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Resumen

En este trabajo se presenta la caracterizacion de Nanoparticulas de Plata (NPs-Ag)
sintetizadas por el método de bioreduccion empleando lirio acuatico (Eichhornia
crassipes). Con el empleo de un microscopio electrénico de transmisiéon (TEM, JEOL
JEM-2010F Instituto de Fisica, UNAM), con una magnificacion de hasta x800K, se
determind la composicidn, estructura, forma y tamafio de las nanoparticulas. Se
observé la influencia del pH y la concentraciéon de taninos en la solucién en las
nanoparticulas. Para analizar las imdagenes obtenidas con el TEM se empled el
programa DigitalMicrograph, el cual calcula la Transformada Rapida de Fourier de la
imagen y mide el tamafio de objetos en élla. Se observé que las fases de las NPs fueron
Ag, AgO y Ag203, con formas poliedrales y tamafios desde 1 a 60 nm; con estructura
FCC la Plata y cubica y tetragonal los éxidos. Se observaron NPs cuboctahédricas, asi
como MTP con defectos. También se examind la relacion de las NPs con la parte de la
planta empleada para la biorreduccién, que se asigna a la presencia de polifenoles

taninos.

Palabras clave: Nanoparticulas Ag, Microscopio Electrénico de Transmisién, Analisis
por FFT, sintesis por bioreduccién.



Capitulo 1

Introduccion

Este trabajo representa una pequefia contribucion al estudio de las nanoparticulas.
Debido a que las particulas de dimensiones nano-métricas tienen propiedades fisicas
distintas a una estructura de mayor escala, las nanoparticulas han tomado gran
relevancia en el desarrollo tecnologico. El fin de estos estudios es implementar las

nano-particulas en el desarrollo de tecnologia para la industria y el medio ambiente.

Las particulas de plata se agrupan en estructuras cristalinas que les otorgan
propiedades fisicas sobresalientes. Una fuerte carga eléctrica es una de las
propiedades de las nano-particulas de plata. Esta propiedad junto con su tamafio las
vuelve potentes bactericidas, lo que les da gran relevancia en el desarrollo de la

tecnologia ambiental.

Uno de los principales métodos para generar nanoparticulas y que ha cobrado
importancia en los ultimos anos es el método de biorreduccion. Este método emplea
biomasa, obtenida al procesar alguna planta, y sales metalicas para generar las nano-

particulas.

En este trabajo se estudiaron las nano-particulas de Plata que se generaron por el
método de biorreduccidon con biomasa de lirio acudtico. El instrumento con el que se

estudiaron las nano-particulas fue un Microscopio Electrénico de Transmisidn. Se

2



obserd el tamafio, composicién elemental y estructura de las nanoparticulas. Asi
mismo, se relaciono el pH de la solucién en la que se encontraban las nanoparticulas

con sus propiedades.

1.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son materiales con un tamafio del orden de los nandmetros
(10~°m), cuyo confinamiento espacial es menor a los 100 nm. Estas no representan
compuestos quimicos con un enlace metal-metal bien definido y con una determinada

nuclearidad, sino son racimos de dtomos estabilizados [1].

Las propiedades fisico-quimicas y dptico-electrénicas de las nanoparticulas metdlicas
son fuertemente dependientes de su tamaio, forma y composicién, lo cual a su vez
depende del tipo de método utilizado para la sintesis [2]. La mayor reactividad de los
nanomateriales también se puede atribuir a su gran numero de bordes, esquinas y

defectos de la superficie [3].

En general, las nanoparticulas metalicas pueden ser sintetizadas por métodos fisicos,
qguimicos y bioldgicos, presentando arreglos geométricos simples como esféricos,
triangulares y hexagonales [4]. Estas han ganado mucha atencién por las propiedades

Opticas, magnéticas, mecanicas y electromagnéticas que ofrecen [5].

El aumento en las soluciones tecnoldgicas que se puede obtener de las nanoparticulas
sintetizadas, debe ir acompafiada de métodos "verdes" de obtencidn. En los esfuerzos
mundiales para reducir los residuos peligrosos generados, la "quimica verde” estd

siendo integrada progresivamente en los avances modernos de la ciencia y la industria

[6].



e Aplicaciones

Las nanoparticulas de metales nobles han ganado gran importancia en los ultimos afios
debido a las multiples aplicaciones que se les proponen. Estas aplicaciones van desde
la purificacion del agua y el tratamiento del cancer hasta la generacion de plasmones

con luz visible y monitoreo ambiental [7].

Propiedades bactericidas y purificacion del agua.

En la actualidad, se estima que el 15% de la poblacion mundial no tiene acceso a agua
potable [8]. En gran parte, esto se debe a que las fuentes de agua dulce se encuentran
contaminadas por diversos microorganismos [9] causando enfermedades como célera,

septicemia, gastroenteritis y diarrea y generando millones de muertes anuales [10].

Aunque ya se cuenta con métodos para desinfectar el agua de microorganismos, éstos
pueden resultar poco eficientes o de dificil acceso para paises subdesarrollados.
Algunos métodos quimicos de desinfeccibn generan mutaciones en los
microorganismos, lo que con el tiempo vuelve a estos métodos poco eficientes. La
desinfeccion del agua por luz ultravioleta es poco dptima, ya que la luz-UV tiene

limitaciones al pentrar el agua y requiere alta intensidad energética [11].

El estudio de las nanoparticulas de Plata (NPs-Ag) como bactericida se ha desarrollado
fructiferamente en los Ultimos anos. La ventaja que presentan las NPs-Ag es que sus

propiedades bactericidas se activan bajo luz solar [12].

Si bien, las NPs-Ag por si mismas son un eficiente agente purificador del agua [46], al
combinarlas con Diéxido de Titanio (TiO2) como catabolizador genera mejores
resultados. Acoplando NPs-Ag con TiO2 y Quitosano (NPs-Ag@CTA) se genera un
bactericida de una excelente eficiencia y reutilizable (Figura 1.1.1). Se ha observado
gue NPs-Ag@CTA bajo luz visible llega a eliminar 99.0% de cepas de E. coli suspendidas

en agua, manteniendo esta eficiencia hasta en dos reutilizaciones [13].



(a) (b) (c) (d)
Figura 1.1.1. /mageneS de TEM de E. coli con NPs-Ag@CATa distintos tiempos: (a) 0 min. (b) 60
min. (c) 120 min. (d) 180 min [13].

Generadoras de plasmones con frecuencia SPR en el espectro visible

Los plasmones son oscilaciones de los electrones libres o de los electrones de las
Ultimas capas de valencia de un material. La propiedad mds destacada de los
plasmones es que se generan con fotones de una frecuencia que depende del material,
sus dimenciones y forma. La frecuencia de absorcién a la que se genera un plasmon es
la frecuencia de Resonancia de los Plasmones de Superficie (SPR, por sus siglas en
ingles). El estudio de los plasmones es muy prometedor ya que se preven aplicaciones
en el tratamiendo de cancer, en biomedicina, desarrollo de energia solar, monitoreo

ambiental, etc. [1,14].

Se ha observado que solo se generan plasmones en una particula cuando la longitud
de onda del fotdn incidente supera al menos en un orden de magnitud al tamafio de la
particula. Esto vuelve dependiente el estudio de los plasmones del estudio y desarrollo
de las nanoparticula s ya que si se desea manipular plasmones cuya SPR se encuentre

en el espectro visible, la particula no debera exceder los 100nm [15].

Las NPs-Ag generan plasmones cuando se les hace incidir luz visible y éstas cuentan
con un tamafio aproximado de 5nm. La morfologia de las NPs tiene un impacto directo
en las frecuencias SPRs. Para NPs-Ag, se ha pronosticado que las frecuencias de SPRs
se encuentran en el visible para formas cubicas, esféricas y poligonales con distintos

valores dependiendo de la forma (Figura 1.1.2) [16].
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Figura 1.1.2. Simulacion de la exitacion de plasmon como funcidn de la longitud de onda para
NPs-Ag de volumen equivalente a una esfera de radio r = 2.2nm [16].

La dependencia que presentan los plasmones al tamafio, forma y estructura de las NPs
es una fuerte motivacion mas para la generacion y estudio de métodos de sintesis de

NPs que garanticen el control de sus dimenciones.

