ag, facilitando una mayor cantidad de Ag catidnica para
reducirse y formar un gran nimero de nanoparticulas con didmetros méas pequefios debido a

la mayor tendencia de nucleacion en lugar de agregacion.

La sintesis verde de NPs de Ag realizada por Baghizadeh y col. [25] se realiz6 con extracto
de Caléndula, en la cual se estudié el efecto del pH sobre la reaccion de sintesis en
condiciones écidas, basicas y neutras, los resultados mostraron que la sintesis realizada en
condiciones neutras y con un aumento en el pH (basicas) no ocurre cualquier alteracién en
los espectros de UV-Vis de las NPs de Ag (ver Figura 2.5), este comportamiento indica que
a valores de pH altos la sintesis de NPs de Ag no se ve favorecida. Por otra parte, en la
condicion &cida no se observo una banda de absorbancia para las NPs de Ag, ya que es
poco el numero de nanoparticulas formadas. La agregacion para formar nanoparticulas mas

grandes se creia estaba favorecida por la nucleacion.
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Figura 2. 5. Espectros de UV-Vis de NPs de Ag a diferentes valores de pH. En el recuadro de la
figura se observan los contenedores con las muestras sometidas a ultrasonido de la biomasa de

Caléndula officinalis con NPs de Ag a diferentes pH [25].
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El valor inicial de pH de las soluciones acuosas de AgNOs es un parametro importante en la
sintesis de nanoparticulas de plata utilizando extracto de piel de mango [26]. Se observo
que el color de las soluciones AgNOs cambid de color amarillo marrén a marrén oscuro
cuando se aumento el pH inicial de la solucion, el cambio de color es un indicativo de la
biorreduccion de los iones de plata mediada por el extracto de piel de mango y la sucesiva

formacion de nanoparticulas de plata después de 15 min de las reacciones.

2.7.2.2 Efecto de la temperatura

Varios estudios han encontrado que el control de la temperatura, durante el proceso de
sintesis por medio de plantas es critico en el tamafio y forma de las nanoparticulas
obtenidas. Lukman y col. [27], reportaron que exudados de semillas de Medicago sativa
pueden producir nanotriangulos de plata a temperaturas mayores de 30°C debido a la
supresion de agentes controladores de forma a temperaturas mas bajas. El trabajo de
biosintesis de NPs de Ag usando caléndula [25] demostré que la velocidad de formacion de
las nanoparticulas aumenté a medida que se incrementa la temperatura en la sintesis, como

se puede ver en la Figura 2.6.
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Figura 2. 6. Espectros de UV-Vis de NPs de Ag sintetizadas a 30°C y 60°C [25].

39



El trabajo realizado por Haytham y col. [28], muestra la influencia de la temperatura sobre
la sintesis de NPs de Ag, en el cual se reporta que la temperatura afecta el proceso de
reduccion de la plata, en su andlisis informaron que a temperaturas por debajo de 50 °C las
soluciones muestran un color marrdn rojizo tenue y espectros de UV-Vis menos intensos,
en comparacion con las nanoparticulas de plata formadas aumentando la temperatura de
reaccion de 50 a 100°C, las cuales presentaron un banda de resonancia del plasmon
superficial de plata mayor. De tales resultados, concluyeron que a mayor temperatura de
incubacion (60, 80 y 100 °C) el color de la solucion se intensificd y, por ende, los picos de

UV-Vis se intensificaron.

Por otro lado, a temperatura ambiente (30 °C) la solucién tomd 10 min para cambiar de
color, mientras que, en las mezclas de reaccion realizadas a temperaturas de 40 a 100 °C,
el proceso de reduccion fue mas rapido y el color marrdn rojizo se desarrollé dentro de 5
min. La intensidad méxima del pico de absorbancia se observé a 100 °C. El espectro de
UV-Vis afilado y estrecho observado a una longitud de onda de 412 nm, indica la
formacion de nanoparticulas de plata mas pequefias, mientras que, a menor temperatura de
reaccion (30°C), el pico de absorcién ubicado en 440 nm, es ancho y menos afilado, lo que

indica claramente un aumento en el tamafio de las nanoparticulas de plata formadas.

2.7.2.3 Efecto de la concentracién de extracto de la planta

El efecto de la cantidad de extracto en la sintesis representa un papel importante en la
formacion de nanoparticulas de plata, Ashokkumar y col. [29], por medio de un estudio de
UV-Vis (Figura 2.7), en su trabajo observaron que la absorbancia del pico depende de la
concentracion del extracto de la planta, siendo asi mas nitida con una concentracion mas
alta. La posicion del pico del plasmon depende del tamafio y forma de las particulas, el
aumento en la cantidad de extracto en el medio de reaccion ocasion0 un desplazamiento del
pico de absorcion de 428 a 402 nm y este cambio indica que el diametro medio de las
nanoparticulas de plata disminuye. A medida que la banda de absorcion se hace estrecha y

afilada significa que se tienen nanoparticulas de plata esféricas y monodispersas.
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Figura 2. 7. Espectros de UV-Vis de NPs de Ag usando extracto de las hojas de A. indicum a
diferentes concentraciones (a) 2.0 mL, (b) 2.5 mL, (c) 3.0 mL y (d) 3.5 mL [29].

La concentracion del extracto de hojas de A. indicum [29] aumenta, por lo tanto, el nimero
de biomoléculas disponibles para reducir los iones de plata es mayor y nanoparticulas muy
pequefias se forman, dando lugar a una banda de absorbancia aguda e intensa (como se
puede apreciar en la curva azul de la Figura 2.7), de igual manera se muestra el cambio de

color en la solucién (recuadro), aumentando la coloracién para la concentracion mayor.

La cantidad de material vegetal juega un papel critico en el control del tamafio y la
disparidad de tamafio de las nanoparticulas de plata, de tal manera que las méas pequefias y
con una distribucién de tamafio estrecha se producen cuando mas extracto de la planta es
afiadido en el medio de reaccién. Por lo tanto, esta variable es un factor muy importante en

la sintesis verde de nanoparticulas.

Umesh y col. [12], en su trabajo reportaron dos metodologias diferentes de reduccion de
nanoparticulas de plata, en una utilizaron concentraciones variadas del extracto de la planta

Artocarpus heterophyllus Lam. (ASPE): 2, 4, 6, 8, y 10 % w/v, con una concentracion fija
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de sal de plata (AgNOz) de 6 mM. Posteriormente, diferentes concentraciones de AgNOz se
afiadieron a una concentracion fija de 6 % wi/v del extracto acuoso de la planta. De acuerdo
al analisis de la resonancia del plasmon superficial (SPR, por sus siglas en inglés) de los
espectros UV-Vis (Figura 2.8), en general se observé que, a medida que la concentracion
de extracto de planta aumenta, la intensidad de la banda SPR se incrementa, lo cual indica
que a mayor concentracion de extracto de planta hay mayor produccion de nanoparticulas
de plata.

—— AgNO3
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——2% ASPE + AgNO3
——4% ASPE + AgNO3
6% ASPE + AgNO3
8% ASPE + AgNO3
10% ASPE + AgNO3
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Figura 2. 8. Espectros de UV-Vis de las AgNPs (diluidas 1:6), registrados como una funcion de la
concentracion de ASPE en la reaccion usando una solucion de 6 mM de AgNOs [12].

Hojas de Cinnamomum camphora secadas al sol cuando se incubaron con precursores de
plata o de oro acuosos a temperatura ambiente produce tanto nanoparticulas de plata (55-80
nm) triangulares o nanoparticulas esféricas de oro [30]. La marcada diferencia en la forma
de las nanoparticulas de oro y plata se podria atribuir al potencial comparativo de las
biomoléculas de proteccion y reductoras que presentan los extractos de las hojas. Los
componentes heterociclicos poliol y solubles en agua fueron principalmente responsables

de la reduccion de iones de plata o iones cloroaurato. La biosintesis de nanoparticulas es un
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enfoque ecoldgico para recuperacion de metales, por ejemplo oro, que son cataliticamente

activos a las reacciones y la oxidacién selectiva de CO.

2.7.2.4 Efecto de la concentracion de nitrato de plata sobre la sintesis de NPs de Ag

La concentraciéon de nitrato de plata sobre la sintesis de nanoparticulas de plata es un
pardmetro importante ya que es la cantidad maxima de plata que participa en el proceso de
reduccidn, por lo tanto, variaciones de concentracion se realizan durante el proceso para
observar la influencia de esta variable en la formacion de nanoparticulas de plata.
Baghizadeh y col. [31] analizaron el efecto de la concentracion de nitrato de plata en
diferentes concentraciones (1, 3, 5 y 10 mM) sobre la formacion de NPs de Ag, siendo la
solucién a 10 mM la condicion donde se obtuvo el maximo rendimiento en la formacion de
las mismas. Haytham y col. [28] obesrvaron un cambio de color en la solucion cuando se
aumentd la cantidad de nitrato de plata, pasando de color marrén amarillento a tonos mas
obscuros (marrén rojizo), este cambio en la coloracion de la solucién ocasiona una
modificacion en la banda de absorcion del plasmon superficial de las NPs de Ag en los
espectros de UV-Vis, el pico se hizo mas intenso y agudo, lo cual tiene que ver con el

tamafio, cantidad y distribucion de las nanoparticulas de plata en solucion.

2.7.3 El efecto bactericida de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata han atraido un gran interés en la investigacion debido a sus
importantes aplicaciones como material antimicrobiano, catélisis y una mayor superficie de
dispersion Raman. Los iones de plata y compuestos a base de plata son altamente toxicos
para los microorganismos, que han mostrado efecto biocida contra muchas especies
microbianas. EI mecanismo de la accién inhibidora de los iones de plata sobre los
microorganismos es parcialmente conocido. Se cree que el ADN pierde su capacidad de
replicacion y las proteinas celulares se desactivan con el tratamiento con Ag*". Ademas,
también se demostroé que la Ag* se une a los grupos funcionales de las proteinas, lo que
resulta en una desnaturalizacién de las proteinas. Las nanoparticulas de plata son especies

altamente reactivas debido a sus grandes areas superficiales. El reciente resurgimiento del
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interés por este elemento en particular se centra en la amenaza creciente de resistencia a los

antibioticos, causada por el abuso de los mismos.

