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RESUMEN

Nanoparticulas de plata y oro (AgNPs y AuNPs) fueron sintetizadas usando una metodologia de un
solo paso, rapida y completamente verde utilizando extractos acuosos de Camellia sinensis (Té verde)
y Cirus paradisi (toronja), estos dos extractos sirven tanto para la reduccién de los iones metalicos
como para la proteccion de las nanoparticulas obtenidas. Los iones Ag y Au fueron reducidos por el
extracto acuoso formando nanoparticulas estables, esto se confirma por medio de la Espectroscopia
UV-Vis con la presencia del Plasmén de Resonancia Superficial el cual presenta picos centrados en

396 nm y 544 nm respectivamente.

La morfologia, tamafio y estructura cristalina fue determinada utilizando Microscopia Electronica de
Transmision (MET). Ademas, estas nanoparticulas presentan buenas propiedades como sensores de
iones metélicos. En el caso de las AgNPs los iones detectados fueron Cu?* y Pb?*, mientras que las
AuNPs detectan Pb2*, Ca?*, Hg?*, Zn?* y Cu?*, estos sistemas tienen buena sensibilidad. Los tres

métodos que se utilizaron fueron: el colorimétrico, el de PRSL y por ultimo el de fluorescencia.
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ABSTRACT

Silver and gold nanoparticles (AgNPs and AuNPs respectively) were synthesized using a rapid, singles
step, and completely green biosynthetic method employing Camellia sinensis (Green tea) and Citrus
paradisi (grapefruit) aqueous extract, these two extracts are used both as a reducing and capping
agent. Ag and Au ions were rapidly reduced by the aqueous extracts, leading to the formation of stable
and crystalline colloidal AgNPs and AuNPs confirmed by UV-Vis Spectroscopy and the presence of
the Surface Plasmon Resonance (SPR) peak centered at 396 nm and 544 nm respectively in the UV-

Vis spectra.

The morphology, size and crystalline structures of the AgNPs and AuNPs were determined using high
definition transmission electron microscopy (TEM). Moreover, these green synthesized nanoparticles
were found to exhibit good sensing properties towards different ions. Such as AgNPs towards Cu2* and
Pb2*, in the meantime AuNPs detect Pb2*, Ca?*, Hg?*, Zn2* and Cu?*, they have a satisfactory
performance and sensitivity. Three methods of detections were used colorimetric, SPRL and

fluorescent sensors.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION
11. AGUA

El agua cubre cerca del 70% de la superficie de la Tierra, constituye aproximadamente el 70% de la
masa corporal, y es esencial para la vida [1]. Cabe resaltar que, en el planeta, el 71% de la superficie
estd cubierta de agua (mares, océanos); de este porcentaje solo el 3% es agua dulce. Este 3% se
divide en 75% almacenado en polos, 24% son aguas residuales y el 1% esta presente como agua
dulce de rios y estanques (para consumo humano) [2,3]. El agua es la Unica sustancia que existe
naturalmente en la Tierra en los tres estados de la materia, gas, liquido y sélido y siempre esta en
movimiento entre ellos. La Tierra tiene océanos de agua en estado liquida y regiones polares cubiertas
de agua en estado sdlido. La energia del sol es absorbida por el agua en los océanos, lagos y rios,
gana suficiente energia para que parte de esta se evapore y entre a la atmosfera como gas invisible
(vapor de agua). Conforme el vapor de agua se eleva en la atmosfera se va enfriando hasta que se
condensa en pequefias gotitas de agua y que dispersan la luz y se hacen nubes visibles. Bajo las
condiciones apropiadas, esas gotas se combinan, se hacen lo suficientemente pesadas para precipitar
como gotas de liquido, o si el aire esta suficientemente frio, se hacen copos sdlidos, asi regresan a la

superficie de la Tierra y contintan el ciclo del agua [4].

El agua en sus tres estados de la materia tiene una gran contribucion en el clima del planeta Tierra. El
vapor de agua atrapa la energia radiante de la superficie del planeta y ayuda a mantener el planeta lo
suficientemente caliente para soportar la vida compleja que ha evolucionado en estén entorno. El
vapor de agua es el responsable de mas de la mitad del calentamiento de la Tierra. Por otro lado, las
nubes y los campos de hielo en la superficie reflectan una gran cantidad de radiacion del sol, asi que
esta radiacion no llega a la superficie y la calienta. La reflectividad de las nubes y de hielo tiene un
efecto de enfriamiento en el planeta. Sin embargo, mientras que la superficie de la Tierra ha sido
calentada por la radiacion solar, las nubes ayudan a atrapar la energia radiante de la superficie
calentada por lo tanto también tienen un efecto de calentamiento. Las variaciones en la cantidad de

agua en la atmosfera tienen una compleja relacion con el clima [4].
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El agua pura es incolora, inodora e insabora y tan comun que probablemente nunca pensamos lo
unica y esencial que es para la vida. La mayoria de las plantas y animales contienen el 60% de agua
en volumen. Sin agua, la vida no podria haber evolucionado en la Tierra. Tiene un gran nimero de
propiedades quimicas y fisicas que la hace esencial para la vida. Una propiedad conocida por todos
es: el agua en estado sdlido flota en el agua en estado liquido. La mayoria de los liquidos se contraen
cuando se enfrian y alcanzan un maximo de densidad cuando alcanzan el estado sélido. El agua es
diferente. Conforme se va enfriando, se contrae hasta que alcanza 4°C, después se expande hasta
congelarse a 0°C. El hielo es menos denso que el agua lo que permite a los cubos de hielo flotar en
una bebida, los icebergs flotan en el océano, los estanques y lagos se congelen desde la superficie
hacia abajo, lo que permite que las plantas y animales sobrevivan en el agua en estado liquido que

esta abajo.

La molécula de agua (H20) tiene una estructura simple: dos atomos de hidrogeno (H) unidos a un
atomo de oxigeno (O). Esta estructura simple es responsable de las propiedades unicas del agua. El
enlace entre cada atomo de H y del &tomo de O se da por un par de electrones que se comparten
entre los atomos de H y O. El atomo de O tienen una gran afinidad por los electrones de los atomos
de H, y el electron en la union O — H tienen mayor atraccién por el O. Ya que los electrones tienen
carga negativa, el reparto desigual en la unién O - H resulta en una carga parcial negativa del O (-) y
el H con una carga parcial positiva (+). El angulo de unién H -0 — H en el agua es de 104.5°, lo que
significa que la molécula tiene una forma doblada. Esta geometria y la acumulacion de electrones en
lado del oxigeno causan que la molécula de agua tenga una carga negativa en un lado, el lado del O,
y una carga positiva del lado del H (Figura. 1.1). Las moléculas con regiones con cargas negativas y

positivas se llaman: moléculas polares. Las moléculas de agua son polares [5].
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Figura. 1.1: Molécula del agua (H20) [5].

Las moléculas polares se atraen entre si. La atraccion resulta por las regiones negativas de una
molécula, el &tomo de O, es atraido a la region positiva de otra molécula, al &tomo de H (Figura. 1.2).
Los opuestos se atraen. La atraccidn entre las moléculas del agua es fuerte. Los atomos de O tienen
una gran afinidad por los electrones, por eso los atomos de H unidos a un atomo de O requiere una
carga positiva significativa. Los atomos de H son muy pequefios, por lo que la carga positiva esta
concentrada. Esta concentracion de carga positiva realza la atraccion del atomo de H de una molécula
por el atomo de O de la otra. Estas atracciones son tan fuertes que tienen un nombre particulas:
enlaces hidrogeno. La energia asociada con las uniones de hidrogeno en el agua es de 20 kJ-mon-,

lo que es mas o0 menos 1/10 de la fuerza de un enlace que comparte electrones en una molécula [1].

Figura. 1.2: Enlace entre moléculas de H20O [9].
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El agua es considerada el disolvente universal ya que la mayoria de las sustancias son solubles en
ella, [2] y es ahi donde se llevan a cabo todos los procesos metabolicos, ya que, es responsable de

disolver los nutrientes y distribuirlos a todas las células.

1.2. CONTAMINACION DEL AGUA

La contaminacién del agua se presenta cuando sus propiedades tanto fisicas como quimicas y
biologicas sufren un cambio debido a la presencia de sustancias extrafias, dando como resultado un

desequilibrio en su composicién [3,6].

Los recursos de agua en la Tierra, incluidos los rios, lagos, océanos y arrecifes subterrdneos, estan
bajo estrés en muchas regiones (Figura 1.3). Los humanos necesitamos agua para beber, en la
limpieza personal, agricultura y en la industria. El agua contaminada puede propagar enfermedades,

asi que el agua limpia es un problema ambiental y de salud publica.

Hay diferentes tipos de agentes que contaminan el agua y la hacen inusable. Algunos ejemplos son:
e Microorganismos como cryptosporidium, guardia y bacteria fecal coliforme.
e Desinfectantes y subproductos de desinfeccién de aguas incluyendo cloro, bromato y clorita.
e Productos quimicos inorgénicos como el arsénico, cadmio, plomo y mercurio entre otros.

¢ Nucleos radioactivos incluyendo el uranio y radio.

Estos contaminantes surgen de una amplia gama de fuentes. Los microorganismos son tipicamente
encontrados en residuos humanos y animales. Algunos compuestos inorganicos como el arsénico y
los radionucleos como el uranio ocurren naturalmente en depositos geograficos, pero muchos
contaminantes inorganicos y organicos son emitidos por las actividades industriales, mineras y
agricolas como son los fertilizantes y pesticidas. Los sedimentos (particulas del suelo) de erosion y
actividades como excavacion y construccion contribuyen a la contaminacion de los rios, lagos y

océanos (costas). La disponibilidad de luz es la que contribuye directamente a la fotosintesis de los

M. EN C M. LUISA ELENA SILVA DE HOYOS |4



Nanoparticulas biogénicas de Au, Ag y compositos de celulosa/Au y celulosa/Ag para su evaluacion
como sensores selectivos de iones metalicos contaminantes

ecosistemas acuaticos, asi que los sedimentos pueden afectar severamente a estos ecosistemas ya

que enturbian el agua, asfixia a los peces y mariscos, degrada el habitat llenando los rios y cascadas

7]

Figura 1.3: Rios y cascadas contaminadas por sedimentos [7].

Los suministros de agua son frecuentemente contaminados porque los contaminantes son
introducidos en la zona vadosa o0 estan presentes en la naturaleza y entran a las aguas subterraneas,
en donde se mueven por lo rios y las corrientes. Muchos compuestos disueltos pueden ser toxicos y

cancerigenos, por lo que mantener los suministros limpios es nuestra meta.

Los contaminantes que se disuelven por completo en agua, si entran al acuifero por una sola locacién
(de un punto de origen), son transportados por el flujo subterrdneo como largas tuberias que hacen
que poco a poco se mezclen con las aguas subterraneas. Conforme pasa el tiempo las zonas

contaminadas se hacen cada vez mas grandes (Figura 1.4) [7,8].
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Figura 1.4: Flujo de contaminacion de aguas subterraneas [7,8].

1.3. AGUAS RESIDUALES CONTAMINADAS CON METALES
PESADOS

La contaminacidn por metales pesados es una de las mas toxicas, ya que los iones metalicos no son
biologicamente degradables. Una vez liberados los contaminantes al agua, estos pueden permanecer
en el medio ambiente durante afios alterando a los organismos vivos. Los metales pesados en
determinadas circunstancias son la causa de muerte para la vegetacion y animales, la degradacion de

rios y mantos acuiferos, asi como un dafio directo al hombre [8].

Se reporta que el 75% de los metales pesados encontrados en vertederos se originan de e-residuos
(conocidos como computadoras, equipo electrénico de oficina, electrénicos de entretenimiento,
celulares, televisores descartados). Cuando la composta en donde esta depositado el e-desperdicio
es utilizada como estiércol, algunos metales pesados estan sujetos a bioacumulacion y pueden causar
riesgo a la salud humana cuando son transferidos a la cadena alimenticia. La exposicion a los metales
pesados puede causar trastornos en la sangre y huesos, como dafio a los rifiones, disminucién de la

capacidad mental y dafios neuroldgicos [12].

La exposicion humana con los metales pesados ocurre por tres rutas principales: 1) inhalacién, 2)

ingestion y 3) absorcion por la piel. EI plomo es un metal particularmente peligroso que no tiene ningun
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papel bioldgico y afectan al ser humano en formas significativas. El problema ambiental con los
metales pesados es que ellos no son afectados durante la descomposicion de los residuos organicos
y tienen efectos toxicos en los organismos vivos cuando exceden cierta concentracién. La alta
concentracion de los metales pesados en el suelo se ve reflejada en altas concentraciones presentes
en las plantas, animales, agua y en el ser humano. Como consecuencia los metales pesados
contaminantes son depositados en cuerpos de agua por medio de la lluvia o inundaciones, levando a

una alta concentracion de estos en el agua [8].

Como definicién, un metal pesado se refiere a cualquier elemento quimico metalico que tenga alta
densidad (>5 mg/cm3) y que sea toxico o0 venenoso en concentraciones bajas, por ejemplo, el mercurio
(Hg), cadmio (Cd), cromo (Cr) y plomo (Pb). Algunos metales estan presentes en la naturaleza, ya que
son componentes de la corteza terrestre. Trazas de estos elementos son incorporados a nuestros
organismos por medio del alimento, aire y agua; algunos de ellos son esenciales para el metabolismo
del cuerpo humano tales como el cobre, selenio y zinc (traza). Sin embargo, en concentraciones
mayores resulta en envenenamiento, el cual puede ser resultado de contaminacion de agua potable

(por tuberias de plomo) y altas concentraciones presentes en el aire por fuentes de emisién [8-13].

Para la mayoria de los contaminantes, existen limites maximos permisibles, los cuales son valores
que tienen la finalidad de informar a la sociedad la concentracion considerada como segura para el
ser humano [11]. En cada pais existen normas que dan a conocer los valores maximos permitidos
basados en criterios cientificos, tecnoldgicos y econoémicos a partir de datos generales de exposicion

experimental.

En México, por ejemplo, existe la NOM-001-ECOL-1996 que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.

En la tabla 1.1 se muestran algunos de estos valores.
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Tabla 1.1: Limites maximos permisibles para metales pesados y cianuros [11]

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA METALES PESADOS Y CIANUROS

PARAMETROS Rios EMBALSES NATURALES Y AGUAS COSTERAS SUELO
ARTIFICIALES
vl
(miligramos por  Uso en riago Uso pdblico Protec- Usa en riego Uso pdblico Explotacidn Racreacién ESTUARIOS Uso en riego HUMEDALES
litra) agricola (A) urbana (B) . . agricola (B) urbana (C) pesguera, {B) (B} agricola (A) NATURALES
cidn de vida navegacion y (B)
acudtica (C) olros usos (A)

P.M. PD PM P. PM PD PM P.D PM PD PM P.D PM PD PM PD FPM PD PM P.D

D

Arsénico 0.2 0.4 0.1 02 01 02 02 0.4 0.1 02 01 02 0.2 0.4 01 0.2 0.2 04 041 0.2
Cadmio 0.2 0.4 0.1 02 01 02 02 0.4 0.1 02 041 0.2 0.2 0.4 0.1 0.2 0.05 01 04 0.2
Cianuros 1.0 3.0 1.0 20 10 20 20 3.0 1.0 20 1.0 20 20 30 1.0 20 2.0 30 1.0 20
Cobre 4.0 6.0 4.0 60 4.0 6.0 4.0 6.0 4 60 4 6.0 4.0 6.0 4.0 6.0 4 60 4.0 6.0
Cramao 1 1.5 05 10 05 10 1 1.5 05 10 05 1.0 1 15 0.5 1.0 a5 10 05 1.0
Mareurio 0.0 002 0005 ?.O 0.005 ?.0 0.01 0.02 0.005 1110 0.01 0.02 0.01 00z 001 002 0.005 11).0 0.005 o.m
Nigual 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4 2 4
Flomo 0.5 1 0z 04 02 04 035 1 0z 04 02 04 0.5 1 0.2 0.4 5 00 02 04
Zinc 10 20 10 2 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20

1.4. NANOCIENCIA

La nanociencia en general es un area cientifica multidisciplinaria que se encarga del estudio de
materiales con por lo menos 10° m en una de sus dimensiones. Un nanémetro (nm) es una
milmillonésima parte de un metro, equivale a 0.000000001 m, por lo tanto, cualquier particula que esté

dentro del intervalo de 1-100 nm puede ser llamada nanoparticula (Figura 1.5) [14].
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Figura 1.5: Unidad de medida. Escala en la que pertenecen las medidas nano y micro [63].

