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No te di, Adamo, ni un puesto determinado ni un aspecto propio ni funcién alguna que te
fuera peculiar, con el fin de que aquel puesto, aquel aspecto, aquella funcién por los que
te decidieras, los obtengas y conserves segun tu deseo y designio. La naturaleza limitada
de los otros se halla determinada por las leyes que yo he dictado. La tuya, ti mismo la
determinaras sin estar limitado por barrera ninguna, por tu propia voluntad, en cuyas
manos te he confiado. Te puse en el centro del mundo con el fin de que pudieras observar
desde alli todo lo que existe en el mundo. No te hice ni celestial ni terrenal, ni mortal ni
inmortal, con el fin de que —casi libre y soberano artifice de ti mismo— te plasmaras y te
esculpieras en la forma que te hubieras elegido. Podras degenerar hacia las cosas
inferiores que son los brutos; podrds —de acuerdo con la decisién de tu voluntad—

regenerarte hacia las cosas superiores que son divinas.

-Pico della mirandola, Oratio de hominis dignitate
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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué la morfologia, tamafio y dispersion de tamafo de las
nanoparticulas de Au y Ag obtenidas mediante biorreduccion con extractos Camellia
sinensis en etanol, agua, metanol o isopropanol. La caracterizacion de las nanoparticulas
se realizd a través de espectroscopia UV-Vis y Microscopia de Transmisién Electrénica
(TEM). Aunado a ello se evalué la mejora del efecto de dispersién inelastica de la luz en
una superficie, conocido como efecto SERS (Surface-enhanced Raman scattering). Las
nanoparticulas se dividieron en dos grupos: 1) Las obtenidas mediante una solucién
acuosa de nitrato de plata (AgNO3) con cada uno de los extractos de Camellia sinensis y
2) Las obtenidas a través de una solucion de acido tetracloruro aurico (HAuCl,;) mezclada
con cada uno de los extractos. Para ambos grupos se determind su cinética de formacion

mediante espectroscopia UV-Vis a los 5, 10,15 ,20 ,25 ,30 minutos y a las 24 horas.

La absorbancia maxima en los espectros de UV-Vis para las nanoparticulas de Ag se
ubica en el rango de 420-470 nm, con morfologias de quasiesferas, barras, decaedros,
dendrimeros, triangulos, entre otros; el tamafio promedio oscila entre 7-35nm, sin
embargo, se observan estructuras cercanas a 90nm. Con base en los patrones de
difraccién de electrones de area selecta (SAED) se observan los planos cristalograficos
(111), (200) y (220) correspondientes a la estructura cubica centrada en caras de la plata.
Por otra parte las nanoparticulas de Au que se obtuvieron son quasieferas, barras y
nanoflores; estas morfologias presentan una absorbancia maxima en los espectros de
UV-Vis que se sitla en el rango de 550- 560nm; los planos cristalograficos obtenidos de
los patrones SAED, son (111), (200), (220) y (311) los cuales corresponden a una

estructura cristalina cubica centrada en caras del oro.

La evaluacion del efecto SERS se realizé utilizando el azul de metileno como molécula
blanco. Todos los sistemas presentaron una mejora en la sefial Raman, sin embargo, las
nanoparticulas de Au en etanol, presentaron los mejores resultados, con un aumento en

la intensidad Raman de 136 veces respecto al blanco, seguido de las nanoparticulas de
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oro sintetizadas con extractos de C. sinensis en agua (el cual presenta un aumento de 96

veces).

Introduccion

Los métodos convencionales para la deteccion e identificaciébn de sustancias quimicas y
microorganismos patdégenos suelen ser tardados, por lo que no representan una forma
viable para realizar las pruebas in vivo. En éste contexto, los sensores son instrumentos
compactos que se usan para la detencion no invasiva de analitos especificos; utilizan un
sistema de transduccion que produce una sefial medible ocasionada por un cambio en las
propiedades fisico-quimicas iniciales, causadas por la interaccién entre elemento selectivo
y el analito de interés. (Wilson & Gifford, 2005) La incorporacién de la nanotecnologia en
la creacién de sensores con la implementacion de nanomateriales ha dado una nueva
diversidad de nanosensores utilizados para la deteccion rapida de cambios quimicos,
biolégicos, fisicos y eléctricos (Sun-Waterhouse & I.N Waterhouse, 2016) Actualmente, se
han disefiado nanosensores inteligentes que tienen niveles de deteccién muy bajos, como
los que emplean espectroscopia Raman, éstos nos ofrecen varias ventajas sobre las
técnicas existentes, su selectividad, sensibilidad, rapidez y su capacidad de deteccion
hasta en ppb, son razones por las que sobresalen en areas que se encargan del
monitoreo bioquimico, diagnéstico, terapia médica (Vo-Dinh, y otros, 2015) deteccién de
contaminantes en el agua, detecciébn de microorganismos patégenos trasmitidos por
alimentos, adulterantes o contaminantes de alimentos, entre otros. (He, Kim, Li, Hu, & Lin,
2008), (Craig, Franca, & Irudayaraj, 2013)

En el presente trabajo se utiliza un método sustentable para la obtencion de
nanoparticulas a partir de la mezcla de sales inorganicas de oro o plata con extractos de
Camellia sinensis, se realizé una caracterizacion a través espectroscopia UV-vis y
microscopia de transmision atémica (TEM). Se evaluaron las propiedades Opticas de las
nanoparticulas obtenidas a través de espectroscopia Raman y la mejora en el efecto de
dispersion inelastica de la luz en una superficie conocido como efecto SERS (Surface-
enhanced Raman scattering) por sus siglas en inglés, utilizando como molécula blanco el

azul de metileno.
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Hipétesis

Las nanoparticulas obtenidas con extractos de Camellia sinensis presentardn morfologia
y tamafio sintonizable para mejorar la respuesta en el efecto SERS y por lo tanto su
capacidad para fungir como sensores.

Objetivo General
e Evaluar el efecto SERS de las nanoparticulas de Au y Ag obtenidas a partir de los

distintos extractos de Camellia sinensis.

Objetivos particulares
% Obtener los extractos de té verde con los diferentes solventes polares: metanol,
etanol, isopropanol y agua.
+ Sintetizar nanoparticulas de oro y plata empleando como agente biorreductor los
extractos de Camellia sinensis.
% Caracterizar las nanoparticulas con espectroscopia UV-Vis y microscopia de
transmision electrénica para determinar el tamafio, la estructura y morfologia de

las nanoparticulas.

X3

%

Evaluar el efecto SERS empleando azul de metileno como molécula blanco.
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Capitulo 1. Generalidades.
1.1 Antecedentes
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1.1.1 Nanocienciay Nanotecnologia.

En los ultimos afios la nanociencia y la nanotechologia han pasado de ser areas
cientifico-tecnolégicas emergentes limitadas al ambito de la ciencia y la investigacion, a
convertirse en una de las principales lineas tematicas desarrolladas en los paises mas
avanzados. La nanociencia y la nanotechologia nos ofrecen nuevas oportunidades para el
desarrollo cientifico-tecnolégico que demanda nuestra época moderna, ademas, nos
permite comprender la naturaleza y propiedades de la materia a escala de moléculas

individuales.

Aunque inicialmente ambos términos se utilizaban como sinénimos, existen
caracteristicas que los diferencian; la tecnologia, hace referencia al desarrollo y
aplicaciones comerciales, la ciencia, involucra la teoria y los experimentos que dan la
base para desarrollar la tecnologia. Podemos expresar que la nanociencia es el estudio
de los materiales a escala nanométrica, entendiendo que la escala se basa en 1nm (1x10°
°m), especificamente y por acuerdo cientifico son nanoestructuras o nanomateriales
aguellos que entren en el rango de 1 a 100nm, este estudio involucra propiedades,
funciones y fenbmenos que caen en el umbral de la fisica clasica y la mecanica cuantica.
Por otra parte, la nanotecnologia se basa en la manipulacién, control e integracién de
atomos y moléculas de materiales, estructuras, componentes, aparatos y sistemas a

nanoescala dénde su principal objetivo es industrial y comercial.

1.1.2 Perspectiva actual sobre la nanotecnologia.

En una publicacion realizada por CONACYT en 2016 menciona que: en América Latina,
México se ubica en el segundo lugar de los paises (detrds de Brasil) con mayores
iniciativas, proyectos académicos y de investigacion, infraestructura, ndmero de
publicaciones, convenios internacionales y recursos humanos trabajando en el area de
nanociencia y nanotecnologia; aunado a esto en México el valor potencial del sector es de
1,500 millones de ddlares (mdd), segun un resumen sectorial de la Unidad de Inteligencia
de Negocios de ProMéxico, mientras que a escala global, el mercado de la
nanotecnologia alcanzé un valor de 39,200 mdd en 2016 y se espera un valor de 125,000
mdd para el 2024 , refiere el estudio "Maturing Nanotechnology Market: Products and
Applications (BBC Research-2017) y la consultoria iGate Research respectivamente.
Actualmente en el mundo existen empresas dedicadas a la comercializacion de productos

nanotecnolégicos (Figura 1) como son Nanophase technologies en Estados Unidos,
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Nanogate en Alemania, Haydale y Nanoco Group en Reino Unido, Nanoplus Tech en
Taiwan, Micro-X en Australia, SVG Optronics en China, Advanced Nanoproducts y Bio-
Synectics en Corea del sur, Prebona en Suecia, en México empresas dedicadas por
completo a los nanomateriales estdn Colhei y Nanomateriales S.A (Peralta, 2018)
(Saldafia, 2019). Las aplicaciones mas sobresalientes son el desarrollo vy
comercializacion de materiales avanzados para dispositivos electrénicos, convertidores
cataliticos, ceramicos, compuestos para la aplicaciébn en biomedicina, microelectrénicos,
nanosensores, etc.; éste Ultimo incluso ha dado un &area de estudio especifica conocida

como nanosensonica (Cano Olivera & Pérez Castillo , 2008)

1.1.3 Los nanosensores

Los nanosensores son utilizados para el control y deteccién de parametros fisicos,
quimicos y biolégicos, debido a la sensibilidad que presentan frente a los cambios
provocados por estimulos ambientales, térmicos, mecanicos, quimicos, cambios en el

volumen, fuerzas magnéticas o eléctricas.

La espectroscopia Raman ofrecen ventajas sobre otras técnicas, debido a: la rapidez para
llevar acabo el analisis, su selectividad, sensibilidad, su capacidad de detectar la
presencia de un compuesto incluso en partes por billon (ppb), nos ofrece informacion
acerca de la estructura quimica del analito y el agua tiene una influencia insignificante en
el espectro Raman final, lo cual es una ventaja para aplicar el estudio en un entorno
acuoso o fisioloégico, sin embargo, el andlisis por espectroscopia Raman se basa en
examinar los fotones dispersos de manera inelastica al hacer incidir el haz de luz
monocromatica, pero solamente una fraccion muy pequefia de estos fotones
(aproximadamente 1 de cada 10 millones de posibilidades) se dispersan de esa forma, los
demas mantienen la misma frecuencia que la luz incidente (dispersion Rayleigh) y éstos

daltimos no nos ofrecen ninguna informacion del analito.