Hay varias hipotesis para explicar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata.
La rapida descomposicion de las nanoparticulas de plata libera plata ionica que inactiva
bacterias vitales, enzimas esenciales interactuando con grupos tiol. Los iones de plata
pueden inhibir la replicacion del ADN bacteriano, causando dafio bacteriano, disminuyendo

los niveles de trifosfato de adenosina intracelular (ATP) y finalmente la muerte celular.

La alta relacion especifica superficie/volumen de las nanoparticulas de plata aumenta el
contacto con los microorganismos, la promocion de la disolucion de los iones de plata y
mejora asi la eficacia biocida. La capacidad de las nanoparticulas de plata para liberar

iones de plata es la clave de su actividad bactericida.

Se espera que la nanotecnologia abra nuevos caminos para combatir y prevenir
enfermedades mediante la adaptacién de los materiales a nivel atomico. Entre los
nanomateriales mas prometedores con propiedades antibacterianas estan las nanoparticulas
metalicas, que exhiben una mayor actividad quimica debido a su gran relacién superficie a
volumen y su estructura de la superficie. El estudio de los nanomateriales bactericidas es
particularmente oportuno teniendo en cuenta el reciente aumento de cepas de bacterias
resistentes a los antibioticos mas potentes. Esto ha promovido la investigacién en la bien
conocida actividad de iones de plata y compuestos basados en plata, incluyendo
nanoparticulas de plata. Las propiedades bactericidas de las nanoparticulas son
dependientes del tamafio, ya que las Unicas nanoparticulas que presentan una interaccién
directa con las bacterias preferentemente tienen un didametro de 1-100 nm.

El desarrollo de nuevas cepas de bacterias resistentes a antibioticos actuales se ha
convertido en un serio problema en la salud pablica. Por lo tanto, se presenta un fuerte
estimulo para el desarrollo de nuevos bactericidas. Esto hace actual la investigacién en

nanomateriales bactericidas [30].
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Las bacterias tienen diferentes membranas estructurales las cuales permiten una
clasificacion general de ellas como Gram-positivas 0 Gram-negativas. Las diferencias
estructurales se hallan en la organizacién de un componente clave de la membrana,
peptidoglicano. Las bacterias Gram-negativas solo exhiben una capa delgada de
peptidoglicano (aproximadamente 2-3 nm) entre la membrana citoplasmatica y la
membrana exterior; en contraste, la bacteria Gram-positiva carece de membrana exterior,
pero tiene una capa de peptidoglicano de alrededor de 30 nm de espesor. Desde hace
tiempo se sabe que la plata exhibe fuerte toxicidad contra un amplio rango de
microorganismos; NPs de Ag son muy eficientes en la interrupcion de la membrana
bacteriana y, de este modo, ocasionan la produccion de radicales libres incluyendo
especies reactivas oxidantes (ROS, por sus siglas en inglés). La produccién de ROS es
también una de las razones de la toxicidad, ya que causa el estrés oxidativo, la inflamacion,
dafios de ADN vy proteinas. Por esta razon los compuestos basados en plata han sido
ampliamente usados en muchas aplicaciones bactericidas. Vale la pena mencionar algunos
ejemplos tales como compuestos inorganicos con una lenta velocidad de liberacién de plata
que se utilizan actualmente como conservadores en una variedad de productos; otra
aplicacion actual incluye compuestos basados en micro esferas de gel silice, las cuales
contiene un tiosulfato de plata complejo, que son mezclados dentro de plasticos para
proteccion antibacterial duradera. Los compuestos de plata también han sido utilizados en

el campo de la medicina para tratar quemaduras y una variedad de infecciones.

La aparicion de cepas bacterianas resistentes hacia los antibi6ticos conocidos es un
problema enorme, que promueve un fuerte incentivo a buscar otras maneras de crear mas
bactericidas. Las nanoparticulas son comparativamente mucho mas reactivas quimicamente

que sus homdlogos a granel.

Se ha estudiado la interaccion de las nanoparticulas de metal con virus y se observo que las
NPs de Ag se someten a una interaccion dependiente del tamafio con el virus VIH-1, donde
s6lo NPs con un tamarfio de 1-10 nm pueden pegarse al virus [33]. Ademas, se encontraron
nanoparticulas con un efecto completamente citotdxico para Escherichia coli para

concentraciones superficiales tan bajas como 8 ug de NPs de Ag/cm? [34].
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Las nanoparticulas de plata de 20-30 nm obtenidas usando hojas de Acalypha indica (hierba
del golpe), mostraron actividad antimicrobiana contra E. coli y Vibrio cdlera [35]. Mientras
que se ha informado que las nanoparticulas de plata de 3-12 nm obtenidas usando cascaras
de Citrus sinensis (naranjo dulce) muestran actividad contra Bacillus subtilis [36]. Las
particulas de tamafios entre 33-67 nm obtenidas usando Allium cepa (cebolla) muestran
actividad antimicrobiana frente a E. coli y S. typhimurium [37]. Las nanoparticulas de plata
de tamafios de 8 nm obtenidas usando hojas de Nicotiana tobaccum (nicotina) inhiben
Pseudomonas putida, P. vulgaris, Escherichia coli DH5, B. subtilis, P. aeruginosa y

Salmonella typhi [38].

Las dimensiones del area superficial y la energia de superficie podrian ser importantes
propiedades que contribuyen de algin modo a la toxicidad. Por lo tanto, no seria poco
razonable proponer que la hipétesis de la toxicidad de nanoparticulas de plata podria
basarse en la superficie disponible expuesta para la reaccion con la célula, aumentando con
la disminucion de tamafio de las nanoparticulas o incremento de la concentracién de NPs

individuales por unidad de volumen [38].

2.7.4 Compuestos organicos en las plantas

Se ha reportado en la literatura que los compuestos organicos solubles en agua presentes en
el extracto acuoso de las plantas pueden ser los responsable de la estabilizacion eficiente de
nanoparticulas y de la reduccion de iones metalicos Ag*. La presencia de dichas sustancias
se confirma mediante estudios de espectroscopia de infrarrojo (FTIR).

Prakash y col. [14], con el fin de identificar los compuestos responsables de la
biorreduccion de ion Ag* y la estabilizacion de NPs de Ag producidas utilizaron
espectroscopia FTIR. Anteriores informes a este estudio informaron que las hojas de
Mimusops elengi L., contienen diversos compuestos organicos tales como: alcaloides,

flavonoides, taninos, terpenoides, esteroides, glicdsidos y benzenoides.
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La medicion mediante espectroscopia de IR se utilizO para predecir la capacidad del
extracto de hoja Mimusops elengi L para reducir y estabilizar. Se registraron los espectros
de FTIR para el extracto de la hoja y también para las NPs de Ag. El espectro FTIR del
extracto Mimusops elengi L., presentd sefiales en 3415 cm™, 2928 cm™, 1618 cm™, 1445
cm?y 1041 cm™. La banda a 3415 cm™ es responsable del estiramiento del enlace O-H. La
banda en 2928 cm™ es debida a la presencia del estiramiento del enlace aldehidico C-H y
se trasladd a una frecuencia mas baja (2925 cm™) en NPs de Ag, en comparacion con el
polvo de la hoja en crudo. La banda de 1618 cm™ en polvo de la hoja Mimusops elengi, L.
fue debido a la presencia de vibraciones de una amida | y esta banda se desplaza a 1623 cm”
1 'en NPs debido a las proteinas que posiblemente se uniran a NPs de Ag a través de los
grupos amina. La banda de 1041 cm™ es responsable del estiramiento en enlaces C-O-C,
que podria atribuirse a la reduccion de Ag *, porque la banda se desplaza a 1038 cm™ en

nanoparticulas de plata [14].

2.7.5 Fitoquimica de Passiflora incarnata

Una investigacion sobre P. incarnata muestra que diversos constituyentes bioactivos
pueden contribuir a los efectos clinicos notificados, probablemente de una manera sinérgica
[39]. Actualmente, los investigadores creen que sélo una parte de los compuestos
farmacoldgicamente activos han sido identificados con precision. Las partes aéreas de
Passiflora incarnata se caracterizan por la presencia de un patron de varios componentes
primarios que consisten en flavonoides, maltol, glucésidos cianogénicos y alcaloides de
indol. Los alcaloides de indol estan representados por Harman, harmin, harmalin, harmol y
harmalol, que puede actuar como inhibidores de la monoamino-oxidasa, pero estan

presentes en pequefias cantidades.

Los flavonoides representan 2.5% de los compuestos en esta planta (Tabla 11.2), con
vitexina, isovitexina, orientin, isoorientina, apigenina, kaempferol, vicenin, lucene y
saponarin identificado. Ademas, fendlico, graso, linoleico, linolénico, palmitico, oleico y
miristico estan presentes, asi como los &cidos férmico y butirico, cumarinas, fitosteroles y

aceites esenciales.
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2.7.6 Fitoquimica de Valeriana officinalis

Las raices de V. officinalis contienen algunos compuestos con actividad farmacolégica
demostrada, estos incluyen el aceite esencial y sus sequiterpenoides (&cido valerénico),
iridioides (valepotriatos) y sus productos de descomposicion como el baldrinal y
homobaldrinal, aminoéacidos (arginina, GABA, glutamina, tirosina), y alcaloides. V.
officinalis también contiene pequefias cantidades de &cidos fendlicos y flavonoides, &cido

clorogénico, acido cafeico, colina, B-sitosterol, acidos grasos y varios minerales [40].

Terpenoides

El aceite volatil producido por esta especie consiste en una mezcla de mono y
sesquiterpenoides. Los sesquiterpenoides son los componentes de mayor interés e
importancia por su quimiotaxonomia y actividad biologica que presentan. El aceite esencial
se encuentra entre 0.1 a 0.6% y su composicion varia significativamente; contiene mono y
sesquiterpenos carbonados, dentro de los constituyentes se encontrd acetato de bornilo,
valerianol, valeranona, criptofauronol y valeranal. Los sesquiterpenos tienen tres tipos de
estructuras basadas en los esqueletos de kesano, valeranona y acido valerénico. El acido
valerénico y sus derivados (&cido acetoxivalerénico y acido hidroxivalerénico) han sido
reportados como caracteristicos de esta especie y de sus subespecies. Sin embargo, estos

compuestos han sido encontrados en otras especies.

