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RESUMEN

En este trabajo se presenta la evaluacion de las nanoparticulas de plata AgNPs, oro AUNPs y
cobre Cu2ONPs, obtenidas mediante reacciones de 6xido-reduccion en presencia de extractos
vegetales acuosos como agentes reductores. Se hizo uso de compuestos quimicos de los
extractos obtenidos a partir de las hojas Laurus nobilis(Laurel), Ocimum basilicum
(Albahaca), Taraxacum officinale (Diente de Ledn) y Thymus vulgaris (Tomillo). La
reaccion de reduccion de los metales se llevé a cabo a diferentes pH y a temperatura
ambiente. Se observd el cambio de color de las soluciones y se realizaron mediciones por
espectrofotometria de UV-VISible, técnica basada en la presencia del plasmon de resonancia,
y a través del escaneo de las muestras por medio de Microscopia de Fuerza Atomica AFM
(atomic force microscopy), técnica que proporciono informacion acerca de la distribucion,
tamanfo y forma de las nanoparticulas de plata preparadas con Taraxacum officinale (Diente
de Leon) y Thymus vulgaris (Tomillo) a pH = 8 en ambos casos.

Los resultados muestran que los extractos de plantas favorecen la formacion de
nanoparticulas en forma esféricas y polidispersas, siendo el parametro de pH determinante
en su formacién y tamafio. Se determind la actividad antimicrobiana de las soluciones
coloidales de las nanoparticulas frente a las bacterias de Escherichia coli (bacteria
gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva), por el método de difusion

en pozos en agar Mueller-Hinton.
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CAPITULO 1.

1.1 INTRODUCCION

El interés sobre especies quimicas de tamafio nanométrico es una de las areas de trabajo mas
importantes de la investigacion en quimica debido fundamentalmente a la gran variedad de
nuevas propiedades y potenciales aplicaciones que se pueden explotar en diversos campos.
Asi el campo de la nanociencia ha florecido en los dltimos veinte afios y la necesidad de
nanotecnologia solo aumentara a medida que la miniaturizacién se vuelva mas importante en
areas como la informatica, los sensores y las aplicaciones biomédicas. Los avances en este
campo dependen en gran medida de la capacidad de sintetizar nanoparticulas de diversos
materiales, tamafios y formas, asi como de ensamblarlas eficientemente en arquitecturas
complejas. Cabe resaltar que las propiedades fisicas y quimicas de las particulas y los
compuestos en la escala nanométrica, se alteran significativamente, lo que crea una
perspectiva completamente nueva para el disefio de materiales novedosos (Duncan, 2009).
Recientemente, la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de especies quimicas ha sido
de gran interés cientifico e industrial puesto que se caracterizan por el aumento exponencial
de su area en comparacién con su volumen, lo que repercute en la mejora de sus propiedades
por lo que en los ultimos afios, las nanoparticulas de metales nobles como el oro y la plata
han sido objeto de investigaciones especificas debido a sus propiedades electrénicas, Opticas,
mecénicas, magnéticas y quimicas, Unicas que son significativamente diferentes a la de los
materiales a granel. Estas propiedades especiales y Unicas podrian atribuirse a su pequefio
tamafio y gran superficie especifica. Asi, las propiedades Unicas que muestran las
nanoparticulas metalicas provienen de la alta relacion de superficie y volumen, del
confinamiento cuantico del movimiento electrénico en nanoparticulas (plasmones
superficiales) (Monge, 2008).

En este contexto del gran desarrollo que ha experimentado la nanociencia y la nanotecnologia
en los ultimos afios se han desarrollado diferentes métodos fisicos y quimicos para la
obtencion de nanoparticulas metalicas. En la actualidad estos materiales pueden ser
sintetizados con diferentes formas, tamarios, composiciones y modificados con diferentes
grupos funcionales que permitan a su vez, ampliar el citado rango de propiedades y

potenciales aplicaciones. Para la produccién de nanoparticulas metalicas, como en el caso de



las nanoparticulas de plata, oro y cobre se han propuesto diferentes estrategias de sintesis,
entre las que se incluye, la sintesis quimica mediante microemulsion, reduccion quimica,
irradiacion ultrasénica, sintesis electroquimica y mas recientemente la aplicacion de métodos
bioldgicos que hacen uso de microorganismos, plantas y sus extractos (Guzman et al., 2009),
siendo la reduccion quimica la técnica mas empleada. Por otro lado, la sintesis bioldgica ha
surgido como una opcidn nueva para obtener materiales a nanoescala, principalmente como
resultado de la necesidad creciente de utilizar métodos de sintesis amigables con el ambiente.
Esta ruta de la biosintesis implica el uso de microorganismos (bacterias, levaduras, hongos)
0 extractos vegetales para lograr la reduccidén de iones metalicos, es considerada como
quimica verde debido a que la sintesis y purificacion de nanoparticulas metalicas es simple,
econdémicamente costeable, conveniente, compatible y ambientalmente segura, razon por la
cual varios grupos de investigacion se han enfocado hacia el uso de la sintesis verde para la
fabricacion de nanoparticulas metalicas con diferente tamafio y morfologia. Esta tendencia
también se ha favorecido por la alta eficiencia y la enorme cantidad de recursos bioldgicos
tales como plantas, hongos, algas, bacterias, etc., como fuente de agentes reductores (Garcia,
2001; Irwin, 2010). El empleo de extractos vegetales como reductores para la sintesis de
nanoparticulas metalicas, cuya eleccién viene motivada por su alta disponibilidad y amplia
distribucion geogréfica, no solo evita utilizar agentes reductores quimicos en muchos casos
caros y toxicos, sino que también resulta un método méas econémico y ecoldgico. Extractos
vegetales que poseen propiedades antioxidantes debidas a que contienen polifenoles,
sustancias responsables de su actividad antioxidante, a este tipo de compuestos polifenoles
se le atribuye el poder reductor de iones metalicos (Ignat, 2011).

Es de particular interés que los extractos de plantas que actuan como agentes reductores
pueden proporcionar una via rapida para la preparacion de nanoparticulas, método que tiene
la posibilidad de tener un control del tamafio y la forma de las nanoparticulas, ademas de
reducir las sustancias contaminantes.

Algunos ejemplos incluyen la sintesis de nanoparticulas metalicas que utilizan extractos de
cilantro (Narayanan, 2008), cedron (Cruz et al., 2010), cascara de naranja (Kaviya, 2011),
por mencionar algunos ejemplos.

Por todo lo mencionado anteriormente, en este trabajo se presentan los resultados obtenidos

de la sintesis eco-amigable de nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre CuNPs,



empleando como agentes reductores de los metales extractos acuosos de plantas. Extractos
obtenidos a partir de las hojas Laurus nobilis(Laurel), Ocimum basilicum (Albahaca),
Taraxacum officinale (Diente de Leon) y Thymus vulgaris (Tomillo), vegetales de bajo costo,
alta disponibilidad y que contiene en su estructura quimica polifenoles con propiedades
antioxidantes. Las nanoparticulas preparadas por este método fueron caracterizadas por su
color, propiedad que caracteriza a las nanoparticulas de plata, oro y cobre, a traves de la
técnica espectroscopica de UV-Visible para determinar la formacion de las nanoparticulas en
estado cero de oxidacion mediante la banda de absorcion caracteristica de cada uno de los
metales (plasmones de resonancia) y a traves del escaneo de las mismas por medio de
Microscopia AFM (microscopia de fuerza atomica). Por ultimo, se probd la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas frente a las bacterias Escherichia coli (gramnegativa) y

Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva).



1.2 JUSTIFICACION

La generacion de nuevas tecnologias y los avances en la ciencia han fomentado la necesidad
de investigar nuevos metodos para la obtencion de materiales a nivel nanométrico, que
puedan aplicarse en las diferentes areas de la ciencia y tecnologia, y que permitan de cierto
modo contribuir a la solucién de problemas que se enfrentan en la vida cotidiana.
Actualmente la demanda de productos y materiales en el area biomédica esta incrementando,
y con ello la necesidad de crear productos de mejor calidad, y con mejores propiedades, que
reduzcan el costo de fabricacion y que contribuyan a la innovacion. Una alternativa a esto ha
sido la aplicacion de nanoparticulas de plata, oro y cobre las cuales se caracterizan por sus
excelentes propiedades antibacterianas y fungicidas, que por su amplio campo de aplicacion
existe un creciente interés en desarrollar procesos de sintesis amigables con el ambiente que
eviten el uso de productos quimicos toxicos, por lo que los extractos vegetales acuosos
resultan una opcion promisoria dado que contienen entre sus componentes agentes reductores
aptos para la sintesis de las nanoparticulas. Por otra parte, la situacion actual, exige la
busqueda de metodologias que no sean toxicas y no perjudiquen el medio ambiente, ademas
de que no requieran excesivos gastos en infraestructura y que de alguna u otra forma sean
factibles. La busqueda de nuevos métodos de sintesis de nanoparticulas metélicas es una
necesidad creciente debido a que se espera mejorar la eficiencia de los ya existentes, asi como
la minimizacion de sus efectos en el medio ambiente.

Es por ello que en este proyecto se realizd un estudio de la fabricacion de nanoparticulas de
plata, oro y cobre mediante una sintesis verde, en la cual se emplearon como agentes
reductores extractos acuosos de Laurus nobilis(Laurel), Ocimum basilicum (Albahaca),

Taraxacum officinale (Diente de Leon) y Thymus vulgaris (Tomillo).



1.3 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Preparar nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre CuNPs empleando como
agentes reductores de los metales extractos de: Laurus nobilis(Laurel), Ocimum basilicum

(Albahaca), Taraxacum officinale (Diente de Le6n) y Thymus vulgaris (Tomillo).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar por métodos analiticos el tipo y cantidad de polifenoles presentes en los
extractos vegetales como: taninos, flavonoides y compuestos fenolicos.

e Determinar la influencia del pH en la sintesis de las nanoparticulas metalicas.

e Determinar la formacion de las nanoparticulas a través del color y utilizando la
técnica espectroscopica de UV-VIS, técnica basada en la presencia del plasmén de
resonancia.

e A través del escaneo de las muestras por medio de microscopia de fuerza atémica
AFM (atomic force microscopy) y a partir de imagenes topogréficas 3D obtener
informacion acerca de la distribucion, tamafio y forma de las nanoparticulas de plata,

oro y cobre preparadas.

e Determinar la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las
nanoparticulas de AgNPs, AuNPs y CuNPs frente a las bacterias de Escherichia coli
(bacteria gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva), por el

método de difusion en pozos en agar Mueller-Hinton.



1.4 HIPOTESIS

El uso de extractos de plantas como el Laurus nobilis(Laurel), Ocimum basilicum
(Albahaca), Taraxacum officinale (Diente de Ledn) y Thymus vulgaris (Tomillo) como
agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas de plata, oro y cobre, es un método no
convencional y amigable que brinda la posibilidad de preparar nanoparticulas metalicas en
solucion acuosa en comparacion con los métodos tradicionales, propiciando la minimizacion

de sus efectos en el medio ambiente.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Nanociencia y Nanotecnologia

La Nanociencia es la disciplina encargada de la manipulacion de estructuras quimicas y
biolégicas cuyas dimensiones se encuentran dentro del rango nanométrico con el fin de
obtener nuevas propiedades diferentes de las que se obtienen a nivel molecular o en estado
masivo. La escala de medida nanométrica se utiliza para referirse a la milmillonésima parte
de algo, es decir, que un nandémetro es la milmillonésima parte de un metro. Por lo tanto,
dentro de este contexto, una nanoparticula sera un conjunto ordenado de atomos cuyo
didmetro, o al menos una de sus dimensiones, permanezca entre 1 y 100 nm y contenga entre
decenas y miles de &tomos de metal. En el &mbito de la quimica este rango de tamafio ha sido
asociado con coloides, micelas, polimeros, moléculas de gran tamafio o agregados de varias
moléculas. En las ultimas décadas la nanociencia ha ido alcanzando un alto grado de
desarrollo en el mundo cientifico y de investigacion, asi como presentando un impacto cada
vez mas apreciable en la sociedad actual. Muchos productos y aplicaciones basados en el
empleo de los materiales han aparecido como resultado de los desarrollos en el &mbito de la
nanociencia ya se han empezado a comercializar, principalmente en la tecnologia. De manera
particular, las aplicaciones actuales mas exitosas de la nanotecnologia se centran
principalmente en los siguientes sectores: la microelectronica, la informética, las
comunicaciones, la automocién, la aeronautica, la logistica militar, la salud humanay animal,
la cosmética y el medio ambiente (Grassian, 2008).

El término nanotecnologia se refiere a una nueva manera de pensar sobre la construccion de
materiales y dispositivos complejos mediante un control sobre la funcionalidad de la materia
y su ensamblaje en esa escala de tamafio nanométrico. Ha tenido un desarrollo vertiginoso
en los dltimos afios debido a que describe la creacion y la explotacion de materiales con
caracteristicas estructurales controladas, con al menos una dimension en el rango
nanométrico. La nanotecnologia presenta un enorme potencial de aplicaciones en diferentes
areas cientificas y tecnologicas; por ello, uno de sus objetivos es la obtencion de
nanoparticulas de diversos elementos metalicos con formas y tamafios diferentes, puesto que
presentan propiedades Opticas, electronicas, magnéticas, cataliticas y en el plano de la

medicina. Estos nanomateriales presentan propiedades muy interesantes y diferentes a los



materiales “en bulto” o a escala macroscopica; entre ellas, la conductividad eléctrica y las
propiedades magnéticas, Opticas y de catélisis, propiedades que las hacen candidatas a
innumerables aplicaciones en todos los campos de la tecnologia (Duncan, 2009).

La forma de las nanoparticulas es una caracteristica importante que se toma en cuenta para
las posibles aplicaciones en el area de la nanotecnologia. Con base a su forma encontramos
nanoparticulas esféricas, cilindricas, en barras y plaquetas y sus propiedades fisicas y
quimicas estan relacionadas con su tamafio y composicion quimica. Las propiedades
quimicas de la superficie, incluyendo defectos e impurezas, contribuyen a su reactividad
(Xia, et al, 2009).

Es por esto que en los ultimos afios se ha incrementado el interés por la nanoquimica, ciencia
que se encarga de estudiar y generar nuevas rutas sintéticas para la produccion de
nanoparticulas (dentro de la escala nanométrica) y para estudiar su forma, composicion,
superficie estructural, carga y funcionalidad, o para la construccion de procesos de
autoensamblaje. Debido a las nuevas aplicaciones encontradas para las nanoparticulas, se
busca la preparacion de nuevos métodos de sintesis con un mejor control en los pardmetros
de crecimiento, dirigidos a la produccion de nanoparticulas con propiedades a la medida para
aplicaciones especificas, por lo que es fundamental la comprensién del mecanismo de
formacion, asi como de su crecimiento.

Asi en el campo de estudio de la nanotecnologia encontramos las nanoestructuras metalicas,
siendo importante sefialar que son las nanoparticulas que méas han llamado la atencion de los
cientificos ya que presenta un enorme potencial de aplicaciones en diferentes areas cientificas
y tecnoldgicas; por ello, uno de sus objetivos es la obtencidn de nanoparticulas de diversos
elementos metalicos con formas y tamafios diferentes, puesto que presentan propiedades
opticas (Fendler y Hutter, 2004), electronicas (Sudrik et al., 2006), magnéticas (Sun et al.,
2000) y cataliticas (Sudrik et al., 2006) unicas. Cabe resaltar que, al manipular las sustancias,
las particulas y los compuestos en la escala nanomeétrica, sus propiedades fisicas y quimicas
se alteran significativamente, lo que crea una perspectiva completamente nueva para el
disefio de materiales novedosos, propiedades que las hacen candidatas a innumerables

aplicaciones en todos los campos de la tecnologia.



2.2 Nanoparticulas metalicas.

Dentro de este contexto general encontramos las nanoestructuras metalicas, que actualmente
han Ilamado la atencion de los cientificos ya que representan las clases de nanomateriales
mas prometedoras en virtud de sus propiedades optoelectrénicas, térmicas, magnéticas y su
alta capacidad catalitica y debido a sus fascinantes y diversas aplicaciones como en planos
médicos, tecnoldgicos y sus aplicaciones en nanotecnologia. A escala nanométrica las
propiedades fisicas y quimicas, como la conductividad eléctrica, la reactividad, etc., de los
metales cambian con respecto a los materiales macroscopicos, incrementandose el interés por
su estudio. (Xiaohua, 2010)

Se han desarrollado diferentes métodos fisicos y quimicos para la obtencién de
nanoparticulas de metales sintetizados con diferentes formas, tamafios, composiciones y
modificados con diferentes grupos funcionales que permiten, a su vez, ampliar el citado rango
de propiedades y potenciales aplicaciones. Asi existen dos aproximaciones que permiten la
sintesis de nanoparticulas. La primera de ellas es la conocida como aproximacion top-down
(de arriba abajo), que consiste en dividir en pequefios fragmentos un material hasta llegar al
tamafio nanométrico empleando energia quimica o fisica. La segunda, que se basa en la idea
opuesta, es conocida como aproximacion bottom-up (de abajo a arriba) y consiste en la
formacion de nanoparticulas a través de la condensacion de atomos en fase gas o en
disolucion mediante reacciones quimicas (Ponce, 2011). La figura 2.1 muestra el esquema

representativo de las dos rutas de sintesis de nanoparticulas.

Reducir a poive

volumélrico

Top-down .

Nanoparticulas

Aglomeraciones

* * Alomos

Bottom-up

Figura 2.1. Esquema representativo de las dos rutas de sintesis de nanoparticulas.



La aproximacién bottom-up (de abajo a arriba), es la que presenta un mayor interes desde el
punto de vista quimico, ya que se basa en el empleo de pequefias unidades a nivel molecular
(&tomos), obtenidos a través de un precursor adecuado, para dar lugar de forma controlada a
sistemas de tamafio nanométrico a través de un proceso de agregacion de los mismos, de
forma que los componentes moleculares sean partes cruciales de estos sistemas, ha dado lugar
al desarrollo de un gran nimero de métodos sintéticos de nanoparticulas, la mayor parte de
ellos implica la obtencion de atomos metalicos en estado de oxidacion cero a partir de iones
metalicos. Asi, entre los métodos de reduccién en disolucion mas empleados se pueden
destacar: la reduccion quimica o electroquimica de sales metalicas, la descomposicion
térmica, sonoquimica de precursores moleculares, por microondas, la reduccion y
desplazamiento de ligantes de un compuesto organometalico, por mencionar algunos
métodos (Burda, 2005). La reduccion quimica de sales metélicas en disolucion es el método
mas ampliamente extendido para la sintesis de nanoparticulas metéalicas.

Desde un punto de vista quimico, la sintesis de nanoparticulas en disolucién (disolucion
coloidal) requiere del empleo de métodos que permitan obtener un control preciso sobre el
tamafio y la forma de las nanoparticulas para asi obtener un conjunto de particulas
monodispersas que presenten una propiedad determinada. En general, la sintesis de
nanoparticulas metalicas en disolucion se lleva a cabo mediante el empleo de los siguientes
componentes: i) precursor metélico; ii) agente reductor; iii) agente estabilizante. El
mecanismo de formacion de las disoluciones coloidales a partir de la reduccién de iones
metalicos consta de dos etapas diferentes: nucleacion y crecimiento. El proceso de nucleacion
requiere una alta energia de activacion mientras que el proceso de crecimiento requiere una
baja energia de activacion. El tamafio y la forma de las nanoparticulas dependera de las
velocidades relativas de estos procesos que pueden ser controladas a través de la
modificacion de los parametros de reaccion (concentracion, temperatura, pH, poder reductor,
etc.) (Monge, 2009). Para lograr una muestra monodispersa, la etapa de nucleacion, debe
estar completa antes de que comience la etapa de crecimiento. La figura 2.2 muestra las

etapas del mecanismo de formacion de nanoparticulas a partir de la reduccién quimica.

10



v &

Agente reductor ‘ Nucleacié ‘ Crecimiento
M+ — - — =
disolvente '

Atomos libres de ‘ Nanoparticulas “

Figura 2.2. Mecanismo de formacidn de nanoparticulas metélicas a partir de la reduccién quimica.

El tamafio y la forma de las nanoparticulas obtenidas depende de las velocidades relativas de
cada una de estas etapas, que pueden ser controladas a través de la modificacion de los
parametros de reaccion (concentracion, temperatura, pH, poder reductor, etc.).