Dentro de los primeros estudios reportados de la influencia de un metal rugoso en el
efecto SERS se encuentra el realizado por Fleischmann et al-1973 donde descubrié que

la sefial Raman de piridina mejora significativamente al ser adsorbida en un electrodo de
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plata rugoso. (Fleischmann, Hendra, & Mc Quillan, 1974) Mas tarde, este fendbmeno se
denomind SERS, que describe la mejora de la sefial Raman cuando las moléculas se

adsorben o estan cerca de superficies metalicas rugosas o nanoestructuras.

1.1.4 La espectroscopia Raman y el efecto SERS aplicado a los
nanosensores.

La espectroscopia Raman es una técnica fotdnica de alta resolucién que proporciona en
pocos segundos informacién quimica y estructural de casi cualquier material compuesto
organico y/o inorganico permitiendo su identificacion. Como se mencioné anteriormente
este andlisis se basa en hacer incidir un haz de luz mocromética de frecuencia Vo sobre
una muestra cuyas caracteristicas se desean conocer. La mayor parte de la luz
dispersada presenta la misma frecuencia que la luz incidente pero una pequefia fraccion
presenta un cambio frecuencial, resultado de la interaccion de la luz con la materia. Estas
nuevas frecuencias, son las frecuencias Raman, caracteristicas de la naturaleza quimica
y el estado fisico de la muestra, independientes de la radiacién incidente. Las variaciones
de frecuencia observadas en el fenébmeno de dispersion Raman, son equivalentes a

variaciones de energia.

Los iones y atomos estan enlazados quimicamente para formar moléculas y redes
cristalinas, los cuales estan sometidos a constantes movimientos vibracionales y
rotacionales, estas oscilaciones se realizan a frecuencias bien determinadas en funcién

de la masa de las particulas que intervienen y del comportamiento de los enlaces.

Una forma de aumentar la Intensidad Raman (Izs) es aumentar la intensidad del campo
de luz incidente de excitacion ya que Iz es proporcional al cuadrado del campo

incidente, el cual se puede expresar como :

Igg X (Z—gEo[cos(wo —w,)t+ cos(wy + wy,) t])2

Donde a es la polarizabilidad molecular, Q es el desplazamiento nuclear, y wo y Eo son la
frecuencia angular y la amplitud del campo incidente, respectivamente. Los componentes
dentro de los corchetes se definen como emisiones Stokes h(w, — w,) y anti-Stokes
h(wy + w,). A través de la ecuacion se puede observar que aumentando la intensidad del

campo de la luz de excitacion también podria incrementar las emisiones Raman Stokes y
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Anti-Stokes. Al colocar el analito cerca de una superficie de metal rugosa, la sefial Raman
puede ser mejorada de 10%-10° veces mas que en una superficie plana (Moskovits,

Surface-Enhanced Raman Spectroscopy: a Brief Perspective, 2006).

Figura 2 Resonancia plasmadnica (polarizacion) de una nanoparticula
metalica (Cornejo, 2015)

El efecto SERS es un incremento y mejora de la sefial Raman a un nivel comparable
como el de fluorescencia, Fleischmann y sus comparieros de trabajo, realizaron el primer
SERS al descubrir que la superficie del metal rugoso podria producir una mejora en la
sefial Raman (Fleischmann, Hendra, & Mc Quillan, 1974) éste fendmeno
se puede explicar a través de dos mecanismo clave: primero el efecto electromagnético,
el cual hace referencia al polaritén del plasmon de superficie (SPPs por sus siglas en
ingles) el cual es una cuasi-particula hibrida resultante de la interaccion y acoplamiento
entre la luz incidente y los electrones libres en la superficie de una nanoparticula, éstos
electrones son excitados produciendo una oscilacion que genera una densidad de carga,
este fendmeno se llama resonancia del plasmon de superficie y tiene la capacidad de
absorber determinadas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las frecuencias no
absorbidas (Cornejo, 2015) Ver figura 2. Debido a esto, el incremento en la sefial puede
ser de 10" — 10 ® ( (Moskovits, 1985). En éste contexto se propone que el efecto SERS
implique cinco pasos. 1) En el primer paso, el foton impactante (wex) y €l angulo incidente
8 se acopla a una superficie metalica y produce SPPs para la excitacion. 2) Estos SPPs

entrantes polarizan las moléculas, creando grandes y efectivos momentos dipolares, lo
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que resulta en la mejora de la excitacidbn 3) La polarizacibn molecular cambia si las
moléculas cambian de estado vibracional 4) El cambio en las polarizacion molecular
acopla energia en los SPP a una frecuencia dispersa. 5) Finalmente, estos SPP salientes
se descomponen en radiacion y ws se dispersa en un angulo 8gs dando lugar a la mejora
de las emisiones. Por lo tanto, la mejora de Raman depende en gran medida de la
generacion y decadencia de la entrada y salida del SPP que a su vez determinan las

respectivas intensidades de campo.

Por otro lado el segundo efecto es el quimico el cual resulta de la resonancia de la
transferencia de carga entre la molécula que es fuertemente adsorbida dentro de la
superficie y el mismo metal éste puede contribuir a 10% -10%en el incremento de la sefial
(Maher, 2012)

Actualmente aunque los sensores SERS basados en nanoparticulas metélicas presentan
grandes ventajas también siguen siendo un desafio debido a la baja reproducibilidad, esto
se debe a que varios factores tienen un impacto en los ensayos de SERS, como la
composicion del sustrato, el grado de agregacion de las NP’s, pH, temperatura o la fuerza
ibnica, sin embargo, las nanoparticulas de oro y plata utilizadas como sustratos para
SERS ofrecen cierta estabilidad y mantienen la energia del plasmén en longitudes de
onda visible e infrarroja cercana donde ocurren la mayoria de las mediciones Raman. (
(Sergiienko, Moor, Gudun, Yelemessova, & Bukasov, 2017) Por ejemplo, nanoestructuras
o sustratos de Silicio decorados con nanoparticulas metalicas han generado una mejora
en la sefial Raman y una excelente reproducibilidad ya que las nanoparticulas metélicas
estan fuertemente inmovilizadas por el Si, evitando de manera efectiva su agregaciéon
aleatoria (Tan, Lee, & Lee, 2015). Es importante sefialar que el arreglo de las
nanoparticulas en el soporte es determinante para producir el efecto SERS; se ha
demostrado que la creacion de “Hot-Spots” (los cuales son hendiduras, huecos o fisuras)
y la disminucion de la distancia entre ellos a escalas subnanométricas (<lnm ),
incrementan y mejoran considerablemente las sefiales Raman, en otras palabras, el
efecto SERS se correlaciona inversamente con el tamafio de los “hotspost” (Cang, y
otros, 2011).

A continuacién en la tabla 1 se presentan investigaciones relacionadas con el efecto
SERS promovido por la aplicacion de nanoparticulas como sustratos. En ella podemos

observar que las nanopatrticulas de Oro son mas utilizadas que las Np“s de plata.
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Tabla 1 - Determinacion de compuestos analizados a través de efecto SERS utilizando nanoparticulas de Oro y
plata.

Identificacion de Escherichia coli,E. coli
0157:H7,E.coli DH 5a,Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, y

Salmonella typhimurium

E.coli 0157, S. typhimurium y S. aureus.

Deteccién y discriminacién entre cinco tipos
de esporas de Basillus (B. cereus ATCC
13061, B. cereus ATCC 10876, B. cereus sp.,
B. subtilis sp.,

B. stearothermophilus sp.

Deteccién y cuantificacion de Escherichia

coli.

Identificacion de melanina en pollo, trigo,

pastel y fideos
Melamina contenida en leche en polvo

Identificacion de melanina en matrices
solidas como leche en polvo, formula
infantil, lactosa, salvado de trigo, proteina de
suero y gluten de trigo.

Se identific6é y detecto pesticidas que
contienen azufre en las cascaras de
manzana, uva, pera, mango y durazno

Deteccién de farmacos de trifenilmetano en

Sustratos de NP’s-Ag
producidas por método de

deposicion

Nanocristales de Ag
ensamblados en
nanoesferas de Ag con

diametros de 60-80nm.

Nanosutratos de oro

Nanoesferas de oro
estabilizadas con citrato, y
nanorodillos estabilizados

con bromo

hexadeciltrimetilamonio

Obleas de silicio recubiertas

con oro

Aglomerados de

nanoparticulas de oro

Nanoparticulas de oro y

nanoparticulas de plata.

Core-Shell de

(Chu, Huang,
& Zhao,
2008).

(Wang, Lee,
& Irudayaraj,
2010)

(He, Liu, Lin,
Mustapha, &
Wang, 2008).

(Temur,
Boyaci,
Tamer,
Unsual, &
Aydogan,
2010)
(Lin, y otros,
2008)
(Cheng, y
otros, 2010)

(Mecker, y
otros, 2012)

(Liu, y otros,
2012)

(Pei, y otros,
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el musculo de los peces. nanoparticulas de oro y 2014)

plata.
y ) ) Core-Shell de (Liu, Zang, Li,
Deteccién de Listeria monocytogenes y i
. ) o nanoparticulas de oro y & Wang,
Salmonella enterica Serotipo Enteritidis
plata. 2017),
Deteccion de Disulfuro de tetrametiltiuram y i i
o ) Nanorodillos de plata (Jiang, y
pesticidas de tiabendazol en frutas y }
recubiertos con Al,O4 otros, 2018)
verduras
Determinacién de 21 pesticidas distintos,
entre ellos fungicidas, neonicotinoides y (Dowgiallo &
o o Nanoesferas de oro
organofosforados. Los limites de deteccion ) Guenther,
suspendidas en agua.
se encuentran en el rango de 0.001 to 10 2019)
partes por million (ppm)
» . ) (Fu, Sun, Pu,
Deteccidén de tiabendazol en manzanas Nanorodillos de oro _
& Wei, 2018)

1.2 Descripcién, propiedades y métodos de obtencion de
nanomateriales

1.2.1 Las nanoparticulas

Actualmente distintas areas de investigacion se han interesado en el estudio de las
caracteristicas y aplicaciones de las nanoparticulas, debido a que las propiedades
fundamentales de los sélidos o moléculas correspondientes se ven alteradas conforme el
tamafio de las estructuras decrece a escala nanométrica; Por ejemplo, el oro no exhibe
propiedades cataliticas, sin embargo, nanocristales de oro han demostrado ser excelentes
catalizadores a bajas temperaturas. Parametros como la forma, dispersion, relacion entre
superficie y volumen se vuelven imprescindibles a esta escala, propiedades que a escala
macroscopicas eran irrelevantes; Resaltando la importancia de estos pardmetros las
nanoparticulas se clasifican de acuerdo a sus dimensiones, morfologia, composicién y
propiedades, siendo este Ultimo pardmetro el mas aceptado por la comunidad cientifica
para definir las estructuras nanométricas en funcion de su comportamiento. (Noguez ,
2013)
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1.2.2 Clasificacion de nanoparticulas y nanomateriales.

a) Clasificacion de acuerdo a su composicion

Existen diversas clasificaciones de los nanomateriales, sin embargo, de acuerdo con la
Agencia del Medio Ambiente (EPA) de EE.UU. los nanomateriales se clasifican en

cuatro grupos (Figura-2):

a) Basados en carbono: La composicion estructural de éstos compuestos es
mayoritariamente carbono el cual puede adoptar distintas formas, entre ellas y las mas
representativas, son elipsoides, esféricas como los fullerenos o bien en forma cilindrica

como los nanotubos.

b) Basados en metales: Estos nanomateriales incluyen nanoparticulas de oro, plata y
Oxidos metalicos o metaloides como los 6xidos de hierro (Fe), diéxido de titanio (TiO,),
diéxido de estafio (Sn0O,), 6xido de aluminio (Al,O3) y 6xido de cerio (Ce0O,), y diéxido de
silicio (SiOy)

c) Dendrimeros: Son polimeros nanométricos construidos a partir de unidades
entrelazadas que forman superficies ramificadas, los dendrimeros tridimensionales
contienen cavidades interiores donde se le pueden colocar moléculas a los cuales se les

puede dar funciones especificas, por ejemplo, la administracion de farmacos.
d) Compuestos: Los compuestos combinan las nanoparticulas con otra nanoparticulas o

con materiales de mayor tamafio, como los Quantum dots, nanocompositos o arcilla a

nanoescala.
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Figura 3 Clasificacion de los nanomateriales de acuerdo con la agencia del medio Ambiente (EPA)

b) Clasificacion de acuerdo a sus dimensiones.