Mas de 150 compuestos han sido reportados en el aceite esencial. El acetato de bornilo y el
isovalerato han sido reportados como los componentes primarios del aceite esencial, otros
componentes primarios incluyen valeraniol, valeranona y valerenal; otros compuestos
secundarios incluyen isoborneol, borneol, acetato de isobornilo, terpinoleno, a-pineno, -
pineno, kanfeno, B-cariofileno y limoneno. Las formulas quimicas de algunos de los

componentes mas frecuentemente encontrados se describen en las Figuras 2.9 a 2.11 [40].

Entre otros terpenoides no presentes en el aceite volatil de V. officinalis estan los

Valepotriatos que son triésteres de un terpenoide, el alcohol trihidrico; este alcohol tiene la
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estructura de wun iridioide ciclopentapirano con un anillo epoxido unido. Las
concentraciones de valepotriatos estan entre 0.5 y 2%, sin embargo en la raiz este
porcentaje puede llegar hasta 14% dependiendo de la especie. Los valepotriatos se
degradan rapidamente, especialmente en soluciones &cidas. Secada cuidadosamente, V.

officinalis puede llegar a contener 0.8% de valepotriatos [40].
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Figura 2. 9. Terpenoides en V. officinalis [40].
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Figura 2. 10. Monoterpenos y Sesquiterpenos encontrados en Valeriana officinalis [40].

Los valepotriatos fueron aislados por primera vez en 1996 de Valeriana wallichii. El
aislamiento de estas sustancias fue de gran interés ya que ello proveyé algunas respuestas
en torno al efecto sedativo tranquilizante de los extractos de valeriana, los cuales no podian
ser explicados Unicamente con base en la cantidad de aceite volatil presente [40]. El
esqueleto monoterpénico de los valepotriatos es esencialmente el mismo que el del grupo
de glicésidos monoterpénicos conocidos como iridioides, sin embargo los valepotriatos

usualmente no tienen un azucar residual en su estructura [40].




Los primeros tres valepotriatos aislados de V. Wallichii fueron nombrados como valtrato,

acevaltrato y didrovaltrato.
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R R'
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Iv lovalerato de Z-Valerenilo

Figura 2. 11. Compuestos de derivados valerénicos en V. officinalis [40].

Basados en su estructura quimica, los valepotriatos pueden ser divididos en cuatro grupos:
tipo dieno, tipo monoeno, tipo hidrino-valtrato y tipo dexosi monoeno de valepotriatos [41].
Los valepotriatos son compuestos inestables: ellos son termolabiles y se descomponen
rapidamente bajo condiciones &cidas 0 basicas, en soluciones acuosas y también en
soluciones alcoholicas. Los valepotriatos se hidrolizan rapidamente y no se encuentran
presentes cantidades significantes de los mismos en soluciones acuosas o alcohdlicas

diluidas, después de pocos dias.
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Alcaloides

En algunas plantas medicinales los alcaloide son los metabolitos secundarios mas
importantes pero este no es el caso de Valeriana, donde los alcaloides presentes se
encuentran en pocas cantidades. La presencia de alcaloides en este género se conoce desde
finales del siglo XIX, pero no fue sino hasta 1967 que se aislaron los alcaloides valeranina

y actinidina de V. officinalis [17].

Aminoacidos

V. officinalis contiene una cantidad apreciable de aminoacidos. En un estudio realizado se

encontro la presencia de tirosina, glutamina y GABA (4cido y-amino butirico) [41]. En la

Figura 2.11, se muestran las estructuras quimicas de estos compuestos.

NH,

NH;
COOH COOH
HN
NH,
0
OH
Tirosina Glutamina
H COOH
COOH H:N N N,
- NH
Acido y-aminobutirico i
(GABA) g

Figura 2. 12. Amino&cidos presentes en Valeriana officinalis [41].
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La sintesis de nanoparticulas de plata por reduccion quimica tiene la ventaja de formar
nanoparticulas de tamafios por debajo de los 50 nm, aunque, la velocidad de formacion es
lenta y la concentracion del agente reductor no modifica de manera significativa la forma ni
la distribucion del tamafio. En este tipo de sintesis generalmente se utilizan reactivos

toxicos como agentes reductores y estabilizadores.

Por otro lado, la sintesis verde de nanoparticulas de plata es un método econdmico,
sencillo, no utiliza reactivos toxicos, se puede realizar a temperatura ambiente y es
amigable con el medio ambiente. Se pueden utilizar extractos de plantas, microorganismos,
hongos, bacterias, levaduras, etc., como agentes reductores, lo cual le da una ventaja sobre
el método convencional. Las variables mas importantes a controlar utilizando este método
son: la concentracion tanto de la sal precursora como del agente bioldgico que se utilice. Se

obtienen NPs de Ag en un rango de tamafio de 10 a 100 nm.

En la biosintesis de NPs utilizando extractos de plantas se ha utilizado Artocarpus
heterophyllus Lam, Alternanthera dentata, Mimusops elengi L, Manilkara zapota L,
Boerhavia diffusa, Azadirachta indica, Citrus Kunth, Vitis vinifera, Eucalyptus
chapmaniana, Carica papaya, Eclipta prostrate, etc. Dichas plantas contienen compuestos
tales como: alcaloides, flavonoides, taninos, terpenoides, antioxidantes, etc. Capaces de

reducir las NPs de Ag.

En ambos casos variables como el pH y la temperatura, tienen influencia sobre la sintesis.
El pH puede afectar la estabilizacién de las NPs, ya que modifica las cargas eléctricas de
las biomoléculas ocasionando un crecimiento de los solidos formados. La temperatura tiene

influencia sobre la forma de las NPs, cambiando de cuasiesferas a triangulos o platos.
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En la Figura 3.1 se muestra el diagrama de la metodologia experimental que se emple6 en
la sintesis de nanoparticulas de plata usando extracto de las plantas Valeriana officinalis y
Passiflora incarnata en el cual se describen las condiciones experimentales bajo las cuales

se realizo la sintesis.

SELECCION DE LA PLANTA
1. Estudio 2. Especie endémica 3. No se haya utilizado en la
fitoquimico previo sintesis verde

¥

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

1. Condiciones: en 50 mL de agua | 2. Valeriana 3. Passiflora incarnata:
destilada, a una temperatura de officinalis:  0.25, 05, 10y20¢g
60°C y agitacion magnética 0.50,075y1.0¢g

4

PREPARACION DE LA SALDE PLATA

1. En 500 mL de | 2. Diferentes concentraciones : 3, 4, 5, | 3. Almacenamiento
agua destilada 7,9,11 v 15 Mm en frascos ambar

-

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

1. Temperatura ambiente | 2. Con extracto de 7 | 3. Variando la [C] de extracto de
y a una relacion Officinalis 'y P las plantas, manteniendo cte. la
volumeétrica de 2:1 incarnata [C] de sal de plata y viceversa

¥

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

1. UV-Vis 2. DRX 3. ESPECTROSCOPIAIR | 4. MEB 5. MET

-

EVALUACION ANTIBACTERIAL

1. Método de Kirby-Bauer (difusion de disco) 2. Contrala bacteria Escherichia Coli

Figura 3. 1. Metodologia experimental.
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3.1 Seleccion de las plantas

La sintesis verde o biosintesis requiere de un agente reductor de naturaleza bioldgica, ya
que el principio de este método de sintesis es la reduccion de sustancias toxicas para
optimizar sus aplicaciones potenciales en biomedicina. Debido a esto, el presente trabajo
hace uso de extractos de plantas, las cuales se seleccionaron de acuerdo a los criterios que

se enumeran a continuacion:

a. Estudio fitoquimico previo
b. Que no se haya utilizado en sintesis verde en articulos publicados

c. Origen mexicano

Una vez que se seleccionaron las plantas V. officinalis y P. incarnata, se adquirieron y se
lavaron con agua destilada, se secaron y almacenaron. Posteriormente, se pulverizaron las
hojas de Pasiflorina y la raiz de Valeriana con el propdsito de obtener particulas finas para

facilitar la lixiviacion de las sustancias activas.

3.2 Elaboracién de los extractos

Para la preparacion de los extractos de V. officinalis y de P. incarnata, se utilizo la raiz de
Valeriana y las hojas de Passiflora. Para Valeriana se tomaron 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 g de
polvos de la raiz y para Passiflora se tomaron 0.5, 1.0 y 2.0 g de los polvos de las hojas,
posteriormente, se afiadieron por separado cada peso a un vaso de precipitados de 150 mL
con 50 mL de agua destilada, en seguida cada vaso se colocé en una plancha con agitacién
magnética y se calentd a 60°C por 20 min, se dejo reposar hasta temperatura ambiente, se
filtré en papel Whatman No. 1y se almacené a 4°C.

3.3 Preparacion de la sal de plata (AgNO3)

Para realizar la sintesis verde de nanoparticulas de plata se prepararon soluciones de nitrato
de plata en diferentes molaridades, como: 3, 5, 7, 9, 11 y 15 mM. Cada una de ellas se

prepar6 en un frasco ambar de 500 mL.

Para preparar una solucion de AgNOz a 3 mM, se realizaron los siguientes calculos:
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Se partio6 de la formula de molaridad:

Molaridad = —>2demoles 1 (3.1)
litro de solucion L

Donde,

n=—"nrese (3.2)

peso molecular

P.Mygno, = 169.87 g/mol

Volumen de la soluciéon = 0.5 L

moles

Magno, = 3mM = 0.003 M = 0.003 ™=

Se sustituy6 n de la Ec. 3.2 en la Ec. 3.1, quedando de la siguiente manera:

masa

- PM-L de soln. (3'3)
Posteriormente, se despejé la masa de la Ec. 3.3
m=M:PM-L (3.4)

Finalmente se sustituyeron las cantidades conocidas en la ecuacion anterior para obtener la

masa de sal de plata necesaria para preparar una solucion 3mM.
m = (0.003 mol/L)(169.87 g/mol)(0.50 L) = 0.2548 g

Bajo el mismo procedimiento se calcularon los pesos para las diferentes concentraciones de
nitrato de plata requeridas. La Tabla 1.1 muestra los pesos para cada concentracion de
solucion de AgNO:s.

