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RESUMEN

En el presente trabajo se sintetizaron nanopartículas de plata, o AgNPs por su

nombre en inglés “Silver Nanoparticles”, con una baja variabilidad de tamaño; se

buscó un tamaño de partícula promedio de 15 nm ± 5 nm, y una vez obtenidas las

partículas del tamaño deseado, se prosiguió a soportarlas sobre hidroxiapatita

sintética, la cual se escogió de esta manera para tener propiedades homogéneas

de este material y obtener características combinadas de Ag y HAP en un mismo

material.

Se utilizaron y compararon dos métodos de síntesis química, el método de

reducción química con borohidruro de sodio en medio acuoso comúnmente

conocido como “reducción química” y el método de reducción química utilizando

etilenglicol mejor conocido como “el método del poliol”, haciendo uso del polímero

biocompatible polivinilpirrolidona (PVP) como surfactante. Se probaron tres

diferentes concentraciones, 5, 10 y 20 mM, escogiendo una por cada método para

combinarla con la hidroxiapatita (HAP). Se tomaron en cuenta dos factores para

decidir que concentración usar por método: el tamaño promedio y el intervalo de

diámetro de las partículas sintetizadas; el tamaño promedio de las AgNPs fue de 16

nm, con una variación de ± 5 nm. Para soportar las nanopartículas de plata sobre la

hidroxiapatita se llevó a cabo la síntesis en presencia del mineral.

Las técnicas de caracterización utilizadas fueron difracción de rayos X (DRX),

espectroscopía ultravioleta-visible (UV-Vis), microscopía electrónica de barrido

(SEM) y para medir el efecto bactericida se utilizó la técnica de difusión en agar en

cepas de E. Coli (Gram Negativa) y Staphylococcus Aureus (Gram Positiva). Para

el material compuesto de los métodos anteriores, solo se utilizaron las técnicas de

DRX y SEM, además fue necesaria la técnica de espectroscopía infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este trabajo es soportar AgNPs sobre hidroxiapatita para que

en un futuro el uso combinado de estos materiales pueda ser utilizado en

aplicaciones biomédicas, con la intención de que con la ayuda de estas partículas

se evite cualquier posible infección al utilizar la hidroxiapatita en cirugías

ortopédicas.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Encontrar las condiciones óptimas de síntesis para las nanopartículas de

plata con una distribución de tamaño homogénea, mediante los métodos de

reducción química y el método del poliol.

 Sintetizar AgNPs con un intervalo de tamaño entre los 10 y 20 nm.

 Caracterizar las nanopartículas de plata mediante microscopía electrónica,

difracción de rayos X, espectroscopía ultravioleta-visible, espectroscopía

infrarroja, y antibiogramas por el método Kirby-Bauer.

 Caracterizar el material de soporte mediante difracción de rayos X,

espectroscopía infrarroja y microscopía electrónica de barrido.

 Soportar las nanopartículas de plata sobre la hidroxiapatita, y mantenerlas

estables químicamente sobre la superficie de la hidroxiapatita.

 Caracterizar el material combinado de plata con hidroxiapatita (AgHAP)

mediante difracción de rayos X, espectroscopía infrarroja y microscopía

electrónica.
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1. MARCO TEÓRICO

1.1 INTRODUCCIÓN

Desde que el premio Nobel de Física de 1965, Richard Feynman, hizo referencia a

la nanociencia y la nanotecnología en su discurso que dio en el Caltech (Instituto

Tecnológico de California) hace casi 50 años la comunidad científica se ha

interesado en gran medida por la misma; ya que nos ofreció manipular la materia

de forma totalmente distinta a lo que se había hecho hasta ese momento. Al poder

modificar la materia desde tal escala nos permite diseñar materiales con mejores

propiedades físico-químicas, además si consideramos que actualmente es común

el combinar diversos materiales para hacer usos de sus diferentes propiedades en

conjunto en ciencia e ingeniería para todo tipo de aplicaciones, ya que con esto

también se pueden obtener propiedades únicas que no se consiguen con los

materiales individuales. Haciendo uso de lo anterior aplicado a la nanotecnología,

se tienen materiales mucho más eficientes y que pueden ser aplicados en nuevas

áreas. Cabe destacar en este punto que la plata como nanomaterial es el que mayor

número de aplicaciones industriales tiene actualmente y especialmente en el área

de la salud. Otro material muy común actualmente es la hidroxiapatita que al ser un

componente esencial en el cuerpo humano se utiliza actualmente para

procedimientos quirúrgicos y especialmente en la ortopedia, es interesante estudiar

las ventajas que se pueden obtener al combinarla con diferentes nanomateriales1.

Hay estudios en donde se sintetiza la hidroxiapatita, pero con la singularidad de

sustituir iones Ca+ con iones M+ para observar si existe actividad antimicrobiana.

1.2 NANOTECNOLOGÍA, NANOCIENCIA Y NANOMATERIALES.

Actualmente existe una gran variedad de productos que utilizan nanomateriales. Las

principales aplicaciones son en la electrónica, la informática, la industria textil, la

industria alimenticia, la medicina, y algunas otras2.



6

El objetivo de la nanotecnología es poder manipular los átomos y moléculas de

forma precisa, ya sea para tener materiales altamente complejos y diminutos o para

llevarlos a macroescala pero con propiedades totalmente diferentes a las conocidas

del mismo material en bulto3.

1.2.1 Definición

Para poder empezar a hablar de nanotecnología y nanociencia primero es necesario

entender lo que es, y como su nombre lo indica hace uso del prefijo “nano” que se

refiere al prefijo 10-9, en este caso se refiriere a la unidad del nanómetro (nm), se

puede visualizar mejor si pensamos en la idea de un metro dividido en mil millones

de partes muy pequeñas, esto está ligado a la definición de nanotecnología ofrecida

por la comisión europea en la segunda revisión de la normativa sobre los

nanomateriales4:

 Un material natural, secundario o fabricado que contenga partículas, sueltas

o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o más de las

partículas en la granulometría numérica presente una o más dimensiones

externas en el intervalo de tamaños comprendido entre 1 nm y 100 nm

A esto se le puede sumar otra definición no oficial, pero si comúnmente usada por

los expertos en el tema:

 Además de contar el material con las dimensiones y características de estar

comprendido entre 1 nm y 100 nm debe exhibir propiedades diferentes a las

del mismo material en bulto acorde a la aplicación que se le quiera dar.

El argumento que ofrecen los expertos para tal definición es el hecho de que no

tendría sentido la gran cantidad de tiempo y recursos invertidos para su fabricación
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e investigación si los nanomateriales no ofrecieran ventajas sobre sus homólogos a

macro escala.

En la Figura 1.1 se muestra una escala en donde se visualiza el tamaño de las

nanopartículas (1-100 nm) contra diferentes objetos, empezando por el cuerpo de

una persona, el cual oscila entre 1 y 2 m de altura dependiendo de factores como la

etapa de crecimiento y la genética. Así mismo es posible ver como algo tan común

como un insecto, que para nosotros es diminuto, resulta mucho más grande que

cualquier nanomaterial; además se ven otros ejemplos comparando el tamaño de

los nanomateriales(5)(6).

También es interesante mencionar las causas que generan las nuevas propiedades

en los nanomateriales, y la explicación es sencilla, lo que hace que tengan estas

propiedades a tal escala es que el nanomaterial tiene una alta relación

superficie/volumen, como cada átomo superficial en un nanomaterial tiene una alta

relación de superficie expuesta al ambiente con respecto a su volumen, y por

consiguiente los niveles de energía que se manejan a esta escala son discretos

como el de los átomos individuales en lugar de manejar energía con valores

continuos como los que manejan los materiales en bulto[6,7]; por tal motivo se

puede concluir que las leyes de la física clásica se van sustituyendo por las de la

física cuántica, o dicho en otras palabras, mientras que las dimensiones vayan

disminuyendo las nuevas propiedades aumentarán y se irán apreciando con mayor

intensidad los efectos cuánticos. Al ser los nanomateriales tan pequeños y eficientes

se han vuelto extremadamente atractivos para cualquier aplicación y se pueden

encontrar en cualquier sector industrial, en la Figura 1.2 se muestran diversos

campos de aplicación; un dato curioso es que para octubre del 2013 se contaban

con 1814 productos para el consumo humano de 622 compañías en 32 países

alrededor del mundo en donde el 42% total de los productos ofrecidos eran para la

salud9.
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Figura 1.1 Escala comparativa de la nanotecnología6
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Figura 1.2 Aplicaciones de la nanotecnología y los nanomateriales10.

1.2.2 Leyes fundamentales de la nanotecnología

Las leyes que rigen la materia a escala nanométrica son distintas a las de la escala

macroscópica. Algunos principios fundamentales de la mecánica cuántica son11:

 El intercambio de energía entre átomos y partículas solo puede ocurrir en

paquetes discretos llamados cuantos de energía.

 Las ondas de luz, bajo determinadas condiciones, se pueden comportar

como partículas.

 Además, en algunas circunstancias, las partículas se pueden comportar

como ondas.
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 Es imposible conocer al mismo tiempo la velocidad y la posición exacta de

una partícula, mejor conocido como el Principio de Incertidumbre de

Heisenberg.

Las reglas que permiten entender el comportamiento de este “nanouniverso” están

dadas por las leyes de la mecánica cuántica, mencionadas anteriormente, las cuales

determinan las propiedades de la materia cuando se ubican en el rango de interés

de la nanotecnología.

1.2.3 Clasificación de los nanomateriales

Los nanomateriales se pueden dividir en tres diferentes sistemas dependiendo del

tamaño en sus dimensiones en “X”, “Y” y/o “Z”, considerando si una, dos o las tres

dimensiones son de tamaño nanométrico, y se clasifican de la siguiente manera12:

 Sistemas de cero dimensión (0D), en este tipo de sistemas todas las

dimensiones que se tiene son de orden nano y aquí es donde encontramos

a las nanopartículas (Figura 1.3), como se hace referencia en su nombre las

nanopartículas tienen dimensiones nanométricas en “X”, “Y” y “Z” y en este

caso resulta mucho más apropiado utilizar como medida el diámetro para

referirse al tamaño de las mismas, aunque es cierto que su geometría no es

necesariamente esférica.

Figura 1.3 Diferentes ejemplos de nanomateriales de 0D.
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 Sistemas de una dimensión (1D), para este caso se puede extrapolar la

definición de los sistemas 2D, pero en lugar son dos las dimensiones

confinadas a unos pocos nanómetros y la tercera dimensión muy superior en

tamaño con relación a las otras dos. En estos se encuentran los

nanoalambres y los nanotubos (Figura 1.4), la diferencia entre unos y otros

son los efectos cuánticos derivados del tamaño ya que los efectos cuánticos

se observan generalmente por debajo de los 5 nanómetros; y aquí también

resulta, por convención, más apropiado hablar de diámetro que de

dimensiones cartesianas.

Figura 1.4 Nanomateriales de 1D.

 Sistemas de dos dimensiones (2D), son aquellos materiales que se extienden

significativamente a lo largo de las dimensiones “X” y “Y” pero en el caso de

la dimensión “Z” apenas tienen unos cuantos nanómetros de espesor. A esta

clasificación entran los materiales conocidos como el grafeno (Figura 1.5) y

las películas delgadas, y sus aplicaciones más comunes son como

electrónicos semiconductores y recubrimientos ópticos y para sustratos.