Por otra parte los nanomateriales se pueden clasificarse seguin sus dimensiones las
cuales pueden ser 0D, 1D, 2D y 3D ésta nomenclatura nos indica cuantas dimensiones de
la nanoestructura superan el rango de la nanoescala. (Figura-3) De acuerdo con la
definicion, para las nanoestructuras 3D, significaria que todas sus dimensiones superarian
los 100nm, sin embargo, se consideran materiales nanoestruturados 3D aquellos en los
gue se utilizan nanoestructuras 0D,1D o 2D como bloques de construccion, replicandose
en las 3 direcciones del espacio de forma ordenada (Garcia Martinez, Abellan, Carrillo, &

Linares, 2007) A continuacién se presenta una breve explicacion de cada una de las

categorias.

a) Materiales de dimension cero: las tres dimensiones se ubican en el régimen
nanométrico, a esta corresponden las nanoparticulas.

b) Materiales de una dimensién: Teniendo una longitud variable, conservan una sola
dimensién en el régimen de nandémetros, como es el caso de nanoalambres y
nanotubos.

c) Materiales de dos dimensiones: con areas de tamafio indefinido, mantienen su

espesor en el orden de 1 a 100 nm, como en el caso de peliculas delgadas.
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d) Materiales de tres dimensiones: Son soélidos tridimensionales que estan formados

por unidades nanométricas.

0-D Todas sus dimensiones estan en el rango de [a nanoescala,

1-D Dos de sus dimensiones estan en el rango de la nanoescala
Una de sus dimensiones esta en la microescala.

2-D Una de sus dimensiones estan en el rango de la nanoescala
Dos de sus dimensiones estan en la microescala

* _ 3-D Ninguna de sus dimensiones estan en la nanoescala.

- &

Pibms sl g

Polycrysinls
1

Figura 4 Clasificacion de las nanoparticulas de acuerdo a sus dimensiones.

c) Clasificacion de acuerdo a sus propiedades.

Nanoparticulas con propiedades magnéticas.

Se denomina nanoparticula magnética a aquella entidad fisica cuyo tamafio se encuentra
en la nanoescala y posee un momento magnético neto (4). (Coral & Mera, 2017)se ha
demostrado que el magnetismo (por atdbmo) y la anisotropia magnética aumentan a escala
nanometrica, sin embargo las propiedades magnéticas dependen de la composicion
guimica, el tipo, grado de defectos en su estructura cristalina, tamafio, morfologia y
composicion, siendo estas Ultimas tres indispensables para controlar hasta cierto grado
las caracteristicas magnéticas del metal base. (Gubin, Khomutov, Koksharov, & Yurkov,
2005) Las nanoparticulas magnéticas son de sumo interés por sus diversas e importantes
aplicaciones: i) para transporte de drogas terapéuticas o de radiois6topos, ii) como
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separadores magnéticos de células marcadas, iii) para el catabolismo de tumores via
hipertermia, y iv) como agentes de contraste en aplicaciones de resonancia magnética
(Hernando, 2007)

Nanoparticulas con propiedades 6pticas.

Las propiedades Opticas de las hanoestructuras metalicas se originan al interactuar con la
radiacién electromagnética, lo que provoca una oscilacion colectiva de los electrones
libres, los fendbmenos épticos producidos dependen directamente de la forma, tamafio y el
medio circundante. Por ejemplo, en el caso de las peliculas metdlicas delgadas se
generan ondas superficiales evanescentes acopladas a la oscilacion de los electrones de
conduccion llamados “polaritones plasmones superficiales”. Para las nanoparticulas
metdlicas la oscilacion acoplada de los electrones de conduccién posee modos propios
llamados plasmones que se manifiestan como resonancias en el espectro de extincion de
la solucién coloidal de dichas particulas. Estas resonancias plasmonicas suelen utilizarse

para determinar el tamafio y estructura de las nanoparticulas (Santillan, 2013).
Nanoparticulas con propiedades fotocataliticas

Se habla de propiedades fotocatalicas cuando el sustrato en éste caso la nanoestrutura
absorbe la luz y aumenta la velocidad de una reacciéon quimica, por ejemplo, cuando una
onda electromagnética tiene una apropiada energia puede promover la excitacion de los
electrones de la banda de valencia a la banda de conduccién de las nanoparticulas de
TiO,, produciéndose pares de electrones-hueco (excitones) originando un exceso de
carga negativa en la banda de conduccion que produce un efecto reductor, aportando
electrones a las moléculas de oxigeno y formandose iones superéxido (.O,—) que oxidan
los materiales organicos. Las moléculas de agua alojadas en los huecos del substrato con
carga positiva por la emigracion de los electrones, se descomponen por oxidacion en

radicales hidroxilo (.OH) y cationes H+. (Cornejo, Nuevas tecnologias y materiales, 2015).

Nanoparticulas con propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las nanoparticulas se ven promovidas por las dimensiones
que poseen a escala nanométrica, el arreglo estructural y los escasos defectos en su

estructura aumentan la dureza y la resistencia, el cual se relaciona con la Ley de Hall que

25



menciona que el aumento de estas propiedades, la fluencia, es inversamente proporcional
al didmetro de grano. Algunas de las propiedades mecénicas importante que pueden
experimentar algunas nanoparticulas es su mayor capacidad de deformacion a la traccion,
antes de la rotura, sin merma de su resistencia, pudiendo alcanzar la resistencia maxima
tedrica del material, resistencia a la corrosion, impacto, flexion, tenacidad, traccion,
modulo de elasticidad entre otros. Uno de los ejemplos mas representativos que

adquieren estas propiedades son los nanotubos de carbono.

1.2.3 Sintesis de Nanoparticulas

Debido a la gran diversidad de aplicaciones en las que pueden ser empleadas las
nanoparticulas, las sintesis de ellas es un paso primordial para obtener la funcionalidad
esperada; existen diversos métodos de sintesis y se pueden clasificar como “bottom-up” o
“top-down”, en el primer método las estructuras se van formando atomo por atomo hasta
llegar a materiales con dimensiones nanométricas, algunos ejemplos son el uso de sales
organicas que pueden reducirse con agentes sintéticos o con un biorreductor, técnicas de
ablacion laser y el deposito por vapor reactivo; por otra parte en el método top-down los
materiales macroscopicos son fraccionados hasta llegar a escala nanomeétrica ejemplos

de éste método son el pulido mecanico y la molienda mecanica ,

Las estructuras se van
formando atomo por atomo
hasta llegar a materiales
con dimensiones
nanometricas

?r -

B, 4

Los materiales son
fraccionados hasta llegar a
escala nanométrica.

f

Figura 5 Sintesis de nanoparticulas por Bottom-up y Top Down
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Por otra parte existe otra clasificacion la cual divide a los métodos de obtencion de
nanoparticulas en métodos quimicos, fisicos y bioldgicos. Los métodos quimicos,
como su nombre lo indica, se basan en transformaciones quimicas donde regularmente
se reducen iones metalicos para la formacién de nanoparticulas; los métodos fisicos no
involucran reacciones o cambios quimicos generalmente se inicia con el material del cual
se quieren obtener las nanoparticulas y los métodos biolégicos emplean
microorganismos, plantas vivas, o0 extractos de plantas para la obtencion de las

nanoparticulas (L6pez , Vilchis Nestor, Sdnchez , & Avalos, 2013)

1.3 Camellia sinensis

Camellia sinensis es una planta originaria del norte de la India y del sur de China. Las
variedades de té que se pueden obtener a partir ésta planta dependen del procedimiento
gue se les da a las hojas cuando éstas son recolectadas. Por ejemplo, para obtener té
blanco las hojas se dejan marchitar y después se desecan; por otro lado para obtener el
té rojo a las hojas se le aplica un secado breve al aire libre, después los brotes tiernos del
arbusto son extendidos en una habitacion cerrada y procede un secado prolongado;
debido a éste proceso, su sabor es bastante suave y con mayores propiedades
aromaticas por a la fermentacion de polifenoles que dan numerosos compuesto
aromaticos. Algunas de sus propiedades son: antioxidante, disminuye el colesterol LDL y
triglicéridos en sangre. En el caso del té negro y el té verde la diferencia radica en el
método de preparacion; para preparar el té negro se prepara un apilado de las hojas
frescas en habitaciones ventiladas, hasta que empiezan a fermentarse. Luego se secan
rapidamente con calor artificial. En éste proceso, los fenbmenos mas importantes que se
producen son la oxidacion y la polimerizacion de los catecoles, formandose teaflavinas,
gue son compuestos colorantes que confieren a las hojas del té negro su coloracion
caracteristica de marrén-rojizo a negro. Por otra parte, el proceso del té verde consiste en
que una vez recolectadas las hojas inmediatamente se someten a un proceso de secado
rapido por accion de vapor (sistema japonés) o por calentamiento (sistema chino). Este
proceso detiene la oxidacion enzimatica de las hojas conservando asi casi de forma

integra su composicion quimica. (Bernardi, 2019)

1.3.1 Té Verde y sus principios activos
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El té verde es un derivado de la planta Camellia sinensis y se ha convertido en una
bebida muy popular en los ultimos afios debido a diversas propiedades que se le
atribuyen, por ejemplo, posee propiedades anticancerigenas, antimutagénicas,
neuroprotectoras, antihiperglucemiantes, antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,
cardiotonicas, estimulantes del sistema nervioso central, diuréticas, entre otras (LOpez
Luengo, 2002) (Almeida , y otros, 2019). La composicion quimica de las hojas del té
incluye: polifenoles, cafeina (aproximadamente 3.5% del peso seco total), teobromina
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Figura 6. Estructura quimica de las principales catequinas encontradas en el té verde (Zaveri, 2006)