Tabla I11. 1. Soluciones de nitrato de plata usadas en la sintesis.

[AgNOs], mM 3 5 7 9 — 15
Peso de 0.2548 | 0.4247 | 05945 = 07644 09343 1.274
AgNOs, g

56



3.4 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

La sintesis verde de nanoparticulas de plata se realizé variando la concentracion de nitrato
de plata, manteniendo constante la concentracion del extracto acuoso de la planta, y
viceversa, con la finalidad de observar el efecto que tienen sobre la sintesis la cantidad de
agente reductor respecto al precursor y viceversa. Se realizaron experimentos con cada uno
de los extractos que se prepar0, en el caso de V. officinalis las concentraciones de extracto
son: 0.25, 0.5., 0.75 y 1.0 g, cada una de las cuales se evaluo al reaccionar con solucion de
nitrato de plata (AgNOs) en sus diferentes concentraciones (5, 7, 9, 11 y 15 mM), la
relacion volumétrica de extracto a sal de plata fue de 1:2, cabe destacar que los

experimentos realizados con esta planta se realizaron a temperatura ambiente.

Las reacciones de bioreduccion usando Passiflora incarnata se realizaron afiadiendo 5 mL
de cada uno de los extractos preparados en sus diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 2.0) a
10 mL de las soluciones de AgNOs de cada concentracion (3, 4, 5, 7 y 9 mM) por separado,
también se evalud la cinética de la reaccion bajo diferentes radiaciones: luz solar, lampara
de ultravioleta, luz blanca y ultrasonido. La Tabla I11.2 resume las condiciones bajo las

cuales se realizo la bioreduccién.

Tabla Il. 2. Variables de las reacciones de sintesis de las NPs de Ag.

Planta _ [AgNOs],  Condiciones de Radiacion
) Cantidad, ¢ .
seleccionada mM sintesis usada
Valeriana 0.25, 0.5, 5,7,9,11y  Temperatura Luz blanca
officinalis 0.75y 1.0 15 ambiente
Passiflora 05,10y20 3,4,57y9 Temperatura Luz blanca, luz
incarnata ambiente solar, lampara de
Uvy
ultrasonido
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3.5 Caracterizacion estructural de las NPs de Ag

3.5.1 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

A través de esta técnica se logré conocer en forma rapida los resultados después de la
reaccion de reduccion de los iones Ag* y se confirmo la presencia de nanoparticulas de
plata en solucion en un rango de 300-900 nm, también se evaluo la efectividad de los
lavados. Se utilizé un espectrofotometro UV-Vis marca Ocean Optics USB 4000, el cual se
encuentra ubicado en el Instituto de Investigaciones en Fisica, UMSNH. Se utilizaron
celdas de cuarzo de 3 mL, en las cuales se agregd la solucién diluida 1:10 que contiene las

nanoparticulas de plata.

3.5.2 Difraccion de rayos—X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X se utilizd para confirmar la naturaleza cristalina
(metalica) de las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante el uso de los extractos de V.
officinalis y P. incarnata; el andlisis se llevo a cabo en un difractometro marca BRUKER
ADVANCE modelo D8, en un rango 26 de 20 a 80 °. Las muestras se prepararon secando
las soluciones que contienen las nanoparticulas de plata, en una estufa a 40°C durante 12
horas, obteniendo polvos que posteriormente se colocaron en un portamuestras de vidrio,

realizando finalmente el analisis de DRX.

3.5.3 Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

Con el fin de identificar los grupos funcionales presentes en el extracto, los posibles
compuestos responsables de la bioreduccion y las sustancias responsables del
encapsulamiento de las nanoparticulas de plata, se efectud esta técnica por medio de un
espectrometro marca BRUKER tensor 27 (equipado con detector 6ptico de KBr), el equipo

fue operado con una resolucion de 4 cm™ y un rango de barrido de 500-4000 cm™.
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3.5.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Este tipo de caracterizacion se realizé usando un microscopio electronico de barrido de
emisién de campo marca JEOL modelo JSM-7600F, para determinar el tamafio y forma de
las particulas obtenidas bajo las diversas condiciones experimentales y para comparar con
ello las caracteristicas de los mismos con respecto a esas variables. Se colocé una gota de la
solucién que contiene las NPs de Ag sobre un cilindro de laton recubierto con una pelicula
delgada de pintura de carbdén para evitar contaminacion, y se dejo secar a temperatura

ambiente. EIl equipo operd en un voltaje variable de 0-15 kV.

3.5.5 Microscopia electrdnica de transmision (MET)

A través de esta técnica se llevd a cabo la exploracion de los productos de la sintesis para
conocer las caracteristicas de las nanoestructuras, como: forma, composicion, tamafo, etc.
todo esto utilizando microscopia electrénica de transmision, y el uso de sus técnicas como:
campo claro, campo obscuro, patron de difraccidn y alta resolucion. Una gota de la muestra
de nanoparticulas de plata en solucion se aplico sobre una rejilla de cobre recubierta de
carbon, y se dejé secar a temperatura ambiente. Se utiliz6 un microscopio electrénico de

transmision marca Phillips Tecnai F20 que opera a 200 kV.

3.6 Evaluacion de la propiedad bactericida

Para la evaluacion de la propiedad bactericida de las NPs de Ag se utilizé el método de

Kirby — Bauer (difusion de disco) [42] que se describe a continuacion:

Se prepararon 150 mL de medio de cultivo Mueller Hinton en agua, posteriormente se
calentaron hasta disolver y hervir, las cajas petri se llevaron a esterilizacion por una hora en

un autoclave a 121°C y 1.5 psi.

Se colocaron 15 mL de medio de cultivo anteriormente preparado, en 10 cajas previamente
esterilizadas, se dejo enfriar y solidificar en una zona estéril. A continuacion las cajas Petri

se sellaron y se llevaron a la incubadora a una temperatura de 36°C.
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Posteriormente se cultivaron las bacterias Escherichia Coli (proporcionadas por la facultad
de Biologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo) utilizando un asa
bacterioldgica, por medio de la técnica de estriado y luego se incubaron a las condiciones

ya mencionadas durante 24 horas.

Posteriormente, fue seleccionada una colonia de las bacterias E. coli y nuevamente se
cultivo en una caja Petri con agar, para obtener bacterias jovenes y aisladas, se incubaron

durante 24 horas.

Se realiz6 un césped por medio del hisopo estéril, después se colocaron los discos de papel
filtro previamente esterilizado y en cada uno de ellos se adicionaron 6 pL de las NPs de Ag
por triplicado, uno de agua, otro de AgNO3 y por ultimo uno de Antibiotico (cefatoxima

35.25 pg/pL), respectivamente. Luego se incubaron a 36°C por 24 horas.

Finalmente se analizaron los resultados obtenidos mediante la medicion de los halos de

inhibicion.
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CAPITULO IV. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis de nanoparticulas de plata usando
extractos de las plantas Valeriana y Passiflora, asi como, el anélisis y discusion de los

mMismos.

4.1 Caracterizacion estructural de las NPs de Ag

4.1.1 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia de UV-Vis es cominmente empleada para confirmar la formacion de
nanoparticulas metélicas mediante las propiedades Opticas, las cuales dependen
particularmente del efecto del tamafio y presentan absorbancia en un rango de 400-550 nm.
El primer indicativo de la formacion de las nanoparticulas de plata a partir de los extractos
de las plantas es directo, a través de un cambio de color en la solucion, al principio el
nitrato de plata mezclado con el extracto de la planta es de color amarillo tenue, después de
unos pocos minutos cambia a marrdn, indicando la reduccion de los iones de plata. En la
literatura [43-44] se ha reportado que, cuando las NPs de plata se forman, a través de la
reduccion de los iones correspondientes mediante los extractos de las plantas, ocurre un
cambio de color en la solucion que va desde amarillo hasta rojizo, marrén, café obscuro,
etc. Por lo tanto, el efecto de la cantidad de nitrato de plata y de extracto acuoso de las

plantas en la formacion de NP de Ag, se monitoreo a través de esta técnica.

Sintesis verde usando extracto de Valeriana officinalis.

En la Figura 4.1 se muestran los espectros de UV-Vis de las NPs de plata a diferentes
concentraciones del extracto de V. officinalis: (a) 0.25, (b) 0.50, (c) 0.75 y (d) 1.0 g. En
cada una de estas concentraciones de extracto se variod la cantidad la sal de plataen: 5, 7, 9,
11y 15 mM. En la Figura 4.1 (a) se aprecia que a medida que se aumenta la concentracion
de la sal, se incrementa la intensidad del pico de la resonancia del plasmon superficial de
Ag, indicando una mayor densidad de NPs formadas, también se observa que, en la misma
medida ocurre un desplazamiento del méximo del pico hacia el rojo. Segun la literatura, el

ultimo de estos comportamientos se debe a que el tamafio de las NPs se incrementa. Estos
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resultados son consistentes con las teorias de formacion de las NPs para cuando se utiliza
un método convencional, en donde, a medida que la relacion del agente reductor a la sal se
incrementan el tamafio de las NPs disminuye, por otro lado, se aprecia que la cantidad de
extracto es suficiente para reducir las NPs partiendo de una concentracion molar alta (15
mM) dado el incremento del pico del plasmon, no obstante, la velocidad de crecimiento de

las NPs se eleva ocasionando un mayor tamafio de las mismas.

También se observa de estas figuras que a mayor concentracion del extracto (ver Figura 4.1
d) con el incremento en la molaridad de la sal, se aprecia una disminucion en la intensidad
del espectro, manteniéndose la posicién del pico del plasmén en la misma longitud de onda,
resultados que indican, que la cantidad de NPs disminuye. Este resultado contrario al
observado en la Figura 4.1 (a) podria ser atribuido a que, a mayor concentracion del
extracto, mas cantidad de compuestos organicos estan presentes en el medio, por lo tanto,
una mayor cantidad de ndcleos se forman durante el proceso de reduccion, conllevando a
que la velocidad de crecimiento sea mayor y ocasionando el incremento del tamafio de las

NPs mas alla del rango nanométrico, en donde la técnica de UV-Vis no puede detectar.