Por otro lado, la nanotecnologia es un término relativamente nuevo, el cual en 1963 Richard Feynman
introdujo a la ciencia moderna. La nanotecnologia es el disefio, manipulaciéon y aplicacion de

materiales a través del control de la materia a escala manométrica [15,16).

1.5. OBTENCION DE NPs

La fabricacion de nanoparticulas se puede realizar mediante dos procedimientos generales: 1) top-
down, el cual tiene su punto de partida con una pieza de material macroscopico que por maquinado o
algun otro método (en especial fisico) se llega al tamafio deseado, y 2) bottom-up, el cual se lleva a
cabo &tomo a atomo o molécula a molécula (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Procesos de formacion de las nanoparticulas [13]

Por otro lado, existen métodos de sintesis quimicos, fisicos y bioldgicos, para obtener nanoparticulas

de diversos tamafios, formas, composicion, asi como el control de su polidispersidad [13].

Algunos ejemplos de métodos fisicos y quimicos son: técnica sol-gel, sintesis solvotérmica, reduccién
quimica, ablacion laser y condensacion de gas inerte entre otras [38]. Mientras tanto la gran necesidad
de obtener métodos de obtencion nuevos surge por la gran necesidad de tener rutas amigables con
el medio ambiente, asi como rutas mas econoémicas para la obtencion de NPs, dentro de la biosintesis
tenemos algunos ejemplos en los que se utilizan: microorganismo, plantas y extractos de plantas
[42,43]. La biosintesis de NPs es una técnica bottom-up con reacciones de 6xido/reduccion la cual se

lleva a cabo por las enzimas microbianas o los polifenoles presentes en los extractos de plantas [72].

En el siguiente diagrama se muestra un diagrama de flujo que sintetiza la biosintesis (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Diagrama de flujo general de Nanobiosintesis [42,43].

1.5.1. USO DE PLANTAS PARA LA SINTESIS DE NPs:

Las ventajas del uso de plantas para la sintesis de NPs, es que son facilmente disponibles, seguras y
poseen gran cantidad de metabolitos que ayudan a la reduccién también conocidos como polifenoles
[38]. Hay una gran variedad de plantas que han sido investigadas en la obtencién de NPs. El papel
que juegan los polifenoles en la obtencion de NPs metalicas es de reductores/agentes protectores.
Los principales polifenoles responsables son identificados como: flavonoides, cetonas, aldehidos,
amidas y acidos carboxilicos, se conoce que el material biolégico tiene buena interaccion con los iones
metalicos [46]. Los polifenoles solubles en agua son los flavonoides, &cidos organicos y quinonas los

cuales son responsables de la reduccion de la sal metalica [38, 71, 72].
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Tabla 1.2. Entidades bioldgicas utilizadas en biosintesis para obtener NPs y sus caracteristicas:

Entidad biolégica NPs Tamano Intra/extracelular | Referencia
Pelargoneurn Ag 16-40 mn Extracelular [10]
graveolens
. L (10-20 nm) and
Emblica officinalis Ag, Au (15-25 nm) Extracelular [11]
Aloe vera Ag 15.2+4.2nm Extracelular [12]
Alfalfa TN 15 nm Extracelular [13]
bimetalicas
Capsicum annum Ag 10-40 m Extracelular [14]
Camellia sinensis Ag 3-47nm Extracelular [15]
Opuntia ficus Ag 5-23nm Extracelular [16]
Alga Tgtrase{m/s Au 6-9 nm Intracelular [61]
kochinensis
Probiotico
Lactobacillus Au 9-30 nm Intracelular [62]
kimchicus

Para la caracterizacion de las nanoestructuras es comun el uso de la microscopia de fuerza atémica,

microscopia electrénica de barrido y la microscopia electrénica de transmisién.

1.6. Camellia sinensis TE VERDE) y Citrus paradisi (TORONJA):

La Camellia sinensis (Té Verde) contiene un 50% de flavonoides como son el catecol y la epicatequina

que contribuyen en las actividades antioxidantes [17] La muestra de extracto de Camellia sinensis
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contiene 59.8 + 1.8 d de fenoles totales (mg de CAE/g dw) (miligramos de un equivalente de &cido

clorogénico/gramos en peso seco) con una capacidad de actividad antioxidante de 70.1 £ 2.4 ¢ (%).

La bioreduccién de los iones metalicos y la formacion de las nanoparticulas estan directamente
relacionadas con los componentes del extracto acuoso, tales como proteinas, flavonoides y azlcares
reductores. Los ultimos dos son los que contribuyen a la reduccion de los iones metalicos. Los grupos
hidroxilos de los componentes del extracto sirven como agentes pasivantes para las nanoparticulas.
Los componentes del extracto del Camellia sinensis juegan un doble papel, como reductores y como
pasivantes, ya que tienen compuestos que llevan a cabo la reduccion y otros que interaccionan con la

superficie de las nanoparticulas logrando que se estabilicen.
Composicion del extracto acuoso del Té Verde (Tabla 1.3, Figura 1.8):
Tabla 1.3. Fenoles presentes en el extracto acuoso de Camellia sinensis (Té Verde) [17]

Extracto de Camellia sinensis (Té

Fenoles Verde) (mg/100g de extracto)
Acido 3,4-Dihidroxibenzoico 2267 +14
_Cafeina (B) 830.1 £ 18.4
Acido Vanilico 61.17+4.0
Acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico 7591+3.2
Catecol 18.3+1.3
Epicatequina (A) 1087.02 £ 44.4
Acido Benzoico (C) 319.78 11.9
OH O CH3
HaC / @]
HO (0) W 3 ‘\N N
OH
PP ) OH
"'”"OH 0 ri‘l N
OH CH3
(A)  Epicatequina [64] (B) Cafeina [65] (C) Acido Benzoico [66]

Figura 1.8. Estructuras de fenoles [64 - 66]
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La toronja (Citrus paradisi), pertenece a la familia de las rutaceas (Rutaceae), género Citrus y especie
Citrus paradisi. El Citrus paradisi es un hibrido que surgié de manera natural al mezclarse las especies

Citrus maxima y Citrus x sinensis en las plantaciones del caribe.

La naringina es el flavonoide mayoritario en la toronja y también contiene una cantidad importante de
aceite esencial. La naringina es un citruflavonoide que se encuentra presente en el fruto y que es el
responsable del olor y sabor amargo caracteristico, se halla distribuido en todo el fruto, pero en donde

se encuentra en mayor proporcion es en el pericarpio y mesocarpio.

Quimicamente es: Naringenina — 7- neohesperidosido, su formula es: C27H32014(H20) (Figura 1.9)
[18].

0 OH
OH ©/
HQi. .\‘\Omu“

~ OH ©
Figura 1.9: Naringina [18].

Por otro lado, la cascara de la toronja es rica en pectina, por lo que se emplea en la elaboracion de
conservas de otras frutas. Las semillas de la toronja, al igual que las de casi todas las especies que

pertenecen al género Citrus, poseen una actividad fuerte como antibiéticos y como fitoestrogenos.

Entre los componentes mas importantes, se encuentran los aceites esenciales y los flavonoides. Los
flavonoides son compuestos fenolicos, en su mayoria son pigmentos responsables de la coloracién,
se caracterizan por su esqueleto de 15 carbonos. Todos los flavonoides derivan sus esqueletos

carbonados de dos compuestos basicos procedentes del metabolismo de hidratos de carbono.
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Por lo mencionado en la seccion 1.5y 1.6 el uso de estos de los extractos acuosos de plantas y el

bajo potencial de reduccion del oro y plata es posible obtener Ag-NPs y Au-NPs.

1.7. NANOPARTICULAS DE PLATA

La nanotecnologia ha crecido con rapidez, mediante la produccién de nanoparoductos y
nanoparticulas (NPs) que tienen propiedades fisicoquimicas relacionadas con su tamafio. Las
propiedades novedosas de las nanparticulas han sido exploradas en un amplio rango de aplicaciones
como en medicina, cosméticos, energia renovable, remediacion ambiental y dispositivos en

biomedicina.

Entre ellos estan las nanoparticlas de plata (AgNPs), han atraido interés por sus propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas comparadas con su contraparte en bulto. Las AgNPs tienen propiedades
fisicoquimicas distintivas, incluyendo alta conductividad térmica y eléctrica, dispersion Raman
aumentada, estabilidad quimica, actividad catalitica y comportamiento Optico lineal. Estas propiedades
hacen a las AgNPs buenas para hacer tinta, microelectronicos, para biosensado [15] y como
proyectores de imagen en medicina. Ademas, las AgNPs tienen un gran espectro antibacterial y
fungicida esto las ha hecho muy populares en una gran gama de productos, incluyendo plasticos,
jabones, pastas, comida y textiles logrando su aumentar su valor en el mercado. Hasta la fecha, la
tecnologia de AgNPs han aparecido una gran variedad de procesos de sintesis y productos. Las
AgNPs pueden ser usadas en forma liquida, tal como coloides, en liquido, y también pueden aparecer
incrustadas en solidos. Estas nanoparticulas también pueden ser usadas en la industria textil,
incorporandolas en una fibra 0 una membrana de filtracién de agua como purificador. En muchas de
estas aplicaciones, la idea tecnoldgica es la de guardar los iones de plata e incorporarlas con un

mecanismo de liberacion controlada [14].
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Las propiedades Opticas Unicas de las nanoparticulas metélicas, este caso de las Ag-NPs se originan
por las oscilaciones colectivas de los electrones en la interfase entre un conductor y un aislante
estimuladas por una luz incidente, estas son descritas como ondas [16] conocidas como plasmon de
resonancia superficial (PRS). Como ya se menciond anteriormente esta respuesta optica se puede
modificar con el cambio en la constante dieléctrica, forma, tamafio e interaccion particula-particula tal
como se muestra en la Figura 1.10 ya que la interaccion de la particula con la luz incidente se da de

diferente manera.

Ya que con NPs pequefias (menores a 30 mn) solo se observa la contribucién hecha por absorcion
(de la luz incidente en la NPs), si hablamos de NPs mas grandes (50 nm) el tipo de extincion de luz

es dominada por dispersion de la luz [8].

Las soluciones de AgNPs pueden tener diferentes colores. En estas nanoparticulas los electrones

oscilan colectivamente.

Electron Cloud

Electric Fleld

Figura 1.10: Oscilacion de electrones en AgNps [16]
Estas oscilaciones afectan como la luz interacciona con las nanoparticulas y dependen del tamario,

forma y ambiente quimico, asi que las particulas de diferentes tamafios tienen diferentes colores
(Figura 1.11).
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Figura 1.11: Colores de las AgNPs [26].

La coloracién en las soluciones nos da una idea aproximada del tamafio de particula. El color que
vemos es basicamente la interaccion del espectro de absorcion. El espectro de resonancia superficial
también se ve afectado por la cantidad de NPs de la muestra, asi como la forma de estas (Figura 1.12)
[54].
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Figura 1.12: Espectros de resonancia superficial: conforma al tamafio y forma de la nanoparticula
[57].

1.8. NANOPARTICULAS DE ORO

Aunque el estudio del oro es uno de los temas mas antiguos en la ciencia, ha renacido con la
nanociencia y nanotecnologia. Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son las mas estables de las

nanoparticulas metélicas, y presentan fascinantes caracteristicas, como el comportamiento individual
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de las particulas, propiedades electronicas que dependen del tamafio, asi como propiedades

magnéticas y dpticas (efecto de tamafio quantum).

La fisica predice que las nanoparticulas con un diametro de 1 — 10 nm (intermedias de tamafio entre
las moléculas pequefias y el metal en bulto) muestran estructuras cristalinas, reflejando la estructura
de la banda electronica de una nanoparticula, debido a la regla del mecanismo quantum. Las
propiedades fisicas resultantes no son como el metal en bulto ni como las de un compuesto molecular,
pero dependen fuertemente del tamafio de particula, la distancia interparticula, la naturaleza del
organismo protector y de la forma de la nanoparticula. Las particulas se comportan como puntos
cuanticos cero-dimensionales. Los electrones moviles estan atrapados en estas cajas y muestran una
frecuencia de oscilacion colectiva de resonancia en plasma, dando lugar a la llamada banda de
resonancia plasménica. (BRP) observada cerca de los 530 nm con nanoparticulas de diametro 5 - 20
nm (Figura 1.14). En las NPs hay una brecha entre la banda de valencia y la de conduccion, en

diferencia a los metales en bulto [18].

AuNPs (nanoparticulas y platos) tiene una variedad de aplicaciones: en medicina, quimica, fisica y
ciencia de materiales, entre otras. Estas aplicaciones dependen altamente de las propiedades
cataliticas, electrénicas, magnéticas y 6pticas de estos materiales. Similarmente, la estabilidad y las

propiedades fisicas de las nanoparticulas son gobernadas por la morfologia y tamafio (Figura 1.13).

Los métodos tradicionales de sintesis de las AuNPs incluyen la reduccién del ion tetracloruro de oro
(AuCls) usando diferentes agentes reductores y estabilizantes, y particulas anisotropicas y platos son
sintetizados mediante el método bottom-up (mediado por una semilla). EI mecanismo de formacién de
las AuNPs incluye la reduccion de la especie Au3* a Au® por la via de reaccion de transferencia de
electrones. Justo después de que la reduccion ocurre la nucleacion de las AuNPs toma lugar, seguido
del crecimiento de esta hasta que la solucion llega a un equilibrio, o hasta que un agente estabilizante
se introduce para parar el crecimiento. Las variaciones en las condiciones de reaccion, asi como el

agente estabilizante modulan la distribucién de tamafio y la morfologia del producto. Mientras
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metodologias tradicionales son ampliamente usadas y eficientes, son caras y hasta cierto punto son
peligrosas para la salud y el medio ambiente. Por esta razén, es muy importante buscar métodos de
sintesis que sean amigables con el medio ambiente. En este intento, los organismos como las

bacterias, hongos y plantas han probado ser efectivos como agentes reductores y estabilizantes [19].

En la siguiente figura se muestran las diferentes formas que tienen las AuNPs.

Figura 1.13: Algunas formas de las AuNPs [41].
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Figura 1.14: Disoluciones con AuNPs de diferentes tamafios [56].
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En este trabajo se utilizan oro y plata, por el bajo potencial de reduccidn que presentan, el cual es vital
para la biosintesis; es necesario tener un bajo potencial de reduccién para que las biomoléculas
presentes en el extracto acuoso sean capaces de reducir a las sales metalicas. El potencial de

reduccion de el oro es de 1.31 V mientras que el de la plata 0.8 V.