(0.15-0.2%), tedfilina (0.02-0.04%) y otras metilxantinas, lignina (6.5%), acidos organicos
(1.5%), clorofila (0.5%), teanina (4%) aminoacidos libres (1-5.5%). Aunado a estos
también estén presentes flavonas, acidos fendlicos, depsidos, carbohidratos, alcaloides,
minerales, vitaminas, enzimas, terpenos; flavonoles principalmente quercetina,
Kaempferol, miricetina, y sus glucosidos. Los efectos beneficos del té se deben a los
polifenoles en lo cuales predominan las catequinas que equivalen al 25-30% del peso
seco de las hojas de té verde. Los extractos de té verde son ricos en flavonoles y sus
derivados del acido gélico, (+)- catequina, (-)-epicatequina (EC),(+)-galocatequina (GC), la
epigalocatequina (EGC), la epicatequina galato (ECG), y la epigalocatequina galato
(EGCG) siento esta ultima la mas abundante en el té verde equivalente al 65% del
contenido total de catequinas, en una taza de té verde puede contener 100-200mg.
(Gopal, Muthu, Paul, Kim, & Chun, 2016)
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Sin embargo para la bioreduccién de los iones de plata y la formacion de nanoparticulas
esta relacionada con las biomoléculas del extracto y cuatro son las categorias que tienen
un papel predominante en la bioreduccién: 1) azucares reductores, 2) flavonoides, 3)
sacéridos y 4) Proteinas. Los azUcares reductores y los flavonoides son los dos
principales componentes que intervienen en el proceso de bioreduccion de los iones plata.
La parte d elos flavonoides y azucares que no llevan a cabo la reduccion son los
componentes que sirven como agentes protectores, porque tienen grupos hidroxilo (Silva-
2013)

1.3.2 Extraccion de los componentes del té verde

Se ha realizado diversos estudios sobre la extraccion de los biocomponentes de Camellia
sinensis asi mismo algunos de los estudios se han monitoreado mediante espectroscopia
de UV-vis, en la Tabla 2 se realiza una recopilaciéon de estos estudios encontrando que
los extractos acuosos o con metanol y etanol, la maxima absorcion en las longitudes de
onda de 273-276nm esta relacionados con el galatoepigalocatequina, o con Epicatequina
Galato, absorbancias en 278 se relacionan con epicatequina por otra parte absorbancias

de 500-670nm se relacionan con anillos de porfirina.

Tabla 2. Andlisis de compuestos organicos de Camellia sinensis a través de

espectroscopia de UV-vis

Compuesto Rangos absorciony longitud Fuente o
_ Solvente , .
estudiado de onda maximo (Amax) Referencia
Agua Rango 248-361nm Ama: 273.6nm
Galato de Rango : 246-323 nm
_ _ Metanol y etanol
epigalocatequina Amax :276.0nm
(EGCG) Rango: 246-323nm
Acetonitrilo
Amax: 271.2 nm
Rango: 246-363 nm (Atomssa &
Agua
Amax :276.8 Gholap,
Epicatequina Rango: 246-325 nm 2015)
Metanol y etanol
galato (ECG) Amax :279.2 Nnm
Rango: 246-325nm
Acetonitrilo
Amax . 273.6nm
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_ . Rango: 254-378 nm
Epigalocatequina
Agua Amax :269.6
(EGC)
Epicatequina Rango:252-328
Agua
(EC) Amax 278.4
Rutina Etanol Amax: 270 nm (Sikora &
Ogonowski,
Feaotifitina Amax. 410 nm
2011)
Amax: 296 nm (Marzuki,
cloroformo
ND Amax: 329 nm Suryanti, &
) Amax: 391 nm Virgynia,
ND Acetato de Etilo
Amax: 534 NM 2016)
Cafeina Amax: 272 nm
: Se preprararon
P
lgmentos A 410 NM
presentes en las | mezclas de
hojas de C. sinensis | etanol, acetato de Amax: 663 NM
Feofitina etilo, Amax. 410 NM (Pauli, Bruns,
diclorometano vy domm. 505 NM & Scarmino,
cloroformo las
Anillo de ) ( Amax: D35 Nnm 2016)
B proporciones
porfirina fueron variando) Amax. 606 Nm
Amax. 663 Nm
(Gopal,
Galato de
alocatequ A N 973 Muthu, Paul,
epigalocatequina ua : nm
P19 a J e Kim, & Chun,
EGCG
2016)
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2.1 Biosintesis de nanoparticulas de Oro y Plata asistida por extractos

organicos de Camellia sinensis

2.1.1 Materiales y Reactivos

Nitrato de plata (AgNO3) adquirido de Sigma-Aldrich, acido tetracloroaurico (HAuUCly),

metanol, isopropanol grado reactivo Fermont, agua desionizada obtenida de la Facultad

de Quimica UAEM, Té verde (Camellia sinensis) de la marca Lagg’s, azul de metileno y

cloroformo.

2.1.2 Preparacion de los extractos

a)

b)

d)

Se colocaron 20 mL de isopropanol en un matraz Erlenmeyer y se calent6 hasta
alcanzar una temperatura de 60°C, se le agregd 0.3g de Camellia sinensis y se
mantuvo con agitacion vigorosa durante 60 segundos. El extracto resultante se
filtr6 y se guardé en un frasco a&mbar.

Se calentaron 20 mL de etanol a 60°C, una vez alcanzada la temperatura se le
agrego 0.3g de Camellia sinensis y se mantuvo con agitacién vigorosa durante 60
segundos. El extracto resultante se filtr6 y se guardé en un frasco ambar.

Se calentaron 20 mL de agua desionizada a 80°C, al alcanzar la temperatura se
le agregd 0.3g de Camellia sinensis con agitacion vigorosa; la agitacién se
mantuvo durante 60 segundos. El extracto resultante se filtré y se guardd en un
frasco ambar.

Se calentaron 20 mL de metanol a 60°C, al alcanzar la temperatura se le agregé
0.3g de Camellia sinensis y se mantuvo con agitacion vigorosa durante 60

segundos. El extracto resultante se filtré y se guardd en un frasco &mbar.

Se colocé en un Para el etanol, metanol e Una vez alcanzada la
matraz 20ml| del isopropanol se calent6 a temperatura, con agitacion
disolvente 60°C y para el agua a vigorosa se agregé 0.3g de
85°C Té verde

Después de Se detuvo la

Figura 7 Preparacion de los extractos de C. sinensis.

2minutos se filtro el agitacion  después




2.1.3 Sintesis y caracterizacion de Nanoparticulas de Oro y plata

a) Sintesis de Nanoparticulas de Ag y caracterizacion por UV-Vis

Para la sintesis de NP’s de plata (Grupo I) se colocaron 2ml de una solucién acuosa de
nitrato de plata (10°M) y se le agreg6 rapidamente 4ml del solvente, posteriormente se le
adicion6 gota a gota con agitacion magnética 0.5ml del extracto de té verde con el
solvente utilizado en el paso anterior (después de 60 segundos se detuvo la agitacion).
La solucion fue monitoreada medida en celdas de cuarzo mediante con un
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 40 UV-vis a una resolucién de 1nm entre 350-
700nm. Los tiempos de medicién de las muestras fueron: a los 5, 10, 15, 20, 25,30minutos y
24h.

Tabla 3 Sintesis de nanoparticulas de Ag..

Sintesis de NP’s de Ag

Sal utlizada Solvente utilizado  Extracto utilizado
4 mL Etanol 0.5mL C. sinensis en etanol
2mL de 4mL Metanol 0.5mL C. sinensis en metanol
AgNO3 4mL Isopropanol 0.5mL C. sinensis en isopropanol
4mL Agua 0.5mL C. sinensis en agua

b) Sintesis de Nanoparticulas de Au y caracterizacion por UV-Vis

La sintesis de nanoparticulas de oro (Grupo Il) se llevé a cabo utilizado el mismo
procedimiento para la obtencion de nanoparticulas plata, cambiando solamente la sal de

plata por el acido tetracloro aurico.

Se coloco en un vial 2mL de una solucién acuosa de &cido tetracloro aurico (10°>M) se le
agrego6 4ml de agua desionizada con agitacion magnética, se le afiadié gota a gota 0.5ml
del extracto de té verde en agua, después de 60 segundos se detuvo la agitacion. La
solucion fue monitoreada y medida en el espectro UV-vis en celdas de cuarzo mediante

un espectrofotébmetro Perkin-Elmer Lambda 40 UV-vis a una resolucion de 1nm entre 300-
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800nm. Los tiempos de medicién de las muestras fueron: a los 5, 10, 15, 20, 25,30minutos y
24h.

Tabla 4 Sintesis de nanoparticulas de Au.

Sintesis de NP’s de Au

Sal utlizada Solvente utilizado Extracto utilizado
4 mL Etanol 0.5 mL C. sinensis en etanol
2mL de 4mL Metanol 0.5 mL C. sinensis en metanol
HAuCl4 AmL Isopropanol 0.5mL C. sinensis en isopropanol
4mL Agua 0.5mL C. sinensis en agua

c) Caracterizacion por Microscopia de transmision electrdnica ( TEM)

Después de 24h de la sintesis de nanoparticulas de Ag y Au sobre una rejilla (Formuar
Carbon Film on 200 mesh Cooper, Grinds) se coloc6 una gota de la solucion con NP’s de
0oro en agua, se dejé reposar sobre la campana de extraccién durante 5 minutos y una
vez seca se sumergié 10 segundos en una solucién 1:1 de cloroformo y metanol, con el
objetivo de extraer los compuestos organicos de la muestra. Este proceso se realizé con
cada una de las NP’s de Au y Ag obtenidas con los distintos disolventes; Las rejillas
preparadas se observaron en el Microscopio Electrénico de Transmision JEOL- 2010.
Fuente de electrones: Emision Termidnica con filamento de LaB 6. Voltaje de aceleracion:

200 kV. La distancia atémica se determiné utilizando el software Gatan DigitalMicrograph.

d) Andlisis de microscopia Raman

El andlisis se realizé en un equipo Micro-Raman modelo LabRaman HR-800 de la marca
Jobin-Yvon-Horiba acoplado a un microscopio 6ptico Olympus BX41. Se utiliz6 un laser
He-Ne (A = 632.8 nm) con una intensidad de 0.05 mW. El tiempo de adquisicion fue de 10
segundos con 10 acumulaciones. La posicién espectral fue de 400-2000 cm™. Estos

parametros experimentales se utilizaron para todas las muestras.

Las nanoparticulas de Au y Ag se sonicaron durante 3 minutos, se tomdé una alicuota de
5ml y se centrifugé a 3000rpm durante 20minutos. Se sustrajo el sobrenadante y al
precipitado se le colocé el disolvente correspondiente hasta llegar a 5ml, nuevamente se
repiti6 el proceso de centrifugado; se tomd una gota del precipitado obtenido de

nanoparticulas y se colocd en un portaobjetos, éste Ultimo paso se repitid hasta formar

34



una pelicula homogénea. Los portaobjetos se colocaron sobre capsulas de porcelana y se
introdujeron en la estufa a 100°C durante 60minutos; 72 horas después se colocaron las
muestra en la mufla a 400°C por 60minutos. Al terminar y adquirir las muestras la

temperatura ambiente se le coloc6 una 1 gota de azul de metileno.
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Capitulo 3.