Estos resultados van en contra de los mecanismos establecidos a través de la sintesis por
reduccién quimica convencional, cuya ventaja radica en el manejo independiente del agente
reductor y del agente estabilizante. En el caso de la sintesis por reduccion quimica
empleando substancias organicas (extractos de plantas) el proceso se realiza en un solo
paso, ya que en el mismo momento de la bioreduccion se tiene la estabilizacion, lo que
impide de cierta manera, el control de los pasos de nucleacién y crecimiento de la reaccion.
Otra posible causa a la que se puede atribuir la reduccion de la cantidad de NPs de Ag
formadas con el incremento del agente reductor (extracto), se puede deber a que con el
incremento del extracto se modifica la quimica que favorece la bioreduccién de las NPs,
por ejemplo, la presencia de cloruros provenientes del extracto con el incremento del
mismo podrian desviar la quimica formando cloruro de plata, lo que reduciria la intensidad
del pico del plasmén. En este sentido los resultados obtenidos por DRX confirmaran estas

aseveraciones.
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Figura 4. 1. Espectros de UV-Vis de las NPs de plata a diferentes concentraciones del extracto: (a)
0.25, (b) 0.50, (c) 0.75y (d) 1.0 g. En cada una de estas concentraciones de extracto se vario la
cantidad de sal de plataen: 5,7, 9, 11y 15 mM.

En la Figura 4.2 se muestran las graficas de los espectros de UV-Vis de las reacciones de
sintesis de NPs usando extracto acuoso de V. officinalis, en las cuales se mantuvo constante
la concentracion de la solucién de nitrato de plata en: (a) 5 mM, (b) 7 mM, (c) 9 mMy (d)
15 mM, variando la concentracion del extracto en cada una de éstas en: 0.25, 0.50, 0.75 y
1.0 g. En cada una se observd, de manera general, que a medida que se aumentd la
concentracion del extracto, se incrementd la absorbancia debido a la mayor resonancia del
plasmon superficial (RPS) y por lo tanto, la densidad de las NPs se incremento. Se encontrd
que la concentracion de extracto Optima para la sintesis de las NPs en los incisos (a, ¢ y d)
fue de 1.0 g y para el inciso (b) fue de 0.75 g, en donde se aprecia que al aumentar la
concentracion del extracto de 0.75 a 1.0 g, la intensidad de la absorcion dptica de las NPs

tiene una ligera disminucion. La teoria dice que la concentracion del extracto de las plantas,
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tiene un efecto sobre la sintesis en el tamafio, forma y distribucion de las mismas, cuando se
aumenta la concentracion, mayores contenidos de las biomoléculas implicadas en el
proceso de bioreduccion del metal estan presentes, lo cual resulta en un color mas intenso
en la solucidén (de color rojizo marrén a marrén intenso), de tal manera que se produce una
mayor densidad de NPs y con una distribucién de tamafio estrecha cuando mas extracto de

la planta es afiadido en el medio de reaccion [43].
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Figura 4. 2. Gréficas de los espectros de UV-Vis de las NPs sintetizadas usando solucién de nitrato
de plataen: (a) 5mM, (b) 7mM, (c) 9 mM y (d) 15 mM, variando la concentracién del extracto en
cada una de éstas en: 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 g.

Estos resultados indican que en todas las concentraciones de AgNO3 con el incremento en
el extracto, las NPs son de mayor tamafio, lo cual es consistente con la teoria de nucleacion

y crecimiento, en donde a medida que las condiciones de sobresaturacion se incrementan
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una mayor cantidad de nucleos se forma permitiendo contar con tamarios de particulas

menores.

Los datos obtenidos en el actual trabajo, presentan un comportamiento similar al de
Ashokkumar y col. [29] que estudiaron el efecto en el tamafio, al variar la concentracion del
extracto de la planta, distribucion y rendimiento de las NPs de Ag, observaron que a
medida que se aumenta la concentracion del extracto, aumenta la formacion de NPs de Ag.
De igual forma, Bindhu y col. [45], observaron un aumento en la densidad de NPs, a

medida que se incremento la cantidad del extracto.

En el presente estudio, el rango de longitudes de onda en el cual se presenté un maximo en
la resonancia del plasmén de NPs de Ag fue de 430-450 nm (Figura 4.2), Ajiyha y col.
[46], observaron que la posicion del pico de RPS varia en el rango 400-436 nm, como es el
caso de las muestras sintetizadas biolégicamente a partir de extracto de Lantana cdmara,
comdnmente conocida como camard, lantana y bandera espafiola, en el cual los picos se
presentaron en 436, 421, 413 y 400 nm; en el caso de la sintesis usando Haritaki
(Terminalia chebula) [47], el espectro de absorcion presentd un pico en 452 nm, lo que
indicé las formacion de NPs anisotropicas. A través del uso de Orégano francés
(Plectranthus amboinicus) [46] la biosintesis exhibié una banda de absorcion méaxima a
428 nm. Como se ha sefialado en la literatura la posicion del pico del plasmon varia de
acuerdo a las constantes dieléctricas del medio, en este caso representadas por las diferentes

proporciones y tipos de substancias lixiviadas durante la preparacion del té.

En esta misma figura se observa que, a medida que las concentraciones de sal de plata
aumentan, los picos del plasmon se desvian ligeramente hacia longitudes de onda mayores
(hacia el rojo). Segun la literatura [28], se ha mencionado que cuando los picos se desvian

hacia el rojo el tamafio de las nanoparticulas aumenta y viceversa.

Sintesis verde de NPs de plata usando extracto de Passiflora incarnata.

En las Figuras 4.3 (a)-(c), se muestran los espectros de UV-Vis de las reacciones de sintesis

de las nanoparticulas de plata usando P. incarnata, en las cuales se mantuvo constante la
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concentracion del extracto acuoso de la planta en (a) 0.50, (b) 1.0 y (c) 2.0 g) variando en

cada una la concentracion de la sal de plataen: 3,4, 5,7y 9 mM.
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Figura 4. 3. Espectros de UV-Vis de las NPs de plata sintetizadas variando la concentracion del
extracto de P. incarnata en: (a) 0.5, (b) 1.0 y (c) 2.0 g. En cada una de éstas se vari6 la molaridad de

lasal de plataen: 3,4,5,7y 9 mM.

De cada gréafica se puede aseverar de manera general que, a medida que se aumentd la
concentracion del extracto acuoso, se incrementd la absorbancia debido a la mayor
resonancia del plasmon superficial de plata y, causando por lo tanto, el aumento en la
cantidad de NPs formadas en solucion. De igual manera, podemos notar un cambio en el
ancho del pico, aumentando la distribucion de tamafios cuando la cantidad de extracto es
mayor. Por lo tanto, las variables mas adecuadas para realizar la bioreduccion de manera
Optima que presenta un pico esbelto e intenso, bien formado y desviado hacia el azul como

sefial de pequefios tamafios de NPs fue la concentracion de extracto de 0.5 g y una
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concentracion de sal de plata de 9 mM. En cambio se aprecia que para mayores
concentraciones de extracto (1 y 2 g) aunque el comportamiento en cuanto a la intensidad
del plasmén y por lo tanto presencia de las NPs de Ag fue mayor, el pico se ensancha con
respecto a la muestra anterior, lo que indica que existe una mayor distribucion de tamarios,
ademas el pico se mantiene en longitudes de onda mayores lo que indica NPs formadas con
mayor tamafo. Puede notarse que para la concentracion de 1 g de extracto todas las gréaficas
de UV-Vis presentan una pequefia desviacion a la derecha del pico principal lo que puede
referirse a un segundo pequefio pico apenas perceptible y que, de acuerdo a la literatura,
sugiere un cambio en la forma de las NPs sintetizadas lo que sera estudiado posteriormente
mediante MEB.

Con la finalidad de conocer el comportamiento de la reaccién de bioreduccion respecto al
tiempo, se evaluaron los tiempos de reaccion a una concentracion de sal de 5 mM y 1.0 g
del extracto, en un rango de 0 a 60 min con un intervalo de 5 min como se puede apreciar

en la Figura 4.4.
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Figura 4. 4. Tiempos de reaccion de NPs sintetizadas a una concentracion de sal de 5 mMy 1.0 g

del extracto, en un rango de 0 a 60 min con un intervalo de 5 min.
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Como se podréa notar, después de 10 minutos de reaccion se denota la presencia del pico del
plasmon referente a las NPs de Ag, lo que indica una velocidad de bioreduccion elevada.
Estos resultados son mejores comparados con los que obtuvieron Ibrahim y col. [28]
quienes determinaron el pico del plasmén de NPs de Ag en 45 min. También se puede
mencionar que la velocidad de bioreduccion de la planta P. incarnata fue mayor que V.

officinalis.

En las Figuras 4.5 y 4.6 se presentan los resultados de la irradiacion mediante luz
ultravioleta y a diferentes tiempos sobre la concentracion mM de la sal de Ag. Como se

podré notar, la luz ultravioleta impulsa la cinética de formacion de las NPs.
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Figura 4. 5. Efecto de la concentracion de la sal a 4 mM en los tiempos de reaccion de NPs

sintetizadas bajo irradiacion ultravioleta, en un rango de 0 a 60 min en intervalos de 5 min.

Estos experimentos fueron realizados en una camara obscura, Unicamente irradiando
mediante energia UV. A medida que la concentracion de la sal se incrementé una mayor
cantidad de NPs se forman, lo que es consistente cuando se utiliza luz blanca o de maltiple

radiacion. Por otro lado, las intensidades disminuyen con respecto a aquellas obtenidas
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cuando se utiliza luz blanca y para los mismos tiempos, lo que razonablemente indica que
bajo aquellas condiciones la energia suministrada al proceso es mayor, lo cual es benéfico

para la cinética de la reaccion.

Otra caracteristica observada de esos espectros en la misma figura, esta relacionada con la
posicion del pico del plasmon, el cual a medida que el tiempo de la irradiacion fue mayor se

desplazé hacia el azul, lo que indica una cantidad de NPs mayor y tamafios menores.
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Figura 4. 6. Efecto de la concentracion de la sal a 5 mM en los tiempos de reaccion de NPs

sintetizadas bajo irradiacion ultravioleta, en un rango de 0 a 60 min en intervalos de 5 min.