1.9. PROPIEDADES DE LAS NPs

Conforme el tamafio del sistema decrece (de bulto a manométrico) algunos fendmenos fisicos en los
materiales son mas pronunciados. Un ejemplo es el aumento de area superficial el cual altera
principalmente las propiedades mecanicas, térmicas y cataliticas del material. Hablando sobre las
propiedades electronicas, Opticas y de reactividad quimica de los materiales manométricos estas son
completamente diferentes a las conocidas para los materiales en bulto. Algunas de las propiedades

que dependen directamente del tamafio de las particulas son: dpticas, magnéticas y cataliticas [38].

1.9.1. PROPIEDADES OPTICAS DE LAS NANOPARTICULAS
A) PLASMON DE RESONANCIA SUPERFICIAL (PRS):

Las propiedades dpticas de las NPs metalicas se encuentran en la region visible y se les conoce con
el nombre de plasmon de resonancia superficial (PRS). La presencia de electrones libres en la banda
de conduccion de la superficie de las nanoparticulas metalicas que reciben un haz de luz induce a una
excitacién colectiva de estos, produciendo oscilaciones coherentes de los electrones reflejadas por
medio de ondas (Figura 1.15) [39,40].
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Figura 1.15: Comportamiento de la NPs cuando interaccionan con la luz [39].

Es importante distinguir la propagacion del plasmén superficial, usualmente referido como plasmén
superficial de polaritones, de plasmones superficiales localizados que no se propagan. El primero
ocurre en superficies extensas de un metal, y las segundas pueden ser excitadas por una luz en

nanoparticulas metalicas y nanoestructuras [23-23].

Cuando la luz de excitacion es resonante con la frecuencia de oscilacion del electrén, PRSL, el campo
eléctrico cercano a la superficie de la nanoparticula es fuertemente mejorada y la excitacion optica
aumenta considerablemente. Estas condiciones ocurren cuando la frecuencia de la luz incidente es
igual a la frecuencia de la conduccion de los electrones oscilantes bajo la influencia del campo
electromagnético y opuesto a la fuerza de restauracion hacia la distribucion en equilibrio. La posicion
y ancho de la banda PRSL depende del tamafio, forma y ambiente quimico de la NPs. En NPs
esféricas menores a 40 nm el electrdén que se mueve en el limite de la fase de excitacion de onda en
un plano, que es conocida como el limite quasiestatico, en donde la resonancia se da por un modo
dipolar. En nanoparticulas mas grandes, los efectos de retardacion se vuelven mas importantes y
surgen modos de mayor orden como son los quadrupolos. Para muchos metales como Pd, Pt, In, Hg,
Al el PRSL ocurren en la region del UV, pero metales con resonancia en los rangos de la region visible
e infrarroja cercana son de particular interés. Esto es valido para Au, Ag y Cu y por lo tanto estos

metales se aplican en sensores de PRSL, SERS y fluorescencia (Figura 1.16) [23-25].
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Figura 1.16: Interaccion de la luz con nanoparticulas que lleva a la absorcidn y dispersion de la
radiacion [23,24].

El tamafio, forma, sustrato, interaccion particula-particula y el ambiente quimico afectan directamente
a las propiedades opticas de las NPs metalicas ya que la interaccion de estas con la luz incidente

provoca cambios en el PRS [40].

Gracias a las propiedades oOticas altamente controlables de las NPs se obtienen aplicaciones

interesantes de las mismas, por mencionar algunas, esta el sensado quimico y bioldgico [44].

A.1. EFECTO DEL TAMANO EN EL PRS DE LAS NPs:

El coeficiente de extincion responsable del espectro de UV-Vis de las NPs metalicas, presentan
contribuciones de dispersion y absorcion electronica. El efecto de dispersion se vuelve el més
importante con particulas grandes. Mientras que para las NPs metélicas con menos de 30 nm de
didmetro (NPS pequefias), el proceso de dispersion es insignificante, y la particula absorben

principalmente la energia de la luz en SPR o transiciones electronicas [40].
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Para NPs con diametros menores a 10 nm, las colisiones entre electrones con la superficie de la
particula se vuelven importante, provocando un ensanchamiento en el SPR, asi como corrimiento al

azul.

Sin embargo, cuando la esfera crece, el desplazamiento de la nube de electrones con respecto a los
nucleos ya no es uniforme, por lo que hay una distribucion de carga en la superficie que se puede
describir mediante momentos multipolares, como se muestra en la figura 1.8 (b). Cuando esto sucede,
el espectro de absorcion muestra mas de una resonancia y por lo tanto el espectro se hace méas ancho

asimétrico, menos intenso y con efectos de dispersion [39].

A.2. EFECTOS DE FORMA EN EL SPR:

La forma de las NPs metélicas afecta fuertemente al SPR. Algunas de las formas que presentan las
NPs son: icosaedros, decaedros, cubica centrada en las caras y cubos [39] con vértices definidos o
truncados. La relacion entre el plasmén superficial y la morfologia de cada NPs puede ser establecida.
Las siguientes figuras nos muestran el coeficiente de extincion para las NPs cubicas y decaedrales
(diametro 4.5 nm). El resultado nos muestra la fuerte dependencia del plasmén superficial con la forma

de las nanoparticulas (Figura 1.17) [40].
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Figura 1.17: a) Nanoparticulas de plata cubicas de 4.5 nm de diametro. (b) placa cubica, cubo
truncado (TC), cubohectaedral (CO), icosaedro (IH) y esfera. (c) decaedros regulares y morfologias
truncadas [40].

A.3. EFECTO DEL SUSTRATO EN EL SPR:

El ambiente en la solucion es un factor que modifica el PRS. Se ha demostrado que el PRS sufre
desplazamiento con el cambio de las propiedades dieléctricas del medio que las rodea. En particular,

el PPS en el medio con v > 1 tiene un corrimiento al rojo con respecto a las que estan al vacio [39].

A.4. EFECTO DE INTERACCION PARTICULA-PARTICULA:
La interaccion rentre NPs es una parte importante en cuanto a las propiedades de estas. Tanto el
ancho como la frecuencia del PRS dependen de la distancia entre particulas. Se ha demostrado que
cuando nanoparticulas esféricas estan alineadas en una direccion formando una cadena, la simetria

del sistema se rompe, y se pueden encontrar diferentes modos de luz polarizada (del lado paralelo y
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transversal de la cadena). Cuando el campo externo es paralelo, polariza las particulas de tal forma
que el campo local inducido es en la misma direccion que el campo aplicado y en contra del campo
de restauracion, por lo que disminuye la frecuencia del PS (corrimiento al rojo). Cuando la interaccion
es transversal a la cadena, polariza el campo local inducido en contra del campo aplicado, pero en la
misma de las fuerzas de restauracion, por lo que se incrementa la frecuencia del PS (corrimiento al

azul) [39,40, Tesis Maestria Luisa Elena Silva De Hoyos].

B. FLUORESCENCIA

A fin de obtener una emision de fluorescencia, los electrones necesitan ser excitados desde su estado
basal hasta un estado maximo de excitacion utilizando radiacion electromagnética. Esta emision
puede ser alterada cuando el fluoréforo se encuentra cerca de una entidad que posee un campo
electromagnético, como es el PRS. Se sabe que las NPs metélicas son buenos candidatos para ser
tomados en cuenta como entidad [57]. Cuando el fluoréforo esta a una distancia corta de la NPs
metalica, los electrones del fluoréforo que participan en la excitacion/emision pueden interactuar con
el campo eléctrico de la NPs. Esta interaccion resulta en un cambio de nivel en la emisién de

fluorescencia, que se ve como una disminucion o mejora en la emision.

Kang et al. (2011) reporta que los factores principales que pueden afectar a la fluorescencia mediante
la cercania de una NPs son: (1) el campo plasménico que se produce alrededor de la NPs con ayuda
de una luz incidente, incrementa el radio de decrecimiento de la excitacion del fluoréforo, que también
incrementa el nivel de emision fluorescente. (2) La energia dipolar que se encuentra alrededor de la
NPs reduce el rendimiento cuantico del fluoréforo, que da como resultado el decaimiento de la

fluorescencia [58].

La espectroscopia de fluorescencia se puede utilizar en aplicaciones de sensado, debido a su alta
seccion trasversal de emision. Esta emision se puede ver afectada por moléculas fluorescentes
(colorantes) cuando estan cerca de particulas que presentan PRS, como son las NPS, por esto es que

las NPs presentan las propiedades 6ptimas para este tipo de aplicaciones [59, 69].
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1.10. NANOPARTICULAS DE METALES NOBLES COMO SENSORES
DE IONES METALICOS EN AGUA

Dentro del amplio contexto de la nanotecnologia, nanoparticulas y nanoestructuras con varias
propiedades especiales han sido desarrolladas para amplificar la sensibilidad de los sensores ya

existentes, asi como el disefio de nuevos tipos de sensores.

En particular, las aplicaciones en bioquimica y medicina son beneficiadas por el desarrollo de los
sensores en diagnéstico de enfermedades, deteccién in-vivo o imagenologia, seguimiento celular,
monitoreo de enfermedades patdgenas, progreso en terapia, asi como la deteccién de diferentes
contaminantes del agua. Debido a su sintesis relativamente sencilla, una gran area superficial y su
maleabilidad fisicoquimica, las nanoparticulas son uno de los enfoques mas prometedores de la
nanotecnologia para estos desafios. Un enfoque es el de las nanoparticulas metélicas que presentan

plasmon de resonancia superficial localizado (PRSL).

PRSL es asociado a las oscilaciones colectivas de los electrones libres de un gas. El PRSL de las
nanoparticulas de metales nobles como oro y plata se encuentran en la zona visible e infrarrojo
cercano, haciéndolas adecuadas como sensores en esta ventana espectral. La frecuencia de
resonancia depende del tamafio, geometria, composicion, asi como del ambiente dieléctrico alrededor
de las NPs. Uno de los efectos mas notables del PRSL es la fuerte asociacion electromagnética del
campo-cercano (FE), la magnitud mejora varias 6rdenes de magnitud y localizacién espacial en la

escala nanométrica.

FE juega un papel importante en la absorcion, reflexién, los procesos de dispersidn Raman y de
fluorescencia de las moléculas localizadas cerca de las NPs metélicas y asi es de alta relevancia para
implementaciones practicas en sensores o en dispositivos micro-dpticos, los cuales hay mostrado su

capacidad de deteccion de diferentes objetivos, como son moléculas, células, virus y iones metalicos

[19-22,36]
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1.10.1.SENSADO
A) SENSORES COLORIMETRICOS Y RPSL:

Estos dispositivos se basan en la observacion de cambios de color debido a la interaccion entre anion
- cation, para el monitoreo de las reacciones colorimétricas y para deteccion de metales.
Fundamentalmente el reconocimiento molecular implica la interaccion entre moléculas: formacion de
enlaces, interacciones acido-base, puentes de hidrégenos, interacciones dipolar y multipolar,

acomplejamiento, interacciones Van Der Waals y adsorcion fisica [22].

Los ensayos plasménicos colorimétricos basados en el cambio de color que ocurre en la solucion de
las NPs se da cuando hay un cambio de estado individual a uno de agregacion, mediado por la accion
de diferentes analitos. La alta excitacion seccion trasversal de las NPs de Au y Ag en la zona visible
es de gran utilidad para los analisis colorimétricos y RPSL, incluso los basados en deteccidn a simple
vista [19,22].

Estos sensores miden los cambios en el indice de difraccion causados por alteraciones en la estructura
de los alrededores de una superficie metalica [23]. RPSL como ya se mencion6 depende del tamafio,
forma y composicion de las NPs, asi como de la constante dieléctrica del medio, la distancia
interparticula y la polarizacion de la luz incidente. Por lo tanto, estos parametros han ido analizados

para las aplicaciones de sensado utilizando PRSL.

Las estrategias de sensado via RPSL (desplazamientos o cambios) son muy atractivas porque su
implementacion es relativamente facil y utilizar la instrumentacién en relativamente sencillo. RPSL por
lo general se mide por el espectro de extincién usando un espectrofotdmetro UV-Vis. Los sensores

nanoplasmonicos pueden trabajarse directamente en solucion o en un sustrato.

Las técnicas utilizadas para detectar iones metélicos involucran el uso de métodos
espectrofotométricos con el uso de cromdéforos y anélisis de ICP (Inductively Coupled Plasma). Aunque
existen diferentes croméforos que sirven para la deteccion de iones metélicos, muchos de estos se

disuelven en disolventes organicos, lo que limita su aplicacién.
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Por lo anterior, la busqueda de métodos alternativos de deteccion es importante. Uno de estos
métodos esta basado en el plasmon superficial de las nanoparticulas de oro y plata. Las interacciones
electrostaticas de los iones metélicos con los grupos carboxilo en la superficie de las nanoparticulas y
la unién de los hidrégenos entre las moléculas unidas a esta superficie provocan el cambio de color
en las soluciones (Figura 1.18, 1.19 y 1.20) y el aumento de intensidad y corrimiento del plasmén

superficial caracteristico de las nanoparticulas (Figura 1.21) [19,26].

Figura 1.18: Diagrama de union entre la nanoparticula y el ion metalico [26]
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Figura 1.19: Nanoparticulas de Oro [26]
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Figura 1.20: Nanoparticulas de Plata con diferentes volimenes de iones metélicos [26]
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Figura 1.21: Espectro de absorcion de nanoparticulas de plata con iones de plomo [26].

Para que las nanoparticulas puedan ser usadas como sensores es importante tomar en cuenta que
los cambios de longitud de onda del plasmon superficial o de la dispersidn sea monitoreada en funcion
del cambio quimico y fisico de la superficie de las nanoparticulas. Asi, la alta sensibilidad de la
respuesta optica, (plasmon superficial o dispersion), a los cambios en los indices de refraccion en los
alrededores es deseada. Se han llevado a cabo diferentes experimentos tedricos con nanoparticulas
metalicas con diferentes geometrias para asi encontrar la mejor configuracion para realzar la
sensibilidad del plasmon superficial, ya que se ha reportado que la sensibilidad de la longitud de onda

de resonancia esta relacionada con los parametros geométricos [26,27].

Joseph Kirubaharan y colaboradores, han utilizado nanoparticulas de plata para la deteccion de iones
Cu(ll) en solucién. Ademas, han utilizado el extracto de Azadirachta indica para la sintesis de las
nanoparticulas de plata, que posteriormente las tifien con el colorante rodamina 6G para asi notar el
cambio de color en la solucién con mayor facilidad. Ellos proponen que el mecanismo de sensado de
los metales pesados se lleva a cabo por medio de dos pasos: el primero implica la fijacién de las
moléculas de tinte (Rh6G) sobre la superficie de las nanoparticulas. El segundo paso es remplazar las
moléculas de tinte por los iones metélicos, al momento de liberar las moléculas de tinte provocan un
cambio visual colorimétrico logrando que el sensado de Cu(ll) sea mas sencillo. Rh6G es color

morado, cuando entra en contacto con las nanoparticulas de plata pierde su color y la solucién retiene
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el color de las nanoparticulas, la adicion de los iones de Cu(ll) y al adherirse a la superficie de las

nanoparticulas, la Rh6G regresa al color su color original caracteristico [28].

Chao Wang y colaboradores utilizaron nanoparticulas de oro como sensores de contaminantes en
agua; para lograr que la evaluacion sea viable, las técnicas de analisis deben ser faciles de operar,
con un minimo de preparacion en la muestra. Los sensores basados en nanoparticulas de oro tienen
el potencial de detectar toxinas, metales pesados y contaminantes organicos e inorganicos en agua
con una alta sensibilidad y rapidez. Se espera que jueguen un papel importante en el monitoreo del

medio ambiente [29].