Resultados y su discusion.
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3 Espectrofotometria de UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis es utilizada para la identificacion y cuantificacion de
moléculas especificas presentes en una muestra. El principio de esta herramienta se basa
en el proceso de absorcion de la radiacion ultravioleta-visible (160-780 nm) por la
muestra que se desea analizar. Cuando una radiacion incide sobre la muestra se
produce una absorcién parcial de esta radiacion, lo que hace que se produzca una
transicion entre los niveles energéticos pasando la molécula al estado excitado y el resto

de la radiacién es transmitida.

3.1Caracterizacion de los extractos de Camellia sinensis.

Los extractos de C. sinensis se obtuvieron con los diferentes disolventes (etanol, metanol,
isopropanol y agua) para utilizarlos como agentes reductores y estabilizantes. En la figura
8 se muestran los espectros de los extractos de C. sinensis en los distintos disolventes, se
puede observar ligeras variaciones en la intensidad de absorbancia, lo cual se puede
atribuir a la concentracion de los distintos compuestos extraidos del té. (Sikora et. al-
2011) Haciendo referencia al espectro UV-Vis de C. sinensis en etanol los picos mas
representativos se ubican en 410, 536,608 y 664 nm, sin embargo, para el metanol sus
picos de absorbancia maxima tienen un ligero desplazamiento al azul (408, 535 y 607
nm), a diferencia del isopropanol que dos de los puntos se desplazan al rojo (411 y 666

nm).
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Figura 8. Espectros UV-vis de los diferentes extractos de C. sinensis.

Estudios realizados mediante espectrofotometria de UV-Vis a los extractos acuosos de C.
sinensis reportan que la banda en 410nm (Banda Soret) hace referencia al producto de
degradacion de la clorofila llamado feofitina; otras bandas mas débiles ubicadas en
longitudes de onda mayores se denominan bandas Q que se encuentran alrededor de 665
nm; entre las bandas Soret y Q, hay bandas secundarias ubicadas en 505, 535 y 606 nm.
Estas bandas son caracteristicas del anillo de porfirina y se producen al excitar los

electrones del orbital T a 7 * orbital de antienlace (Pauli, Bruns, & Scarmino, 2016)
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3.2Sintesis de Nanoparticulas de Ag.

3.2.1 Analisis de las nanoparticulas de plata por UV-Vis.
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Figura 9 a) Espectros UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de plata con extractos de C. sinensis en etanol a
los 5, 10,15, 20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la bioreduccion. b) incremento de la absorbancia respecto al
tiempo en la longitud de onda 416nm.

En la figura 9.a podemos observar un incremento de la absorbancia respecto al tiempo de
las nanoparticulas de plata obtenidas con extractos de C. sinensis en etanol, éste cambio
se relaciona directamente con la cantidad obtenida de nanoparticulas, es decir, a mayor
tiempo de reaccion existe una mayor formacion de nanoparticulas en la solucion. Durante
los primeros 30 minutos la maxima intensidad de absorbancia de las nanoparticulas se
ubica en 416 nm (longitud de onda caracteristica de la plata) sin embargo, a las 24h se
observa un aumento en el ancho del plasmén, un incremento en la absorbancia y un
corrimiento hacia el rojo de la longitud de onda maxima (454nm). La absorcion de
radiacion ultravioleta o visible por parte de las NP’s es el resultado de la excitacion de los
electrones de enlace, por tanto, podriamos considerar que el aumento del ancho del
plasmén hace referencia a diferentes NP’s que absorben a distintas longitudes de onda

indicandonos un incremento en la dispersion de tamafio (polidispersidad) y el corrimiento
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hacia el rojo se relaciona con el cambio de tamafio y/o forma de las nanoparticulas,
(Zhong Zhang, 2009).

La presencia de una absorbancia maxima en la longitud de onda 665 nm (figura 9a ) se le
atribuye a los pigmentos presentes en las hojas del té verde como los anillos de porfirina
(Pauli, Bruns, & Scarmino, 2016) los cuales desaparecen a las 24h, estos anillos junto con
las ftalocianinas puede fungir como platillas para estabilizar, funcionalizar, controlar la
forma y el tamafio de las nanoparticulas(Sannegowda - Lokesh, Shambhulinga,
Manjunatha, Imadadulla, & Hojamberdiev, 2015), no obstante, no son los Unicos
compuestos que intervienen en el proceso de bioreduccidon de las nanoparticulas,
investigaciones previas han estudiado los compuestos extraidos de C.sinensis en
metanol o agua Yy la relacion que existe con la estabilizacion de las nanoestructuras
metalicas reportando que la efectividad del extracto de té verde en la bioreduccion
se atribuye a la capacidad antioxidante de los polifenoles, los grupos funcionales
como el carboxilato, y metabolitos como el acido galico (Vilchis-Nestor, Sanchez-
Mendieta, Camacho-L6pez, & Arenas-Alatorre, 2008) (Atomssa & Gholap, 2015)
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Figura 10: a) Espectros UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de plata con extractos de C. sinensis en
agua alos 5, 10,15, 20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la biorreduccion. b) incremento de la absorbancia
y desplazamiento de la longitud de onda de absorcion mdxima respecto al tiempo.

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto acuoso exhiben el espectro
reportado en la figura 10.a en ella podemos observar la aparicion del plasmén de
resonancia a los 5 minutos después de la biosintesis y su absorbancia maxima ubicada
en 441 nm. A los 10 minutos la absorbancia maxima se desplaza ligeramente hacia la
derecha y casi duplica el valor de inicial ; el incremento continua hasta los 20 minutos, lo
gue nos indica la formacion de NP’s. Las 3 mediciones subsecuentes no muestran un
incremento representativo, exhibiendo un valor casi constante que se podria relacionar
con la estabilizacion de la cantidad de NP’s en solucién, no obstante, en la medicion
realizada a los 60 minutos de reaccién el valor de la absorbancia decae, la longitud de
absorbancia maxima contindia su desplazamiento hacia la derecha y el ancho del plasmén
aumenta. A partir del analisis de éste comportamiento se podria inferir que: hasta los 20
minutos hay una formacién de nanoparticulas (incremento de la absorbancia) que con el
paso del tiempo van aumentando su tamafio y/o cambiando de forma por lo que

incrementa la polidispersidad y provoca el aumento en el ancho de banda correspondiente
al plasmén de resonancia.

A diferencia de los espectros obtenidos con las NP’s de plata en etanol en los cuales se

observa una absorbancia en 665nm, las NP’s con el extracto acuoso no lo presentan,
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induciendo que probablemente las porfirinas no intervengan como agente estabilizador.
La bioreduccion de la plata en presencia del extracto acuoso de Camellia sinensis
comienza con Ag (I) a Ag (0) y el extracto al actuar como un agente reductor provoca un
vire inmediato de color originado por contenido de compuestos polifenolicos,
principalmente flavonoides, tearubiginas que no solo actian como agentes reductores
sino también como agentes encapsulates, protectores y estabilizadores debido al efecto
estérico (Kalyan Kamal, Sahoo, Vimala, & Premkumar, 2010). En un estudio realizado en
Southwest State University reportaron la presencia de flavonoides cerca de la superficie
de las nanopatrticulas plata, que reaccionan de forma compleja con los iones de Ag y las
nanoparticulas (figura 11), sin embargo, son los grupos hidroxilo de las hidroxiflavonas
que participan en la interaccién con la superficie de las NP’s de Ag y no asi las flavonas

que solo contienen grupos carbonilo. (Mirgorod & Borodina, 2013)

Figura 11 Ejemplo de la reaccion redox, donde involucra la 3-hidroxiflavona y el ion plata.
(Mirgorod & Borodina, 2013)
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Figura 12: a) Espectros UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de plata con extractos de C. sinensis en metanol a
los 5, 10,15, 20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la biorreduccion. b) Incremento de la absorbancia y
desplazamiento de la longitud de onda de absorbancia mdxima respecto al tiempo.

En las figuras 12.a se presenta el espectro UV-Vis de las nanoparticulas de plata
sintetizadas con extractos de C. sinensis en metanol a diferentes tiempos. En este
espectro podemos observar que la maxima absorbancia del plasmén de resonancia
inicial, es decir, a los 5 minutos después de la biorreduccién se encuentra en 422 nm, sin
embargo, a medida que trascurre el tiempo hasta los 30_minutos suceden tres cambios
importantes; a) aumenta la absorbancia b) la longitud maxima de absorcion se desplaza al
rojo y c¢) la banda del plasmén superficial se ensancha. Aunque éste comportamiento es
muy similar a la cinética de las nanoparticulas obtenidas con extractos acuosos, las NP’s
de plata en metanol no exhiben una estabilizacion (intensidad del plasmén) sino que
respecto al tiempo van aumentando. Por otro lado, a las 24h se puede apreciar que ha
disminuido el valor de la intensidad del plasmén superficial y ha aumentado
significativamente el ancho de la banda de plasmoén, lo que nos podria indicar que hasta
las 24h existe la presencia de estructuras nanométricas de plata de mayor tamafio y

polidispersidad que al inicio del proceso.
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Al igual que las nanoparticulas obtenidas con extractos en etanol se observa una

absorbancia a los 662nm que podriamos asociar a la banda de absorcion de porfirinas las
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Figura 13 Espectros UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de plata con extractos de C. sinensis en
isopropanol a los 5, 10,15, 20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la biorreduccion.

cuales, a medida que transcurre el tiempo se va transformando hasta desaparecer.

En la figura 13 se presenta el espectro de UV-Vis originado por la sintesis de
nanoparticulas de plata con extractos de C. sinensis en isopropanol. En los primeros
30minutos no hay un cambio significativo en el valor de la intensidad absorcion del
plasmon de resonancia, ancho del plasmén o desplazamiento del punto méaximo de
absorbancia ubicado en la longitud de onda de 412 nm. Sin embargo, transcurridas 24h
se observa un incremento en la intensidad de absorcion y un desplazamiento al rojo
ubicando el punto méximo de absorcién en 428 nm. De igual forma se puede apreciar un
pico de absorbancia en 666 nm el cual al igual que anteriormente se puede atribuir a las
porfirinas, no obstante, a las 24h el pico cambia y se desplaza a 647 nm. El
comportamiento del espectro nos indica una formacién lenta y limitada de nanoparticulas

de plata.
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Figura 14: Espectros UV-vis de las nanoparticulas de plata obtenidas con los extractos de C. sinensis en etanol,
agua, metanol e isopropanol, 24h después de la bioreduccion.
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En la figura 14 se presenta el espectro de las nanoparticulas de plata sintetizadas con
cada uno de los diferentes disolventes después de 24h reaccién, podemos observar que
el solvente que ha tenido una mayor cantidad de nanoparticulas es el extracto acuoso y
no asi con las NP’s en isopropanol que son las que exhiben un menor valor de
absorbancia. Por otra parte las que presentan una mayor polidispersidad son las NP’s en
metanol a diferencia de las NP’s obtenidas con etanol que son las que muestran una

menor polidispersidad debido al ancho del plasmon.