Figura 1.5 Grafeno, nanomaterial de 2D.
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 Sistemas de tres dimensiones (3D), la característica de estos materiales es

que los elementos 0D, 1 D y 2D forman interfaces manteniendo un contacto

entre sí; pueden ser multicapa y policristalinos como el mostrado en la Figura

1.6. Las interfaces y la "desaparición" de la superficie de nanopartículas es

la diferencia fundamental entre nanomateriales compactos tridimensionales

y polvos nanocristalinos con diversos grados de aglomeración.

Figura 1.6 Nanomaterial en 3D.

1.2.4 Producción de nanomateriales

Existen dos métodos principales para la obtención de nanomateriales de los que se

derivan los demás. Por un lado, existen los métodos denominados “de arriba hacia

abajo” o Top-Down, que son aquellos que utilizan estructuras de mayores tamaños

que los nanómetros, como micrómetros, para llegar a partir de ellas a estructuras

nanométricas. Esto se logra tras la realización de distintos procesos, un ejemplo

sería el que se utiliza para la construcción de los microchips utilizados en

electrónica, en donde por técnicas de litografía se dibujan patrones en materiales

semiconductores para obtener circuitos integrados de 32 nm de tamaño. Por el otro

lado, se encuentran los métodos de “abajo hacia arriba” o en inglés Bottom-Up, en

los cuales a partir de procesos físicos y químicos, como la síntesis, se controlan y

manipulan los átomos y moléculas para formar y hacer crecer nanoestructuras 13.
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En lo que se refiere a las técnicas Bottom-Up para entenderlas mejor podemos

separarlas además en tres tipos11:

1. Síntesis química, estos métodos son comunes para producir materias primas

como moléculas o partículas, que se puedan utilizar directamente como

productos o bien, para fabricar materiales más avanzados o complejos.

2. Autoensamble, es una técnica en la que los átomos o moléculas se ordenan

a sí mismas dentro de nanoestructuras mediante interacciones físicas y/o

químicas entre las unidades básicas. El autoensamble ha ocurrido en la

naturaleza durante todo el tiempo, pues es la base de la formación de todo

organismo vivo, de los cristales de sal y de los copos de nieve. Su uso en la

industria es relativamente nuevo, produce pocos desperdicios y utiliza poca

energía. Pero, hasta hoy, a través de esta técnica solo se pueden crear

sistemas muy simples y rudimentarios, y para mejorarlos es necesario

perfeccionar los conocimientos en procesos termodinámicos y cinéticos a

nivel nanométrico.

3. Ensamble posicional, en este caso los átomos, moléculas o sus agregados

son manipulados deliberadamente y posicionados uno por uno. Este método

es extremadamente laborioso y aun no es conveniente como proceso

industrial.

1.2.5 Métodos físicos

Algunos métodos físicos se llevan a cabo mediante la evaporación de materiales

solidos llevándolos a gases súper-saturados en donde el tamaño de partículas es

controlado con la velocidad de evaporación y la subsecuente adición de partículas

al coloide gaseoso14:

a) Condensación de gas inerte, este es el método más usado. Una lámina de

metal se calienta en un crisol de cerámica, se coloca en una cámara llena de
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un gas inerte, típicamente argón sin mucha presión, a continuación, el vapor

metálico se enfría rápidamente perdiendo energía en colisión con los átomos

del gas, produciendo de ese modo nanopartículas.

b) Arco de descarga, otro método de vaporizar metales consiste en establecer

un arco entre los electrodos metálicos en presencia de un gas inerte.

c) Bombardeo de iones, en este método se aceleran iones, tales como Ar+, y se

dirigen hacia la superficie de un objetivo para expulsar átomos y pequeños

clusters de su superficie, los iones se llevan al sustrato bajo una presión

relativamente alta (~1 mTorr) de un gas inerte, provocando la agregación de

las especies.

d) Ablación laser, este procedimiento además de ser útil para metales también

lo es para materiales refractarios, mediante la irradiación de una superficie

con un láser es posible extraer los átomos de ella; con un flujo de radiación

bajo, la superficie del metal se calienta al absorber la energía de los fotones

y se evapora.

e) Pirolisis laser, un precursor en estado gaseoso se mezcla con un gas inerte

y se calienta con láser infrarrojo (continuo o pulsado), cuya energía puede

ser absorbida por el precursor o por un fotosensibilizador inerte.

f) Molienda mecánica, este método es de los denominados Top-Down; puede

causar cambios energéticos en los sólidos debido a la acumulación de

defectos en situaciones de no-equilibrio y como consecuencia puede que los

sólidos reaccionen químicamente, este efecto se utiliza con frecuencia para

crear materiales compuestos nanoestructurados15.

1.2.6 Métodos químicos.

Los métodos químicos de síntesis por lo general son muy sencillos y se llevan a

cabo en tres pasos: nucleación, crecimiento y recubrimiento de la nanopartícula16:
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a) Reducción química, este es el método más común de síntesis química y se

puede llevar a cabo con compuestos orgánicos e inorgánicos y consiste en

una reacción de óxido-reducción simple. Básicamente lo necesario para

llevar a cabo este procedimiento son mínimo dos precursores, uno con el

reductor y otro con el compuesto que se planea reducir y de donde se

obtendrá el material con el que fabricaremos las nanopartículas; también en

muchas ocasiones se utiliza un tercer precursor que es el surfactante y cuya

función es la de brindarle una mayor estabilidad a las nanopartículas, pero

sin que este interactúe en la reacción de óxido-reducción.

b) Método sol-gel, es un proceso que se lleva a cabo en fase húmeda, se parte

de una solución liquida (sol) que actúa como precursor de una red

tridimensional (gel) ya sea de partículas discretas o poliméricas, la red atrapa

al líquido impidiendo que se separe, y a su vez el líquido impide que el sólido

se colapse en una masa compacta.

c) Síntesis solvotermal, es la síntesis que se lleva a cabo en un recipiente

cerrado en donde se emplean temperaturas mayores a la temperatura de

ebullición del solvente, facilitando la interacción entre el solvente y el

precursor; usualmente se emplean como solventes agua, etanol y/o tolueno.

d) Técnicas de microemulsión, la síntesis de nanopartículas por este método se

basa en la separación inicial espacial de reactivos (precursor de metal y el

agente reductor) en dos fases inmiscibles. La interfaz entre los dos líquidos

y la intensidad del transporte entre dos fases, que está mediada por la sal

cuaternaria de amonio-alquilo, afecta la velocidad de las interacciones entre

los precursores y agentes reductores de metal.

e) Reducción fotoquímica, la reducción se lleva a cabo al inducir un haz de luz

en el espectro ultravioleta sobre el precursor de la sal metálica15.

f) Síntesis electroquímica, este método consiste en seis pasos básicos,

disolución oxidativa del ánodo, migración de los iones metálicos al cátodo,

reducción de los iones a un estado de valencia cero, formación de partículas

mediante nucleación y crecimiento, recubrimiento de las partículas,

precipitación de las partículas14.
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1.2.7 Riesgos de los nanomateriales

Si bien la nanotecnología y los nanomateriales ofrecen propiedades muy superiores

a las que tiene el material en bulto, también en ciertos casos resultan riesgosos;

estos riesgos son consecuencia de las características que los hacen tan eficientes

y versátiles, por ejemplo su tamaño que los haces inclusive más pequeños que las

células humanas  les permite interactuar directamente con ellas y al ser tan activos

los nanomateriales influyen fuertemente en los organismos vivos si se tiene la

cantidad suficiente, por lo tanto es necesario utilizarlos con prudencia y conocer

tanto su lado positivo como el negativo. Las personas, animales y plantas estamos

expuestos a estos en diversas formas17:

 En el aire, en el ambiente se encuentran flotando diversas partículas de

manera natural partículas volcánicas, y de manera artificial podemos

encontrar nanopartículas en los diferentes gases emitidos por los vehículos

automotores y fábricas.

 En el agua, tenemos partículas de óxido de hierro o plata para desinfectar el

agua que se utiliza para el consumo humano, y también se encuentran

partículas de materiales radioactivos que se van erosionando o que se van

filtrando al suelo hasta llegar a los mantos acuíferos.

 En la comida, se pueden encontrar nanopartículas diversas en la comida para

evitar el crecimiento de hongos y otros microorganismos.

 En la medicina, se encuentran las nanopartículas de plata para combatir

microorganismos no deseados, se utilizan nanopartículas fluorescentes para

la detección de cáncer, y otros tipos de nanopartículas para combatir diversas

enfermedades.

Dado que los nanomateriales se encuentran prácticamente en todos lados y los

posibles riesgo son muchos, es necesario regular su uso, ya que generalmente los

artículos que los usan no especifican que nanomateriales contienen, actualmente el
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Consejo Internacional de Gobierno de Riesgos o The International  Risk Governance

Council (IRGC) es la encargada de analizar esta situación18.

1.3 NANOPARTÍCULAS.

Anteriormente se explicó que las nanopartículas son aquellas en donde todas sus

dimensiones son de orden nanométrico y por consiguiente son considerados con

dimensión cero. Además, se mostraron las diferentes técnicas que tenemos para

obtener nanomateriales, aunque también se pueden producir en la naturaleza o de

manera accidental por las diferentes actividades del ser humano.

Pero además de lo anterior cabe mencionar que las nanopartículas tienen

geometrías muy bien definidas y ordenadas, dado que los átomos se comportan

como esferas a la hora de formar las nanopartículas crean geometrías que se

encuentran dentro de los cinco sólidos de Platón que se aprecian en escala de

grises y los trece sólidos de Arquímedes que se muestran a color en la Figura 1.7.

Los sólidos de Platón o sólidos regulares son poliedros convexos en donde todas

sus caras son polígonos regulares iguales entre sí, y en que todos los ángulos

sólidos son iguales; mientras que los sólidos de Arquímedes son poliedros convexos

cuyas caras son polígonos regulares de al menos dos tipos19.

La geometría de las partículas influye en las propiedades que tienen éstas, mientras

más caras que contengan el plano más activo ésta será más activa; por ejemplo en

el caso del oro o de la plata en donde su celda unitaria es cubica centrada en las

caras o FCC del inglés face cubic center, el plano más activo es el (111)20, y por lo

tanto la geometría que resulta más activa es un icosaedro porque tiene un total de

20 caras con el plano (111)21.
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Figura 1.7 Solidos de Platón en escala de grises y solidos de Arquímedes a color.
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1.4 NANOPARTÍCULAS DE PLATA.

Desde la antigüedad la plata ya era usada no solo como dinero o joyas, sino también

para cocinar, guardar agua potable e inclusive en instrumentos quirúrgicos22. En la

actualidad se usa en la medicina a nano, micro o macro escala. Las nanopartículas

de plata son utilizadas para una gran variedad de aplicaciones en la investigación y

desarrollo tecnológico en las industrias, ya que tienen una gran conductividad

eléctrica y estabilidad química. Por ejemplo, las nanopartículas de plata se utilizan

en diversos dispositivos optoelectrónicos, en sensores químicos y biológicos debido

a que poseen una gran sensibilidad, además sirven como excelentes catalizadores

para una variedad infinita de reacciones. Sus más amplias aplicaciones son en

sectores como el alimentario para la conservación de alimentos, en la industria textil

para eliminar olores causados por las bacterias, en diferentes productos cosméticos

y de higiene personal como los desodorantes; así como para aplicaciones en el área

de las ciencias biomédicas debido que son potentes agentes antimicrobianos,

bactericidas y fungicidas 23.