A.1) DETECCION POR CAMBIOS DE iNDICE DE REFRACCION:

Los cambios en el medio alrededor de las NPs pueden inducir un desplazamiento del PRSL, debido a
su alta sensibilidad en el indice de refraccion. El desplazamiento es proporcional al cambio del indice
de refracciéon en el ambiente dieléctrico que rodea a la nanoparticula. Algunos de los procesos
asociados con los cambios en el indice refractivo, tales como adsorcion molecular y reacciones
quimicas pueden ser monitoreadas a través de la evaluacion en la posicion del PRSL. La sensibilidad
hacia la adsorcion de una molécula depende en el tamafio 0 masa y nimero de moléculas que cubren
la superficie. Si la longitud del plasmén decrece, la distancia entre la superficie del plasmén y la
molécula también debe ser considerada. Las nanoparticulas pequefias muestran un decaimiento
menor en longitud, los valores significativos pueden ser obtenidos si las moléculas estén localizadas
a una distancia corta. Ahora bien, grandes desplazamientos en el PRSL han sido observados cuando
la banda de adsorcidn del adsorbente (cromdforos) se superpone con la nanoparticula. Los sensores
ya existentes que utilizan PRSL pueden detectar uniones estaticas y dinamicas en eventos en tiempo
real por lo tanto han sido aplicados a varios procesos, incluyendo la deteccién en gas, los cambios en

las proteinas, entre otros.
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A.2) DETECCION DE MOLECULAS POR AGREGACION:

Cuando dos nanoparticulas esféricas individuales estan cerca una de la otra, se acoplan una con la
otra debido a la interaccion de sus dipolos y forman un dimero. El dimero acoplado muestra una
resonancia adicional a energias méas bajas, la cual depende fuertemente del espacio entre NPs (Figura
1.22). Cuando la distancia disminuye el campo eléctrico (FE) se hace més fuerte y confinado, dando
como resultado un desplazamiento al rojo del plasmon, asi como un ensanchamiento de este, la
extension del desplazamiento depende de la fuerza de acoplamiento del plasmén la cual esta
determinada por la distancia y angulo entre las nanoparticulas adyacentes. Esto puede ser observado

por el cambio de color en la solucion [19,30].

La teoria existente y los estudios experimentales nos dicen que las propiedades opticas (cambio de
color y PRSL) de NPs acopladas depende de si estas NPs son esféricas o no esféricas. En general,
la suspension de NPs esféricas con un diametro de 10 — 50 nm muestran un color rojo rubi, mientras

que los agregados tienen color purpura o azul.

Por otro lado, el color de las AGNPs cambia de un color amarillo a café, naranja a verde cuando hay
agregados, y el color resultante depende de la distancia interparticula y del tamafio de la NPs. Por lo
tanto, uno puede disefiar sensores plasmoénicos colorimétricos de tal manera que los analitos o iones
induzcan agregacion de las NPs plasménicas mediante interacciones electrostaticas de las uniones
hidrogeno. Esta deteccion colorimétrica es rapida, simple y portable. Sin embargo, es dificil
implementar una determinacion cuantitativa del analito mediante la detecciéon a simple vista. La
agregacion de NPs plasménicas muestra una mejora en la dispersion debido al aumento de tamafio

de la particula lo que las hace buenas para una deteccion basada en dispersion.

Porque el aumento de dispersion depende de la cantidad de agregados, en principio se puede

monitorear el aumento con respecto a la concentracion del analito, para lograr una determinacion

cuantitativa [19,67].
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Figura 1.22: Esquema de funcionamiento de deteccion [17]

1.11. NANOPARTICULAS METALICAS EN DISPOSITIVOS PARA
SENSADO

Uno de los desafios en la fabricacion de dispositivos plasménicos es lograr que estos materiales pasen
del laboratorio al mundo real. Con esta perspectiva, el término de dispositivo nanoplasménico se
refiere a las nanoparticulas plasmonicas que se encuentran soportadas (impregnadas) en sustratos
solidos para el uso de sensores. Hay una variedad de métodos como son la funcionalizacién quimica
o técnicas litograficas pueden ser utilizadas para inmovilizar la nanoparticula plasmonica
uniformemente en un sustrato convencional como son los sustratos de vidrio, cuarzo y silicdn (estos
no son flexibles en uso estandar) pero los sustratos deben ser flexibles y facilmente procesables para

formar un sensor plasmaénico de bajo costo y con aplicacion diaria [31,37, 68].
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A) SUSTRATOS PLASMONICOS FLEXIBLES PARA SENSADO:

Como ya se mencion6 el concepto de “sustratos plasménicos flexibles” se refiere a nanoparticulas
plasménicas (metales como Au y Ag) impregnadas en sustratos sélidos flexibles. Tales sustratos
presentas 5 principales ventajas sobre sustratos convencionales rigidos basados en vidrio que han
sido usados, en términos de costo y procesabilidad. Los sustratos flexibles pueden ser usados, por
ejemplos como empaques, pueden ser envueltos alrededor de sustratos no planos, 0 como hisopos
para colectar muestras en heridas. Ademas, los métodos de sensado que puedes ser aplicados con
tales sustratos flexibles son no invasivos, lo que puede hacerlos muy Utiles en andlisis de pigmentos,

como por ejemplo en pinturas para evitar dafio.

El concepto de plasmonicos flexibles ha surgido de la fabricacion de electronicos y fotnicos flexibles
los cuales se espera que jueguen un papel importante en la proxima generacion de dispositivos
electrénicos. La investigacion sobre dispositivos plasménicos flexibles es relativamente nueva y
rapidamente avanza hacia la fabricacién de dispositivos plasmonicos de bajo costo en su aplicacion
en la vida diaria. En el futuro, se espera que los plasménicos flexibles puedan ser combinados con
electrénicos de nueva generacion con diversas funciones en el mismo dispositivo. En general, el costo
de cualquier sensor plasménico depende de diversos factores como son los materiales, el proceso de
fabricacion, tiempo y escala, asi como de la eficiencia del sensor. Algunos de los sustratos flexibles
que se utilizan para impregnarlos con nanoparticulas plasmonicas de bajo costo son: papel filtro,

nanofibras, elastomeros, plasticos, nanotubos de carbono y grafeno.

Se ha utilizado material organico para la sintesis y estabilizacién de nanoparticulas simultdneamente,
aprovechando la estructura de polimeros naturales como la celulosa y la goma arabica, donde los
grupos hidroxilo y los oxigenos no solo sujetan a los iones metalicos en su estructura por interacciones
ion-dipolo, sino que también estabilizan a las nanoparticulas debido a las fuertes interacciones de

estos con los atomos de la superficie, esto se ha llevado a cabo utilizando reductores quimicos [32].
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B) SUSTRATOS HIBRIDOS FLEXIBLES DE CELULOSA (PAPEL) CON NPs
PLASMONICAS:

El papel ha sido ampliamente usado como material de soporte flexible en varios dispositivos como son
los supercapacitores, dispositivos electronicos, etc, con la ventaja de su facil fabricacion. Ademas de
ser un material con un precio accesible que el de otros sustratos, el papel es amigable con el medio
ambiente y biodegradable. Algunos de los dispositivos de sensado utilizando papel ya estan en el
mercado como: el papel pH y sensores de gas. Conociendo el éxito de estas aplicaciones el interés
por la fabricacién de sustratos plasménicos flexibles de bajo costo usando celulosa (papel) con

nanoparticulas ha crecido en interés.

Hay diferentes formas de lograr la impregnacion de las nanoparticulas plasménicas (Ag y Au) en la
celulosa (papel) un ejemplo de es la por medio de la irradiacion de un pulso laser de una pelicula
gruesa de plata que esta inicialmente depositada en el papel por medio de pulverizacién catidnica.
Este método permite controlar la densidad de la particula, asi como el tamafio y por lo tanto sus
propiedades opticas, tan solo con la variacién de los pulsos laser. Este método nos proporciona la
oportunidad de utilizar estos sustratos en deteccion colorimétrica de biomoléculas y iones, buscando

simplemente el cambio de color del sustrato.

Otro procedimiento de obtencidn es en solucion. Por ejemplo, la sintesis in situ de nanoparticulas de
metales nobles (Ag, Au, Pd, Pt) en papel poroso. En este tipo de sintesis, el papel fue primero incubado
en la solucion precursora del ion metalico, para que el ion sea adsorbido en el papel, el cual fue
inmerso en la solucion reductora para que los iones adsorbidos fueran reducidos. Esta sintesis in situ
también se puede llevar a cabo en un solo paso por medio de sonicacién de la solucién metalica en
presencia del papel filtro. La distribucién de las nanoparticulas en el papel poroso puede ser controlada
con el tiempo de sonicacion. Los grupos hidroxilo presentes en la celulosa (papel) pueden estabilizar
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Figura 1.23: Proceso biolégico de formacién de nanoparticulas [31,32]

C) OTROS SUSTRATOS:

Se ha observado que el uso de polimeros en la sintesis de nanoparticulas de oro y plata a temperatura
ambiente sin la adicion de agentes reductores, los polimeros no solo son capaces de reducir iones

metalicos, sino que también protegen a las nanoparticulas en solucion, logrando que mas estabilidad.

Los llamados biocompositos, representan un nuevo grupo de materiales nanoestructurados, formados
por la combinacion de polimeros naturales y sélidos inorganicos y muestran al menos una de las
dimensiones en la escala nanométrica. Estos materiales hibridos pueden mejorar la estructura y

propiedades funcionales.

Algunas de las matrices que se pueden utilizar son el almiddn y la goma arabiga. La estructura
polimérica de las moléculas de almidon contiene hidrogeno unido a los anillos amilopectina, los cuales
son capaces de plegarse alrededor de las nanoparticulas previniendo su agregacion [33]. Entre los
polimeros naturales se incluyen: proteinas, acidos nucleicos, celulosa (polisacaridos), hule

(poliisopreno), entre otros.
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Junhui He y colaboradores, han obtenido nanoparticulas metélicas en fibras porosas de celulosa. La
estructura nanoporosa y la alta densidad de oxigeno (éter e hidroxilos) en la fibra celulosa constituye
un nanoreactor efectivo para la sintesis in-situ de las nanoparticulas metélicas. Los nanoporos son
esenciales para la incorporacién del ion metalico y la reduccién dentro de la fibra celuldsica, asi como
también para la remocion de subproductos innecesarios de la fibra. EI oxigeno del éter y el grupo
hidroxilo no solo sirven para anclar el ion metalico en la fibra celulosa, via interacciones ion—dipolo,
pero también para estabilizar a las nanoparticulas metalicas gracias a la fuerte unién (interaccién) con

los atomos en su superficie [34].

La sintesis directa de nanoparticulas en matrices solidas ha atraido mucho interés en términos de
aplicaciones practicas. Por ejemplo, las nanoparticulas de platino (Pt) soportadas en una matriz de

carbdn han sido aplicadas como soportes para catalisis.

La celulosa es un carbohidrato natural rico en oxigeno (polisacarido) que consiste en unidades de
anhidroglucosa unidas por oxigeno para formar una cadena linear. La fibra de glucosa natural tiene
una estructura porosa y esta compuesta de microfibras de 10 — 30 nm de ancho que tienen conexiones

tridimensionales entre ellas. Tienen un area superficial especifica de 30 — 55 m2g-[33].

Zhiming Liu y colaboradores, han obtenido placas de celulosa conductoras interconectadas con redes
de nanoparticulas de oro, obtenidas por medio de roteo-bafio de N-metilmorfolina-N-oxido/dimetil
sulfoxido viscoso en la celulosa, seguido de una inmersidn en las nanoparticulas de oro en solucién.
El proceso de regeneracion resulta en una matriz libre de defectos con propiedades dpticas y
eléctricas. Las placas retienen su integridad mecanica y exhiben conductividad dependiendo de la
cantidad de nanoparticulas. Los materiales compuestos por celulosa tienen prospectos de aplicacion
en distintas areas, como son: en la textil y del papel, pero también en avances tecnoldgicos y

aplicaciones que incluyen componentes microelectronicos, catalisis y sensores [33)].

Ademas, Hong Dong y colaboradores han obtenido nanofibras de nylon 6 impregnadas con

nanoparticulas metélicas (Ag, Au y Pt). La formacion de estas nanoparticulas sobre nonofibras de
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nylon 6 se llevd a cabo controlando las interacciones interfaciales de union del hidrogeno. Las
nanoparticulas fueron sintetizadas en un medio acuoso usando citrato de sodio como agente
estabilizante. La nanofibra de nylon 6 producida por electrorotacion fue inmersa en una solucion de
nanoparticulas metalicas con un pH ajustado. El factor clave que determina esta formacién es la union
del hidrogeno con los grupos amino del nylon 6, asi el acido carboxilico que se encuentra estabilizando
a la nanoparticula metélica. La formacion depende fuertemente del pH ya que afecta la protonacion
de los &cidos carboxilo en la superficie de la nanoparticula. Las nanofibras soportadas con

nanoparticulas de plata han presentado actividad antibacterial contra Escherichia coli [33].
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2.1. JUSTIFICACION

La contaminaciéon es un cambio indeseable en las caracteristicas generales y especificas del
ambiente; puede ser fisica, quimica o biolégica y tener lugar en el aire, agua y suelo, y evidenciarse
en la flora y fauna; puede influir de manera diversa en la salud y las actividades del ser humano y los
organismos vivos, ademas de deteriorar el entorno y provocar su desequilibrio. Es, por tanto,
importante implementar medidas para que el impacto nocivo al medio ambiente sea minimizado,

aunque lo deseable es que sea nulo.

Los metales pesados se encuentran entre los contaminantes mas importantes de aguas superficiales
y subterrdneas. Son elementos extremadamente toxicos, los cuales pueden dafiar seriamente a la
flora y fauna, causando serios trastornos a los ecosistemas. Por lo que la pronta deteccion vy
eliminacion de estos contaminantes de aguas residuales es importante para proteger la salud de los

organismos vivos, asi como del ser humano.

Se han utilizado técnicas para la deteccion de métales pesados en las que se involucran técnicas
analiticas y métodos espectrofotométricos que utilizan cromoforos. La mayoria de estos croméforos
son solubles en compuestos organicos, lo que limita su aplicacion. Por lo que el uso de una técnica
de deteccidn visual seria relevante. Actualmente, los materiales metalicos nanoestructurados, y en
particular las nanoparticulas de metales nobles (oro y plata) presentan caracteristicas dptimas para
poder emplearse como materiales funcionales con propiedades fisicoquimicas excelentes para
catalizar y detectar iones metalicos u otras substancias organicas e inorganicas que contaminan los

mantos acuiferos.
Es por ello que, en este trabajo de investigacion, se propone utilizar nanoparticulas de oro y plata en

fase liquida, obtenidas por bio-sintesis para la deteccion de iones metélicos toxicos de soluciones

acuosas (sensores colorimétricos y por resonancia plasmonica superficial).
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Asi como las nanoparticulas soportadas en un sustrato celulosico, obteniendo un sensor sélido de facil

y rapida aplicacion para la deteccion de metales en soluciones acuosas.
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2.2. HIPOTESIS

Es posible obtener nanoparticulas de oro y plata utilizando extractos acuosos de Camellia sinensis 'y
Citrus paradisi como bioreductores, asi como soportarlas en celulosa para emplearlas como sensores

especificos de iones metalicos en soluciones acuosas.
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2.3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar sensores liquidos y sdlidos de iones metélicos en medio acuoso basados en

nanoparticulas de oro y plata obtenidas por bioreduccidn y soportadas en celulosa.
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2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener nanoparticulas de oro y plata por bioreduccién utilizando los extractos acuosos de Camellia

sinensis y Citrus paradisi.

2. Evaluar la influencia de la concentracion y temperatura en la forma, tamafio y distribucion de las

nanoparticulas.

