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RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas metalicas ha atraido la atencion de las investigaciones debido a la
gran cantidad de aplicaciones potenciales en campos tecnolégicos y medicos. Se ha demostrado
que los nanomateriales compuestos de plata poseen propiedades antimicrobianas ante diversos
patdgenos. Sin embargo, los métodos de sintesis requieren de materiales costosos y dafiinos para
el medio ambiente, es por ello el interés de emplear un método de sintesis por medio de compuestos
orgénicos presentes en los extractos de las plantas.

En el presente trabajo, se realizd la sintesis de nanoparticulas y nanoalambres de Ag partir de la
planta Lavandula angustifolia como agente reductor y estabilizador. Por medio del ensayo de
potencial reductor (DPPH) se verificd que la planta posee una captacion de radicales libres por
encima del 93%. Como complemento, el método de Folin Ciocalteu demostro que la infusion de la
planta Lavandula angustifolia a concentracion de 0.02 g/ml presentd los valores en la
cuantificacion de fenoles méas equilibrados, que indica que actlan de manera equitativa como
agentes reductores y estabilizadores. Ademas, fue posible sintetizar por primera vez AQNWSs a
través de un método verde empleando el extracto de la planta Lavandula angustifolia. Se confirmé
la presencia de los AgNWs y AgNPs sintetizados mediante la espectroscopia UV-Vis. Se determind
forma, tamafio, distribucién y estructura cristalina de éstos por medio de la microscopia electronica
de barrido (MEB), microscopia electrénica de transmision (MET) y difraccion de rayos X (DRX).
También, se optimizo el proceso de formacién de AgNPs mediante la variacion del tiempo de

agitacion obteniendo nanoparticulas esféricas y homogéneas con un tamafio promedio de 18 nm.

Por otro lado, los ensayos en mitocondrias de higado de rata Wistar arrojaron que la toxicidad de
los iones Ag es mayor en comparacion a los nanosélidos de plata reducida (AgNPs y AgNWs).
Finalmente, se determind que la toxicidad a una concentracién inicial de dafio es de 25 ppm, y

depende la forma del nanomaterial (esferas y alambres).

Palabras claves: Nanoparticulas de plata (AgNPs), Nanoalambres de plata (AgNWs), Lavandula

angustifolia, Caracterizacion, Mitocondrias.
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ABSTRACT

The synthesis of metallic nanoparticles has attracted the attention of research due to a large number
of potential applications in technological and medical fields. It has been demonstrated that
nanomaterials composed of silver possess antimicrobial properties against various pathogens.
However, the methods of synthesis require expensive and harmful materials for the environment,
for this reason, the interest of using methods of synthesis using organic compounds present in the
plant's extracts.

In the present work, the synthesis of silver nanoparticles and nanowires was achieved using the
Lavandula angustifolia plant extract as a reducing and stabilizing agent. Through the potential
reduction test (DPPH), it was verified that the plant has a free radicals scavenging greater than
93%. As a compliment, the Folin Ciocalteu method showed that the infusion of the Lavandula
angustifolia plant extract with a concentration of 0.02 g / ml presented the values more balanced
in the quantification of phenols, indicating that they act equitably as reducing and stabilizing
agents. In addition, it was possible to synthesize AgNWs for the first time through a green method
using the Lavandula angustifolia plant extract. UV-Vis spectroscopy confirmed the presence of
AgNWs and AgNPs synthesized. The shape, size, distribution and crystalline structure of these
nanomaterials were determined by scanning electron microscopy (SEM), transmission electron
microscopy (TEM) and X-ray diffraction (XRD). Also, it was optimized the AgNPs formation
process by varying the agitation time, obtaining spherical and homogeneous nanoparticles with an

average size of 18 nm.

On the other hand, the mitochondrial membrane potential assay in Wistar mouse liver showed that
the toxicity of the silver ions was higher compared to the silver nanosolids (AgNPs and AgNWs).
Finally, it was determined that the initial toxicity concentration of damage be 25 ppm and depends

on the shape of the nanomaterial (spheres and nanowires).

XV



CAPITULO |

INTRODUCCION.

En la actualidad, los dafios al ambiente han aumentado como consecuencia del crecimiento
industrial y poblacional, principalmente por el alto uso de productos quimicos sin un control
normativo y la formacion de residuos peligrosos que son liberados al entorno. Con el creciente
desarrollo de la nanotecnologia se ha mostrado un aumento significativo en los métodos quimicos
empleados en la sintesis de los diferentes tipos de nanomateriales. Existe una diversidad de técnicas
fisicas y quimicas en la sintesis de nanoparticulas (NPs) que permiten la obtencion de las mismas
con forma y tamafio controlado, pero que presentan desventajas tanto econémicas como
ambientales [1]; por lo tanto, la busqueda de técnicas que sean econdmicas y permitan disminuir

la toxicidad hacia el medio ambiente y la salud humana es de suma importancia.

El entorno natural posee una variedad de microorganismos y organismos terrestres y marinos que
pueden ser empleados en la sintesis de diferentes nanomateriales. Se ha comprobado a través de
diversos estudios, que estos organismos pueden ser usados en la sintesis de nanomateriales y como
consecuencia de esto, existe una necesidad de explorar métodos de sintesis por medio de fuentes
bioldgicas. Es importante destacar que el método de sintesis verde de plantas es el mas usado

debido a su simplicidad, efectividad y bajo costo [2].

Las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas metalicas dependen en gran medida de su
distribucion de tamafio, forma y estructura cristalina [3]. Es por ello, que éstas han sido utilizadas
en diversas aplicaciones tales como adsorbentes, sensores y catalizadores debido a su superficie
especifica y alta reactividad. Se ha comprobado que las NPs metalicas poseen propiedades
antimicrobianas [4], por eso generan interés en aplicaciones especificas tales como tratamiento de

aguas residuales, medicina y el manejo de alimentos [5].

Por lo tanto, la idea central de esta investigacion es sintetizar AgNPs y AgNWs a partir del extracto
de la planta Lavandula angustifolia como agente reductor y estabilizador. Ademas, se determino
el tamafio, forma y estructura por diversas tecnicas de caracterizacion como son espectroscopia

ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), difraccion de rayos X (DRX),



microscopia de barrido (MEB) y microscopia de transmision (MET), para finalmente evaluar el
efecto toxico por medio de la medicion del potencial de membrana en mitocondrias de higado de

rata.

1.1 Justificacion

Durante muchos afios, el método méas empleado en la sintesis de nanoparticulas metalicas ha sido
el método convencional por reduccion quimica, éste emplea reactivos perjudiciales para el medio
ambiente como es el caso de la polivinilpirrolidona (PVP), ya que al momento de la
descomposicion con calor puede producir sustancias como mondxido de carbono, dioxido de
carbono y éxidos de nitrégeno. Ademas, este reactivo dificilmente se elimina del agua, lo que puede
causar dafios a la flora y fauna acuética por su manejo inadecuado [6]. Otros reactivos toxicos para
el ambiente y la salud humana empleados en la sintesis convencional son el borohidruro de sodio
(NaBHa4) vy la anilina (CeHsNH?2), ya que causan irritacion, nduseas y vomitos, si se tiene continua
exposicion. Es importante mencionar, que la anilina presenta mayor potencial de toxicidad hacia
los humanos, ya que modifica perjudicialmente la hemoglobina y ocasiona dafio oxidativo del

ADN, causando numerosas condiciones patoldgicas incluyendo el cancer [7].

Con el fin de minimizar las sustancias que afectan al medio ambiente y salud humana, la sintesis
verde a partir de la planta Lavandula angustifolia se convierte en una alternativa viable en la
produccién de nanoparticulas metélicas, esto se debe a que es una planta perenne que crece en
terrenos secos Yy soleados, de facil adquisicidn, costo accesible y principalmente porque es una
planta que posee compuestos reductores como fenoles, flavonoides y antocianinas [8]. Por otro
lado, se ha estudiado la actividad antibacteriana de las nanoparticulas monometélicas de plata
(AgNPs, por sus siglas en inglés), pero pocas investigaciones han sido enfocadas al estudio de su
toxicidad [9].

1.2 Objetivo general
El objetivo general de este trabajo es realizar la sintesis verde de nanoestructuras de plata, mediante
el extracto de la planta Lavandula angustifolia y efectuar su caracterizacion estructural, ademas de

su evaluacion en aplicaciones biologicas.



1.2.1 Objetivos Especificos

» Determinar el potencial antioxidante de la planta Lavandula angustifolia por el ensayo
reductor DPPH*.

» Realizar la cuantificacion de fenoles por el método de Folin-Ciocalteu en los extractos de
las plantas Lavandula angustifolia, Origanum vulgare y Sedum prealtum.

» Sintetizar AgNPs y AgNWs por medio de un método verde a partir del extracto de la planta
Lavandula angustifolia variando las condiciones experimentales como: agitacion,

concentracion de la sal precursora, concentracion del extracto de la planta, entre otras.

» Estimar la concentracion de las AgNPs y AgNWs obtenidos mediante espectroscopia de

absorcion atomica.

» Caracterizar morfologica y estructuralmente los nanomateriales mediante las técnicas

estructurales espectroscopia UV-Vis, espectroscopia FT-IR, DRX, MEB y MET.

» Evaluar la toxicidad de las AgNPs y AgNWs en mitocondrias de higado de rata de
laboratorio.

1.3 HipOtesis

Por medio de las sustancias presentes en el extracto de la planta Lavandula angustifolia se lograré
la sintesis a temperatura ambiente de nanoparticulas y nanoalambres de Ag. Ademas, los
nanomateriales sintetizados no mostraran toxicidad a concentraciones menores de 500 ng/ml en

mitocondrias de higado de rata en periodos cortos de exposicion.



CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 Nanociencia

La nanociencia, proviene del prefijo nano en griego vavog que significa enano, y corresponde a una
mil millonésima parte del metro (un factor de 10° m). La nanociencia puede ser definida como el
estudio, disefio, creacion y sintesis de los materiales a nanoescala [10]. Estos materiales poseen
distintas propiedades en comparacion a las del material en bulk, no solo por su pequefio tamafio,
sino también, a que por ser individuos que se encuentran cerca de las dimensiones atomicas, las
leyes que los gobiernan son las de mecanica cuantica. Es por ello que, a este nivel de tamarfio se

observan propiedades y fendmenos totalmente nuevos.

En la actualidad, la manipulacion de la materia en la nano escala promete un enorme potencial para
diversas aplicaciones e innovaciones involucrando nuevos materiales en distintas areas como la
industria textil, alimentaria, quimica, en la medicina, tecnologias de la informacion y energia [10].

La Figura 2.1 muestra la unidad de medida de diversos sistemas, y la escala a la que pertenecen

(Nano o Micro) [11].
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Figura 2.1 Escala de tamafio de diferentes sistemas [11].

2.1.1 Nanoparticulas metalicas

Los nanomateriales son materiales con propiedades morfologicas mas pequerfias en al menos una

dimensidn, generalmente restringiendose su tamafio de (1-100) nm [12]. La idea de manejar un

material a escala nano es muy sencilla, ya que muchas de las propiedades de los materiales
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dependen de cdmo se comporten los electrones, siendo en un material nanométrico un movimiento
de electrones mas limitado por las dimensiones del propio material; ademas, la proporcion de
atomos en la superficie con respecto al interior es mas alta que en materiales de mayor tamario [10].
Tal es el caso de las nanoparticulas metalicas, ya que son agrupaciones de atomos o moléculas
medidas en la escala nanométrica (1-100) nm [13]. Los metales a escala nano poseen propiedades
Opticas, electronicas, cataliticas y magnéticas que difieren de aquellas presentes a mayor escala.
Dichas propiedades estan fuertemente relacionadas con el tamafio, forma, composicion y estructura
cristalina de la particula [14]. Es importante sefialar que los materiales a nanoescala muestran
comportamientos intermedios entre los s6lidos microscopicos y un nanosistema agregado con unos
cuantos atomos o moléculas, de ésta manera, hay propiedades que solo pueden ser explicadas por
la mecénica cuantica [15]. Las nanoparticulas metalicas tienen una fuerte tendencia a aglomerarse
debido a las interacciones de VVan der Waals (ver Figura 2.2), por esta razon deben ser estabilizadas,
con el fin de evitar la coalescencia o agregacion. Los dos tipos de estabilizacion generalmente
utilizados son [16]:

1. Estabilizacién electrostatica: involucra la creacion de una doble capa de iones absorbidos
en la superficie y asociados alrededor de la particula. De esta manera, cuando el potencial
eléctrico de la doble capa es alto, la repulsién coulémbica entre las particulas previene su
agregacion.

2. Estabilizacion estérica: es debida a la absorcion de moléculas grandes como los polimeros
en la superficie de la particula.
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Figura 2.2 Estabilizacion de coloides metalicos [16].



2.1.2 Nanoalambres

Las nanoestructuras unidimensionales han sido llamadas por una variedad de nombres que
incluyen: whiskers, fibras, nanohilos, nanovarillas, nanotubos y nanoalambres. Generalmente, se
considera gque los whiskers y nanorodillos tienen una relacién de aspecto menor en comparacion a
las nanofibras y nanoalambres [17]. Por esta razon, un nanoalambre es definido como un material
de aspecto unidimensional, en el cual la relacion de aspecto del largo es por o menos 10 veces
mayor en comparacion al ancho [18]. Ademas, el ancho debe tener un tamafio inferior a los 100
nm. Es importante mencionar que la definicion anterior se ha extendido a alambres atomicos y
moleculares, ya que, aungque no poseen las caracteristicas geométricas, si poseen propiedades
fisicas diferentes a las del material a granel [19].

Se han desarrollado muchas técnicas en la sintesis de nanoestructuras unidimensionales por medio
de métodos convencionales los cuales son: crecimiento espontaneo, sintesis basada en templetes,
electrospinning vy litografia [17]. Por otro lado, los nanoalambres metalicos han sido un modelo
interesante de estudio, esto se debe a la potencializacion de sus propiedades fisicas como
conductividad eléctrica, conductividad térmica, propiedades épticas y magnéticas; por lo cual
presentan una amplia gama de aplicaciones en componentes electronicos, optoelectronicos y

magnéticos [20].

2.1.3 Métodos de sintesis de nanomateriales

Los procesos de sintesis de nanoparticulas pueden ser establecidos por medio de dos criterios como
son los métodos de arriba-abajo y abajo-arriba (Top- down y bottom-up, por sus siglas en inglés).
En los primeros se reestructura un material a granel (parcialmente desmantelado, procesado o
depositado) ya sea por medio de molienda, métodos quimicos y la volatilizacion de un sélido
seguido de la condensacion del componente evaporado con el fin de formar los nanomateriales. En
el caso de los bottom-up, los nanomateriales se ensamblan a partir de bloques de construccion
basicos como moléculas o nanoclusters. Estos blogues de construccion, son objetos nanoescala con
propiedades adecuadas, que pueden crecer a partir de precursores elementales [21]. Ejemplo de
ello son los métodos de sintesis de nanoparticulas por diferentes técnicas, siendo la mas comun la
reduccion quimica convencional. Los métodos de sintesis por medio del proceso bottom-up,
también pueden ser clasificados en fisicos, quimicos y biologicos, siendo los ultimos dos los mas

importantes para el enfoque de este trabajo.



Los métodos quimicos son los mas utilizados debido a su capacidad para ser escalados, en donde
la reduccion quimica de sales metélicas en solucion es el mas empleado. La reduccion quimica
permite controlar adecuadamente el tamafio, la distribucion de tamafio y la forma de las
nanoparticulas. En sistemas acuosos, el agente reductor es adicionado in situ, mientras que, en los
sistemas no acuosos, el solvente puede actuar como agente reductor. Los agentes reductores méas
utilizados son la anilina, el borohidruro de sodio, hidracina y dimetilformamida [22]. La sintesis
de las particulas en solucién se produce por reacciones quimicas que dan lugar a la formacion de
nucleos de particulas estables y su subsiguiente crecimiento. Otros ejemplos de métodos quimicos
son la radiolisis, fotdlisis y el método para 6xidos sol-gel. La Figura 2.3 muestra el mecanismo por

reduccion quimica de AgNPs usando como agente reductor la anilina.

Por otro lado, los métodos de biorreduccién y bioestabilizacion de sales orgéanicas por medio de
organismos y microorganismos han aumentado en tiempos recientes. Estos métodos consisten en
emplear bacterias, levaduras, hongos o extractos de plantas como agentes reductores-

estabilizadores, para que por medio de un solo paso se obtengan nanoparticulas metalicas[23].
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Figura 2.3 Mecanismo de sintesis quimica de AgNps por medio de la oxidacién de la anilina [24].

Estos organismos pueden producir nanoparticulas de manera intracelular o extracelular, siendo esta
ultima técnica, mas utilizada en la investigacion debido a su menor costo y adaptabilidad [25]. Los
tiempos de reaccion empleando microorganismos son largos comparados con los métodos de
reduccion quimica convencional y la lograda por extracto de plantas, ya que pueden variar desde
24 hasta 120 horas en el caso de los microorganismos. Empleando extractos de plantas como

agentes reductores, la via de biorreduccion de las nanoparticulas puede ser mas rapida, siendo de
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hasta 20 minutos para el caso de las nanoparticulas de oro por medio del extracto de Capsicum
annuum [26]. A pesar de ser una técnica que reduce los contaminantes al entorno, este tipo de

sintesis presenta desventajas como bajas escalas de produccion [27].