En 1965 Moyer concluyó en base a estudios in vitro e in vivo que un 0.5% de nitrato

de plata en solución es la concentración mínima en donde se obtienen propiedades

bactericidas para los siguientes microorganismos: Straphylococcus aureus,

Haemolytic streptococci, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli24. En 2010

fue demostrado que se puede inhibir la capacidad del virus de VIH para unirse con

la célula huésped con ayuda de las nanopartículas de plata25. En 2014 el Dr.

Humberto Lara Villegas desarrolló una crema a base de nanopartículas de plata

para evitar el contagio de enfermedades de transmisión sexual. Estos son solo

algunos ejemplos de los miles que hay actualmente, básicamente se utilizan en

cualquier producto comercial que esté directamente en contacto con los seres

humanos.
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1.4.1 Mecanismos de acción

El efecto bactericida de las nanopartículas de plata se le atribuye a diversas causas,

se ha demostrado que las nanopartículas de plata no presentan actividad

bactericida si no tienen un porcentaje mínimo iones de Ag+2627. A pesar de que no

está claro cuál es el principal mecanismo de acción contra microorganismos, existen

una gran variedad de estudios que apuntan diversos caminos que sigue la plata

nanométrica para lograr esto; los mecanismos reportados al momento son (Figura

1.8):

 Las nanopartículas de plata tienen la cualidad de poder anclarse a la

membrana y pared celular de los microorganismos acumulándose y

posteriormente forman huecos cambiando estructuralmente la membrana

celular, afectando directamente la permeabilidad celular y como

consecuencia se produce la muerte celular28.

 Al realizar una síntesis química regularmente no se lleva a cabo una

reducción del 100% de la sal de plata, por lo que quedan iones Ag+ y como

se expuso anteriormente ayudan al efecto bactericida; éstos pueden

interactuar directamente con el citoplasma y el ácido nucleico, lo que inhibe

la respiración de la cadena de enzimas29.

 Otro efecto importante es que ayudan a incrementar la producción de

especies reactivas del oxígeno, aunque éstas siempre están presentes, al

haber un incremento se produce un desbalance por parte del sistema de los

microorganismos para poder asimilar éstas especies y se producen efectos

tóxicos o mejor llamado estrés oxidativo30.

 Las nanopartículas de plata son capaces de causar genotoxicidad, daño a la

estructura del ADN, a cualquier tipo de microorganismo31.
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Figura 1.8 Mecanismos de acción de las nanopartículas de plata28.

1.4.2 Citotoxicidad de las nanopartículas de plata.

Las nanopartículas de plata tienen la ventaja de tener un gran poder antimicrobiano

y esto es porque atacan directamente a las células. Un inconveniente que tienen es

que no son selectivas al momento de distinguir entre células procariotas (bacterias

y arqueas) y células eucariotas (animales, plantas, hongos, etc.). La célula es el

elemento más pequeño considerado vivo, las células presentan una membrana

citoplasmática que separa el citoplasma del medio exterior; lo que diferencia a las

células procariotas de las células eucariotas es la ausencia de un núcleo definido y

que poseen una pared celular que las hace más resistentes en la mayoría de las

ocasiones en comparación con las células eucariotas. En la Figura 8 se observan

las diferencias entre una célula eucariota y una célula procariota.
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Figura 1.9 a) Estructura interna de una célula procariota, b) estructura interna de una

célula eucariota32.

Debido a que las nanopartículas de plata no presentan selectividad en el tipo de

célula y los mecanismos de acción de las nanopartículas de plata funcionan de igual

manera en ambos tipos de células éstas pueden causar necrosis en bacterias, pero

también pueden causarla en células animales incluyendo a las humanas 33.

1.5 HIDROXIAPATITA.

La hidroxiapatita es un biomaterial cristalino formado por fosfatos de calcio e

hidróxido de calcio. Se encuentra en toda la estructura ósea siendo el principal

componente de los huesos, el hueso contiene cerca del 96% de hidroxiapatita lo

que le da su dureza y color característicos (Figura 1.10)3435. La fórmula química

general de las apatitas, nombre general para un grupo de minerales, es:

A5(BO4)3(HO,F,Cl)
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En donde A pueden ser los cationes metálicos, calcio, bario, sodio, plomo, estroncio,

lantano o cerio. Los cationes B pueden ser fosforo, vanadio o arsénico. Los grupos

del anión de carbonato, CO, los grupos del anión de carbonato, CO3, y los grupos

del anión de silicato, SiO4, pueden sustituir en un grado limitado a los grupos BO436.

Figura 1.10: Hidroxiapatita en dientes.

En el caso de la hidroxiapatita la fórmula es Ca5(PO4)3(HO) aunque usualmente se

escribe como Ca10(PO4)6(HO)2, esto debido a que la celda unitaria requiere dos

entidades para completarse, en la Tabla 1.1 podemos apreciar las características

cristalográficas de la celda unitaria de la hidroxiapatita, tales como los parámetros

de red, el grupo espacial P63/m que nos dice que tiene estructura hexagonal, y la

posición atómica de cada uno de los átomos que la conforman, en la Figura 1.11 es

posible ver la forma de la celda unitaria de la hidroxiapatita utilizando los datos de

la Tabla 1.1. La densidad teórica puede ser calculada de la siguiente manera37:

 Peso molecular= 40.1(10) + (30.98 + 16(4))(6) + 16(2) + 1(2) = 1004.88
 Volumen de la celda unitaria= 12 32 2 = 528.714
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 Peso de la celda unitaria = 1004.88 = 1004.886.02 10
 por lo tanto la densidad

= 1004.886.02 10 (528.714 ) = 3.1564
Tabla 1.1 Características de la estructura cristalina de la hidroxiapatita36.

Celda a = 9.36Å b = 9.36Å c = 6.86Å;
α = 90° β = 90° γ = 120°

SGR P 63 / m
Clase 6 / m

Átomo Coordenada*
X Y Z

Ca 0.67 0.33 0.0016
Ca -0.0070 0.2416 0.25
P 0.3694 0.3984 0.25
O 0.4859 0.3273 0.25
O 0.4667 0.5882 0.25
O 0.2575 0.3414 0.0707

OH 0.00 0.00 1.00

Figura 1.11 Celda unitaria de hidroxiapatita.
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1.5.1 Aplicaciones de la hidroxiapatita.

A partir de diversas investigaciones se sabe que la hidroxiapatita, como cualquier

apatita o diversos minerales como las zeolitas, tiene la capacidad de realizar

intercambio iónico, esto es posible realizarlo al sumergir el mineral en soluciones

acuosas con cationes metálicos M+ disueltos, al encontrarse la hidroxiapatita en el

medio acuoso se pueden intercambiar ciertos iones Ca2+ superficiales con los

disueltos en la solución38. Lo anterior resulta útil dando paso a diversas aplicaciones,

por ejemplo captar iones de metales no deseados en soluciones acuosas como

aguas de desecho; otra aplicación es sustituir los iones Ca2+ superficiales por iones

metálicos específicos como el Pd+ y Ru+, generando un complejo fosfato estable

monómerico, que exhibe, según Kohsuke Mori, un buen desempeño catalítico para

varias reacciones de oxidación39. Pero las principales aplicaciones de la

hidroxiapatita están enfocadas en el área de las ciencias biomédicas, más

específicamente para ayudar a la regeneración de huesos; y en procedimientos

quirúrgicos como implantes óseos, dentales y oculares esto debido a su gran

biocompatibilidad.

Actualmente la ciencia, en torno a la aplicación de la hidroxiapatita para fines

biológicos, se está enfocando en mejorar las propiedades o darle nuevas

características que no son propias de la hidroxiapatita combinándola con diferentes

iones metálicos, la ruta más común es la de insertar iones metálicos, por ejemplo

Pd+, durante la síntesis de la hidroxiapatita40.

1.5.2 Nanocompuesto Ag-HAP

Como ya se mencionó anteriormente debido a la gran proporción de hidroxiapatita

en el cuerpo humano, principalmente en el sistema óseo, la hidroxiapatita se utiliza

ampliamente en aplicaciones biológicas más específicamente en cirugías

ortopédicas, y aunque ha arrojado resultados realmente buenos un problema que

presenta es que se deben realizar intervenciones quirúrgicas para implantarla
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dentro del cuerpo. Las implicaciones de tipo infeccioso siguen siendo el principal

motivo de muerte en procesos post-operatorios de los pacientes sometidos a cirugía

electiva siendo el riesgo de infección del 2% aunque se realice una cirugía limpia,

eso sin considerar los factores que implica el estar hospitalizado y los propios de

cada persona como la edad y hábitos de dicha persona. En el caso específico de

las cirugías ortopédicas una infección implica la remoción del implante, lo cual

además de la salud repercute en la economía del paciente, por lo cual siempre se

recomienda aplicar antibióticoterapia profiláctica "pre, trans y post-

operatoria"[39,40].

Para resolver ésta problemática se realizan estudios científicos para combinar la

hidroxiapatita con plata, esto con el propósito de darle propiedades antimicrobianas

para eliminar un posible contagio de cualquier tipo infección durante procedimientos

quirúrgicos43 o sobre la superficie de los implantes en un periodo posterior a la

operación. Se está trabajando con varios métodos para llevar a cabo la combinación

del mineral con el metal, aunque la manera más habitual de obtener el material Ag-

HAP es mediante la sustitución de cationes de calcio Ca2+ con cationes de plata Ag+

al momento de sintetizar la hidroxiapatita44. Otro método utilizado, es el de sumergir

la hidroxiapatita en soluciones acuosas con alguna sal de plata disuelta en el medio;

esto con la intención de que se pueda llevar a cambio el intercambio iónico,

igualmente entre la plata y el calcio, pero en esta ocasión solo se produce con el

calcio superficial4546.

Con base en toda la información mostrada hasta este punto, para asegurar una

buena actividad bactericida, se busca obtener AgNPs con un tamaño promedio

aproximado de 15 nm (øprom), con una distribución de tamaño lo más homogénea

posible; y además con un tamaño por encima de 10 nm, ya que los trabajos

consultados nos dicen que aquellas partículas con un diámetro menor a 10 nm

tienen un alto grado de citotoxicidad47.
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2. METODOLOGÍA

2.1 MATERIALES

Para las síntesis se utilizó nitrato de plata (AgNO3 con una pureza del 99%). Como

agentes reductores se utilizaron borohidruro de sodio (NaBH4 granular con una

pureza del 99.99%) y etilenglicol al 96% de pureza. Como surfactante se utilizó

polivinilpirrolidona (PVP40, MW 40000). La hidroxiapatita (grado reactivo en polvo)

se compró ya sintetizada para asegurar homogeneidad en este material. Sigma-

Aldrich fue la compañía encargada de proveer todos los reactivos mencionados

anteriormente. Para las síntesis por reducción química con borohidruro de sodio se

utilizó agua destilada con una resistividad de 15 MΩ obtenida en el CFATA.