3. Caracterizar las nanoparticlas y los bionanocompésitos obtenidos utilizando la Espectroscopia de
UV-Vis, Microscopia Electronica de Transmision, Microscopia Electronica de Barrido, Espectroscopia

de Dispersion de Energia de Rayos X, espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por Rayos X.

4. Evaluar la aplicacion de las nanoparticulas de oro y plata, asi como los bionanocompdsitos como

sensores de iones metélicos en fase liquida.

5. Evaluar los resultados obtenidos para comprobar la veracidad de la hipétesis, establecer

conclusiones y realizar tanto el trabajo de tesis como los articulos cientificos correspondientes.

M. EN C M. LUISA ELENA SILVA DE HOYOS



como sensores selectivos de iones metalicos contaminantes

CAPITULO 3

MATERIALES,
REACTIVOS,
SINTESIS Y

TECNICAS DE

CARACTERIZACION



Nanoparticulas biogénicas de Au, Ag y compositos de celulosa/Au y celulosa/Ag para su evaluacion
como sensores selectivos de iones metalicos contaminantes

3.1. MATERIALES, REACTIVOS

El nitrato de plata (AgNQO3) y el &cido tetracloroaurico (AuHCls) se compré6 en Sigma-Aldrich. El agua
deionizada se obtuvo en la Facultad de Quimica UAEM. Cloruro de plomo (PbCly), cloruro de cobre
(CuCly), cloruro de zinc (ZnCly), cloruro de estroncio (SrCly), cloruro de mercurio (MgClz), cloruro de
magnesio (MgClz), cloruro de calcio (CaClz) se obtuvieron en Sigma-Aldrich. Los reactivos adquiridos
son de pureza analitica y fueron empleados sin purificacion adicional. Camellia sinensis (Té Verde) 1

g. Citrus paradisi (cascara de toronja) 10 g.

3.2. SINTESIS Y CARACTERIZACION
3.2.1. PREPARACION DE EXTRACTO DE Camellia sinensis

1 g de Camellia sinensis se poso a hervir por 20 min en 100 mL de agua deionizada, se dejé enfriar

para después filtrarlo al vacio dos veces. El extracto obtenido se utilizada 24 h después de preparado.

3.2.2. PREPARACION DE EXTRACTO DE Citrus paradisi

10 g de cascara de Citrus paradisi se pusieron a hervir por 20 min en 90 mL de agua deionizada, se
dejé enfriar para después ser filtrado con manta de cielo y posteriormente al vacio. El extracto obtenido

se utilizé después de una hora de preparado.

3.2.3. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AuNPs Y AgNPs USANDO EXTRACTO
ACUOSO DE Camellia sinensis y Citrus paradisi

Se prepararon soluciones acuosas de AgNO3y HAuCls (5 mL cada una), de concentracién 10-3 M, se
agregaron volumenes definidos del extracto (2 — 4 mL para plata; 0.2 - 0.4 mL para oro) y se aforaron
con agua desionizada a un volumen de 20 mL para soluciones de plata y 10 mL para soluciones de
oro. Estas soluciones se analizaron por espectroscopia UV-Vis durante 24 h. Los intervalos en que se
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analizaron son 0.5h,1h,1.5h,2h, 3 h,4 hy24 h; las nanoparticulas metalicas fueron caracterizadas
por microscopia electrénica de transmision (MET), para conocer su tamafio y forma. Por medio del
patron de difraccion de area selecta conocemos la fase cristalina de la muestra. Mientras que por
espectroscopia IR se estudiaron los grupos funcionales tanto del extracto acuoso como de las NPs.
Por ultimo, se utilizd la microscopia electronica de barrido (MEB) para conocer la composicion

elemental por medio de EDS, asi como obtener mapeo elemental de los compositos.

3.2.4. BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS METALICAS A 60 °C

Se prepararon soluciones acuosas de AgNO3 con concentracion 10-3 M, la sintesis se llevo a cabo a
60 °C. Se sigui6 el mismo procedimiento de aforo, analisis y caracterizacion que las biosintesis

anteriores.

3.2.5. EVALUACION DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS COMO POSIBLES
SENSORES DE IONES METALICOS EN AGUA

Se prepararon las soluciones acuosas de los metales siguiendo la metodologia anterior, se analiz6
mediante espectroscopia de UV-Vis durante 24 h, en cuanto aparese el plasmoén superficial
caracteristico de las nanoparticulas metélicas, se adicionaron las soluciones acuosas de iones
metalicos (Pb(ll), Cu(ll), Sr(ll), Mg(ll), Ca(ll), Zn(ll), Hg(ll)) con una concentracién de 10-3 M, se
hicieron lecturas de UV-Vis a diferentes tiempos esperando un cambio de color en las soluciones y un
desplazamiento en el plasmon superficial. Para las AuNPs se utilizé la microscopia de fluorescencia;
para el andlisis de sensado (utilizando Rh6G), estos analisis se llevaron a cabo en laboratorio de

Fotomedicina, Biofotonica y Espectroscopia Laser de Pulsos Ultracortos, Facultad de Medicina.

3.2.6. OBTENCION DEL BIOCOMPOSITO
La obtencion del biocompésito se llevd a cabo a través de una bioreduccion (Camellia sinensis y Citrus
paradisi) de precursores metélicos (HAuClsy en un material celuldsico. Los materiales

nanoestructurados obtenidos fueron evaluados como sensores sélidos de iones metalicos en agua.
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Se colocaron en el soporte celuldsico (papel filtro). Se utilizaron rectangulos de 5 cm x 10 cm, estas
fibras se depositaron en un vial con 5 mL de HAuCls + 0.4 mL de Camellia sinensis, se dejaron en
reaccion por 4 h. Terminando el tiempo se dejaron secar a temperatura ambiente. Los compdsitos se
analizaron por espectroscopia UV-Vis de solidos a las 24 h de reaccion. Por ultimo, se utilizé la
microscopia electrénica de barrido (SEM) para conocer la composicion elemental por medio de EDS,

asi como obtener mapeo elemental de los compositos.

3.2.7. EVALUACION DE BIOCOMPOSITOS COMO POSIBLES SENSORES DE
IONES METALICOS EN AGUA

Los bionanocompositos se pusieron en contacto con soluciones de iones metalicos ((Pb(ll), Cu(ll),
Sr(Il), Mg(I), Ca(ll), Zn(ll), Hg(11)) con concentraciones conocidas (10-3 M) para evaluar la capacidad
de deteccion de estos contaminantes en solucién. Los biocompésitos se analizaron por
Espectroscopia UV-Vis después de que entraron en contacto con los diferentes iones para conocer
los elementos presentes en el mismo (se utilizd EDS). Por Ultimo, se obtiene el mapeo elemental del

biocomposito.

3.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION
3.3.1. ESPECTROSCOPIA DE UV-Vis:

El analisis de UV-Vis NIR fue hecho a temperatura ambiente y 60 °C dependiendo de experimento,
en el espectrofotdmetro, Marca: Lambda 650 Perkin- Elmer con resolucion de 1 nm. Se utilizaron
celdas de cuarzo para el estudio. El barrido se hizo desde 300 a 700 nm. Las NPs de plata presentan
un PRS caracteristico entre 400 a 430 nm, mientras que la de oro presenta SPR en 500 a 600 nm.
Después de preparar las soluciones a estudiar mencionadas en 3.4 se sigue el avance de reaccion
sacando los espectros a diferentes tiempos: 0.5 h, 1.5h, 2 h, 4 hy 24 h. Para estas lecturas utilizamos
como base el blanco (aire). Se hizo modificaciones en las condiciones de reaccion, en este caso fue
el incremento de temperatura (60 °C) esto se hace para determinar con qué condiciones se obtienen
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rangos de tamafio lo mas estrechos posible. Las muestras a diferentes temperaturas son analizadas
con UV-Vis a los tiempos arriba mencionados. Después de calibrar el espectrofotdmetro, se corre una
linea base utilizando el blanco. Es necesario limpiar las celdas entre muestras, (con agua deionizada),
para tener un resultado mas exacto. De igual manera los biocompoésitos fueron analizados por
Espectroscopia UV-Vis para solidos, mediante una lectura a las 24 h de obtencién. Con un
espectrofotometro Marca: Lamda 35 de Perkin-Elmer con esfera de integracion (UV-Vis de solidos)
con resolucién de 1 nm. Se utilizan celdas de cuarzo para el estudio. El barrido se hace desde 300 a
700 nm.

3.3.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (MET)

Las muestras para el estudio de MET se prepararon poniendo una gota de la suspension coloidal de
nanoparticulas de plata en rejillas de cobre revestidas con carbdn, se dejaron secar por un periodo
promedio de 24 h, estas deben estar cubiertas para evitar la contaminacion de estas por el ambiente.
Las lecturas de MET fueron hechas a las 24 h de reaccion de las muestras elegidas. Se hicieron rejillas
para las muestras a temperatura ambiente y a 60 °C. Después de comprobar la presencia del Plasmén
Superficial de las muestras se hicieron los analisis en el Microscopio Electrénico de Transmision,
MARCA: JEOL, MODELO: 2010 operado a 200 kV y con filamento de LaBg del Centro Conjunto de
Investigacién Quimica Sustentable UAEM UNAM.

3.3.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Esta técnica servira para la deteccion de estructuras moleculares, identificacion de sustancias puras
y enlaces formados, conocer la composicion estructural de la matriz celulosa, sus grupos funcionales,
composicion antes y después del contacto con las soluciones de los iones de metales pesados, asi
como, reconocer los grupos funciones que interactuan con los iones de los metales y los grupos
funcionales que fijan a las nanoparticulas al soporte. Se deja secar las muestras a temperatura

ambiente, posteriormente se separa la muestra del vial en el que se dej6 secar y se lleva en un vial
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eppendorf a analisis con espectroscopia infrarrojo con accesorio ATR (Attenuated Total Reflection),

Marca: Bruker, Modelo: Tensor 27.

3.3.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Esta técnica proporcionara informaciéon morfolégica y estructural de los bionanocompésitos. Para
preparar las muestras se dejan secar sobre un envase de vidrio hasta obtener polvos, estos polvos se
ponen sobre cinta carbdn en un soporte especial para SEM. El anélisis se llevo a cabo en el equipo
Marca: JEOL JSM-6510LV; voltaje de aceleracion de 1 a 30 kV, filamento de tungsteno, cuanta con
detectores de electrones secundarios y retrodispersos, con alto vacio, resolucion de 5 nm.
Magnificacion de 30x a 3000,000x.

3.3.5. ESPECTROSCOPIA DE DISPERSIPON DE ENERGIA DE RAYOS X

(EDS):

Con esta herramienta se obtuvo la composicion quimica elemental de los bionanocompositos
observados en el Microscopio Electronico de Barrido. Se lleva a cabo la preparacién de la muestra
mencionada en el indice 4.4 acoplado a detector de rayos X, para hacer analisis quimico por medio

de Dispersion de Energia (EDS) marca OXFORD, con resolucion de 137 eV.

M. EN C M. LUISA ELENA SILVA DE HOYOS



Nanoparticulas biogénicas de Au, Ag y compositos de celulosa/Au y celulosa/Ag para su evaluacion
como sensores selectivos de iones metalicos contaminantes

CAPITULO 4

RESULTADOS Y
DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Camellia sinensis
4.1.1. AgNPs

4.1.1.A. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AgNPs USANDO EXTRACTO
ACUOSO DE Camellia sinensis

La sintesis de nanoparticulas empieza después de afadir el extracto acuoso de Camellia sinensis a
la solucion de AgNO3 con una concentracion 10-3 M. Después de una hora de reaccion hay un cambio
de color amarillo claro a café corroborando la sintesis de las Ag-NPs (Figura 4.1 (inserto)). El cambio
de color en la reaccion no solo corrobora la obtencién de las NPs sino que también se debe a la
excitacion de las vibraciones del PRS de las NPS (Figura 4.1). Esto ocurre cuando las NPs pasan de
ser particulas individuales para formar agregados o hay un cambio en la forma y tamafio de esta, esto
hace que el PRS sufra acoplamientos, asi como corrimiento al rojo o azul dependiendo de los cambios
[22].

—30min
= 1h
= 1h30min
—Dh

= 3h

e— 41
—5h

= 5h30min
—Gh

= Gh30min

— D40

Absorbancia

Longitud de Onda (nm)

Figura 4.1. Espectros de absorcidon UV-Vis de AgNPs (4 mL de Camellia sinensis). (Inserto)
Coloracion de las soluciones de las AgNPs a diferentes tiempos (0 min a 24h).
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El cambio de color ocurre porque las moléculas activas presentes en el extracto acuoso de Camellia
sinensis reducen los iones metéalicos de plata a AgNPs. La intensidad y el cambio de color tienen
relacion con el tiempo de reaccion, la cantidad de las NPs obtenidas, la forma y el tamafio de estas
[22).

Se obtuvieron espectros de UV-Vis de las NPs obtenidas con 2, 3 y 4 mL de extracto acuoso de
Camellia sinensis y 5 mL de una solucién AgNOs (103 M) a diferentes intervalos de tiempo. Las AgNPs
obtenidas de esta reaccion presentan dos fuertes plasmones de resonancia magnética (SPR)
centrados en 448 y 352 nm para la reaccion de 2 mL de extracto (Figura 4.2 A), 448 y 350 nm para la
reaccion con 3 mL de extracto (Figura 4.2 B) y por ultimo 448 y 351 nm para la reaccién con 4 mL de

extracto (Figura 4.2 C).
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Figura 4.2: A) Espectros de absorcién UV-Vis de AgNPs con 2 mL de extracto de Camellia sinensis a

diferentes tiempos. B) Espectros de absorcién UV-Vis de AgNPs con 3 mL de extracto de Camellia
sinensis a diferentes tiempos. C) Espectros de absorcion UV-Vis de AgNPs con 4 mL de extracto de
Camellia sinensis a diferentes tiempos.
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Las AgNPs exhiben propiedades Opticas unicas y sintonizables. También exhiben una banda de
extincion, en o cerca de rango visible del espectro (esta caracteristica no se presenta en los materiales
en bulto), esta banda se atribuye al plasmon de resonancia superficial localizada (PRSL), mejor
conocidas como excitaciones de plasmones superficiales localizados (también conocidos como
plasma polaritones. Las caracteristicas de esta resonancia se ven afectados por el tamafio, forma y

sustrato de las NPs, asi como los efectos de acoplamiento entre plasmones en una muestra.

La longitud de onda, la intensidad y la forma de la banda del PRSL son sensibles a cambios en las
propiedades dieléctricas que los rodean, incluyendo cambios inducidos por union de otras moléculas
a la estructura metalica, entre otras. Esto se explica ya que las condiciones de resonancia ocurren
cuando la frecuencia de la luz incidente iguala la frecuencia de oscilacién de los electrones
conductores bajo la influencia de un campo electromagnético. La posicion y el ancho de la banda
dependen del tamafio, forma y ambiente quimico de la NPs, como ya se ha mencionado anteriormente.
En NPs esféricas con tamafio aproximado de 40 nm los electrones se mueven en una fase sobre un
plano de excitacion, que se conoce como el limite cuasi-estatico, y la resonancia se da por un modo
dipolar. En particulas de mayor tamafio, los efectos de retardacion se vuelven mas importantes y los

modos de mayor orden, como los cuadripolos [19].

Los grupos funcionales responsables de la reduccion biologica de los iones de plata (Ag*) a AgNPs
(AgY) presentes en el extracto de Camellia sinensis fueron identificados utilizando espectroscopia IR
(Figura 4.3).
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Figura 4.3. Andlisis IR de: a) Extracto acuoso de Camellia sinensis, b) AGNPs

Se presentan fuertes picos de absorcion en 3349 - 3000 cm-! por las vibraciones de tension del O-H
de los alcoholes/fenoles, los picos 2917 cm-! y 2848 cm- por las vibraciones de tensién de C-H y una
fuerte extensa de absorcidn en la region de 1000-1200 cm-! para las vibraciones de los grupos de un
lado de C-OH y C-O-C de los enlaces glicosidicos. Picos caracteristicos entre 1690 cm-! para grupos
carboxilicos, mientras que las extensiones simétricas y asimétricas de grupos carboxilicos presentes

entre 1607 y 1466 cm-'. Hay grupos carboxilicos presentes en el extracto.