La sintesis de nanoparticulas metalicas por medio de extractos de plantas cumple con la mayoria
de los principios que engloba la quimica verde [28], de ahi su nombre “sintesis verde”. Este proceso
de sintesis es similar al método de reduccion quimica convencional de sales metélicas, debido a
que en ambos métodos se parte de una sal precursora en solucidn, que, por medio de la adicion de
agentes reductores y estabilizadores, se consigue la obtencién de diferentes nanoparticulas
metalicas. Una de las diferencias entre el método convencional y verde es que el primero es
realizado en dos pasos, mientras que el segundo solo en uno, esto causado por la doble funcion del
extracto (agente reductor-estabilizador). Pocos mecanismos de sintesis de NPs por medio de
plantas han sido propuestos, pero se ha observado que puede ser lograda por dos vias, siendo éstas
extracelular o intracelular. Para el caso de la via extracelular, son las biomoléculas tales como
carbohidratos, proteinas, polioles y cetonas las que actian como agentes reductores, mientras que
los compuestos heterociclicos actian como agentes de recubrimiento de las nanoparticulas. La
Figura 2.4 muestra un mecanismo general de la formacion de AgNPs. Ademas, la Figura 2.5
ejemplifica los posibles metabolitos involucrados en la sintesis de AgNPs con plantas donde el
apartado (a) muestra la reduccion de iones de plata por medio de polioles, (b) reduccion de iones
de plata por medio de &cido tanico, (c) reduccion de iones de plata por la quercetina y finalmente
(d) reduccion de los iones de plata por medio de la oxidacion del geraniol [29].
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Figura 2.4 Representacion de la formacion de AgNPs [29].
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Figura 2.5 Metabolitos presentes en la biosintesis de AgNPs [29].

2.2 Caracteristicas y constituyentes fitoquimicos de la planta Lavandula angustifolia

La planta de lavanda es cultivada en muchos paises, pero tiene su origen en las zonas de Europa
meridional, Europa occidental y del Norte de Africa. Su nombre proviene del latin “lavare” debido
a que los romanos utilizaban esta planta para tomar bafios [30]. La lavanda es un arbusto perenne,
de tamafio medio e intenso perfume, que pertenece a la familia de las Labiadas y que alcanza una
altura generalmente de 50 a 80 cm [31]. Su follaje es gris y sus flores de color purpura en el cual
ubican espigas terminales, en grupos de 6 a 10 flores que son las encargadas de concentrar la mayor
cantidad del aroma, en el caso de la especie Lavandula Angustifolia. Este tipo de planta prefiere la
plena exposicion solar y tolera los terrenos secos. Puede encontrarse en lugares de alto transito
debido a que su color, su forma esférica, fragancia, duracion de sus hojas y su follaje verde
grisaceo permanecen durante todo el invierno [30]. En su habitat natural el crecimiento de esta
planta se da en terrenos secos, soleados, llenos de piedras junto a otros arbustos y plantas como el
romero, abrdtano y tomillo; prefiere los suelos pobres de naturaleza calcarea [32]. Se puede
apreciar en la Figura 2.6 la planta de lavanda en su hébitat natural. Los componentes quimicos de
las plantas se concentran generalmente en las semillas, flores y hojas de cada planta [33]. En el
caso de la planta de lavanda, sus constituyentes principales son los compuestos fendlicos, ya que
estd compuesta aproximadamente 19 flavonas y 8 antocianinas [8]. Se han caracterizado ciertos
pigmentos en la planta de lavanda como son la delfinidina y la malvidina, ademéas de dos acidos
hidroxicinamicos como el acido rosmarinico y el acido clorogénico. Ademas, la planta de lavanda

posee fracciones de aceites volatiles como son la cumarina y 7-metoxicumarina, se cree que estos



constituyentes son los principales compuestos encargados de la reduccién y estabilizacion de las
NPs.

Figura 2.6 Planta de lavanda en su habitat natural [30].

2.3 Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos que existen en gran cantidad de células eucariotas, y tienen un
tamafio similar al de las bacterias, siendo éste de 1 x 2 um. Generalmente, existen unas 2000
mitocondrias por célula y juntas ocupan hasta un 25% del volumen celular [34]. Las mitocondrias
estan rodeadas por dos membranas, una externa lisa y una interna fuertemente plegada, invaginada
o tubular que tiene una gran superficie y encierra la matriz mitocondrial. Las invaginaciones de la
membrana interna se llaman crestas y las evaginaciones tubulares son los tubulos. El espacio entre
la membrana externa y membrana interna se conoce como espacio intermembranal [35] (ver Figura
2.7).

El nimero y forma de las mitocondrias, asi como el nimero de crestas varian entre tipos celulares.
Los tejidos con metabolismo maés intenso, tienen mitocondrias con muchas crestas variando de

acuerdo a su estado funcional.

Las mitocondrias son consideradas la fabrica de la célula, esto se contempla asi ya que por medio
de la fosforilacién oxidativa producen la mayor parte del Adenosin trifosfato (ATP) que ésta
requiere. En la matriz mitocondrial se localizan la piruvato deshidrogenasa, el ciclo del acido citrico
y la B-oxidacion de los &cidos grasos y una parte del ciclo de la urea, siendo partes fundamentales
de la produccién energética de la mitocondria. Con la membrana interna se asocian la cadena

respiratoria, la ATP-sintasa y también las enzimas con grupo hemo.
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La membrana interna desarrolla un papel importante en la fosforilacion, al ser impermeable a los
protones de la cadena respiratoria, siendo estos bombeados a través de los complejos I, 11l 'y IV
desde la matriz hacia el espacio intermembranal formando un gradiente protonico, que la atraviesa
y por medio del cual puede conservar la energia quimica liberada por la oxidacién del NADH vy el
FADHo>. Luego la enzima ATP-sintasa utiliza la energia almacenada en ese gradiente para formar
ATP a partir de Adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorgénico (Pi) [34].

particulas sintetizadoras de ATP

membrana interna
membrana externa

Figura 2.7 Estructura de la mitocondria [34].

2.3.1 Sistemas de transporte de la mitocondria

Como se menciono con anterioridad, las mitocondrias estan rodeadas de una membrana interna y
otra externa. La membrana externa contiene porinas que permiten el paso de moléculas, siendo
éstas de hasta 10 kDa. Por el contrario, la membrana interna es impermeable hasta para las
moléculas pequefias a excepcion de H2.0, CO2 y NHs. Por esta razon, todos los sustratos restantes
del metabolismo mitocondrial, asi como sus productos, deben de atravesar esta membrana con
ayuda de trasportadores especificos. Estos sistemas de transporte se basan en diferentes
mecanismos (ver Figura 2.8). Los metabolitos y los iones pueden ser transportados aisladamente,

junto con una segunda sustancia o mediante el intercambio con una molécula [34].
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Figura 2.8 Mecanismos de transporte [34].

2.4 Sintesis de nanoparticulas de plata

En la actualidad han aumentado los métodos de sintesis verde por reduccién quimica de
nanoparticulas metélicas, esto se debe, a que ademas de ser un método ecoldgico, también ha
permitido la disminucion de costos, dado que las materias primas empleadas son mas econémicas

en comparacion con la sintesis convencional [36].

Diversos métodos verdes han sido empleados en la sintesis de nanoparticulas de plata, estos
métodos consisten en la variacion del agente reductor-estabilizador por medio microorganismos
como levaduras [37], bacterias [38], hongos [39] y extractos de plantas [5], siendo éste Gltimo el

mas empleado por su facil adquisicion y manejo [5].

Diferentes trabajos de sintesis verde de nanoparticulas de plata empleando extractos de plantas
como agente reductor-estabilizador han sido publicados con la obtencién de diferentes resultados
en cuanto al tamarfio, forma y distribucién de las nanoparticulas. Un ejemplo de ello es el trabajo
que realizaron Lépez-Miranda y col. [40] en el cual la sintesis de nanoparticulas de plata se logr6
mediante la reaccion de la sal de plata (AgNOs3) y el extracto de planta Tamarix gallica a
temperatura ambiente, obteniendo asi particulas en un rango entre 5-40 nm. Posteriormente, las
nanoparticulas fueron caracterizadas por medio de diferentes técnicas como son: espectroscopia
UV-Vis, espectroscopia FT-IR, MEB, MET y DRX. La Figura 2.9 muestra las bandas de absorcion
caracteristicas de UV- Vis de las AgNPs a una longitud de onda de 425 nm. En el panel (a) se

observan las variaciones correspondientes a la concentracion del extracto de la planta, es apreciable
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que a medida que se incrementa la cantidad de extracto, hay un aumento en la absorbancia en el
méaximo de la banda de plasmén superficial (SPR, por sus siglas en inglés), esto es debe que, a
mayor concentracion de extracto de la planta, existe una mayor cantidad de compuestos reductores-
estabilizadores que acttan en la formacion de las AgNPs. En el caso del panel (b) se muestra la
variacion con respecto a la molaridad de la sal precursora, observando que a 7 mM se obtuvo la
mayor intensidad del SPR, que indica que a esa molaridad se obtiene la mayor concentracion de
AgNPs.

a) —tr—15g b) ——9mM
1.6 4 —o—1.25g 1.6 1 —r— 7 mM
° TN |—o—1g g —o—5mM
2 212 —o—3mM
32 B
2 2 081
< <
0.4 1
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 2.9 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de plata a) Efecto de concentracion de la planta
Tamarix gallica b) Efecto de la concentracién de la sal precursora AgNO; [40].

Por otro lado Chowdury y col. [41] utilizaron el extracto de la planta de cacao para la sintesis de
nanoparticulas de plata, esto se debe a que contiene una sustancia llamada acido oxalico que es a
la que se atribuye la reduccion de la sal de plata (AgNOs3). La variacion en las condiciones del
proceso de esta sintesis fue por medio de la temperatura (25°C y 100°C), los tiempos de reaccién
(30 min-6 h) y una variacién en la concentracion de la sal AgNOs con el extracto de cacao y
viceversa. La Tabla 2.1 presenta las variaciones de sal y extracto de planta que se realizaron en el
estudio mencionado, en el cual la letra L (Low temperature) significa las variaciones de la
temperatura méas baja (25°C) y H (High temperature) las variaciones de la temperatura mas alta
(100°C).
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Tabla 2.1 Sintesis verde de AgNPs con diferente cantidad de cacao y AgNOs; [41].

Muestra de AgNPs Extracto de cacao (mg/ml) Nitrato de plata (mg/ml)
S1H, S1L 50 0.25
S2H, S2L 25 0.25
S3H, S3L 50 0.5
S4H, S4L 25 0.5

En dicho estudio la caracterizacion de las AgNPs fue realizada por medio de espectroscopia UV-
Vis, MET vy dispersion dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés), obteniendo particulas
esféricas en un rango de tamafio comprendido entre (35- 42.5 nm). La Figura 2.10 muestra las
bandas de absorcion de UV-Vis correspondientes a las AgNPs de las condiciones mencionadas con
anterioridad, observando que ninguno de los ensayos a temperatura de 25 °C y un tiempo de 30
minutos muestra un SPR significativo (Figura 2.10(a)). Por el contrario, para el caso de las muestras
a una temperatura de 100 °C y un tiempo de 30 min (Figura 2.10(d)), se aprecia que todas las
muestras presentan un SPR definido, lo que indica que la reaccion es dependiente de la temperatura.
A partir de los resultados arrojados se puede concluir que este factor favorece al proceso de
nucleacion y por lo tanto al nimero de NPs que se formaron. Con el fin de conocer el tiempo que
dura la reaccion de sintesis, la Figura 2.10 en los apartados (b, c, e y f) expone los espectros UV-
Vis obtenidos a diferentes intervalos de tiempo de las muestras S3L, S4L, S3H y S4H. Los
espectros de las NPs muestran picos desde los 30 min hasta 6 h después del inicio de la reaccion,
en donde los picos méximos de absorcion de las soluciones no cambiaron con las horas extras a
25°C 0 100°C, lo que indica que la reaccién es completada en 30 minutos. Sin embargo, la
reduccion de la sal AGQNOz aumentd con el incremento de la temperatura. EI motivo de analizar las
muestras S3 y S4 en sus respectivas condiciones fue que éstas dieron un mayor numero de AgNPs
acorde a la Ley de Beer-Lambert, en donde la maxima absorbancia es directamente proporcional a

la concentracion molar de las NPs en solucion.
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Figura 2.10 Espectros de UV-Vis de AgNPs derivados de extractos de cacao A) Espectros de las muestras
S1L, S2L, S3L y S4L registradas a 30 min a 25°C (B y C) Muestra S3L y S4L a30min,2h,4hy6h
desde el inicio de la sintesis de AgNPs a 25°C, (D) Espectros de las muestras S1H, S2H, S3H y S4H
registrados a un tiempo de 30 minutos con una temperatura de 100°C; (E y F) Muestra S3H y S4H a 30
min, 2 h, 4 h'y 6 h desde el inicio de la sintesis de AgNPs a 100°C [41].

Una de las problematicas del método verde es determinar los componentes presentes en la
reduccidn-estabilizacion de las AgNPs. Por esta razon, diversos estudios se han encargado de
demostrar que los principales compuestos que actlan en la reaccion de sintesis de las NPs son los
compuestos aromaticos, fenoles, flavonoides y terpenos. En un estudio Lopez-Miranda y col. [42]
realizaron el analisis de estos compuestos por medio de la espectroscopia de FT-IR y Raman. La
Figura 2.11 muestra el andlisis de FT-IR de la planta Aloysia triphylla y de la solucion acuosa de
nanoparticulas de plata con el fin de determinar los compuestos involucrados en la sintesis. Se
aprecia que hay un cambio en la intensidad, posicién y formas de los picos en el extracto de la
planta posterior a la reaccion de sintesis, efecto que se atribuye a los compuestos directamente
involucrados en la reduccion y estabilizacion de las AgNPs. La Tabla 2.2 presenta la interpretacion
del espectro de acuerdo al nimero de bandas, grupos funcionales y compuestos involucrados. Se
aprecia que los compuestos aromaticos, fenoles y carbohidratos actian como agentes reductores.
Para el caso de las amidas, éstas actlan como estabilizantes. Por otra parte, el decremento del pico

correspondiente al C-Cl puede ser atribuido a la formacion de AgCI.
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Figura 2.11 Anélisis FT-IR del extracto de la planta Aloysia triphylla y AgNPs [42].

Tabla 2.2 Grupos funcionales involucrados en la sintesis de AgNPs [42]

Numero de banda Namero de onda (cm™) Grupo funcional Compuestos

1 3343 O-H Fenolicos

2 2924 C-H Carbohidratos

3 1651 C=0 Amidas

4 1410 Cc=C Compuestos
aromaticos

5 1255 N-H Amidas

6 1073 C-OH Compuestos
aromaticos

7 615 C-CI Halogenos

Otra técnica para el estudio de los compuestos involucrados en la sintesis es la espectroscopia

Raman. Se debe tener en cuenta que Raman es una técnica complementaria muy importante con

16




FT-IR. De hecho, Raman es una técnica que da mejores resultados en el caso de soluciones acuosas.
La Figura 2.12 muestra el espectro de Raman de las AgNPs sintetizadas con 5 ml del extracto de
la planta Aloysia triphylla. Se puede apreciar una banda intensa a 240 cm™ que se atribuye a los
enlaces Ag-N, en donde el nitrogeno puede provenir de las amidas presentes en el extracto
asociadas al proceso de estabilizacion. Otra banda ubicada a 550 cm™ correspondiente a los enlaces
C-Cl. Mientras que la banda a 1380 y 1610 cm™ representa los compuestos aromaticos y amidas,
respectivamente. Las dos técnicas anteriores demuestran la implicacion de amidas y compuestos

aromaticos en el proceso de sintesis de nanoparticulas.

Ag-N

|
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Wavenumber (cm’')

:

g

Raman intensity

Figura 2.12 Espectro Raman de AgNPs sintetizadas con extracto de planta Aloysia triphylla [42].

Las principales técnicas envueltas en la caracterizacion de las AgNPs son DRX, MEB y MET. Por
medio de estas técnicas se puede conocer la distribucion, forma, tamafio y composicién de las
nanoparticulas. Un ejemplo de ello es el trabajo de Padalia y col. [43] en el cual caracterizan AgNPs
a partir de la planta Tagetes erecta mejor conocida como cempasuchil. Con el fin de conocer la
estructura y composicion, se realizo la técnica de difraccion de rayos X. La Figura 2.13 muestra 4
patrones correspondientes a las AgNPs que indican que su estructura cristalina es cubica centrada
en las caras (FCC, por sus siglas en inglés). Ademas, los valores de los picos de difraccion a 26
son: 23.25, 15.19, 19.20 y 17. 93°, atribuidos a los indices (111), (200), (220), (311). Los valores
fueron obtenidos de acuerdo al expediente No. 04-0783 del comité conjunto sobre normas de
difraccion de polvos (JCPDS).
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Figura 2.13 Espectro de Difraccion de rayos X de AgNPs sintetizadas mediante el extracto de la planta
Tagetes erecta [43].

Por otro lado, Lopez-Miranda y col.[40] emplearon las microscopias electrénicas MEB y MET
para analizar la morfologia, el tamafio y la estructura de las nanoparticulas. La Figura 2.14 en el
panel (@) muestra una micrografia de MEB de las AgNPs sintetizadas por medio de la planta
Tamarix gélica observando asi una poblacién densa de nanoparticulas. Para el caso del panel (b)
se observa la dispersion dada por el espectro de energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés)
con una fluorescencia alrededor de 3.0 KeV que pertenece al elemento plata. El caso del panel (c)
muestra la micrografia de MET en la cual se aprecia que las AgNPs tienen forma esférica, se
encuentran bien dispersadas y no muestran sefiales de agregacion, esto se debe a que la planta
Tamarix galica contiene sustancias estabilizantes que evitan la coalescencia de las nanoparticulas.
El panel (d) muestra una imagen de transmision de alta resolucion (HRTEM, por sus siglas en
inglés) de las nanoparticulas obtenidas. La presencia de un plano de la red indica que las AgNPs
son de naturaleza cristalina con estructura del tipo multiple maclado (MTP, por sus siglas en
inglés). De igual modo, se midieron las distancias interplanares y se encontré una distancia
interplanar de 0.28 nm, la cual corresponde a los planos (200) de la estructura (FCC) cubica
centrada en las caras. Finalmente, el panel (e) ilustra la distribucidn de tamafios por medio de un
histograma, analizando alrededor de 300 particulas para las cuales se obtuvo un rango se tamafio

que va desde 4 a 40 nm con un didmetro promedio de 12 nm.
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Figura 2.14 Anaélisis de la microscopia electrénica de la sintesis de AgNPs mediante Tamarix galica: a)
Imagen de MEB, b) Analisis EDS, c¢) Micrografia de MET, d) Micrografia HRTEM, €) Analisis de la
distribucion de tamafio [40].