Para particulas metalicas, la nucleacion es el resultado de una compleja interaccion de
factores como la diferencia entre los potenciales redox de la sal metalica y el agente reductor,
y las condiciones de reaccién incluyendo la velocidad de adiciédn, la temperatura de reaccion
e incluso la velocidad de agitacion.

Por otro lado, encontramos la sintesis bioldgica o biosintesis, es observada en forma continua,
y merece mucha atencion debido a una creciente necesidad de métodos de sintesis amigables
para el medio ambiente, que utilizan agentes reductores y de terminacion ecoldgicos. La
biosintesis involucra el empleo de microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) o
extractos de plantas, que tienden a oxidarse cediendo sus electrones con objeto de reducir el
metal a valencia cero. La principal ventaja de la sintesis biologica sobre otros métodos es que
evita los solventes organicos y reactivos toxicos. Ademas, las nanoparticulas biosintetizadas
son mas estables que aquéllas producidas quimicamente, y pueden permanecer estables
durante un largo periodo de tiempo. La desventaja es que en el proceso de purificacion puede
llevar a que las bacterias patogénicas contaminen el producto, por lo que se debe tener
precaucién en su aplicacién médica (Mohd, 2013).

Durante la sintesis de nanoparticulas, por cualquiera de los métodos anteriores, se busca
conseguir un mejor control del tamafio y forma para asi obtener un conjunto de particulas
monodispersas, con forma o morfologias idénticas, igual composicion quimica, igual
estructura cristalina y ausencia de fendmenos de agregacion de manera que presenten una

propiedad determinada.
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2.3 Nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuUNPs y cobre CuNPs.

2.3.1 Nanoparticulas de plata AgNPs
La plata es un metal de transicion con un potencial de reduccion de Agt*/Ag® +0.8 E%/V, ha

sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser humano en aplicaciones
tan dispares como joyeria, utensilios, moneda, fotografia o explosivos. De todos estos usos,
uno de los méas importantes es su empleo como agente desinfectante con fines higiénicos y
médicos. Asi, ya desde la antigliedad se empleaban vasijas de plata para almacenar agua o
vino ya que se consideraba que preservaba sus condiciones. También Hipdcrates, padre de la
medicina moderna, describi6 el empleo de polvo de plata para su aplicacion en la curacion
de heridas y en el tratamiento de Ulceras. Posteriormente se han empleado sales y compuestos
de plata en diferentes campos biomédicos, especialmente en el tratamiento de quemaduras
(Klasen, 2000).

La plata en forma de nanoparticulas se ha investigado ampliamente debido a la dependencia
de su tamafio con las propiedades Gpticas, eléctricas y magnéticas. En la escala nanométrica,
la plata presenta inusuales propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, ademas de su actividad
antimicrobiana (X. Chen, 2007). Actualmente la aplicacién de las nanoparticulas de plata se
encuentra enfocada en su uso como agentes bactericidas o fungicidas en areas tales como: la
biotecnologia, bioingenieria, medicina, ingenieria textil, tratamiento del agua y productos de
consumo a base de plata. (Khaydarov, 2009).

Debido a su fuerte actividad bactericida, las nanoparticulas de plata se utilizan ampliamente
en el campo biomédico para el control de infecciones (Madhumathi, 2010), en recubrimientos
de varios materiales textiles y en determinados implantes, ademas de usarse en el tratamiento
de heridas y quemaduras, asi como también se ha comercializado como un desinfectante para
el agua. Algunos estudios con nanoparticulas de plata realizados por Sondi y Salopek-Sondi,
demostraron que las nanoparticulas con un diametro de 12 nm, muestran un fuerte efecto
bactericida sobre cepas de la bacteria E. coli (Sondi, 2004). Aun con los métodos existentes
para la produccion de nanoparticulas y materiales a base de plata, continda la basqueda de
métodos que sean faciles, econdmicos, eficientes, con buenas propiedades bactericidas y

ambientalmente amigables al reducir el uso de temperaturas altas y reactivos toxicos.
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2.3.2 Nanoparticulas de oro AuNPs.
Aunque el oro es uno de los materiales méas conocidos y utilizados desde la antigiiedad, no

ha dejado de atraer fuertemente la atencion de la comunidad cientifica debido a sus excelentes
propiedades, tiene potenciales de reduccion estandar altos y positivos Aul*/Au® +01.70
E%/V, tiende a aparecer en su estado metalico, siendo en este estado poco reactivo, por lo cual
presenta una gran estabilidad quimica y una notable resistencia a la corrosion. Por otro lado,
es un excelente conductor de electricidad y calor y su baja reactividad lo convierte en el metal
mas inocuo para la salud humana (Chang, 2010).

Las nanoparticulas de oro son preferiblemente el miembro mé&s atractivo de las
nanoparticulas de metales nobles debido a sus aplicaciones potenciales en los campos que
van desde la catalisis, la Optica no lineal, la nanoelectronica, la expresion génica y el
diagnostico de enfermedades (Shankar, 2004). Exhiben excelentes propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas a su «tamafio nanométrico». Destacan
especialmente sus peculiares e inesperadas propiedades fototérmicas, por las que, al ser
activadas en presencia de luz laser, desprenden calor, actuando como auténticos «nano-
calefactores» (Han, 2006).

El interés por el oro en forma de particulas de tamafio nanométrico se ha visto renovado y
fortalecido debido a los comportamientos fisicos que exhiben estos sistemas, que son muy
diferentes a los observados en el oro a escala macroscopica y los cuales presentan nuevas
dependencias con el tamafio y forma del material. Con respecto a la preparacion de las
nanoparticulas de oro AuNPs, la reduccion quimica de sales metalicas en disolucion es el
método mas ampliamente extendido, la obtencion de atomos metalicos en estado de
oxidacion cero mediante un proceso quimico se realiza a través del empleo de diferentes

agentes reductores.

2.3.3 Nanoparticulas de cobre CuNPs.
El cobre es un metal de transicion interna con un potencial de reduccion Cu**/Cu® de +0.3

E%V, de color rojizo y brillante, posee propiedades muy similares a las de la plata. Es el
segundo mejor conductor de la electricidad (el primero es la plata), sin embargo, es el metal
mas utilizado para aplicaciones eléctricas debido a su menor costo con respecto a la plata
(Rayner, 2000).
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El cobre en tamafio nanométrico ha sido utilizado en la microfabricacion de conductores,
tales como electrodos y lineas conductivas (C.P. Wong, 2007; Stephane Cuenot, 2004). En
la tecnologia de impresion por inyeccién de tinta que es recientemente aplicada como una
alternativa de la tradicional litografica. Rapidamente, metales nobles como el oro y la plata
han sido utilizados en pinturas altamente conductivas en equipos electrénicos. Considerando
el alto costo de estos metales, el cobre puede ser utilizado como una alternativa barata como
material conductivo (Cuenot, 2004; Cuyubamba, 2014). Tiene aplicaciones antimicrobiales
al igual que la plata, pero aun cuando las nanoparticulas de cobre no son efectivas como la
de la plata, la ventaja principal es que el costo de las nanoparticulas de cobre es mucho menor,
ademas al tener tamafio nanométrico se espera que mejore las propiedades antimicrobiales
de manera muy importante, dandole por lo tanto un valor agregado (Espafa, 2014). Esto
puede hacer las nanoparticulas de cobre un producto de gran importancia en la industria de

los plésticos, de la tinta, del papel, de las pinturas etc. (Carbajal, 2012).
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2.4 Propiedades Opticas de las nanoparticulas metalicas.

Un aspecto interesante de las nanoparticulas metélicas es que sus propiedades 6pticas
dependen fuertemente del tamafio y forma de la particula. Como un ejemplo, el oro en bulto
refleja una luz amarillenta, pero en peliculas delgadas se ve azul por transmision. Este color
azul cambia a naranja cuando el tamafio de la particula decrece a 3 nm. Estos efectos son el
resultado de cambios en el plasmén de resonancia en la superficie (T. Klar, M. Perner, S.
Grosse, 1996).

Entre las fascinantes propiedades de las nanoparticulas metalicas (NPs) destaca la aparicion
de plasmones de superficie localizados (banda de plasmon), caracteristicos, cuya naturaleza
cuéntica es una consecuencia directa del pequefio tamafio de las nanoparticulas NPs, del
desarrollo de nanocaras cristalinas bien definidas y de que la mayoria de sus atomos estan en
la superficie, es decir, que la proporcion de atomos en la superficie respecto al volumen es
muy superior a la del seno del metal. Asi los electrones de la superficie son capaces de
interactuar con la radiacion electromagnética en una manera muy compleja altamente
dependiente de la forma, tamafio, cristalinidad y naturaleza quimica de las NPs y, ademas,
de las condiciones fisicas y quimicas del medio circundante alrededor de las mismas. En los
metales existe una gran cantidad de electrones (digamos del orden del nimero de Avogadro,
~1023) que no se encuentran ligados a un determinado nucleo atdmico, de modo que se
pueden mover libremente dentro del material formando un plasma.

Cuando un haz de luz incide sobre los electrones libres de la banda de conduccion de la
superficie de las nanoparticulas metalicas se induce una excitacion colectiva de estos
electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con la luz incidente;
produciéndose una vibracion de la nube electrénica para disipar energia, estas oscilaciones
se denominan plasmones. Segun la mecanica cuantica pueden comportarse como ondas con
cierto valor de energia, que son las responsables del efecto de la resonancia denominadas
plasmones, ya que es debido a la absorcion de éstas por la nube electronica. Este efecto es el
que provoca el color caracteristico de las nanoparticulas de plata, oro y cobre. (Kelly et al.,
2003).

Para que este fendbmeno ocurra, la particula tiene que ser mucho menor que la longitud de
onda de la luz incidente. EI campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce un dipolo

eléctrico en la particula desplazando a una parte de los electrones moviles deslocalizados en
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una direccion lejos del resto de la particula metélica, generando asi una carga neta negativa
en un lado de la particula. Como el resto de los nucleos y sus electrones internos no se han
desplazado, constituyen una carga opuesta positiva (red cationica). Esta separacion de cargas
actuara como una fuerza restauradora del equilibrio (Cruz et al., 2012). La energia de la luz
para producir la banda de plasmon en una nanoparticula metalica, asi como la posicion y
anchura de la banda depende de diversos factores: naturaleza del metal, tamafio y forma de
la particula y composicién del medio circundante de la misma como indice de refraccion del

disolvente (Garcia, 2011). Este fendmeno puede observarse en la figura 2.3.

A Campo eléctrico

Nanoesfera
Metalica

Figura 2.3. Representacién esquematica de la interaccién entre los electrones de conduccién de las
nanoparticulas y el campo eléctrico de la luz.

La forma y el tamafio de las nanoparticulas metélicas son factores importantes que
determinan la posicion de la banda de plasmones de superficie localizados. Asi, para algunos
metales como la plata, oro y cobre, la frecuencia del plasmon aparece en el rango de la region
visible, esta es la razon por lo que las disoluciones coloidales de estos metales muestran
colores intensos y espectaculares (Crespo, 2014). La figura 2.4, muestra las imagenes de
soluciones coloidales de nanoparticulas de plata y oro, en donde se aprecia los diferentes

colores.

AgNPs  AuNPs AuNPs AuNPs  AuNPs

Figura 2.4. Soluciones coloidales de nanoparticulas de plata y oro. (iméagenes propias del autor)
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De la observacion y el estudio de plasmones en nanoparticulas metalicas se deduce que se
requiere seguir un protocolo de sintesis extremadamente riguroso con los reactivos usados,
su pureza, la formay el orden en que se mezclan y todo tipo de factores fisicos y quimicos,
en especial la temperatura (que puede cambiarse o no de forma programada durante el
proceso de sintesis), la forma e intensidad de la agitacion, el pH, la fuerza ionica, etc.

Esta propiedad Optica, el plasmon de resonancia, ha permitido caracterizar a las
nanoparticulas metalicas incluyendo las de plata, oro y cobre ademéas de poder determinar

mecanismos de formacion y crecimiento de las mismas. (Monge 2009).

2. 5 Propiedades oOpticas de las nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre
CuNPs.

Las nanoparticulas, como las de la plata, oro y cobre, se diferencian de los materiales a granel
debido a la respuesta Optica de la excitacion de la resonancia de plasmon. Esta fenomenal
propiedad como se menciond anteriormente es una actividad de electrones de conduccion en
la superficie del metal excitado debido a la interaccion con la radiacion electromagnética.
Estas oscilaciones proporcionan una banda de absorcion en el rango del espectro infrarrojo,
visible y ultravioleta, la posicion (longitud de onda) y forma de esta banda va a depender del
tipo de metal, tamafio y forma de las nanoparticulas formadas, por lo que se considera que
este fendmeno es muy sensible dependiendo de estos factores (Noginov, 2007). En el caso
de las nanoparticulas de los metales nobles como el oro y la plata, la banda del plasmon de
resonancia cae dentro del espectro visible, de modo que estas nanoparticulas presentan
colores diferentes a los observados en sus analogos macroscopicos y que pueden variar segun
el tamafio de particula. En la zona visible del espectro habra parte absorbida y otra reflejada

que seréa la responsable del color caracteristico del material.

2.5.1 Propiedades 6pticas de las nanoparticulas de plata AgNPs.
Para el caso de las nanoparticulas de plata, el plasmén de resonancia aparece alrededor de los

400 nm (Murray & Barnes, 2007). Como se mencion0 anteriormente la posicion y forma de
la banda del plasmon proporciona informacion importante sobre las caracteristicas de las
nanoparticulas obtenidas como su tamafio, color, forma y polidispersidad.

Asi, por ejemplo, la figura 2.5, muestra los espectros de absorcion de nanoparticulas de plata

de forma esféricas de diferentes tamafios, se observa el corrimiento y ensanchamiento de la
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banda a mayores longitudes de onda debido al incremento de tamario de particula (Majles,
2009, Ibarra, 2014).
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Figura 2.5. Espectros de absorcion reportados para diferentes tamafios de AgNP’s. (Fuente:
nanocomposix.com)

Los espectros de absorcidn reportados en la literatura dan cuenta de picos de resonancia
plasmonica alrededor de 430 nm para AgNP’s de tamafios entre 30 nm y 50 nm de radio.
Segun el tamafio y forma de la nanoparticula de plata, toman diferentes colores, la figura 2.6
muestra los colores que toma una disolucion coloidal de nanoparticulas de plata de diversos
tamanos (menores de 30 nm) y formas (esferas, varilla, triangulo, galletas etc., y la figura 2.7
los espectros UV-VIS de cada una de ellas.

Figura 2.6. Colores de diferentes de disoluciones coloidales de nanoparticulas de plata
(Cornejo, 2016).
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Figura 2.7. Espectros UV-VIS de las soluciones de la figura 2.6 (Cornejo, 2016).

2.5.2 Propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro AuNPs.
Para el caso de las nanoparticulas del oro AuNPs el plasmon de resonancia se observa en la

region visible alrededor de los 500-600 nm, de la misma forma su posicion y forma depende
del tamarfio y forma de las nanoparticulas de oro. Las AuNPs de pequefio tamafio absorben
luz en la region verde-azul del espectro (400-500 nm) mientras que la luz roja (700 nm) es
reflejada dando un color rojo intenso en las disoluciones de medio acuoso. Si el tamafio
aumentara, la longitud de onda de la banda plasmon superficial se desplazaria a valores mas

altos, la luz roja seria absorbida y la azul seria reflejada dando lugar a un color azul-violeta,

véase figura 2.8 (Cornejo, 2015b).

|

-e00 @

Figura 2.8. Soluciones coloidales de nanoparticulas de oro de diferentes tamafios. Variaciones de color de la
solucion. (Cornejo, 2015b).

A medida que las nanoparticulas de oro aumentan su tamafio, la longitud de onda donde
aparece la banda de absorcion del plasmon, relacionada con la luz absorbida, se desplaza
hacia la zona visible del espectro electromagnético de longitudes de onda mayores (de menor
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energia), que corresponden al color rojo; se absorbe la luz roja y se refleja la luz azul y la
solucion coloidal presentard una coloracion azul (azul palido o color purpura).

Estudios realizados sobre la relacidn entre las variaciones de la formay la posicién de banda
del plasmon superficial, respecto al tamafio de las AuNPs, ha llevado a la conclusion de que
el ensanchamiento adicional de la banda y el desplazamiento hacia longitudes de ondas
mayores a medida que aumenta el tamafio de las AUNPs esta estrechamente relacionado con
el tamafio de la misma (Lien, 2011). La figura 2.9 muestra los espectros de absorcién de
nanoparticulas de oro de diferentes tamafios, se observa el corrimiento y ensanchamiento de

la banda a mayores longitudes de onda debido al incremento de tamafio de particula.

Absorbancia

400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 2.9. Movimiento del pico de m&xima absorbancia en funcidn del tamafio de particula de las
nanoparticulas de oro. Fuente: nanocomposix.com.) (Ruiz, 2016).

Y en la figura 2.10, los espectros de UV-VIS muestran las bandas de absorbancia de
nanoparticulas de oro de diferentes formas (Cornejo, 2015b).

Absorbancia

1 . 1 a
200 400 600 800

Longitud de onda (nm)

Figura 2.10. Variacion de la longitud de onda absorbida con la forma de las nanoparticulas (Cornejo, 2015b).
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2.5.3 Propiedades Opticas de las nanoparticulas de cobre Cu.
En el caso de las nanoparticulas de cobre, son tres especies posibles que se pueden formar:

NPs de Cu metalico, NPs de CuO y NPs de Cu-O. Por lo que es importante su caracterizacion
para distinguir en tres las tres especies. Presentan soluciones coloidales de diferentes colores,
asi como las bandas del plasmon de resonancia aparece a diferentes longitudes de onda, el
cambio de color se ve reflejado en el espectro electromagnético de UV-VIS.

Nanoparticulas de Cu metalico CuNPs: las disoluciones de las nanoparticulas de cobre
metalico presentan un color rojizo, evidencia de su formacion. La Figura 2.11 muestra este

color caracteristico, segun el reactivo que se use éste puede ser mas o0 menos intenso.

-

Figura 2.11. Color de las NPs de cobre metélicas (Dung, 2011).

El espectro de UV-VIS de esta disolucion muestra una sefial caracteristica entre 500 y 600
nm, tal y como se muestra en la figura 2.12. Aunque ésta puede variar un poco en funcién

del agente reductor que se utilice.

—6:1
w71
o 91

Absorbancia (u.a.)

450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

Figura 2.12. UV-VIS nanoparticulas de cobre obtenidas a diferentes concentraciones (Dung, 2011).

Nanoparticulas de Cu.O: se distinguen por un cambio de color durante el proceso de sintesis
a un color ocre, su sintesis quimica hace que estas Cu2ONPs se obtengan generalmente en
forma de solido, tal y como se muestra en la figura 2.13, ya que no son solubles en agua ni
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en etanol. Aunque cuando se mezclan con uno de estos dos reactivos se observa una mezcla
homogénea, cuando se deja, reposar el sélido (las NPs) vuelve a precipitar formando una
disolucion heterogénea (Marcos, 2016; Khan, 2016).

Figura 2.13. Color de las Nanoparticulas de Cu,O (Marcos, 2016; Khan, 2016).

La caracterizacién mediante Espectroscopia de UV-VIS de éstas NPs de Cu2O muestra que
absorben a longitudes de onda entre 400-500 nm. Si el maximo de absorbancia estd a
longitudes de onda mas bajas indica que las NPs formadas son de tamafio méas pequefio,
mientras que un desplazamiento a longitudes de onda més altas indicara que éstas tendran un

tamafio mayor (Arshadi, 2014).
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Figura 2.14. Espectros de UV-VIS de las NPs de Cu,0 a diferentes concentraciones (Arshadi, 2014).

Nanoparticulas de CuQ: El color que caracteriza la formacion de las NPs de CuO es un color
muy oscuro, asi podria considerarse negro, o un color marron muy oscuro. (Zhang, 2012).

La figura 2.15 muestra su color caracteristico.
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Figura 2.15. Color de las NPs de CuO (Zhang, 2012).

Las NPs de CuO se caracterizan por absorber a longitudes de onda entre 250 y 300 nm, tal y
como se muestra en la figura 2.16, se aprecia una banda con un pico de absorbancia a los 278
nm. (Kumar, 2016)
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Figura 2.16. Espectro UV-VIS de nanoparticulas de CUO (Kumar, 2016).