Para el analisis estructural de las nanoparticulas se utiliza la Microscopia Electréonica de Transmision
(MET). El analisis estructural se refiere a la estructura cristalina (patron de difraccion de area selecta

y micrografias de alta resolucion), forma y tamafio (micrografias de baja resolucion). Una alicuota de
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la solucion de AgNPs se coloca sobre una rejilla de cobre, posteriormente se deja secar, las

micrografias que se obtienen son a diferentes magnificaciones.

Las AgNPs obtenidas con 2 mL de extracto tienen forma esférica/esferoide, con un tamafio promedio
de 17 nm, la mayor cantidad de nanoparticulas tienen un tamafio de 17 nm y presentan un rango 3 y
27 nm (Figura 4.4 (A) e (Inserto de A)). La estructura cristalina que tienen estas AgNPs es FCC y
gracias al patron de difraccion de area selecta sabemos que los planos correspondan a: anillo 1 -
{111}, 2- {200}, 3 - {220}, 4 - {311} y 5 - {331} (Figura 4.4 (B) e (inserto de B)).

>
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Frecuencia (%)

20

Tamario (nm) w2 )n"}".r‘"‘“ .
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Figura 4.4: (A) Micrografia de AgNPs obtenidas con 2 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis.
(Inserto) Histograma. (B) Micrografia HRTEM de AgNPs obtenidas con 2 mL de extracto acuoso de
Camellia sinensis. (Inserto) Patron de difraccion de area selecta.

En cuanto a las AgNPs obtenidas con 3 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis, presentan una

forma esférica/esferoide y triangular, con un tamafio promedio de 14 nm y presentan un rango de 2y
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32 nm (Figura 4.5 (A) e (inserto de A)). La estructura cristalina que tienen estas AgNPs es FCC y
gracias al patron de difraccion de area selecta sabemos que los planos correspondan a: anillo 1 -
{111}, 2 - {200}, 3 - {220}, (Figura 4.5 (B) e (inserto de B)).
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Figura 4.5: (A) Micrografia de AgNPs obtenidas con 3 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis.
(Inserto) Histograma. (B) Micrografia HRTEM de AgNPs obtenidas con 3 mL de extracto acuoso de
Camellia sinensis. (Inserto) Patron de difraccion de area selecta.

Las AgNPs obtenidas con 4 mL de extracto tienen forma esférica/esferoide, con un tamafio promedio
de 13 nm, la mayor cantidad de nanoparticulas tienen un tamafio de 13 nmy presentan un rango 2 y
37 nm (Figura 4.6 (A) e (Inserto de A), la mayor cantidad de NPs estan en 6 a 9 nm. La estructura
cristalina que tienen estas AgNPs es FCC y gracias al patron de difraccidn de area selecta sabemos
que los planos correspondan a: anillo 1 - {111}, 2 - {200}, 3 - {220} y 4 - {311} (Figura 4.6 (B) e (Inserto
de B)).
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Figura 4.6: (A) Micrografia de baja resolucion de AgNPs obtenidas con 4 mL de extracto acuoso de
Camellia sinensis. (Inserto) Histograma. (B) Micrografia de alta resolucion de AgNPs obtenidas con 4
mL de extracto acuoso de Camellia sinensis. (Inserto) Patron de difraccion de area selecta.

4.1.1.B. EVALUACION DE LAS NPs COMO POSIBLES SENSORES DE IONES
METALICOS EN AGUA

Con un pH 5.2 los grupos carboxilicos de las biomoléculas que hacen el trabajo de agentes protectores
estan presentes en forma ionizada, lo que hace que se incrementen las interacciones electrostaticas con
la superficie de las AgNPs. La adicion de los iones Pb2* y Cu?*, asi como Hg2*en la solucién de las NPs
resultan en un corrimiento batocrémico de la banda de absorcion la cual se muestra en la figura 4.7, el

corrimiento va de 431 a 441 nm con el ion Pb?* mientras que con Hg?* y Cu2* el plasmén desaparece.
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Estos corrimientos de la banda del plasmén superficial y el cambio de color (Figura 4.7 (A), (B))
pueden ser atribuidas por la formacién de agregados de AgNPs y los iones Pb2* y Cu2t. Se ha
demostrado que la oscilacion del plasmén superficial de nanoparticulas metalicas que se encuentran
en cercania una de la otra se acopla. La nueva posicién de la banda depende del numero de
nanoparticulas que permanezcan juntas. Este fendomeno (corrimiento de la banda de plasmon

superficial por agregacion) ha sido utilizado para la deteccion de Pb2*, Cu2* y Hg?* (Figura 4.7 (A)).

Para confirmar que los iones metalicos inducen la formacién de agregados, se llevé a cabo el analisis
MET. En la presencia de Pb2* y Cu2* se observan agregados (Figura 4.7 (5 y 7 C)) con las AgNPs,
mientras que, en ausencia de los iones, las nanoparticulas estan rodeadas de biomasa, como se

muestra en la Figura 4.7 (1 C).
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Figura 4.7: (A) Espectros de absorcion UV-Vis de las AgNPs obtenidas con 4 mL de Camellia
sinensis con diferentes iones metalicos (Mg?*, Hg?*, Sr2*, Pb2*, Ca?*, Cu?*y Zn2*). (B) Coloracién de
las AgNPs obtenidas con 4 mL de diferentes iones (1 - Mg?*, 2 - Hg?*, 3 - Sr2+, 4 - Pb2*, 5 - Ca?*, 6 -

Cu2ty 7 - Zn?*) (C) Micrografias obtenidas por MET de (1) AgNPs4mL, (5) AgNps4mL-Pb2* y (7)
AgNps4mL-Cu?*,
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4.1.2. AgNPs (60°C)
4.1.2.A. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AgNPs USANDO EXTRACTO
ACUOSO DE Camellia sinensis A 60°C

La sintesis de AgNPs inicia una vez que el extracto de Camellia sinensis se adiciona a un vial que
contiene una solucion con 5 mL de AgNO3 y 2.5 mL de NH4OH (30 %), la reaccion se lleva a cabo a
60°C (£ 3 °C). La solucién cambia de color casi inmediatamente de color amarillo pélido a café claro,
este cambio de color corrobora la formacién de las nanoparticulas. EI cambio de color ocurre ya que
las biomoléculas presentes en el extracto de Camellia sinensis reduce la plata a plata metalica para

generar nanoparticulas.

Como resultado, el plasmén de resonancia superficial ocurre cuando las AgNPs son irradiadas con
luz visible. El pico maximo se presenta entre 394 — 400 nm, el ancho del plasmén indica las
polidispersidad de las nanoparticulas obtenidas. Estas nanoparticulas exhiben propiedades 6pticas

unicas y sintonizables dependientes del tamario, forma y ambiente quimico (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Espectros de absorcion UV-Vis de AgNPs con 3 mL de extracto acuoso de Camellia
sinensis a 60 °C a diferentes tiempos.

Se muestra los estudios de absorcion de UV-Vis de las nanoparticulas de plata a diferentes tiempos
(Figura 4.8), esta muestra presenta el plasmon de resonancia superficial centrada en 400 nm desde 1
h hasta4 hya 392 nmalas 24 h. Al inicio de la reaccion, hay una gran cantidad y forma irregular de
NPs rodeadas por biomasa que proviene del extracto acuoso; ya que la reaccion se lleva a cabo a
60°C la biomasa se degrada y presenta una mayor cantidad de sitios ~OH y no suficientes agentes
protectores —COOH, asi que el proceso de crecimiento se lleva a cabo entre las AgNPs vecinas,

esto explica él porque del ensanchamiento y la baja de intensidad del PRS.

La morfologia, la polidispersidad y la estructura cristalina de las AgNPs biogénicas, este analisis se

lleva a cabo por medio de la microscopia electronica de transmision (MET).
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Figura 4.9: (A) Imagenes de MET. (B) Micrografias de HRTEM. (C) Patrén de difraccion de area
selecta de NPs obtenidas con 3 mL de extracto de Camellia sinensis a 60°C.
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Con la figura anterior se puede observar la forma de las AgNPs las cuales en su mayoria son esféricas
con un diametro de 3 a 50 nm (Figura 4.9 (A)). Con la micrografia de alta resoluciéon se demuestra
que el crecimiento preferencial de la nanoparticula es en el plano (111) (Figura 4.9 (B)). Ademas, con
el analisis del patrén de difraccion de area selecta (SAED) se sabe la estructura cristalina de la
nanoparticula la cual puede ser indexada como la estructura FCC. Con los anillos: 1, 2, 3
correspondientes con {200}, {220}, {222}, {400} (Figura 4.9 (C)).

4.1.2.B. EVALUACION DE LAS NPs COMO POSIBLES SENSORES DE IONES
METALICOS EN AGUA

4.1.2. B.1. ESTUDIOS DE DETECCION:

Los grupos fenoles como el &cido galico, catecol, epicatequina y sus derivados, los dos Ultimos
presentes en el extracto de Camellia sinensis, son conocidos por formar complejos de coordinacion
con iones metalicos pesados. Los iones Pb2* y Cu2* tienen preferencia por la unién con el grupo
carboxilico en los compuestos fendlicos. Se observa un decrecimiento en el plasmén superficial
caracteristico de las AgNPs cuando esta solucidn entra en contacto con la solucidén de los iones
metalicos. Esto se puede explicar por la apariciéon de aglomerados de AgNPs con los iones metalicos

provocando la formacion de los complejos mencionados.

Estas nanoparticulas con estables a pH 5.2, en este rango de pH los grupos carboxilicos de las
biomoléculas que hacen el trabajo de agentes protectores estan presentes en forma ionizada, lo que
hace que se incrementen las interacciones electrostaticas con la superficie de las AgNPs. La adicion de
los iones Pb2* y Cu2* en la solucién de las nanoparticulas resultan en un corrimiento batocrémico de la
banda de absorcién la cual se muestra en la Figura 4.10 (A), el corrimiento va de 400 a 426 mn y de 403

a 412 nm para los iones plomo y cobre, respectivamente.
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Estos corrimientos de la banda del plasmén superficial (Figura 4.10 (A)) y el cambio de color (Figura
4.10 (B)) pueden ser atribuidas por la formacién de agregados de AgNPs y los iones Pb2* y Cu?*, Se
ha demostrado que la oscilacion del plasmén superficial de nanoparticulas metélicas que se
encuentran en cercania una de la otra y se acopla. La nueva posicion de la banda depende del
numero de nanoparticulas que permanezcan juntas. Este fenémeno (corrimiento de la banda de

plasmén superficial por agregacion) ha sido utilizado para la deteccién de Pb2* y Cu2+,

e (1)AgNP’s - 403 Nnm A

1.0 2+
am (2)AgNP's-Pb” " -426 nm

e (3)AgNP's-Cu>" - 412 nm

Absorbancia

0.0

T T T T T T T _I
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 4.10: (A) Espectros de absorcion UV-Vis de (1) AgNPs, (2) AgNPs después de adicion de
iones Pb2*, (3) AgNPs después de adicion de iones Cu2*, maximo de absorbancia 400 nm, 126 nm
y 412 nm, respectivamente. (B) Respuesta colorimétrica de (1) AgNPs, (2) AgNPs después de
adicion de iones Pb2*, (3) AgNPs después de adicion de iones Cu2*.
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Para confirmar que los iones metalicos inducen la formacién de agregados, se llevé a cabo el anélisis
MET. En la presencia de Pb2* (Figura 4.11 B)) y Cu2* (Figura 4.11 C)) se observan agregados con las
AgNPs, mientras que, en ausencia de los iones, las nanoparticulas estan rodeadas de biomasa, como
se muestra en la Figura 4.11 (A). El ancho de las biomoléculas utilizadas como agentes protectores

esdeda12nm.

Figura 4.11: Micrografias obtenidas por MET de AgNPs: (A) Micrografias obtenidas por MET de
AgNPs. (B) Micrografias obtenidas por MET de AgNPs después de la adicion de iones Pb?*. (C)
Micrografias obtenidas por MET de AgNPs después de la adicién de iones Cuz*.

El acomplejamiento de los grupos hidroxilo de los polifenoles, de las biomoléculas que estan
presentes como agentes protectores de las nanoparticulas, con los iones metélicos, son efectivos
para traer las nanoparticulas en proximidad hasta que el proceso de coalescencia empiece formando
los agregados que se muestran en la Figura 4.11 (B) y (C). Esta proximidad induce el acoplamiento

de la oscilaciéon del plasmén, dando como resultado el corrimiento batocrémico de la banda
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4.1.2. B.2. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD

Para investigar el efecto de la sensibilidad de las AgNPs hacia los iones metélicos Pb2* y Cu?*, las
soluciones de plomo y cobre tienen una concentracion de 10-3, 104, 10-5 M se adicionan a la solucion
de AgNPs (Figura 4.12 (A) y (B)). El grado de corrimiento del plasmén superficial depende de la
concentracion de los iones metélicos en la solucion. Por ejemplo, la adicion de Pb2* (10-3 M) resulta
en un corrimiento batocrémico de 14 nm, de 400 a 414 nm (Figura 4.12 (A)); mientras que con una
concentracion menor del ion el corrimiento decrece, de 400 a 411 nm y de 400 a 408 nm con una
concentracion de 104y 105 M (Figura 4.12 (B)), respectivamente. Cuando la solucién de Cu2* con
una concentracion de 10-3 M se utiliza, el corrimiento del plasmén es de 12 nm, por 400 a 412 nm.
Mientras que con una menor concentracion de iones el corrimiento disminuye, de 400 a 410 nm y
desde 400 a 410 nm con una concentracién de 104y 10- M, respectivamente. Este comportamiento
se debe a que entre mas particulas estén cerca una de otra formando agregados el SPR sufre mayor
corrimiento, es por esto que entre mayor sea la concentracion de iones metélicos mayor es el
corrimiento. Con mas iones en la solucion mas NPs forman los agregados dando como respuesta un

mayor corrimiento batocrémico del SPR [26].
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Figura 4.12: Corrimientos en el espectro de absorcion UV-Vis de las AgNPs biogénicas después de
la adicion de diferentes concentraciones de iones metélicos (de 10-5a 10-3 M). (A) Pb2*y (B) CuZ*.