1.2 Sintesis de Nanoparticulas de Plata

e Meétodo de Sintesis y Biorreduccion de NPs

En la actualidad existen diversos métodos de sintesis de nanoparticulas. Se clasifican
en Top-down y Bottom-up. Los métodos Top-down generan NPs de un material a
granel y se modifican por prosesos quimicos o fisicos. Los métodos Bottom-up toman
atomos o moléculas de un material para reagruparlos en nanoparticulas a partir de
métodos quimicos, fisicos o bioldgicos [17]. En particular, los métodos bioldgicos
emplean microorganismos que en su metabolismo sintetizan las NPs o substancias
extraidas de una planta [18]. A los productos quimicos, microorganismos o sustancias
de una planta que generan las NPs se les llama agentes reductores. A los métodos

bioldgicos de sintesis de NPs tambien se les conoce como bioreduccién [50].



Los métodos fisicos y quimicos de sintesis de NPs son eficientes y permiten controlar
del tamaiio de las NPs. Las grandes desventajas que presentan estos métodos es que

generan residuos altamente téxicos y no son econémicos [19].

Los métodos Bottom-up que emplean bacterias son los mds explotados. Muchas
bacterias sintetizan NPs eficientemente debido al procesamiento del Nitrégeno por sus

enzimas [20].

El empelo de plantas para la sintesis de NPs tiene la ventaja sobre otros procesos
bioldgicos de evitar el cultivo de bacterias, asi como poder variar el tamafio de las NPs

de forma controlada [21].

Los métodos de biosintesis empleando extractos de plantas han ganado gran atencién
debido a su simplicidad y a que se encuentran libres de productos quimicos toéxicos.
Otra ventaja que presentan los métodos que emplean plantas son las proteinas de sus
agentes reductores. Estas proteinas pueden generar capas que cubran a las NPs

metalicas, limitando su superficie y evitando su aglomeracidon y degradacion [22].

Cada planta cuenta con agentes bioreductores propios, por lo que las caracteristicas
de las NPs dependeran de la planta usada en el proceso de bioreduccidn. En la tabla

1.2.1 se muestran las caracteristicas de las NPs obtenidas al emplear distintas plantas.

Planta Metal Tamafio (nm) Referencia
Avena sativa Au 5-85, [23]
Azadirachta indica Ag, Auy Ag/Au 50-100 [24]
Aloe vera Ag 13-19 [25]
Medicago sativa Ti/Ni 01-4 [26]
Emblica Officinalis AgyAu 10-20y 15-25 [27]
Pelargonium graveolens Ag 16-40 [28]
Cinnamomum camphora AgyAu 55-80 [29]
Tamarindus indica Au 20-40 [30]
Eichornia crassipes Mn 01-abr [31]

Tabla 1.2.1. Nanoparticulas metdlicas sintetisadas empleando plantas.



La reduccién de iones metdlicos a través de plantas es posible cuando dentro de éstas

se encuentran antioxidantes, flavonas o polifenoles [5, 32-33].

e Taninos

Los polifenoles son elaborados en el metabolismo de plantas. La complejidad de su
estructura varia desde mondmeros (un fenol, CoHsOH ) hasta polimeros complejos de
peso molecular alto, denominados taninos. La concentracién y composicion de los
taninos varia considerablemente con la especie, edad y seccién de la planta. Los
taninos son potencialmente fuertes agentes reductores debido a sus numerosos

grupos -OH que promueven la actividad antioxidante [34].

Uno de los grupos de taninos son los hidrolizables, como el acido galico. Los taninos

hidrolizables forman productos solubles en agua por hidrdélisis en medios acidos [35].

Una de las aplicaciones de taninos hidrolizables fue la desarrollada por Rosano-
Ortega(2009), como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas metdlicas.
Primero, se reducen los iones metdlicos a metales cero-valentes utilizando los taninos
hidrolizables, los cuales se descomponen a través del lavado acido que se le da a la
biomasa de las planta, favoreciendo la formacidn de radicales de compuestos
organicos donde la carga negativa recae sobre los atomos de carbono los cuales
interaccionan con los iones metalicos presentes en las soluciones acuosas hasta
reducirlos a su estado cero-valente (Ver figura 1.2.1). La estabilizacién de las
nanoparticulas obtenidas se realiza a través de fuerzas de Van der Waals en donde las
moléculas organicas quedan aderidas en la superficie de las nanoparticulas vy
proporcionan una barrera, de manera que los centros metalicos quedan separados uno

del otro previniendo la aglomeracién [1].
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Figura 1.2.1. Proceso quimico para la obtencidn de taninos y la reduccion de particula s
metdlicas cero-valentes.

e Lirio Acuatico

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) contiene altas cantidades de proteinas vy
muestra actividad antioxidante contra el O, y radicales libres OH". Los antioxidantes
naturales se producen en todas las partes de la planta. Numerosos metabolitos
secundarios como taninos se encuentran en la estructura del lirio acuatico. Los
taninos son productos del metabolismo (metabolitos secundarios) de una planta que
poseen una fuerte actividad antioxidante y esta condicién puede favorecer la
reduccion de iones metdlicos a su estado cero valente propiciando la agregacién de

atomos, formando nanoparticulas metdlicas [36-38].

Se ha logrado la sintesis exitosa de nanoparticulas metalicas utilizando los metabolitos
secundarios presentes en el extracto de Eichhornia crassipes. En la Tabla 1.2.2, se
muestra una relacion de trabajos publicados utilizando lirio acuatico como agente

reductor en la biosintesis de nanoparticulas metalicas.



Sales Tamafo Tipo de

Metal metalicas registrado estructura Fuente
MnSQy,, 2 nm, 3-10 Cubicas,
Mn, Cr, Fe, Co K,Cr,05, nm, 3-10 esféricas, [1]
Ag AgNO3 10-70 nm Esféricas [39]
Au AuCls 27.45-74.35 Esférica [40]
Ag AgNO3 120-240 nm Cubicasy [37]
Ag AgNO3 18-30 nm Esféricas [41]
Ag AgNO3 2-9nm Cuboctaedroe [42]

Tabla 1.2.2 Trabajos publicados utilizando Eichhornia crassipes como agente reductor
en la biosintesis de NPs metdlicas.

Los vegetales y frutos tienen la capacidad de acumular taninos en la totalidad de la
planta de la que provienen: semillas, frutos, madera, raiz, hojas. En condiciones
normales, los taninos vegetales representan del 2 al 7% del peso fresco de la planta.
Esta cantidad representa la suma de todos los tipos de taninos presentes en el vegetal

[43].

El lirio acudtico (Eichhornia crassipes) es nativa de regiones tropicales y subtropicales.
Pertenece a la familia Pontederiaceae y es una de las plantas con mejor reproduccion y
tasa de crecimiento que se extiende rapidamente y forma tapetes en los cuerpos de
agua donde se encuentra presente. Es conocida por ser una de las peores malezas en
el mundo. Cuando no se controla, llega a cubrir los cuerpos de agua donde estd

presente y la flora y la fauna se ven afectados negativamente [37, 44].

La presencia de lirio acudtico, genera impactos negativos en las caracteristicas
fisicoquimicas del agua: disminuye la entrada de luz, merma el oxigeno disuelto en el
agua, modifica las condiciones originales de temperatura y pH del medio, altera los
niveles de nutrientes. Algunas ocasiones elimina completamente el oxigeno disuelto
en el agua causando la muerte a un gran numero de organismos acuaticos. La

presencia de lirio acuatico en cuerpos de agua resta funcionalidad al medio. Su
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presencia interfiere en la navegacién, elimina los usos recreativos, es un riesgo

potencial de dafio a los sistemas hidroeléctricos, por mencionar algunos [45].

Cada seccién del lirio acuatico presenta una concentracidon de taninos hidrolizables
distinta. Hay una mayor concentraciéon en las hojas, después los tallos y la menor
concentraciéon es en las raices. En la tabla 1.2.3 se presenta el porcentaje de biomasa
como taninos hidrolizables después de haber le aplicado el método descrito por

Rosano-Ortega(2009) [46].

Seccidon de E.
crassipes

Raiz 23,5
Tallo 29,4
Hoja 30,9
Tabla 1.2.3. Porcentaje de biomasa en forma de taninos hidrolizables (T.H.) por seccidn de la
planta.