2.1.1 Síntesis de las nanopartículas de plata

Las rutas de obtención de nanopartículas que se utilizaron son síntesis químicas de

reducción; sin embargo, en la literatura se le suele llamar síntesis por reducción

química a la realizada en medios acuosos utilizando cualquier agente reductor, y se

les conoce como el método del poliol aquellas en las que se utilizan polioles

(comúnmente etilenglicol) como medios de solución y agente reductor a la vez. La

manera de limpiar las nanopartículas para ambos métodos fue la misma, la

suspensión coloidal se mezcló con un volumen similar de acetona, después se

centrifugó (8000 rpm por 30 min), se repitió el proceso tres veces; seguido se

procedió a realizar la misma limpieza, pero sustituyendo la acetona con agua

desionizada.
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2.1.2 Síntesis por el método de reducción química con borohidruro de sodio
(reducción química)

La metodología de síntesis utilizada se deriva de la descrita por Ruíz-Baltazar 48. El

proceso completo debe ser llevado a agitación constante y continua. En la Figura

2.1 se muestra la síntesis en proceso con el equipo utilizado para la misma, siendo

el método el siguiente:

 Se prepararon los precursores de AgNO3 en 10ml de agua destilada a:

• 5 mM

• 10 mM

• 20 mM

 Se preparó el precursor de NaBH4 a 20mM en 10ml de agua.

 Se preparó el precursor de PVP 40 a 100mM en 10ml de agua.

 Se mezclaron los precursores de AgNO3 y PVP.

 Se adicionó por goteo el NaBH4, para asegurar que la adición del reductor

fuera de esta manera se empleó un embudo se separación posicionado de

manera vertical y abierto a la atmosfera para que cayera únicamente por

efecto de la presión hidrostática del fluido siendo el precursor del reductor en

este caso particular.

 Se dejó estabilizar la reacción por 10 minutos más.

Figura 2.1: Síntesis en proceso por el método de reducción química.
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2.1.3 Síntesis de reducción química utilizando como agente reductor
etilenglicol (poliol)

Para el caso del poliol se probaron diferentes metodologías encontradas en la

literatura, pero al final se optó por combinar elementos de dos diferentes artículos
(49)(50). Es importante que el proceso sea realizado con agitación constante y

continua, esto para asegurar que al calentar la reacción se lleve de manera

homogénea, así mismo para asegurar que la reducción sea también homogénea en

cualquier parte de la solución al momento de adicionar el nitrato de plata.

El mecanismo general de reducción del etilenglicol puede ser representado por las

reacciones siguientes51:

− → +
2 + → 2Ag + 2H +

En las Figuras 2.2 y 2.3 se puede ver el equipo empleado para este proceso de
síntesis, el método para la misma es el siguiente:

 Se prepararon los precursores de AgNO3 en 15ml de etilenglicol a:

• 5 mM

• 10 mM

• 20 mM

 Se preparó el precursor de PVP 40 a 100mM en 15ml de etilenglicol.

 El precursor de etilenglicol se llevó a una temperatura de 100°C y se dejó

estabilizar.

 Se adiciono el precursor de AgNO3 a un flujo promedio de 1.5ml/s.

 Se dejó la reacción a una temperatura de 100°C por 30 min.

 Se mantuvo en reposo la reacción, por 2 días, en un cuarto a temperatura

ambiente.
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Figura 2.2: Equipo utilizado para la síntesis por el método del poliol.

Figura 2.3: Equipo utilizado para la síntesis por el método del poliol.
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2.1.4 Metodología utilizada para soportar plata sobre hidroxiapatita

La metodología que se siguió para llevar a cabo el soporte de las nanopartículas de

plata fue la misma que en las síntesis de las mismas, pero con la diferencia de que

la hidroxiapatita, a 200mM sobre la solución final, fue introducida al principio de la

síntesis: para el caso del método de reducción química se introdujo al momento de

mezclar los precursores de AgNO3 y PVP, y para el caso del método del poliol se

adiciono al precursor de PVP antes de ser calentado a 100°C. Lo anterior es posible

gracias a la propiedad de la hidroxiapatita de intercambiar iones con otras

sustancias, propiedad sustentada en la introducción de este trabajo cuando se habló

de la hidroxiapatita; esta técnica se extrapoló a utilizarse con etilenglicol que al ser

una sustancia polar también es capaz de diluir sales, y por tal motivo cumple

perfectamente esta función como medio de solución en el método del poliol al

momento de soportar las nanopartículas sobre la hidroxiapatita.

2.2 TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN

2.2.1 Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia UV-Visible es una técnica de caracterización que nos permite

llevar a cabo mediciones de longitud de onda fija. El funcionamiento de los equipos

de este tipo es básicamente el hacer incidir un haz de luz, con un rango de longitud

de onda comprendido entre el espectro de luz visible y el ultravioleta, en una

muestra en solución y captando ya sea la reflectancia o transmitancia característica

de dicha muestra (Figura 2.4). Estos equipos se basan en la relación empírica

conocida como “la Ley de Beer-Lambert-Bouguer”; esta ley relaciona la intensidad

del haz incidente en un medio con la intensidad del haz después de pasar por el

medio: = = 10
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Donde:T = TransmitanciaIE = Intensidad de haz de incidente o de entradaIS = Intensidad del haz al haber pasado por la muestra o de salidaA = Absorbancia

Figura 2.4: Funcionamiento de un espectrofotómetro de UV-Vis.

Las nanopartículas metálicas del grupo 11 en la tabla periódica (Figura 2.5), como

es el caso de la plata, presentan frecuencias de resonancia plasmónica en el rango

de la luz visible, estas  frecuencias dependen del tamaño y la forma que tengan

(Figura 2.6)52.
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Figura 2.5: Grupo 11 en la tabla periódica de elementos.

Figura 2.6: Localización de diferentes morfologías típicas de nanopartículas de plata y oro

en el espectro de luz según la absorción provocada por la resonancia del plasmón

superficial.

El equipo utilizado para el análisis fue un espectrofotómetro UV-1600PC marca

VWR para líquidos, con una fuente de luz de halógeno de Deuterio/Tungsteno, un

rango de longitud de onda de 190-1100 nm y un detector de silicón que otorga 1200

líneas/mm, ubicado en el Centro de Física Aplicada y Tecnología Avanzada

(CFATA) de la UNAM Campus Juriquilla en Querétaro, Qro, Mex. (Figura 2.7a). El

software de análisis utilizado es el M. Wave Professional para Windows. Estos
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equipos utilizan un patrón del medio para medir las propiedades ópticas del soluto

en la solución.

La preparación de la muestra se llevó a cabo en celdas para líquidos de acrílico

(Figura 2.7b), se vertieron 100µl de cada una de las seis muestras de

nanopartículas, para el caso de las muestras sintetizadas por reducción química se

completaron con 1ml de agua desionizada, y para el caso de las sintetizadas por el

método del poliol fue con 1ml de etilenglicol; se homogenizó la reacción mediante

agitación por un minuto.

Figura 2.7: a) Izquierda, espectrofotómetro UV-1600PC marca VWR localizado en el

CFATA; b) derecha, celda para líquidos de acrílico para UV-Vis.

2.2.2 Difracción de rayos X

Difracción de rayos X es una técnica de caracterización de carácter no destructivo,

ya que los rayos x es radiación electromagnética (figura 20) de la misma naturaleza

que la luz, pero con una longitud de onda de angstroms (Å), aproximadamente entre

0.5-2-5Å, un valor muy por debajo de la longitud de onda de la luz visible que se

encuentra en el rango de 380-750nm; esta técnica proporciona información de las

fases cristalinas de la muestra a analizar. Se pueden obtener tanto datos cualitativos
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como cuantitativos. Es por la dispersión elástica del haz de fotones, al incidir sobre

un material cristalino, que se produce el espectro de difracción de rayos x, pero para

esto es necesario que se cumpla la ley de Bragg (Figura 2.8) 53:

= 2 sin Θ
λ = Longitud de onda de los fotones incidentes.dhkl = Distancia interplanar en la red cristalina (familia de planos).Θ = Angulo de difracción del haz incidente con respecto al plano de difracción.

Figura 2.8: Componentes de la ley de Bragg para que haya difracción de rayos x.

En la Figura 2.9 se muestra el espectro de radiación electromagnética, en dicha

imagen se especifica la clasificación de la luz de acuerdo a la longitud de onda

correspondiente, haciendo énfasis en la luz visible por el ojo humano.
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Figura 2.9: Espectro de radiación electromagnética 3
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Para la caracterización de las muestras se utilizó el difractómetro Rigaku Ultima IV

(Figura 2.10), equipado con un generador de Rayos X con potencia máxima de 3

kW, con una fuente de Cu con Kα = 1.54 Å a 40 kV y una corriente de salida de 2-

60 mA, ubicado en las instalaciones del CFATA Campus UNAM Juriquilla.

Figura 2.10: Difractómetro Rigaku Ultima IV

Para las nanopartículas se utilizó la técnica para películas delgadas, las muestras

se prepararon dejando secar partículas en solución sobre un portaobjetos a 80°C

hasta eliminar toda la humedad. Para las muestras de hidroxiapatita e hidroxiapatita

con plata se utilizó la técnica de difracción de polvos, la preparación de las muestras

consiste únicamente en colocarlas sobre el portamuestras de manera homogénea.

Existe una expresión matemática, llamada ecuación de Scherrer, que relaciona el

tamaño y posición de los picos de un difractograma con el tamaño promedio del

cristal, aunque esta ecuación está limitado al rango nanométrico.= cosτ = Tamaño medio del cristal.K = Factor de forma de cristal con valor igual a 1.0.λ = Longitud de onda de la radiación de rayos x.θ = Angulo de la ley de Braggβ = Ancho del pico a la altura media con radianes como unidad de medida.
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2.2.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Al igual que cualquier otra espectroscopia, la espectroscopia infrarroja tiene como

principio básico de funcionamiento el hacer incidir un haz de radiación

electromagnética, con longitud de onda perteneciente al espectro infrarrojo, sobre

una muestra, pero esta tiene la peculiaridad de medir la absorción del mismo haz

que presenta la muestra. Lo que marca la diferencia entre cada una de ellas es el

tipo de interacción que tiene con la materia y el proceso que se usa para medir esa

misma interacción. Para esto es útil conocer la energía del haz, y esto se puede

conocer mediante la ecuación:

= ℎ
En donde:E = Energía del haz.h = Constante de Planck (6.63x10-34 J·s).c = Velocidad de la luz (aproximadamente 3x108 m/s).λ = Longitud de onda.
Por la cantidad de energía que tiene la luz infrarroja generalmente se usa para

excitar los enlaces moleculares, y por consiguiente lo que se mide mediante la

espectroscopia infrarroja es la energía entre los niveles vibracionales y rotacionales

de los enlaces sin que haya transición electrónica entre estos, siendo así como se

originan los espectros54. En la Figura 2.11 se puede apreciar los componentes de

un espectrofotómetro de luz infrarroja.
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Figura 2.11: Componentes de un espectrofotómetro de luz infrarroja.

El equipo utilizado es un espectrofotómetro infrarrojo por transformada de Fourier,

marca Bruker (Figura 2.12), modelo Vector 33, con el accesorio ATR (Attenuated

Total Reflection) con un cristal de diamante, tiene una longitud de onda de 1064 nm,

con resolución de 4 cm-1, y trabaja a 32 barridos, ubicado en el Centro de Física

Aplicada y Tecnología Avanzada. Las muestras no necesitaron una preparación

especial, solo bastó con ponerlas sobre el detector, esto se hizo tanto con las

muestras liquidas como las sólidas o en forma de polvo.

Figura 2.12: Espectrofotómetro infrarrojo por transformada de Fourier.
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2.2.4 Microscopía electrónica

La microscopía electrónica es una técnica fundamental y una poderosa herramienta

si se pretende estudiar los nanomateriales; como cualquier microscopía, su meta es

poder ver los átomos de la materia. Las limitaciones de cualquier microscopio óptico

están dadas por las limitaciones del ojo humano, pero en la microscopía electrónica

estas limitaciones se ven reducidas a las de los electrones. La microscopía

electrónica puede mostrar desde la forma de un cristal hasta el ordenamiento de los

átomos de una muestra, también es posible conocer su composición química.