2.6 Sintesis quimica de nanoparticulas de plata AgNPs, oro AUNPs y cobre CuNPs.

2.6.1. Sintesis de nanoparticulas de plata AgNPs.
El primer ejemplo de reconocimiento considerable es la Roman Lycurgus Cup, una copa de

bronce forrada con vidrio coloreado que data del siglo IV d.C. El vidrio dispersa una luz
verde opaca y transmite luz roja. Segun un estudio encargado por el Museo Britanico, que
actualmente exhibe la copa, el vidrio contiene particulas de 70 nm que son una aleacion de
plata (70%) y oro (30%). Se sabe que las nanoparticulas de plata de este tamafio dispersan el
verde se enciende y transmite naranja, y la adicién de Au desplaza la banda de absorcion a
longitudes de onda mas largas. Aunque esta aplicacién particular de nanoparticulas puede
haber sido involuntaria, pequefias nanoparticulas a menudo se usaron en siglos posteriores
para crear vidrieras con pequefias particulas de Au rojo rubi y Ag amarillo limoén (David,
2005). Figura 2.17.
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Figura 2.17. Copa romana de Lycurgo, con nanoparticulas de oro y plata muestra un color diferente
dependiendo si la luz pasa o no a través de ella.

Estudios de microscopia electronica de transmision han determinado que la copa de Lycurgus
fabricada a base de vidrio durante el imperio romano, asi como algunos vitrales de las
catedrales de la Edad Media, poseen nanoparticulas de oro y plata. En la figura 2.18 se
aprecian las imagenes de nanoparticulas de plata y oro obtenidas de estudios de TEM
(Baeber, 1990).

Figura 2.18. Imagenes de TEM de nanoparticulas de 70 nm de oro y plata en copa romana de Lycurgo.
(Baeber, 1990).

En el caso de las nanoparticulas de plata los primeros métodos descritos son el método Lee-
Meisel (Meisel, 1982) y el método Creighton (Creighton, 1079). EI primero de ellos consiste
en una variacion del método Turkevich para la obtencion de nanoparticulas de oro, en el que
se emplea AgNOs en lugar de HAuCls como precursor metalico y citrato de sodio como
agente reductor. En el método Lee-Meisel (Meisel,1982) se obtienen nanoparticulas de plata
con una distribucién amplia de tamafio de particula (polidispersas). EI método Creighton
consiste en la reduccion de AgNOs con el agente reductor NaBHa, este método es el mas
popular en la actualidad y da lugar a la obtencion de nanoparticulas de plata de
aproximadamente 10 nm y con una distribucién estrecha de tamafios (monodispersas).
(Creighton, 1979).

A partir de los dos métodos anteriormente mencionados se han descrito un gran nimero de

reacciones quimicas que permiten la sintesis de nanoparticulas de plata mediante la reduccion
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quimica de una sal de plata(l). Los métodos en los que las nanoparticulas se sintetizan
mediante el concurso de la sal metélica y un agente reductor quimico son los que més
variaciones presentan. De entre ellos se encuentra la formacion de nanoparticulas de plata a
partir de AgNOs empleando como agentes reductores acido ascorbico, (Velikov, 2003),

polioles o monosacaridos (Raveendran, 2003).

En el caso del empleo de &cido ascérbico como agente reductor se pueden obtener
nanoparticulas de plata de tamafio grande (hasta 1200 nm) variando las condiciones de
reaccion (Velikov, 2003).

Figura 2.19. SEM de nanoparticulas de plata monodispersas.

En el caso de los monosacaridos, se ha desarrollado un método denominado "verde" por su
respeto por el medioambiente. En este método se provoca la reduccién quimica de la sal
AgNO3s mediante el empleo de p-D-glucosa como agente reductor en presencia de almidon
como agente estabilizante, lo que da lugar a la obtencion de nanoparticulas de plata de
aproximadamente 5 nm. (Raveendran, 2003). Figura 2.20

Figura 2.20 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) de nanoparticulas de plata almidonadas. La barra
de escala corresponde a 20 nm.
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Actualmente se preparan nanoparticulas de diferentes materiales con diferentes formas y
tamafios con aplicaciones importantes en el campo de la nanotecnologia y de la salud.
(Monge, 2009).

Morales et al, sintetizaron coloides de nanoparticulas de plata de forma esférica por el método
sol-gel, a partir de la reduccion de nitrato de plata por etilenglicol en un proceso denominado
poliol. El tamafio de las NPs se encontré en el rango de 20 a 40 nm. Para el analisis
morfolégico de las nanoparticulas se us6 un microscopio electrénico de transmision. La
figura 2.21, muestra la imagen de las nanoparticulas de plata preparadas por este método
(Morales et al, 2009).

Figura 2.21. Micrografia TEM de las nanoparticulas de plata preparadas con etilenglicol como agente
reductor.

Yagiong et al, reportaron la preparacion de AgNPs cuasi esféricas, se sintetizaron usando
acido ascorbico como reductor y citrato como estabilizante en un bafio de agua a 30 °C. El
tamafio medio de las NPsAg disminuy6 de 73 nm a 31 nm a medida que el pH del sistema
de reaccion aumentd. Los analisis cuantitativos indicaron que la reduccién del precursor de
plata se promovi6 a un pH elevado atribuido al aumento de la actividad del &cido ascérbico
(Yagiong et al, 2010). Figura 2.22.

Figura 2.22. Las AgNPs cuasi esféricas preparadas a pH 6, 7, 8, 9, 10 y 10.5 después de 15 minutos de las
reacciones a 30°C.
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Malegowd et al, en su experimento con la ultrasonicacion de una solucion de AgNOs y
quitosano (10mM), identificaron estructuras cubicas de plata (diametro 120 a 450nm) junto
con otras AgNPs dispersas. La temperatura influy6 en la formacion de las estructuras cubicas.
La formacion de las estructuras cubicas de plata se produjo por la formacion inicial de una
estructura de "cuatro pétalos como flor, sufri¢ transformacién a la "morfologia cubica” en las

ultimas etapas (Raghavendra et al, 2016). Ver figura 2.23.

Figura 2.23. Estructura ctbica de las nanoparticulas de plata.

Shi Yu et al, propuso el mecanismo de crecimiento de AgNPs de forma cubica y con un
tamafio 50 + 20 nm. En este estudio, se supone que los lipidos y los metabolitos secretados
por el hongo (M. circinelloides) en el caldo podrian haber inducido la reduccién de Ag!* en

AgNPs cubica (Shi Yu et al, 2015). Figura 2.24

Figura 2.24. TEM morfologia cubica de AgNPs (Yu, 2015).

Gu et al, describe una sintesis de nanobarras y nanoalambres de plata, mediante el uso de
tartrato de potasio como reductor para reducir el nitrato de plata AQNOs en presencia de poli
(vinilpirrolidona) (PVP). Controlaron la forma de las NPs mediante el cambio de la relacion
en concentracion de AgNOz y PVP, obtuvieron nanoparticulas de plata altamente irregulares

con didmetros de 150-250 nm en solucion. (Gu et al., 2006). Figura 2.25.

27



Figura 2.25. TEM imagen nanobarras y nanoalambres de plata.

2.6.2 Sintesis de nanoparticulas de oro AuNPs.
Los diferentes métodos de sintesis de nanocristales de oro en solucién acuosa han sido

estudiados desde hace muchisimos afios. Michael Faraday en 1857, public6 un estudio acerca
de la preparacion y propiedades del oro coloidal (Faraday, 1857). Desde entonces, Y,
especialmente en los ultimos afios, se han desarrollado un gran nimero de estudios sobre la
sintesis de nanoparticulas de oro practicamente monodispersas y de forma y tamafio
controlados.

En 1951, Turkevich introdujo la sintesis de nanoparticulas de oro esféricas de 20 nm
mediante la reduccidn con citrato de sodio del precursor HAUCI4 en agua. Desde entonces se
han modificado distintos parametros como la concentracién del reductor, pH y tiempo de
reaccion, para entender el mecanismo de formacion de las nanoparticulas y controlar de
manera efectiva su tamafio, forma y distribucién de tamafio. De esta manera, es posible
obtener nanoparticulas de distintos tamafios variando la relacion entre citrato de sodio y el
precursor, NasCt:HAuCl4 (Turkevich, 1951).

Lien et al sintetizaron nanoparticulas de oro utilizando como precursor al acido
tetracloroaurico (HAuUCIs). 3H20 y como agente reductor y estabilizante el citrato de
sodio(CeHs07Nas3). Estudiaron las diferentes condiciones de sintesis, tales como:
concentracion de agente reductor, concentracién del ion aurico, pH, duracién de reaccion y
tiempo de envejecimiento. Se obtuvieron soluciones coloidales monodispersas con
nanoparticulas de oro de 16 nm. La figura 2.26, muestra la presencia de las nanoparticulas

de oro, imagen obtenida del estudio de HSEM.
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Figura 2.26. HSEM de nanoparticulas de oro de diferente relacién molar de iones cloroaurato a citrato r: a)
r=2.5, b) r=6.

Alberto Corzo en el 2012, prepar6 nanoparticulas AuNPs de oro mediante reacciones de
oxido-reduccion a temperatura de ebullicién, partiendo de soluciones diluidas de &cido
tetraclorodurico: H[AuCl4].3H20 como precursor, en presencia de reductores organicos,
como tartrato de sodio y potasio: KNaCs Hs 0s.4H20 y borohidruro sédico: NaBH4 como
agente reductor inorganico. Se determiné el efecto de la variacién del pH con el tamafio de
la nanoparticula de oro, manteniendo concentraciones de H[AuCls] y agente reductor
constantes, a distintos valores de pH bajo las mismas condiciones. (Corzo, 2012). Figura
2.27.

Figura. 2.27. Fotografias de las NPs de Au obtenidas de una solucion precursora de 20 mL 0.25mM de
H[AuUCls] y 1 mL 17 mM de los agentes reductores. Donde a) corresponde a Na,Ct, b) corresponde a KNaTrt
y ¢) corresponde a NaBH..

2.5.3 Sintesis de nanoparticulas de cobre CuNPs.

Las nanoparticulas de cobre han sido sintetizadas por diversas técnicas a partir de las cuales
se puede tener un control en el tamafio y morfologia de éstas, los parametros mas importantes
a considerar son la relacion molar, temperatura, pH, velocidad de agitacion, entre otros
(Kidwai et al., 2007).

Dung Dang et al, sintetizaron nanoparticulas de cobre mediante la reduccién quimica del
sulfato de cobre con borohidruro de sodio en agua sin proteccion de gases inertes. En la ruta
de sintesis, el acido ascorbico (vitamina C natural) se emple6 como agente protector para

evitar que las nanoparticulas de Cu nacientes se oxidaran durante el proceso de sintesis y
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durante el almacenamiento. Los tamafios promedio de cristal de las particulas a temperatura
ambiente fueron inferiores a 10 nm. El pico de resonancia del plasmon superficial cambia de
561 a 572 nm, mientras que el color aparente cambia de rojo a negro, lo que esté en parte

relacionado con el cambio en el tamafio de particula. (Dang, 2011). Figura 2.28.
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Figura 2.28. TEM de nanoparticulas de Cu.

J. Ahmed et al, sintetizaron nanoparticulas de cobre con morfologia variable, nanocubos (50
nm), nanobarras (diametro de 3 nm y longitud de 50 nm) y nanoesferas (5 nm) utilizando el
método de microemulsion y posterior tratamiento a 400°C en atmdsfera de hidrégeno.
Utilizaron como agente reductor del cobre, hidrazina hidratada y como estabilizante bromuro
de cetil trimetilamonio (CTAB). Asi mismo, indicaron gque la concentracion desempefia un
papel importante en el control de la formay el tamafio del cobre nanocristalino. Los estudios
mostraron que, a baja concentracion, las particulas esféricas (10 nm) se ensamblan en 3
dimensiones (cubos de borde 50 nm). A concentracion intermedia hay un conjunto en una
dimensién ordenado de particulas esféricas (~3 nm) que conduce a nanobarras (3 nm de
diametro y 50 nm de longitud), mientras que a alta concentracidn hay aleatoria aglomeracién
de particulas esféricas (5 nm). (J. Ahmed, 2011). Figura 2.29.
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Figura 2.29. Nanoparticulas de cobre nanocristalino con morfologia variable, a) nanocubos (w50 nm), b)
nanobarras (diametro de w3 nm y longitud de w50 nm) y c¢) nanoesferas (5 nm).

Rajesh et al, sintetizaron CuNPs por un método simple de reduccién quimica y estudiaron el

efecto de la disparidad de pH en la variacion del tamarfio de particula. La morfologia de los
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CuNPs como se sintetizo fue examinada por medicion por microscopia electrénica de barrido
por emision de campo (FESEM). Las imagenes tipicas de FESEM muestra que el producto
consiste principalmente en nanoparticulas de forma esférica sin ninguna aglomeracién. El
andlisis de DRX confirmo la formacion de CuNPs de estructuras cubicas con la naturaleza
altamente cristalino (Rajesh, 2016). Figura 2.30.

Figura 2.30. El andlisis de DRX confirmo la formacion de CuNPs de estructuras clbicas con la naturaleza
altamente cristalino.

Wen et al, sintetizaron CuNPs por el método de reduccion quimica bajo una atmosfera de
nitrégeno gaseoso inerte, en el que se utilizd dietanolamina (DEA) como agente reductor,
disolvente, modificador de superficie y controlador de forma. Los resultados mostraron que

las particulas de nano-cobre son cubicas y con tamafios de 15 nm (Wen, 2012). Figura 2.31.

Figura 2.31. (a) TEM y (b) y (c) HRTEM de nanocubos obtenidos usando solucién 0.1M de Cu?*.

Wang et al, sintetizaron nanoparticulas de Cu en forma de nanoalambres mediante un método
hidrotérmico y reduccion quimica, utilizando glucosa como agente reductor. Las
dimensiones de estos nanoalambres de Cu fueron de 70 um de longitud y 65 nm de didmetro,
estas estructuras son materiales adecuados para electrodos de nanored (Wang, 2015). Figura
2.32.
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Figura 2.32 (a-b) Imagenes SEM de nanoalambres de cobre a diferentes escalas.

Chandra en su articulo publica la sintesis de nanoparticulas de Cu, mediante un proceso de
reduccidn con la benzildietilentriamina. La morfologia y estructura de las nanoparticulas de
Cu sintetizadas se caracterizaron por microscopia electronica de transmision (TEM),
difraccion de rayos X en polvo (XRD), Espectrocopia infrarroja (IR) y estado sélido UV. El
tamafio medio de las nanoparticulas de forma esférica se encontro entre 15 + 2 nm (Candra,
2014). Figura 2.33.
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Figura 2.33. Formacion de nanoparticulas de Cu ° mediante el método de reduccidn a partir de Cu(NOs)2
*3H.0.

2.7. Sintesis de nanoparticulas con extractos de plantas.

Muchos de los efectos adversos de la sintesis de nanoparticulas por métodos quimicos han
sido asociados con la toxicidad debido a la presencia de sustancias toxicas absorbidas en la
superficie de las nanoparticulas metalicas siendo una alternativa eco-amigable los métodos
bioldgicos para la sintesis de nanoparticulas utilizando microorganismos, enzimas, hongos y
extractos de plantas. El desarrollo de estos métodos respetuosos con el ecosistema para la
sintesis de nanoparticulas se ha convertido en una importante rama de la nanotecnologia. Las
plantas contienen en su estructura compuestos que tienen propiedades reductoras entre los
gue se encuentra los compuestos fendlicos como el acido gélico, acido benzoico y acido
caféico entre otros. Por lo que algunas plantas son conocidas por sus propiedades

antioxidantes (Almajano, 2008).
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El primer reporte de produccién de nanoparticulas mediante el uso de plantas se acredité a
Gardea-Torresdey y colaboradores, quienes encontraron que las plantas de alfalfa (Medicago
sativa) crecian por dos semanas en un medio enriquecido en Au(lll) y después reducian el
Au(lll) a Au (0), formando estructuras en la configuracion cubica centrada en las caras
(FCC). Las imagenes de TEM del oro reducido dentro de los tejidos de las plantas mostro
una estructura icosaédrica (Gardea, 2002). La figura 2.34 muestra la existencia de

nanoparticulas de oro en un rango de tamafio entre 2 y 20 nm.

Figure 2.34. Imagen de TEM de la planta de alfalfa, muestra los agregados de nanoparticulas de oro.

Subsecuentemente, se realiz6 el mismo cultivo en un medio enriquecido en plata, y se
encontrd que la planta también mostraba una capacidad para formar nanoparticulas. Las
imagenes de TEM de los arreglos de segmentos de las nanoestructuras de plata mostraron un
intervalo de tamafio de particula entre 2 y 20 nm distribuidos en todo el arreglo del segmento
(Gardea, 2003). Figura 2.35.

Figura 2.35. Imagen TEM de bajo aumento del brote de alfalfa que muestra una matriz unidimensional de
nanoparticulas de plata.

K. Jagajjanani Rao y Santanu Paria, prepararon nanoparticulas trimetalicas de Ag-Au-Pd tipo
aleacion utilizando AgNOs, HAUCI4, PdCl,, mediante dos extractos de plantas hoja de Aegle
marmelos y Brotes de Syzygium aromaticum (Clavo). Se sintetizaron facilmente en 10
minutos en condiciones ambientales cambiando la composicion de los fitoquimicos. Los
diametros promedio de las nanoparticulas fueron aproximadamente entre 8 y 11 nm. Las

nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por Espectrocopia UV-VIS y TEM. Ademas, el
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potencial antimicrobiano de los NP de Ag-Au-Pd sintetizados también mostro una toxicidad

significativa hacia la bacteria E. coli probada (Jagajjanani, 2015). Figura 2.36.
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Figura 2.36. Anélisis del TEM de NPs de Ag-Au-Pd preparadas con los extractos acuosos.

Jiale Huang et al, investigaron la biosintesis de nanoparticulas plata AgNPs a partir de
AgNO:3 por extracto de Cacumen Platycladi como agente reductor a diferentes temperaturas
30°C. Los AgNPs se caracterizaron por espectroscopia de absorcion visible ultravioleta (UV-
VIS), microscopia electronica de transmision (TEM), difraccion electronica de area
seleccionada (SAED) y difraccién de rayos X (XRD). Los resultados mostraron que los
azucares reductores y los flavonoides fueron los principales responsables de la bioreduccion
de los iones de plata, lo que lleva a la formacién de AgNPs con tamafio entre los 18,4 - 4,6
nm. Las AgNPs exhibieron una excelente actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus
a una concentracion de Ag de 50 ppm. (Huang et al., 2010). La figura 2.37 muestra la imagen
del TEM de las AgNPs por la reduccion del extracto de C Platycladi, durante 3 h a 90°C.
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Figura 2.37. Imagen del TEM de las AgNPs por la reduccion del extracto C Platycladi, durante 3 h a 90°C.

Ayman A et al, desarrollaron un método verde y facil para la sintesis de nanoparticulas
bimetalicas Au, Ag y Au-Ag utilizando el extracto acuoso de alga marina de sagu
(Potamogeton pectinatus L.) como agente reductor, preparada a un pH 12. Se investigaron el
tamarfio, la morfologia, la cristalinidad, la composicion, la capa de proteccion y la estabilidad
de las nanoparticulas sintetizadas a partir de la espectroscopia UV-VIS, TEM, rayos X. Los
resultados mostraron que las nanoparticulas sintetizadas eran en su mayoria de forma
esférica, aunque ocasionalmente se observaron otras formas como nanotriangulos y
hexagonos. (Ayman et al 2013). Se polidispersaron con un tamafio promedio de 50,4 + 21,8

nm. Figura 2.38.
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Figura 2.38. Imagen del TEM, muestra nanoparticulas triangulares y hexagonales de a) Ag, b) Auy c) Ag-Au.

Hai Liu et al, investigaron el papel de las moléculas activas durante el proceso de sintesis de
nanoparticulas de oro a partir de HAuCls por extracto de hoja de Catymen platycladi. Las
caracterizaciones de las nanoparticulas de oro se llevaron a cabo por medio de la
espectroscopia UV-VIS, TEM, producidas por cada muestra aislada con acido cloroaurico

(Hai Liu et al 2017). La imagen TEM se muestra en la figura 2.39.
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Figura 2.39. Iméagenes TEM de NPs de oro biosintetizados.

Shi Yn Lee et al, realizaron un estudio con hojas de la planta Ocimum sanctum (albahaca
morada) que fueron sometidas a fraccionamientos secuencial de solventes con diferentes
polaridades (hexano, cloroformo, n-butanol y agua). En los pasos, las cuatro fracciones secas
se extrajeron y se usaron para la sintesis biogénica de nanoparticulas de oro. Los resultados
reportan que los diferentes tipos de extractos en solventes pueden conducir a la formacién de
nanometales de diferente morfologia. Especificamente, el extracto de hexano puede sintetizar
nanoparticulas de 1 a 100 nm de tamafio, mientras que los fendlicos en la fraccion acuosa
pueden sintetizar micro hojas altamente estructuradas. EI metil eugenol, uno de los
principales quimicos identificados en el extracto de hexano, sintetizé nanoparticulas esféricas

bien dispersadas que varian de 1 a 20 nm (Shi Yn Lee, 2016). Figura 2.40.