Para que la radiacion electromagnética incidente, interaccione con la materia esta debe
presentar una A del mismo tamarfo o menor que las dimensiones del cuerpo irradiado, por
lo tanto la ubicacién y desplazamiento del ancho del plasmén y el punto méaximo de
absorbancia nos da informacion sobre el tamafio promedio de NP’s, bajo ésta premisa
tenemos que el tamafio promedio mas pequefio de las nanoparticulas son las obtenidas
con extractos de C. sinensis en etanol, seguidas de las obtenidas con extractos acuosos,

posteriormente isopropanol y metanol.
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3.2.2 Anélisis de las nanoparticulas de Ag por Microscopia de Transmisién Electrénica (TEM).

El microscopio electrénico de transmisién es un equipo que nos ofrece informacion a nivel
atomico de las caracteristicas morfoldgicas y estructurales de una muestra ultrafina, esto
se logra al acelerar un haz de electrones que colisionan con la muestra y en funcién de su
grosor y el tipo de &tomos que la forman, parte de ellos son dispersados selectivamente.
La informacién que se obtiene es una imagen con distintas intensidades de gris que se

corresponden al grado de dispersién de los electrones incidentes. (Mufioz Guerra, 1991)

La Microscopia Electrénica de Transmision también permite la obtencién de imagenes de
alta resolucion HRTEM y patrones de difraccion de electrones de &rea selecta, que son
indicativos del ordenamiento, distanciamiento entre planos atdmicos y la orientacion de un

material cristalino.

Esta técnica se ha utilizado para caracterizar las nanoparticulas obtenidas por

bioreduccion y mostrando los resultados a continuacion.

Para las nanoparticulas de plata en etanol las micrografias fueron analizadas y
cuantificadas (figura 15a.1), observando que la mayoria de ellas son quasiesféricas y
elipsoidales con un tamafio promedio 7.10£9.7 nm, también se encuentran nanoparticulas
de gran tamafio >50nm, algunas barras con un tamafio promedio de 65nm de largo y 32
nm de ancho y triAngulos que rondan sus dimensiones entre los 60-80nm, sin embargo,
las nanoparticulas que mas predominan se encuentra con tamafios <10 nm tal como lo
revela el histograma de la figura 18 a. La desviacion y el ancho del plasmon observado en

los espectros de UV-Vis nos confirman una baja polidispersidad de tamario.

Por otra parte utilizando la técnica HRTEM (microscopia electronica de transmision de
alta resolucion) y la técnica SAED (Difraccion de Electrones de Area Selecta) el patron de
difraccion de &rea selecta que se muestra en el recuadro (Figura 15 a.3) nos permite
indexar los anillos para conocer la estructura cristalina, la distancia experimental es de
2.354 A £+ 0.003 correspondiente al plano (1 1 1) y 1.442 A correspondiente al plano (2 2
0) confirmando con ello la estructura cristalina cubica centrada en caras (FCC). La

asignacion de los indices de Miller para las todas las nanoparticulas de plata obtenidas

con los diferentes disolventes se realiz6 a partir de la tarjeta cristalografica 00-004-0783.
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Figural5 Micrografias de las nanoparticulas de plata obtenidas a partir de C. sinensis en los distintos
disolventes. A.1) NP-AgEt, A.2) HRTEM de NPAgEt A.3) Patrén de Difraccion de electrones de NPAget. B.1)
P-AgA, B.2) HRTEM de NPAgA B.3) Patron de Difraccion de electrones de NPAgA C.1) NP-AgM, C.2)
HRTEM de NPAgM C.3) Patr6n de Difraccion de electrones de NPAgM. D.1) NP-AgP, D.2) HRTEM de NPAgP
D.3) Patrén de Difraccion de electrones de NPAgP.
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Las principales formas de las nanoestruturas obtenidas con extractos acuosos son
guasiesferas y su tamafio promedio es de 14nm £7.5, la mayoria de las nanoparticulas
formadas se encuentran en el rango de tamafo de 5-15nm (Figura 15b.1), ademas de las
guasiesferas también se observan algunas barras y tridngulos. Las micrografias de alta
resolucion y la técnica SAED (Figura 15 b2 y b3) nos permite indexar los patrones
encontrando los planos (11 1), (200), (22 0)y (3 11)correspondientes a la distancia
experimental 2.355+ 0.004, 2.044, 1.444 +0.001, 1.23+0.002 respectivamente.
Confirmando con ello la estructura FCC, cubica centrada en caras. Las caracteristicas de
las nanoparticulas de plata obtenidas mediante la bioreduccién de AgNOscon C. sinensis
han sido estudiadas previamente por (Kalyan Kamal, Sahoo, Vimala, & Premkumar,
2010)y (Ying Loo, Chieng, Nishibuchi, & Radu, 2012)mostrando nanoestructuras similares
en cuanto a morfologia y estructuras cristalinas, sin embargo, hay diferencias en tamafio y
ubicacién del plasmén resonancia en los espectros de UV-Vis esto puede ser una
consecuencia de la concentracion del extracto de C. sinensis agregado a la solucion, asi
como la concentracién inicial de iones metalicos y el tiempo de reaccion, las interacciones
débiles entre Ag y las biomoléculas protectoras hacen que se realice una rapida
formacion de nanoestructuras y su subsecuente crecimiento (Vilchis-Nestor, Sanchez-
Mendieta, Camacho-Lopez, & Arenas-Alatorre, 2008).

A diferencia de las nanoparticulas obtenidas con extractos acuosos o en etanol, las
nanoparticulas sintetizadas con extractos de C. sinensis en metanol muestran
aglomerados que se pueden clasificar como dendrimeros debido a las ramificaciones que

presentan (figura 16). Por otra parte, las nanoparticulas aisladas se analizaron

pim

100 nm

Figura 16: Dendrimeros obtenidos con los extractos de C. sinensis en metanol.

encontrando distintas morfologias como, quasiesferas, triangulos, decaedros y barras las
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cuales tiene dimensiones que oscilan entre los 30-70nm de largo y 10-20nm de ancho.
(Figura 15. C.1)

El tamafio promedio de las nanoparticulas es de 23.65+ 12.37 nm, analizando el
histograma Ag-M de la figura 18b el rango donde se encuentra la mayoria de las
nanoparticulas es de 10-25nm, asi mismo se observa una disminucién progresiva en la
cantidad de nanoparticulas conforme aumenta el tamafio de las nanoparticulas. En la
figura 15 C.3 se observa el patron de difraccion el cual fue indexado encontrando los
planos cristalograficos (1 1 1), (20 0), (22 0)y (3 1 1) correspondientes a las distancias
experimentales 2.344+0.012A, 2.044+0.001 A, 1.434+0.008 A, 1.229 + 0.004 A.

La mezcla de nitrato de plata con los extractos de C. sinensis en isopropanol forman
aglomerados reportados como dendrimeros (figura 17) los cuales estan formados por una
base principal de la cual se desprenden ramificaciones secundarias que su vez originan
pequefias extensiones que van desde 90-200 nm. (Figura 17 g y e) Estos estan rodeados
por un halo blanco que podria considerarse como el material organico que estabiliza las
estructuras. En el espectro UV-Vis de la figura 13 podemos observar un ligero incremento
en la absorbancia donde se encuentra el plasmén de resonancia caracteristico de las
nanoparticulas de plata, solamente 24h después de iniciar la bioreduccién. A partir de
esto podriamos considerar que a pesar de que existe la formacion de nanoparticulas
(Figura 15. dl1 y figura 13) Estas no son representativas, debido a que prolifera la

formacién de dendrimeros.




Aunque no se sabe el mecanismo de formacion de los dendrimeros por biorreduccion, un
estudio realizado por (Zhang, y otros, 2011)muestra la formacion de estructuras
dendriticas por la mezcla de Mg con AgNO; en solucién acuosa, el crecimiento de la
estructura lo hace preferente en el plano (1 1 1) y comienza con la formacién de crestas y
la aparicion de nanoparticulas de plata, seguidas de una precipitacién y autoensamblaje
de los atomos de plata a lo largo de las estructuras con forma de cresta. Mientras tanto
por coalescencia las nanoparticulas crecen y se unen para formar estructuras en forma de

varilla que dan la apariencia las estructuras dendriticas.

Otro estudio realizado por (Wang, Xing, Chen, Liu, & Xu, 2017) reporta la sintesis de
nanoestructuras dentriticas con aceite de clavo y ondas ultrasénicas, comenzando con los
atomos de plata, seguidas de una nucleacion, un crecimiento, un autoesamblaje y un

crecimiento obteniendo como resultados los dendrimeros.
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Figura 18 Histogramas de las nanoparticulas de plata obtenidas con extractos de C. sinensis
con los diferentes disolventes a) Nanoparticulas de Plata en etanol. b) Nanoparticulas de plata
con metanol c) Nanoparticulas de plata en agua d) Nanoparticulas de plata en isopropanol
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Tabla 5 Tabla comparativa de las nanoparticulas de plata obtenidas por biosintesis.

Méxima
Momento | Tamafio Ancho longitud de
dipolar p | promedio del onda de
de las plasmén absorcion
NP’s(nm) (nm) (nm) a las Morfologias
24h presentes

/‘ @ Barras,
Etanol | ¢ 160 | 7.1:0.73 |325:600| 450-475 | decaedros,

guasiesferas,
fe— triangulos

Estructura
Disolvente quimica del

disolvente

(Debye)

guasiesferas,
1.85 14.2+7.46 | 325-730| 460-550 barras
decaedros.

Agua

Dentritas,
Metanol ~""" S 1.7  |23.65+12.4|340-800 ND triangulos,

; barras,
‘b’/ A quasiesferas

1085

: Dentritas,
Isopropanol ; 1.66 16.23+15.7 ND ND guasiesferas,
" barras.

En la tabla 5 se realiza una recopilacién de los resultados obtenidos de la sintesis de
nanoparticulas de plata, observando que el disolvente utilizado afecta directamente la
forma, tamafio y dispersion de las mismas; se analiza la relacion que existe entre los
espectros UV-Vis y los datos obtenidos a través de microscopia de absorcion Optica,
confirmando estudio anteriores que: a) el ancho del plasmon esta relacionado con la
dispersion (grado de variacion de tamafio, respecto al promedio) de las NP’s, b) El
corrimiento de la longitud de onda méxima de absorcion se relaciona con el tamafio

(promedio) y forma de las NP’s.