Es importante destacar que se han encontrado una gran variedad de aplicaciones en las AgNPs, por
ejemplo, en areas como la medicina, tratamiento de aguas residuales y area de alimentos. Esto se
debe a que diversos estudios han sido enfocados a la actividad antibacterial de las nanoparticulas.
Ademas, debido a las aplicaciones médicas y al contacto diario con los seres humanos, ha sido

importante evaluar su citotoxicidad.

Con el fin de evaluar la funcionalidad de las AgNPs Chowdhury y col. [41] realizaron ambos
ensayos. El ensayo antimicrobiano fue por el método de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC,
por sus siglas en inglés) y minima concentracion bactericida (MBC, por sus siglas en inglés), en el
cual se usaron las bacterias S. aureus, S.epidermidis, E.coli y P. aeruginosa. Se report6 que el
intervalo de MIC fue de 1-32 pg/ml, lo que indica que se necesita por lo menos una concentracion
de 32 pg/ml para limitar el crecimiento de las cepas anteriormente mencionadas, lo cual coincidio

con la cantidad de nanoparticulas reportadas por otros métodos.

Otro de los métodos importantes para medir la actividad antimicrobiana es el de difusion de disco,
en el cual, lo que se evalua es el didmetro de la zona de inhibiciébn como en el caso de Taruna y
col. [44] en el cual evaluaron las AgNps contra E. coli y Saccharomyces cerevisiae obteniendo
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didmetros de inhibicion de hasta 11 mm. Finalmente, para evaluar la citotoxicidad Chowdhury y
col. [41] utilizan el método de viabilidad celular en células primarias humanas. La Figura 2.15
muestra el porcentaje de disminucion del metabolismo celular a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de las AgNPs para las muestras S3H y S4H. De manera contrastante, se
aprecia que S4H inhibe el metabolismo celular de mejor manera a una concentracién de 16 pg/mi
en comparacién con S3H, esto puede ser atribuido a que la muestra S3H tiene mayor cantidad de
extracto (ver Tabla 2.1) y puede favorecer a la resistencia de las células por los azucares
provenientes del extracto. Sin embargo, se necesitan estudios mas especificos para determinar si

dafa o no a las células humanas.

S3H S4H
A 150- B 150 -
B 24h exposure B 24 h exposure
B 724 exposure B 72 k exposure
2 100
|
)
S
S 504
0
Control 16 32 80 Control 16 32 80
Concentrations of Ag (ng/ml) Concentrations of Ag (ng/ml)

Figura 2.15 Efecto de citotoxicidad de las AgNPs a diferentes concentraciones a partir del extracto de
cacao a diferentes tiempos de exposicion [41].

2.5 Sintesis de nanoalambres de Ag

Los AgNWs han atraido el interés de investigadores en los ambitos académicos e industriales
debido a sus multiples aplicaciones en aparatos electronicos [18]. Hay diversas técnicas empleadas
en la sintesis de los nanoalambres, incluyendo los métodos por medio de una via quimica, siendo
los mas empleados [17]. Un ejemplo de lo mencionado con anterioridad es el trabajo realizado por
Shobin y col., [45] en el cual sintetizan nanoalambres de plata mediante un método conocido como
poliol, asistido por glicerol con ayuda de polivinilpirrolidona. EI método consiste en preparar una
solucion transparente que tendrd la funcion de actuar como agente reductor y estabilizante
compuesto por glicerol, PVP y NaCl a 80°C. Posteriormente, a la solucion reductora-estabilizadora
se le adiciona la sal precursora AgNQO3z, empleando agitacion y temperatura para la formacion de

los AgNWs. Finalmente, separan los nanoalambres mediante una bomba de vacio con una
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membrana con poros de 300 nm para posteriormente conservarlos en etanol. Los nanoalambres
fueron caracterizados por medio de diferentes técnicas como son: espectroscopia UV-Vis, MEB,
MET y DRX. La Figura 2.16 muestra las bandas de absorcion de los AgNWs preparados sin
separacion, con purificacion y el sobrenadante del lavado. Se aprecia que el maximo en la banda
de absorcién de los AgNWSs se encuentra aproximadamente a una longitud de onda de 400 nm
coincidiendo con el rango de la plata comprendido entre (400-550) nm. En el caso del ancho de la
banda se observa que éste incrementa en comparacion a otros materiales nanoestructurados como
el caso de las AgNPs, esto coincide con la teoria, ya que las nanoestructuras con mayor distribucién
de tamafios reflejan una banda méas amplia. Por otro lado, la intensidad de la banda de los
nanoalambres de plata purificados son los que presentan mayor intensidad, esto se debe a una
mayor concentracion de nanoalambres presentes en la solucion. Ademas, la banda con menor
intensidad corresponde al sobrenadante, que se interpreta como la disminucion de los AgNWs
causada por el método de separacion; es importante mencionar que el método de separacion que
ellos emplean no es adecuado, ya que el sobrenadante contiene de manera significativa este
nanomaterial. Otro de los aspectos a destacar son las pequefias bandas mostradas a una longitud de
onda de 352 nm, en donde los autores mencionan que corresponde a la formacién de plata a granel,

pero posiblemente pueda ser causado por productos residuales presentes en la reaccion.

Otra de las técnicas de caracterizacion que emplearon fue difraccion de rayos X. La Figura 2.17
presenta el difractograma de rayos X, en el cual se compara los AGQNWs obtenidos sin separacion,
los nanoalambres purificados y los picos del archivo JCPDS estandar No. 04-0783. Se puede
apreciar que los picos de las muestras obtenidas coinciden con aquellos mostrados en la tarjeta,
confirmando asi que los nanoalambres estan formados por el elemento plata con un crecimiento

preferencial en el plano cristalino (1 1 1).
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Figura 2.16 Espectros de UV-Vis de los AgNWs purificados, obtenidos y el sobrenadante producto de la
separacion [45].
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Figura 2.17 Comparacion de patrones de difraccion AgNWs purificados, obtenidos sin separacion y el
archivo con nimero de tarjeta JCDPS NO. 04-0783 [45].

Posteriormente, emplearon MEB con la finalidad de observar de manera directa los AQNWs. La
Figura 2.18 presenta 4 incisos en los cuales los paneles (a) y (b) corresponden a la muestra que

obtuvieron sin proceso de separacion, apreciando que obtuvieron una mezcla de AgNPs, AgNWs,
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nanorodillos y estructuras de plata esféricas superiores a los 100 nm. Por otro lado, en el panel (c)
se observan los AgNWs los cuales ya pasaron por el proceso de separacion, cabe destacar que los
nanoalambres fueron dispersados por medio de etanol y por esta razon se distinguen mayormente
separados en comparacion con las micrografias (a) y (b). Ademas, se analiz6 que el ancho promedio
de los alambres fue de 70 nm y la longitud vario entre 7 y 12 um; esto coincide perfectamente con
la teoria que menciona que el largo en la relacion de aspecto debe ser por lo menos 10 veces
superior al ancho. Para corroborar lo mencionado con anterioridad, el panel (d) ejemplifica el perfil
de longitud de los AgNWs purificados, apreciando que la mayor cantidad posee un tamafio

comprendido entre 7-9 pm.
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Figura 2.18 Imégenes de MEB de los AgNWs a), b) Sin separacidn, ¢) Purificados y d) Perfil de longitud
de AgNWs purificados [45].

Otra de las investigaciones enfocadas en la sintesis de AgNWs es el trabajo realizado por Yang y
col. [46] en el cual sintetizan los nanoalambres por medio del método del poliol con modificaciones
que ellos denominan una via verde. Una de las alternativas del método empleado fue por medio de

la variacion de la temperatura. La Figura 2.19, muestra los espectros de UV-Vis de los
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nanomateriales de plata sintetizados con variaciones de temperatura en un rango comprendido entre
140-210 °C. Cuando la temperatura es inferior a 180 °C, el maximo en la banda de absorcion a una
longitud de onda de 410 nm disminuye gradualmente con el incremento de la temperatura; este
decremento en la resonancia de plasmon de superficie se relaciona con la formacién de
nanoparticulas y nanoestructuras con relacion de aspecto menor a 10, como es el caso de los
nanorodillos. Cuando la temperatura de 180° C es incrementada, se produce una banda a una
longitud de onda de 500 nm que puede ser interpretado como el crecimiento de los nanorodillos.
Posteriormente, a una temperatura de 190 °C aparecen bandas a una longitud de onda de 350 nm,
las cuales los autores lo atribuyen a la formacién de los AgNWSs, esto se contradice con lo
presentado por Shobin y col. [45] en donde las bandas de absorcién de los AgNWSs son mas anchas.
Por esta razén, Yang y col. [46] comentan que los nanoalambres comienzan a crecer a 190 °C y
terminan su crecimiento a una temperatura de 210 °C.

Absorbance (a.u.)

. - - - .
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Figura 2.19 Espectros de absorcion de UV-Vis de formacion de AgNWSs con el incremento de la
temperatura de reaccion [46].

Posterior a la comprobacion de la sintesis por medio de la espectroscopia UV-Vis, los
nanoalambres sintetizados a una temperatura de 210 °C fueron observados por medio de MEB. La
Figura 2.20 (a), presenta la micrografia de barrido de los nanoalambres preparados en la cual se
observa una poblacién densa y una distribucién homogénea en la solucion. Ademas, la Figura 2.20

(c), exhibe que los AgNWs sintetizados presentan un ancho con tamafio inferior a los 100 nm con
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formas homogéneas y crecimiento en una sola direccion. Por otro lado, la Figura 2.20 (b), expone
el difractograma de rayos X de la muestra preparada a una temperatura de 210 °C, en donde los
picos de difraccion a &ngulos de 38.2, 44.3 y 64. 4° se les asignan los planos (11 1), (220)y (20
0) del cristal de Ag con numero de tarjeta JCPDS 87-0717.

26(deg)

Figura 2.20 Iméagenes de AgNWs preparados a 210 °C a) Imagen de MEB, b) Patron de DRX y ¢) Imagen
de MEB magnificada [46].

La Figura 2.21 presenta las imagenes de microscopia electrénica de transmision de la formacion y
crecimiento de los nanoalambres en diferentes etapas del proceso mediante el incremento de la
temperatura. El apartado 2.21 (a) muestra el producto sélido que obtuvieron Yang y col. [46] a
una temperatura de 140 °C; es notorio que presentan estructuras amorfas de plata superiores al
rango nanométrico. Ademas, parte de la materia nubosa que se aprecia en la imagen anterior esta
relacionado con la formacion de sélidos insolubles como es el AgCl, esto resulta indeseable debido
a que los nanoalambres que presentan pueden ser una combinacion de nanoalambres de plata y
AgCI. El caso del apartado 2.21 (b) exhibe la imagen correspondiente a la reaccion asistida a una
temperatura de 170 °C, en donde se da el inicio de formacion de nanoparticulas y nanorodillos, en
este caso los autores los denominan de plata, aunque como se menciond con anterioridad podria
ser una combinacion de estructuras compuestas de Ag y AgCl. Ademas, el apartado 2.21 (c),
expone la muestra a una temperatura de 190 °C en donde se observa un incremento notorio de los
nanoalambres y un decremento de las nanoparticulas denominadas de plata. Finalmente, el apartado
2.21 (d) muestra la etapa final de formacién de los nanoalambres de plata a una temperatura de 210
°C, en el cual se aprecia un incremento en la cantidad de nanoalambres y un decremento en de las
nanoparticulas, siendo casi nula la cantidad que presentan los autores. Como complemento, el
apartado 2.21 (e), muestra que efectivamente el ancho de las nanoestructuras que obtuvieron a una
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temperatura de 210 °C es inferior a los 100 nm, por lo cual se les puede denominar nanoalambres,
ya que corresponden a las nanoestructuras 1D; por otro lado, la Figura 2.21 (f), exhibe el patrén de
area selecta, el cual es indexado y comparado con DRX (Figura 2.20(b)), arrojando una estructura
FCC del cristal de plata. Por lo tanto, el método de sintesis empleado por Yang y col. [46]
proporciona la sintesis de nanoalambres sobre la direccion [1 1 1] del monocristal. Uno de los
puntos a resaltar en éste trabajo es que a pesar de que Yang y col. [46] mencionan la presencia de
estructuras con AgCl en alguna de las etapas de formacién de los nanoalambres, éstas no fueron
comprobadas por medio el patron de difraccion de rayos X, ni por medio del patron de area selecta
(SAED, por sus siglas en inglés); esto puede ser atribuido a que solo se analiz6 una punta Unica de
un AgNWs.

Figura 2.21 Imégenes de MET de los AgNWs producto de diferentes temperaturas de reaccion a) 140° C,
b) 170°C, ¢) 190°C, d) 210°C, e) morfologia detallada de AgNWs y d) amplificacion de la morfologia
detallada (recuadro: patron de area selecta de una punta Unica del AQNW) [46].

Pocos son los estudios enfocados en las propiedades bioldgicas de los AgNWs, pero se ha
demostrado que la actividad microbiana es dependiente de las formas de las nanoestructuras de
plata. Ejemplo de lo anterior es el trabajo realizado por Ashkarran y col. [47], los cuales evaluan
la actividad antibacterial de cuatro formas distintas de plata en bacterias E. coli, Bacillus y
Staphylococcus. La Figura 2.22, presenta la evaluacion bactericida en los tres microorganismos

mencionados con anterioridad de las distintas nanoestructuras de plata, siendo éstas: esferas, cubos,
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alambres y tridngulos. Se aprecia, que la plata con forma esférica exhibe la actividad antibacteriana
mas significativa en comparacidn con las otras estructuras presentadas en las bacterias E. coli y
Bacillus. Esto se refleja en el grafico como el valor mas pequefio en el porcentaje de viabilidad, ya
que cuando ésta disminuye, los procesos metabdlicos no se llevan a cabo; por esta razon no se
genera energia, lo que se traduce como muerte de la bacteria; esto es mas notorio en el caso de la
bacteria E. coli donde la viabilidad es nula, demostrando una gran eficacia de la plata en forma de
esferas. En el caso de las estructuras cubicas, triangulares y en forma de alambres, el
comportamiento antimicrobiano fue més alto en bacterias E. coli y Bacillus, pero siendo inferior a
la plata en forma de esferas. A manera de resumen es importante destacar que las bacterias del
género Staphylococcus son las que presentaron mayor resistencia contra la plata en sus distintas
formas. Por el contrario, la bacteria méas susceptible fue E. coli cuando fue expuesta a plata en

forma de esferas comprobando que la actividad antibacterial si es dependiente de la forma.

120

O Sphere O Cube B Wire 2 Triangle
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Normalized Viable bacteria (%)

Escherichia coli Bacillus Staphylococcus

Figura 2.22 Relacidn de supervivencia de E-coli, Bacillus y Staphylococcus cultivados en presencia de
nanoestructuras de plata con diversas formas [47].
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CAPITULO 11l

METODOLOGIA

La Figura 3.1 muestra un esquema general de la experimentacion de la presente investigacion.
Primeramente, se adquirié la planta en un mercado local de la ciudad. Posteriormente, se
prepararon los extractos y las soluciones molares de la sal de plata. Después, se evalué el potencial
antioxidante de la planta Lavandula angustifolia por medio del ensayo reductor DPPH*. Ademas,
se realizo la cuantificacion total de fenoles por el método de Folin-Ciocalteu. Una vez preparadas
las soluciones, se realizd la sintesis con el fin de obtener AgNPs y AgNWs. También, se
caracterizaron por diversas técnicas para conocer el tamafio, forma y distribucion de las
nanoparticulas. Finalmente, se evalud la toxicidad de los nanomateriales obtenidos en mitocondrias

de higado de rata Wistar.

Preparacion del
extracto y
soluciones

molares

Ensayos
reductores con la
planta de estudio

molienda de la
planta de
Lavandula
« angustifolia

\J

Ensayos
biolégicos en
mitocondrias de
higado de rata

\J

Sintesis de las
Caracterizacion nanoparticulas y
nanoalambres

Figura 3.1 Estrategia general del proceso de sintesis y evaluacion de las propiedades bioldgicas de las

nanoparticulas y nanoalambres.

3.1 Adquisicion y molienda de la planta Lavandula angustifolia

La recoleccion de la hoja y tallo de la planta de lavanda se realiz6 en un mercado local de la ciudad
de Morelia, Michoacan. Posteriormente, se someti6 la planta a molienda mecénica en un molino
de bolas de la marca SPEX 8000M Mixer/mil por un periodo de 7 minutos para finalmente, ser
almacenado en un contenedor hermético. El propdsito de la molienda fue incrementar el area
superficial de la planta al momento de contacto con el liquido para permitir una mejor extraccion
de las sustancias presentes en la misma. Otra de las alternativas que se empled fue la preparacion

del extracto a temperatura ambiente por un periodo de 10 minutos.
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3.1.1 Preparacion del extracto

Se tomaron 0.25, 0.5, 1, 2, 4 gr de la planta molida con anterioridad para ser colocados en vasos de
precipitados con 100 ml de agua destilada o etanol absoluto de la marca Meyer, posteriormente, se
extrajeron los compuestos provenientes de la planta elaborando una infusién. La finalidad de usar
ambos solventes fue para realizar un comparativo de la sintesis e identificar cual presentd mejores
resultados. Las soluciones fueron cubiertas con papel aluminio y se colocaron en un termoagitador
de la marca Termo Scientific; programandose a una temperatura de 60 °C y temperatura ambiente
con agitacion de 10 STIR en un periodo de tiempo de 20 min. Finalmente, el extracto preparado
fue filtrado mediante un papel filtro Whatman No.4 con tamafio de poro comprendido entre 20-25
pum. Una alternativa en la preparacion del extracto se realiz6 mediante la variacion de la
temperatura, la cual cambid de 60 °C a temperatura ambiente con un tiempo y velocidad de

agitacion de 10 min y 10 STIR respectivamente.