% T.H.

En este proyecto, se propone el uso del lirio acuatico adulto (con una edad aproximada
de 10 meses al momento de la recoleccidén) presente en la laguna Chignahuapande
Almoloya del Rio, Estado de México a 19°10' de latitud Norte y 99°29' de longitud
Oeste, para utilizarlo en la sintesis de nanoparticulas de Plata, a través del método de
biorreduccidon desarrollado por Rosano-Ortega [1]. Es importante sefalar que el
impacto ambiental y humano que se puede asociar a las nanoparticulas de Plata, no
representa riesgo alguno, ya que no son toxicas para el ser humano y son facilmente

desechadas por los organismos pluricelulares.
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1.3 Estructuras Cristalinas

Una Estructura Cristalina ideal es un arreglo periodico de atomos que se repite
infinitamente. Un Cristal ideal es reconstruido por la repeticion periodica de un gupo
de atomos. Toda Estructura Cristalina, por compleja que sea, es completamente
descrita por una red y una base (Figura 1.3.1). Una base es un conjunto de atomos, o

bien una molécula.

Una red es el conjunto de puntos, vectores, en los cuales se coloca la base. Una red es
determinada por una serie de vectores a, b y ¢ tales que el arreglo dtomico desde un
punto r es el mismo que para el punto

r'=r+na+nb+nsc (1.3.1)

con nyq,ny, N3 enteros. Los vectores a, b y ¢ son llamados vectores fundamentales de

traslacion.

Estructura
Red Base Cristalina

[ ] [ ]

[ ]
[ ] [ ]
[ ] [ ]

L ]
[ ] [ ]

Figura 1.3.1. Estructuras Cristalinas bidimencional formadas por una base y la misma red.

El poligono que forman los vectores a, b y ¢ es llamado celda [47].
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e Tipos de Redes

Las redes deben cumplir la propiedad de llenar el espacio al trasladarce con los
vectores de traslacion. En tres dimenciones existen catorce tipos de redes que
cumplen esta propidad llamadas redes de Bravais. Asi como los vectores de traslacion
describen la red éstos forman celdas. Las redes relevantes en este trabajo son la
cubica centrada en el cuerpo tetragonal (bcc-tetragonal), cibica centrada en las caras
(fcc) y cubica centrada en las caras ortorrédmbica (fcc-ortorrémbica), mostradas en la
figura 1.3.2. La caracteristica de la fcc es que los vectores a,b y ¢ tienen la misma
norma y forman angulo de 90° bcc-tetragonal tiene dos vectores con la misma
longitud y uno distinto y forman angulo de 90° y la fcc-ortorrémboica es similar a una

fcc, pero la norma de sus vectores a, b y ¢ son distintas entre si [47].

c)

a

Figura 1.3.2 Esquema de las redes que presenta la Plata.a) Esquema de una red bcc-
tetragonal, b) red fcc y c) esquema de una red ortorrémbica.

e Planos Cristalograficos

Los planos cristalograficos son todos los posibles planos que intersectan elementos de
la estructura cristalina. Un plano cristalografico es denotado por los indices de Miller y
estos son determinados por los vectores de la celda. Si el plano corta en los puntos

a,2by?2c, como en la figura 1.3.3, la deduccién de los indices de Miller es la

. Cada

e R
N |-

. . - 1
siguiente: el reciproco de los enteros que multiplican los vectores de son =
reciproco es multiplicado por un nimero no mayor a uno y tales que los tres generen
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. 1\ 1 1 1 . . .
el mismo valor, (E)I'(l)i'(l) > los indices de Miller son el inverso de estos

numeros, (21 1).

(211) (100)

Figura 1.3.3. Algunos planos cristalogrdficos y sus indices de Miller.

Ya que los planos se conciben en una celda y ésta se repite para generar la estructura
cristalina, cada plano (hkl) se reepetird una cierta distancia. Esta distancia es
conocida como distancia interplanar (d ;). Las distancias interplanares de una

estructura cristalina son Unicas y la caracterizan.

No cualquier plano es concebido en la celda, ya que los vectores de traslacion son

determinados por las posiciones de los atomos y no todo plano los cruza [47].

e Estructuras Cristalinas de la Plata

Una estructura cristalina formada Unicamente por atomos de Plata estara descrita por
una red fcc y una base formada por un atomo de Plata. Los vectores de traslacién
tendran longitud de 4.077 A. Las distancias interplanares que presenta la plata como

estructura cristalina se muestran en la tabla 1.3.1
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Distancia interplanar

(A) Plano Cristalografico
2.354 111
2.039 200
1.441 220
1.229 311
1.177 222

Tabla 1.3.1. Distancias interplanares de la Plata para los distintos planos cristalogrdficos

La celda que presenta el AgO es una bcc tetragonal con los vectores de la celda tales
que |a| = |b| = 6.8834 y |c| = 9.1224 (Figura 1.3.2). En la talba 1.3.2 se muestran

las distancias interplanares que presenta el AgO.

Distancia interplanar Distancia interplanar
(A) Plano Cristalografico (A) Plano Cristalografico
5.494 101 1.642 141
3.441 200 1.616 323
3.328 112 1.601 402
2.916 202 1.574 314
2.747 220 1.570 420
2.433 004 1.458 305
2.280 301 1.428 206
2.163 222 1.391 404
2.147 114 1.373 431
2.065 132 1.361 334
1.964 204 1.322 325
1.901 321 1.294 512
1.861 303 1.290 226
1.763 105 1.284 107
1.720 400 1.276 424
1.664 224 1.266 251

Tabla 1.3.2. Distancias interplanares de AgO con sus respectivos planos cristalogrdficos

La celda con que se describe usualmente la estructura cristalina del Ag,03 tiene
vectores tales que |b| = 12.8604, |a| = 10.490 A vy |c| = 3.663A. En latabla 1.3.3 se
muestran las distancias interplanares que se generan con una estructura de Ag,0;

[48].
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Distancia interplanar Distancia interplanar
(A) Plano Cristalografico (A) Plano Cristalografico
4.065 220 1.608 800
3.340 111 1.536 460
3.217 400 1.523 422
2.742 420 1.486 731
2.692 311 1.486 551
2.622 040 1.462 242
2.482 131 1.393 602
2.428 240 1.379 171
2.179 331 1.361 840
2.065 511 1.355 442
1.985 440 1.346 660
1.804 620 1.321 622
1.761 022 1.320 911
1.729 022 1.311 371
1.687 260 1.293 080
1.676 222 1.285 751

Tabla 1.3.3. Distancias interplanares de Ag,05 con sus respectivos planos cristalogrdficos

e Difraccion de Ondas por Estructuras Cristalinas

En cristalografia, para determinar una estructura cristalino se hacen pasar rayos X a
través de ésta. Si la longitud de onda incidente, A, es similar a alguna distancia
interplanar, d, la onda se difractard. El patréon de difraccion estard dado por la ley de
Bragg

2d sen(6) = ni (1.3.2)

con O el angulo de incidencia que hace el rayo de luz y el plano de incidencia y n4 la
diferencia de camino 6ptico (figura . 1.3.4). La ley de Bragg indica aquellos puntos en

los que la interferencia es maxima.

\\ Y, ! /
% i
Plano L WA
‘ \\ ‘\‘!\. ._
\ ¥
d A |

AN fdsing
e 8y 0 —0
Figura 1.3.4. Esquema de la ley de Bragg [47].
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Ya que la estructura cristalina es formada por 4tomos ordenados periodicamente, el
patrén de difraccidon que generard un cristal seran puntos. Al conjunto de estos puntos
se le llama red reciproca. La red reciproca se encuentra en el espacio reciproco, que

tiene unidades de inverso de longitud.

Los puntos de la red reciproca son los puntos G tales que

G=hA+kB+1C (1.3.3)
con
bxc cxa axb
A=2m——— , B=2m—— , C=2m—,
a-bxc b-cxa c-axb

con h,k,l los indices del plano (hkl) y a,byc los vectores fundamentales de
traslacion, aquellos que forman los ejes de la celda sobre la que atraviesan los planos

(Figura 1.3.5).

i Tubo de
VL., rayos-X
T

1 ]

Cristal

Puntos del haz
Difractado

Punto
del haz
Transmitido

Placa
Fotografica

Figura 1.3.5. Esquema de difraccion de Rayos-X al atravesar un cristal.