Las NP’s obtenidas con etanol son las que presentan el ancho del plasmon mas
reducido, asi mismo, son las de menor tamafio promedio comparado con el de las otras

nanoparticulas de plata sintetizadas; Los espectros UV-vis de las NP’s obtenidas con el
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extracto acuoso presentan un corrimiento hacia el rojo comparado con los espectros de
las NP’s en etanol, el efecto “red shift” en los espectro de UV-Vis nos indica la presencia
de estructuras nanométricas de mayor tamafio, esto se confirma ya que el tamafio
promedio de las NP’s de plata en agua es dos veces mas grande que las NP’s en etanol,
por otra parte el ancho del plasmén de las NP’s en agua es mayor que las obtenidas con
etanol, aunque las desviacion estandar es mayor para el etanol, en el histograma de la
figura 18 podemos observar una gréafica leptocurtica que nos indica una mayor cantidad
de NP’s ubicadas en un rango de tamafio mas angosto, por lo tanto la dispersiéon de las
NP’s en etanol es menor que las NP’s en agua, originando que el ancho de plasmoén sea

menor para las NP’s en etanol.

La NP’s de metanol presenta el ancho de plasmén mas amplio, asi como su desviacion
estandar y se confirma en el histograma de la figura 18 debido a la dispersién de
tamafios. En los espectros UV-Vis de las NP’s en isopropanol, la intensidad de absorcion
presente es inferior a las NP’s en los otros disolventes, esto se relaciona con una menor
formacion de NP’s, se corrobora con las micrografias obtenidas en las cuales se aprecian

los dendrimeros formados.

3.3 Sintesis de Nanoparticulas de Au.

a) 0537 b)
0.52 052
0.511 '
0.514
s 0507
§ 0.491 - 0.504 L]
8 ,
S 0.487 e — £ 0.49+
2 AUuA5 =
< 0477 o ——AUuAl0 | 2 0484 -N=
AuAl5 | 5 g
0.46 ] T~ ——— — AuA20 _2: 0.47 4 4
. AuA25
e TAURS0 [ g 46 / 24h
0.44 — AuA60 ' 4 u
—— AuA24h
0.43 0.45

450 480 510 540 570 600 630 660 690 720 750 780

Longitud de onda (nm) Tiempo (minutos)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 19 Espectros UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de oro con extractos de C. sinensis en agua a los 5, 10,15, 20, 25, 30 minutos y
24 h posteriores a la bioreduccién. b) incremento de la absorbancia respecto al tiempo (lass lineas paralelas negras ubicadas en 540 y 600
nm son ayuda visual)
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Al igual que las NP’s de plata, los extractos utilizados de C. sinensis con los diferentes

disolventes son los mismos que se utilizaron para la sintesis de NP’s de Oro.

Los espectros UV-Vis de las nanoparticulas de oro sintetizadas con extractos acuosos de
C.sinensis muestran una meseta que abarca desde 550- 600 nm encontrando un valor
maximo aproximado en 573 nm, las diferencias de absorbancia para cada uno de los
espectros en ese rango de longitud de onda es minimo. Estas caracteristicas se observan
a partir de los 5 minutos una vez iniciada la biosintesis hasta los 30 minutos, las dos
lecturas posteriores, es decir a los 60 minutos y 24h el ancho de la meseta disminuye y el
punto maximo de absorbancia, se desplaza ligeramente al azul a 544nm. En la figura 19
b se muestra el incremento de la absorbancia respecto al tiempo hasta los 60 minutos
sin embargo al trancurrir 24h despues de la reaccion ésta diminuye junto con el ancho del

plasmon.

En la figura 25- b1, nos muestras las micrografias obtenidas por TEM, y se observa que
las nanosparticulas formadas presentan una estructura en forma de flor. Estudios
realizados con estructuras de oro similares a las obtenidas en ésta investigacion muestran
dos bandas de absorcion, la primera ubicada entre 500-600 nm que se le atribuye al
cuerpo de las nanoestrellas y a las nanoparticulas esféricas de oro que son utlizadas
como semillas para de la obtenicion de nanoflores o nanoestrellas, y la banda cercana al
rojo 700-800 nm se relaciona con las protuberancias o picos de las nanoestructuras las
cuales presentan una vibracion longitudinal o transversal. ( (Reguera, y otros, 2017)(
(Morales Vega, y otros, 2014)( (Hao, Nehl, Hafner, & Nordlander, 2007). Este
comportamiento donde aparecen dos bandas tambien se ha observado en nanobarras de
oro (Smitha, Gopchandran, Smijesh, & Philip, 2013)
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Figura 20. Espectros UV-vis de la formacion de nanoparticulas de oro con extractos de C. sinensis en etanol a los 5, 10,15, 20, 25, 30
minutos y 24 h posteriores a la bioreduccion.

De acuerdo con el espectro de UV-Vis de la figura 20 las nanoparticulas de oro obtenidas
con extracto de C. sinensis en etanol podemos observar una formacién de
nanoestructuras muy lenta, esta aseveracién se basa en que la resonancia de la
superficie del plasmoén es visible hasta las 24h de reaccién presentando un pico de
absorbancia maxima en 548 nm el cual es caracteristico de las nanoestructuras de oro,
previo a ello solo se observa las absorbancias del extracto, las longitud de onda
coinciden con los trabajos realizados por (Pauli, Bruns, & Scarmino, 2016)
correspondientes a los anillos de porfirina. Las longitudes de onda en 502, 537m 607
incrementan a medida que trascurre el tiempo, sin embargo desaparecen después de las
24h. Por otra parte las absorbancias en las longitudes de onda 666nm y 317 van
disminuyendo a medida que transcurre el tiempo, se puede inferir que los componentes
que absorben estas longitudes de onda se van transformando para ser participes en la

formacion de las nanoestructuras.
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Figura 21 Espectros UV-vis de la formacion de nanoparticulas de oro con extractos de C. sinensis en metanol a los 5,
10,15, 20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la bioreduccion.

Las nanoestructuras de oro sintetizadas con los extractos de C. sinensis en metanol al

igual que las nanoestructuras en etanol siguen una cinética de formacion muy similar. La

presencia del plasmon solo se observa hasta la lectura de 24h de reaccion. Las
absorbancias maximas en 508 y 538, 411 y 670 nm, ésta Ultima longitud de onda a

diferencia de los espectros de las estructuras en etanol tiene un corrimiento hacia el rojo,

van aumentando con el trascurso del tiempo, pero desaparecen completamente a las 24h.

Lo que indicaria su interferencia en la formacion de las nanoestructuras de oro.
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Figuera 22 Espectros UV-vis de la formacion de nanoparticulas de oro con extractos de C. sinensis en isopropanol a los 5, 10,15,
20, 25, 30 minutos y 24 h posteriores a la bioreduccion.

Los espectros de UV-Vis de las nanoparticulas de oro con extractos C.sinensis en
isopropanol solamente presentan la absorbancia maxima en 552nm y la curva del
plasmon superficial caracteristica de las nanoparticulas de oro hasta las 24h de reaccion,
asi mismo desaparecen las curvas con absorbancias maximas en 506, 537, 609 y 660
nm los cuales se le atribuyen a los compuestos del té verde: En la figura 22 b se observa
que la concentracién de éstos compuestos disminuye a medida que transcurre el tiempo

hasta desaparecer a las 24h.
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3.4 Andlisis de las nanoparticulas de Au por Microscopia de Transmision
Electronica (TEM).

Las NP’s Au sintetizadas con extractos acuosos de C. sinensis presentan “nanorods” y la
aglomeracion y/o crecimiento de los mismos origina estructuras complejas conocidas

como nanoflores (Jiji & Gopchandra, 2015).

b)

18 nrl 1 2Lnu 20 om

Figura 23 Nanoflores obtenidas mediante extractos acuosos de C. sinensis.

La figura 23 muestra los “nanorods” aglomerados en una etapa temprana (menor
tamafio) y se observa que ya posee las caracteristicas de la estructura final (figura 23c)
aunado a ello se observan pequefias nanoestructuras alrededor de las nanoflores, de las
cuales se intuye que se van uniendo a las estructuras de mayor tamafio; En estudios
previos (Yang, y otros, 2017) realiza una biosintesis de nanoflores muy similares a las
presentadas en éste trabajo y la formacion de las estructuras se origina por un
mecanismo de agregacion. (Figura 24) donde los polifenoles juegan un papel importante

como agentes estabilizadores.
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Figura 24 Formacion de nanoflores via reduccidon de AuCl; con zumo de Averrhoa Carambola (Yang, y
otros, 2017)

Observando el espectro de UV-vis de la figura 19 , podriamos sugerir que la formacién de
las nanoflores obtenidas en éste trabajo se realizan a partir de simillas, donde las
nanoparticulas formadas de manera aislada se incorporan de forma selectiva a las
nanoestructuras con forma de flor , ya que a partir de los 60 minutos decrece
considerablemente la cantidad de nanoparticulas (absorbancia) y se desplaza la
absorbancia maxima a una longitud de onda menor (544nm) asi mismo se reduce el
ancho del plasmoén el cual esta relacionado con el grado de dispersién de las
nanoestructuras, en otra palabras, como resultado final tenemos nanoestruturas menos
dipersas en cuanto a tamafio y forma de manera aislada y las estructuras mas grandes

son incorporadas a los alglomerados de oro con forma de flor.

Las micrografia de la figura 25 bl revelan que las estructuras de las nanoflores estan
conformadas por un nudcleo central de aproximamente 140nm vy los nanorods (pétalos)
que son las porciones sobresalientes del area uniforme tienen una longitud promedio de
22.38+6.7nm, éstos pétalos fueron indexados gracias a la técnica SAED (Figura 25 b2 y
b3)encontrando  distancias experimentales 2.333+0.019A, 2.041 A, 1.443 +0.004A,
1.234+0.005A correspondientes a los planos (11 1), (200), (220)y (31 1). Los indices

mencionados corresponden a una estructura FCC del oro.
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Figura 25 Micrografias de las nanoparticulas de
disolventes. A.1) NP-Auet, A.2) HRTEM de NPAUEt
NP-AuA, B.2) HRTEM de NPAUA B.3) Patrén de |
HRTEM de NPAuUM C.3) Patron de Difraccion de elec
Las micrografias adquiridas de las nanoparticulas metalicas d®.syeagbtaftidssadtiedtdctrones de NPAUP.

biosintesis con extractos de C. sinensis en etanol (figura 25 a.1), nos permiten evaluar el
tamafio, dispersion y morfologia de las estructuras, encontrando que las NP’s exhiben un
tamafio promedio de 15.02 nm, sin embargo presentan una gran dispersion con una
desviacion estandar de 10.2nm, en el histograma de la figura 26.a podemos observar que
a medida que aumenta el tamafio la cantidad de NP’s presentes decrece y el rango donde
se encuentra la mayor cantidad de NP’s es 5-10nm. Aunado a ello, aunque las
nanoparticulas tienden a ser esféricas en su mayoria, también se observan estructuras
hexagonales, triangulos y algunas barras Figura 26 b El patron de difraccion presenta 4
anillos principales (figura 25 a2 y a3) encontrando distancias experimentales
2.351+0.004A, 2.040+0.001A, 1.439+0.004A y 1.225+0.006A relacionados con los planos
(111),(200), (220 vy (311) respectivamente. Estos indices corresponden a la

estructura fcc del oro.
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Figura 26 a) Histograma de las nanopaticulas de oro obtenidas mediante extractos de C.
sinensis en etanol. b) Micrografia en donde se presentan nanotriangulos y nanobarras.