3.2 Analisis de la capacidad antioxidante y medicion de fenoles de la planta Lavandula

angustifolia

3.2.1 Ensayo de potencial reductor DPPH*

El método de radical libre DPPH* consiste en evaluar la actividad antioxidante de extractos
vegetales y compuestos especificos con capacidad reductora usando el radical libre estable 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) de la marca Sigma-Aldrich con pureza del 97 % en solucién
etanolica [48]. La reduccion del radical libre es monitoreada a través de la disminucion de
absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. La Figura 3.2 muestra la reaccion de reduccion que
sufre el DPPH* cuando entra en contacto con una sustancia que presenta capacidad antioxidante,

causando un cambio de color en la solucién que va del violeta al amarillo.

*N-N{CsHs)p

NH-N(CgHx);
O:N NO; ON NO,
Antioxidanie
- NI°2‘ - NO,
2.2difenil-) -p:pnlh«iracﬂ {OPPH) 2 2.difenil-1-picrilhidrazing {DPPH-H }
{violkta) {amarilln)

Figura 3.2 Reaccion quimica entre el radical DPPH y la especie reactiva.
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Se prepard una solucion de DPPH* en etanol a una concentracion de 0.2 mM. Posteriormente, se
mezcld 1 ml de la solucion anterior con 100 ul de los extractos de plantas a las diferentes
concentraciones (descritas en la Tabla 3.1) y 900 pl de agua desionizada. La mezcla se incubé por
30 minutos en ausencia de luz para finalmente ser analizada a la longitud de onda correspondiente.
Es importante mencionar que se emplearon 100 ul del reactivo comercial butil-hidroxitolueno
(BHT) de la marca Sigma-Aldrich con pureza del 99 % a una concentracion de 10 mM con 900 pl
de agua y 1 ml de DPPH* como control positivo, de acuerdo al método realizado por Palomino y
col. [49]. Por otro lado, se emplearon 100 ul de etanol, 900 ul de agua desionizada y 1 ml de
DPPH* como control negativo y 1 ml de agua desionizada con 1 ml de DPPH* como sustancia de
referencia. La captacion de radical libre fue calculada mediante la (Ec. 1), en donde “A blanco”
representa la absorbancia de la sustancia de referencia y “A muestra” corresponde la absorbancia
de los diferentes extractos de planta.

(A blanco)-(A muestra)
(A blanco)

Captacion de radical libre (%) = * 100 (Ec. 1)

Tabla 3.1 Plantas y parametros empleados en el ensayo de potencial reductor DPPH*

Nombre de la MUESTRA Concentracién Temperatura
muestra (mg/l) (°C)
L1A Lavandula angustifolia 0.02 24
L1 Lavandula angustifolia 0.02 60
L2 Lavandula angustifolia 0.04 60
L3 Lavandula angustifolia 0.06 60
Sv1 Sedum praealtum 0.02 60
SV2 Sedum praealtum 0.04 60
Sv3 Sedum praealtum 0.06 60
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01 Origanum vulgare 0.02 60

02 Origanum vulgare 0.04 60

03 Origanum vulgare 0.06 60

3.2.2 Método de Folin-Ciocalteu
Los fenoles son especies arométicas constituidas principalmente por un anillo de benceno. Existen
varios tipos de fenoles, los cuales son flavonas, taninos y antocianas, pero si una sustancia posee

mas de un fenol, se denomina polifenol [50].

El ensayo de Folin-Ciocalteu es un método espectrofotométrico utilizado para la medida de
compuestos fendlicos totales en productos vegetales usando el acido galico como material de
referencia. La técnica se basa en la reaccion de compuestos fendlicos con agentes oxidantes como
es el caso del reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul que es
determinada a una longitud de onda de 765 nm [51]. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico [52]. La Figura 3.3, muestra el mecanismo de accion del ensayo que
consiste en un cambio de coloracion de la solucién que va del amarillo al azul, debido a la reaccién
de 6xido-reduccion de las sales contenidas en el reactivo hasta la formacion de los complejos

anteriormente mencionados [51].

OH OH
‘ N Reactivo de Folin
\| (W*, Mo*) color
amarillo
SN wwAanes
0 0

Reactivo de Folin
| | reducido (W**,
Mo**) color azul

N v
A VWA

Figura 3.3 Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu [51]
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Se prepararon soluciones de acido galico (marca Sigma-Aldrich con pureza 97.5 %) y Na.CO3
(marca Caledon con pureza grado reactivo) a una concentracion de 0.1 mg/ml y 0.7 M
respectivamente de acuerdo a la metodologia descrita por Ainsworth & Gillespie [53].
Primeramente, se realizd la curva de calibracion de acido galico con el objetivo de obtener un
patron de referencia para la medida de los compuestos fenolicos. Para la curva patrén del ensayo
de Folin-Ciocalteu, los volumenes de acido galico empleados fueron 0, 25, 50, 100, 200 y 400 pl
a una concentracion de 0.1 mg/ml, aforandolos con agua desionizada hasta un volumen final de
500 pl, ademas se adicionaron 300 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu (marca Sigma-Aldrich con
pureza grado reactivo) y 1200 pl de NaxCOs a concentraciones de 10 % viv 'y 0.7 M
respectivamente. Las distintas soluciones fueron mezcladas en Vortex por 10 s, e incubadas en
ausencia de luz por 2 h a temperatura ambiente, para, finalmente, ser analizadas por medio de

espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 765 nm.

Por otro lado, se evaluaron 3 extractos de plantas a diferentes condiciones (ver Tabla 3.2). Para la
preparacion de las soluciones se mezclaron 100 pl del extracto de la planta sujeta a estudio, 400 pl
de agua desionizada y 300 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu a una concentracién 10% v/v en agua
desionizada, por medio de Vortex durante un periodo de 10 s, posteriormente, se adiciond 1200 pl
de Na,COzy se agitd nuevamente por 10 s en Vortex, para finalmente ser incubadas en ausencia
de luz a temperatura ambiente por un periodo de 2 h. Las muestras fueron analizadas a una longitud
de onda de 765 nm.

Tabla 3.2 Condiciones experimentales de los extractos de plantas preparados en solucion acuosa en el

ensayo de Folin-Ciocalteu.

Nombre de la planta Concentracion (mg/l) Temperatura (°C)
Lavandula angustifolia 0.02 24
Lavandula angustifolia 0.02,0.04 y 0.06 60

Sedum prealtum 0.02 60
Origanum vulgare 0.02 60
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3.3 Sintesis de nanoparticulas monometalicas de plata a partir del extracto acuoso de la
planta Lavandula angustifolia

La sintesis de AgNPs se llevo a cabo por medio de la reaccion del extracto acuoso de la planta
Lavandula angustifolia preparado a 60 °C, una concentracion de 0.01 g/ml y variacion de la sal
precursora AgNOs con una pureza del 98 % de la marca Sigma-Aldrich en concentraciones de (1,
2,3,4y5mM).

Se realizaron dos ensayos complementarios para mejorar la sintesis de la muestra 5 mM. La primera
variacion se denomind 5 mM “A”. Se emple0 el extracto preparado a temperatura ambiente con
una concentracion de sal de precursora de 5 mM, por un periodo de 10 min. Ademas, la dosificacion
de la sal fue por medio de una bureta de titulacion por 20 min y se agit6 la muestra por 105 min a
una velocidad de 5 STIR, hasta la aparicion de un color negro en la solucién para ser analizada

inmediatamente por medio de la espectroscopia UV-Vis.

Para el caso de 5 mM “B” se mantuvo constante la concentracion de la sal precursora AgNO3s y se
vario la dosificacion, siendo ésta de 10 minutos. Posteriormente, la muestra se agito por 22 h a una
velocidad de 2 STIR.

3.3.1 Eliminacién del ion CI

Con la finalidad de eliminar el ion Cl presente en el extracto de la planta Lavandula angustifolia,
esta se sometio a lavado en agua destilada. Primeramente, se tomaron 2 gr de planta seca y molida
y se colocaron en un vaso de precipitados con 100 ml de agua destilada para ser lavados por medio
de agitacion a temperatura ambiente, por un periodo de 10 min a una velocidad de agitacion de 6
STIR. Posteriormente, se recuperé la planta para ser sometida a secado y lavado nuevamente. El
proceso anterior se repitié para 2 gr de la planta lavada y secada a temperatura ambiente.

Finalmente, se recuperd el polvo de la planta para ser usado en el proceso de sintesis.

3.4 Sintesis de nanoalambres de plata por medio del extracto acuoso de la planta Lavandula
angustifolia

Para el ensayo de formacion de AgNWs se prepard extracto acuoso de la planta Lavandula
angustifolia a una concentracion de 0.01 g/ml a temperatura ambiente. Primeramente, se adiciono
la sal precursora CuSO4.5H20 hasta una concentracion final de 5 mM, 24 h después se adiciond la

sal precursora AgNOs hasta una concentracion final de 5 mM, posterior al cambio de color la
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muestra se sometié a centrifugado a 12 000 rpm por un tiempo de 30 min en una microcentrifuga
de la marca Premiere con un rango de operacion comprendido entre 1000-12000 rpm. EI proceso
anterior se realizé por duplicado e inmediatamente se analizo por medio de la espectroscopia UV-
Vis.

3.5 Estimacion de la concentracion de las AgNPs y AgNWs por medio de espectroscopia de

absorcion atémica.

Se empled un espectrometro de absorcidn atdbmica de la marca Perkin EImer modelo 3100 con la
finalidad de conocer la concentracion y el rendimiento porcentual de la reaccion de sintesis de los
nanomateriales. EI primer paso consistio en la obtencién de una curva patrén a partir de un estandar
de plata de la marca Perkin Elmer grado puro. Posteriormente, las muestras de AgNPs y AgNWs
a concentracion final de sal precursora de 5 mM fueron lavados por medio de un proceso de
centrifugacion, hasta la obtencion del sobrenadante (solucién donde se encuentran los iones de Ag
sin reaccionar). Finalmente, se analizaron los valores de absorbancia de los sobrenadantes
correspondientes a AgNWs, AgNPs y la solucion AgNOz (5 mM). Mediante la curva patron se les
asigno un valor en concentracion; por lo tanto, la diferencia entre los iones de Ag iniciales y los
restantes en las soluciones lavadas resultd ser proporcional a la cantidad de iones reducidos a
solidos de plata. EI rendimiento porcentual fue calculado de acuerdo por medio de la (Ec. 2), en
donde Agsal representa la cantidad de iones de plata presentes en la sal precursora AgNO3 a una
concentracion de 5 mM, mientras que Agsobrenadante corresponde a las soluciones lavadas de los
AgNWSs y AgNPs.

Agsal—Agsobrenadante

% de Rendimiento = * 100 (Ec.2)

Agsal

3.6 Caracterizacion de los nanomateriales
Las diferentes técnicas estructurales empleadas fueron: espectroscopia UV-Vis, espectroscopia FT-
IR, MEB, DRX y MET.

Se confirmé por medio de espectroscopia UV-Vis la sintesis de los nanomateriales, observando el
comportamiento de las variables presentadas en los objetivos. Cada espectro fue calibrado a partir
de una sustancia de referencia (agua destilada, etanol y extracto de la planta Lavandula

angustifolia), con el objetivo de garantizar que las muestras espectrales del estudio no estuvieran
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alteradas por el medio de dispersion. Los anélisis de esta técnica fueron obtenidos con un equipo
Ocean Optics USB-4000.

La espectroscopia de infrarrojo corrobor6é los compuestos involucrados en la sintesis de los
nanomateriales, ya que, se ha reportado que la reduccion y estabilizacion se debe a compuestos
aromaticos, fenoles, carbohidratos y flavonoides. Primeramente, se secaron las soluciones que
contenian el extracto puro de la planta Lavandula angustifolia y las AgNPs respectivamente.
Posteriormente, se elaboraron pastillas compactas de las muestras con la sal KBr para
espectrofotometria de infrarrojo de la marca Sigma-Aldrich. Las muestras fueron estudiadas en el

equipo Bruker Tensor 27.

Con ayuda de la técnica MEB por medio del equipo Jeol JSM-7600F Field Emision Scanning
Electron Microscope se observo el tamario y dispersion de los AgNWs y AgNPs. Ademas, se
realizd el andlisis quimico puntual (EDS) y mapeo quimico para identificar la presencia del
elemento de interés, siendo Ag para este trabajo. La preparacion se efectud colocando una gota de

las soluciones en una cinta de carbono, para evitar el desprendimiento de las particulas.

A través de un equipo de difraccion de rayos X D8 Advance, DAVINCI se determin0 la estructura
cristalina de los nanomateriales sintetizados. Las muestras se colocaron en un horno de secado a
45 °C, con el objetivo de obtener los polvos que se caracterizaron por medio de la técnica
instrumental DRX. Se colocaron en un portamuestra de vidrio esmerilado los polvos que contenian
los AgNWSs y AgNPs, analizandolos en un rango angular comprendido entre 20-85 ° empleando
un tiempo de 0.6 s y un incremento de 0.02 °. También, como complemento se analiz6 el polvo de
la planta Lavandula angustifolia para determinar la presencia de compuestos organicos y sales

contenidas en ésta.

Finalmente, se emple6 MET por su gran capacidad de resolucion, ya que, ésta técnica permite
observar iméagenes que reflejan claramente la morfologia, tamafio y estructura de las AgNPs y
AgNWs sintetizados. Se prepararon las muestras mediante la adicion de una gota de las soluciones
liquidas en rejillas de cobre de 3 mm de didmetro cubiertas con una pelicula de carb6n amorfo,
posteriormente, se seco la gota y se analizaron a través de diferentes técnicas. Para el caso de las
AgNPs se realizaron imagenes de campo claro y de alta resolucion (HRTEM, por sus siglas en

inglés), en un microscopio electronico de transmision de la marca Phillips Tecnai F20. Se
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analizaron los AgNWSs por medio de imé&genes de campo claro, campo oscuro, alta resolucion, por
contraste de masa (HAADF, por sus siglas en inglés) en un equipo Phillips Tecnai F20. Como
complemento, se realizo analisis quimico puntual y mapeo quimico elemental de los AQNWSs en
un microscopio electronico de transmision con correccion por aberracién Cs de la marca JEM-
ARMZ200F, Atomic Resolution Analytical Microscope.

3.7 Ensayos bioldgicos de toxicidad

Para el enfoque de este trabajo, se emplearon mitocondrias de higado de rata con la finalidad de
evaluar la toxicidad los nanomateriales sintetizados en el presente trabajo. Posterior al proceso de
sintesis de las AgNPs y AgNWs por medio de la metodologia presentada con anterioridad, se
analizé la toxicidad de forma in vitro en mitocondrias de higado de rata. La metodologia que se
llevé a cabo en estos ensayos fue la modificada por Saavedra-Molina y col. [54]. Ademas, es
importante mencionar que todos los reactivos empleados en los ensayos son de la marca Sigma-

Aldrich con pureza grado reactivo.

3.7.1 Extraccion de la mitocondria

Primeramente, se adquirio una rata Wistar de aproximadamente 200 g de peso con la finalidad de
obtener las mitocondrias de su higado, se adaptaron durante 7 dias en el bioterio del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas (I11QB) en cajas de acrilico a temperatura controlada con ciclos
de 12 h luz/oscuridad, con alimento y agua ad libitum, bajo los lineamientos del Comité de Bioética
del 11QB, y siguiendo las recomendaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, “ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO
DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO” de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [55]. Subsecuentemente, se decapitd y se realiz6 una
incision en el abdomen con ayuda de un bisturi quirdrgico para extraer el higado, se colocé en un
vaso de precipitados con 25 ml de medio 1 (Tabla 3.3) para ser lavado 2 veces. Después, se cortd
en pedazos mas pequefios y nuevamente fue lavado en dos ocasiones con el medio 1 (ver tabla 3.3),
para ser colocado en un tubo potter con la finalidad de homogeneizar los 4 I6bulos del higado.
Posteriormente, la muestra fue colocada en una centrifuga por un periodo de 10 min a 2000 rpm y
temperatura de 4°C, con el proposito de desechar los organulos méas pesados como nucleo, pared
celular, entre otros. Por esta razon, se tomé el sobrenadante que resulto del proceso de

centrifugacion y se le adiciond mayor cantidad de medio 1, para obtener un volumen superior y
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eliminar gran cantidad de residuos. Se centrifugd nuevamente a 7000 rpm por un periodo de tiempo

de 10 min y 4°C, en esta ocasion, se recupero el precipitado y se le adicionaron 2 ml del medio 2

(ver Tabla 3.4) con la intencién de eliminar el acido etilenglicol bis (2-aminoetil éter) tetra acético

(EGTA) y conservar las mitocondrias, después, se afiadieron 198 pl de albumina 0.2% en peso. Es

importante mencionar que se adicionaron 80 ul por 1 ml del medio 2 y se continu6 con el proceso

de centrifugacion, siendo en esta ocasion a 9000 rpm, por un periodo de tiempo de 10 min y

temperatura de 4 °C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio en 1 ml de medio 2 para poder

ser usada solo por un tiempo posterior de 5 h.

Tabla 3.3 Reactivos que integran el Medio 1. EGTA se disolvié previamente en NaOH y finalmente la

solucion se regul6 a pH 7.4 [54].