La ley de Bragg predice que los puntos G son los puntos en los que se alcanzara la

maxima interferencia constructiva por la onda [47].
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Un resultado relevante para la siguiente seccion es que el patron de difraccion que
generara un arreglo periodico es modelado con gran precision por la Transformada de
Fourier. Es decir, un patrén en el espacio real tiene una funcién asociada en el espacio

reciproco y es asociada por la Transformada de Fourier [49].

1.4 Microscopio Electronico de Transmision

Ya que el Microscopio Electréonico de Transmisiéon (TEM) fue el instrumento base para
la caracterizacion de las nanoparticulas, es importante describir en detalle su
funcionamiento y la teoria que lo respalda, asi como las herramientas con las que

cuenta.

Por otro lado, siendo la resolucidn la distancia para distinguir dos puntos, la resolucion

de un microscopio queda determinada por la ecuacion de Abbe [51] como
r=—-— (1.4.1)

con N.A. la abertura nimerica y r la resolucién del microscopio.

La menor longitud de onda en el espectro visible es de 400nm aproximadamente, por
lo que un microscopio dptico estard limitado a una resoluciéon de 200 nm. Es decir, la
observacion de objetos nanométricos (1-100 nm) es imposible para microscopios

Opticos.
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e Comportamiento ondulatorio de los electrones

La mecdnica cudntica nos indica que toda particula tiene asociada una onda [52]. La
longitud de onda de una particula depende de su momento y esta expresada por la

ecuacion de deBrogglie
h
A=- (1.4.2)
P

con h la constante de Planck. Particularmente, si un elelectrén es acelerado por un

potencial eléctrico V, la ecuacidn para su longitud de onda queda expresada por

A= — (1.4.3)

con m, la masa del electréon [53]. Esta ecuacidn no considera términos relativistas.
Cuando la particula se mueve a velocidades cercanas de la luz, la expresién para el
momento se modifica y la ecuacion para la longitud de onda de la particula se

reescribe como

h
A= — (1.4.4)
\/ZmeeV(1+—22meC )

con e la carga del electrén. Por lo tanto, si un electrén es acelerado por un potencial de
200 kV, tendra una longitud de onda de 2.51x10%m, 0.00251 nm. Esta modificacién
es necesaria, ya un electron moviendose con una energia cinetica de 200 KeV tendra

una velocidad de 0.7C, con C la velocidad de la luz en el vacio [51].
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e Generacion de imagen

Considerese un haz de electrones que incide sobre el plano de una muestra. El haz
transmitidio en el plano tendrd una funciéon de distribuciéon de amplitud f(x). El haz
viajard con una funcién de amplitud en coordenadas esféricas, F(u), hasta llegar a un
arreglo de lentes convergentes, con u = s/R, con R la distancia del plano de la

muestra al arreglo de los lentes y s la seccidn de arco.

La amplitud F(u) es redirigida por los lentes. El haz de electrones emerge con una
amplitud F’'(u"), con u” = s/R" con R’ la distnacia del arreglo de lentes a la pantalla
(ver figura 1.4.1).

Si no se encuentran defectos en los lentes, entonces F(s) = F’(s) (en el arreglo de
lentes, el haz tiene la misma distrubucidon de amplitudes en el lente de entrada que en

el de salida).

Ya que

se tiene que, para el arreglo de lentes ideal, que
F'(u) =F®'R’/R)

Por otro lado, la distribucidon F(u) es F f(x), con F la Transformada de Fourier. Asi

mismo, F'(u") = F ¢(x). Entonces, siendo § la funcién Delta de Dirac,

o(x) =FF(u'R’/R)

= [[ f(X)exp [2mi(u'R’/R)]exp[2miu 'x]dXdu’
_ Jf(X)(S(X + Rx/R)dX
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= f(=Rx/R")
De esta forma, la funcién de distribucion de amplitud en la imagen, ¢ (x), serd
P(x) = f(=7%) (145)

Asi, la Amplificacion del microscopio serd R/R’. El signo menos nos indica una

invercion en la imagen [51.2].

o) (O N~

/ Arreglo de \
= Lentes s
Haz f(N /

Incidente
& %

Figura 1.4.1. Funciones de amplitud de un haz transmitido antes y después de de ser redirigido
por un arreglo convergente de lentes.

e Difractograma

Una herramienta en el estudio de estructuras cristalinas es el Difractograma. El
difractograma trabaja con la funcién de amplitud de la imagen, ¢ (x, y), y le asigna una
funcién en el espacio reciproco. La transicion del espacio real al espacio reciproco se

da por la Transformada de Fourier [51].

Es importante mencionar que el Difractograma de la imagen de una estructura
cristalina y el patrén de difraccidn de electrones o Rayos-X de la estructura cristalina

no son lo mismo, aunque hay una gran similitud entre éstos. El Difractograma es
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generado por un método matematico sobre la imagen obtenida, es decir sobre la

funcion de amplitud @(x,y).

La Transformada de Fourier de una funcion f(x) esta dada por

giy) = \/%f_o;f (x)e 7 dx (1.4.6)

Un ejemplo importante e ilustrativo es la Transormada de Fourier de un patrén

periodico como cos(x), cuya Transformada de Fourier es

g) =n[6(y —x) + 6@y + x)]

es decir, un patrén periodico bien definido en el espacio real tiene asociados dos

puntos en el espacio reciproco (Figura 1.4.1) [19]

Cos (x) g(y)
Transformada de

/\ A\ A Fourier §(y-x) 5( x+y)

T = L

Figura 1.4.2. Transformada de Fourier de del coseno.
Ya que en la realidad se tiene una cantidad finita de valores de f, uno ésta obligado a

recurrir a la Transforada Discreta de Fourier (DFT) [49]. Teniendo N valores de f y f(n)

el n-esimo valor, el m-esimo valor de la DFT sera

N
gtm) =" f(me>™x
n=1

La Transformada Rapida de Fourier (FFT) es un algoritmo eficiente que calculara los

primeros coeficientes de la Transformada Discreta de Fourier (Ver figura 1.4.3).
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FFT

Transformada Rapida de Fourier de la estructura.

FFT calcula los primeros terminos de la Transformada de Fourier y es por esto que sdlo
se observan los vectores de una region del espacio reciproco. DigitalMicrograph fue

uno de los softwares empleados y cuenta con esta herramienta.

e Aberraciones

Al generar una imagen con el microscopio electrénico aparecen factores que la
modifican. El defecto que mas perturba una imagen es el desenfoque. Las
consecuencias del desenfoque son apreciables en la imagen real y en su patrén
asociado en el Espacio Reciproco. Para entender los defectos hay que conocer algunos

conceptos.

Convolusiones

Si un haz es degenerado por una barrera o un amortiguamiento, entonces el haz
emergente serd descrito por la convolucidn del haz y la barrera [51]. Siendo descrita la
intensidad del haz en el punto x por I(x) y la barrera por g(x), entonces la intensidad
descrita por le haz emergente sera

Cx)=1(x)*gx) = [_I1(X)g(x — X)dX (1.4.7)
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1)
0 for |Xl|2a/2,

1 for 1X|<a/2,
g(x-X)

Cxo=1x) * g(x)

[(x)- @ (x-X) N

Figura 1.4.4. Convolucion de una funcion de intensidad y una barrera que la restringe [51].

Particularmente, cuando g(x) = 6(x) la funcién resultante de la convolucién es la
funcién I(x) inicial. Este es el caso cuando la luz es redirigida por un objeto y frente a
este se encuentra una caja con un pequefo orificio, dentro de la caja se formara la

imagen del objeto (Figura 1.4.5).

';.‘

.

Il

Figura 1.4.5. Convolucion de una distribucion de intensidad con una delta de Dirac.