El funcionamiento de la microscopía electrónica es similar a la de la microscopía

óptica, con la gran diferencia que en esta técnica se sustituye el haz de luz por un

haz de electrones, esto tiene como consecuencia que en lugar de usar lentes

ópticos se utilizan bobinas electromagnéticas o lentes electromagnéticas (Figura

2.13).

Figura 2.13: Diagrama del funcionamiento de un microscopio óptico, uno electrónico de

transmisión y uno electrónico de barrido.
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Para la resolución del equipo hay varios factores a considerar, entre los que

destacan55:

 Tipo de filamento de emisión de electrones, en la Figura 2.14 se pueden

observar los diferentes tipos de filamentos utilizados para la emisión de

electrones y sus respectivas características.

 Las lentes electromagnéticas, tanto condensadoras como objetivo. Las

aberraciones en los lentes pueden afectar la resolución entre 10 y 100 veces.

 Lo diferentes correctores de aberración esférica, cromática y astigmatismo.

 El voltaje de aceleración.

 Calidad y tecnología de los detectores.

Figura 2.14: Diferentes tipos de filamentos y sus condiciones de operación.

En el campo de la microscopía electrónica existen tres tipos de microscopios

electrónicos dependiendo de lo que se quiera obtener de la muestra, esto con ayuda

de los diferentes detectores con los que cuente el microscopio, dependiendo de la

interacción haz-muestra) y la fuente del haz (Figura 2.15):

1. Microscopía electrónica de barrido (SEM), es más útil para determinar la

composición química y la superficie de una muestra.
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2. Microscopía electrónica de transmisión (TEM), permite una mayor resolución

ya que se pueden observar las columnas atómicas.

3. Microscopía electrónica de transmisión-barrido (STEM), es una combinación

de las técnicas mencionadas anteriormente, con lo que se obtienen las

ventajas de ambos tipos en los más avanzados tecnológicamente hablando.

Figura 2.15: Diferentes dispersiones que sufre el haz de electrones al interactuar con la

muestra.

2.2.5 Microscopía electrónica de barrido

La microscopía electrónica de barrido o SEM por sus siglas en inglés (Scaning

Electron Microscopy), se llama de tal manera porque el haz de electrones barre la

muestra con lo que se obtiene la imagen de la superficie. Con esta técnica se puede

obtener diferente tipo de información dependiendo de los electrones que se tomen

en cuenta (Figura 2.16).

a) Con ayuda de los electrones Auger podemos llevar a cabo un análisis

químico de una pequeña parte de la superficie de la muestra.
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b) Los electrones secundarios de la muestra son los responsables de poder

crear una imagen topográfica de la muestra.

c) Los electrones retrodispersados se utilizan para obtener información de la

composición superficial de la muestra, esto se debe a que la intensidad de

estos depende del número atómico de la muestra.

Figura 2.16: Profundidad característica de los diferentes tipos de electrones

retrodispersados.

2.2.6 Microscopía electrónica de transmisión

La microscopia electrónica de transmisión está más enfocada a las propiedades

cristalográfica de la muestra por su alta resolución, pudiendo ser de hasta 0.0023nm

a 200kV, esto se debe a que toma en cuenta los electrones que atraviesan la

muestra (Figura 2.15), conocidos como transmitidos y dispersados; la muestra tiene

que ser extremadamente delgada para que pueda ser atravesada por el haz. Esta

técnica permite realizar análisis químico por contraste de número atómico

En la preparación de las muestras se utilizaron rejillas de Cu con una malla de 300

y con una película de carbón fino con un espesor aproximadamente de 5 nm. Para

depositar de las muestras se colocó 1µg de muestra en 1.5 ml de alcohol isopropilico
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y se mezcla para formar una suspensión homogénea. Se coloca la rejilla sobre papel

filtro se agregan 20 µl de la suspensión sobre la rejilla y se deja secar a 100°C para

eliminar cualquier residuo o contaminación orgánica alguna.

2.2.7 Microscopía electrónica de barrido-transmisión (STEM)

Esta es una combinación de las dos técnicas anteriores, a configuración de los

equipos puede ser:

 Microscopio de barrido con un detector de electrones transmitidos.

 Microscopio de transmisión con el cañón adaptado para realizar barrido y los

respectivos detectores adaptados.

 Microscopios diseñados especialmente para esta modalidad.

Este tipo de equipos combina la tecnología y ventajas de ambos métodos en un solo

equipo, para el caso de los microscopios de barrido adaptados a transmisión se

tienen que utilizar de igual manera muestras tan delgadas como en transmisión pura

para que los electrones alcancen a traspasar la muestra.

El equipo utilizado para el análisis de SEM y STEM fue un microscopio marca

Hitachi, modelo SU8230, con un filamento de emisión de campo de cátodo frio

ubicado en el Centro de Física Aplicada y Tecnología Avanzada, este es mostrado

en la Figura 2.17.
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Figura 2.17: Microscopio STEM ubicado en CFATA.

Se utilizaron láminas de silicio (Figura 2.18) para observar las muestras de

nanopartículas, para ello primero fue necesario limpiar las láminas sumergiéndolas

en una solución que contenía agua desionizada con acetona y se les aplicó

ultrasonido por 15 minutos para remover cualquier contaminante. Una vez limpias

las láminas se les depositó una gota de nanopartículas de plata en solución y se

dejaron secar a 80°C. Las láminas con nanopartículas eran colocadas sobre el

portaobjetos del microscopio. En el caso de las muestras de hidroxiapatita con

nanopartículas de plata, se aplicó una capa de pintura de carbón y a continuación

se esparció un poco de la muestra en polvo sobre la pintura, se dejó secar el

portaobjeto para introducirlo dentro del microscopio.

Figura 2.18: Laminas de Si en solución de agua desionizada y acetona.
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2.2.8 Antibiograma por el método Kirby-Bauer

El método Kirby-Bauer es ampliamente utilizado In Vitro para medir la

susceptibilidad de los microorganismos a diferentes agentes antimicrobianos. Es un

método estandarizado por NCCLS (National Commite Clinical Laboratory

Standart)56. Siendo la metodología la siguiente57:

1. Se llenaron cuatro placas Petri hasta la mitad con agar Müller-Hinton, medio

de cultivo diseñado específicamente para ensayos de este tipo, similares a

la mostrada en la Figura 2.19.

2. Se llevó a cabo la inoculación de los cultivos con distintas cepas bacterianas

sobre la superficie del agar de manera uniforme, dos con E. Coli y dos con

Staphylococcus Aureus para tener una medición estadística.

3. Se colocaron discos de papel filtro (diámetro = 6mm) igual al número de

agentes antimicrobianos (muestras de nanopartículas de plata) que fueron

evaluados y además un disco control sin tratamiento alguno.

4. Se colocaron 20µl de cada muestra de AgNPs sobre los discos de papel filtro.

5. Se incubo la placa durante 24 horas a 37°C.

6. Se midieron los halos (discos) de inhibición.

Figura 2.19: Caja Petri con agar nutritivo.

También se probó esta técnica de caracterización bactericida para el material

compuesto, aunque este método no se utiliza para muestras sólidas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 NANOPARTÍCULAS DE PLATA

En la Figura 3.1 se muestra las diferentes AgNPs resultantes de las síntesis

después de las 48 horas de estabilización de las partículas, están acomodadas en

orden de 5, 10 y 20 mM. En la fotografía de la izquierda se muestran las

nanopartículas sintetizadas por reducción química en donde se observa cómo su

color varia de un color naranja transparente a un color rojo muy obscuro

dependiendo de la concentración. De igual manera en la fotografía de la derecha se

ve como de un color rojo se va aclarando hasta llegar a un color amarillo al ir

aumentando la concentración de la plata.

Figura 3.1: AgNPs sintetizadas por reducción química (izquierda) y poliol (derecha).

Los colores que van del rojo al amarillo son típicos de las nanopartículas de plata,

estos son indicadores que hubo formación de nanopartículas con geometrías

cercanas a esferas simétricas. El color varía dependiendo de la geometría que se

presente pudiendo ser cuboctaedros, decaedros, icosaedro o cualquier otra con

cierta similitud a una esfera(58)(59).
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3.1.1 Análisis por Espectroscopía UV-Visible

En la Figura 3.2 se observan los espectros de absorbancia de las tres diferentes

muestras realizadas por el método de reducción química. La muestra con una

concentración de 5 mM es ilustrada con una línea color negro, aquí se puede

apreciar un pico máximo correspondiente al plasmón de superficie en una longitud

de onda de 393 nm, para el caso de las nanopartículas de plata esto indica que se

tiene mayormente nanopartículas con una geometría que se puede considerar

esférica. La muestra a 10 mM (línea de color rojo) mostró un pico máximo similar a

la anterior (en 389 nm) lo cual también indica en su mayoría partículas con

geometrías esféricas y esferoides. En la caso de la muestra de 20 mM (línea de

color azul) se tiene una meseta con un punto máximo en 353 nm, pero con otros

puntos importantes en 367, 445 y 463 nm; lo cual indica presencia de geometrías

esféricas, así como posibles cuboctaedros e icosaedros 60.
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Figura 3.2: Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas por reducción química.
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En la Figura 3.3 se observan los espectros de absorbancia de las tres diferentes

muestras realizadas por el método del poliol, se conservó el mismo código de

colores para las tres diferentes concentraciones. En la muestra a 5 mM se aprecia

un pico máximo de 447 nm, en este caso indica nanopartículas de plata con una

geometría mayormente conformada por cuboctaedros, la curva se extiende hasta

los 670 nm lo que indica una diversidad grande de tamaño de las nanopartículas8.

La muestra a 10 mM mostró un pico máximo en 407 nm lo cual es indicativo de

partículas esféricas. Para la muestra de 20 mM se observa un pico en 421 nm con

un mayor ancho de pico, por su ubicación además de indicar diferentes morfologías

también es indicador de una dispersión de tamaño mayor a la presentada por la

muestra a 10 mM sintetizada por este mismo método.
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Figura 3.3: Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas por poliol.

En los resultados obtenidos por UV-Vis se ve como los diferentes picos que

aparecen aquí, sugieren morfologías para la plata que concuerdan con el color de

las diferentes muestras sintetizadas tanto por el método de reducción química como

para el método del poliol.
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3.1.2 Análisis por Difracción de Rayos X

El análisis de difracción de rayos X se realizó mediante la técnica de haces

paralelos, únicamente para la muestra sintetizada por poliol a 10mM. El

difractograma es mostrado en la Figura 3.4, en éste se observan ángulos de

difracción 2θ en 38°, 44.3°, 64.5° y 77.4°, los cuales corresponden a los planos

(111), (200), (220), (311) de la estructura FCC (Faced Centered Cubic). Conociendo

los ángulos de Bragg de los diferentes picos, tomando en cuenta que la fuente

emisora de rayos X es de Cu con λ = 1.54 Å y la ecuación de Scherrer (la cual

considera que el efecto de los esfuerzos y otras imperfecciones son despreciables)

es posible determinar el tamaño de cristalita en cada pico midiendo el ancho a la

altura media de cada uno. Para obtener el valor promedio de la cristalita de las

nanopartículas de plata se utilizó la solución gráfica a la ecuación de Williamson-

Hall (esta involucra los diferente valores obtenidos a partir de la ecuación de

Scherrer pero considerando el efecto de las imperfecciones de los cristales), siendo

éste de 15.25 nm ± 2.25 nm61.