Las Figuras 4.7 y 4.8 muestran los experimentos realizados para una concentracion de 5
mM de sal de plata y con respecto al tiempo de la biosintesis de NPs empleando luz solar y
ultrasonido, respectivamente. Cabe mencionar, que los experimentos bajo irradiacion solar
se realizaron directamente a las 12:00 horas del dia, donde la temperatura de reaccion
alcanzd los 35 °C. En la primera de estas figuras se observa claramente que, a medida que
el tiempo de la reaccion fue incrementando, la intensidad del pico que representa la
cantidad de NPs formadas también se incrementd, lo que indica evidentemente que el
contacto directo de la luz solar con los extractos de las plantas responde biolégicamente a
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una funcién natural de accion bio-reductora. La velocidad de reduccion es la mayor
obtenida con respecto a todos los experimentos realizados en este trabajo en donde se puede
notar que, para 5 minutos de exposicion, el pico del plasmon de las NPs de Ag tiene la
mayor intensidad y la mejor forma, indicando particulas bio reducidas rapidamente y de

menor tamafio.
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Figura 4. 7. Tiempos de reaccion de nanoparticulas de plata sintetizadas bajo irradiacion solar y a

una concentracion de sal de plata de 5 mM, en un rango de 0 a 60 min con un intervalo de 5 min.

Por otro lado, en la Figura 4.8, se muestran los resultados obtenidos de la bioreduccién de
las NPs de Ag asistida por ultrasonido a diferentes tiempos de reaccion. Como se podra
observar el ultrasonido genera una influencia negativa en el proceso de reaccién. Estos
resultados podrian explicar que la energia local generada por el ultrasonido,
especificamente por la implosion de las gotas de la solucidn, distrae al extracto generando
reacciones de descomposicion del mismo, lo que implica una pérdida de los agentes

reductores y estabilizadores.
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Figura 4. 8. Tiempos de reaccion de NPs sintetizadas en condiciones de ultrasonido, en un rango

de 0 a 60 min en intervalos de 5 min.

4.1.2 Difraccion de rayos X

A traveés del analisis por difraccién de rayos X (DRX) se confirmé la naturaleza cristalina
de las nanoparticulas de plata. En la Figura 4.9 se muestra el patron de DRX de las
nanoparticulas sintetizadas con (a) Valeriana officinalis y (b) Passiflora incarnata, en cada
uno de ellos se identificaron cuatro picos a valores 20 de: 38.1°, 44.3°, 64.4° y 77.4° que se
atribuyeron a los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cristalina
FCC de la plata metalica, los datos fueron consistentes con la tarjeta de difraccion JCPDS
(por sus siglas en inglés: Joint Committee on Powder Diffraction Standards) [99-101-
3078]. En el mismo difractograma de la Figura 4.8 se observan ocho picos de difraccion a
valores 20 de: 27.68°, 32.13°, 46.02°, 54.9°, 57.23°, 67.15°, 74.11° y 76.38°, los cuales
corresponden a los planos (111), (200), (220), (311), (222), (400), (331) y (420)
respectivamente, correspondientes a la estructura cristalina del cloruro de plata. Estos datos
fueron consistentes con los obtenidos por Nezamdoost y col. [48] y con los resultados de
Gopinath y col. [49].
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Figura 4. 9. Patrdn de difraccién de las nanoparticulas de plata sintetizadas con: (a) V. officinalis y
(b) P. incarnata.

Esto se debe a la presencia de halogenuros de alquilo en el extracto de la planta que al
disolverse reaccionan con los iones de plata para formar esta sal, que se conoce
ampliamente es insoluble en la solucidn, lo cual podria convertirse en la explicacion del por
qué las bandas del espectro de UV-Vis se amplian cuando son utilizadas grandes
concentraciones de extracto, la mayor cantidad de cloruros en solucién favorece

termodindmicamente la formacion de AgCI.

4.1.3 Espectroscopia de infrarrojo

El anélisis realizado mediante espectroscopia de IR se llevé a cabo para identificar los
principales grupos funcionales en las plantas y sus posibles implicaciones en la sintesis y

estabilizacion de las nanoparticulas de plata.
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Valeriana officinalis

Los espectros IR de la planta antes y después de la reaccion con nitrato de plata estan
representados en la Figura 4.10. El espectro de control (V. officinalis antes de la reaccion
con AgNOs) mostré varias bandas que indican la naturaleza compleja del material

bioldgico.

Las picos a las bandas correspondientes de: 3411, 2929, 1735, 1635, 1515, 1504, 1427,
1373, 1253, 1033, 771 y 600 cm™ pertenecen al control (extracto), y los picos a: 3387,
2927, 1624, 1382, 1061, 820, 776 y 615 cm™ corresponden a las NPs sintetizadas, esta
serie de picos es observada en las Figuras 4.9 (a) y (b), respectivamente. Las bandas
determinadas en: 3411, 1504 y 1033 cm™ se deben a los modos de vibracion del enlace O—
H del grupo fenol. En la banda 2929 cm™ se localizan los modos de vibracion del grupo

alquilo C-H (especificamente metileno).

Las bandas en 1735y 1427 cm™ se deben a estiramientos del enlace C=0 de los derivados
de los acidos carboxilicos (ésteres y lactonas). Las vibraciones del enlace C=C conjugado
de los grupos dienos y polienos, presenta una banda en 1635 cm™. La banda que se presenta
a 771 cm? se debe a vibraciones del enlace C—H de los compuestos aromaticos,
especificamente de benceno monosustituido. De igual manera, se observaron picos entre
600 y 400 cm?, los cuales pueden ser atribuidos a enlaces del tipo C—X de los
fluoroalcanos (cloroalcanos, bromoalcanos, iodoalcanos, etc.). El espectro IR de las NPs
de Ag inmersas en el extracto de la planta, presento ligeros cambios en algunas de sus
bandas, quedando de la siguiente manera: de 3411 a 3387, 2929 a 2927, 1635 a 1624, 1427
a 1382, 1033 a 1061, 771 a 776 y de 605 a 615 cm™, por lo cual se puede concluir que estos
compuestos son los responsables del encapsulamiento de las NPs. Los compuestos
organicos a los cuales se puede atribuir la reduccién de los iones de plata son los siguientes:
1735, 1515, 1504, 1253 y 1149 cm™, ya que desaparecen en el espectro de las NPs. Los

resultados anteriores se resumen en la Tabla IV.1.
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Figura 4. 10. Espectros IR de Valeriana officinalis (a) antes de la reaccion y (b) después de la

Passiflora incarnata

reaccion con AgNO:s.

En la Figura 4.11 se muestran los resultados obtenidos por espectroscopia de IR en donde

se presentan varios picos en diferentes posiciones como: 3423, 2918, 2852, 1625, 1438,
1384, 1319, 1242, 1110, 781, 671 y 518 cm™, las cuales corresponden a la planta y los
picos ubicados en 3411, 1625, 1373, 1122, 825, 671 y 595 cm™ pertenecen a las NPs de Ag

sintetizadas.
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Figura 4. 11. Espectros IR de: (a) Passiflora incarnata y (b) NPs de Ag sintetizadas.
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Tabla 1V. 1. Grupos funcionales del extracto antes y después de reaccionar con AgNO3.

(a) Grupos funcionales presentes en el extracto de V. officinalis | (b) Grupos funcionales en NPs de Ag con V. officinalis

No. de onda (em™) Enlace [Tipo de enlace Enlace especifico, |No. de onda (cm™)| Enlace [Tipo de enlace Enlace especifico
. ALCOHOLES, . ALCOHOLES,
341 O FENOLES 3387 O FENOLES
2929 C-H |ALQUILO Metileno 2927 C-H |ALQUILO Metileno
DERIVADOS DE
1735 C=0 |ACIDOS Esteres y lactonas | | DESAPARECIO
CARBOXILICOS
1635 C=C |C=C CONJUGADO Dienos, polienos 1624 C-C C=C CONJUGADO Dienos, polienos
1515 N-O |Aromatico DESAPARECIO
ALCOHOLES
). 3
1504 O-H FENOLES DESAPARECIO
) ACIDOS . ACIDOS
42 " ; 2 - .
1427 CI - lcarBOXILICOS 1382 CH - carBOXiLICOS
1253 y 1149 C-0  |Esteres DESAPARECIO
1033 c.0 |ALCOHOLES [Primarios 1061 C-0 ALCOHOLES Primarios
C-N C=N AMINAS C-N C=N|AMINAS
C=C |ALIFATICAS C=C  |ALIFATICAS
. benceno ) benceno
771 C-H |AROMATICO monosustituido 880- 776 C-H  |AROMATICO monosustituido
benceno orto-di benceno orto-di
sustituido sustituido
Cloroalcanos Cloroalcanos.
8 . s
605, 530 y 432 C-X  FLUOROALCANOS bromoalcanos y 615 C-X ELLOROALCANO bromoalcanos y
iodoalcanos " iodoalcanos

La banda de absorcion en 3423 cm™ es caracteristica del estiramiento del enlace O—-H de
los alcoholes, presentdndose de forma amplia e intensa por polimerizacién. Bandas de
absorcion menos intensas ubicadas en 2918 y 2852 cm™ se deben a vibraciones del enlace
C—H del grupo alquilo (metileno). De igual forma, las bandas en 1745, 1625, 1319 y 1110
cm™ son debidas a los modos de estiramiento del enlace C=0O del grupo carbonilo como
aldehidos, cetonas, acidos y éteres, respectivamente. El pico en 1438 cm™ es caracteristico
de las vibraciones del enlace —C—H de los alcanos. En el pico 1348 cm™ se presentan las
vibraciones de estiramiento del enlace C-N de las aminas aromaticas. Las bandas
localizadas en 781, 671 y 518 cm™* son modos de vibracion del enlace C—X de los fluoro
alcanos (C—Cl). El espectro IR de las NPs de Ag, inmersas en el extracto de la planta se
muestra en la Figura 4.10 (b), en donde se aprecian ligeros desplazamientos en algunas
bandas, de acuerdo a lo siguiente: de 3411 a 3387, 2929 a 2927, 1635 a 1624, 1427 a 1382,
1033 a 1061, 771 a 776 y de 605 a 615 cm™, estos compuestos podrian ser los responsables

de la estabilizacion de las NPs y los compuestos organicos a los cuales es posible atribuir la
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reduccion de los iones de plata que son los que se presentan en las bandas: 1735, 1515,
1504, 1253 y 1149 cm™, ya que desaparecen en el espectro con las NPs. La Tabla V.2
muestra de manera resumida los resultados obtenidos del analisis mediante espectroscopia
de IR.