Figura 2.40. TEM representativo de las variaciones morfologicas de las nanoparticulas utilizando la
biosintesis a) acido ferdlico b) cariofileno, ¢) 1-metoxi-fenol d) acido succinico e) acido glicélico y f) glicerol.

Sajid Fazal et al, sintetizaron nanoparticulas de oro anisotropicas utilizando una ruta acuosa
con extracto de cacao que sirvié tanto como agente reductor como estabilizante. A partir de
las mediciones TEM se puede ver que la fraccion de nanoparticulas de oro anisotropico tiene
un rango de tamafio de 150-200 nm que se corrobora con los valores del diametro
hidrodindmico (150 £ 20 nm) obtenidos de la dispersion dinamica de la luz. La figura 2.41

36



demuestra claramente la mejora de la concentracion de nanoparticulas anisotrépicas sobre
las nanoparticulas esféricas tras la centrifugacion en gradiente de densidad (Fazal et al.,
2014).

(i) (if)

Figura 2.41. Imagenes de TEM i) nanoparticulas de oro mezcladas y ii) nanoparticulas de oro obtenidas de
40% a 50% de pelicula de sucralosa.

Daria Podstawczyk et al, demuestra una ruta de sintesis de nanoparticulas de cobre (CuNP),
usando la solucion de catequina para controlar su tamafio. Este estudio presenta una sintesis
verde simple de CuNP con control de tamafio establecido por catequina como agente reductor
y de proteccion. EI método permite la sintesis de CuNP ultrafinas con un diametro de menos
de 5 nm. La alteracion del pH de los pardmetros del proceso permitié la formacién de
nanoparticulas con tamafios que varian de 3 a 40 nm evaluados por microscopia electronica

de transmision de alta resolucion (Podstawczyk, 2019).

50" nni ¢

Figura 2.42. HRTEM de CuNPs, tamafio de particulas distribuidas en el histograma a pH 11.

Aaron D et al, sintetizaron nanoparticulas de cobre usando té de hierba de limon como agente
reductor y CuSO4*5H>0 como sal de cobre. Demuestran que el té de hierba de limon reduce
los iones de cobre (I1) para formar nanoparticulas de cobre esféricas de diametro promedio

de 2,90 + 0,64 nm. Se usG microscopia electronica de transmision de alta resolucion
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(HRTEM) para confirmar que las nanoparticulas son Cu. El analisis TEM confirma la

presencia de cobre en las muestras de nanoparticulas (Brumbaugh et al., 2014).

Figura 2.43. Imagen HRTEM muestra la estructura de las particulas.

También se ha publicado la formacion de nanoparticulas de plata con un tamafio de 55 a 80
nm Yy nanoparticulas de oro triangulares o esféricas, a partir de biomasa seca del
Cinnamomum camphora (&rbol de alcanfor) con precursores de plata y oro a temperatura
ambiente (Huang, 2007).

Shankar et al. informaron la sintesis de nanoparticulas de plata altamente estables y
cristalinas (16-40 nm) exponiendo el extracto acuoso de hojas de geranio a una solucion de
nitrato de plata. (Shankar, 2003). Figura 2.44.

Figura 2.44 imagenes TEM de diferentes tamafios de nanoparticulas de plata utilizando hoja de geranio.

Posteriormente, Shankar et al, continuaron su estudio de sintesis de nanoparticulas de oro y

plata, y nanoparticulas bimetalicas de Au/ Ag, pero en esta ocasion su estudio se realizd con
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extractos del caldo de hojas de Neem (Azadirachta indica). Durante el tratamiento de las
soluciones acuosas de nitrato de plata y &cido cloroaurico con el extracto de la hoja de Neems,
observaron una formacion rapida de nanoparticulas de plata y oro estables a altas
concentraciones. Las nanoparticulas de plata y oro que se obtuvieron fueron polidispersas,
con un gran porcentaje de particulas de oro exhibiendo una interesante morfologia plana tipo
placa. Un anélisis de TEM mostr6 que el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas mediante
este método se encontraba en el intervalo de 50 a 100 nm, también se observaron
nanoparticulas entre 50-70 nm, con nanoparticulas mas pequefias de 15 — 20 nm. (Shankar,
2004). Figura 2.45.

Figura 2.45. TEM de las nanoparticulas de plata formadas por la reduccion del ion Ag* utilizando hoja de
Neem.

Mientras que Satayavani et al. informaron la sintesis de nanoparticulas de plata usando el
extracto de callo derivado de la planta de la manzana amarga e ilustraron su tremenda
actividad antibacteriana. Se confirmd la sintesis de nanoparticulas de plata esféricas en el
rango de 75 nm por AFM (Shankar, 2004). Figura 2.45.

310nm
[

Figura 2.45. Imagen AFM de las nanoparticulas de plata.
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2.8. Extractos vegetales empleados en la preparacion de las nanoparticulas de plata,
oroy cobre.

En la actualidad han surgido diversos métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas
como es el caso de la plata, oro y cobre, materiales de interés en esté trabajo. Sin embargo,
la mayoria de los métodos de sintesis son costosos y/o agresivos con el medio ambiente, por
lo que se han buscado su sintesis con agentes reductores eco-amigables como los extractos
vegetales, dado que contienen entre sus componentes agentes antioxidantes naturales que
generalmente estan constituidos por mezclas de compuestos con elevada diversidad
molecular y funcionalidad bioldgica, bio-sintetizados por las plantas (sus frutos, hojas, tallos,
raices, semillas u otras partes, vegetales, entre los cuales los mas importantes son los
compuestos polifendlicos, que son un grupo de sustancias quimicas encontradas en plantas
caracterizadas por la presencia de mas de un grupo fenol unidos a uno o mas anillos
bencénicos, los cuales son responsables de su actividad como antioxidantes. La figura 2.46
muestra la estructura quimica de dos polifenoles presentes en las plantas, &cido gélico y la

hidroquinona en donde se aprecia la presencia del grupo fenol.

HO OH HO OH

~ OH
Acido galico Hidroquinona

Figura 2. 46. Estructura quimica del &cido galico y la hidroquinona.

Los bajos potenciales redox de estos antioxidantes hacen termodindmicamente favorable la
reduccidn de la gran mayoria de radicales libres y algunos metales. Al estar unidos a un anillo
bencénico, los grupos hidroxilo confieren al polifenol la habilidad para actuar, ya sea como
donante de un atomo de hidrégeno o como donante de un electron a un radical libre (o a otras

especies reactivas) (Han, 2014).
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A continuacion, se presenta una descripcién breve de la composicion quimica de cada una de

las plantas utilizadas en este trabajo para la elaboracion de los extractos vegetales.

Los extractos vegetales empleados en este trabajo fueron las hojas de las plantas de Laurus
nobilis(Laurel), Thymus vulgaris (Tomillo), Ocimum basilicum (Albahaca) y Taraxacum
officinale (Diente de Ledn). Su eleccidn se baso en su alta disponibilidad y bajo costo, asi
como su alto contenido en su composicion quimica de compuestos polifendlicos, por lo que
es importante enfatizar que se ha demostrado que estos compuestos poseen estructura
quimica ideal para secuestrar radicales libres, lo que les aporta una actividad antioxidante,

siendo buenos candidatos para la reduccion de metales de su estado idnico a estado metalico.

Thymus vulgaris (Tomillo).
El Thymus vulgaris, pertenece a la familia Lamiaceae, es una planta aromatica, vivaz, lefiosa,

muy polimorfa, de 10 a 40 cm de alto, las ramas del tomillo contienen una composicion
integrada por flavonoides, derivados del apigenol y del luteolol; acidos fendlicos, cafeico,
rosmarinico, clorogénico; &cidos triterpénicos, ursélico y oleanoico; saponinas, contiene
también elementos minerales. El aceite esencial contiene carvacrol y timol en porcentaje del
20 al 70%, segun las razas; también contiene p-cimeno, terpinenos, linalol, borneol y sus
esteres acéticos, cifielo, geraniol, cariofileno. En la descripcion de la composicion quimica
del tomillo se destacan el aceite esencial y los flavonoides, este debe contener un minimo de
1,2 % (v/p) de aceite esencial y un 0,5 % (v/p) de fenoles volatiles. El aceite esencial (1,0-
2,5%) esta constituido principalmente por fenoles monoterpénicos, como timol, carvacrol, p-
cimeno, gammaterpineno, limoneno, borneol y linalol (Lépez, 2006). En la figura 2.47 se
muestra la estructura quimica del Acido cafeico un componente del Thymus vulgaris
(Tomillo).

HO OH

Figura 2.47. Estructura quimica del Ac. Caféico, componente del Thymus vulgaris (Tomillo).
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Taraxacum officinale (Diente de Leon).
Conocido como Diente de Ledn, es una hierba perenne puede tener un tamafio de 10 a 50 cm

de alto, el conjunto de los frutos forma una bola ligera cuyas semillas se desprenden y vuelan
en el viento (Urretabiscaya, 2017). Dentro de su composicién quimica se encuentran
presentes un elevado porcentaje de polifenoles, especialmente derivados del acido
hidroxicinamico, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos, fitosteroles, cumarinas,
acido cafeico y sales minerales, principalmente potésicas. Los &cidos hidroxicindmico es un
grupo de compuestos presentes en la pared celular del vegetal (Schiitz et al, 2006). Contiene
polifenoles con alta capacidad antioxidante y bajos potenciales redox como la Luteolina que
pertenece al grupo de flavonoides. Estos compuestos corresponden a un grupo de metabolitos
secundarios polifendlicos que se encuentran formados por un anillo aromatico unido por lo
menos a un grupo oxhidrilo. En la Figura 2.48 se aprecia la estructura de la Luteolina

(flavonoide).

HO AL O AN

Figura 2.48. Estructura quimica de la Luteolina (flavonoide), componente del Taraxacum officinale (Diente
de Ledn)

Laurus nobilis (Laurel).
Las hojas de Laurus nobilis contienen componentes aromatizados y bioactivos con

propiedades biologicas relevantes para la salud humana que se atribuyen a la presencia
abundante de metabolitos secundarios altamente bioactivos, como compuestos fenolicos.

Dada la importancia de esta planta, diversos estudios han publicado la identificacion y
aislamiento de compuestos quimicos como: flavonoides, lignanos, proantocianidinas,

alcaloides, aldehidos, terpenos, taninos, carbohidratos y fenoles (Osuna et al., 2005).
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Ocimum basilicum (Albahaca).
Las especies del género Ocimum, conocidas cominmente como albahaca, son plantas

aromaticas que tienen importancia econémica y cuyos aceites esenciales son utilizados en la
industria de cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos. Estudios han demostrado que
la albahaca "contiene una amplia gama de aceites esenciales, ricos en compuestos fenélicos
y una amplia gama de otros productos naturales, incluidos los polifenoles como
los flavonoides y las antocianinas, llegando a la conclusién de que, gracias a los fitoquimicos
que contiene, incluidos eugenol, acido rosmarinico, apigenina, myretenal, luteolina, S-
sitosterol y &cido carnosico, puede ayudar a prevenir ciertos tipos de cancer de piel, higado,
oral y pulmén. La figura 2.49 muestra la estructura quimica del &cido rosmarinico, uno de

sus componentes que contiene grupos OH". (Rivas, 2015).
OH

Figura 2.49. Estructura quimica del acido rosmarinico.
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CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL

Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones para preparacion de las nanoparticulas
de AgNPs, AuNPs y CuNPs fueron: nitrato de plata AgNOs 1x10° M (Sigma-Aldrich),
HAUCIs. 3H20 a 1x10° M (Sigma-Aldrich), sulfato de cobre (I) pentahidratado (CuSOa.
5H>0) 0.001 M (Sigma-Aldrich), etilendiamina al 10 % (Sigma-Aldrich) y agua desionizada
(18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se adicionaron al extracto gotas de una disolucion de
hidroxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH.

En la tabla 3.1 se resumen los reactivos empleados.

Tabla 3.1. Reactivos empleados.

REACTIVOS FORMULA MARCA
Nitrato de Plata AgNO; Sigma-Aldrich
Tetracloroaurato de Hidrogeno HAuUCl, Sigma-Aldrich
Sulfato de Cobre (1) Pentahidratado CuSO, *5H,0 Meyer
Hidroxido de Sodio NaOH J. T. Baker
Etilendiamina [10%] H2NCH2CH;NH; J. T. Baker
Agua desionizada H.0 -
Etanol CHsCH,OH (Sigma-Aldrich)

Y como agentes reductores los extractos vegetales acuosos de hojas de Thymus vulgaris
(Tomillo), Taraxacum officinale (Diente de Ledn), Laurus nobilis(Laurel) y Ocimum
basilicum (Albahaca). Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Plantas utilizadas como agentes reductores de los iones metalicos de Ag*, Au*y Cu?*.

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN
Laurus nobilis Laurel
Thymus vulgaris Tomillo
Taraxacum officinale Diente de Leon
Ocimum Basilicum Albahaca

44



El trabajo experimental inicié con la identificacion de compuestos fendlicos presentes en los
extractos vegetales empleados como agentes reductores en este trabajo de tesis. Los
resultados de estas pruebas se encuentran en el apartado de ANEXO. A continuacién, se
describen las pruebas realizadas.

3.1 Metodos quimico cualitativos en la identificacion de compuestos fendlicos,

flavonoides y taninos.

Preparacion de las muestras.
Se colocan 1.0 g de hojas secas de planta y 350 mL de etanol al 100% en un vaso de

precipitados. El vaso es cerrado y recubierto con papel aluminio para protegerlo de la luz. El
conjunto se mantiene en agitacion constante, con ayuda de una parrilla de agitacién, durante
24 horas. Pasado el tiempo, el menstruo es decantado y reservado en un recipiente cerrado y
protegido de la luz. Al marco sobrante se le adicionan otros 35 mL de etanol y se repite el
proceso durante 24 horas. Esta maceracion dinamica se repite hasta un total de 3 veces con
aproximadamente 1 litro de volumen final. 100 mL de volumen final se destinan al tamizaje

qguimico. (Alvarado et al., 2013)

Reactivo: gelatina-sal.
Preparar una solucion saturada de NaCl, remojar por 1 hora 2.0 g de grenetina en la solucién,

calentar hasta disolver, aforar a 100 mL

Obtencidn y andlisis de la fraccion A.
El extracto se filtra y se toman 40 mL que seran la fraccién A.

Los 40 mL de la fraccion A se llevan a sequedad con un calentamiento no mayor a 40°C. El
residuo es disuelto en 20 mL de agua caliente y filtrado. 10 mL del filtrado se utilizan en
caliente para ensayar flavonoides, los 10 mL restantes se dejan enfriar a temperatura
ambiente y se vuelven a filtrar. En el dltimo filtrado se ensayan compuestos fendlicos y

taninos.

Ensayo para compuestos fenélicos: ensayo del FeCls.
De los 10 mL restantes que se dejan enfriar de la Fraccion A, llevar a sequedad 3 mL,

calentando a bafio Maria (se puede hacer directamente sin llevar a seco). El residuo seco se
disuelve en 1 mL de agua destilada y se le agregan 3 gotas de FeClz al 1% acuoso. La
aparicion de coloracion varia de acuerdo a la cantidad y posicion de los oxhidrilos fendlicos
presentes: amarilla indica la presencia de 1 -OH, verde grisaceo 2 -OH adyacentes y azul
negro 3 —OH adyacentes.
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Ensayo para Flavonoides: ensayo de Shinoda.
Tomar 0.5 mL de la Fraccidén A y agregar una granalla de Zn o Mg mas 0.2 mL de &cido

clorhidrico concentrado. Esperar la disolucion de la granalla. Agregar 0.2 mL de alcohol
amilico y luego 2 mL de agua destilada. Observar la aparicion de coloracion marron, pardo
rojiza o rosada en la fase organica. La aparicion de una tonalidad desde rosado tenue hasta

guinda indica la presencia de flavonoides.

Ensayo para taninos: ensayo de la gelatina-sal.
Reaccion con gelatina Llevar a seco otros 3 mL de la Fraccion A calentando a Bafio Maria

(se puede hacer directamente sin llevar a seco). El residuo seco se disuelve en 1 mL de agua
destilada y se le agregan 10 gotas de una solucion acuosa de gelatina al 2 % (preparada con
agua tibia) (si no precipitara agregar unas gotas de solucién acida de cloruro de sodio). La
aparicion de turbidez hasta precipitado abundante indica la presencia de taninos. (Ardoino,
2013).

3.2 Preparacion de los extractos vegetales.

Con bases a datos bibliogréaficos y teniendo en cuenta el facil acceso a los mismos se
seleccionaron los siguientes especimenes vegetales: Taraxacum officinale (Diente de Leo6n),
Thymus vulgaris (Tomillo), Ocimum basilicum (Albahaca) y Laurus nobilis(Laurel). Como
se dijo anteriormente, vegetales que cuentan con una gran variedad de metabolitos
aprovechables en la sintesis de nanoparticulas.

Se utilizaron las hojas de las especies antes mencionadas secas Y trituradas y se procedi6 con
la extraccion de los mismos mediante una metodologia tradicional denominada infusion que
consiste en una simple extraccion solido-liquido. Se tomaron 1.0 g del material vegetal
molido y se pusieron en contacto con 100 mL de agua desionizada a 80°C hasta obtener un
volumen de 70 mL, se procedié con el filtrado con papel de poro fino. Por dltimo, se preservé
cada uno de los extractos en frascos a temperatura de 5°C hasta su uso en la sintesis de las

nanoparticulas metalicas.
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3.3. Sintesis de las nanoparticulas de plata AgNPs y oro AuNps.

Para la sintesis de las AgQNPS y AuNPs con los extractos vegetales, se prepararon diluciones
de 30 mL de cada extracto con agua desionizada, las relaciones (Extracto/Agua desionizada)
utilizadas se presentan en la tabla 3.3, se reguld el pH de cada una de las disoluciones
adicionando NaOH 0.5 M, hasta obtener pH 5, 7, 8 y 9.

Tabla 3.3 Diluciones de los extractos con agua desionizada

Extractos Relacion (Extracto/Agua Volumen total
desionizada)
Laurus nobilis(Laurel) 0.5:29.5 mL. 30 mL
Ocimum basilicum (Albahaca) 0.5:29.5 mL 30 mL
Taraxacum officinale (Diente de 0.5:29.5 mL. 30 mL
Leon)
Thymus vulgaris (Tomillo) 0.15: 29.85 mL 30 mL

3.3.1 Sintesis de las nanoparticulas de plata AgNPs.
La sintesis de las nanoparticulas de plata AgNPs con cada uno de los extractos acuosos se

procedid de la siguiente forma: A cada una de las disoluciones preparadas conteniendo el
extracto acuoso se les adiciond lentamente y en agitacion constante 10 mL de solucion de
nitrato de plata AgNOs 0.001M, a temperatura ambiente, mostrando casi de manera

inmediata un cambio de color a amarillo ambar en todos los casos.

3.3.2 Sintesis de las nanoparticulas de oro AuNPs.
Para realizar la sintesis de las nanoparticulas de oro con los extractos acuosos se procedié de

la siguiente forma: A cada una de las disoluciones preparadas conteniendo el extracto acuoso
se les adiciono lentamente y con agitacion constante 10 mL de la solucion de &cido
cloroaurico (I11). HAuCls. 3H20 0.001M, a temperatura ambiente, manteniendo la agitacion

por 15 minutos.
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3.4. Sintesis de nanoparticulas de cobre CuNPs.

Para la sintesis de las nanoparticulas de cobre se inicié con la formacion del complejo
etilendiamina-cobre, el cual se preparo6 de la siguiente manera: a 4.0 mL de sulfato de cobre
(I1) pentahidratado (CuSO4. 5H20) 0.001 M, se le afiadio 0.5 mL de etilendiamina al 10 %,
a temperatura ambiente con agitacion constante durante 5 minutos. Formado el complejo
etilendiana-cobre se adiciond 10 mL del extracto vegetal, ajustando el pH de los extractos a
valores de 5, 7, 8 y 9 con la adicion de NaOH 0.5 M, manteniendo la agitacion.