Compuesto P.M. (g/mol) Concentracion (mM) Cantidad (g/L)
Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
Mops* 209.3 2 0.4186
EGTA 380.4 1 0,3404

*Mops (acido 3-(n-Morfolino)-Propanosulfonico - Acido 4-Morfolinopropanosulfénico).

*EGTA (Acido etilenglicol bis (2-aminoetil éter) tetra acético)

Tabla 3.4 Reactivos que integran el Medio 2. La solucidn final se regula a pH 7.4 [54].

Concentracion ;
Compuesto P.M.(g/mol) Cantidad (g/L)
(mM)
Manitol 182.2 220 40.084
Sacarosa 342.3 70 23.961
Mops* 209.3 2 0.4186
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3.7.2 Determinacion de proteinas por el método de Biuret

El método de Biuret es la técnica mas simple para la determinacion de proteinas solubles. Las
sustancias que contienen dos o mas enlaces peptidicos forman un complejo purpura-violeta con
sales de cobre (Il). Este complejo, es desarrollado posiblemente por la formacién de un ion
coordinado, tetractprico, con dos grupos de amidas adyacentes [56]. Es importante mencionar que
el cambio de color es diferente para cada proteina y su intensidad se determina por medio de la
espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 540 nm. La cuantificacion de la proteina se lleva
a cabo con una curva patron de albumina bovina a una concentracion de 0.01 g/ml. La Tabla 3.5
muestra los pardmetros empleados, en el método de Biuret, para la curva patron y mitocondrias.

Por otra parte, el reactivo de Biuret fue preparado con los contenidos descritos en la Tabla 3.6.

Tabla 3.5 Disefio de experimentos del método de Biuret [54].

Muestra | Reactivo de Biuret (ml) Agua (ul) DOC 1 % (ul) Mitocondrias 0
albumina (ul)
1 2 800 200 -
2 2 750 200 50
3 2 700 200 100
4 2 600 200 200
5 2 400 200 400
Ensayo 1 2 790 200 10
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Tabla 3.6 Reactivos de preparacion del método de Biuret [54].

Reactivo Concentracion Cantidad

Tartrato de sodio y potasio

- 6
(KNaC4H40g-4H,0) :

Sulfato de cobre
) - 15¢
pentahidratado

30 g en 300 mL de agua

Hidroxido de sodio 10 % o
desionizada

DOC* 1% 1gen 100 mL

AlbUmina bovina 10 mg/mL -

*Buffer DOC (Desoxicolato de sodio).

3.7.3 Mediciones del potencial de membrana mitocondrial

La energia que se obtiene a través de la transferencia de electrones a lo largo de la cadena
transportadora es usada para bombear iones Na*,K*,H* y CI- desde la matriz mitocondrial hacia el
espacio intermembranal [57]. Esta diferencia de potencial se le denomina potencial de membrana
(AWm). La diferencia de potencial es de 100 mV o mas, a través de la membrana de mitocondrias
energizadas, con el interior negativo respecto al exterior. Cabe destacar que el (AWm) desaparece
cuando el metabolismo energético también desaparece [58]. El potencial de membrana
mitocondrial (A%m) se midio espectrofluorométricamente utilizando safranina 0.3 uM y 0.5 mg/ml
de proteina de mitocondrias frescas de higado de rata. La mezcla anterior fue suspendida en un
volumen final de 3 ml de buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, KH2PO4 3 mM, MgCl> 3 mM). La
florescencia basal se monitore0 durante 60 segundos. Posteriormente, las mitocondrias se
energizaron con succinato 10 mM, y se midi6 el cambio de fluorescencia tras su adicién durante
un periodo de tiempo de 3 min y después se afiadid carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP)
para abatir el potencial de membrana (A¥m), debido a que es un inhibidor de la fosforilacion

oxidativa.
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En el caso de la evaluacion de los nanomateriales y la sal AgNOz el proceso de adicion fue similar
al descrito para las mitocondrias sin exposicion alguna. El proceso consistié en la resuspension de
1 mg/ml de mitocondrias frescas en buffer (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, KH2PO4 3 mM, MgCl,
3 mM), ademas, a la mezcla anterior se le afiadio 12.5, 25, 50 y 100 ppm (equivalentes a 0.0125,
0.025, 0.05, 0.1 g/L, respectivamente) de las distintas soluciones acuosas (AgNPs, AgNWs y

AgNO:s) para el anlisis de cada uno de los ensayos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se presentan los resultados correspondientes a las distintas estrategias de sintesis
empleadas en la formacion de nanoparticulas monometélicas de plata, asi como nanoalambres de
plata a partir del extracto de la planta Lavandula angustifolia. Primeramente, se muestra el
comparativo del potencial reductor y la cuantificacion de fenoles de la planta Lavandula
angustifolia, por medio del ensayo de potencial reductor (DPPH) y el método de Folin-Ciocalteu
respectivamente, con el objetivo de justificar el empleo de esta planta. Ademas, se anexa la
caracterizacion morfoldgica y estructural de las nanoestructuras de plata sintetizadas. Finalmente,
se incluye el analisis toxicologico de las AgNPs y AgNWs en mitocondrias de higado de rata Wistar

por medio del ensayo de potencial de membrana.

4.1 Determinacion del potencial antioxidante por medio del ensayo DPPH*

El ensayo de potencial reductor DPPH* se realizd con la finalidad de conocer la actividad
antioxidante del extracto de las plantas Lavandula angustifolia, Sedum prealtum y Origanum
vulgare a diferentes concentraciones. El ensayo fue monitoreado por un cambio de color que va
del morado al amarillo, que es indicativo del radical reducido y estable. La reaccion es dependiente
de la capacidad de donacion del par electron-protén de compuestos antioxidantes [48]. Ademas, la
capacidad reductora se compar6 con el reactivo antioxidante comercial butil hidroxitolueno (BHT)
a una concentracion de 0.22 g/ml (10 mM).

La Figura 4.1, presenta los ensayos de potencial reductor de las plantas mencionadas con
anterioridad. En la Figura 4.1(a), se exhibe el comparativo de las plantas Lavandula angustifolia,
Sedum prealtum y Origanum vulgare a una concentracion de 0.02 g/ml, en la cual se aprecia una
capacidad antioxidante similar por encima del 90% en la mayoria de los casos. Para el caso de la
muestra L1, que corresponde a la planta Lavandula angustifolia preparada a 60°C, se presenta el
mayor porcentaje de capacidad antioxidante, incluso por encima del control BHT, siendo su
porcentaje de captacion de radical libre de 95.11 %. Por otra parte, el extracto de lavanda que fue
preparado a temperatura ambiente presentd un porcentaje de captacién del radical libre del 93.52
%, concluyendo, que, sin el empleo de temperatura, la extraccion de los compuestos reductores es

adecuada para el proceso de formacion de las nanoestructuras de plata. Ademas, en la Figura 4.1
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(b), se da a conocer el comparativo de las plantas Lavandula angustifolia, Sedum prealtum y
Origanum vulgare a una concentracion de 0.04 g/ml. En este caso, el porcentaje mayor de
capacidad antioxidante correspondié al reactivo comercial BHT, siendo éste del 94.55 %. Aunque,
fue la planta Lavandula angustifolia la que conservo el porcentaje mas alto (93.28 %), en
comparacion con Sedum prealtum y Origanum vulgare que presentaron el 92.99 % y 92.51 %,
respectivamente. También, la Figura 4.1 (c), ejemplifica el porcentaje de reduccion del radical libre
DPPH* para una concentracion de 0.06 g/ml, en el cual, el mayor porcentaje obtenido fue el de la
planta Sedum prealtum, siendo de 96.88 %, posteriormente, sigue la planta Lavandula angustifolia
con 95.38, el control BHT con 95.55 % y Origanum vulgare con 93.58 %. Finalmente, la Figura
4.1 (d), presenta en manera de resumen el comparativo de las distintas concentraciones de la planta
Lavandula angustifolia. Se identificé que la maxima capacidad de captacion fue registrada para la
muestra que presentd la concentracion mas alta, siendo 0.06 g/ml, sin embargo, las concentraciones
a 0.02 g/ml preparadas a temperatura ambiente y 60°C, mostraron un porcentaje de captacion de
radical libre similar a la mayor; por esta razon, se eligio la concentracion de 0.02 g/ml como la
inicial para la sintesis de los nanomateriales en los distintos ensayos. También, se observo que la
concentracion no esta asociada proporcionalmente a la capacidad antioxidante. Otro detalle a
resaltar, es que este ensayo solo es indicativo en especifico de la capacidad reductora de los
extractos sobre el radical DPPH*, esto quiere decir que, en la reaccion de 6xido-reduccién pueden
estar involucrados otros factores como la afinidad de estos compuestos reductores hacia ciertos
metales [59, 60].
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Figura 4.1 Ensayo de potencial antioxidante de las distintas plantas estudiadas a) Concentracion 0.02
g/ml, b) Concentracion 0.04 g/ml, c) Concentracién 0.06 g/ml y d) Comparativo de las diferentes

concentraciones de la planta Lavandula angustifolia.

4.2 Cuantificacion de fenoles por medio del método de Folin-Ciocalteu

Con el objetivo de conocer la actividad de los compuestos involucrados en la reduccion y
estabilizacion de las AgNPs y AgNWs, se realizd la cuantificacion de fenoles del extracto de la
planta Lavandula angustifolia a tres concentraciones diferentes, siendo éstas: 0.02 g/ml, 0.04 g/ml
y 0.06 g/ml. También, se realiz6 la cuantificacion para los extractos de las plantas Origanum
vulgare y Sedum prealtum a concentracion de 0.02 g/ml, con el propdésito de realizar un
comparativo de las tres plantas y poder asociar la funcion de estos compuestos en el proceso de
formacion de los nanomateriales. Se eligieron como comparativos, las plantas Origanum vulgare
y Sedum preaultum a la misma concentracion de 0.02 g/ml, de acuerdo a los mismos criterios
mencionados en el apartado del ensayo reductor DPPH*, en el cual se analizé que la concentracion

presentaba un potencial reductor similar a las concentraciones de 0.06 g/ml.
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Los resultados del ensayo de Folin-Ciocalteu de las plantas bajo estudio se calcularon a partir de
la curva estandar de &cido galico (ver Figura 4.2), y los valores expresados como mg AGE (&cido

galico equivalente) por mg de extracto seco se presentan en la Tabla 4.1.
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Figura 4.2 Curva patrdn de &cido galico para calculo de la cuantificacion de fenoles por el método de
Folin-Ciocalteu.

La cantidad de fenoles equivalentes de las muestras analizadas son expresados en la Tabla 4.1. El
primer resultado del extracto de la planta Lavandula angustifolia se denomind L1A y corresponde
al extracto preparado a temperatura ambiente y concentracion de 0.02 g/ml, se puede apreciar que
su valor en mg AGE (acido galico equivalente) por mg de extracto seco es similar a la infusion que
se prepard a 60°C con la misma concentracion, concluyendo asi, que no es necesario el empleo de
la temperatura para la preparacion de la infusion en el caso de la planta Lavandula angustifolia.
Para el caso, L2 y L3, que representan los extractos preparados a temperatura de 60 °C y
concentracion de 0.04 y 0.06 g/ml respectivamente, es notorio que la cantidad de mg AGE (&cido
galico equivalente) por mg de extracto seco incrementd a medida que la concentracion del extracto
de planta aumento, siendo la muestra L3 la que present6 la cantidad mayor, esto es razonable, ya
que la prueba se encarga de cuantificar fenoles de manera general, esto significa que los valores
presentados contienen los agentes reductores y estabilizantes. Ademas, se presentan los resultados
de las muestras O1 y SV1 que corresponden a las plantas Origanum vulgare y Sedum preaultum a
concentracion de 0.02 g/ml, respectivamente. El valor mayor en cantidad de mg AGE (acido galico

equivalente) por mg de extracto seco se observo para la muestra O1, demostrando que posee una
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cantidad similar de fenoles que la muestra L2. Lo méas importante a resaltar de ésta muestra es, que,
en el ensayo de potencial reductor, fue de las que presenté menor capacidad reductora, esto se
atribuye a que la mayoria de los fenoles que posee son agentes estabilizantes y no reductores. Para
el caso de SV1 ocurrié un fendmeno contrario al de la planta Origanum vulgare, ya que su valor
en mg AGE (&cido gélico equivalente) por mg de extracto seco es muy bajo en comparacion con
las plantas bajo estudio, pero presenta una capacidad reductora similar a la planta Lavandula

angustifolia.

Por lo tanto, se puede concluir de ambos ensayos, que las infusiones de planta Lavandula
angustifolia preparadas a las dos temperaturas y concentracion de 0.02 g/ml fueron las que
presentaron valores mas equilibrados, ya que, la planta posee compuestos que actian de manera
equitativa como agentes reductores y estabilizadores. Sin embargo, la planta Origanum vulgare no
presento la capacidad reductora mas alta, pero si contiene mayor contenido de fenoles para una
concentracion de 0.02 g/ml en comparacion con las otras plantas sujetas a estudio, por lo cual el
caso de la estabilizacion es un fendmeno diferente que no se asocia a la cantidad de compuestos

reductores, de acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 4.1.

Cabe mencionar, que en un proceso de formacion de diversas estructuras de Ag, ademas, de los
compuestos organicos (presentes en las plantas), es necesario emplear otros pardmetros que
permitan homogeneizar el tamafio y las formas que se deseen obtener, estas condiciones son:
concentracion de la sal precursora, tiempo y velocidad de agitacion, temperatura, dosificacion,
entre otras, lo cual conlleve a un cambio en la velocidad de reduccion de los compuestos y por lo
tanto un reordenamiento distinto de los atomos de Ag [61].

Tabla 4.1 Comparativo del contenido total de fenoles de las plantas Lavandula angustifolia, Origanum
vulgare y Sedum preaultum.

Muestra Planta de Concentracion Temperatura de mg AGE/mg
estudio de extracto infusion extracto seco
(9/ml)
L1A Lavandula 0.02 24 °C 374.71
angustifolia
L1 Lavandula 0.02 60° C 379.75
angustifolia
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L2 Lavandula 0.04 60°C 419.53
angustifolia

L3 Lavandula 0.06 60° C 440.17
angustifolia

01 Origanum 0.02 60°C 423.37

vulgare
Sv1 Sedum 0.02 60° C 61.21
preaultum

4.3 Sintesis de nanoparticulas monometalicas de plata usando el extracto etandlico de la
planta Lavandula angustifolia

Primeramente, se determinaron los mejores parametros para el proceso de formacion de AgNPs.
Las primeras condiciones de sintesis consistieron en emplear una concentracion fija de sal
precursora AgNOs, siendo ésta de 5 mM con extracto de la planta Lavandula angustifolia en
solucion etanodlica a diferentes concentraciones (0.00125, 0.0025, 0.01, 0.02 g/ml). Es importante
mencionar, que los parametros debajo de la concentracion de 0.02 g/ml fueron elegidos con el
objetivo de determinar la concentracién minima, en la cual, el extracto de la planta tiene la
capacidad reducir los iones de Ag. Ademas, de acuerdo a los resultados del ensayo de potencial
reductor anterior, se concluy6 que la concentraciéon de 0.02 g/ml es adecuada para el proceso de
formacion de las AgNPs. El primer indicativo de formacion de las AgNPs es el cambio de color en
la solucion. La Figura 4.3 (a), muestra de izquierda a derecha de manera ascendente, las soluciones
con el incremento de concentracion en el extracto de planta Lavandula angustifolia. Es apreciable,
que las muestras presentaron una tonalidad similar en coloracién, y se distinguen por la formacién
de precipitados solidos (Figura 4.3 (b)), siendo éstos indeseables en el proceso de sintesis. Ademas,
al paso del tiempo las soluciones comenzaron a precipitar en las paredes del tubo de ensaye, siendo
mas notorio en la muestra nimero 4 de izquierda a derecha que corresponde a la concentracion
0.02 g/ml del extracto de Lavandula angustifolia con 5 mM de AgNOsz y que se atribuyod al
crecimiento de la plata que va desde nanoparticulas hasta el estado macrométrico del material. El
apartado 4.3 (c) de las figuras presenta los espectros de UV-Vis de las muestras a las diferentes
concentraciones estudiadas, donde la mayoria de las muestras no presentaron una banda de plasmaén

de superficie definida (SPR, por sus siglas en inglés) como en el caso de Mohanty y col. los cuales
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obtuvieron un SPR con un méximo de absorcion a 421 nm [62]; solo para el caso de la
concentracion de 0.0025 g/ml, se observé la mayor intensidad de la banda a una longitud de onda
comprendida alrededor de los 450 nm que corresponde a las AgNPs, sin embargo, debido a que el
ancho del pico es muy amplio se pueden esperar diversas distribuciones de formas y tamafios que
no son deseables en el proceso de formacion. Finalmente, se emple6 la agitacion a velocidad de 3
STIR en periodos de tiempo corto, medio y largo, siendo estos de 2, 10 y 24 h, con el objetivo de
obtener AgQNPs homogéneas, pero no se obtuvieron los resultados deseados, ademas, las soluciones
presentaron gran cantidad de residuos sélidos; por esta razon se concluy6 que la sintesis empleando
etanol como solvente no es adecuada para el proceso de formacién y como consecuencia no se

continud la caracterizacion de éstas.
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Figura 4.3 Sintesis de AgNPs empleando etanol como solvente a) Formacion de precipitados, b)
Adherencia a las paredes del tubo y ¢) Espectros de UV-Vis a diferentes concentraciones de extracto de la
planta Lavandula angustifolia.