En este patrón de difracción de rayos X se puede observar que las partículas poseen

una alta cristalinidad y un tamaño pequeño de cristal; al comparar este resultado

con el obtenido para la misma muestra por UV-Vis, se observa el pico de UV-Vis

con una longitud de onda que indica partículas con un tamaño de partícula bajo (de

acuerdo a su posición) y con una poca variedad de posibles morfologías.
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Figura 3.4: Difractograma de las nanopartículas de plata.

Solo se muestra el análisis de una muestra dado que se consideró la más

representativa  siendo la que se utilizó para soportar las nanopartículas de plata

sobre la hidroxiapatita; de realizarse el análisis para la demás muestras se

obtendrían cuatro picos en posiciones muy similares, con un una diferencia de

decimas de grados para cada muestra, variando en las mismas posiciones el ancho

del pico (de donde se obtiene el tamaño de la cristalita) y su intensidad (que

involucra el grado de cristalinidad).

3.1.3 Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido.

En la Figura 3.5 se muestran 2 micrografías de la síntesis por reducción química

utilizando AgNO3 a 5 mM, en esta síntesis se tiene una relación reductor-plata de
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2:1, es posible apreciar que las nanopartículas de plata formaron aglomerados y

además se observa una capa de PVP alrededor de ellas.

Figura 3.5: Micrografías de SEM de la síntesis por reducción química a 5 mM.

La Figura 3.6 muestra tres micrografías (a, b y c) de diferentes zonas de las AgNPs

obtenidas por reducción química utilizando AgNO3 a 10 mM, se observa una amplia

distribución del tamaño de partícula que va desde los 2 nm hasta 12 nm de diámetro,

además se observa una buena dispersión de partículas.

En la figura 3.6d se muestra una gráfica de barras ilustrando la distribución de

tamaño de partícula en función de su porcentaje, en donde se puede observar que

tienen mayor frecuencia las partículas de 2 y 3 nm, pero también con una aparición

importante de tamaños que llegan hasta los 12 nm, inclusive en la Figura 3.6a se

aprecia una nanopartícula de mayor tamaño.

Para realizar la medición de tamaño de las AgNPs en las micrografías, tanto en esta

imagen como en las posteriores, se utilizó el software libre “ImageJ”, el cual nos

permite medir el área de las partículas en imágenes con un alto contraste.
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Figura 3.6: a), b) y c) Micrografías de SEM de la síntesis por reducción química a 10 mM.

d) Se muestra la gráfica de barras de la distribución del tamaño de las partículas.

En la Figura 3.7 se muestran tres micrografías (a, b y c) de diferentes zonas de la

muestra de las AgNPs obtenidas por reducción química utilizando AgNO3 a 20 mM,

para esta síntesis se obtuvo una distribución de tamaño con mayor homogeneidad

que en las síntesis anteriores, obteniendo un tamaño promedio de 16 nm ± 4 nm,

en donde el 90% de las partículas están dentro de este rango, esto es representado

en la gráfica de barras mostrada en la Figura 3.7d. Para esta muestra se puede

apreciar una clara dispersión de las nanopartículas, sin tendencias a formar

aglomerados.
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Figura 3.7: a), b) y c) Micrografías de SEM de la síntesis por reducción química a 20 mM.

d) Se muestra la gráfica de barras de la distribución del tamaño de las partículas.

Al analizar las micrografías de barrido de las diferentes muestras de las AgNPs que

se obtuvieron por el método del poliol, es posible apreciar como una alta relación

reductor-plata produce un proceso en extremo descontrolado. Lo anterior se debe

a una velocidad de reducción muy alta, ya que se sabe que el borohidruro de sodio

es uno de los agentes reductores químicos más potentes. En el caso de las

partículas sintetizadas a 5 mM (relación reductor-plata de 4:1) se tiene una gran

cantidad de iones de plata en el medio que necesitan estabilizarse debido a una

gran velocidad de reducción sobre la sal de plata, lo que ocasiona una nucleación y

crecimiento demasiado acelerados, y como consecuencia se forman los

aglomerados antes vistos. Para el caso de 10 mM y 20 mM se observan AgNPs con
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buena dispersión y distribución de tamaño, aunque para el caso de 10 mM se

obtuvieron en general partículas con un tamaño menor a 10 nm62. Con la muestra

20 mM (relación reductor-plata de 1:1), se lograron partículas dentro de los

parámetros establecidos anteriormente (partículas de 15 nm de diámetro) y con una

mejor dispersión, esto se debe por un lado a una relación menor plata-reductor,

ocasionado una reducción más acelerada, pero con una nucleación y crecimiento

más pausado. Además, se ha encontrado en investigaciones previas que cuando

se utiliza PVP como surfactante el tamaño aumenta proporcionalmente a la

concentración de plata59. Por tal motivo la muestra seleccionada para soportar la

plata sobre la hidroxiapatita por el método de reducción química fue la de 20 mM.

Para la Figura 3.8 se muestran dos micrografías de las AgNPs sintetizadas por el

método del poliol utilizando una concentración de 5 mM de nitrato de plata, es

posible observar partículas con un tamaño que van desde los 3 nm hasta 60 nm,

esto es una distribución extremadamente heterogénea y por lo tanto sus

propiedades también lo son.

Figura 3.8: Micrografías de la síntesis por el método del poliol a 5 mM.

En la Figura 3.9 se muestran tres micrografías (a, b y c) de diferentes zonas de las

AgNPs obtenidas por el método del poliol utilizando AgNO3 a 10 mM, con esta

concentración para este síntesis se obtuvo una buena dispersión de las partículas

así como una distribución de tamaño con la mayor homogeneidad obtenida para
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éste método, en donde su tamaño se encuentra en un rango entre los 10 nm y 20

nm, dando un valor medio de partícula de 15 nm ± 5 nm, ya que el 90% de las

partículas entran dentro de éste rango de valores. En la Figura 3.9d se muestra una

gráfica de barras de la distribución de los diferentes tamaños de la nanopartículas

por éste método de síntesis a 10 mM, aquí se puede ver un pico máximo en la curva

Gaussiana en 16 nm.
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Figura 3.9: a), b) y c) Micrografías de SEM de la síntesis por poliol a 20 mM. d) Se

muestra la gráfica de barras de la distribución del tamaño de las partículas.

En la Figura 3.10 se muestran tres micrografías (a, b y c) de diferentes zonas de las

AgNPs obtenidas por el método del poliol utilizando AgNO3 a 20 mM, para esta

síntesis las nanopartículas tendieron a agruparse, pero sin llegar a formar

aglomerados, mostrando una buena dispersión y estabilidad. En la Figura 3.10d se



57

muestra la gráfica de barras representando el rango de valores para las diferentes

AgNPs encontradas en la muestra, el cual va desde los 4 nm hasta los 28 nm, siendo

bastante amplio y cayendo unas incluso en el límite inferior de 10 nm.
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Figura 3.10: a), b) y c) Micrografías de SEM de la síntesis por poliol a 20 mM. d) Se

muestra el histograma de la distribución del tamaño de las partículas.

Para este método de reducción química utilizando etilenglicol se corroboró con lo

leído en la literatura, que el principal factor que afecta el tamaño es la temperatura

de reacción, ya que éste afecta la velocidad con que se lleva a cabo la nucleación

y el crecimiento de las AgNPs, siendo requerida una temperatura de 100°C para

obtener un tamaño medio de partícula de 15 nm. A lo anterior se suman dos

factores:
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 El tiempo de reacción con un rango observado de 30 min a 4 h (sin que se

observen cambios significativos en tamaño y/o dispersión).

 La relación plata-etilenglicol. Anteriormente se dijo que la relación plata-PVP

afectaba el tamaño de partícula, pero en este método bajo las condiciones

establecidas este factor se vio opacado por la contribución de la temperatura.

En este método de síntesis se encontró que la muestra a 10 mM ofrecía una

mejor relación plata-reductor para asegurar una distribución más homogénea

que las muestras de 10 mM y 20 mM. Las AgNPs sintetizadas a 10 mM ofrecen

valores dentro de los parámetros establecidos en un inicio (øprom = 15 nm y ømin

> 10 nm); y dado que fue la que tuvo una dispersión menor en cuanto a tamaños

de partícula, ésta concentración fue la seleccionada como síntesis base por

poliol para soportar las AgNPs en HAP.

3.1.4 Antibiograma por el Método Kirby-Bauer

Las pruebas para medir la capacidad bactericida de las diferentes muestras de

nanopartículas de plata, sintetizadas tanto por el método de reducción química

como por el método del poliol, se muestran en las Figura 3.11 y 3.12, en las cuales

se observa el efecto de las AgNPs en las cepas de E. Coli y Staphylococcus Aureus,

el disco central sin indicación alguna es el control de la prueba. Las muestras

sintetizadas por el método de reducción química son representadas con “RQ”, así

mismo las correspondientes al método del poliol se representan con “P”. La Figura

3.11 es la correspondiente del antibiograma realizado contra E. Coli, en donde se

puede ver que la mayor actividad bactericida fue provocada por las muestras “P 10”

y “P 20”, la cuales resultaron muy eficientes. La muestra “RQ 20” presenta un halo

con un diámetro de 11 mm, pero con una eficiencia baja, en este caso no se habla

de actividad bactericida, sino más bien bacteriostática, lo que indica que aunque no
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produce su muerte pero detiene el crecimiento celular. Las muestras restantes (P5,

RQ 5, RQ 10) presentan una actividad bacteriostática débil para las bacterias E.

Coli. Los diámetros medidos de los halos de inhibición para esta prueba, así como

la capacidad bactericida se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Resultados del antibiograma realizado para E. Coli.

Figura 3.11: Antibiograma en E. Coli de las nanopartículas de plata.

El caso del antibiograma realizado en Staphylococcus Aureus ilustrado por la Figura

3.12, se observa la misma tendencia en la actividad bactericida que en la prueba

contra E. Coli, siendo las muestras “P 10” y “P 20” las que mostraron mayor

capacidad bactericida, mientras que las muestras “P 5” y “RQ 20” mostraron un halo



60

de 9 mm con una actividad bacteriostática. En el caso de la muestra “RQ 10”

presenta una actividad bacteriostática con un halo apenas perceptible de 7 mm. La

muestra “RQ 5” no presentó efecto alguno en esta cepa bacteriana. Los diámetros

medidos de los halos de inhibición y la capacidad bactericida se muestran en la

Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Resultados del antibiograma realizado para Staphylococcus Aureus.

Figura 3.12: Antibiograma en Staphylococcus Aureus de las nanopartículas de plata.

Los antibiogramas para E. Coli y Staphylococcus Aureus muestran una tendencia

ascendente dentro del mismo método de síntesis, se tiene mayor actividad en las

cepas bacterianas a mayor concentración de Ag, aunque las partículas sintetizadas
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por el método del poliol resultaron más eficientes. Lo anterior se debe dos factores

principalmente:

 Geometría de las partículas: investigaciones anteriores sugieren que por el

método de reducción química se obtienen partículas cuboctaedrales

principalmente, mientras que por el método del poliol resultan mayormente

partículas icosaedrales, siendo esta última la geometría más activa para el

caso de los cristales FCC63.