Se ha reportado en la literatura que los compuestos orgénicos solubles en agua presentes en
el extracto acuoso de la planta pueden ser los responsables de la estabilizacion eficiente de

nanoparticulas y de la reduccion de iones metalicos Ag*.

Prakash y col. [14], en su investigacion con Mimusops elengi, L., encontraron que la banda
a 3415 cm™ es responsable del estiramiento del enlace O-H. La banda en 2928 cm™ es
debida a la presencia del estiramiento del enlace aldehidico C-H vy se trasladé a una
frecuencia mas baja (2925 cm™) en NPs de Ag, en comparacion con el polvo de la hoja. La
banda en 1618 cm™ en polvo de la hoja de Mimusops elengi, L. fue debida a la presencia de
vibraciones del enlace de una amida | y esta banda se desplaza a 1623 cm™ en NPs debido a

las proteinas que posiblemente se uniran a las NPs de Ag a traves de los grupos amina.

Tabla 1V. 2. Grupos funcionales del extracto antes y después de la reaccion.

(a) Grupos funcionales presentes en el extracto de | |(b) Grupos funcionales en el extracto de P.

\P. incarnata incarnata con NPs de Ag
No. de onda (cm’l) Enlace Tipo de enlace Enlacre No. de onda (cm'l) Enlace Tipo de enlace Enlacre
especifico especifico
o ALCOHOLES, ; ALCOHOLES,
3423 OH EENOLES 3411 O FENOLES
2918 y 2852 C-H ALQUILO Metileno DESAPARECE
DERIVADOS DE
1745 C=0 |ACIDOS Esteres DESAPARECE
CARBOXILICOS
ALQUENOS Dienos ALQUENOS Dienos,
= . 1625 C=C ]
1625 = CONJUGADOS  polienos CONJUGADOS [polienos
1438 - C-H |ALCANOS DESAPARECE
1384 N-O [NITRO 1373 N-O [NITRO
c.0 GRUPO
1319 CARBONILO Acido DESAPARECE
GRUPO , GRUPO ,
1110 C-0 CARBONILO Eter 1122 Cc-0 CARBONILO Eter
FLUORO Cloruros y FLUORO Cloruros y
78671y 518 | C-X | 0 Nog bromuros 825,671y 595 | C-CL 1 ~anos bromuros

76



La banda en 1041 cm™ es responsable del estiramiento en los enlaces C-O-C, que podria
atribuirse a la reduccion de Ag*, porque la banda se desplaza a 1038 cm™ en presencia de
nanoparticulas de plata.

Kathiravan y col. [50], en su trabajo de sintesis de NPs de Ag usando extracto de Croton
sparsiflorus morong, encontraron que bandas anchas y fuertes en (3400-3404) cm™ se
debieron a grupos hidroxilo (-HO) o amina (-NH). Los picos observados en 2927 cm™ se
asignaron al grupo C—H. Los picos en (1641-1637) cm™ se atribuyeron a la vibracion de
estiramiento del grupo carboxilo (-C=0). La transmitancia alrededor de 1381 cm™ mostro
que existia el ion NO3™ en cantidad residual. La banda ubicada en 1076 cm™ se asign6 a la
vibracién del enlace C-O-C. tales resultados indicaron que los grupos carboxilo (-C=0),
hidroxilo (-HO) y amina (—NH) estan involucrados principalmente en la estabilizacion de
las NPs de Ag. Estos cambios estructurales indicaron que la reduccion y estabilizacion de
nanoparticulas de plata proceden a través de la coordinacion entre el N del grupo amida y
los iones de plata. Ademas, las proteinas podrian posiblemente formar una capa que cubre
las nanoparticulas del metal (encapsulando las NPs de Ag) para evitar la aglomeracion y

con ello estabilizan el medio.

4.1.4 Microscopia electronica de barrido de emision de campo

Valeriana officinalis

Las NPs de Ag se observaron con la finalidad de conocer el tamafio, distribucion y la
morfologia de las NPs de Ag, bajo la técnica de emision de campo por microscopia
electronica de barrido (EC-MEB) a una amplificacion de 100000X, como se muestra en las
Figuras 4.12 — 4.14. En la Figura 4.12 se muestran las micrografias de MEB de NPs
sintetizadas con AgNOz a 5 mM y con extracto de V. officinalis en diferente concentracion
de 0.5y 1.0g.

De forma general los resultados indican una distribucion uniforme, lo cual demuestra la

estabilizacion de las nanoparticulas por los agentes de encapsulamiento provenientes de los
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compuestos organicos presentes en el extracto. También se aprecia en la Figura 4.12 (a) que
a menor concentracion del extracto, la cantidad de NPs es menor y esto es consistente con
los resultados mostrados en el analisis mediante espectroscopia de UV-Vis donde, a medida
que se aumenta la concentracion del extracto, la cantidad de NPs en solucion es mayor. La
morfologia de las NPs es cuasiesférica y el tamafio disminuye a medida que se aumenta la

concentracion del extracto.

X 100,000 15.0kV LABE . X 100,000 5.0kV LABE

Figura 4. 12. Imagenes de MEB de NPs de plata sintetizadas con AgNO3 a 5 mM y con extracto de

V. officinalis en una concentracion de: (a) 0.5 gy (b) 1.0 g.

En la Figura 4.13 se presentan las imagenes de MEB de las NPs de plata sintetizadas con
AgNOs a 7 mM y con extracto de V. officinalis en concentraciones diferentes de 0.5 gy 1.0
g. Las micrografias confirman la tendencia que se observ en los resultados de los analisis
de UV-Vis, reafirmando que a medida que se aumenta la concentracion del extracto, la
densidad de las NPs formadas es mayor, como se aprecia claramente en la Figura 4.13 (b).
Ademas, el tamafio de las mismas disminuye muy por debajo de los 20 nm. En ambos casos
la distribucion es uniforme, lo que indica que la cantidad de compuestos organicos en el

extracto cumple con la funcion de estabilizador, encapsulando las NPs.

En la literatura se han reportado trabajos [50-51] en los cuales la cantidad de extracto no
contiene las moléculas encargadas de encapsular a las NPs o no son suficientes para

estabilizar la solucion, ocasionando que las NPs se aglomeren y formen cumulos por la
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agregacion de pequefas particulas, como se observa en ciertas zonas de la micrografia en
las Figuras 4.13 (a) y (b).

4 "100nm »100 nm,

— 100nm IIMM — 100nm IIMM
X 100,000 15.0kV LABE SEM WD 4 .8mm X 100,000 15.0kV LABE SEM WD 4.7mm

Figura 4. 13. Imagenes de MEB de NPs de plata sintetizadas con AgNO3 a 7 mM y con extracto de

V. officinalis en una concentracion de: (a) 0.5 gy (b) 1.0 g.

Las imagenes de las NPs de plata sintetizadas con extracto de V. officinalis en una
concentracion de 0.5 g y AgNOs en diferente concentracion como 5y 7 mM, se observan
en la Figura 4.14. En las micrografias se aprecia que a mayor concentracion de sal de plata
(7 mM) las NPs presentan una distribucion uniforme, ademés el tamafio de las mismas es

ligeramente mas pequefio, por debajo de los 30 nm.

% .100.nm

— 100nm IIMM
X 100,000 15.0kV LABE X 100,000 15.0kV LABE SEM WD 4.8mm

Figura 4. 14. Imagenes de MEB de NPs de plata sintetizadas con extracto de V. officinalis en una

concentracion de 0.5 g y AgNOs a una concentracion de: (a) 5mM y (b) 7 mM.
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En la Figura 4.15 se muestra la informacion de la composicion elemental de las NPs de Ag,
obtenida del perfil EDS realizado en el microscopio electronico de barrido de emision de
campo, se muestran sefiales fuertes correspondientes a &tomos de Ag (~3 keV) y de 4&tomos
de C, la primera confirmando la naturaleza metélica de las NPs y la segunda sefal es
causada por el recubrimiento de pintura de carbon que se le hace a la muestra en la
preparacion. Se observa ademas una sefial en los atomos de CI, la cual es debida al
contenido del mismo en los compuestos organicos del extracto de la planta. Picos en Zn y
Cu, son ocasionados por el laton del cilindro donde se monta la muestra. Generalmente,
nanocristales de plata metalica muestran un pico tipico aproximadamente a 2.983 keV
[12].

cps/eV

Ag
5]
h o =n Ci
oy i
2 4
kev

Figura 4. 15. Composicion quimica realizada mediante EDS de las nanoparticulas de plata

sintetizadas con V. officinalis

Passiflora incarnata

De los resultados de UV-Vis fue notado que las variables mas adecuadas para realizar la
bioreduccion de manera Optima mediante la bioreduccién con extracto de Passiflora
incarnata fue una concentracion de extracto de 0.5 g y una concentracion de sal de plata de
9 mM. Por tanto, la Figura 4.16 muestra las micrografias de MEB de las NPs sintetizadas
con AgNOg y extracto de Passiflora incarnata a esas condiciones. Como se logra notar en

general, las NPs presentan un tamafio relativamente homogéneo de 20 nm, aunque se
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observan algunos aglomerados de NPs, posiblemente debidos a la falta de dispersion en la
muestra. Se debe recordar que durante la experimentacion de los resultados aqui obtenidos
no hay agitacion lo que puede influir en la segregacion de las substancias aglomerantes y

como consecuencia de agregados de NPs.

2 2
. ..’ o B *

X 100,000 5.0kV LABE

Figura 4. 16. Imagenes de MEB a diferentes amplificaciones de las NPs de plata sintetizadas con
extracto de Passiflora incarnata en una concentracion de 0.5 g y concentracion 9 mM de AgNO3.