4.4 Sintesis de nanoparticulas monometalicas de plata empleando extracto acuoso de la
planta Lavandula angustifolia.

Como se menciond con anterioridad, el empleo de etanol como solvente no fue adecuado en el
proceso de sintesis de AgNPs; por esta razon la sintesis se llevé por medio de la reaccion de la sal
precursora AgNQO3z con variacion de las concentraciones finales (1, 2, 3, 4 y 5 mM) y el extracto
acuoso de planta Lavandula angustifolia preparado a 60 °C a una concentracion final 0.01 g/ml
(proveniente de la relacion volumétrica 1:1 entre la solucion de extracto de planta 0.02 g/ml y la

sal precursora). El primer indicativo de formacion de AgNPs es el cambio de color en la solucion
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acuosa que va del amarillo al marrén, en ocasiones negro como el trabajo de Lopes y col. [63]. La
Figura 4.4 (a), muestra el cambio en la coloracion de las soluciones que contienen las AgNPs a
través del tiempo. Ademas, se anexa en el apartado 4.4 (b), los espectros de UV-Vis a diferentes
concentraciones de sal precursora, en donde, se aprecia que a medida que aumenta la sal precursora,
también se incrementa el maximo en la banda del plasmén de superficie ubicado alrededor de los
494 nm, como en el caso de Lopez-Miranda y col. [40] (Ver Figura 2.9). Una de las caracteristicas
al momento de elegir la mejor muestra fue por medio del criterio de la intensidad del maximo de
la banda de plasmon de superficie, que tiene que ver con la cantidad de nanoparticulas presentes
en la solucion, el ancho de la banda que se relaciona con las formas de las particulas y la longitud
de onda presente, ya que cuando la banda se encuentra a una longitud de onda menor, los tamafios
son mas pequefios y viceversa. Para el caso de las AgNPs, el rango de longitud de onda esta
comprendido entre 450-550 nm; por ésta razon se eligio como mejor resultado el ensayo que
contiene la concentracion de 5 mM, se ajustd de manera adecuada a los criterios mencionados con
anterioridad porque comparte la intensidad mas alta junto a la concentracion de 4 mM, la diferencia
radica en que ésta ultima presenta otro pico pronunciado a una longitud alrededor de los 445 nm,
que puede ser interpretado como una doble distribucion de tamafios, lo que es indeseable en el
proceso de sintesis, mientras que la muestra 5 mM presenta una banda méas homogeénea, que se

relaciona con una sola distribucion de tamafios.
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Figura 4.4 Muestra 5 mM a) Cambio de color de las soluciones respecto al tiempo y b) Espectros de UV-
Vis a diferentes concentraciones molares.
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Posteriormente, las muestras se estudiaron por microscopia electronica de barrido para observar la
forma y distribucion de tamafios, asi como su analisis quimico. La Figura 4.5 (a-e) muestra las
micrografias de barrido de las diferentes concentraciones estudiadas, en donde se aprecia que la
cantidad de AgNPs es mayor a medida que incrementa la cantidad de sal precursora AgNOs3,
coincidiendo con el andlisis arrojado por la espectroscopia UV-Vis. Ademas, la mayoria de las
particulas se encuentran debajo de los 100 nm, presentando formas esféricas, aunque esa
informacidn se corrobord en conjunto con microscopia electronica de transmisién. Finalmente, en
el apartado 4.5f se afiade el analisis quimico, el cual demostré la presencia de los elementos Ag y
Cl.

Figura 4.5 Micrografias de MEB de las AgNPs a medida que incrementa la concentracion de sal
precursora a) 1 mM, b) 2 mM, ¢) 3 mM d) 4 mM, e) 5 mM y f) Andlisis quimico EDS de la muestra 5
mM.

Para confirmar la estructura cristalina de las AgNPs, se analiz6 la muestra 5 mM por medio de
difraccion de rayos X. En la Figura 4.6, se observan 4 picos de difraccion en angulos de 38, 44.5,
64.5y 77. 6° a los que se les asignaron respectivamente los planos (11 1),(200),(220)y (31
1) de la estructura cubica centrada en las caras (FCC) del cristal de plata. A partir del semiancho
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del pico principal a la altura media mediante la ecuacion de Scherrer, se estimo el tamafio de cristal
siendo este de 20 nm, confirmando asi la estructura de las nanoparticulas obtenidas como en el
caso del trabajo elaborado por Ahluwalia y col.[64] , los cuales sintetizaron AgNPs a partir del

extracto Swertia paniculata percibiendo un tamafio de cristal promedio de 18 nm.

Ademas, los picos adicionales a 33, 48 y 54° se atribuyeron al compuesto AgCl, de acuerdo al
namero de tarjeta [00-031-1238]. Por otro lado, en la Figura 4.7, se anexa el difractograma de rayos
X del extracto de la planta Lavandula angustifolia, con la finalidad de identificar los picos
desconocidos en el difractograma de las AgNPs. El analisis de los picos ubicados en angulos de
25, 30, 38 y 40 ° coincidieron con una amplia cantidad de compuestos formados principalmente
por C, H, O, que corresponden a compuestos organicos de cadena larga, siendo éstos aromaticos
como: fenoles, flavonoides y taninos. Lo anterior coincide con lo mencionado por Lopez-Miranda
y col. [40, 42], los cuales atribuyen, los picos ubicados a 25 y 40 ° del difractograma de las AgNPs
(ver Figura 4.6), a compuestos organicos presentes en la planta encargados de estabilizar las
nanoparticulas. Ademas, como complemento en la Figura 4.7 se indexaron los picos a 32, 47° que
se atribuyeron al cristal de NaCl con nimero de tarjeta [01-088-2300]. Finalmente, los picos a
valores angulares de 34, 49 y 62° correspondieron al cristal KCI con nimero de tarjeta [01-077-
2121].
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Figura 4.6 Difractograma de rayos X de la muestra de AgNPs a una concentracion de 5 mM.
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Figura 4.7 Difractograma de rayos X de la planta Lavandula angustifolia.

De acuerdo a los resultados analizados por medio de DRX en la Figura 4.6, se identifico la
presencia del compuesto AgCIl como producto no deseado; es por ello que se procedio a realizar
una prueba complementaria para la eliminacion del ion Cl, mediante lavados con agua destilada.
La Figura 4.8 muestra las diferentes tonalidades del extracto posterior a los lavados de izquierda a
derecha, apreciandose una disminucién en el color de manera considerable a medida que fueron
realizados. En el primer lavado se observé una tonalidad café, que es similar a la extraida por medio
de temperatura de 60 °C; por esta razén se justifica la extraccion de los compuestos reductores y
estabilizadores del extracto de la planta Lavandula angustifolia con agua destilada a temperatura
ambiente de aproximadamente 24 °C. El segundo lavado presentd una tonalidad amarilla, que se
atribuye a la disminucion de los componentes reductores y estabilizadores presentes en la planta.
Finalmente, la planta que se sometio a dos lavados se seco y se empled en la preparacion de un
nuevo extracto a temperatura de 60 °C, con el proposito de observar si la tonalidad incrementaba,
pero se identificd que el color amarillo fue ligeramente mas tenue que el segundo lavado (ver Figura
4.8 ().
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Figura 4.8 Cambio de color del extracto de la planta Lavandula angustifolia con los lavados a) Primer

residuo del lavado b) Segundo residuo del lavado y ¢) Extracto preparado a 60°C.

Para corroborar la disminucion de los agentes reductores y estabilizadores se realizd un ensayo de
sintesis de AgNPs con los extractos que conciernen al residuo del primer lavado, residuo del
segundo lavado y al extracto lavado. La Figura 4.9 (a) ilustra de izquierda a derecha el cambio de
color de las soluciones que contienen las AgNPs, en las cuales es notoria una tonalidad marrén
para el residuo del primer lavado, un tono café para el residuo del segundo lavado y amarillo miel
para aquella muestra lavada y preparada a 60°C. Ademas, se anexan los espectros de UV-Vis en el
apartado 4.9 (b), en los cuales se apreci6é una disminucion en las intensidades y un incremento en
el ancho de la banda a medida que se realizaron los lavados, esto se interpreta como la disminucion
de AgNPs vy diversidad en la distribucién de tamafios, como consecuencia del decremento de
agentes reductores y estabilizantes presentes en el extracto de la planta Lavandula angustifolia. Por
esta razon, se decidié continuar los ensayos del presente trabajo con la planta sin lavar.
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Figura 4.9 Sintesis de AgNPs de los diferentes lavados a) Disminucién del cambio de color de formacién
a medida que se realizaron los lavados y b) Comparativo de los espectros de UV-Vis de las distintas

soluciones.

La espectroscopia por infrarrojo es una alternativa adecuada para identificar de manera general los
compuestos involucrados en la sintesis de las AgNPs. La Figura 4.10 (a), muestra el espectro IR
del extracto de la planta Lavandula angustifolia. En primer lugar, se aprecia una banda con nimero
de onda 3329 cm™ producida por vibraciones de estiramiento del enlace O-H del grupo de los
alcoholes. Ademas, se presentan un par de bandas con nimeros de onda 2922 y 2852 cm™, las
cuales corresponden al enlace C-H de los alcanos, més especificamente del grupo CHz (metileno).
Posteriormente, se ubican una banda principal en 1604 cm™ y algunas secundarias en 1732, 1651
y 1512 cm™® pertenecientes al grupo de los aromaticos con enlace C=C. Cuando la banda principal
se encuentra cerca de 1600 cm™ el compuesto tiene nlcleo bencénico. Por otro lado, los picos de
absorcion en 1417 y 1369 cm™ se identifican como enlaces N-O de los compuestos nitro. También
se observa un pico de absorcion con niimero de onda 1236 cm™ que corresponde al enlace C-O de
los acidos carboxilicos. Cercano a 1000 cm™ correspondiente al enlace C-O se presentan dos
bandas, siendo la méas intensa en 1020cm™ y la secundaria en 1159 cm™ que, en su conjunto,
pertenecen al grupo de los ésteres. Finalmente, los picos de absorcion por debajo de 850 cm™

representan la existencia de sustituciones en aromaticos.
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En la Figura 4.10 (b), se presenta el espectro de las AgNPs. Se aprecia una banda correspondiente
al enlace O-H con desplazamiento hacia menores longitudes de onda (3242 cm™). Cercano a 3000
cm se observa la desaparicion de las bandas del grupo metileno, las cuales son sustituidas por un
solo pico de absorcion en 2923cm™ para un enlace C-H del grupo de los alquenos. Posteriormente,
se ubican dos picos de absorcion en 1598 y 1508 cm™, que en conjunto corresponden al enlace
C=C del grupo de los compuestos aromaticos.

Ademas, el pico de absorcion en 1379 cm™ corresponde al enlace N-O de los compuestos nitro, y
se encuentra acompaiiado de una banda menos intensa (1263 cm™) que podria ser interpretada
como una banda secundaria de este enlace. Sin embargo, por su ubicacion en el espectro no es asi,
y se determina que esta absorcion representa al enlace C-O de los acidos carboxilicos, tal como se
presentd en el espectro del extracto puro y, por su intensidad, se establece que estos compuestos

han reaccionado para la formacion de AgNPs.

Las bandas en 1056 y 1022 cm™ se interpretan como una absorcion correspondiente al enlace C-O
y, por tratarse de dos picos, pertenece al grupo de los ésteres. Finalmente, se observa una serie de
absorciones de baja intensidad ubicadas debajo de 900 cm™, las cuales representan la existencia de

sustituciones en aromaticos.
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Figura 4.10 Espectros de FT-IR a) Extracto de la planta Lavandula angustifolia y b) AgNPs.

Finalmente, para determinar la forma y estructura cristalina de las AgNPs se analizo la muestra a
una concentracion de 5 mM por medio de microscopia electrénica de transmision. La Figura 4.11,

exhibe tres imagenes de campo claro, en la cual se aprecia que las nanoparticulas obtenidas
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mediante el extracto de la planta Lavandula angustifolia se encuentran en su mayoria debajo de los
100 nm, mostrando una distribucién heterogénea de tamafios. Las nanoparticulas mas pequefias
son esféricas y las de mayor tamario tienden a ser tetraedros truncados como las obtenidas por

Balashanmugama y col. [65].

Figura 4.11 Iméagenes de campo claro mostrando una distribucién heterogénea de tamafios.

A partir de los resultados obtenidos en la Figura 4.11, se presenta el histograma que indica la
distribucion de tamafio de las particulas. Es notorio, que el rango de tamafio de las AgNPs es muy
amplio, ya que se encuentra desde 1-90 nm, sin embargo, se aprecia una alta frecuencia de
nanoparticulas comprendidas entre 10-20 nm. Posteriormente, se realizé la medicion del tamafio
aproximadamente 250 particulas y se determind la media, siendo ésta de 18 nm similar a la
investigacion realizada por Sanchez y Col [66]. Cabe mencionar que la diferencia en las mediciones
entre DRX (20 nm) y MET (18 nm), se derivan de que en éste Ultimo solo se midieron pocas
particulas de cierta zona, mientras que en DRX, el nimero de particulas es superior, y debe

respetarse mas ese resultado.
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Figura 4.12 Histograma de la distribucion de tamafio de las particulas.

En la Figura 4.13 (a-f) se presentan imagenes de transmision de alta resolucion (HRTEM, por sus
siglas en inglés), en donde se puede observar la estructura interna de las nanoparticulas, denotada
por la resolucidn lineal dentro de ellas. Ademas, se aprecian particulas de un tamafio aproximado
entre 10-20 nm, cuya forma tiende a ser elipsoidal alargada, causado por un fenémeno denominado
crecimiento anisotrépico, lo que sugiere que el extracto presenta modificadores de forma que
actian sobre las nanoparticulas. Posteriormente, mediante la transformada rapida de Fourier
(anexos en los apartados b, d, e) se confirma la naturaleza cristalina, asi como las distancias
interplanares entre las lineas de difraccion interiores de las nanoparticulas, en las cuales se presenta
tanto la distancia aproximada a 2.35 A que coincide con los planos del tipo (1 1 1), asi como la
distancia 2.04 A que pertenece a los planos del tipo (2 0 0), ambas de la estructura clbica centrada
en las caras (FCC) de la plata metalica, reafirmando que los nanosolidos pertenecen al cristal de

plata.
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Figura 4.13 Iméagenes de MET de alta resolucion (HRTEM) con anexos de la transformada de Fourier,
planos del tipo (1 1 1), (2 0 0) y distancias interplanares que confirman la naturaleza cristalina de las
AgNPs.

Se consideraron 2 alternativas para mejorar la sintesis de la muestra a concentracion 5 mM. La
primera variacion se denomind 5 mM “A” y consistié en la variacion del tiempo de dosificacion
de la sal precursora AgNOs, la velocidad y el tiempo de agitacion, asi como la temperatura de
preparacion del extracto. El extracto se prepar6 a la misma concentracién de los ensayos anteriores,

pero a temperatura ambiente por un periodo de 10 min. EI motivo de cambiar la temperatura de
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infusion fue que, de acuerdo a los resultados presentados en los ensayos de potencial reductor y
cuantificacion de fenoles, se demostro que la temperatura no influye de manera significativa en el
proceso de extraccion de los compuestos presentes en la planta Lavandula angustifolia. Ademas,
la dosificacion de la sal fue por medio de una bureta de titulacion por 20 min y se agitd la muestra
por 105 min a una velocidad de 5 STIR, hasta la apariciéon de un color negro en la solucion para
ser analizada inmediatamente por espectroscopia UV-Vis. Esta solucion se ejemplifica en la Figura
4.14 (a-b). También, se incorpora el espectro de UV-Vis en el cual se observa que la banda de

absorcion es ancha, indicando estructuras de tamarfio superior a las AgNPs.
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Figura 4.14 Formacion de AgNPs a) 5 mM A, b) 5 mM By ¢) Comparativo de los espectros de UV-Vis
de los diferentes ensayos de sintesis a la misma concentracion de sal precursora.

La segunda variacion se denomind 5 mM “B”, en el cual se mantuvieron fijos los parametros de
preparacion del extracto, asi como su concentracion y la dosificacion de la sal precursora. Los
unicos cambios gue se presentaron fueron el tiempo y la velocidad de agitacion, siendo éstos de 22
h a 2 STIR respectivamente. EI cambio en las variables de sintesis causé una coloracion gris en la
solucién (ver Figura 4.14 (b)), atribuyéndose al incremento en la velocidad de reaccién, y por lo
tanto envejecimiento del sistema, ya que el cambio de coloracion gradual al paso del tiempo en el
proceso de formacién de AgNPs es de amarillo, marron, negro y gris. EI aumento en la velocidad
del proceso de éxido-reduccion y estabilizacién se relacioné con la adicion de energia que atribuye
la agitacion a la solucion, al estar expuesta a periodos largos. Finalmente, la muestra fue analizada
mediante espectroscopia UV-Vis al término de la sintesis y se observa en la Figura 4.14 (c) como

la muestra 5 mM “B” tiene una intensidad superior en comparacion con el ensayo 5 mM “A”, pero
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similar a5 mM. La diferencia se aprecia en la definicion del SPR, la cual es mejor para 5 mM “B”,

esto puede significar tamafios similares con distribucién homogénea.

Posteriormente, la Figura 4.15 (a-d) muestra a diferentes amplificaciones (5000, 10000, 40000,
100000 X) lo interpretado por espectroscopia UV-Vis, ya que las estructuras identificadas son
superiores en tamafio a las AgNPs. Ademas, se apreciaron estructuras en forma de alambres en
conjunto con AgNPs esféricas. También, se adiciono el analisis EDS y mapeo quimico en la Figura
4.16, con el proposito de confirmar que la composicion de los nanoalambres fuera de plata. Cabe
destacar que se les otorg6 el término nano debido a que una de sus dimensiones pertenece al rango
nanométrico como es el caso de su espesor, siendo éste inferior a los 100 nm. Por otro lado, se
adicion6 el mapeo quimico en la Figura 4.16¢, con la finalidad de descartar que las formas de
alambres fueran de AgCl, ya que este sélido es indeseable en el proceso de formacion. De este
ensayo se concluyd que las estructuras son causadas por la velocidad de agitacion, a la cual la
muestra estuvo sometida, éste provocado por la energia que aporta la agitacion al proceso de
crecimiento en forma de alambres. Posteriormente, en este trabajo se hara referencia a ello en el

apartado correspondiente a la sintesis de nanoalambres de plata.