 Cantidad de materia de plata para cada método, ya que aunque se realizaron

los mismos volúmenes para todas las muestras sintetizadas, en el caso de

reducción química la concentración de AgNO3 se refiere a una tercera parte

de la solución final, mientras que en el caso del método del poliol esta

representa el 50% de la solución total.
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3.2 Nanopartículas de Plata Soportadas en Hidroxiapatita

3.2.1 Difracción de Rayos X

Primeramente, se obtuvo el patrón de difracción de rayos X de la hidroxiapatita

adquirida, el cual es se ilustra en la Figura 3.13, el difractograma fue comparado

con la tarjeta 00-009-0432, se puede ver que las posiciones de los picos coinciden

con los de la tarjeta, en la Tabla 3.5 se presentan los picos de dicha esta tarjeta

indicando la posición de cada uno y sus respectivos índices de Miller. Con la

ecuación de Scherrer, midiendo el ancho de los diferentes picos de hidroxiapatita a

la altura media, se obtuvieron los tamaños de cristalita de cada una; y con ayuda de

la solución gráfica a la ecuación de Williamson-Halls, tomando los datos obtenidos

por medio de la ecuación de Scherrer, se obtuvo un tamaño promedio de cristalita

de 53 nm.
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Figura 3.13: Difractograma de la hidroxiapatita, se indican los índices de Miller de los

planos principales.
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Era de esperarse que resultados de este análisis arrojaran un difractograma con los

picos en las posiciones mostradas en la Figura 3.13, ya que se adquirió sintetizada

con un grado de pureza del 99.9%, con el fin de tener la mayor homogeneidad en

sus características estructurales (tamaño promedio de cristalita y cristalinidad), para

determinar únicamente la influencia de la plata en la hidroxiapatita.

En el caso del estudio realizado mediante la técnica de difracción de rayos X para

las nanopartículas de plata soportadas en hidroxiapatita (Ag-HAP) se caracterizaron

los materiales obtenidos por ambos métodos de síntesis (reducción química y

poliol), el análisis se realizó para un rango de valores 2θ de 10° a 80°.

En la figura 3.14 se muestra el patrón de difracción de rayos X obtenido para la

muestra de Ag-HAP obtenida por reducción química en donde se aprecian, además

de los picos característicos de la hidroxiapatita los cuales se pueden ver en la Tabla

3.5 en la columna “RQ”, los cuatro picos pertenecientes a la plata en las posiciones

de 38.1°, 44.5°, 64.5° y 77.5° que corresponden a los planos cristalográficos (111),

(200), (220) y (311) respectivamente. Se alcanza a ver un pico con gran intensidad

que no aparece identificado porque no forma parte de la plata o de la hidroxiapatita,

pero este aparece al quedar residuos de la síntesis y el cual es característico del

nitrato de sodio64. Al igual que en los difractogramas anteriores, se determinó con

la ecuación de Scherrer y la gráfica de Williamson-Halls un tamaño promedio de

cristalita para las AgNPs, midiendo el ancho de los picos a la altura media, de 24.6

nm ± 2.23 nm. En el caso de la hidroxiapatita se obtuvo un tamaño promedio de

cristalita de 44.7 nm ± 6.5 nm, lo cual indica que hubo una disminución en el tamaño

de los cristales, también se observó disminución en la intensidad de los picos de la

misma, lo cual indica que disminuyó la cristalinidad del material de soporte.
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Figura 3.14: Difractograma de las AgNPs soportadas en hidroxiapatita por el método de

reducción química.

Con ayuda del software “Materials Studio” se llevó a cabo la cuantificación de fases,

con este programa se simularon los patrones de difracción de rayos X para Ag, HAP

y el material combinado Ag-HAP, una vez obtenidos, se procedió a comparar el

difractograma experimental del material Ag-HAP, obtenido por reducción química,

contra los simulados anteriormente (los diferentes difractogramas se pueden ver en

la Figura 3.15), esto con el fin de determinar cuál es la contribución de la Ag y la

HAP, con esto nos fue posible obtener el porcentaje en peso de la plata y de la

hidroxiapatita los cuales se representan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Porcentaje en peso de ambas fases del material Ag-HAP obtenido por

reducción química.
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Figura 3.15: Difractograma simulado contra el experimental del material Ag-HAP obtenido

por reducción química, además se muestra la contribución de Ag y de HAP.

El difractograma obtenido de rayos X para la muestra de Ag-HAP de poliol es

mostrado en la Figura 3.16, en este caso también se observan los picos de la

hidroxiapatita muy bien definidos y en posiciones casi idénticas a las de la tarjeta,

los cuales se muestran en la Tabla 3.5, columna “P”, con sus correspondientes

índices de Miller. Los cuatro picos característicos de la plata están presentes en las

posiciones de 38.1°, 44.3°, 64.4° y 77.4° a los cuales les corresponden los planos

cristalográficos de (111), (200), (220) y (311) respectivamente. Se determinó el
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tamaño promedio de cristalita, midiendo el ancho de los diferentes picos, con la

ecuación de Scherrer, y con los datos obtenidos y aplicándolos en la gráfica de

Williamson-Halls se obtuvo un tamaño promedio de cristalita de 18 nm para la plata

y de 20 nm para la hidroxiapatita, al igual que en la síntesis anterior se tiene una

disminución de la intensidad de los picos que refleja una disminución en la

cristalinidad.
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Figura 3.16: Difractograma de las AgNPs soportadas en hidroxiapatita por el método del

poliol.

En la Figura 3.17 se muestran los patrones de difracción de rayos X simulados de

Ag, HAP y Ag-HAP, además del experimental obtenido por el método del poliol. Los

cuales se compararon entre sí, llevándose a cabo la cuantificación de las distintas

fases y así determinando la contribución de Ag y HAP, gracias a esto sabemos el

porcentaje el peso igualmente de Ag y HAP ( Tabla 3.4), esto se realizó en el mismo

software que en el caso anterior (Materials Studio).
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Figura 3.4: Porcentaje en peso de ambas fases del material Ag-HAP.
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Figura 3.17: Difractograma simulado contra el experimental del material AgHAP obtenido

por poliol, además se muestra la contribución individual de Ag y de HAP.



68

Tabla 3.5: Picos característicos del patrón de difracción de rayos X de hidroxiapatita:

obtenidos de la tarjeta 00-009-0432, obtenidos por reducción química y obtenidos por

poliol, con sus correspondientes índices de Miller correspondientes a cada pico.

De acuerdo con la bibliografía consultada en caso de observarse los picos de Ag y

HAP en los difractogramas de rayos X para el material compuesto Ag-HAP como se

obtuvieron, tanto para el caso de reducción química como de poliol, es posible

afirmar que la hidroxiapatita fue capaz de sustituir los iones Ca+ superficiales por

iones Ag+, encontrándose la plata dispersada sobre la superficie de la

hidroxiapatita(65)(66)(67); aunque también la alta intensidad de los picos de Ag sugiere

la formación cristales de Ag. En el caso de la HAP se observan dos situaciones:

 Se tiene una disminución en la intensidad de los picos, la cual se debe a la

presencia de Ag sobre la superficie de la HAP, la cual altera los campos

electrostáticos, que se traduce en cambios en la distribución de las cargas68.

 Se tiene una disminución del tamaño de cristal, esto puede deberse al hecho

de que al momento de verse sustituidos los iones Ca+ por los iones Ag+, no
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tienen el mismo radio atómico (rAg=165 pm y rCa = 194 pm), el cual es 15%

menor, lo que generó defectos puntuales en la superficie de la HAP

ocasionando la ruptura de los cristales69. Estos efectos son más notorios en

la síntesis por poliol porque la relación Ag/HAP es mayor. Cabe aclarar que

esto no modificó la estructura cristalina de la hidroxiapatita.

3.2.2 Análisis por Espectroscopía Infrarroja con Transformada de Fourier

El análisis de espectroscopía infrarroja se realizó con la intención de detectar

cualquier posible interacción de la plata con la hidroxiapatita. En la Figura 3.18 se

muestra el espectro de la hidroxiapatita antes de ser utilizada para la síntesis, se ve

claramente una mayor intensidad en la banda de absorción con un punto máximo

en 1022 la cual deriva de los enlaces PO4 característicos de la hidroxiapatita.

Aparecen bandas que van desde los 2850 a 2980 las cuales se le atribuyen a las

vibraciones simétricas y asimétricas de CH2. Se tienen además bandas que van

desde 3050 a 3500 indicando los grupos de H2O y OH, estas bandas corresponden

a la parte hidratada de la hidroxiapatita.
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Figura 3.18: Espectro FTIR de hidroxiapatita.
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Los espectros de hidroxiapatita con plata por ambos métodos de síntesis se

muestran en la Figura 3.19, los cuales se hicieron con un equipo diferente con el

que se tiene mayor rango de número de onda, aunque también bajo la técnica de

ATR (Attenuated Total Reflection). Para estos espectros se obtuvieron bandas de

absorción que van desde 460 hasta 602 cm-1 las cuales corresponden a los enlaces

del grupo PO4 de la HAP. En 640 cm-1 aparece un pequeño pico perteneciente al

grupo hidroxilo. En todos los espectros se pueden ver bandas aproximadamente en

1026-1140 que derivan de los enlaces PO4 pertenecientes a la HAP, aunque para

el caso de los espectros de AgHAP se tiene una menor intensidad para ambos. Las

bandas de absorción que van desde los 1220 hasta 1500 corresponden a diferentes

tipos de enlaces C-O y N-C los cuales provienen tanto del etilenglicol como del PVP

utilizado como surfactante, el enlace N-C se ve confirmado por las bandas en el

rango de 1400-1450; así mismo en las bandas de 1634 y 1647 localizadas en los

espectros se le atribuyen al doble enlace C=O. En 2164 y 2168, para las síntesis de

reducción química y poliol respectivamente, se alcanza a apreciar la presencia de

un pequeño pico de absorbancia el cual de acuerdo a la bibliografía indica la

presencia de AgNPs(48)(63). Aparecen bandas que van desde los 2850 a 2990 las

cuales se le atribuyen a las vibraciones simétricas y asimétricas de CH2. Se tienen

además bandas que van desde 3050 a 3650 indicando los grupos de H2O y OH,

estas bandas son las correspondientes a la parte hidratada de la hidroxiapatita; se

sabe que la capa de agua de los cristales de hidroxiapatita contiene una alta

concentración de iones de calcio y fosfato70, y estos iones son fácilmente

intercambiables en una solución, por lo tanto se puede esperar que los iones Ag+

se incorporen a los cristales de hidroxiapatita(71)(72), el porcentaje de iones Ca+

intercambiables son únicamente del 4% del calcio total44.

Las bandas de absorbancia correspondientes a la HAP después de ser utilizada

como soporte de las AgNPs tienen una intensidad relativa menor, la cual se vio

afectada por la relación Ag/HAP de cada muestra, siendo en la muestra de poliol

mayor, reafirmándose los resultados obtenidos por DRX.
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Figura 3.19: Espectros FTIR del material AgHAP obtenido por los métodos de reducción

química y poliol.

3.2.3 Análisis por Microscopía Electrónica de Barrido

Esta técnica de caracterización se realizó de igual manera tanto para la HAP como

para el material Ag-HAP (obtenido por ambos métodos de síntesis) para observar

la distribución de las AgNPs sobre el material de soporte.