En cambio se aprecio por la técnica de UV-Vis que a mayores concentraciones de extracto
mayores tamafios de NPs de Ag se obtienen, de este modo, la Figura 4.17, muestra las
imagenes de MEB de las NPs obtenidas mediante una concentracion de extracto de 1 g y
concentracion de AgNOz de 7 mM, en donde se aprecia que efectivamente los tamafios de
las nanoparticulas fueron distintos y la forma de las mismas también cambian de
semicircular a triangular y hexagonal, esto explica el porqué de la presencia del segundo
pico en la grafica de UV-Vis (Figura 4. 3 (b).)

Se debe recordar que también fue identificada, mediante la técnica de difraccion de rayos
X, la presencia de otro sélido siendo este el cloruro de plata (AgCl), que como se menciono
es debido a la existencia de compuestos de halogenuros de alquilo en la muestra. Este
compuesto se forma de acuerdo a lo siguiente; se sabe ampliamente que el cloro en
solucion puede reaccionar con la Ag para formar AgCI, cuya solubilidad en agua es
extremadamente baja, asi, en la medida que hay mas sal de plata mayor cantidad de este

compuesto se forma.
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Figura 4. 17. Imagenes de MEB a diferentes amplificaciones de las NPs de plata sintetizadas con

extracto de Passiflora incarnata en una concentracion de 1 g y concentraciéon 7 mM de AgNO3.

La Figura 4.18, muestra la morfologia del sélido en donde una especie de crecimiento en
forma de dendritas se aprecia, morfologia que permite distinguir claramente a ambos
solidos presentes en la muestra. Aunque la cinética y la cantidad de nanoparticulas reducida
es buena a través de esta planta, desafortunadamente implantar este proceso de forma
industrial no seria inmediata hasta tratar de eliminar o minimizar la presencia del elemento

Cl en solucion.

—
X 100,000 5.0V LABE SEM WD 6.8mm

Figura 4. 18. Imagenes de MEB a diferentes amplificaciones del sélido AgCl presente en las NPs
sintetizadas con extracto de Passiflora incarnata en una concentracion de 1 g y concentracion 7
mM de AgNO:s.
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4.1.5 Microscopia electronica de transmision

Valeriana officinalis y Passiflora incarnata

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas se determind mediante
imagenes de MET. En la Figura 4.19 se observa a través de las micrografias de TEM las
NPs de Ag sintetizadas con una solucion de AgNOz a 5 mM y 1.0 g de extracto de la
planta. Se puede apreciar que la forma de las NPs sintetizadas es esférica. El rango de
tamanos de las nanoparticulas se encuentra entre 60 hm con un tamarfio promedio de 22 nm.
Se confirma nuevamente la efectividad del agente estabilizante, ya que las NPs presentan

una distribucién uniforme.

En la Figura 4.20 se muestran micrografias de TEM de las NPs de Ag sintetizadas con una
soluciéon de AgNOs a 3 mM y 1.0 g de extracto de la planta. Se puede apreciar que la forma
general de las NPs es esférica. El rango de tamafios de las nanoparticulas se encuentra entre
10-60 nm con un tamafio promedio de 22 nm, el cual se muestra en el histograma de la
Figura 4.21. Se confirma que con el incremento en la cantidad de sal empleada el tamafio

de las NPs es menor, lo cual queda en buen acuerdo con los resultados obtenidos mediante

espectroscopia de UV-Vis.

Figura 4. 19. Micrografia de TEM de campo claro de NPs de Ag sintetizadas con una solucidn de
AgNOsz a5 mMy 1.0 g de extracto de la planta.
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Figura 4. 20. Micrografia de TEM de campo claro de NPs de Ag sintetizadas con una solucién de

AgNOsz a3 mMy 1.0 g de extracto de la planta.
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Figura 4. 21. Histograma del tamafio de las NPs de Ag.

La Figura 4.22, muestra una imagen de microscopia electrénica de transmision de alta
resolucion de una nanoparticula de plata individual, en la cual se puede apreciar que el
tamafio es aproximadamente de 20 nm, ademas, en el recuadro se observa un patrén de

84



difraccién con una serie de puntos brillantes alrededor, lo que indica la naturaleza cristalina

de la nanoparticula, comprobando de esta manera que efectivamente son de plata.

Figura 4. 22. Imagen de MET de alta resolucién de una nanoparticula de plata. El recuadro es el

patrén de difraccion de la nanoparticula.

4.2 Evaluacion de la propiedad bactericida contra Escherichia coli

De acuerdo con los resultados de caracterizacion estructural, las técnicas mostraron que las
NPs de Ag sintetizadas con una solucién de AgNOsz (5 mM) y 1.0 g de extracto de la planta
Valeriana officinalis, presentan buenas caracteristicas en cuanto a: la cantidad formada,
morfologia y tamafio de las nanoparticulas, por lo tanto, se selecciond esta muestra para
realizar el estudio antibacteriano de las NPs. La Figura 4.23 ilustra el efecto antibacterial de

las nanoparticulas de Ag examinadas frente a la bacteria E. Coli gram-negativa.

A partir de la imagen se observan halos de inhibicién en tres zonas distintas, ademas, se
presenta el circulo correspondiente a la referencia que en este caso es el extracto de la
planta Valeriana officinalis. Como se observa no hay inhibicion en el circulo depositado
del extracto de la planta. Sin embargo, se observa que con el incremento ligero en la
cantidad de NPs de plata empleadas, se aprecia un ligero incremento en el halo de

inhibicién.

85



Figura 4. 23. Prueba antibacterial de las NPs de Ag contra la bacteria E. coli.

La Tabla IV.3 muestra los resultados de las mediciones efectuadas a cada circulo, como se
aprecia a medida que se increment6 la cantidad de la planta, un aumento ligero en la zona
de inhibicién de 9.25 a 10 mm se obtuvo. De esta manera, queda demostrada la eficacia
antibacteriana de los NPs de Ag fabricadas con la planta Valeriana officinalis. Estos

resultados estan en buen acuerdo con los obtenidos previamente en la plata coloidal.

Tabla 1V. 3. Resultados de las pruebas antibacteriales utilizando el método de difusion de disco.

# Disco 1 2 3
Cantidad de 5 6 7
extracto utilizado

(ml)

Distancia de 9.25 9.75 10
inhibicion mm.

Che y col. [52] realizaron un estudio que se basa en el analisis protedmico del modo de
accion de nanoparticulas de plata de 9.3 nm. Este estudio concluyé que las nanoparticulas

desestabilizan la membrana externa de las bacterias E. coli, colapsan el potencial de la
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membrana plasmatica y merman el nivel de ATP intracelular de un modo similar al de los
iones de plata. También se observo que, mientras que los iones de plata procedentes de la
sal AgNOs producen un efecto bactericida empleando concentraciones a nivel micromolar,
las nanoparticulas de plata mostraron un comportamiento bactericida a concentraciones a
nivel nanomolar. De igual manera, se demostrd que las NPs de Ag con una superficie
parcialmente oxidada podrian ser transportadoras de iones de plata quimisorbidos en

cantidades suficientes como para producir un efecto bactericida.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de las diferentes técnicas de caracterizacion
(UV-Vis, DRX, IR, MEB y MET), los extractos de las plantas Valeriana officinalis y
Passiflora incarnata cumplen efectivamente con la funcion de agente reductor y

estabilizador para la sintesis de NPs de Ag.

A traveés de los espectros de UV-Vis se observo claramente la formacion de las NPs de Ag,
confirmada por la aparicion de un pico de absorcion en 430-450 nm, el cual es

caracteristico de las NPs de Ag.

Los resultados obtenidos a través de difraccion de rayos X, corroboran la naturaleza
cristalina de las muestras analizadas por medio de UV-Vis, los difractogramas presentan
reflexiones correspondientes a los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura

cristalina FCC de la plata metalica.

En el caso de extracto acuoso de Valeriana officinalis las condiciones optimas para la
sintesis verde de nanoparticulas de plata, result6 ser a una relacion menor de concentracion
del extracto de la planta a concentracion de la sal metélica, de tal manera que cuando se

aumenta la cantidad del extracto, la densidad de NPs en solucidn se incrementa.

A medida que la concentracion del extracto V. officinalis se incrementé de 0.25 a 1.0 g,
para una concentracion de 5 mM de AgNOs se observé lo siguiente:

a) La cantidad de NPs de Ag se incrementd

b) EIl tamafio de las NPs se incrementd

c) La distribucion de tamafo ligeramente sufre un incremento, plasmado en el ancho
del pico de los espectros.

d) A través de MEB y MET se observo que las NPs de Ag formadas presentaron una
morfologia cuasiesférica, el rango de tamarios se encuentra entre 20 y 60 nm con un

tamafo promedio de 22 nm y una distribucion uniforme.

Se observo que, progresivamente la cantidad de NPs disminuye con el incremento en la

concentracion de la sal utilizada (5-15 mM), cuando la concentracion del extracto de V.

88



officinalis aumentd de 0.5 a 1.0 g, esto podria ser atribuido a que a mayor concentracion del
extracto, més cantidad de compuestos orgénicos estan presentes en el medio, por lo tanto,
mayor cantidad de nucleos se forman durante el proceso de reduccién, conllevando a que la
velocidad de crecimiento sea mayor, ocasionando el incremento del tamafio de las NPs més

alla del rango nanométrico, en donde la técnica de UV-Vis no puede detectar.
En el caso la sintesis verde con extracto de Passiflora incarnata, se observo lo siguiente:

a) A medida que se aumentd la concentracion del extracto, se detectd una mayor
formacion de NPs de Ag. De igual manera, se observd un cambio en el ancho del
pico, aumentando la distribucién de tamafios.

b) La cinética de reduccién fue mejor, obteniéndose NPs de Ag a un tiempo de 10
minutos.

c) Las variables adecuadas para realizar la bioreduccion de manera 6ptima fueron a

una concentracion de extracto de 1.0 g y una concentracion de sal de plata de 9 mM.

La radiacion UV también contribuye a la bioreduccion de las NPs de Ag en condiciones

ambientales.

Se evaluo la efectividad bactericida de las NPs de Ag contra la bacteria E. coli, mediante el
método de difusion de disco, indicando que a medida que se increment6 la concentracion

de las NPs, un mayor halo de inhibicién se obtiene indicando mayor actividad antibacterial.
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