Figura 4.15 Micrografias de barrido de la muestra 5 “A” a diferentes amplificaciones a) 5000 X, b) 10000
X, €) 40000 X y d) 100000 X.
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Figura 4.16 Mapeo quimico de la muestra 5 “A” a) Imagen en gris, b) Ag, ¢) Cly d) Analisis quimico.
La Figura 4.17, muestra las micrografias de barrido a diferentes amplificaciones para reafirmar lo
analizado por espectroscopia UV-Vis. Se observa, que las AgNPs presentaron tamafos
homogéneos en comparacion con las muestras sintetizadas con anterioridad. También, se aprecid
una mejor distribucion de las nanoparticulas favorecida por el tiempo y velocidad de agitacién. Los
anteriores resultados demostraron una poblacion méas densa de AgNPs y mejor dispersién que las
obtenidas por Lopez-Miranda [42]. Es importante mencionar que la variacion 5 mM “B” es una
opcidn viable en el proceso de optimizacion de las AgNPs, de acuerdo a los resultados generados
por medio de las dos técnicas de caracterizacion realizadas. Aungue, para un trabajo futuro es
necesario continuar con la caracterizacion mediante las técnicas instrumentales de DRX en
conjunto de MET, con el proposito de conocer la estructura cristalina, forma, y tamafio de las
AgNPs.

De acuerdo a los resultados obtenidos se cree que la velocidad de agitacion lenta favorece a una
mayor homogeneidad de la cantidad de iones de Ag presentes en la solucion y por lo tanto mayor

cantidad de nucleos disponibles para formar agregados mediante nucleacion homogeénea. Por otro

60



lado, el tiempo prolongado de agitacion se atribuyé a la dificultad de unién de los clusters ya
formados, que se relaciona con una velocidad de produccién lenta de las particulas, esto coincide
con la teoria [17], que menciona, el proceso de formacion de nanoparticulas sera exitoso, siempre
y cuando exista una gran cantidad de nucleos disponibles y que la velocidad de reduccion sea rapida

aunada a un crecimiento lento de nanoparticulas.

Figura 4.17 Micrografias de MEB de la muestra 5 mM “B” a diferentes amplificaciones a) 5000 X, b) 10
000 X, c) 40 000 X y d) 100 000 X.

4.5 Sintesis de AQNWs a partir del extracto acuoso de la planta Lavandula angustifolia

La sintesis de AgNWs se realizd por medio de un proceso de dos pasos, similar al de la sintesis
bimetalica del tipo nucleo-coraza. Primeramente, se prepard el extracto acuoso de la planta
Lavandula angustifolia a concentracion final de 0.01 g/ml y temperatura ambiente. Posteriormente,
se adicion0 la sal precursora CuSO4.5H,0, hasta una concentracion final de 5 mM, con el objetivo
de generar sobresaturacion del sistema por medio de la competitividad de los iones de Cu. 24 horas
posteriores, se adiciond la sal precursora AgNOs hasta una concentracion final de 5 mM. Inmediato
al cambio de color, la muestra se sometio a centrifugado a 12 000 rpm por un tiempo de 30 min.

El proceso anterior se realizo por duplicado e inmediatamente se analizé por medio de
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espectroscopia UV-Vis. La Figura 4.18 (a) muestra la imagen del cambio de color de la solucion
que contiene la sal sulfato de cobre pentahidratado y el extracto hasta el cambio de tonalidad de
ésta, una vez adicionada la sal nitrato de plata, indicando la formacion de los AQNWSs. Se aprecia
que aquella solucion que contiene la sal de cobre no presenta cambio de color que pueda ser
interpretado como formacién de nanoestructuras, aunque si generd sobresaturacion en el sistema
de trabajo, no obstante, una vez que se adiciond la sal de plata, el color marrén aparecio a causa de
los plasmones de superficie de las nanoestructuras de plata formadas. Por esta razon, una vez
observado el cambio en la coloracion fue necesario lavar y disolver en agua para mantener su
estabilidad. Ademas, en el apartado 4.18 (b), se presentan los espectros de UV-Vis de la solucion
que contiene los AgNWs lavados, asi como sus respectivos residuos que resultaron del lavado por
duplicado. Se distinguen dos bandas con un plasmén de superficie alrededor de los 500 nm, que
corresponden a los AgNWs sintetizados. La banda con menor absorbancia corresponde los
nanoalambres contenidos en el extracto y la mas intensa concierne a los nanoalambres purificados
por medio del proceso de centrifugacién. El incremento en la intensidad de la muestra de AgNWSs
lavado se debe a que el precipitado s6lido que contenia los AgNWs se dispersé en una cantidad de
volumen menor de agua destilada en comparacion con la muestra sin lavar. Ademas, la banda se
ensanchd a causa de la formacion de estructuras de mayor tamafio en comparacion con AgNPs. El
primer paso para corroborar la formacion de AgNWs fue por medio de la aparicion de una banda
de plasmon de superficie ancha, abarcando en ocasiones el rango de 400-650 nm como es el caso

del trabajo de Yang y col. [46]

También, se percibio que el lavado fue realizado de manera correcta, esto se debe a que la banda
de plasmon de superficie de los nanosolidos de Ag desaparece, quedando solo la correspondiente

al extracto de la planta Lavandula angustifolia.
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Figura 4.18 Sintesis de nanoalambres de plata a) Cambio de color de formacion y b) Comparativo de los
espectros de UV-Vis de los lavados y residuos de los AGNWs.

Para continuar con la caracterizacion de los AQNWs, las diversas muestras fueron analizadas por
medio de MEB, con la finalidad de entender el papel del centrifugado en el proceso de formacion.
La Figura 4.19, presenta una micrografia de la solucion que contiene los AgNWSs antes de ser
centrifugados. Ademas, se anexa su respectivo analisis quimico EDS para demostrar la presencia
de los elementos Ag y Cu. Es notorio que las estructuras presentan formas de estambres, es decir
alambres entrelazados que son los precursores de las estructuras sintetizadas, éstas estructuras de
mayor tamafio son formadas en consecuencia de la sobresaturacion que gener6 la sal de cobre en
la solucion y la de adicion de una cantidad alta de sal precursora de Ag, esto se atribuye asi, porque
algo similar ocurre en el proceso de formacién de nanoensambles de Ag, el cual consiste en la
adicion de la sal precursora AgNO3z a una concentracion muy alta, que se traduce a la formacion de
diversos nucleos dispuestos a reducirse, una vez que estan formados los agregados, sobre ese

mismo se unen mas atomos de Ag.
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Figura 4.19 Micrografias de MEB de AgNWs sin lavar a diferentes amplificaciones a) 10 000 X, b) 40
000 X y ¢) Andlisis quimico EDS.

Por otro lado, se puede observar en la Figura 4.20 imagenes de MEB posteriores al centrifugado.
Se puede apreciar de manera clara la formacion de estos alambres en conjunto de pequefios grupos
de AgNPs, que posiblemente al paso del tiempo se adheriran a los nanoalambres para formar parte
de su estructura. Ademas, se incluye el anélisis quimico EDS para demostrar que los elementos
principales que componen los AgNWs son Ag y Cu. Al analizar la imagen antes del centrifugado
y la Figura 4.20 se interpretd que la formacidn de estos alambres es causada por el despliegue de
las de las estructuras en forma de estambres, ya que, la energia asociada al centrifugado puede estar
rompiendo las moléculas asociadas a la estabilizacion. Una vez terminado el proceso de
centrifugacion, en vista de gue el estado nano, no es un estado estable de la materia, puede causar
que las moléculas organicas y los nanosolidos de plata presenten un reacomodo en su configuracion

que tiene como consecuencia la formacion de los nanoalambres.

64



Las imagenes presentadas en la Figura 4.20 ,se pueden comparar con lo realizado por Yang [46],
aungue, es importante aclarar que Yang menciona que su via de sintesis es verde, cuando en
realidad ellos sintetizan por medio de una via quimica convencional, por esta razon presentan

variables mas controladas y formas més definidas.

cl

Figura 4.20 Micrografias de MEB a) AgNWSs y b) Anélisis quimico EDS.

En la Figura 4.21, se presenta el andlisis por medio de mapeo quimico de los AQNWs. Se observa
que los componentes principales son el Cu, Cl y Ag. Con esto se puede concluir que es posible que
estos dos elementos en combinacion jueguen un papel importante en la formacién como templete
inorganico de las estructuras, esto se menciona porgue a pesar de que se realizd un ensayo sin la
presencia de sal de cobre a las mismas condiciones, los resultados no fueron los mismos en cuanto
a cantidad, formas y longitud de los AgNWs. También, es importante mencionar que la presencia
de estos elementos, puede ser causada por la solubilidad de pequefios agregados en la estructura
principal de plata y no necesariamente formar parte del templete inorganico como base en la
formacion de los nanoalambres de plata, aunque para afirmar esto, es indispensable realizar MET,
con el propdsito de corroborar la estructura cristalina de los nanoalambres, asi como el mecanismo

de crecimiento.
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Figura 4.21 Mapeo quimico de los AgNWs a) Imagen en gris, b) Plata, c) Cloro y d) Cobre.

Para verificar el tamafio nanométrico de los AgNWs se anexa la Figura 4.22 (a-c), la cual demuestra
que el ancho es menor a los 100 nm; por lo tanto, puede ser considerado como una nanoestructura
1D. También, se exhibe el posible mecanismo de formacién de nanoalambres causado por la
disociacién de atomos de cobre en la estructura de plata y la centrifugacion, para posteriormente
adherirse nanoparticula por nanoparticula de plata a lo largo de esta estructura en forma de alambre,
esto coincidiendo con lo mencionado con anterioridad acerca del reacomodo en la configuracion,
ya que, al momento que se forma el templete en forma de alambre, es causa del rompimiento de
moléculas organicas, por lo tanto, los nanosolidos en forma de particulas se van uniendo una a una
sobre el alambre, por otro lado, los compuestos organicos vuelven a tomar su papel de estabilizar
como modificadores de forma, obligando a la adherencia de la AgNPs a lo largo del alambre. Este
mecanismo puede ser comparado con lo realizado por Aiy col. [67] , el cual a partir de la formacion
de un templete de hidroxiapatita (HA), se adhiere la sal AGQNO3 con glucosa en solucion para que
actué como agente reductor en la formacion de AgNPs, con la finalidad de que éstas sirvan de
revestimiento sobre los NWs precursores de HA. Esto se menciona porque las imagenes de MET

que ellos poseen, ejemplifican la similitud de formacion de AgNWs del presente trabajo. Ademas,
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se afiade su analisis quimico en el apartado 4.22 (d) para demostrar la presencia de los elementos
Cu y Ag. En este caso, se presentd la ausencia de Cl, demostrando que no todas estas estructuras
contienen este elemento, por lo tanto, puede ocurrir lo que se menciono con anterioridad acerca de
pequerios agregados en la estructura de los nanoalambres de plata, pero que no son el elemento
principal o determinante en el proceso de formacion. Es importante mencionar, que los AGQNWSs
sintetizados en el presente trabajo poseen una longitud de tamafio micrométrica mas amplia en
comparacion con lo reportado con Yang [46], con un ancho por debajo de los 100 nm, sin embargo,
se necesita realizar microscopia de transmision para poder verificar la distribucion de tamafios del

ancho.

-

mm 100 nm

Figura 4.22 Mecanismo de crecimiento de los AgNWs a) Base formada por centrifugacion, b) Adherencia
de AgNPs en la punta, ¢) Adherencia de AgNPs en el cuerpo y d) Analisis quimico EDS.

Para estudiar un nanoalambre en especifico, se realizO mapeo quimico con el objeto de poder
identificar de manera adecuada los elementos presentes. La Figura 4.23a-d manifiesta que los
nanoalambres estan constituidos por 3 elementos principales, siendo Ag en mayor proporcién, Cu

y Cl en menor proporcion que el anterior, esto confirma lo mencionado con anterioridad, donde la
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presencia de estos elementos puede ser causado por solubilidad en la estructura del nanoalambre

de plata.

=== ] 800 nm

[ ] 800 nm

Figura 4.23 Mapeo quimico de un nanoalambre a) Imagen en gris, b) Cobre, c) Plata y d) Cloro.

Finalmente, se confirmd la estructura cristalina de los nanoalambres sintetizados mediante la
técnica de DRX. En la Figura 4.24 se exhiben cinco picos de difraccion en 38.5, 44.5,64.5, 775y
83. 5° a los que pueden ser asignados los planos (111),(200),(220),(311)y(222)dela
estructura cubica centrada en las caras (FCC) del cristal de Ag con nimero de tarjeta [00-004-
0783]. Ademas, se exhiben 4 picos de difraccion en 27.8, 32.2, 46.2 y 58.7 a los que se les pueden
asignar los planos (1 1 1), (20 0), (220), (311) del cristal AgCI con numero de tarjeta [00-031-
1238]. Los picos no identificados se asociaron a compuestos organicos encargados de la
estabilizacion de los nanoalambres, esto realizd de acuerdo al difractograma de rayos X del extracto
presentado en la Figura 4.7. Es complicado identificar un solo compuesto asociado a los picos, esto
se debe a que se relacionan con una amplia gama de compuestos que contienen en su estructura

principal C, H, O y en ocasiones N, siendo los mas aproximados polifenoles, flavonoides o en
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algunos casos la clorofila. Ademas, como complemento se analizaron los subproductos de la
reaccion como son Cu, Cu-Ag, Cu-Cl, Cu-Ag-Cl, CuOy, Cu (OH)x y CuSx, asi como las sales de

NaCl y KCI, pero no se observé coincidencia con mas de un pico.
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Figura 4.24 Difractograma de rayos X de los AgNWs.

Para corroborar la estructura cristalina de los AGQNWs se realizaron diversas técnicas por medio de
imagenes de MET. Es importante mencionar se evaluaron aproximadamente 10 imégenes de cada
una de las técnicas para que los resultados sean confiables, pero, en el siguiente apartado se

presentan las imagenes mas representativas.

La Figura 4.25, exhibe la imagen de microscopia de transmision de campo oscuro y contraste de
masa (HAADF, por sus siglas en inglés) de los nanoalambres, el cual ilustra el mapeo de
composicion de Ag metélica, donde éste aparece brillante, dado su mayor nimero atémico y afirma
que el ancho es inferior a los 100 nm y longitud de superior a los 12 um. Ademas, es notoria la

presencia de AgNPs que son las atribuidas a la union con la estructura de los nanoalambres.
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Figura 4.25 Imagen de contraste de masa de MET de los AgNWs.

También, se presenta en la Figura 4.26 () el patron de difraccion de electrones del nanoalambre,
el cual presenta un patron de puntos que se relaciona con una estructura monocristalina. También,
en el apartado 4.26 (b) se ilustra la imagen de campo claro, la cual confirma la forma y ancho
menor a los 100 nm. Finalmente, la Figura 4.26 (c-d) exhibe dos iméagenes de campo oscuro de dos
diferentes ejes de zona, mostrando que pertenece al mismo material. Es importante mencionar que
la composicion del nanoalambre puede ser analizada por medio del patron de difraccion, y por el

empleo de otra técnica como es la transformada rapida de Fourier.

La Figura 4.27 (a-b) muestra la imagen de alta resolucion, donde se puede observar la estructura
interna del nanoalambre, denotada por la resolucion lineal dentro de éste. Mediante la transformada
rapida de Fourier (anexa en la Figura 4.27(b)), se confirma la naturaleza cristalina, asi como las
distancias interplanares entre las lineas de difraccion del nanoalambre (la transformada de Fourier
es un promedio de todas estas lineas), en la cual se presenta la distancia aproximada a 2.35 A, que
coincide con los planos del tipo (1 1 1), perteneciente a la estructura cubica centrada en las caras
(FCC) del cristal de plata.
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Figura 4.26 Imagenes de MET a) Patrdn de difraccion de los AgNWSs, b) Campo claro ¢) Campo oscuro
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Figura 4.27 Imagen de alta resolucion (HRTEM) de los AgNWs en donde a) Imagen original b) Zoom de
la imagen indicando la naturaleza cristalina de éstos.

Adicionalmente, se afiaden dos analisis quimicos realizados por MET, con el objetivo de

complementar la informacion de la composicion de éstos. La Figura 4.28 (a-c), relaciona las
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imagenes de campo claro y oscuro del nanoalambre de plata, en el cual se realizé el analisis quimico
puntual. En el apartado de la Figura 4.28c se distingue la presencia del elemento Ag, evidenciando

que el nanoalambre ésta compuesto de este cristal.
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Figura 4.28 Iméagenes de MET a) Campo claro, Campo oscuro y c¢) Analisis quimico puntual.

Por otro lado, en la Figura 4.29 (a-d) se ilustra el mapeo quimico del nanoalambre de plata, en el
cual, el apartado (a) presenta la imagen completa de campo oscuro, mostrando el area de analisis.
Ademas, el apartado 4.29 (b) y (c) exhibe las amplificaciones de la zona de analisis en dos tipos de
imagenes, siendo campo oscuro Yy claro, respectivamente. Finalmente, en el apartado 4.29 (d) se

muestra que la zona de color rojo pertenece a un solo elemento, siendo éste plata metalica.
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Figura 4.29 Mapeo quimico de AgNWs a) Campo oscuro (imagen original), b) Campo oscuro de la zona
de analisis, ¢) Campo Claro de la zona de anélisis y d) Zona del elemento plata mostrada en color rojo.