En la Figura 3.21 se muestran dos micrografías de barrido de la hidroxiapatita

sintética en donde se observan partículas en forma de prismas hexagonales muy

bien definidas, esto se debe a que la celda unitaria de la hidroxiapatita es hexagonal
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compacta y este tipo de estructuras cristalinas presenta un crecimiento preferencial

a lo largo de “C” tomando como referencia la Figura 3.20. Las caracterizaciones de

este material se tomaron, a pesar de saber que fue sintetizada por una compañía

con un alto grado de pureza, para poder compararlas al momento de combinarlo

con las nanopartículas de plata.

Figura 3.20: Diagrama de una estructura cristalina hexagonal compacta.

Figura 3.21: Micrografías de barrido de la hidroxiapatita.

Teniendo como referencia la HAP antes de ser utilizada en el proceso de síntesis

es posible mostrar los resultados de SEM para el nanomaterial AgHAP. Primero se

muestra, siguiendo el orden del trabajo aquí presente, los resultados de la muestra

de reducción química y luego los del método del poliol.
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En el método de reducción química únicamente se varían las concentraciones a

utilizar, por lo que se tiene un bajo grado de control sobre las distintas características

de las nanopartículas sintetizadas, esto se vio reflejado al momento de soportar la

plata sobre la hidroxiapatita como se observa en la Figura 3.22. En este caso solo

se pudieron obtener imágenes con el detector de electrones secundarios (ya que

fue necesario recubrir la muestra con oro) los cuales ofrecen información topográfica

de la muestra73, en donde se ve la forma del material Ag-HAP pero sin apreciar el

contraste entre Ag y HAP por causa del recubrimiento.

Figura 3.22: Micrografías del material compuesto AgHAP por reducción química.

Se tienen en la Figura 3.22 zonas que probablemente sean Ag, pero al no tener un

contraste por número atómico se necesitan una prueba adicional. Por tal motivo se

realizaron mapeos de la misma muestra del material Ag-HAP (Figura 3.23), esto con

el fin de corroborar la presencia de la plata sobre la hidroxiapatita. Se identificó la

presencia de Ag y los elementos propios de HAP (Ca, P y O), el único que no fue

posible identificar debido a la técnica es el H, además se ve de manera clara la
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distribución de los elementos en la muestra. Dichos mapeos fueron realizados con

ayuda del detector de energía dispersiva (EDS) con que cuenta el microscopio. En

la Figura 3.23a es posible reafirmar que el material de soporte es hidroxiapatita. En

la Figura 3.23b se tiene la imagen de la zona en donde se muestra únicamente la

localización de la plata sobre la partícula del soporte. Combinando la señal de las

Figura 3.23a y 3.23b se tiene la Figura 3.23c la cual muestra la presencia superficial

de Ag sobre HAP. De igual manera con ayuda del detector EDS se obtuvo el

espectro correspondiente que se muestra en la Figura 3.23d, en donde es posible

reafirmar la presencia de los materiales que corresponden a la HAP y además la

presencia de plata en la muestra. Por último, aparecen ciertos picos con poca

relevancia los cuales corresponden al Na residual del reductor utilizado en la

síntesis, el portamuestras de Al, y el del oro utilizado para recubrir la muestra.

De las Figura 3.22 y 3.23 es posible decir que hubo formación de Ag sobre la

superficie de la hidroxiapatita, aunque no en forma de nanopartículas, sino más bien

como pequeños aglomerados sin una morfología definida.

a) b)
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Figura 3.23: Mapeos de los diferentes elementos del nanomaterial AgHAP obtenido en el

método de reducción química.

El método del poliol al ser un proceso en donde se controlan factores como la

concentración, temperatura, tiempo de reacción y la velocidad con que se agrega el

precursor, lo vuelve un proceso más lento, pero con resultados más estables. Esto

se observa en la Figura 3.24, en donde se muestran dos micrografías de barrido de

una misma zona con diferentes contrastes con lo que resulta más sencillo visualizar

las nanopartículas de plata, esto es debido a los detectores con que se obtuvieron

ambas imágenes, los diferentes contrastes se deben al detector con el cual fueron

obtenidas las imágenes. La Figura 3.24a fue obtenida por medio del detector de

electrones secundarios, que nos ofrece información topográfica de la muestra, con

la cual es posible apreciar claramente las AgNPs sobre las partículas de HAP. En

la Figura3.24b se muestra la misma zona pero resaltando las AgNPs, esto se debe

a que la imagen se obtuvo con el detector de alto ángulo (HA = High Angle), el cual

detecta los electrones de mayor energía, y esto permite obtener imágenes con un

contraste por número atómico73.
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a) b)
Figura 3.24: Micrografías del material compuesto AgHAP por el método del poliol.

En la Figura 3.25 se muestran los mapeos EDS realizados para este método de

síntesis, con estos se corrobora la distribución de las AgNPs sobre la superficie de

la HAP. En la Figura 3.25a se ve únicamente la señal proveniente de la

hidroxiapatita, corroborándose la presencia de los elementos que la componen (Ca,

P y O). Así mismo la Figura 3.25b muestra los lugares en donde se encuentra la

plata. Por último, en la Figura 3.25c se muestra la combinación de las señales de

Ag y HAP. También en este caso se obtuvo el espectro EDS encontrando las

señales de cada elemento que componen a la HAP, así como los picos que son

característicos de Ag. Se ve también un pico de Al el cual corresponde al

portamuestras utilizado para el análisis.
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Figura 3.25: Mapeos de los diferentes elementos del nanocompuesto AgHAP obtenido

por el método del poliol.

Con este método de síntesis se lograron sintetizar AgNPs con una buena dispersión

sobre la superficie del material de soporte, pero se ve una distribución con un mayor

rango de tamaños, llegándose a obtener partículas de hasta 100 nm. La distribución

del tamaño de AgNPs resultó menos homogénea para ambos métodos de síntesis

al realizarlos en presencia de HAP. Este resultado puede atribuirse a que la energía

necesaria para llevar a cabo la nucleación de las partículas es menor, ya que la

superficie de la hidroxiapatita ofrece un sitio de nucleación para las AgNPs, es decir

se favorece un proceso de nucleación heterogénea, por lo cual los iones liberados
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en el medio al tener energía “extra” tienden a aumentar su movimiento ocasionando

un acomodo atómico menos ordenado74. Para obtener partículas con menos

variabilidad de tamaño, sería necesario reajustar algunos parámetros para disminuir

su velocidad de nucleación o incluso su velocidad de reducción. En el caso de

reducción química el primer factor sería adicionar por goteo de manera aún más

pausada el agente reductor, para así prolongar más la nucleación y crecimiento de

las partículas. Para el método del poliol los primeros factores a disminuir serían la

temperatura y/o el tiempo de reacción. El que la Ag esté dispersa sobre la superficie

de la HAP influyó en la intensidad relativa de los picos en DRX e FTIR por el cambio

en la distribución de cargas superficiales.
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4. CONCLUSIONES

Se logró sintetizar con éxito las AgNPs con un tamaño promedio de partícula de 15

nm y una desviación estándar de 5 nm, lo cual no rebasa el límite inferior propuesto

(10 nm).  Siendo la velocidad de reducción el principal factor a considerar en este

tipo de síntesis química, independientemente del método utilizado, ya que si es

demasiada acelerada genera una gran cantidad de iones libres en poco  volumen,

estos buscan estabilizarse lo más pronto posible y como consecuencia se producen

aglomerados en fracciones de tiempo muy breves; pero si la reducción es muy lenta

ocurre que las partículas tengan una distribución de tamaños muy amplia, esto se

debe a que mientras unas partículas ya se están formando, otras apenas están

nucleando o inclusive apenas se estén reduciendo los iones M+, lo que ocasiona

una distribución poco homogénea de esos iones M+ en las diferentes partículas.

En reducción química se observaron tres factores que interfieren en la obtención de

AgNPs con un cierto tamaño, poca variabilidad de tamaño, y una buena dispersión.

 El primer factor y quizás el más importante es controlar la velocidad de

adición del reductor, al ser el borohidruro de sodio uno de los agentes con

mayor potencial reductor, es necesario agregarlo lo más lentamente posible

para obtener partículas con un tamaño de partícula homogéneo.

 El segundo factor es la relación de la AgNO3/NaBH4, en el caso del presente

trabajo fue de 1:1, la cual también influye en la velocidad de reducción.

 El tercer factor es la relación Ag/PVP, siendo este el que influye en el tamaño

de las AgNPs, ya que éste afecta su velocidad de nucleación y crecimiento.

Para el método del poliol se observaron otros factores, además de los que se

tuvieron en reducción química, teniendo algunos un mayor impacto que otros.

Primero está la concentración de Ag, ya que está directamente relacionada a la

velocidad de reducción, lo cual se debe a que el medio de solución (etilenglicol) al

mismo tiempo es el agente reductor. Otro factor de gran importancia es la velocidad
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de agregación del precursor de Ag, esto sigue afectando a la velocidad de

reducción, pero en este caso el etilenglicol tiene un efecto mucho más lento, por lo

que resulta necesario agregarlo a un flujo constante mínimo de 1.5 ml/s para

asegurar la homogeneidad en el tamaño de las partículas; la razón de esto es que

al tener un flujo pausado unas partículas se encontraran en la fase de crecimiento

mientras que otras se encontraran nucleando con una menor cantidad de Ag+ para

la formación de las nanopartículas. Para la formación de las AgNPs por este método

se requiere un tiempo mínimo de 30 min de reacción, sin embargo, el extender este

tiempo hasta 4 h no afecto significativamente al crecimiento de AgNPs, cabe aclarar

que esto no se corroboró para otros sistemas metálicos o de ningún tipo. De hecho

el principal factor para la obtención de un tamaño especifico de partícula es la

temperatura a la que se lleva a cabo la reacción, esto se debe a que el calor

transferido al sistema se transforma en energía cinética que ocasiona una colisión

entre partículas, lo que provoca adhesión entre las mismas y subsecuentemente

coalescencia, a este fenómeno se le conoce como movimiento browniano; aunque

aquí también influye la relación Ag/PVP pero en menor medida que en el anterior

método de síntesis.

Al momento de realizar las diferentes síntesis en presencia de la HAP las

velocidades de nucleación y crecimiento se vieron afectadas. En el caso de

reducción química la influencia fue tal que se formaron diversos aglomerados de

plata sobre la superficie de la HAP, por lo cual sería necesario encontrar nuevos

parámetros para que este método de síntesis arroje mejores resultados. Hablando

del método del poliol se obtuvieron mejores resultados en cuanto a dispersión de

las partículas formadas sobre la hidroxiapatita, esto se dedujo apoyado de los

resultados que obtenidos por DRX y SEM; refiriéndose a que la distribución de

tamaño resultó ser más amplia para este caso.

De acuerdo con las caracterizaciones por DRX y FTIR, la estructura cristalina de la

HAP no cambió al llevarse a cabo el intercambio entre los iones de Ca+ con los de
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Ag+, aunque si se dio una disminución en el tamaño del cristal porque la Ag ocupa

menos espacio que el Ca en la estructura cristalina de la HAP, lo que hace que se

creen concentradores de esfuerzos y se rompan los cristales a tamaños más

pequeños.

El método de soporte empleado resultó funcional, ya que si se deseará extrapolar

este método con biohidroxiapatita, la cual tiene gran cantidad de iones metálicos

(siendo no estequiométrica) sobre su superficie que la vuelven más asimilable para

el cuerpo humano, es probable que estos mismos iones funcionen como sitios

activos ayudando a soportar las AgNPs con mayor facilidad.
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