En este estudio, la combinacién de AgNPs y del colorante Rh6G actlia como sonda para la deteccion
de los iones Pb2+ y Cu2*, Estos mecanismos de deteccion se llevan a cabo en dos pasos; el primer
paso involucra la fijacion de las moléculas de Rh6G en la superficie de las nanoparticulas. El segundo
paso es el remplazo del colorante por los iones metalicos, la liberacion del colorante actia como
sensor colorimétrico; esta metodologia hace mas facil la deteccién a simple vista de los iones Pb2*y
Cu?*, la Figura 4.13 (A) muestra los estudios de absorcion UV-Vis de las soluciones acuosas de
AgNPs, Ag-NPs-Rh6G, AgNPs-Rh6G-Cu?*y AgNps-Rh6G-Pb2*, La solucién de AgNps muestra una
sola banda centrada en 400 nm (Figura 4.13 (A) (B) (1)), mientras que con la combinacién de AgNps
con el colorante Rh6G y con iones plomo y cobre, los espectros correspondientes muestran una doble
absorcion maxima que se puede atribuir a las AQNPs y al Rh6G, respectivamente (Figura 4.13 (A) (B)
(2, 3y 4). La solucion de AgNPs-Rh6G cambia de color naranja a amarillo cuando entra en contacto

con la solucion que proporciona los iones Cu?* (Figura 4.13 (B) (3)). Mientras la adicién de los iones
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plomo, que proporciona iones Pb?*, tiene un cambio de color a verde y un precipitado color café claro
(Figura 4.13 (B) (4)).

e (1) AgNP's A
= (2)AgNP's-Rh6G

= (3)AgN P's-Rh6G-Cu2*
e (4)AgN P's-Rh6G-Pb2*

' T T T ' T
300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

Figura 4.13: (A) Espectros de absorcion UV-Vis de: (1) AgNPs, (2) Ag-NPs-Rh6G, (3) Ag-NPs-
Rh6G- Cu?, (4) Ag-NPs-Rh6G-PbZ*, (B) Coloracion de (2) Ag-NPs-Rh6G, (3) Ag-NPs-Rh6G- Pb?*,
(4) Ag-Nps-Rh6G-Cu2

4.1.2. B.3. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA:

Estudios de censado se evaluaron también utilizando espectrofotometria de fluorescencia utilizando
al Rh6G como fluordforo. El anclaje del colorante con la superficie de las AgNPs provoca el
decremento de la emisidn de fluorescencia esto es por la transferencia de energia que hay entre ellos,

esto se puede observar en la Figura 7.14 (2). Este decrecimiento confirma la interaccién entre la
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superficie de la nanoparticula y el colorante. Después de la adicion de los iones metalicos, la emision

de fluorescencia se restaura (Figura 4.14 (3,4)).

La restauracion de la emision de fluorescencia asegura una cierta liberacion del colorante de la
superficie de la nanoparticula provocado por los iones metélicos, y prueba, la habilidad de las AgNPs
como sensores de los iones Pb2* (Figura 4.14 (3)) y Cu?* (Figura 4.14 (4)) [69].

— (1) Rh6G
—— (2) AgNP's-Rh6G

—— (3) AQNP's-Rh6G-Pb2*
—— (4) AgNP's-Rh6G-Cu2+

Intensidad de emision (a.u)

500 ' SéO ' 6(I)0 ' 6€I'>0 ' 7(I)O ' 7tl'>0
Longitud de onda (nm)

Figura 7.14: Espectro de fluorescencia de: (1) Rh6G, (2) Ag-NPs-Rh6G, (3) Ag-NPs-Rh6G-Pbz*. (4)
Ag-NPs-Rh6G-Cu?*,
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4.2. Citrus paradisi
4.2.1. AuNPs

4.2.1. A. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AuNPs USANDO EXTRACTO
ACUOSO DE Citrus paradisi

La obtencién de AuNPs inicia cuando se adiciona el extracto acuoso de Citrus paradisi a una solucién
de HAuCls (103 M), esta reaccion cambia de color amarillo palido a morado (después de 1h de
reaccion) confirma la formacion de las nanoparticulas. El espectro de absorcién UV-Vis obtenido se
muestra en la figura 4.15. Muestra la banda de plasmén superficial caracteristico centrado en 540 —

544 nm (Figura 4.15)
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Figura 4.15: (A) Espectros de absorcion UV-Vis de las AuNPs biogénicas usando 2 mL de extracto
acuoso de Citrus paradisi a diferentes tiempos (30 min a 24 h). (B) Espectro UV-Vis de las
nanoparticulas biogénicas con diferentes cantidades de extracto (2, 3y 4 mL). (C) Coloracion de las
soluciones de AuNPs a diferentes tiempos.
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La cinética de formacion de las AuNPs se sigue por la espectroscopia UV-Vis. El espectro obtenido se
muestra en la Figura 4.15 (A). Se puede observar que la reaccion conforme pasa el tiempo la
intensidad de absorbancia incremente lo que puede relacionarse con una mayor cantidad de
nanoparticulas (bandas en Figura 4.15 (A)), este comportamiento es caracteristico de los agregados
de nanoparticulas o a estructura anisotropias cuando cambian sus dimensiones conforme el tiempo,
el inserto en la figura 4.15 se muestran las fotografias de las nanoparticulas en solucién a diferentes
tiempos de reaccién, las soluciones coloidales muestran una variacion de color (Figura 4.15 (C)). Se
sabe que las AuNPs planas y esferoides absorben en la region NIR de espectro electromagnético. Por
lo que, el ancho y corrimiento de la banda del SPR se relaciona con la forma y el tamafio de la particula,
respectivamente. En este caso las particulas obtenidas son esféricas y planas (triangulos y
hexagonos) y con una mayor cantidad de extracto se obtiene una mayor cantidad de particulas. El
tamafio de las nanoparticulas esféricas incrementa mientras que el tamafio de los nanotriangulos

disminuye, como se puede ver en la Figura 4.15 (A) (B) y Figura 4.17.

La Figura 4.15 (B) muestra el espectro de absorbancia UV-Vis de las AuNps sintetizadas con
diferentes cantidades de extracto acuoso de Citrus paradisi, obtenidos a las 24 h de reaccion. Las
particulas presentan una fuerte banda de absorcidn centrada en 540, 549 y 568 nm con 2, 3y 4 mL
respectivamente. Los corrimientos observados parecen estar en funcién de la cantidad de extracto
utilizado en la reaccion. Conforme la cantidad de extracto incrementa en el medio de reaccién, hay un
corrimiento a mayor longitud de onda y la intensidad de este disminuye, estos corrimientos se atribuyen
al incremento de tamafio o a la formacion de agregados. Ha sido probado experimentalmente que la
oscilacion del plasmon de resonancia superficial se acopla una particular con otra si estan una cerca
de la otra (Figura 4.16 (B)).

En la Figura 4.16 se muestran los espectros de absorbancia UV-Vis de las AuNPs obtenidas con 3 y
4 mL de extracto acuoso de Citrus paradisi a diferentes tiempos (Figura 4.16 (A) (C)). La obtencion
del plasmédn indica la reduccién de los iones de oro usando el extracto para formar las nanoparticulas

de oro. La obtencién de los nanoplatos (triangulos) y esferas de oro se verifican utilizando MET. Se
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observan AuNPs triangulares y hexagonales, asi como nanoparticulas esféricas (Figura 4.16 (B)

inserto de B). El tamafio promedio de los nanotriangulos es de 75 a 325 nm (Figura 4.16 (D)).
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Figura 4.16: (A) Espectro UV-Vis de AuNPs biogénicas obtenidas con 3 mL de extracto a diferentes
tiempos. (B) Histograma de AuNPs con 3 mL (Inserto) Imégenes MET de las AuNPs con 3 mL de
extracto. (C) Espectro UV-Vis de AuNPs biogénicas obtenidas con 4 mL de extracto a diferentes
tiempos. (D) Histograma de AuNPs con 4 mL (Inserto) Imagenes MET de las AuNPs con 4 mL de

extracto.
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En la Figura 4.17 se muestran las imagenes obtenidas por MET de las nanoparticulas obtenidas con
diferentes cantidades de extracto acuoso (Citrus paradisi). El analisis por MET revela la formacion de
particulas triangulares, esféricas y una pequefia cantidad de hexagonales (Figura 4.17 (A) (B) (C)). Un
andlisis mas detallado muestra que la adicion de 2 mL de extracto lleva a la formacion de
nanoestructuras de oro con una mayor polidispersidad y nanotriangulos grandes. Conforme la cantidad
de extracto en la reaccién incrementa a 3 mL, la polidispersidad disminuye (Figura 4.17 (D) (E) (F)).
Sigue la misma tendencia con 4 mL de extracto (Figura 4.17 (G) (H) (1)), con el incremento de particulas
triangulares en la solucion la absorbancia maxima muestra un corrimiento batocromico (Figura4.17(B),
banda azul y roja). Un andlisis porcentual (Figura 4.17 (C) (F) (1)) de los triangulos formados en el
medio de reaccion en funcion de la cantidad de extracto acuoso muestra que a mayor cantidad de
extracto se obtienen mas particulas planas (triangulos) y presentan menor polidispersidad en la
solucion coloidal. EI hecho de que el aumento de extracto lleve a un aumento de particulas planas se
refleja en el espectro de absorcion UV-Vis, ya que muestra un aumento de intensidad y un corrimiento

batocromico en la banda (Figura 4.16 y Figura 4.17).
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Figura 7.17: (A, B, D, E, G y H) Micrografias obtenidas por MET e (C, F, |) Histogramas de AuNPs
biogénicas con: (A, B) 2 mL, (D, E) 3 mL y (G, H) 4 mL de extracto acuoso de Citrus paradisi

La naturaleza cristalina de las AuNPs biogeénicas se puede obtener por medio del analisis del patron
de difraccidn de area selecta (SAED) (Figura 4.18) correspondiente a la muestra obtenida con 2 mL
de extracto. Los anillos de difraccién son indexados basados en la estructura cubica centrada en las
caras (FCC) respectiva al oro y los anillos se asignan a: 1 - {111}, 2 - {200}, 3 - {220} y 4 - {311},

respectivamente.
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Germain V. et al. (2003) afirma que “una falla en (111) paralela a la superficie del disco plano (111) ha
sido propuesto para explicar las reflexiones prohibidas en 1/3 {4 2 2} en el patrén de difraccién que se
observa en [1 1 1] y corresponden a la imagen 3- {4 2 2}". Por lo tanto, el arreglo hexagonal de los
puntos de difraccién indica que el nanoprisma de oro esta orientado hacia [1 1 1] orientado hacia el
haz de electrones, y la presencia de la reflexién de Bragg 1/3 {4 2 2} muestra la naturaleza plana de

las nanoestructuras de oro, como se puede observar en los patrones de difraccion SAED [23].

Figura 4.18: Patron de difraccion de area selecta y (Inserto) Micrografia de las AuNPs biogénicas
obtenidas con 2mL de extracto.

Los anillos de difraccién indican que las particulas en la Figura 4.19 es cristalina. Los anillos de
difraccion pueden ser indexados en la estructura basica FCC del oro, y son asignados a 1 - {111}, 2 -
{2203, 3 - {311} y 4 - {400} (Figura 4.19 (A)). Los anillos correspondientes a la Figura 5 (B) 1- {111}, 2-
{220}, 3- {200}, 4- {311} y 5- {331} (Figura 4.19 (B)).
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Figura 4.19: (A) Patrén de difraccion de area selecta, (Inserto) Micrografia de las AuNPs biogénicas
obtenidas con 3 mL de extracto. (B) Patrén de difraccion de area selecta, (Inserto) Micrografia de las
AuNPs biogeénicas obtenidas con 4 mL de extracto.

Se pueden observar particulas triangulares, triangulares-truncadas, hexagonales, hexagonales-

truncadas y esféricas superpuestas en la Figura 4.19 (Inserto de (A) y (B)).

Ha sido reportado que las nanoparticulas evolucionan desde particulas con germinacion mdltiple
(Multiply twinned particles MTPs) como resultado del crecimiento anisotropico causado por algunos
agentes que direccionan el crecimiento. Murali Sastry et al. Especula que los MTPs juega un rol
importante en la direccién de la morfologia en la sintesis de nanoparticulas cuando se utilizan métodos
bioldgicos de obtencién debido a que las biomoléculas presentes en los agentes reductores generan
MTPs que guian la morfologia hacia particulas anisotrdpicas. Los grupos carboxilicos prefieren ciertos
planos cristalinos y permiten el crecimiento de otros. Estudios muestran la presencia de defectos
(Dobles planos) que llevan a la formacion de nanoparticulas metalicas anisotropicas, por ejemplo,

triangulos y hexagonos. De manera similar, es posible que las MTPs que se forman inicialmente en la
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reaccion son sometidas a un cambio de forma que evoluciona a nanotriangulos o hexagonos de oro

como resultado de los constituyentes del extracto de Citrus paradisi.

Con mayor cantidad de extracto acuoso el porcentaje de particulas esféricas disminuye de 84 a 81%
y los nanotriangulos incrementan su porcentaje de 8 a 18 %. Mientras tanto el tamafio de las particulas
esféricas incrementa con mayor cantidad de extracto, desde 8 a 12 nm, y para los nanotriangulos pasa

lo contrario, el tamafo incrementa de 75a 10 nm.

El extracto acuoso de Citrus paradisi'y la solucion de AuNPs formada con este extracto se muestra en
la Figura 4.20 y se caracterizan por FT-IR. Los componentes mayoritarios en la cascara de Citrus
paradisi son: proteinas, pectina, celulosa y pigmentos. Normalmente, la banda ancha que se encuentra
entre 3640 — 3510 cm-! corresponde a la extension O — H del alcohol o de los fenoles. La banda que
se encuentra entre 3000 — 2800 cm-' se debe a las vibraciones de extension de C — H. La banda que
se encuentra en la region de 1740 — 1725 cm' normalmente se debe a las vibraciones de extension
de COO y CO. La banda que aparece entre 1300 — 1000 cm! responden a las vibraciones de C - O -
Cy O -H de los polisacéridos (Figura 4.16).
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Figura 4.20: Espectros IR de: (1) AuNPs biogénicas obtenidas con 2 mL de Citrus paradisi y (2)
Extracto de Citrus paradisi.

4.2.1. B. EVALUACION DE LAS NPs COMO POSIBLES SENSORES DE IONES
METALICOS EN AGUA

4.2.1. B.1. DETECCION UTILIZANDO PRSL

Los metales pesados son conocidos por formar complejos con grupos carboxilicos, estos grupos se
encuentran en los compuestos polifendlicos del extracto acuoso de Citrus paradisi. La adicién de iones
metalicos a la solucién coloidal de las AuNPs resulta en un corrimiento batocrémico de la banda del
PRS (Figura 4.21) de 554 a 546 nm para Hg?*, desde 554 a 546 nm con Cu2*, para 554 a 556 nm con
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Zn2*, El grado de corrimiento del PRS depende de la concentracion de los iones en la solucion. El
corrimiento batocrémico de la banda plasmén y el cambio de color en la solucion se atribuye a la
formacion de pequefios agregados de las NPs en presencia de iones metalicos (tales como Zn2*, Sr2*,
Pb2t, Ca2*y Cu2*) (Figura 4.21 (A)).

La adicion de diferentes iones metalicos (Mg?*, Hg?*, Sr2*, Pb2*, Ca2*, Cu2* and Zn2*) al sistema de
biosintesis de las AuNPs obtenidas con 2 mL de extracto causa un cambio de color en la solucion de
morado obscuro a morado claro. El PRS caracteristico de las AuNPs puede verse afectado por la
proximidad de las particulas, en este trabajo este tipo de cambio es un corrimiento batocrémico en
presencia de los iones Cu2t y Zn2* (Figura 4.21 (A) (B)), la proximidad de las NPs induce el
acoplamiento de PRS a longitudes de onda mayores. La nueva posicién depende de la cantidad de

particulas en proximidad.
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Figura 4.21: (A) Espectro de absorcion UV-Vis de las AuNPs biogénicas como sensores de
iones metalicos. (B) Coloracion de las AuNPs biogénicas como sensores.
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4.2.1. B.2. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA

La espectroscopia de fluorescencia se aplica como detector entre otras aplicaciones debido a su alta
seccion transversal en el proceso de emision. Sin embargo, la emisién puede ser afectada cuando la
molécula del colorante esta localizada cerca de la nanoparticula plasménica; esto ofrece
oportunidades adicionales en las aplicaciones de deteccion. Las propiedades de emision fluorescente
no son siempre mejoradas por el PRS, la distancia del fluoréforo a la superficie de la nanoparticula

determina el efecto, como resultado hay una mejor o disminucién de la fluorescencia.