3.5 Caracterizacion de las nanoparticulas.

Espectroscopia UV-Visible.
A las muestras obtenidas de nanoparticulas de plata, oro y cobre en los diferentes procesos,

se realizaron mediciones por espectroscopia UV-Visible (Espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 35), técnica mas utilizada para la caracterizacion de las propiedades Opticas de las
nanoparticulas ya que permite obtener la banda de plasmones de superficie y evaluar la
estabilidad de las nanoparticulas. Ademas, a partir de la informacion proporcionada por los
espectros UV-VIS es posible estimar la concentracion y el tamafio de las nanoparticulas

formadas.

AFM (Microscopia de Fuerza Atomica).
Para confirmar el tamafio y distribucién de las nanoparticulas metélicas obtenidas se

caracterizaron por microscopia de fuerza atomica AFM (Equipo JSPM-5200). El estudio
topografico realizado a las muestras permite a partir de imagenes determinar la presencia de
las nanoparticulas en forma de agregados, asi como su morfologia y sus intervalos de

distribucién de tamafio.

3.7 Pruebas de bactericidas.

La actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las nanoparticulas preparadas se
Ilevé a cabo por el método de difusion en pozos en agar Mueller-Hinton. El reto microbiano
incluyé Escherichia coli (bacteria gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria
grampositiva). Las pruebas fueron desarrollas con la colaboracion del laboratorio de
microbiologia de la Facultad de Ciencias quimicas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados y discusion de la sintesis y caracterizacion de las
nanoparticulas de plata, oro y cobre utilizando como agentes reductores los extractos de hojas
Thymus vulgaris (Tomillo), Taraxacum officinale (Diente de Ledn), Laurus nobilis(Laurel)

y Ocimum basilicum (Albahaca).

4.1 Nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre CuNPs preparadas con el
extracto de Thymus vulgaris (Tomillo).

4.1.1 Nanoparticulas de plata AgNPs.
La sintesis de nanoparticulas de plata AgNPs, se llevé a cabo a temperatura ambiente, a través

de la reduccion de iones plata Ag'* a plata metalica Ag® con el extracto vegetal de Thymus
vulgaris (Tomillo). Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones, fueron: nitrato de
plata AgNOs 1x10° M (Sigma-Aldrich), el extracto vegetal de Thymus vulgaris (Tomillo) y
agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se adicionaron al extracto de Thymus
vulgaris (Tomillo) gotas de una disolucion de hidréxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5
M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH.

El método consiste en la preparacion de una disolucion de 30 mL del extracto de Thymus
vulgaris (Tomillo)/agua desionizada (0.15:29.85 mL), esta disolucion fue ajustada a
diferentes valores de pH (5, 7,8 y 9). A los 30 mL se adicionaron 10 mL de la solucion de
AgNO;s (1x10° M) y se mantuvo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15
minutos, de esta forma se promovio la formacién de las nanoparticulas de plata metélica por
reduccion de los iones Ag'*.

Las disoluciones obtenidas de nanoparticulas de plata mostraron coloraciones, rosas a pH=5
y amarillo &mbar para pH=7, 8 y 9, color caracteristico reportado en la bibliografia (Frank et
al., 2010). Esta coloracion se presenta pocos minutos después de haber agregado el extracto

de Tomillo (Thymus vulgaris) y se mantiene sin cambio por mas de tres meses.

La figura 4.1, muestra las coloraciones obtenidas a diferente pH, poniendo en evidencia la
reduccion del ion plata Ag'* a Ag® y en consecuencia la probable formacion de las

nanoparticulas de plata AgNPs.
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Figura 4.1. Soluciones de nanoparticulas de plata de izquierda a derecha el extracto de Tomillo (Thymus
vulgaris) seguido de las soluciones de AgNPs a pH, 5, 7,8y 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucién acuosa de la plata después de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Tomillo (Thymus vulgaris) a pH=5, pH =7, pH
= 8 y pH=9 mostraron una coloracién amarilla ambar y bandas intensas de absorcion
caracteristicas de la resonancia del plasmén de nanoparticulas de plata, resultado que se
atribuye su formacion.

La figura 4.2. muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de plata a
diferentes pH, para los casos de pH 5, 7, 8 y 9, se observa picos de absorbancia
correspondiente al plasmén de resonancia entre los 350 nm y 450 nm, tal y como ha sido
reportado en otros procesos de sintesis de nanoparticulas de plata. Bandas consideradas como
caracteristicas de las soluciones de nanoparticulas de plata, la forma y ancho de las bandas
revelan que las nanoparticulas de plata obtenidas son polidispersas y muy probablemente
esféricas, siendo menos el efecto de polidispersidad para el caso de pH =8 y 9 que son bandas

menos anchas.
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Figura 4.2. Espectro de UV-VIS de las nanoparticulas de plata AgNPs, obtenidas con extracto de Tomillo
(Thymus vulgaris) y AgNO3 10 M a diferentes pH.
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En la tabla 4.1 se especifican los resultados de UV-VIS, asi como el tamafio probable de las
nanoparticulas de plata, segln datos reportados en estudios anteriores.

Tabla 4.1. Longitudes de onda correspondiente al pico del plasmén y tamafio estimado de las nanoparticulas
de plata obtenidas a diferentes pH.

AgNPs con extracto de Longitud de onda Tamario estimado  Forma estimada de
Tomillo (Thymus correspondiente al en nandmetros la nanoparticula
vulgaris) a diferentes pH. pico del plasmén. (nm)
(nm)
pH=5 0 - Esférica
pH=7 413 30-40 Esférica
pH=8 405 25 Esférica
pH=9 401 20 Esférica

4.1.2 Nanoparticulas de oro AuNPs.
La sintesis de AuNPs se llevo a cabo a temperatura ambiente, a través de la reduccion de

iones oro con el extracto vegetal Tomillo (Thymus vulgaris). Los reactivos quimicos usados
y sus concentraciones fueron: HAUCl4. 3H20 a 1x10° M (Sigma-Aldrich), el extracto vegetal
del Tomillo (Thymus vulgaris) y agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se
adicionaron al extracto de Tomillo gotas de una disolucién de hidréxido de sodio (NaOH) (J.
T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH.

El método consiste en la preparacion de una dilucién de 30 mL del extracto de Thymus
vulgaris (Tomillo)/agua desionizada (0.15:29.85 mL), esta disolucion fue ajustada a los
valores de pH 5, 7, 8 y 9 con la adicion de NaOH 0.5 M. A los 30 mL de la disolucién del
extracto preparado se adicionaron 10 mL de la solucion de HAUCIs. 3H20 (1x10° M) y se
mantuvo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos, de esta forma se
promovio la formacion de las nanoparticulas de oro por reduccion de los iones Au®*.

La adicion del extracto de Thymus vulgaris (tomillo) a la solucion de la sal de oro HAUCI..
3H-0, se obtuvieron diluciones de diferentes coloraciones dependiendo fuertemente del pH,
colores que van desde el rosa, azul y morado, reportados en la bibliografia (Cornejo, 2015b).
Esta coloracion se presenta pocos minutos después de haber agregado el extracto de Tomillo
(Thymus vulgaris). Los diferentes colores obtenidos ponen de manifiesto que los tamafios de
las nanoparticulas obtenidas son diferentes y que es afectado fuertemente por el pH de la

disolucion. La figura 4.3, muestra las soluciones de las nanoparticulas de oro a diferentes pH.
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Figura 4.3. Soluciones de nanoparticulas de oro preparadas con el extracto de Tomillo (Thymus vulgaris), de
izquierda a derecha el extracto de Tomillo seguido las soluciones de AuNPs a pH, 5, 7,8y 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de oro, después de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Tomillo (Thymus vulgaris) a pH=5, pH = 7,
pH=8 y pH=9 mostraron diferentes coloraciones al variar el pH, y bandas intensas de
absorcion entre 500 nm y 600 nm, caracteristicas de la resonancia del plasmon de
nanoparticulas de oro, resultado que se atribuye a su formacion. La figura 4.4, muestra el

espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de oro a diferentes pH.
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Figura 4.4. Espectro de UV-VIS de las nanoparticulas de oro obtenidas con extracto de Tomillo (Thymus
vulgaris) y HAUCI, 10 M a diferentes pH.

Del espectro de UV-VIS se puede apreciar la influencia del pH, mostrando un corrimiento
de la banda hacia longitudes de onda menores a medida que el pH disminuye, favoreciendo
tamafios pequefios de nanoparticulas de oro formadas. La tabla 4.2, muestra la longitud de
onda a la que se lleva a cabo la méxima absorbancia para cada pH y su probable tamafio
segun estudios realizados en esta area. La forma y ancho de las bandas revelan que las
nanoparticulas de oro obtenidas son polidispersas y muy probablemente semiesféricas
(Cornejo, 2015).
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La Tabla 4.2, presenta un sumario de resultados de UV-VIS, asi como el tamafio probable
de las nanoparticulas de oro, seguin datos reportados en estudios anteriores.

Tabla 4.2. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de oro obtenidas a diferentes pH.

Extracto de Tomillo Longitud de onda Tamarfio estimado  Forma estimada
(Thymus vulgaris) a  correspondiente al pico en nandmetros de la
diferentes pH. del plasmén. (nm) de las nanoparticula
(nm) nanoparticulas
pH=5 545 60 Esférica
pH=7 565 70 Esférica
pH =18 570 80 Esférica
pH=9 580 90 Esférica

4.1.3 Nanoparticulas de cobre CuNPs.
La sintesis de NPs de cobre se llevo a cabo a temperatura ambiente, a través de la reduccion

de iones Cu?* a cobre Cu!* con el extracto vegetal de Thymus vulgaris (Tomillo). Los
reactivos quimicos usados y sus concentraciones, fueron: Sulfato de cobre (11) CuSOa. 5H,0
1x10° M (Sigma-Aldrich), etilendiamina al 10 %, extracto vegetal de Thymus vulgaris
(Tomillo) y agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se adicionaron al extracto
de Thymus vulgaris (Tomillo) gotas de una disolucion de hidroxido de sodio (NaOH) (J. T.
Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH.

Para la sintesis de las nanoparticulas de cobre se inicié con la formacién del complejo
etilendiamina-cobre, el cual se prepar6 de la siguiente manera: a 4.0 mL de sulfato de cobre
(I pentahidratado (CuSOs. 5H20) 0.001 M, se le afiadi6 0.5 mL de etilendiamina
(NH2CH2CH2H2N) al 10 %, a temperatura ambiente con agitacion constante durante 5
minutos, tiempo en que tomo una coloracién morada correspondiente al compuesto sulfato

diacuobis(etilendiamina).

N N
CuS045H0 + HoN-CHz-CHx-NH; = {[ > J S04
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Esquema 1. Representacion de la ecuacién quimica de la reaccion entre el CuSO4.H,0 y la etilendiamina
(NH2CH,CH,H:N).

Formado el complejo etilendiana-cobre se adicion6 10 mL del extracto vegetal, ajustando el
pH a5, 7,8y 9 de las soluciones de los extractos con la adicion de NaOH 0.5 M, manteniendo
la agitacion. Durante la sintesis de las nanoparticulas de cobre metalico se esperaba un
cambio del color morado de la disolucion del complejo de etilendiamina de cobre(ll) a rojizo,
prueba de que las nanoparticulas de cobre CuNPs se han formado, sin embargo el color
obtenido de la reaccion de la disolucion de cobre (11), al contacto con el extracto de Tomillo
(Thymus vulgaris) se tornd en un color ocre, como se ilustra en la figura 4.5, este color es
caracteristico de la formacion de nanoparticulas de Cu20, que se caracterizan por un cambio
de color durante el proceso de sintesis a un color ocre, esto es debido a que el cobre reacciona
rapidamente con el oxigeno de la atmosfera. Su sintesis quimica hace que estas CuONPs se
obtengan generalmente en forma de sélido ya que no son solubles en agua ni en etanol.
Aunque cuando se mezclan con uno de estos dos reactivos se observa una mezcla homogeénea,
cuando se deja, reposar el sdlido las NPs de Cu2O vuelve a precipitar formando una

disolucién heterogénea (M. Esteban et al., 2016).

Figura 4.5. Soluciones de nanoparticulas de Cu,O preparadas con el extracto de Tomillo (Thymus vulgaris),
de izquierda a derecha el extracto de Tomillo seguido de las soluciones de Cu;NPsa pH 5, 7, 8, 9.

Como se menciond anteriormente las nanoparticulas de cobre mostraron un color ocre
caracteristico de nanoparticulas de CuzO, la caracterizacién mediante espectroscopia de UV-

VIS de éstas Cu,ONPs muestra que absorben a longitudes de onda entre 400-520 nm.

La figura 4.6, muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de cobre obtenidas a

diferentes pH, se observa bandas de absorbancia correspondiente al plasmén de resonancia
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entre los 400 nm y 520 nm, bandas consideradas como caracteristicas de las soluciones de
nanoparticulas de CuO (Khan, 2016). La forma y ancho de las bandas revelan que son
polidispersas. El resultado corrobora que no se formaron nanoparticulas de cobre, en su lugar

se formaron las nanoparticulas de Cuz0.
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Figura 4.6. Espectro de UV-VIS de las nanoparticulas de Cu,O obtenidas con extracto de Tomillo (Thymus
vulgaris) a diferentes pH.

Del espectro de UV-VIS se puede apreciar la influencia del pH, mostrando un corrimiento
muy debil de la banda hacia longitudes de onda menores a medida que el pH aumenta, Por
lo que se puede pensar que en este caso el pH, afecta muy débilmente al tamafio de las

nanoparticulas de cobre.

4.1.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata AgNPs por Microscopia de
Fuerza Atomica AFM.
Para confirmar el tamafio y distribucién de las nanoparticulas de plata obtenidas se

caracterizaron por Microscopia de Fuerza Atomica AFM (Equipo JSPM-5200). El estudio
topografico realizado a las muestras permite determinar la presencia de las nanoparticulas en

forma de agregados, asi como su morfologia y sus intervalos de distribucion de tamafio.

En la figura 4.7 y 4.8 se observa la imagen AFM topogréafica (2.01 pm x 2.01 pm x 87.9 nm)
en modo “shaded” de las nanoparticulas de plata obtenidas con el extracto Tomillo (Thymus
vulgaris) a pH =8. Se aprecian particulas semiesféricas, diseminadas heterogéneamente sobre
la superficie de la oblea de silicio. Se observan zonas con agregados de nanoparticulas de
tamafio considerable, aunque también presenta zonas donde hay menor cantidad de
agregados y tamafios menores de 25 nm. El analisis de polidispersidad mostré por su parte

que las particulas obtenidas con dicha solucién mostraron alta dispersion.
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Figura 4.7. Imagen del escaneo de 2.01 um x 2.01 pm x 87.9 nm, en modo “shaded” de las nanoparticulas de
plata AgNPs preparadas con el extracto de Tomillo (Thymus vulgaris).
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Figura 4.8. Imagenes del escaneo a 256.9 nm x 256 nm x 97.6 nm, modo “shaded” de las nanoparticulas de
plata preparadas con el extracto de Tomillo (Thymus vulgaris), mostrando el tamafio de una nanoparticula de
alrededor de 25 nanémetros, en soporte de silicio incluso se observan particulas mas pequefias del orden de
los 7 u 8 nanémetros de diametro aproximadamente.

4.2 Nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre CuNPs preparadas con el
extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn).

4.2.1 Nanoparticulas de plata AgNPs.
La sintesis de nanoparticulas de plata AgNPs se llevé a cabo a temperatura ambiente, a través

de la reduccion de iones plata con el extracto vegetal Taraxacum officinale (Diente de Ledn).
Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones fueron: nitrato de plata AgNO3 1x10°
M (Sigma-Aldrich), el extracto vegetal del Diente de Leon y agua desionizada (18 MQ cm”
1.

El método consiste en la preparaciéon de una dilucion de 30 mL del extracto de Taraxacum
officinale (Diente de Leon) /agua desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucion fue ajustada a
diferentes valores de pH, 5, 7,8 y 9 con la adicidn de gotas de una disolucion de hidréxido
de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH. A los 30
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mL de la disolucion del extracto, se adicionan 10 mL de la solucion de AgNOs (1x10°3 M) y
se mantuvo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos, con la finalidad
de promover la formacion de las nanoparticulas de plata por reduccion de los iones Ag'*.
Las disoluciones obtenidas de nanoparticulas de plata fueron de color amarillo &mbar, color
caracteristico reportado en la bibliografia (Frank et al., 2010). Esta coloracion se presenta
pocos minutos después de haber agregado el extracto de Taraxacum officinale (Diente de
Ledn). La figura 4.9 muestra las coloraciones obtenidas a diferente pH, poniendo en
evidencia la reduccion del ion plata Ag** a Ag® y en consecuencia la probable formacion de
las nanoparticulas de plata, excepto la disolucion con pH =5 que adquirié una tonalidad rosa
tenue. Estas soluciones fueron sometidas a la prueba del efecto Tyndall para corroborar la
presencia de coloides caracteristicas de las soluciones de las nanoparticulas metélicas.

s
Figura 4.9. Se observa de izquierda a derecha primero el color del extracto de Taraxacum officinale (Diente
de Ledn) seguido de las soluciones de las AgNPs a pH 5, 7, 8, 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de la plata después de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Taraxacum officinale (Diente de Leon) a pH =
7, 8 y 9 mostraron una coloracion amarilla &mbar y bandas intensas de absorcién
caracteristicas de la resonancia del plasmon de nanoparticulas de plata, resultado que se
atribuye su formacion excepto la muestra a pH = 5. La figura 4.10 muestra el espectro de
UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de plata a diferentes pH, para los casos de pH 7,
8y 9, se observa picos de absorbancia correspondiente al plasmén de resonancia entre los
350 nmy 450 nm, tal y como ha sido reportado en otros procesos de sintesis de nanoparticulas
de plata indicando su presencia. Bandas consideradas como caracteristicas de las soluciones

de nanoparticulas de plata (Frank et al., 2010). La forma y ancho de las bandas revelan que
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las nanoparticulas de plata obtenidas son polidispersas y muy probablemente esféricas,
siendo menos el efecto de polidispersidad para el caso de las disoluciones preparadas a pH =
8 y 9. Asi se puede apreciar que a medida que el pH aumenta, se favorece la formacion de

nanoparticulas de plata AgNPs, mas pequefias y menos polidispersas.
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Figura 4.10. Espectro de UV-VIS de las nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn).

En la tabla 4.4, se muestra en resumen los datos observados de los espectros de UV-VIS para
las nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de
Leon).

Tabla 4.4. Longitudes de onda correspondiente al pico del plasmon y tamafio estimado de las nanoparticulas
de plata AgNPs obtenidas a diferentes pH con el extracto de Taraxacun Officinale (Diente de Leon).

Extracto de Taraxacum Longitud de onda Tamafio estimado en Forma estimada
officinale (Diente de correspondiente al nanémetros (nm) de las de la nanoparticula
Ledn) a diferentes pH. pico del plasmon. nanoparticulas.
A(nm)
pH=5 - - -
pH=7 415 50 Esférica
pH=8 410 30 Esférica
pH=9 403 20 Esférica

4.2.2 Nanoparticulas de oro AuNPs.
La sintesis de AuNPs se llevo a cabo a temperatura ambiente, a través de la reduccion de

iones oro Au®* con el extracto acuoso de Taraxacum officinale (Diente de Leon).

Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones fueron: HAUCls. 3H20 a 1x10° M

(Sigma-Aldrich), el extracto vegetal del Diente de Ledn y agua desionizada (18 MQ cm™).

Para el ajuste de pH se adicionaron al extracto de Diente de Ledn gotas de una disolucion

de hidréxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de
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pH. El método consiste en la preparacion de una dilucion de 30 mL del extracto de
Taraxacum officinale (Diente de Leon) /agua desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucion fue
ajustada a los valores de pH 5, 7, 8 y 9. A los 30 mL se adicionan 10 mL de la disolucion de
HAUCI4. 3H20 (1x10* M) y se mantiene bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante
15 minutos, de esta forma se promovid la formacion de las nanoparticulas de oro por
reduccion de los iones Au®*.

De la adicion de la sal de oro HAuCls. 3H20 al extracto de Diente de Leon, se obtuvieron
diluciones de diferentes coloraciones dependiendo fuertemente del pH, colores que van desde
el rosa, azul y morado, reportados en la bibliografia (Cornejo, 2015b). Estas coloraciones se
presentan pocos minutos después de haber agregado el extracto. Los diferentes colores ponen
de manifiesto que los tamafios de las nanoparticulas obtenidas son diferentes y que es
afectado por el pH. La figura 4.11, muestra las soluciones de las nanoparticulas de oro a
diferentes pH, se puede apreciar los diferentes colores de las disoluciones obtenidas, asi como

el efecto Tyndall caracteristico de las soluciones coloidales.