Las nanoparticulas de oro obtenidas con extractos C.sinensis en metanol son muy
similares a las obtenidas con etanol, en ella encontramos algunos triangulos, decaedros y
guasiesferas su tamafio promedio 18.01lnm y su desviacién estandar 9.47 en el
histograma de la figura 27 podemos observar que el rango en el cual se encuentra la
mayoria de nanoparticulas es de 5-25nm, El patron de difraccion presenta 4 anillos
principales  (figura ¢3) encontrando distancias experimentales 2.3471+0.01A,
2.039+0.001A, 1.436 y 1.231+0.001A relacionados con los planos (11 1), (200), (22 0) y

(3 1 1) respectivamente. Estos indices corresponden a la estructura FCC del oro

I % (Au-M)
24-

% de partgculas

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
tama’ o de partscula (nm)
Figura 27 a) Histograma de las nanopaticulas de oro obtenidas mediante extractos de C.
sinensis en metanol.. 62



Las nanoparticulas de oro obtenidas con extractos C.sinensis en isopropanol tiende a
formar nanoflores (Figura 25d.1) semejantes a las obtenidas con agua; se indexaron los
pétalos (Figura 25d.3) encontrando que las distancias interplanares 2.332+0.003A,
2.034+0.005A, 1.442 +0.001A, 1.233+0.005A correspondientes a los planos (1 1 1), (2 0
0), (220)y (311). Los indices mencionados corresponden a una estructura FCC del oro.

Figura 28 Micrografias de campo claro y oscuro de las Nanoparticulas de oro obtenidas con
extractos de C. sinensis en isopropanol

En la micrografia de campo oscuro se puede observar como se encuentran dispersas las
nanoestructuras de oro, los puntos con mayor brillo en la micrografia de campo obscuro
se puede relacionar con los nucleos que se encuentran rodeados de nanoestructuras mas
pequefas, formando una estructura muy similar a las clasificadas como “nanoflores” las
cuales tienen una estructura interna principal y a su alrededor estructuras pequefias

(pétalos).

3.5 Estudio Raman de la molécula de prueba (azul de
metileno), utilizando como sustrato nanoparticulas de plata
y oro.

63



El azul de metileno es un compuesto heterociclico aromatico, cuya férmula y nombre
quimico es CysH1sCIN3S (figura 29 ) y 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazationiocloruro
respectivamente, también es conocido como cloruro de metiltionina.

HsC. . _CH
3 |}| S |}| 3
CHs Cl- CHs

Figura 29 : Estructura quimica del azul de metileno.

Evaluacion del efecto SERS con nanoparticulas de plata

A continuacion, se presentan los resultados del efecto SERS con las nanoparticulas de
plata obtenidas con los diferentes extractos de C. sinensis, utilizando la molécula de azul
de metileno. En la figura 30 a) blanco, hace referencia al espectro del azul de metileno sin
agregarle nanoparticulas, los espectros b) AzulAgA, c) AzulAgM, d) AzulAgEt, e)AzulAgP,
son las muestras de azul de metileno con las nanoparticulas de plata obtenidas con
extractos acuosos, metanol, etanol e isopropanol respectivamente. Podemos observar
que casi todos los sistemas muestran una ligero aumento en algunos picos Raman, sin
embargo, l0s mas evidentes se presentan en 450, 603, 1622 cm™ el primer y el segundo
pico hacen referencia a la deformacion esquelética del enlace C-N-C (carbono-nitrégeno-
carbono) y el pico en 1622_cm™ se le puede atribuir al estiramiento del enlace C-C
(carbono-carbono) del anillo (Morales Méndez, 2017) , es importante resaltar que
solamente las nanoparticulas de plata obtenidas con el extracto acuoso evidenciaron las
bandas caracteristicas de Raman del azul de metileno y no asi de manera significativa las
NP’s obtenidas con los extractos restantes.
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Figura 30 Evaluacion del efecto SERS con azul de metileno utilizando como sustrato nanoparticulas de plata a):
Espectro Raman del azul de metileno sin nanoparticulas de plata. b) AzulAgA: Espectro Raman del azul de
metileno con nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto en agua. c) AzulAgM: Espectro Raman del
azul de metileno con nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto en metanol. d)AzulAgEt: Espectro
Raman del azul de metileno con nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto en etanol. e) AzulAgA:
Espectro Raman del azul de metileno con nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto en isopropanol.

Evaluacion del efecto SERS con nanoparticulas de Oro
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En la figura 31 podemos observar la mejora en el efecto SERS de las bandas Raman

caracteristicas del azul de metileno con las nanoparticulas de oro; el espectro a) blanco,

hace referencia al azul de metileno sin agregarle nanoparticulas, los espectros b)

AzulAuA, c) AzulAuM, d) AzulAuEt y e)AzulAuP, son las muestras de azul de metileno con

las nanoparticulas de oro obtenidas mediante el extracto acuoso, seguidas de las

sintetizadas con metanol, etanol e isopropanol respectivamente. Asi mismo la figura 31

nos muestra que todos los sistemas presentan una mejora del efecto SERS comparado

con el blanco, sin embargo, las nanoparticulas de oro obtenidas con el extracto de C.

sinensis en etanol exhiben una mejor respuesta incluso que las nanoparticulas de plata en

Intensidad Raman (cps )

Figura 31: Evaluacion del efecto SERS con azul de metileno utilizando como sustrato nanoparticulas de oro a):
Espectro Raman del azul de metileno sin nanoparticulas de oro. b) AzulAgA: Espectro Raman del azul de
metileno con nanoparticulas de oro obtenidas a partir del extracto de C.sinensis en agua. c) AzulAgM: Espectro
Raman del azul de metileno con nanoparticulas de oro obtenidas a partir del extracto de C.sinensis en metanol.
d)AzulAgEt: Espectro Raman del azul de metileno con nanoparticulas de oro obtenidas a partir del extracto de
C.sinensis en etanol. e) AzulAgA: Espectro Raman del azul de metileno con nanoparticulas de oro obtenidas a
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partir del extracto de C.sinensis en isopropanol.

agua.

Respecto al blanco las NP’s de oro en etanol tiene incremento en la sefial Raman de casi

140 veces, seguidas de las NP’s de oro en agua que presentan una mejora de 96 veces,
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las nanoparticulas de oro en metanol incrementaron la sefial Raman 48 veces y las NP’s

de oro en isopropanol casi 20 veces.

Las bandas Raman del azul de metileno ubicadas en 444,504, 594 cm™ corresponden a
las vibraciones de deformacion esquelética de C-N-C (carbono-nitrégeno-carbono), el pico
ubicado en 775 cm™ aparece debido a la deformacion esquelética de C-N-C, C-S-C
(carbono-azufre-carbono) y al estiramiento N-CHs; (Nitdgeno-Metilo), por otra parte el pico
1031 cm™ se le puede atribuir a la flexion en el plano C-H (carbono-hidrégeno) , la sefial
Raman en 1152cm’ se le puede adjudicar a la flexion fuera del plano de C-H y al
estiramiento C-N, aunado a estas sefiales, el pico 1324 cm-' corresponde a la
deformacion del anillo C-H en el plano, la sefial 1425 cm™ se ha atribuido a la vibracién
de estiramiento asimétrico del enlace C-N-C . La banda Raman ubicada en 1389cm™ se
observa debido estiramiento asimétrico C-N, las Uultimas bandas observadas se ubican
en la posicién 1493y 1622 cm™ que se atribuyen a la deformacién esquelética C-C-Cy a |
estiramiento C-C del anillo. (Quester, Avalos-Borja, Vilchis Nestor, Camacho-L6pez, &
Castro-Longoria, 2013).

En la tabla 6 se realiza un concentrado de la ubicacién de las bandas asignadas al
espectro del azul de metileno, se observa que aunque en general casi todas presentas las
mismas bandas la ubicacién de ellas se desplaza ligeramente a la izquierda comparado
con el espectro de azul de metileno con las nanoparticulas de oro en etanol. (Quien se

obtuvo los mejores resultados)
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Tabla 6 Principales Bandas asignadas para el espectro del azul de metileno utilizando como sustrato nanoparticulas de

oro.

440

NP’sAuEt: Nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de C.sinensis en etanol.

446

598

777

890
1034

1325

1391

1427

444
504
594

775

894
1031
1152

1324
1389

1425

1493

441

594

772

886

1318
1389

1504

445

597

777

895
1039

1325
1390

1490

450°, 449"
503°,502°
599°
673°
774°

893°
1042%,1030°
1159°

1329°
1397°

1425°
1504°,

1513°

NP’sAuA: Nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de C.sinensis en agua.

NP’sAuM: Nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de C.sinensis en metanol.

6(C-N-C)
8(C-N-C)
6(C-N-C)
y(C-H)

6(C-N-C),
6(C-S-C),
V(N-CH,)

B(C-H)
v(C-H) v(C-
N)

a(C-H)

V asimétrico (C-
N)

V asimétrico {C-
N-C)
Basimetrico (C-
C-Q)

Vantisimetrico(c'

NP’sAuP: Nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto de C.sinenssi en isopropanol.

Abreviaciones. a, deformacién del anillo en el plano; B, flexidon en el plano; vy, flexion fuera del

plano; &, deformacion esquelética, v ertiramiento.

Referencias

% (Quester, Avalos-Borja, Vilchis Nestor, Camacho-Lépez, & Castro-Longoria, 2013)

® (Morales Méndez, 2017)

¢ (Virdee & Hester, 1988)
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ar que los extractos de C. sinensis funcionan como un excelente agente reductor

amigable con el ambiente para la sintesis de nanoparticulas de oro y plata. Por otro lado,
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el disolvente utilizado para obtener los extractos afecta directamente el tamafio, forma y
dispersion de las nanoestructuras, éstas caracteristicas influyen directamente en la sefal

Raman y el efecto SERS.

El andlisis por espectrofotometria UV-Vis y TEM nos permite confirmar la relacion que
existe entre el ancho del plasmén y su desplazamiento mostrado en los espectros UV-Vis
con la forma y dispersién de tamafio de las nanoparticulas, asi como la formacion de las

mismas.

Podemos concluir que las nanoparticulas de oro tienen un mayor potencial para ser
utilizadas como sustrato para la identificacion del azul de metileno. No obstante, quien
exhibe mejores resultados son las nanoparticulas de oro obtenidas con extractos de C.
sinensis en etanol presentado una amplificacion de 136 veces la sefial de Raman del azul
de metileno. En general, podriamos afirmar que, las nanoparticulas obtenidas con éste
método y los resultados obtenidos en la evaluacién del efecto SERS nos puede dar pie a
investigaciones posteriores con resultados prometedores en la identificacion de
microrganismos o moléculas, sin embargo, al utilizar C. sinensis que es un agente de
origen natural, su composicion podria variar y afectar directamente la forma, tamafo,
dispersién, de las NP’s obtenidas por lo que seria necesario evaluar la reproducibilidad de

los resultados.
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