Contraste
Siendo q(x) la funcién de transmision del haz, se generard un cambio de fase, a(x),

en la onda del haz al atravesar la muestra. La funcion de transmisién es de la forma
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q(x) = e @™ (1.4.8)

El cambio de fase, a(x), depende del espesor y del indice de refraccion de la muestra.
Si una onda plana incide en el objeto, la intensidad transmitida sera |q(x)| = 1. Un
sistema de lentes ideales recreara la funcién de transmision, por lo que la intensidad

de distribuciones de la imagen cumpliria

lY(x)|? = |q(=R/R)|?> =1

de lo contrario no habria contraste en la imagen correspondiente a la estructura del
objeto. En muchos objetos hay absorcién y esparcimiento por lo que se tiene que

considerar, si el objeto es muy pequefio, una mezcla de fases y una amplitud

q(x) = eila@-p ] (1.4.9)

Las muestras en un microscopio electrénico son esencialmente objetos de cambio de

fase, variando la fase segun el potencial electrostatico en el punto [51].

Contraste por Desenfoque
Si se considera la situacion de la figura 1.4.1 con un arreglo de lentes idealesy R = R,
entonces f(x) = @(x). Un desenfoque serd la funcién de distribucion de amplitud en

un plano a una distancia A del objeto.

Por otro lado, una lente delgada ideal convergente con foco f es una funcién de

transmision

e—ikx?/2f (1.4.10)

de esta forma, una onda plana que incide en la lente delgada convolucionara con la
interferencia del lente en una delta de Dirac, es decir, el haz se concentrard en un

punto.
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Entonces, la funcion de transmisidon generada por el desenfoque estara dada por
Y(x) = q(x) = e7Hhx" /24
siendo q(x) = F~1d(u), la convolucién se escribira
ff @ (u) exp[—2miux] exp[irAAu?] du

Para A suficientemente pequeiio,
exp[imdAu?] = 1 + imAlu?

Entonces, siendo a” la derivada,

Yx) = fqb(u) exp[—2miux] (1 + irAAu?) du

= explia(x)] + imdA j u?®(u) exp[—2miux] du

_ i | [1 N (AA) ) + iA/l)( , )z]
= explia(x) yy a’’(x) ( e a’(x)
(1.4.12)
Para un desenfoque pequefio, AA, la intensidad en cada punto serd
I(x) = 1+ (41/21) - a”"(x) (1.4.12)

Los efectos de desenfoque al observar un objeto se aprecian en la siguiente figura,

algunos planos cristalograficos desaparecen en la primera imagen [51].
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Figura 1.4.6. Variaciones en la imagen de una nanoparticula por efectos de desenfoque. a) Imagen de
una NP con ligero desenfoque. b) Imagen de NP correctamente enfocada

FFT y el Desenfoque
Como se acaba de mostrar, el tener un desenfoque genera variaciones en la funcién de
transmisién de amplitud. El desenfoque generara aberraciones en el espacio reciproco,

determinadas por la FFT de la funcién de transmisién de amplitud.

siendo la funcién de transmisidon de amplitud
) ViVANEES A1 , 2
Y(x) = explia(x)] [1 + (E) a’(x)+ (E) (a (x)) ]

El patrén en el espacio reciproco estara dado por la exprecion

500 = - etacon[y + (B)e o+ ()

1 = .
= — [ —lyx
o f_xexp[la(x)]e dx

ton [ eliewl [() e 0+ (5) (@@)’] et a

— explia(x —)a”(x — ) (a’(x e x

2m ), p 4 41

la segunda integral expresa el desenfoque y conlleva modificaciones del patrén en el
espacio reciproco, como se observa en la figura 1.4.7 en la el mismo objeto genera

distintos patrones en el espacio reciproco y la imagen correctamente enfocada genera

patrones mejor definidos y mas detallados.
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a) (A) b) (A) c) (A) d) (A)
| 2.656:0.092 | 2.6670.092 | 2.639+0.091 | 3.106+0.125

b) (A) c) (A) e) (A)
2.677+0.093 | 2.677+0.081 | 3.195+0.133 | 2.954+0.113
3.195:0.133 | 3.106%0.125 | 2.677+0.093

| 2.500+0.081 2.581+0.087

Figura 1.4.7. Imagenes de una NP a distintos enfoques. Al lado de cada Imagen se presenta su
patrén en el Espacio Reciproco por seccion de la NPs. a) Imagen con ligero desenfoque. b)
Imagen correctamente enfocada.

e Campo Claro, Campo Oscuro y Alta Resolucion

Cuando se hace incidir un haz de fotones o de electrones a través de una muestra,
parte del haz serd difractado y la otra atravesara la muestra sin difractarse. El haz
difractado serd emitido en un angulo mayor que el haz no difractado (haz transmitido),
como se muestra en la figura 1.4.8. Si se coloca una lente convergente frente a la
muestra con eje dptico paralelo al eje del haz incidente, se conseguira el patrén de

difraccion de la muestra en el plano focal de la lente.
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Si se toma Unicamente el haz transmitido se generara una imagen de bulto de la
muestra, una imagen poco detallada o sin detalle alguno. A este tipo de imagen se le
llama imagen en Campo Claro, ya que la imagen se coloca sobre un fondo claro y

el haz transmitido lo oscurece.

Si se genera una imagen con el haz difractado, se obtendrdn los detalles de la imagen
pero no el interior de ésta (Figura 1.4.9). Las imagenes generadas con el haz difractado
son llamadas imagenes en Campo Obscuro, ya que la imagen que genera el haz

difractado se coloca sobre un fondo oscuro [54].

Haz Incidente
. . Muestra . )
Haz Haz
Transmitido Difractado
Plano Focal
Campo Claro Campo Ohscuro

Figura 1.4.8. Esquema del camino que sigue un haz al atravesar una muestra y ser enfocado.
Un porcentraje del haz se transmite con minima o nula difraccidn y el otro es completamente
difractado.
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Figura 1.4.9. Imagenes de TEM de NPs de una misma muestra. a) Imagen en campo obscuro. b)
Imagen a campo oscuro.c) Imagen de TEM a alta resolucion.

Si se coloca una pantalla en el plano focal se obtendria la proyecciéon del espacio
reciproco que se genera con la imagen. Ya que el haz que se difracta por pequefios
detalles serd desviado un mayor angulo del eje optico, el patrén de difraccion
generado por estos detalles se encontrard alejado del céntro de la pantalla. El haz
difractado por detalles de poca resolucidon se encontrard mads cerca del céntro que
aquellos difractados por detalles de mayor resolucion [49]. En la figura 1.4.10 b) se
muestra el patrén de difraccion de un objeto y, encima, la imagen generada con una

seccién del patron o todo.

Figura 1.4.10. a) Imagen recontruida con la seccién del patron correspondiente. b) Patron de
difraccion generado con un objeto, parcial o total [49].

Cuando se emplea un TEM en alta resolucién los haces transmitidos y difractados son

combinados para generar una imagen detallada, en campo claro (Figura 1.4.9-c).
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e Analisis de Composicion Quimica por EDS

El haz de electrones de un microscopio electronico genera rayos-X al incidir en la
muestra que se observa. La energia de estos rayos-X depende de los atomos sobre los
que incide el haz de electrones. Si un Microscopio electrénico cuenta con un detector
de rayos-X, la composiciéon quimica-elemental de una muestra se puede determinar

por una Espectrometria por Dispersién de Energias (EDS, por sus siglas en inglés).

Energias Caracteristicas de los Atomos

Cuando se hace incidir un haz de electrones a un atémo y el haz es suficientemente
energetico, el atdmo perdera alguno de sus electrones. Cuando un electrén incide
sobre un atémo con suficiente energia éste inoizara al atémo “pateando” uno de los

electrones de las capas de valencia (Figura 1.4.11) [53].

Electron {7 ...)
Expulsado

Figura 1.4.11. Un electrdn libre choca contra un dtomo liberando uno de sus electrones,
haciendo que uno de los electrones de las capas superiores descienda y libere un fotén de alta
energia (un rayo-X).

Los atomos tienden a estar en su estado de minima energia. Si se libera uno de los
electrones la n-esima capas de valencia, entonces un segundo electréon de alguna de
las capas superiores ocupara el lugar del electrén liberado y emitird un fotdon de una

frecuencia:
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y=2mn (1.4.13)

donde E),, es la energia de un electrén por encontrarse en la n-esima capa de valencia 'y

E,, la energia de la m-esima capa, conm > n.

Si un electréon de las primeras capas de valencia es liberado y un segundo electrén de
alguna de las capas superiores ocupa el lugar del primero, entonces se liberara un
foton. Estos fotones son llamados rayos X. Los rayos X mas energéticos son llamados

rayos X Duros y los menos energéticos, rayos X suaves.