En este estudio, las AuNPs-Rh6G actua como sonda para la deteccion de los iones metalicos.
C.Joseph Kirubaharan et al. dice que el mecanismo involucrando la deteccién de los iones metalicos
se lleva a cabo en dos pasos: (1) la fijacion de la molécula colorante sobre la superficie de las AuNPs,
y (2) remplazar el colorante por los iones metalicos, la molécula de colorante liberada sirve como
sensor colorimétrico a simple vista. El colorante Rh6G presenta un color rosado y la muestra de
AuNPs es morada (Figura 4.22 (B) vial 1). Cuando el Rh6G se pega a la AuNPs, el color cambia a
rosa/café (Figura 4.22 B vial 2). La adicion de las soluciones, cloruro de calcio (11), cloruro de cobre (11)
y cloruro de plomo () proporcionan los iones metalicos Ca2*, Cu2* y Pb2* respectivamente. Estos

iones se adhieren a la superficie de la AUNPs remplazando algunas de las moléculas del colorante.
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Figura 4.22: (A) Espectros de fluorescencia de las AUNPs como sensores de iones metélicos, (B)
Coloracién de las AuNPs como sensores.

El colorante Rh6G exhibe una fuerte emision (Figura 4.22 (A) pico 1-negro), cuando se adiciona a las
AuNPs y se adhieren con la superficie el espectro sufre una disminucion de emision (Figura 4.22 (A)
pico 2-rojo) ya que la energia de fluorescencia es transferida. Esto confirma la unién del colorante con
la superficie de las nanoparticulas usando las biomoléculas protectoras de las mismas. Después de
adicionar 1 mL de las soluciones metalicos con una concentracion de 10-* M (Caz*, Cu2* and Pb?*) la
fluorescencia es restaurada (Figura 4.22 (A) picos 3-azul, 4-rosa y 5-verde). La restauracion de la
emision asegura el desprendimiento del colorante por los iones metalicos; esto prueba a sensibilidad
de las AuNPs hacia Ca 2+, Cu2* y Pb?*,

El mejoramiento de la fluorescencia se atribuye a la formacion del complejo Rh6G-AuNP-iones
metalicos. Es claro que la adicién de los iones metélicos puede mejorar la fluorescencia haciendo con
complejo altamente fluorescente. Los iones metalicos pueden mejorar o disminuir la fluorescencia, y
algunos de ellos no tienen efecto. Cu?* mejora la emisién y presenta un corrimiento a menores

longitudes de onda.
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Por lo que el mejoramiento de la fluorescencia depende de la naturaleza de ion metalico y el colorante.
En el caso del Pb?* se presenta un mejoramiento en la emision, seguido por el Ca2*, como se puede
ver en la Figura 4.22 (A). La presencia de algunos iones metalicos puede inducir a la formacion de un

complejo intermediario, este complejo puede recobrar la emision [70].

4.3. Camellia sinensis
4.3.1. AuNPs
4.3.1. A. RESUMEN

La muestra marcada en color rojo es la que se utilizé para los analisis de sensado en liquido, la
obtencion del biocompdsito y el sensado en solido, esta muestra se utilizé ya que la mayor cantidad
de particulas triangulares tiene el menor tamafio (10 nm) y la diferencia entre el tamafio de las esferas

y triangulos es mas estrecho (12 nmy 10 nm).
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Tabla 4.1; Estudios de UV-Vis y EDS del biocompésito y biocompoésito + iones metalicos (Caz*, Cu?*,
Hg?*, Mg?*, Pb2*, Sr2+, Cu2+, Zn2+)

Cantidad de UV-Vis Forma MET SAED
extracto

0.5a4h 544 nm /triangulos | Rango de tamafio 1252175 nm

0.2mL
24 h 546 nm /triangulos | Mayor cantidad 75 nm
0.5a4h 538 nm /triangulos | Rango de tamafio /152 55 nm

0.3mL FCC
24h 533 nm ftriangulos | Mayor cantidad /35 nm
0.5a4h 537 nm ftriangulos | Rango de tamario /10a 150 nm

0.4 mL
24 h 529 nm ftriangulos | Mayor cantidad /10 nm
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4.3.1. B. AuNPs COMO SENSORES LiQUIDOS DE IONES METALICOS EN AGUA

Se prepararon las soluciones acuosas con 5 mL de AuHCls + 0.4 mL de extracto acuoso de Camellia
sinensis, a las 4 h de reaccion se adicionaron soluciones acuosas de iones metalicos (Pb(ll), Cu(ll),
Sr(ll), Mg(ll), Ca(ll), Zn(Il), Hg(1l)) con una concentracién de 10-3 M. Se obtuvo el PRS para cada una
de las muestras las que presentan corrimiento del PRS y cambio de color en la solucidn son los iones

que detecta las AuNPs.

Tabla 4.2. AUNPs como sensores liquidos de iones metélicos en agua. Imégenes de cambio de color
en soluciones y analisis de UV-Vis

AuNPs como sensores liquidos de iones metalicos en agua
lones UV-Vis

1-AuNPs 529 nm

2-Zn* 529 nm a 539 nm

3-Sr 529 nm a 540 nm

6 - Pb?* 529 nm a 548 nm

7-Ca® 529 nm a 548 nm

8- Cu® 529 nm a 558 nm
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4.3.1. C. BIOCOMPOSITO COMO SENSORES SOLIDOS DE IONES METALICOS
EN AGUA

La obtencion del biocompdsito se llevd a cabo a través de una bioreduccidn (Camellia sinensis) de
precursores metalicos (HAuCls) en un material celulésico. Los materiales nanoestructurados obtenidos
fueron evaluados como sensores sélidos de iones metalicos en agua. Por medio de los anélisis de
UV-Vis y EDS.

Tabla 4.3.: Estudios de UV-Vis y EDS del biocompésito y biocompésito + iones metalicos (Ca?*,
Cu?, Hg?*, Mg2*, Pb2*, Sr2+, Cu?*, Zn2*)

Biocompositos (AuNPs/material celulésico) como sensores de iones metalicos en agua

SEM

lones UV-Vis
% Au % iones
544 nm
AuNPs 578 nm 3.34
Ca?t 544 nm - 544 nm 6.58 0.18

578 nm -578 nm

544 nm - 544 nm
2+
Cu 578 nm — 578 nm 3.48 0.05

544 nm — 544 nm
2+
Hg 578 nm — 578 nm 2.88 3.92

544 nm - 544 nm
2+
Mg 578 nm -578 nm 3.23 0.21

544 nm - 544 nm
2+
Pb 578 nm - 578 nm 2.001 0.69

544 nm - 544 nm
2+
S 578 nm =578 nm 347 0.41

544 nm - 544 nm
2+
n 578 nm - 578 nm 3.28 0.08
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En la tabla 4.6 vemos que el sensado colorimétrico y de PRSL no son ideales en el sensado sdlido de
iones metalicos en agua, ya que no se percibe cabio de color en el biocompdsito y el PRS no presenta
corrimiento por lo tanto es necesario hacer un tercer analisis utilizando MEB en especifico un analisis
elemental por medio de EDS y mapeo elemental. Gracias a estos podemos conocer que el

biocompésito puede adsorber en mayor cantidad dos iones Hg2* y Pb2* con diferentes porcentajes

3.92 y 0.69 respectivamente.

Electron Image 1

Ph Ma1

Figura 4.23. (A) Micrografia MEB del biocompdsito obtenido con material celuldsico + AuNPs (con
0.4 mL de Camellia sinensis) + iones Hg2* (B) Mapeo de Au, (C) Mapeo Hg?*, (D) Micrografia MEB
del biocomposito obtenido con material celuldsico + AuNPs (con 0.4 mL de Camellia sinensis) +
iones Pb?*. (E) Mapeo de Au, (F) Mapeo Pb2+.
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4.4. COMPENDIO DE ANALISIS Y RESULTADOS

Tabla 4.4: Compendio de analisis de las NPs

Biosintesis y caracterizacion de NPs

Sintesis Caracterizacion
2mLde TV
Temperatura
AgNO, 3mLdeTV ambiente Ag NPs
60 °C
4mLde TV MET
- Micrografias
2mL deTO HRTEM
HAuCl, | 3 mL de TO UV-Vis “Micrografias
-Patron de
4mL deTO Temperatura Au NPs difraccion de area
. selecta.
0.2mLdeTV ambiente -STEM
HAuCl, | 0.3 mLde TV
0.4mLde TV

TV: Camellia sinensis (Te verde)
TO: Citrus paradisi (Toronja)

Las muestras marcadas en rojo y verde son las que fueron utilizadas como sensores de iones

metalicos en agua, mientras que las dos muestras de Au se utilizaron para formar los biocompdsitos

y estos fueron probados como sensores solidos de iones metalicos en agua.
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Tabla 4.5: Compendio de resultados (liquido)

Analisis estructural

. ) Rango de Intervalo mayor
Tipo de NPs Extracto Cantidad Forma % _
tamafio cantidad
Esféricas
Ag NPs 4 mL TV 7-42nm 6a9nm
Triangular
Esférica 83.98 5a8nm
Au NPs 2mL TO 5-75nm
Triangular 8.00 120 a 140 nm
Esférica 82.13 10a15nm
Au NPs 0.4 mL v 3-47nm
Triangular 14.9 8a15nm

Estructura cristalina: Cubica centrada en las caras FCC

TV: Camellia sinensis (te verde)

TO: Citrus paradisi (toronja)
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES
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5. CONCLUSIONES

Después de terminar con la sintesis, caracterizacion y discusion de los resultados obtenidos se pueden

llegar a las siguientes conclusiones:

1)

Es posible obtener nanoparticulas de oro y plata, asi como biocompositos utilizando extracto

acuoso de Camellia sinensis y Citrus paradisi.

Se puede tener cierto control sobre el tamafio y la forma de las NPs cambiando tanto la

temperatura de reaccién como la cantidad de extracto en la sintesis.

Las AgNPs obtenidas utilizando 4 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis son capaces
de detectar los iones Hg?*, Pb2* y Cu2* utilizando el sensado por colorimetria. Se observa un
cambio de color en la solucion de café a amarillo claro, mientras que el PRS sufre un

corrimiento de 10 nm (431 nm a 441 nm).

Las AgNPs obtenidas con 3 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis a 60 °C son capaces
de detectar los iones Pb?* y Cu2* utilizando los métodos colorimétricos. Hay un cambio de
color en la solucién de café claro a amarillo con Pb2*, mientras que con Cu2* la solucidn
presenta una coloracion café obscura. El corrimiento del PRS de 403 nm a 426 nm para el ion
Pb2* con 23 nm, mientras que con el ion Cu?* el desplazamiento es de 9 nm, de 403 nm a 412
nm. La sensibilidad de estos estudios es alta ya que detectan hasta 10-° M. La deteccion por

fluorescencia es otra metodologia ideal para la deteccién de plomo y cobre.

Es posible obtener AuNPs utilizando 2 mL de extracto acuoso de Citrus paradisi, se observan
dos principales formas de las particulas: esféricas y triangulares, con estructura cristalina
cubica centrada en las caras (FCC). Esta muestra es capaz de detectar por medio del sensado
colorimétrico los iones Zn2* y Cu2*, presentan un corrimiento del PRS de 554 nm a 555 nm.
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Un mejor resultado en la deteccion de iones con esta muestra es utilizando la técnica de
fluorescencia en donde es posible detectar los iones Cu2t, Ca?* y Pb?*, Esta técnica analiza

la mejora o decremento de la intensidad del espectro de fluorescencia.

6) Se demostro que es posible obtener AuNPs utilizando extracto acuoso de Camellia sinensis,
y estas particulas son buenos sensores colorimétricos, capaces de detectar los iones Zn?*,
Sr2+, Pb2*, Ca2*y Cu?*.

7) Se obtuvieron biocompésitos, utilizando 0.4 mL de extracto acuoso de Camellia sinensis. Son

capaces de detectar/adsorber los iones Hg?* y Pb2*.

Los materiales obtenidos son ideales para el sensado colorimétrico y por fluorescencia de iones

metalicos en agua. Ya sea en solucion o en soélido.
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Abstract Silver mnanoparticles (Ag-MPs) wess
hio-synthesized using Camellia sinensis (zrean tea) agueous
extract. Manoparticles prepared with 107 3 AgN0, sohation,
using 3mL of green tea exiract and at §0°C, have spherical
shape with 8 mean dismeter of Tom The formation of the
nanoparticles was confimmed by TV-Vis spectrophotomstry
throngh stedies of the surface plasmon resonsnce (SPE).
The morphology, size and crysmalline stucnre of the
Ap-NPs were determined using hizh definition transmission
electron microscopy (TEM). Moreover, these green
synthesized Az WPs were found to exhibit good sensing
properties towards Cu’* and Pb*" ions in agueous solutions.
This metal ions-sensing ability of the biogenic Ag-NPs was
monitored by UV-Vis spectrophotometry (SPE. analyses)
and flnorescence spectroscopy.

Keywords  Biogenic-sitver Manoparticles, Camellia
.S‘unwms Manoparticles Ion-sensing, Surface Plasmon
Fesonance Flnorescence

1. Imtroduction

Mowadays, neanotechnology has immense potential
applications and is ome of the most active areas of smdy
[1-3]. Manoparticles have drawn mge atention because of
thedr great walushle properties on optical, electronic, medical,
catalytic and sensor applications [4-7]. Moble-metal
nanoparticles and their synthesis is an active srea of
academic research becanse of their forthcoming applications.
There are, mainly, two ways of synthesis: chemical methods
[B] and physical techniques [9]. Mewvertheless, toro of these
methods have many problems soch as the use of toxic
solvents, generation of harardous products andior are not
suitalble to scale-up, among others. K is necessary to awvoid
namoparticles; therefore, the growing need to apply an

eco-friendly and sustzinsble method for the synthesiz of
namomaterials [10-12] using the biological approach, [6,13]
is growing as alternative to reach these zpals. To overcome
these ill effects in chemical methods, plant extracts hawve
een used for the synthesis of metal nanoparticles, due to the
dual natmre of the biomass as a8 redocing as well as a
stabilizing agent [12, 14-17). Camellio simensic extract is
rich in polyphenolic compounds. These are epicatechin
sroups and other flavonols [18-20]. In the past few years,
silver nemoparticles have stiracted interest duoe to their
potentizl applications sach as: biomedicine [21], as a
disinfectant [22] and sensors (biosensors and naked-eyed)
[23.24].

The detection and quantification of heavy metal ions is an
important subject i recenmt days, the usual technigues
adopted for the detection of these mefls involve
specirophotometric methods, which employs
chromoienophores and ICP amalysis. The majority of
chromoienopheres available for the detection are soluble in
organic solvents, which limit the day-to-day applications and
poliute even more the environment [25-28]. E is desirable to
find procedures for selective nsked-eye detection of metal
ions in agueous media that do not require a specific
instrumentation, especially for feld-test [23]. Optical reports
methodologies Listed in the literature for the detection of
metal ions are base the surface plasmon resonance of sibver
nanopartickes, doe to dependence of the plasmon shift with
the chemical enviromment swromnding the AF nanoparticles
[20-31]. Moreover, surface plasmon resonsmce applied to
colorimetric sensors does not reguire a uniform size and
shape of the nanoparticles [28].

In this work, biogenic silver nanoparticles {4 z-NPs) were
synthesized assisted by Camellia sinensis aqueous extract as
a reducing and capping agent. The resulting colloidal amayis
evaluated in the selective colorimetric, plasmomic and
fluorescent detection of Cu*'and Pb*" ions in agueous
sohofions.
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Plasmonic seTeoTs; by the surface plasmon resonance SPR) peak centered at 544 nm in the UV-Vis spectra. Biogenic
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