——
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Figura 4.11. Se observa de izquierda a derecha primero el color del extracto de Taraxacum officinale (Diente
de Ledn) seguido de las soluciones de las AuNPsa pH 5, 7, 8, 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de oro, después de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Taraxacum officinale (Diente de Leon) a pH =
5, 7, 8 y 9 mostraron diferentes coloraciones, pH =9 morada, pH =8 morada azulosa, pH =7
azul y pH = 5 rosa tenue, y bandas intensas de absorcién caracteristicas de la resonancia del
plasmén de nanoparticulas de oro AuNPs, resultado que se atribuye su formacion (Cornejo,
2015b). La figura 4.12 muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas
de oro AuNPs a diferentes pH, para los casos de pH 7, 8 y 9, se observa picos de absorbancia

correspondiente al plasmén de resonancia entre los 500 nm y 600 nm, tal y como ha sido
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reportado en otros procesos de sintesis de nanoparticulas de oro indicando su presencia. La
formay ancho de las bandas revelan que las nanoparticulas de oro obtenidas son polidispersas
y muy probablemente esféricas y a medida que pH se incrementa, la curva se desplaza a
longitudes de onda menores, evidencia de que el tamafio de la nanoparticula va

disminuyendo.

0.10

0.04 4

ABS (ua)

0.02 4

0.00 A

T
300 400 500 600 700
A (nm)

Fig.4.12 Espectros UV-VIS de las soluciones de AuNPs obtenidas con el extracto de Diente de Ledn a
diferentes pH.

La tabla 4.5, se muestra en resumen los datos observados de los espectros de UV-VIS para

las nanoparticulas de oro preparadas con extracto de Taraxacum officinale (Diente de Leon).

Tabla 4.5. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de plata AgNPs obtenidas a diferentes
pH con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn).

Extracto de Taraxacun Longitud de onda Tamafo estimado en  Forma estimada

Officinale (Diente de correspondiente al pico nanémetros (nm) de  de la

Ledn)a diferentes pH. del plasmén. A(nm) las nanoparticulas  panoparticula
pH=5 Mayor a 100 Mayor a 100 Esférica
pH=7 586 90 Esférica
pH=8 586 90 Esférica
pH=9 581 80 Esférica

4.2.3 Nanoparticulas de Cu2ONPs.
La sintesis de NPs de cobre se llevd a cabo a temperatura ambiente, a través de la reduccion

de iones Cu?* a cobre Cu'* con el extracto vegetal de Taraxacum officinale (Diente de Ledn).
Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones, fueron: sulfato de cobre (1) CuSOe..
5H.0 1x10° M (Sigma-Aldrich), etilendiamina al 10 %, el extracto vegetal de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn) y agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se

60



adicionaron al extracto de Taraxacum officinale (Diente de Leodn) gotas de una disolucion de

hidréxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor deseado de pH.

Para la sintesis de las nanoparticulas de cobre se inicié con la formacion del complejo
etilendiamina-cobre, el cual se prepar6 de la siguiente manera: a 4.0 mL de sulfato de cobre
(I) pentahidratado (CuSOs. 5H20) 0.001 M, se le afiadio 0.5 mL de etilendiamina
(NH3CH2CH2NHs3) al 10 %, a temperatura ambiente con agitacion constante durante 5
minutos. Formado el complejo etilendiana-cobre se adiciond 10 mL del extracto vegetal,
ajustando el pH de los extractos a un valor de pH 5, 7, 8 y 9 con la adicion de NaOH 0.5 M,
manteniendo la agitacion.

Durante la sintesis de las nanoparticulas de cobre metalico se esperaba un cambio del color
de morado de la disolucion del complejo de etilendiamina de cobre(ll) a rojizo, prueba de
que las NPs metalicas de cobre se han formado, sin embargo el color obtenido de la reaccion
de la disolucion de cobre (11), al contacto con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de
Ledn) se torno6 en un color ocre, como se ilustra en la figura 4.13, este color es caracteristico
de la formacion de nanoparticulas de Cu20O que se caracterizan por un cambio de color
durante el proceso de sintesis a un color amarillo-ocre, esto es debido a que el cobre muy
probablemente reaccion6 rapidamente con el oxigeno de la atmosfera. Las disoluciones
obtenidas de color ocre al dejarlas reposar se observd un precipitado amarillo ocre

caracteristico de la formacion de nanoparticulas de 6xido de cobre(l) en todos los casos. (M.

Esteban et al., 2016).
I! ‘h

Figura 4.13. Efecto Tyndall de las soluciones de las Cu,ONPs obtenidas con el extracto de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn), de izquierda a derecha el extracto seguido de las soluciones de Cu,ONPs
apH5,7,8,09.

—
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La figura 4.14, muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de cobre obtenidas a
diferentes pH, se observa bandas de absorbancia correspondiente al plasmén de resonancia
entre los 400 nm y 520 nm, bandas consideradas como caracteristicas de las soluciones de
nanoparticulas de Cu20 corroborando su formacion, la forma y ancho de las bandas revelan
que son polidispersas. El resultado corrobora que no se formaron nanoparticulas de cobre, en

su lugar se formaron las nanoparticulas de Cu2O.
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Figura. 4.14. Espectros UV-VIS de las soluciones de Cu,ONPs obtenidas con el extracto de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn) a diferentes pH.

Tabla 4.6. Longitudes de onda y tamarfio estimado de las nanoparticulas de Cu,ONPs obtenidas a diferentes
pH con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Leon).

Extracto de Taraxacum Longitud de onda Forma estimada
officinale (Diente de correspondiente al pico  de la nanoparticula
Leon) a diferentes pH. del plasmon. A(nm)
pH=5 347 Esférica
pH=7 347 Esférica
pH=8 556 Esférica
pH=9 556 Esférica

4.2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata AgNPs por Microscopia de
Fuerza Atomica AFM.
En la figura 4.15 se aprecia un escaneo de 5.5 pm?, y 170.4 nm de altura de la muestra

denominada Diente de Leon, la imagen se obtuvo en modo shaded, en dicha imagen se

observa una superficie homogéneamente recubierta por particulas semicubicas Yy
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semiesféricas, todas las particulas se muestran orientadas en forma horizontal respecto a la
micrografia y su distribucion de tamafio va de 700 nanémetros para las particulas méas
grandes las cuales poseen una morfologia predominantemente semictbica y ocupan un 20%
del total de la superficie y estan homogéneamente dispersas sobre ésta, de igual forma se
muestran particulas mas pequefias de morfologia semiesférica y de aproximadamente 100
nanodmetros de didmetro, las cuales son las mas abundantes y se encuentran depositadas sobre

la oblea de silicio.

Figura 4.15 Imagen del escaneo de 5.5 pm x 5.5 pm x170.4 nm, en modo “shaded” de las nanoparticulas
preparadas con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn).

En la figura 4.16 se observa la imagen AFM topografica con una escala de escaneo de 2.01
pum x 2.01 um x 140 nm, en la cual se observa una amplificacion de la figura 4.15, en donde
se aprecia con mas detalle el conglomerado de particulas distribuidas en la oblea de silicio.
En las imagenes se aprecian particulas semiesféricas y semiprimaticas, al parecer

nanomeétricas.

Figura 4.16. Imagen del escaneo a 2.01 um x 2.01 um x 140.0 nm modo “shaded” de las nanoparticulas
preparadas con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Le6n).

De la figura 4.17, se presenta la imagen de AFM por topografia (1.00 um x 1.00 um x 73.0

nm), en una amplificacion de aproximadamente 1 pum?, en donde se observan dos
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morfologias, las que anteriormente se veian como semiprismaticas se pueden apreciar con
mayor detalle en esta amplificacion por lo que se puede determinar que poseen forma de
hojuelas del orden de 180 a 200 nm de largo y 100 a 150 nm de ancho aproximadamente, y
la segunda morfologia consiste en particulas nanomeétricas semiesféricas del orden de 20 a
30 nm.

Figura 4.17. Iméagenes del escaneo a 1.0 pm x 1.0 pm x 72.8 nm modo “shaded” de las nanoparticulas de
plata preparadas con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn).

La figura 4.18 se muestra una amplificacion de la misma zona de la pelicula (256 nm x 256
nm x 28.9 nm), en la que se observa con mayor detalle la morfologia semiesférica de las
particulas depositadas sobre una pelicula conformada por hojuelas, probablemente debidas a
algun otro componente de la disolucién, por otra parte, se confirma que el didmetro de una
de estas particulas es de 25.9 nandmetros. La imagen permite detectar la forma de particulas
pequefias semiesféricas como cabia de esperar segin los resultados de los espectros de

28 8nm
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17 30m
i -
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0.0nm

Figura 4.18. Iméagenes del escaneo a 256.9 nm x 256 nm x 28.8 nm, modo “shaded” de las nanoparticulas de
plata preparadas con el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn), mostrando el tamafio de una
nanoparticula de 25.9 nm.

absorcion electronica en la region visible.

@
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4.3 Nanoparticulas de plata AgNPs, oro AUNPs y CuNPs preparadas con el extracto
de Laurus nobilis (Laurel).

4.3.1 Nanoparticulas de plata AgNPs.
La sintesis de NPs de plata se llevo a cabo a temperatura ambiente, a traves de la reduccion

de iones plata con el extracto vegetal Laurus nobilis( Laurel). Los reactivos quimicos usados
y sus concentraciones fueron: nitrato de plata AgNO3 1x107 M, el extracto vegetal del Laurus
nobilis (Laurel) y agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se adicionaron al
extracto gotas de una disolucion de hidréxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua
hasta ajustar el valor deseado de pH.

El método consiste en la preparacion de una dilucion de 30 mL del extracto de Laurus nobilis
(Laurel)/agua desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucién fue ajustada a diferentes valores de
pH 5, 7,8y 9. A los 30 mL se adicionan 10 mL de la disolucion de AgNO3 1x10°M y se
mantuvo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos, de esta forma se
promovid la formacion de las nanoparticulas de plata por reduccion de los iones Ag*”.

De esta reaccion de reduccion se obtuvieron disoluciones de color amarillo @mbar, color
reportado en la bibliografia como evidencia de la formacion de las nanoparticulas de plata,
esta coloracion se presenta pocos minutos después de haber agregado el extracto de Laurus
nobilis (Laurel). (Frank et al., 2010). La figura 4.19 muestra las coloraciones obtenidas a
diferente pH, poniendo en evidencia la reduccion del ion plata Ag'* a Ag® y en consecuencia
la probable formacidon de las nanoparticulas de plata, excepto la disolucién con pH =5 que
tomo una coloracion ligeramente rosada. Estas soluciones fueron sometidas a la prueba del
efecto Tyndall, con la finalidad de comprobar la formacion de coloides caracteristicos de las

nanoparticulas metalicas.
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Figura 4. 19. De izquierda a derecha se observa el extracto obtenido del Laurus nobilis (Laurel) seguido de las
soluciones de AgNPsapH 5, 7, 8, 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa obtenidas,
presumiblemente de nanoparticulas de plata AgNPs a diferentes pH 5, 7, 8, 9, mostraron
bandas intensas de absorcién en el intervalo del espectro de la region visible, bandas
caracteristicas de la resonancia del plasmon de nanoparticulas de plata, resultado que se
atribuye su formacion. La figura 4.20 se muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de
nanoparticulas de plata a diferentes pH, para los casos de pH 7, 8 y 9, se observa picos de
absorbancia correspondiente al plasmén de resonancia entre los 350 nm y 450 nm, tal y como
ha sido reportado en otros procesos de sintesis de nanoparticulas de plata indicando su

presencia.
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Figura. 4.20 Espectros UV-VIS de las soluciones de AgNPs obtenidas con el extracto de Laurus nobilis
(Laurel) a diferentes pH.

En los espectros de la figura 4. 20, se muestran picos de absorbancia del plasmon, se aprecia
que la longitud de onda en la que ocurre la absorbancia es de 413 nm para las soluciones con
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pH=7,8, 9, laforma de la banda es igual en todos los casos, mostrando una sola absorbancia,
evidencia de que la forma de las nanoparticulas es muy probablemente esférica, con un
tamafio estimado muy probablemente alrededor de 40 y 50 nm, Por otro lado, también se
observa del espectro que las bandas no son muy amplias de lo que se puede concluir que las
disoluciones son poco polidispersas es decir que los tamafios de las nanoparticulas son muy
cercanos. En el caso de la disolucion a pH= 5 se observa una banda de absorbancia muy
amplia, con un maximo de absorbancia 439 nm, evidencia del inicio de la formacion de las
nanoparticulas de plata con un tamafio estimado de 10 nm, y probablemente son polidispersas
En la tabla 4.7 se proporcionan datos de su tamafio estimado y forma, deducidos de los

espectros UV-VIS y datos consultados en trabajos semejantes.

Tabla 4.7. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de plata AgNPs obtenidas a diferentes
pH con el extracto de Laurus Nobilis (Laurel) a diferentes pH.

Extracto de Laurus Longitud de onda Tamafio estimado en  Forma estimada
nobilis(Laurel) a correspondiente al pico nanémetros (nm) de  de la
diferentes pH. del plasmén. A(nm) las nanoparticulas  panoparticula
pH=5 439 10 Esférica
pH=7 413 40-50 Esférica
pH=8 413 40-50 Esférica
pH=9 413 40-50 Esférica

4.3.2 Nanoparticulas de oro AuNPs.
La sintesis de AuNPs se llevo a cabo a temperatura ambiente, a traves de la reduccion de

iones oro con el extracto vegetal Laurus nobilis (Laurel). Los reactivos quimicos usados y
sus concentraciones fueron: HAUCI4. 3H20 a 1x10° M (Sigma-Aldrich), el extracto vegetal
de Laurus nobilis (Laurel) como agente reductor y agua desionizada (18 MQ cm™). Para el
ajuste de pH se adicionaron al extracto gotas de una disolucion de hidroxido de sodio (NaOH)
(J. T. Baker) 0.5 M hasta ajustar el valor deseado de pH.

El método consiste en la preparacién de una dilucion de 30 mL del extracto de Laurus nobilis
(Laurel) /agua desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucion fue ajustada a los valores de pH 5,
7,8y 9. Alos 30 mL se adicionan 10 mL de la disolucion de HAuCls. 3H20 (1x10°3 M) y se
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mantiene bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos, promoviéndose
la formacion de las nanoparticulas de oro por reduccion de los iones Au®".

De la adicion de la sal de oro HAuCls. 3H20 al extracto de Laurus nobilis (Laurel), se
obtuvieron diluciones de diferentes colores dependiendo fuertemente del pH. Para el caso de
pH = 5 adquiere un color rosa tenue, pH =7 morada, pH =8 morada azulosa y pH =9 azul.
Estos colores han sido reportados en la bibliografia como evidencia de la reduccién del ion
Au®* a oro metalico Au® y la consecuente formacion de las nanoparticulas de oro AuNPs
(Cornejo, 2015b). El color se presenta después de 24 horas de haber agregado el extracto de
Laurus nobilis (Laurel). Los diferentes colores ponen de manifiesto que los tamafios de las

nanopaticulas de AuNPs obtenidas son diferentes y que es afectado por la variacion del pH.

En la figura 4.21 se aprecian los diferentes colores de las disoluciones obtenidas a diferentes
pH.
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Figura 4.21. De izquierda a derecha el extracto de Laurel seguido de las soluciones de las AuNPs a pH=5, 7,
8,9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de oro despues de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Laurus nobilis (Laurel) apH =5, 7, 8 y 9 revelan
bandas intensas de absorcion caracteristicas de la resonancia del plasmén de nanoparticulas
de oro alrededor de 500 nm y 600 nm evidencia de su probable formacion. En la figura 4.22
se aprecia el espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de oro AuNps
preparadas a diferentes pH. Las bandas de absorbancia aparecen a diferentes longitudes de
onda dependiendo del pH, asi para la disolucion a pH =5y pH = 7 se aprecia la absorbancia

a una longitud de 588 nm, para pH =8, 586 nmy pH =9, 575 nm. A medida que el pH se
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incrementa, la longitud de onda en la que aparece el pico del plasmon es mas pequefia, lo que
significa que el tamafio de las nanoparticulas va disminuyendo.
La forma y ancho de las bandas revelan que las nanoparticulas de oro obtenidas son

polidispersas y muy probablemente esféricas en todos los casos con un tamafio promedio

entre 100 y 80 nm.
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Figura 4.22. Espectros UV-VIS de las soluciones de AuNPs obtenidas con extracto de Laurel a diferentes pH.

En la tabla 4.8 se precisan los datos obtenidos de los espectros de UV-VIS.

Tabla 4.8. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de oro AuNPs obtenidas a diferentes
pH con extracto de Laurus nobilis (Laurel) a diferentes pH.

Extracto de Laurus Longitud de onda Tamafio estimado en  Forma estimada
nobilis (Laurel) a correspondiente al pico nanémetros (nm) de e la
diferentes pH. del plasmén. A(nm) las nanoparticulas  nanoparticula
pH=5 588 100 Esférica
pH=7 588 90 Esférica
pH=38 586 90 Esférica
pH=9 575 80 Esférica
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4.3.3 Nanoparticulas de cobre CuNPs.
La sintesis de NPs de cobre se llevo a cabo a temperatura ambiente, a traves de la reduccion

de iones Cu?* a cobre Cul* con el extracto vegetal de Laurus nobilis (Laurel) como agente
reductor. Los reactivos quimicos usados y sus concentraciones, fueron: sulfato de cobre (1)
CuS04. 5H,0 1x10° M, etilendiamina al 10 %, extracto vegetal de Laurus nobilis (Laurel) y
agua desionizada (18 MQ cm™). Para el ajuste de pH se adicionaron al extracto gotas de una
disolucion de hidroxido de sodio (NaOH) (J. T. Baker) 0.5 M en agua hasta ajustar el valor
deseado de pH.

Para la sintesis de las nanoparticulas de cobre se inicié con la formacién del complejo
etilendiamina-cobre, el cual se prepar6 de la siguiente manera: a 4.0 mL de sulfato de cobre
(1) pentahidratado (CuSOas. 5H>0) 0.001 M, se le afiadi6 0.5 mL de etilendiamina al 10 %,
a temperatura ambiente con agitacién constante durante 5 minutos. Formado el complejo
etilendiana-cobre de color morado se adicion6 10 mL del extracto vegetal a diferentes pH, 5,
7, 8 y 9, manteniendo la agitacidon constante.

Durante la sintesis de las nanoparticulas de cobre metalico igual que en los casos anteriores
se esperaba un cambio del color de morado de la disolucion del complejo de etilendiamina
de cobre (Il) a rojizo, como evidencia de la formacion las NPs metélicas de cobre, sin
embargo, el color obtenido de la reaccion de la disolucion de cobre (I1), al contacto con el
extracto de Laurus nobilis (Laurel) se torné a un color ocre en todos los casos, como se ilustra

en la figura 4.23.

Figura 4.23. De izquierda a derecha el extracto de Laurus nobilis (Laurel) seqguido de las soluciones de
Cu,ONPsapH5,7,8,09.

El color de las soluciones obtenidas amarillo-ocre es caracteristico de la formaciéon de
nanoparticulas de CuzO, esto es debido a que muy probablemente el cobre reacciond

rapidamente con el oxigeno de la atmosfera formando el 6xido de cobre(l) Cu20. Las
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disoluciones obtenidas de color ocre al dejarlas reposar se observéd un precipitado amarillo
ocre caracteristico de la formacién de nanoparticulas, esto ocurrié en todos los casos. (M.
Esteban et al., 2016).

La figura 4.24, muestra el espectro de UV-VIS de las soluciones de cobre obtenidas a
diferentes pH, se observa bandas de absorbancia correspondiente al plasmon de resonancia
entre los 400 nm y 520 nm, bandas consideradas como caracteristicas de las soluciones de
nanoparticulas de Cu.0, la forma y ancho de las bandas revelan que son polidispersas. El
resultado corrobora que no se formaron nanoparticulas de cobre, en su lugar se formaron las

nanoparticulas de Cu0.
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Fig.4.24. Espectros UV-VIS de las soluciones de CuONPs obtenidas con extracto de Laurus nobilis (Laurel)
a diferentes pH.

En la tabla 4.9 se precisan los datos obtenidos de los espectros de UV-VIS.

Tabla 4.9. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de CUONPs. obtenidas a diferentes
pH con extracto de Laurus nobilis (Laurel) a diferentes pH.