4.6 Mediciones del potencial de membrana mitocondrial

Uno de los objetivos trazados en el presente proyecto fue el conocer la toxicidad de los
nanomateriales sintetizados, por esta razon, es importante conocer un aproximado de la
concentracion de éstos. La determinacion de la concentracion se realizO por medio de
espectroscopia de absorcion atdmica de acuerdo a la cantidad de iones Ag* que no reaccionaron en
el proceso de reduccidn. La concentracién de iones de Ag* se calculé de acuerdo a la curva ajustada

a las soluciones estandar (ver Figura 4.30).
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Figura 4.30 Curva patron de iones de Ag para el calculo de la concentracion de las AgQNPs y AgNWs
sintetizados.
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Primeramente, se realizé el lavado por medio de centrifugacion de las muestras que contenian los
AgNWs y AgNPs. Una vez que se obtuvo el residuo, se analizé la absorbancia de las soluciones
por medio de espectroscopia de absorcion atdbmica y mediante la curva patron se le asigno un valor
en concentracion, lo mismo se realiz6 para la solucion AgNO3 a una concentracion de 5 mM, el
empleo de éste valor se debe a que los mejores resultados para la sintesis de nanomateriales
presentados en el presente trabajo parten de ésta concentracion; por lo tanto, la diferencia entre los
iones de Ag iniciales y los restantes en la solucion del lavado resulta ser proporcional a la cantidad
de iones que se redujeron a estructuras de plata. La Tabla 4.2, muestra los valores resultantes en
ppm del andlisis mencionado con anterioridad, asi como la eficiencia del proceso de reduccion. Es
importante mencionar que, a partir de éste ensayo se obtuvieron resultados aproximados, debido a
que se estimo que todos los iones de Ag reaccionaron a AgNPs o0 AgNWSs. Ademas, posiblemente
algunos pudieron haber quedado en la solucion que contiene los nanomateriales y no en el residuo

que se analizo.

Tabla 4.2 Resultados del analisis de concentracion de AgNPs y AgNWs.

Muestra ppm (Ag") A Ag' (ppm) Eficiencia (%)
AgNWs 252.17 275.97 52.2532
AgNPs 84.09 444.05 84.0781
AgNOs (5 mM) 528.14

Para conocer la toxicidad de los nanomateriales, se realiz6 el ensayo de potencial de membrana
con 4 diferentes concentraciones, siendo éstas: 12.5 25, 50 y 100 ppm. También se afiadié el

AgNO3 con el propdsito de comparar el efecto de los iones contra los nanosolidos sintetizados.

Primeramente, en la Figura 4.31 (a) (evaluacion del estudio de toxicidad en mitocondrias de higado
de rata para una concentracion de 12.5 ppm) se muestra el control del primer ensayo que contiene
las mitocondrias sin ser expuestas a algun factor externo, se puede percibir como la fluorescencia
a aproximadamente un tiempo de 30 s disminuye, suscitado por la adicion de la safranina, debido
aque es un cation lipofilico que posee fluorescencia y decrece como consecuencia de una diferencia
entre cargas originado por el trabajo de las mitocondrias. Posteriormente, se afiadid el succinato
como energizador de las mitocondrias, con la finalidad de favorecer a la actividad del potencial de

membrana, por ésta razon, se analizd que la fluorescencia basal se mantuviera constante en el
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periodo de tiempo aproximado de 200 s. Finalmente, se agregd el desacoplante carbonilcianuro-
m-clorofenilhidrazona (CCCP), que tiene la funcion de abatir el potencial de membrana,
ocasionando el aumento de la fluorescencia o su retorno hacia el punto inicial de partida. En el caso
del apartado 4.31 (b) y (c) que corresponden a las mitocondrias expuesta a AQNWs y AgNPs a una
concentracion de 12.5 ppm respectivamente, se aprecia que el comportamiento es similar al del
control 1, por lo tanto, en éste ensayo los nanomateriales no contribuyeron con algun efecto en el
potencial de membrana. Por el contrario, para el caso de la sal AgNOs, la linea de fluorescencia se
mantuvo fija, atribuyéndose a la toxicidad de esta sal hacia las mitocondrias y como consecuencia

la pérdida de funciones metabdlicas.
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Figura 4.31 Potencial de membrana mitocondrial a) Sin exposicion b) Expuestas a AQNWSs (12.5 ppm), ¢)
Expuestas a AgNPs (12.5 ppm) y d) Expuestas a AgQNO3 (12.5 pm).

Se presenta el ensayo 2 en el apartado 4.32 (a) (consistio en evaluar el efecto toxico de los
nanomateriales a una concentracion de 25 ppm) el control 2 que pertenece a las mitocondrias sin
exposicion a algun nanomaterial, el cual verifica el comportamiento adecuado, que consiste en un
cambio de fluorescencia a los 30 s aproximadamente, el mantenimiento de la fluorescencia basal

por 200 s y el desacoplamiento completo a los 300 s. En el caso del apartado 4.32 (b), se percibe
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un cambio en la fluorescencia a los 150 s que se atribuyen al efecto de los AgNWs a concentracion
de 25 ppm, promovido por alteraciones en el intercambio de iones en la membrana. Cabe destacar,
que, aunque se muestra el inicio de toxicidad, el cambio en el potencial de membrana se mantiene
funcional. También, en el apartado 4.32 (c) se exhibe el efecto de las AgNPs a concentracion de
25 ppm, pero no se not6 algin efecto debido a que su comportamiento fue similar al de las
mitocondrias sin exposicion a los nanomateriales. Finalmente, como se esperaba en el apartado
4.33 (d), se aprecio que la sal AgNOs presentd efecto de toxicidad a 25 ppm, ya que, desde el inicio

del ensayo hasta el final no se present6 diferencial de potencial en el intercambio idnico de la

membrana.
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Figura 4.32 Potencial de membrana mitocondrial a) Sin exposicion b) Expuestas a AQNWSs (25 ppm), ¢)
Expuestas a AgNPs (25 ppm) y d) Expuestas a AgNO3 (25 ppm).

El apartado 4.33, presenta el tercer ensayo de toxicidad (evaluacién de los nanomateriales a
concentracion de 50 ppm) donde se expone el control 3 del ensayo demostrando el comportamiento
de las mitocondrias sin exposicion a los nanomateriales, el cual refleja el mismo patron que los
ensayos anteriores, con un decremento de la fluorescencia causado por la adicion de la safranina,

el mantenimiento de la linea basal por la funcion del succianato y el retorno de la linea de
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fluorescencia a los 300 s en consecuencia del desacoplante CCCP. En el caso del apartado 4.33 (b),
se confirmo la toxicidad de los AgNWSs, apreciandose una pérdida de las funciones metabdlicas
mayor a la presentada con anterioridad para 25 ppm, esto se debe a que cuando linea basal debe
mantenerse constante, hay un cambio en la fluorescencia entre el rango de 100 -150 s, siendo
atipico, ya que el desacoplante CCCP se adicion6 a los 200 s. En el caso de las AgNPs (ver figura
4.33 (c)), no se observo cambio alguno en las funciones metabdlicas de las mitocondrias, esto
indicando que los nanosélidos de plata en forma de esferas no propician el mismo dafio que aquel
en forma de nanoalambres. También, en el apartado 4.33 (d) se manifiesta el efecto de la sal

AgNOg, el cual de acuerdo a los resultados anteriores concuerda con el efecto toxico.
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Figura 4.33 Potencial de membrana mitocondrial a) Sin exposicion b) Expuestas a AgNWSs (50 ppm), ¢)
Expuestas a AgNPs (50 ppm) y d) Expuestas a AgNOs (50 ppm).

El Gltimo ensayo consistid en el analisis del cambio en el potencial de membrana (causado por los
nanomateriales y sal AgNOz a una concentracion de 100 ppm). En el panel 4.34 (a), se aprecia
como en todos los ensayos anteriores la muestra control, que consistié en las mitocondrias sin
exposicion a los materiales mencionados, el cual verifica que las mitocondrias son funcionales y

por lo tanto son viables para confirmar la toxicidad. Ademaés, en la Figura 4.34 (b), se anexa el
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efecto de los AQNWs para una concentracion de 100 ppm, el cual corrobord la toxicidad de éstos
a medida que se incrementa la concentracion, ya que la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial fue apreciada en un rango de 50-100 s. Es importante mencionar, que, aunque no se
realizaron ensayos posteriores a concentraciones mayores, queda evidenciado que los AgNWs
presentan efectos negativos en el gradiente de concentracion de las células, esto conllevando a la
pérdida de una de las funciones més importantes dentro de las mitocondrias. En el caso del apartado
4.34 (c) se observa que las AgNPs no fomentaron dafio en el proceso del potencial de membrana
mitocondrial a 100 ppm, esto coincidid con los casos anteriores, los cuales demostraron
comportamientos similares para las muestras estudiadas. El efecto contrario ocurrid para aquellas
muestras que se analizaron con la presencia del AgNOs, ya que en todas las concentraciones

evaluadas se demostrd la toxicidad de la plata en forma i6nica (ver Figura 4.34 (d)).
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Figura 4.34 Potencial de membrana mitocondrial a) Sin exposicion b) Expuestas a AGQNWSs (100 ppm), ¢)
Expuestas a AgNPs (100 ppm) y d) Expuestas a AgNOs (100 ppm).

A lo largo del ensayo del potencial de la membrana mitocondrial se conocio el efecto de toxicidad
de los AgNWSs, AgNPs vy la sal precursora AgNO3 a diferentes concentraciones. En el caso de los
AgNWs es evidente que la toxicidad por debajo de 12.5 ppm es nula, no obstante, superior a 25
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ppm comienzan los efectos negativos en el potencial de membrana, esto es importante conocerlo,
ya que, la concentracion minima de dafio estd comprendida dentro del rango anterior mencionado,
por eso, para un trabajo futuro es interesante manejar concentraciones intermedias a las estudiadas
en la presente investigacion, con el objetivo de conocer el valor exacto de concentracion minima
inhibitoria del proceso de intercambio de iones. Para el caso de las AgNPs, no se presentd dafio
alguno a las concentraciones estudiadas, aunque, esto no significa que a concentraciones superiores
no pueda ocurrir. Por esta razon seria importante para el futuro evaluar concentraciones superiores,
ademas, emplear otros ensayos como complemento a la investigacion de la toxicidad, ya que,
aunqgue las AgNPs no causaron dafio al potencial de membrana mitocondrial, puede ocasionarlo
para otras funciones metabdlicas. Ademas, se observd que las nanoestructuras de plata en forma
esférica presentaron menor toxicidad en comparacion de los nanoalambres en las mitocondrias,
esto demuestra que la forma si influye en el mecanismo de accion en los distintos organismos, ya
que hay algunos estudios que demuestran que la toxicidad en bacterias es mayor con
nanomateriales esféricos [47]. Lo anterior nos hace pensar que el contacto directo con
nanoparticulas no es perjudicial a concentraciones bajas, esto se debe a que las AgNPs eliminan
bacterias y no dafian a las mitocondrias, aunque, para aplicaciones que involucren la salud humana,
es necesario una mayor cantidad de ensayos y evaluaciones en distintos organismos. Finalmente,
se comprobd que el AgNOs fue la solucién que presenté mayor toxicidad, éste resultado es
interesante, porgue el efecto de los iones y los nanosélidos de Ag es completamente diferente, esto
puede ser causado por los agentes estabilizantes, ya que los compuestos organicos pueden ser los

encargados de reducir la toxicidad al momento de rodear las estructuras inorganicas de plata.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

A partir de los estudios de caracterizacion realizados mediante espectroscopia UV-Vis, MEB, DRX
y MET se comprobd la reduccion de iones de plata hasta nanosoélidos para obtener nanoparticulas
monometélicas de plata y nanoalambres de plata, mediante el extracto de la planta Lavandula

angustifolia preparados a temperatura ambiente y 60 °C.

Respecto a los estudios de potencial reductor DPPH* se verificO que la planta Lavandula
angustifolia posee una captacion de radicales libres por encima del 93% en las tres concentraciones
estudiadas, siendo este porcentaje mayor al del reactivo comercial BHT a una concentracion de 10
mM.

Se eligié la concentracion de 0.02 g/ml como la inicial en el proceso de formacion de AgNPs
porque el potencial reductor no esta asociado al aumento de la concentracién del extracto, es decir
para la optimizacion de recursos es necesario el uso de menos materiales para lograr los resultados

esperados.

Se identific6 que la capacidad antioxidante es especifica sobre el radical libre DDPH*, y para el
caso de la sintesis de nanoparticulas metalicas es importante la afinidad de los compuestos

antioxidantes hacia el metal.

Como complemento, se realiz6 el ensayo de cuantificacion de fenoles por el método de Folin-
Ciocalteu, que demostrd, que la infusion de planta Lavandula angustifolia a temperatura ambiente
y 60°C presentd los valores mas equilibrados, ya que posee compuestos que actian de manera

equitativa como agentes reductores y estabilizadores.

Ademas, se verifico por medio de espectroscopia FT-IR que los compuestos aromaticos estan
mayormente asociados a la reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas monometélicas y

nanoalambres de plata.

Las condiciones méas adecuadas en la sintesis de AgNPs fueron, el extracto de la planta Lavandula
angustifolia a concentracion de 0.01 g/ml y 5 mM de la sal precursora AgNO:s.
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La espectroscopia UV-Vis ratificd la formacion de AgNPs por medio de la banda SPR alrededor
de los 480 nm.

Mediante espectroscopia de absorcion atdmica se estimd que la cantidad aproximada de plata

reducida fue de 445 ppm con una eficiencia en la reaccion del 84 %.

A través de MEB, se observé una poblacion densa de AgNPs con diferentes formas y tamafios

inferiores a los 100 nm. El andlisis por EDS corroboro la presencia de plata elemental.

Mediante DRX y MET se confirmd la presencia de solidos reducidos de plata con estructura FCC
y tamafio promedio de 18 nm con dos tipos de formas, donde las mas pequefias son esféricas y los

mas grandes tetraedros truncados.

Se logroé mejorar la distribucion por medio de la velocidad de agitacion de 2 STIR y un periodo de
tiempo de 21h. Adicionalmente, se obtuvo el subproducto no deseado AgClI.

Por otro lado, fue posible sintetizar por primera vez AgNWSs a través de un método verde
empleando la planta Lavandula angustifolia como agente reductor y estabilizante. Esto se logrd
para una concentracion final de extracto de 0.005 g/ml preparado a temperatura ambiente y una

relacion final de sal Cu2S0O4.5H20 y AgNOs de 2.5 mM y 5 mM, respectivamente.

La espectroscopia UV-Vis corroboré la formacion de AgNWs mediante una banda SPR alrededor
de los 500 nm y se estim6 por medio de espectroscopia de absorcion atdmica la cantidad

aproximada de plata reducida, siendo 276 ppm con una eficiencia en la reaccion del 51 %.

Por medio de MEB, se observaron estructuras en formas de estambres, que son los precursores de
los AgNWs sintetizados, éstas estructuras de mayor tamafio fueron formadas como consecuencia
de la sobresaturacion que genero la sal de cobre en la solucién y la de adicion de una cantidad alta
de sal precursora AgNOs, esto se atribuy6 a la formacion de diversos ndcleos dispuestos para la

reduccion.

También, se aprecio que la centrifugacion por duplicado a 12 000 rpm contribuyo a la formacion
de los nanoalambres, esto se debe al despliegue de las estructuras en forma de estambres, debido a

que la energia asociada al centrifugado rompe las moléculas encargadas de la estabilizacion.

81



En vista de que el estado nano, no es un estado estable de la materia, causa el reagrupamiento de

las moléculas orgénicas y los nanosoélidos.

Se determind que la longitud de los nanolambres fue superior a los 10 um con un ancho menor a

los 100 nm.

Finalmente, por medio de las técnicas DRX y MET se reafirmé que los nanoalambres sintetizados

pertenecen a monocristales con estructura FCC del cristal de plata.

Por otra parte, los ensayos de toxicidad en mitocondrias de higado de rata Wistar arrojaron que la
toxicidad de los iones Ag fue mayor a la de los nanosélidos de plata reducida, causado por los

agentes organicos que se encargan de estabilizar las nanoestructuras.

Se comprobé que la toxicidad depende de la forma del nanomaterial y de los organismos evaluados,
ya que, no se identificé algin dafio por parte de las AgNPs a diferentes concentraciones. Ademas,
se identificd que la concentracion inicial de dafio en el potencial es de 25 ppm, y éste aumenta a

medida gque la concentracidn se incrementa.

5.1 Recomendaciones

» Realizar un lavado menos agresivo a la planta con la finalidad de disminuir la presencia del
ion CI.

» Emplear mejores polimeros de recubrimiento de rejillas para MET, para obtener mejores
imagenes de analisis.

» Evaluar por medio de MET y microscopia confocal el mecanismo de accion de los
nanomateriales.

» Complementar estudios de potencial Z para determinar la influencia de las cargas eléctricas

en el mecanismo de accion en las mitocondrias.

5.2 Trabajo futuro

Algunas de las estrategias que se pueden emplear es la variacion de la temperatura de sintesis y la
adicion de compuestos organicos que modifiquen el pH. En el caso de los AgNWSs, es necesario
incrementar la eficiencia del proceso de sintesis, esto puede ser logrado con el empleo de una sola

sal precursora por medio de la sobresaturacion del sistema de trabajo. Finalmente, para un amplio
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estudio de la toxicidad de los nanomateriales es necesario complementar los estudios con técnicas

como oximetria e hinchamiento mitocondrial.

De los ensayos de potencial reductor y cuantificacion de fenoles se determind que los valores
obtenidos para las plantas Origanum vulgare y Sedum preaultum son complementarios, esto se
debe a los fenOmenos inversos que presentaron, siendo una gran capacidad como agente reductor
para la planta Sedum preaultum y una alta capacidad estabilizante para la planta Origanum vulgare,
se hace referencia a esto, porqué, por medio del empleo de éstas de manera conjunta en el proceso

de formacion de AgNPs, se podrian obtener estructuras homogéneas.
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