Ya que cada elemento quimico cuenta con un numero de protones especifico, el
atomo de un elemento amarrara cada uno de sus electrones con una energia
caracteristica y los fotones que éstos emitan tendran frecuencias especificas para cada

elemento (Ver figura 1.4.12) [53]

a)
b)
A
I Oro
Key 2
L‘Qx_s L My
s Ma
Ka
Ly
>
0.15 - 0.18 0.8 - 1.4 3.5 - 7.5 A\ (K)
80 - 65 14.5 - 8.5 3.5 - 1.5 E (keV)

-
-

Figura 1.4.12. a) Notacion que recibe un foton que se emite cuando un electron desciende de
capa de valencia. b) Energia y longitud de onda de los fotones que emite un dtomo de oro [53].

32



1.5 Objetivo e Hipotesis

e Objetivo Principal
Caracterizar la estructura, forma, tamafio y composicion de las nanoparticulas
de plata (2-200 nm) generadas por el método de biorreduccién usando lirio
acuatico (Eichhornia crassipes), asi mismo evaluar la influencia del pH de la
muestra y la seccidn de la planta (hoja, tallo, raiz) en las caracteristicas de las

nanoparticulas.

e Objetivos Particulares
1.- Caracterizar las nanoparticulas empleando un Microscopio Electrénico de

Transmision (TEM) para determinar la estructura y tamaio de éstas.

2.- Emplear un identificador de Espectroscopia por Dispersion de Energias de
rayos X acoplado al TEM para determinar la composicidon quimica elemental de

las nanoparticulas.

3.- Relacionar las caracteristicas fisicas de las nanoparticulas con los distintos pH

de las soluciones en las que se encontraban y las propiedades fisicas de éstas.

e Hipotesis
- Es posible sintetizar nanoparticulas de Plata empleando biomasa de lirio
acuatico y las caracteristicas de las nanoparticula s variaran de acuerdo a la

seccion de la Plata con la que se generd la biomasa.

- Las nanoparticulas se encontraban disueltas de forma homogénea en la

solucidn, por lo que cualquier fraccion de la muestra la representaria.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

2.1 Sintesis de las Nanoparticulas

Procesamiento de la Biomasa
Se emplearon 2 m? de Eichhornia crassipes (lirio acuatico) del lago de Chignahuapan,

ubicado en el municipio de Almoloya del Rio en el Estado de México.

El lirio acuatico fue lavado con agua corriente hasta que el agua de enjuague se mostré
translucida. Los ejemplares se dejaron escurrir y se secaron a temperatura ambiente
por 15 dias. Después, se seccionaron en raices, tallo y hojas. Cada seccién fue reducida
a trozos de aproximadamente 1 cm de largo, para facilitar su secado en horno. El
secado en el horno fue a 60°C por 3, 8 y 12 horas para las hojas, raices y tallos,

respectivamente.

Los trozos secos se trituraron en una licuadora industrial (OSTER) y se pulverizaron en
un mortero de agata hasta obtener un polvo fino de que se tamizé con una malla 20.

Se colectaron las particulas menores a 0.84 mm.

La biomasa en polvo se acondiciond siguiendo el proceso de Rosano-Ortega [1]. La

biomasa pulverizada se lavd 2 veces con una solucién de HCl de 500 mL por cada 100 g
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de biomasa. Se dejo reposar por 30 minutos entre lavado. La biomasa se filtrd
utilizando una tela de algoddn y se deshidrato en un horno de secado a 50°C durante
48 hrs. La biomasa obtenida se tamizd por ultima ocacuidon con una malla 20,

colectando las particulas menores a 0.84 mm.

Sintesis

Se pesaron 0.125g de biomasa lavada de raices, tallos u hojas de Eichhornia Crassipes
y se colocaron en un tubo de polietileno de 50mL con tapa roscada. Inmediatamente,
se le agregaron 25 mL de agua desionizada y los tubos se agitaron en un bafio
ultrasdnico (Branson® CPX3800H) por 15 minutos; 5 minutos después, se centrifugaron
a 3000 rpm durante media hora. A continuacion, se adicionaron 5 mL de solucién
buffer (pH 4.1, 7.1y 12.1) en los tubos y éstos se agitaron 15 minutos mas en un bafio
ultrasdnico. 5 minutos después, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 30
minutos. Por ultimo, a cada muestra se le agregd 25 mL de solucién metalica de AgNO3
y se agitaron nuevamente en un bafio ultrasénico por 15 minutos. Se dejo reposar las
muestras por 5 minutos y se centrifugaron por ultima ocasiéon durante 30 minutos a

3000 rpm. La biomasa fue separada del sobrenadante por filtracion.

2.2 Caracterizacion de las Nanoparticulas

La caracterizacion de las NPs se basd en el manejo de un Microscopio Electrénico de
Transmisiéon (TEM, JEOL JEM-2010F Instituto de Fisica, UNAM) (Figura 2.2.1). El TEM
empleado cuenta con una amplificacién de hasta x800K. Se manejo a un voltaje de 200

KV.

Los software empleados para la medicién de la longitud de las NPs y su estructura

cristalina fueron Image-J y DigitalMicrograph [ ].
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Figura 2.2.1. Microscopio Electrdnico de Transmision JEOL JEM—.2010F Instituto de Fisica, UNAM

Distribucion de Tamaios

Para las mediciones de tamafos se tomaron imagenes en campo claro y campo
obscuro y se midieron las NPs de alto contraste con los software Image-J y
DigitalMicrograph. Estos softwares ayudaron a realizar las mediciones del largo de las
NPs de forma eficiente y precisa. En todas las mediciones se consideré la mayor
longitud de la NP (Figura 2.2.2). Por cada muestra se midieron entre 150 y 200 NPs y se

generaron histogramas de longitud vs frecuencia.

EH251700106

eyl b " NGy i
S QY .

Figura 2.2.2. Método empleado para la medicion del larrgo de las NPs.
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Fase y Estructura

La estructura cristalina y fase (metdlica u 6xido) de la Plata se determind midiendo las
distancias interplanares que presentaron las NPs de Plata. El proceso para medir las
distancias interplanares en una NP o una seccion de ella fue el siguiente: la imagen
obtenida con el TEM se abrid en el programa DigitalMicrograph, éste generd la FFT de
la seccion de la imagen en la que se encontraba la NPs, se midié la longitud de los

vectores en el espacio reciproco y se calculd su inversa (figura 2.2.3).

N |

A: FFT of R71_.0003

(=@ "7237_'}
=1 C: Profile Of FFT o|i\@|@

i . |
13 .

'
: .
2.245 1/nm-+we—2.83 1/nm—'< 5.075 1/nm

o 1

- 3 4 5 & 7
1/nm

vectores en el espacio reciproco.

37



Capitulo 3

Resultados

En este capitulo se resumiran las observaciones y mediciones obtenidas. Los
resultados se dividen en las distribucién de tamafios por muestra, composicién
quimica, estructura y fase de la Plata en las nanoparticulas y en la forma de éstas.
Los resultados obtenidos dependieron tanto de la seccién de la planta empleada
para la biorreduccién como el pH de la solucién en la que se encontraban

suspendidas las nanoparticulas.

3.1 Distribucion de Tamanos

pH4.1

En la figura 3.1.1 se muestra la distribucion de tamanos que se encontro para las
nanoparticulas generadas con la hoja del lirio y un pH de 4.1 en la muestra. En la Figura
3.1.2 se muestran las distribuciones de tamafos para muestras con este mismo pH

pero generadas con distintas secciones de la planta. En la figura
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pH4.1-Hoja

40

Frecuencia

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Longitud (nm)

Figura 3.1.1. Distibucion de tamanios obtenidos al emplear la hojay un pH 4.1.

pH4.1-Tallo pH4.1-Raiz

40 40

35 35

30

25

20

15 4

Frecuencia
Frecuencia

10

a 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 36 42 48 534 60

Longitud (nm) Longitud (nm)

Figura 3.1.2 Distribucién de tamarfios obtenidos empleando tallo y raiz con un pH 4.1.