Extracto de Laurus Longitud de onda Tamafo estimado en Forma estimada
nobilis(Laurel) a correspondiente al pico del ~ nanometros (nm) de las  de la nanoparticula
diferentes pH. plasmon. A(nm) nanoparticulas
pH=5 320 40-50 Esférica
pH=7 320 40-50 Esférica
pH=8 318 40-50 Esférica
pH=9 316 40-50 Esférica
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4.4 Nanoparticulas de plata AgNPs, oro AUNPs y CuNPs preparadas con el extracto

de Ocimum basilicum (albahaca).

4.4.1 Nanoparticulas de plata AgNPs.
La sintesis de las nanoparticulas de plata AgNPs se llevo a cabo a temperatura ambiente, a

través de la reduccion de iones plata con el extracto vegetal Ocimum basilicum (albahaca).
El método consiste en la preparacion de una dilucién de 30 mL del extracto de Ocimum
basilicum (albahaca)/agua desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucion fue ajustada a
diferentes valores de pH 7, 8 y 9. A los 30 mL se adicionan 10 mL de la disolucion de AgNO3
(1x10° M) y se mantuvo bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos,
de esta forma se promovié la formacion de las nanoparticulas de plata por reduccion de los
iones Ag**.

Las disoluciones obtenidas de nanoparticulas de plata son de color amarillo ambar, color
caracteristico reportado en la bibliografia, el color se presenta pocos minutos después de
haber agregado el extracto de Ocimum basilicum (albahaca). (Frank et al., 2010). La figura
4.25 muestra las coloraciones obtenidas a diferente pH, poniendo en evidencia la reduccién
del ion plata Ag** a Ag® y en consecuencia la probable formacion de las nanoparticulas de

plata, excepto la disolucion con pH = 7.

Figura 4.25. Soluciones de nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Ocimum basilicum
(albahaca) de izquierda a derecha las soluciones de AgNPsapH 7,8y 9.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de los iones plata Ag*
después de entrar en contacto con el extracto vegetal de Ocimum basilicum (albahaca). a pH
7,8y 9 revelan bandas intensas de absorcion caracteristicas de la resonancia del plasmon de

nanoparticulas de plata alrededor de 350 nm y 450 nm resultado que se atribuye su formacion.
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En la figura 4.26 se aprecia el espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de
plata AgNps preparadas a diferentes pH. Las bandas de absorbancia a parecen a diferentes
longitudes de onda dependiendo del pH, asi para la disolucion de pH = 7 se aprecia la

absorbancia a una longitud de 415 nm, para pH =8, 410 nm y pH =9, 405 nm.
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Figura 4.26. Espectros UV-VIS de las soluciones de AgNPs obtenidas con el extracto de Ocimum basilicum
(albahaca) a diferentes pH.

A medida que el pH se incrementa, la longitud de onda en la que aparece el pico del plasmon
es mas pequefia, lo que significa que el tamafio de las nanoparticulas va disminuyendo.

La forma y ancho de las bandas revelan que las nanoparticulas de plata obtenidas son
polidispersas y muy probablemente esféricas en todos los casos con un tamafio promedio
entre 40 y 20 nm. En la tabla 4.10 se precisan los datos obtenidos de los espectros de UV-
VIS.

Tabla 4.10. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de AgNPs. obtenidas a diferentes pH
con extracto de Ocimum basilicum (albahaca).

Extracto de Occimum Longitud de onda Tamario estimado  Forma estimada
basilicum (albahca) a correspondiente al pico en nandmetros de la
diferentes pH. del plasmén. A(nm) (nm) de las nanoparticula

nanoparticulas
pH=5 - - -
pH =7 415 40 Esférica
pH =8 410 30 Esférica
pH=9 405 20 Esférica
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4.4.2 Nanoparticulas de oro AuNPs.
La sintesis de AuNPs se llevo a cabo a temperatura ambiente, a través de la reduccion de

iones oro con el extracto vegetal Ocimum basilicum (albahaca). EI método consiste en la
preparacion de una dilucion de 30 mL del extracto de Ocimum basilicum (albahaca) /agua
desionizada (0.5:29.5 mL), esta disolucion fue ajustada a los valores de pH (5, 7, 8y 9). A
los 30 mL se adicionan 10 mL de la disolucion de HAuUCIs. 3H20 (1x10° M) y se mantiene
bajo agitacion suave a temperatura ambiente durante 15 minutos, de esta forma se promovi6
la formacion de las nanoparticulas de oro por reduccion de los iones Au®*.

De la adicion de la sal de oro HAuUCI4. 3H20 al extracto de Ocimum basilicum (albahaca), se
obtuvieron diluciones de diferentes coloraciones dependiendo fuertemente del pH, colores
que van desde el rosa, azul y morado, caracteristicos de las disoluciones de nanoparticulas
de oro de diferentes tamafios (Cornejo, 2015b). Estas coloraciones se presentan pocos

minutos después de haber agregado el extracto como se ve en la figura 4.27.

i

Figura 4.27. Soluciones de nanoparticulas de oro AuNPs preparadas con el extracto de Ocimum basilicum
(albahaca) a diferentes pH.

Las mediciones de la espectroscopia UV-VIS de la disolucion acuosa de oro después de
entrar en contacto con el extracto vegetal de Ocimum basilicum (albahaca) apH =5,7,8y 9
revelan bandas intensas de absorcion caracteristicas de la resonancia del plasmoén de
nanoparticulas de oro alrededor de 500 nm y 600 nm resultado que se atribuye su formacion.
En la figura 4.28 se aprecia el espectro de UV-VIS de las soluciones de nanoparticulas de
oro AuNps preparadas a diferentes pH. Las bandas de absorbancia a parecen a diferentes
longitudes de onda dependiendo del pH, asi para la disolucién a pH = 5 se aprecia una
absorbancia de longitud de onda de 565 nm, pH = 7 a una longitud de 545 nm, para pH = 8,

545 nmy pH =9, 530 nm. A medida que el pH se incrementa, la longitud de onda en la que
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aparece el pico del plasmon es méas pequefia, lo que significa que el tamafio de las

nanoparticulas va disminuyendo.
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Fig.4.28 Espectros UV-VIS de las soluciones de AuNPs obtenidas con el extracto de Ocimum basilicum
(albahaca) a diferentes pH.

La forma y ancho de las bandas revelan que las nanoparticulas de oro obtenidas son
polidispersas y muy probablemente esféricas en todos los casos con un tamafio promedio
entre 70 y 40 nm.

En la tabla 4.11 se precisan los datos obtenidos de los espectros de UV-VIS.

Tabla 4.11. Longitudes de onda y tamafio estimado de las nanoparticulas de AuNPs. obtenidas a diferentes pH
con extracto de Ocimum basilicum (albahaca).

Extracto de albahaca a Longitud de onda Tamafo estimado en  Forma estimada
diferentes pH. correspondiente al pico nanémetros (nm) de  de la
del plasmon. A(nm) las nanoparticulas  pangparticula
pH=5 565 70 Esférica
pH=7 545 60 Esférica
pH=8 545 60 Esférica
pH=9 530 40 Esférica
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4.4.3 Nanoparticulas de Cu2ONPs.

Debido a la contingencia sanitaria por COVID-19 (SARS-COV2), no fue posible llevar a
cabo la sintesis de las nanoparticulas de cobre con el extracto de Ocimum basilicum
(Albahaca).

4.5 Pruebas de la actividad antimicrobiana.

Se probd la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales obtenidas por el método de
difusion en pozos en agar Mueller-Hinton. El reto microbiano incluyd Escherichia coli
(bacteria gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva). Las pruebas
fueron desarrollas con la colaboracién del laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas. Cabe mencionar que se realizé un solo intento de prueba y no fue posible
de reproducirla nuevamente debido a que se presento el problema de la pandemia del covid-
19.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos.

Se probo la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las nanoparticulas
AgNPs, AuNPs y CuONPs, obtenidas a pH = 8, asi como también con las disoluciones de
las sales metalicas de plata, oro y cobre y las disoluciones de los extractos de las plantas
puros.

Las muestras de estudio se dividieron en dos grupos, Muestras 1 y Muestras 2, en las tablas
4.12 y tabla 4.13 se muestra la forma en que fueron agrupadas y etiquetadas. Las tablas
proporcionan informacién de cada grupo de Muestras, como son: el nimero de la etiqueta de
la muestra, las soluciones de las sales metalicas, soluciones de los extractos puros y las
soluciones coloidales de las nanoparticulas preparadas con cada uno de los extractos

vegetales a pH = 8.

Tabla. 4. 12. Soluciones y extractos vegetales empleados en las pruebas bactericidas (Muestras 1).
Muestras 1 Soluciones Extracto empleado en la
preparacion de las NPs

1 Solucion de AgNO; -

2 Solucion de H(AuCl.) -

3 Solucion de Thymus vulgaris (Tomillo) Thymus vulgaris (Tomillo)
4 Solucién de Laurus nobilis(Laurel) Laurus nobilis(Laurel)

5 Nanoparticulas de plata AgNPs Thymus vulgaris (Tomillo)
6 Nanoparticulas de plata AgNPs Laurus nobilis(Laurel)

7 Nanoparticulas de oro AUNPs Thymus vulgaris (Tomillo)
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8 Nanoparticulas de oro AuNPs Laurus nobilis(Laurel)

9 Nanoparticulas de cobre CUONPs Thymus vulgaris (Tomillo)
10 Nanoparticulas de cobre CUONPs Laurus nobilis(Laurel)

11 Solucion de CuS0O4.5H,0 -

Tabla 4.13. Soluciones y extractos vegetales empleados en las pruebas bactericidas (Muestras 2).

Muestras 2 Soluciones Extracto empleado en la

preparacion de las NPs

1 Solucién de AgNO3 -

2 Solucién de H(AuCl,) -

3 Solucién de Taraxacun officianale (Diente de | Taraxacum officinale (Diente

Ledn) de Leo6n)

4 Solucidén de Ocimum basilicum (Albahaca) Ocimum basilicum
(Albahaca)

5 Nanoparticulas de plata AgNPs Taraxacum officinale (Diente
de Lebn)

6 Nanoparticulas de plata AgNPs Ocimum basilicum
(Albahaca)

7 Nanoparticulas de oro AuNPs Taraxacum officinale (Diente
de Ledn)

8 Nanoparticulas de oro AuUNPs Ocimum basilicum
(Albahaca)

9 Nanoparticulas de cobre CUONPs Taraxacum officinale (Diente
de Ledn)

10 Nanoparticulas de cobre CUONPs Ocimum basilicum
(albahaca)

11 Solucién de CuSO..5H,0 -

4.5.1 Resultados de las pruebas como antibactericidas frente a Escherichia coli
(bacteria gramnegativa).
Se probd la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las nanoparticulas de

AgNPs, AuNPs y CuONPs obtenidas a un pH = 8 frente a la bacteria Escherichia coli

(bacteria gramnegativa) por el método de difusion en pozos en agar Mueller-Hinton.

La figura 4.29 Muestra las imagenes de los resultados obtenidos de la aplicacion de las
soluciones de las Muestras 1 frente a la bacteria Escherichia coli (bacteria gramnegativa). La
placa 1E (E.coli/Tomillo) muestra los resultados de la aplicacion de las nanoparticulas

obtenidas con el extracto Thymus vulgaris (Tomillo) y la placa 2E (E.coli/Laurel) los
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resultados de la aplicacion de las nanoparticulas obtenidas con el extracto de Laurus

nobilis(Laurel).

Placa 1E(E.coli/Tomillo) Placa 2E (E.coli/Laurel)

Figura 4.29. Imégenes de los resultados de la aplicacion las disoluciones de las Muestras 1 frente a la bacteria
Escherichia coli (bacteria gramnegativa). Placa 1E (E.coli/Tomillo) y la placa 2E (E.coli/Laurel).

En la placa 1E(E.coli/Tomillo) se aprecian los resultados obtenidos después de un dia de la
aplicacion de las soluciones de las Muestras 1, soluciones de nanoparticulas de plata AgNPs,
de oro AuNPs y de Cobre CUONPSs, preparadas con el extracto de Thymus vulgaris (Tomillo).
Para la muestra depositada en el pozo 1 que corresponde a la disolucién de los iones Ag*, se
observa un halo de inhibicién de 10 mm, la muestra depositada en el pozo 2, solucion de
HAuCIls también se observa un halo de 10 mm y la muestra depositada en el pozo 5
correspondiente a las nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Thymus vulgaris
(Tomillo), presenta un halo de 11 mm. Los halos de inhibicién son evidencias de su efecto
como bactericida. Las muestras 3, 7, 9y 11 no presentan halos de inhibicién y es considerado
como efecto nulo de su actividad bactericida. En la tabla 4.14 se resumen las observaciones

realizadas a la placa 1E(E.coli/Tomillo).

Tabla 4.14. Resultados de las observaciones realizadas a la placa 1E(E.coli/Tomillo)

Placa 1E(E.coli/Tomillo)
NUmero Halo de Solucion Extracto empleado en la
de pozo inhibicion- preparacion de las NPs
Diametro (mm)

1 10 Solucién de AgNO; -

2 10 Solucién de H(AuCly) -

3 0 Solucién de Thymus vulgaris Thymus vulgaris (Tomillo)

(Tomillo)
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5 11 Nanoparticulas de plata AgNPs | Thymus vulgaris (Tomillo)

7 0 Nanoparticulas de oro AuNPs Thymus vulgaris (Tomillo)

9 0 Nanoparticulas de cobre Thymus vulgaris (Tomillo)
CuONPs

11 0 Solucién de CuS0O4.5H,0

De la placa 2E(E.coli/Laurel se aprecian los resultados obtenidos después de un dia de la
aplicacion de las soluciones de las Muestras 1, soluciones de nanoparticulas de plata AgNPs,
de oro AuNPs y de Cobre CUONPs preparadas con el extracto de Laurus nobilis (Laurel). La
muestra que se deposito en el pozo 1, correspondiente a la solucion de nitrato de plata AgNOs
se aprecia un halo de inhibicién de 12 mm, la muestra depositada en el pozo 2, solucién de
HAuClI4 se observa un halo de 9 mm, y para la muestra del pozo 4 correspondiente a la
solucion de Laurus nobilis (Laurel) no se observa ningun halo de inhibicion. La muestra del pozo 6
correspondiente a la solucién de las nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Laurus
nobilis (Laurel), se aprecia un halo de 13 mm, y para la muestra del pozo 8 correspondiente a las
nanoparticulas de oro AuNPs un halo de 10 mm. Para el caso de la solucion de la sal de cobre pozo
11, asi como para las nanoparticulas de cobre pozo 10, preparadas con el mismo extracto no se
observé ningun halo de inhibicion. Los halos de inhibicidn son evidencias de su efecto como
bactericida. En la tabla 4.15 se resumen las observaciones realizadas de la placa 2E
(E.coli/Laurel).

Tabla 4.15. Resultados de las observaciones realizadas a la placa 1E (E.coli/Laurel)

Placa 2E (E.coli/Laurel)
Numero de pozo | Halo de Solucién Extracto empleado
inhibicion-
Diametro (mm)
1 12 Solucion de AgNO; -
2 9 Solucion de H(AuCl,) -
4 0 Solucion de Laurus nobilis Laurus nobilis(Laurel)
(Laurel)
6 13 Nanoparticulas de plata Laurus nobilis(Laurel)
AgNPs
8 10 Nanoparticulas de oro Laurus nobilis(Laurel)
AUNPs
10 0 Nanoparticulas de cobre Laurus nobilis(Laurel)
CuONPs
11 0 Solucién de CuS04.5H,0 -
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La figura 4.30 muestra las imagenes de los resultados obtenidos con las disoluciones de las
Muestras 2, después de 24 horas de su aplicacion en la placa de la bacteria Escherichia coli
(bacteria gramnegativa). Pruebas realizadas con las nano particulas preparadas con el
extracto de Taraxacum officinale (Diente de Leon) y el extracto de Ocimum basilicum
(Albahaca). La placa 3E (E.coli/ Diente de Leon) muestra los resultados de la aplicacion de
las nanoparticulas obtenidas con el extracto Taraxacum officinale (Diente de Leon) y la placa
4E (E.coli/Albahaca) los resultados de la aplicacion de las nanoparticulas obtenidas con el

extracto de Ocimum basilicum (Albahaca).

s

Placa 3E (E.coli/ Diente de Ledn) Placa 4E (E.coli/Albahaca)

Figura 4.30 Iméagenes de los resultados de la aplicacién de las disoluciones de las Muestras 2 frente a la
bacteria Escherichia coli (bacteria gramnegativa). Placa 3E (E.coli/ Diente de Ledn) y Placa 4E
(E.coli/Albahaca).

En la placa 3E (E.coli/ Diente de Le6n) se aprecian los halos de inhibicion, para la muestra
depositada en el pozol, que corresponde a la disolucion de los iones Ag*, y un halo de 12
mm, en el pozo 5, correspondiente a la solucién de las nanoparticulas de plata preparadas con
el extracto de Taraxacum officinale (Diente de Le6n). También se puede apreciar en el pozo
2, solucion de HAuClI4 un halo de 9 nm, y un halo de inhibicion muy debil de 10 mm en el
pozo 7 en donde fueron aplicadas las nanoparticulas de AuNPs preparadas con el extracto de
Taraxacum officinale (Diente de Leon).

Para la solucion del extracto de Taraxacum officinale (Diente de Ledn), depositada en el pozo
3, no se aprecia efecto alguno. Para el caso de la solucién de la sal de cobre, asi como para las

nanoparticulas de cobre preparadas con el mismo extracto no se observé ningun halo de inhibicion.
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En la tabla 4.16 se resumen las observaciones realizadas de la placa 3E (E.coli/ Diente de

Ledn).

Tabla 4.16. Datos copilados de las observaciones realizadas de la placa Placa 3E (E.coli/ Diente de Leon).

Placa 3E (E. coli/Diente de Ledn)

NUamero de Didmetro Solucion Extracto utilizado
pozo (mm)
1 10 Solucién de AgNO; -
2 9 Solucién de H(AuCly) -
3 0 Solucién de Taraxacum Taraxacum officinale (Diente de
officinale (Diente de Lebn) Leodn)
5 12 Nanoparticulas de plata Taraxacum officinale (Diente de
AgNPs Lebn)
7 10 Nanoparticulas de oro Taraxacum officinale(Diente de
AuNPs Leodn)
9 0 Nanoparticulas de cobre Taraxacum officinale (Diente de
CUuONPs Lebn)
11 0 Solucién de CuS0O4.5H,0 -

En la placa 4E (E.coli/Albahaca) se aprecia un halo de inhibicion de 11 mm, para la muestra

depositada en el pozol, que corresponde a la disolucion de los iones Ag™, y un halo de 10

mm, en el pozo 2 correspondiente a la solucién de HAuUCI4. El en el pozo 4, en donde fue

aplicado el extracto de Ocimum basilicum (Albahaca) no se observa ningun efecto.

En el pozo 6, fue aplicada la solucién coloidal de las nanoparticulas de plata AgNPs

preparadas con el extracto, se aprecia un halo de inhibicién de 15 mm, asi como en el pozo

8, correspondiente a la aplicacion de la solucién de nanoparticulas de oro AuNPs se observa

un halo de inhibicion de 10 mm. Para el caso de la solucion de la sal de cobre, pozo 10, asi

como para las nanoparticulas de cobre CUONPSs preparadas con el mismo extracto pozo 11

no se observo ningun halo de inhibicion.

En la tabla 4.17 se resumen las observaciones realizadas de la placa 4E (E.coli/albahaca).

Tabla 4.17. Datos copilados de las observaciones realizadas de la placa 4E (E-Coli/Albahaca).

Placa 4E (E.coli/albahaca)
NUmero Halo de inhibicion- Disolucién extracto
de pozo Didmetro (mm)
1 11 Solucién de AgNO; -
2 10 Solucién de H(AuUCl,) -
4 0 Solucion de Ocimum Ocimum basilicum
basilicum (Albahaca) (Albahaca)
6 15 Nanoparticulas de plata Ocimum basilicum
AgNPs (Albahaca)
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8 10 Nanoparticulas de oro AuNPs | Ocimum basilicum

(Albahaca)
10 0 Nanoparticulas de cobre Ocimum basilicum
CuONPs (albahaca)

11 0 Solucion de CuSO4.5H,0 -

4.5.2 Resultados de las pruebas como antibactericidas frente a Staphylococcus aureus
(bacteria grampositiva).
Se probé la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las nanoparticulas de

AgNPs, AuNPs y CuONPs obtenidas frente a Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva)
por el método de difusion en pozos en agar Mueller-Hinton.