- . - . '.- 1 . e g
Figura 3.1.3 Imdgenes de distribucién de tamafio de las muestras con un pH 4.1y a) hoja
b) tallo c) raiz.
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pH 7.1

En la figura 3.1.4 se muestra la distribucion de tamafios que presentaron las
nanoparticulas de Plata que fueron hechas empleando la hoja del lirio en la
bioreduccion y un pH de 7.1. En la figura 3.1.5 se muestran las distribuciones de

tamafios empleando tallo y raiz con el mismp pH (Figura 1.3.6).

pH7.1-Hoja

2]
o

IS
o

Frecuencia
S

o

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Longitud (nm)

Figura 3.1.4. Distibucion de tamarios obtenidos al emplear la hojay un pH 7.1.

pH7.1-Tallo pH7.1-Raiz
60 70
50 60
50
= = 40
5 x| :
o @ 30
g 20 =
™™ L
10 10
0 A o
Q 6 12 18 24 30 36 42 48 54 &0 a 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Longitud (nm) Longitud (nm)

Figura 3.1.5. Distribucién de tamarfios obtenidos empleando tallo y raiz con un pH 7.1.

) b I

Figura 1.3.6. Imdgenes de distribucion de tamafio de las estras conunpH 7.1y a)hoja
b) tallo c) raiz.
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pH12.1
En las figuras 3.1.7 y 3.1.8 se muestran las distribuciones de tamafos que se generaron

cuando el pH de las muestras fue de 12.1.

pH12.1-Hoja

70
60
50
40 -
30 -
20 -
10 +
0 - — -

Frecuencia

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Longitud (nm)

Figura 3.1.7. Distribucidon de tamafios de las NPs sintetizadas empleando la hoja del lirio y un
pH de 12.1 en la solucidn.

pH12.1-Tallo pH12.1-Raiz

70 70

60 60
m S50 m S0
S 40 5 40
a 30 a 30
] ]
1=} 1>}
b 20 4 b 20

10 10

0 [

a 3 51 9 12 15 18 21 24 27 30 a 3 51 9 12 15 18 21 24 27 30
Longitud (nm) Longitud (nm)

Figura 3.1.8. Frecuencia de tamafios de las NPs con el tallo y la raiz del lirio y un pH de 12.1

a) b) c)
& ;

Figur 1.3.9. Imdgenes de distribucion de tamafio de las muestras con un pH 12.1 y a) hoja
b) tallo c) raiz.
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3.2 Composicion Quimica

En esta subsecciéon se muestran los EDS generados al tomar los rayos X emitidos por
las muestras al observar las NP’s. El objetivo de los analisis EDS es comprobar que las
estructuras cristalinas observadas son de Plata. La informacion del EDS de cada

muestra es local.

pH 4.1

En las siguientes tres figuras se muestran los EDS de las NPs generadas

H4.1 0026

Figura 3.2.1. EDS de un conjunto de NPs de la muestra generada con la hoja del lirioy pH 4.1.

T4.1 0036

Figura 3.2.2. EDS de una NP generada con el tallo del lirio y un pH de 4.1.
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R4.1 0006

pH 7.1
En las figuras se muestra el analisis EDS hecho sobre NPs generadas en solucones con

pH 7.1 para las distintas secciones de la planta.

Elesent Counts [K-Rel K-Std Wt X Rtom X
x84 251 H7.1 0035

fg-L 8200  1.708 80,51 50,59

P =K 1605 10022 -—— 10.61 23.21

Ha=K 1066  1.451 == 8,89 25,21

Total 100, 00 100,00

Figura 3.2.8. EDS de un conjunto de NPs de la muestra generada con la hoja del lirioy pH 7.1.
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T7.1 0010

-

Figura 3.2.5. EDS de un conjunto de NPs de la muestra generada con tallo del lirioy pH 7.1.

Elenent. K=Rel K=-S5td He X Atom X
w.51 =51 R7.1_0020
gL 4340 1,708 — 68,45 35,13
P -¥ 1900 1082 — 17.93 32,06 r
Ha=kK 107 1,451 === 13.62 32.81 -
Total 100, 0 100y

Figura 3.2.6. EDS de un conjunto de NPs de la muestra generada con la raiz del lirioy pH 7.1.
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pH 12.1
Sélo se agrega un EDS de las muestras generadas con pH12.1 ya que todos los EDS

obtenidos de muestras con este pH fueron identicos.

T12.1_0006

Figura 3.2.8. EDS de una NP generada con el tallo del lirio y un pH de 12.1.
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3.3 Estructura y Fase

Debido a la nimerosa cantidad de nanoparticulas observadas sélo se muestran las

NP’s mas representativas de cada muestra. Las NP’s mostradas en esta seccidon forman

parte de los grupos de NP’s observadas para las dispersiones de tamano.

pH 4.1

En las figuras 3.3.1-3.3.6 se muestra la imagen de una NPs, la FFT de algunas secciones

de ésta y las distancias interplanares medidas aparir de la FFT, NP de biorreduccion con

hoja, talloy raizy pH 4.1.

Hoja 4.1_0019 a)

e ) (A)
% 2.427+0.010
2 =y 2.710:0.012
3.401+0.019

b) (A) ) (A

2.813+0.013 | 3.170:0.016
2.899:0.014 | 2.387+0.009
2.581:0.011 | 2.857:0.013

Figura 3.3.1. Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con hoja
ypHA4.1

Hoja 4.1_0031

b

Figura 3.3.2. Segunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con

a) (A) b) (A) o) (A)
2.946:0.017 | 2.743:0.015 | 2.4810.012
3.072+0.019 | 2.681:0.014 | 2.358:0.011

2.928+0.017

hojay pH 4.1
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Tallo 4.1 _0024

£

i R

%Qﬁn ,{’ ; v
R

a) (A)

2.677£0.009
2.83310.010
3.0860.012

ypH 4.1

Tallo 4.1_0017

Figura 3.3.3.Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con tallo

b) (A)
2.801£0.013

a) (A)
2.770£0.012
2.874:0.013

talloy pH 4.1.

Raiz 4.1_0052

c) (A)
2.861:0.013
3.035:0.015

Figura 3.3.4. Segunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con

a) (A) b) (A)
3.077:0.123 | 2.833t0.104

pH 4.1

c) (A)

2.751+0.098
2.8740.107
3.236+0.136
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Raiz 4.1_0055

-
2 a) (A) b) (A) c) (A) e) (A)

2.677+0.093 | 2.677#0.081 | 3.1950.133 | 2.954+0.113
3.106:0.125 | 2.677£0.093
2.581:0.087

raizy pH4.1.

pH 7.1

En las figuras 3.3.7-3.3.12 se muestra la imagen de una NPs, la FFT de algunas
secciones de ésta y las distancias interplanares medidas aparir de la FFT, NP de

biorreduccion con hoja, tallo y raizy pH 7.1.

H7.1_0024

a) (A) b) (A)
1.3760.020 2.410£0.058
2.296+0.053 2.299+0.053

2.188+0.048

Figura 3.3.7. Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con hoja
ypH 7.1

48



H7.1_0023

a) (A)

2.250£0.028
2.312+0.029
2.497+0.034
2.176+0.026

hojay pH 7.1

Figura 3.3.8. Seunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con

a) (A)
2.022+0.041
1.972£0.039n

ypH 7.1

2.401+0.040

talloy pH 7.1

Figura 3.3.10. Sguna Ign de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
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R7.1_0003

(A)
6.335+0.201
3.257+0.053
6.667+0.222
2.31240.027

Figura 3.3.11. Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con raiz
ypH 7.1

R7.1_0020

R =] 2 N

(A)
5.695:0.162
| 2.950£0.044

Figura 3.3.12. egunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
raizy pH 7.1

pH 12.1
Para las nanoparticulas sintetisadas con un pH de 12.1 sdlo se consiguieron observar

con alta resolucién aquellas que fueron biorreducidas con la hoja y tallo del lirio

(Figuras 3.3.13-3.3.16)

H 12.1_0020
a) (A) o) (A) b) (A)
2.387:0.014 | 2.086+0.010 | 1.988+0.009
2.427+0.014 2.581+0.016
2.252+0.014

Figura 3.3.13. Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
hojay pH 12.1
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H12.1_0050

N - - -
SSEE PR o) () b) (A) b) (A)
: 2.250+0.012 2.301+0.013 1.974+0.009
2.317+0.013 2.301+0.013 2.088+0.010