La figura 4.31 muestra las imagenes de los resultados obtenidos con las disoluciones de las
Muestras 1, pruebas realizadas con las nanoparticulas preparadas con el extracto de Thymus
vulgaris, placa 1S(Staphylococcus/Tomillo) y el extracto de Laurus nobilis, placa 2S

(Staphylococcus /Laurel).

Placa 1S (Staphylococcus/Tomillo) Placa 2S (Staphylococcus/Laurel)

Figura 4.31 Iméagenes de los resultados de las disoluciones del grupo de Muestras 1 frente a la bacteria
Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva). (Placa 1S(Staphylococcus /Tomillo) y (Placa 2S
(Staphylococcus /Laurel

En la placa 1S(Staphylococcus/Tomillo), en el pozo 1 correspondiente a la aplicacion de la
solucion de nitrato de plata se aprecia un halo de inhibicion de 11 mm, asi como para el caso
del pozo 5 que corresponde a la aplicacion de las nanoparticulas de plata AgNPs preparadas
con el extracto de Staphylococcus/Tomillo, se aprecia un halo de inhibicion de 12 mm
evidencia que revela su actividad como bactericida frente a la bacteria Staphylococcus aureus

(bacteria grampositiva). En el pozo 2y 7, en donde fueron aplicadas la disolucion de la sal de

82



oro HAuUCl4 y la solucion de las nanoparticulas de oro preparadas con el mismo extracto, no
se aprecia ningun halo de inhibicion, y para el caso del pozo 9 y 11 correspondiente a las
nanoparticulas de cobre y a la solucion de la sal de cobre respectivamente, tampoco se aprecia

ningun halo de inhibicién.

En la tabla 4.18 se resumen los datos las observaciones realizadas de la placa
1S(Staphylococcus/Tomillo).

Tabla 4.18. Datos copilados de las observaciones realizadas de la placa 1S(Staphylococcus/Tomillo).

Placa 1S
(Staphylococcus/Tomillo)
Numero de Halo de Disolucion Extracto empleado
pozo inhibicién-
Didmetro (mm)
1 11 Solucion de AgNOs -
2 0 Solucion de H(AuCl,) -
3 0 Solucion de Thymus Thymus vulgaris
vulgaris (Tomillo) (Tomillo)
5 12 Nanoparticulas de plata Thymus vulgaris
AgNPs (Tomillo)
7 0 Nanoparticulas de oro Thymus vulgaris
AUNPs (Tomillo)
9 0 Nanoparticulas de cobre Thymus vulgaris
CUuONPs (Tomillo)
11 0 Solucion de CuSO4.5H,0

De la placa 2S (Staphylococcus/Laurel) se observa en el pozo 1 correspondiente a la
aplicacion del nitrato de plata un halo de inhibicion de 11 mm, asi como en el pozo 12 en el
que fue aplicada la solucion de nanoparticulas de plata AgNPs obtenidas con el extracto de
Staphylococcus/Laurel, se aprecia un halo de 12 mm, evidencia que revela su actividad como
bactericida frente a la bacteria Staphylococcus aureus. En el pozo 2 y 8, en donde fueron
aplicadas la disolucion de la sal de oro HAUCI, y la solucion de las nanoparticulas de oro
preparadas con el mismo extracto no se aprecia ningun halo de inhibicion, y para el caso del
pozo 10 y 11 correspondiente a las nanoparticulas de cobre y a la solucion de la sal de cobre

respectivamente, no hay evidencia de la presencia de halo de inhibiciéon.

En la tabla 4.19 se resumen los datos las observaciones realizadas de la placa
2S(Staphylococcus/Laurel).
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Tabla 4.19. datos copilados de las observaciones realizadas de la placa 2S(Staphylococcus/Laurel)

Placa 2S (Staphylococcus/Laurel)
Numero de pozo | Halo de inhibicion- Solucién Extracto empleado
Diametro (mm)
1 11 Solucién de AgNO3
2 0 Solucién de
H(AuUCls)
4 0 Solucién de Laurus | Laurus
nobilis(Laurel) nobilis(Laurel)
6 12 Nanoparticulas de Laurus
plata AgNPs nobilis(Laurel)
8 0 Nanoparticulas de Laurus
oro AuNPs nobilis(Laurel)
10 0 Nanoparticulas de Laurus
cobre CUONPs nobilis(Laurel)
11 0 Solucién de
CuS04.5H20

La figura 4.32 muestra las imagenes de los resultados obtenidos con las disoluciones de las
Muestras 2, pruebas realizadas con las nanoparticulas preparadas con el extracto de Thymus
vulgaris (Placa 1S (Staphylococcus /Tomillo), y el extracto de Laurus nobilis(Placa 2S

(Staphylococcus /Laurel).

Placa 3S (Staphylococcus/Diente de Ledn) Placa 4S(Staphylococcus/Albahaca)

Figura 4.32 Iméagenes de los resultados de la aplicacion de las soluciones del grupo de las Muestras 2 frente a
la bacteria Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva). Placa 3S (Staphylococcus/Diente de Leon) y Placa
4S(Staphylococcus/Albahaca).

En la placa 3S (Staphylococcus/Diente de Ledn), en el pozo 1 correspondiente a la aplicacion
de la solucion de nitrato de plata se aprecia un halo de inhibicion de 10 mm, asi como para
el caso del pozo 5 que corresponde a la aplicacion de las nanoparticulas de plata AgNPs

preparadas con el extracto de Staphylococcus/Diente de Ledn, se aprecia un halo de
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inhibicién de 13 mm evidencia que revela su actividad como bactericida frente a la bacteria
Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva). En el pozo 2 y 7, en donde fueron aplicadas la
disolucion de la sal de oro HAuCls y la solucion de las nanoparticulas de oro preparadas con
el mismo extracto no se aprecia ningun halo de inhibicion, y para el caso del pozo 9y 11
correspondiente a las nanoparticulas de cobre y a la solucion de la sal de cobre

respectivamente, no se aprecia ningun halo de inhibicion.

En la tabla 4.20 se resumen los datos las observaciones realizadas de la placa
3S(Staphylococcus/Diente de Ledn)

Tabla 4.20. datos copilados de las observaciones realizadas de la placa 3S (Staphylococcus/Diente de Ledn)
Placa 3S (Staphylococcus/Diente de Leon)
Numero de pozo | Halo de inhibicion- Solucién Extracto empleado
Diametro (mm)
1 10 Solucion de AgNO; -
2 0 Solucién de H(AuCly) -
3 0 Solucion de Taraxacun | Taraxacun officianale
officianale (Diente de | (Diente de Leon)
Leon)
5 13 Nanoparticulas de plata | Taraxacun officianale
AgNPs (Diente de Lebn)
7 0 Nanoparticulas de oro | Taraxacun
AUNPs officianale(Diente de
Lebn)
9 0 Nanoparticulas de | Taraxacun officianale
cobre CUONPs (Diente de Lebn)
11 0 Solucion de
CuS0.4.5H,0

De la placa 4S (Staphylococcus/Albahca), se observa en el pozo 1 correspondiente a la
aplicacion del nitrato de plata un halo de inhibicién de 8 mm, asi como en el pozo 6 en el que
fue aplicada la solucion de nanoparticulas de plata AgNPs obtenidas con el extracto de
Staphylococcus/Laurel, se aprecia un halo de 12 mm, evidencia que revela su actividad como
bactericida frente a la bacteria Staphylococcus aureus. En el pozo 2 y 8, en donde fueron
aplicadas la disolucion de la sal de oro HAuCl4 y la solucion de las nanoparticulas de oro
preparadas con el mismo extracto no se aprecia ningun halo de inhibicion, y para el caso del
pozo 10 y 11 correspondiente a las nanoparticulas de cobre y a la solucion de la sal de cobre

respectivamente, no hay evidencia de la presencia de halo de inhibicion.
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En la tabla 4.21 se resumen los datos las observaciones realizadas de la placa
4S(Staphylococcus/Albahaca).

Tabla 4.21. datos copilados de las observaciones realizadas de la placa 4S (Staphylococcus/Albahca)

Placa 4S(Staphylococcus/albahaca)
NUmero Halo de inhibicién- Solucion Extracto empleado
de pozo Diametro (mm)
1 8 Solucién de AgNO; -
2 0 Solucién de H(AuCly) -
4 0 Solucién de Ocimum basilicum Ocimum basilicum
(Albahaca) (Albahaca)
6 12 Nanoparticulas de plata AgNPs Ocimum basilicum
(Albahaca)
8 0 Nanoparticulas de oro AUNPs Ocimum basilicum
(Albahaca)
10 0 Nanoparticulas de cobre CUONPs Ocimum basilicum
(albahaca)
11 0 Solucién de CuS0O4.5H,0 -

De los resultados obtenidos se puede concluir que, para las dos bacterias empleadas en este
trabajo, no se observé actividad antibacterial para los extractos puros, muy probablemente
debido a que se utilizaron en forma de soluciones de baja concentracion.

Para el caso de las soluciones de las sales metalicas AgNOs, HAUCI, y CuS04.5H20,
empleadas como precursoras de las nanoparticulas de AgNPs, AuNPs y CuONPs, se observa
actividad bactericida para las soluciones de plata y oro, para el caso de la solucion de cobre
no se observa.

Las nanoparticulas de plata AgNPs preparadas con los cuatro extractos vegetales, muestran
evidencia de actividad bactericida frente a la bacteria Escherichia coli (bacteria
gramnegativa), esto no se observa para las nanoparticulas de oro que Unicamente se observa
actividad bactericida para las nanoarticulas de oro preparadas con el extracto de Laurel y
albahaca frente a la bacteria de E-coli y no muestra ninguna actividad frente a la bacteria de
Stafilococus.

Para el caso de las nanoparticuals de CUONPs, preparadas con los 4 extractos vegetales no
se observa evidencia de la presencia de halos de inhibicion.

Estas observaciones dependen de forma importante de la concentracion de las disoluciones
por lo que se sugiere realizar mas pruebas a diferentes concentraciones de las nanoparticulas

sintetizadas.
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Los resultados obtenidos de estas pruebas de las nanoparticulas de plata, oro y cobre frente a

las bacterias E-coli y Staphylococcus, como se menciond anteriormente son resultado de un

solo intento, ya no fue posible reproducir las pruebas a diferentes concentraciones debido al

paro estudiantil y posteriormente la presencia de la pandemia por el Covic-19. Se espera en

un futuro cuando regresemos a la normalidad y nos permitan ingresar a los laboratorios

continuar con las pruebas como bactericidas.

En las tablas 4.22 y 4.23, se resumen las observaciones realizadas de la actividad antibacterial

de las nanoparticulas de plata AgNPs, oro AuNPs y cobre CUONPs frente a las bacterias

Escherichia coli (bacteria gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva).

Tabla 4.22. Resultados obtenidos de las pruebas como bactericidas de las AgNPs, AuNPs y CUONPs frente a

la bacteria Escherichia coli (bacteria g

ramnegativa).

Soluciones de | Thymus vulgaris | Laurus Taraxacum Ocimum
nanoparticulas | (Tomillo) nobilis(Laurel) officinale basilicum

(Diente de Leon) | (Albahaca)
AgNPs Positivo Positivo Positivo Positivo
AUNPs - Positivo Positivo Positivo
CuONPs - - - -

Tabla 4.23. Resultados obtenidos de las pruebas como bactericidas de las AgNPs, AuNPs y CUONPs frente a
la bacteria Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva).

Soluciones  de | Thymus wvulgaris | Laurus Taraxacum Ocimum

nanoparticulas (Tomillo) nobilis(Laurel) officinale basilicum
(Diente de Leon) | (Albahaca)

AgNPs Positivo Positivo Positivo Positivo

AUNPs - - - -

CuONPs - - - -
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La sintesis de las nanoparticulas de plata AgNPs, Oro AuNPS y Cu,ONPs, se logré en un
solo paso a temperatura ambiente, usando los extractos vegetales de hojas de plantas
biodegradables: Laurus nobilis (Laurel), Ocimum basilicum (Albahaca), Taraxacum
officinale (Diente de Ledn) y Thymus vulgaris (Tomillo), sin ningun reductor especial ni

agentes encapsulantes.

En esta reacciéon de reduccion también intervino el pH de las soluciones favoreciendo la
reduccion junto con el extracto, dieron como resultado soluciones de diferentes colores
caracteristicos de las nanoparticulas, como sefial positiva de que la reaccion de reduccion se

llevd a cabo generando las nanoparticulas de los metales de Ag, Auy Cu.

Con respecto a la sintesis de CuNPs que se esperaba preparar, no fue posible debido a que el
cobre reacciona rapidamente con el oxigeno de la atmosfera y en su lugar se obtuvieron
nanoparticulas de CU>ONPs, estas nanoparticulas se obtuvieron en forma solida y presentan

un color ocre.

Estudios de UV-VIS, técnica basada en la presencia del plasmon de resonancia muestran que
los extractos de plantas favorecen la formacion nanoparticulas. La posicion de la banda en el
espectro corroboro su formacion, bandas en el rango de 350-450 nm, se aprecian para el caso
de las nanoparticulas de plata AgNPs, para las de oro AuNPs alrededor de 500 nm y para las
de cobre CU>ONPs 350 nm. Por la forma y ancho de las bandas se estima que son de forma

esféricas y polidispersas para todos los casos.
El pH es un parametro muy importante; influye directamente sobre los potenciales de

reduccidon del agente reductor, por cuanto incide en el proceso de nucleacion y crecimiento

de las nanoparticulas, obteniendo asi diversos tamafios. Asi se aprecia en los gréficos de UV-
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VIS que a medida que el pH se incrementa el corrimiento de la banda de plasmon longitudes

de onda mas bajas poniendo en evidencia tamafios menores de las nanoparticulas formadas.

Otro paramento importante en la preparacion de las nanoparticulas fue el extracto vegetal
utilizado, el cual como se aprecia en los datos obtenidos, influye en su tamafio y en el grado

de polidispersidad.

A traves del escaneo de las muestras por medio de Microscopia de Fuerza Atdbmica AFM
(atomic force microscopy), técnica que proporciono informacion acerca de la distribucion,
tamafio y forma de las nanoparticulas de plata preparadas con el extracto de Taraxacum
officinale (Diente de Ledn) y Thymus vulgaris (Tomillo) pH = 8 en ambos casos. Estudio que
permitio corroborar la formacion de las nanoparticulas de plata, revelando las zonas donde

se encuentran agregadas las nanoparticulas, asi como su morfologia y sus variados tamafios.

Se determind la actividad antimicrobiana de las soluciones coloidales de las nanoparticulas
de AgNPs, AuNPs y Cu.ONPs frente a las bacterias de Escherichia coli (bacteria
gramnegativa) y Staphylococcus aureus (bacteria grampositiva), por el método de difusién
en pozos en agar Mueller-Hinton. Las nanoparticulas de plata AgNPs preparadas con los
cuatro extractos vegetales, muestran evidencia de actividad bactericida frente a la bacteria
Escherichia coli (bacteria gramnegativa). Para las nanoparticulas de oro se observa actividad
bactericida para las nanoparticulas de oro preparadas con el extracto de Laurus
nobilis(Laurel), Ocimum basilicum (Albahaca) frente a la bacteria de E-Coli y no muestra
ninguna actividad frente a la bacteria de Stafilococus.

Para el caso de las nanoparticuals de CUONPs, preparadas con los 4 extractos vegetales no
se observa evidencia de la presencia de halos de inhibicion.

Estas observaciones dependen de forma importante de la concentracion de las disoluciones
por lo que se sugiere realizar mas pruebas a diferentes concentraciones de las nanoparticulas

sintetizadas.

Los resultados obtenidos de estas pruebas de las nanoparticulas de plata, oro y cobre frente a

las bacterias E-Coli y Staphylococcus, como se menciono anteriormente son resultado de un
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solo intento, ya no fue posible reproducir las pruebas a diferentes concentraciones debido al
paro estudiantil y posteriormente la contingencia sanitaria por COVID-19. Se espera en un
futuro cuando regresemos a la nueva normalidad y nos permitan ingresar a los laboratorios

continuar con las pruebas como bactericidas y AFM.

A futuro es necesario optimizar los parametros de sintesis para obtener nanoparticulas

monodispersas y de mejor tamario.

Cabe resaltar la necesidad de un estudio posterior donde se evallen de manera mas
exhaustiva la capacidad antimicrobial de las nanoparticulas obtenidas y los efectos de cada
uno de los pardmetros de reaccion, para asi poder conocer el efecto de estos en el tamafio, la

morfologia y su efecto antimicrobiano.
Finalmente, a partir de los resultados obtenidos se puede concluir que es viable sintetizar

nanoparticulas a partir de este método reduciendo los costos de manufactura y el impacto

negativo al medio ambiente debido a que el agente reductor usado es de caracter natural.
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ANEXO

Resultados de la identificacion de compuestos fenolicos, flavonoides y taninos en los

extractos vegetales.

Se presenta en este apartado los resultados obtenidos de las pruebas cualitativas, a las que se
les realiz6 a los extractos vegetales para la identificacion de compuestos fendlicos,

flavonoides y taninos.

Ensayo para compuestos fenolicos.

Para la identificacion de compuestos fendlicos se utilizé el Ensayo de FeCls, la cual se
considera positiva cuando la solucién muestra coloracion rojo, azul, verde, marrén o purpura
ante la presencia de algiin compuesto fendlico inmerso en la solucion de estudio (Brewster,
1990). En la imagen se observa las soluciones de los extractos después de haberse realizado
el Ensayo de FeCls, se puede ver que para el caso de Albahaca y Diente de Ledn se mostro
una coloracion marrén que es uno de los colores caracteristicos segun la literatura que se
considera positivo a la presencia de compuestos fendlicos y para el laurel y el tomillo una

coloracion purpura, también caracteristica de la presencia de compuestos fenolicos.

Figura 1. Prueba del Ensayo de FeCls para la identificacion de compuestos fenélicos de izquierda a derecha
las soluciones de los extractos de Laurel, Tomillo, Diente de Ledn y Albahaca.
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Ensayo para Flavonoides.

Se utilizo6 para la identificacion de flavonoides el “Ensayo de Shinoda’ €S una prueba
cualitativa que permite el reconocimiento de flavonoides que contienen en su estructura un
nucleo benzopirona, la cual se considera positiva cuando la solucion de estudio presenta
coloracion rosa, roja, violeta, verde amarillento o naranja. (Martinez, 2014).

En la figura 1 se muestra las soluciones de los extractos vegetales después de haberse
realizado el ensayo anteriormente mencionado, se puede observar que, para el caso de la
solucion del extracto de Laurel, presentd una coloracion rojo escarlata la cual segin la
literatura se considera positiva de la presencia de flavonoides. Para el caso de los extractos
de Diente de Leodn, albahaca y tomillo presentaron una coloracién verde amarillento
indicando la presencia de los flavonoides. Figura 2.

Figura 2. Prueba del Ensayo de Shinoda para la identificacion de compuestos flavonoides de izquierda a
derecha las soluciones de los extractos de Diente de Ledn, Laurel, Tomillo y Albahaca.

En la reaccion, el magnesio metalico es oxidado por el HCI concentrado, dando como
productos al H, que es liberado en forma de gas produciendo por reduccion el ion flavilio
(Badui, 2006), también Ilamado 2-fenil-benzopirilio (Wong, 1995) que normalmente
funciona como cation dando como resultado de la reduccion una coloracion rojo escarlata, el
MgCl, forma complejos con los flavonoides dando coloraciones caracteristicas.

El color que se muestra depende de varios factores intrinsecos, como son los sustituyentes
quimicos que contengay la posicion de estos en el grupo flavilio; por ejemplo, si se aumentan
los hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color azul, mientras que la introduccion de

metoxilos provoca la formacidon del color rojo.
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Ensayo para taninos.

En la identificacion los taninos presentes en los extractos se utilizo la prueba de “Ensayo de
la gelatina-sal”, que se considera positiva para si se forma un precipitado en la solucion de
estudio. En el caso de los extractos utilizados en este trabajo la prueba fue positiva en todos
los casos, mostrando el precipitado, prueba de la presencia de taninos (Brewster, 1990).

Figura 3.

Figura 3. Prueba del Ensayo gelatina-sal para la identificacion de taninos de izquierda a derecha las
soluciones de los extractos de Laurel, Diente de Ledn, Tomillo y Albahaca.

El precipitado se debe a que los taninos tienen la propiedad de reaccionar con las proteinas
formando compuestos insolubles (Orantes, 2008) en este caso en la solucion de gelatina-gel
las proteinas estan presentes en la grenetina de la gelatina, reaccionando con los taninos

presentes en las soluciones de los extractos vegetales.

101