2.460+n0.01

a

Figura 3.3.14. Segunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
hojay pH 12.1

Tallo 12.1_0016

b) (A)
2.34740.036

a) (A)

1.4720.014
1.781+0.021
2.345+0.036

c) (A)
2.4630.039

Figura 3.3.15. Primer Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
talloy pH 12.1

Tallo 12.1_0018

—
a) (A) b) (A) c) (A) d) (&)
1.944+0.074 1.874+0.069 2.151+0.044 2.293+0.050

2 : 1.896+0.070 2.198+0.094
£ o 2.301+0.103

2 i 2.401+0.112

Figura 3.3.16. Segunda Imagen de NP, FFT de ésta y distancias interplanare. Biorreducida con
talloy pH 12.1

51



Capitulo 4

Conclusiones y Discusion

4.1 Concluciones

e Distribucion de Tamanos

Los histogramas presentados en la seccién 3.1 indicaron variaciones de los tamafnos de
las NPs en las distintas muestras analizadas. Las NPs con que fueron generadas en una
solucién con pH 4.1 no presentardon una tendencia en su tamafio. Se encontrd un alto
porcentaje de NPs desde 6 a 36 nm. Fuerdn escasas las NPs que superaron 60 nm de

longitud.

Las NPs generadas en una soluciéon con pH 7.1 presentaron menor dispersion de
tamafios. Ademas, las NPs de estas muestras fueron mas pequefias, concentrandose

en largos de 2 a 12 nm. Fueron escasas las NPs con longitud mayor a 40 nm.

Para las muestras con pH 12.1 mostraron NPs muy pequefas y con tamafos poco
variados. Las NPs en de estas muestras fueron las que presentaron mayor tendencia en
el tamano. Ademas, el porcentaje de NPs con tamafo superior a 25 nm es

despreciable.
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Las distribuciones de tamafios entre muestras se pueden comparar con el tamafio

promedio por muestra y su desviacidn estadndar, mostradas en la tabla 4.1.1.

Muestra Promedio (hm) Desviacién Estaandar (nm)
pH4.1-Hoja 19.07 13.11
pH4.1-Tallo 25.91 14.93
pH4.1-Taiz 20.44 11.14
pH7.1-Hoja 7.86 6.31
pH7.1-Tallo 14.19 11.46
pH7.1-Raiz 15.10 12.31

pH12.1-Hoja 4.98 4.39
pH12.1-Tallo 8.21 6.20
pH12.1-Raiz 5.64 5.00
Tabla 4.1.1. Promedio y desviacion estadndar de los tamarfios de las NPs para las distintas
muestras.

En los histogramas de la seccién 3.1 se observa que las muestras del mismo pH
presentaron variaciones en su promedio. Las NPs biorreducidas con hojas del lirio
acudtico se concentraron en menores tamafnos y las generadas con raices, a mayores

tamafios. Estos patrones se atribuyen a la mayor concentracion de taninos en las hojas

y a la menor en las raices.

e Composicidon Quimica

Las figuras de la seccidn 3.2 nos indican la concentracién de Plata, Oxigeno y Carbono.
La concentracién de Carbono se atribuye a la biomasa y la del Oxigeno y Plata, a la de

las NPs. La alta concentracién de Cobre en los EDS se debe a las rejillas en las que se

colocan las muestras.

Se observa que todas las muestras contenian Oxigeno. Las muestras con pH 4.1 fueron

las que presentaron menor concentracion de Oxigeno y de Carbono y mayor
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concentracion de Plata. Esto indica que un alto porcentaje de NPs generadas en estas
muestras se constituyeron de Plata y no solo de éxidos de ésta. Las NPs con mayor
concentracion de Oxigeno y de Carbono fueron las que se generaron con un pH neutro,
7.1. Se esperaria que las NPs de estas muestras se constituyeran Unicamente de 6xidos

de Plata.

e Estructura Cristalina y Fase de la Plata

Las tablas de distancias interplanares de la seccién 1.3 junto con las distancias
interplanares obtenidas indicaron la estructura y el estado de oxidacién de Plata en las

NPs.

Las NPs sintetizadas en muestras con un pH 4.1 fueron constituidas por éxidos de Plata
Unicamente. Cuando se emplearon hojas del lirio acuatico hubo altro porcentaje de
NPs de Ag,03 y poco de AgO; para el tallo se encontron similares cantidades de NPs

de Ag,03 y AgO, similarmente cuando se emplearon raices de la planta.

Cuando las muestras generadas contaban con un pH de 7.1 se observaron NPs
formadas Unicamente por Plata, fase metalica, o por su primer éxido. Las muestras
generadas con hojas y con tallos presentaron NPs construidas por Plata o por su primer
oxido, sin preferencia por alguna fase en ambas muestras. Las NPs sintetizada con

raices generaron NPs de Ag,03, AgO y Ag, en proporciones similares.

Las NPs generadas en un medio con pH 12.1 fueron constituidas sélo por éxidos de la
Plata, no se encontraron NPs metalicas de Plata. Tanto las NPs generadas empleando
hojas como las generadas empleando tallo del lirio acuatico generaron NPs de Ag,03 y

AgO en proporciones similares.
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4.2 Discusion

En este trabajo se ha demostrado que el método de bioreduccién de Rosano-Ortega
[1] para sintetizar nanoparticulas de Plata se puede extender a emplear lirio acuatico

y no sélo alfalfa, que es la planta que sugiere el articulo.

Una de las nuevas relaciones que se encontrd en este trabajo fue la de los taninos del
lirio acuatico y el tamafio de las nanoparticulas de Plata. A mayor concentracion de
taninos en las soluciones, menor tamafio de las NP’s de Plata. Los tamanos fueron
variados pero las distribuciones de tamafio se acercaban mas al cero cuando la
concnetracion de taninos era mayor. Las NP’s generadas con la hoja (mayor
concentracion de taninos) eran mas pequeiias que las sintetizadas con la raiz (menor

concentracion).

Otra nueva relacién sobresaliente fue la concentracion de los tamafios de las NP’s de
Plata y el pH de las muestras. A mayor pH, mayor concentraciéon del tamafio de las
NP’s. Las NP’s generadas en soluciones de un pH bajo tuvieron tamanos dispersos sin
ninguna tendencia aparente, mientras que las NP’s generadas con un pH de 12.1

tenian mas del 40% de particulas concentradas en intervalos de 3nm.

Las NP’s generadas con un pH 12.1 vy la raiz del lirio fueron las de menor dispersiéon de
tamafios, concentrandose entre 3 y 6 nm el 77% de las NP’s medidas. Esto es de gran
utilidad ya que si se desea sintetizar NP’s con estas caracteristicas se sabrd que hay
gue emplear Unicamente la raiz del lirio y no toada la planta. Una aplicacién directa de
este resultado seria comprobar que las NP’s de Plata en este intervalo de tamanos
generan plasmones cuando se hace incidir luz visible con longitud de onda entre 350 y
550 nm, como se predice [ ]. Por otro lado, si se desea generar un filtro de luz visible
empleando NP’s de Plata podria ser empleado el método de biorreduccién empleando

un pH de 4.1 y el tallo de la planta, pues las NP’s de Plata generadas con estos
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parametros tendrian una amplia distribucion de tamafios concentrandose entre 3 vy

26nm.

El siguiente paso del experimento seria determinar el potencial bactericida de las NP’s
generadas. Colonias de bacterias, como E. coli, serian expuestas a las NP’s de las
distintas muestras y se monitoriaria el cambio del niumero de colonias con el tiempo. El
resultado podria ser particularmente interesanta ya que las distintas muestras

contienen distintas distribuciones de tamafio y distitnas fases de oxidacién de la Plata.

Otra etapa del experimento seria determinar la forma geométrica de las
nanoparticulas de cada una de las muestras. Las NP’s de Plata al sintetizarse toman la
forma de icosaedro, cubo-octaedro, octaedro-truncado, etc. Se podria determinar
cuales son las distintas formas geométricas que toma cada estado de oxidacién de la
Plata y que formas adquieren las NP’s de cada muestra. Se analizaria con mayor
detenimiento cada una de las NP’s observadas y se obtendrian mas imagenes de las

NP’s de las distintas muestras a maxima resolucion del TEM.
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