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Resumen

En el presente trabajo se ha verificado la reproducibilidad de los tres métodos de
sintesis de nanoparticulas metalicas de hierro, zinc y magnesio a partir del extracto
vegetal de Hydrocotyle ranunculoides, cuyos compuestos fitoquimicos de dicho

extracto se identificaron como flavonoides, saponinas y clorofilas.

La ruta de generacion de nanoparticulas deriva en tres métodos propuestos (M1, M2
y M3), los cuales difieren principalmente en la concentracion de la solucién metalica,

tipo de solucion de dispersion y de ajuste de pH.

La determinacion de compuestos polifendlicos totales reveld que el extracto vegetal
utilizado en el primer método presenta la menor concentracion de compuestos
fitoquimicos, mientras que el tercer método es que aprovecha en mayor proporcion

dichos fitoquimicos.

El M1 favorece la produccion de FeNPs especiadas como Fe3zO4 con forma cubica,
con tamanos de entre 5y 10 nm, mientras que M2 favorece la produccion de FeNPs y
ZnNPs con tamafios menores de 5 nm, especiadas como zinc cero Valente y ZnO con
sistemas hexagonal y cubico, y el M3 ademas de producir FeNPs y ZnNPs, también
forma MgNPs especiadas como MgO2 con mayor tamaio de entre 10 y 20 nm con

sistema cubico.

La actividad fotocatalitica de las nanoparticulas sintetizadas se ajustd mediante una
cinética de degradacién de orden uno, asi mismo M2 y M3 presentaron los mayores
porcentajes de degradacién, esto en funcion de sus rendimientos de produccion de
NPs sobre M1.

La actividad microbicida realizada mostré que existe poca diferencia entre los pH de

sintesis 7 y 10, mientras que para el pH4 muestra la menor actividad.

Un analisis IR permitié conocer la permanencia de grupos funcionales provenientes de
compuestos organicos involucrados en procesos metabdlicos del vegetal, mismos que

dan soporte y recubrimiento a las nanoparticulas.

Vi



Abstract

In the present work, the reproducibility of three methods of synthesis of metal
nanoparticles has been verified, those nanoparticles were made of iron, zinc and
magnesium and from the plant extract of Hydrocotyle ranunculoides, whose

phytochemical compounds were identified as flavonoids, saponins and chlorophylls.

The nanoparticle generation pathway was directed in three proposed methods (M1, M2
and M3), which differ mainly in the concentration of the metal solution, the type of

dispersion solution and pH adjustment.

The determination of total polyphenolic compounds of the plant extract used in the first
method showed the lowest concentration of phytochemical compounds, while the third

method takes advantage of these phytochemicals having a greater amount.

M1 leads to the production of FeENPs spiced like FesOs with a cubic shape with sizes
between 5 and 10 nm, while M2 favors the production of FeNPs and ZnNPs with sizes
smaller than 5 nm, spiced like zero Valent zinc and ZnO with hexagonal systems and
cubic, and M3 in addition to producing FeNPs and ZnNPs, also forms MgNPs spiced

as MgO:2 with a larger size of between 10 and 20 nm with cubic system.

The photocatalytic activity of the synthesized nanoparticles was adjusted with order
one in the degradation kinetics, likewise M2 and M3 presented the highest degradation

percentages, this as a function of their production yields of NPs on M1.

The microbicidal activity carried out showed that there is little difference between

synthesis pH 7 and 10, while for pH4 it shows the least activity.

An IR analysis allowed know the permanence of functional groups from organic
compounds involved in plant metabolic processes, which provide support and coating

to the nanoparticles.

Vi



Introduccion

Actualmente las aguas superficiales de México son afectadas por descargas urbanas
ricas en contenido organico y también por descargas industriales no reguladas de
colorantes sintéticos; principalmente de las industrias textiles. La presencia de ambos
tipos de contaminantes representa riesgos al medioambiente y a la salud esta ultima
debido a que el exceso de la materia organica conduce a la proliferacion de
microorganismos patdgenos, mientras que los colorantes causan cancer y
enfermedades mentales. Los microorganismos patégenos tienen una habilidad
especial de evolucionar conforme se sujetan a nuevas condiciones de estrés, esto se
refiere al contacto continuo con sustancias microbicidas convencionales que provocan
el desarrollo de capsides mas resistentes a estos microbicidas, es entonces donde las
dosis minimas de inhibicion son aumentadas, reduciendo significativamente la
disponibilidad del agua para consumo humano. Los riesgos al medio ambiente radican
en que la presencia simultdnea de microorganismos patdégenos y de colorantes
sintéticos en el agua, pueden dafar la flora y fauna del cuerpo acuatico donde se
detecten, ademas de que los colorantes inhiben el paso de la luz derivando en la
disminucién de oxigeno disuelto en el agua, la mayoria de estos colorantes son de
constitucién quimica compleja y por ende son de dificil degradacion y en un tratamiento

convencional de aguas residuales no logran ser removidos.

Es entonces cuando las nanoparticulas metalicas se perfilaron como una propuesta
de solucion a esta problematica, en este trabajo se realizd la evaluacion de la la
actividad microbicida y fotocatalitica de nanoparticulas de Fe/Zn y Fe/Zn/Mg
fitosintetizadas mediante el extracto vegetal de la planta Hydrocotyle ranunculoides,
variando el pH (4, 7 y 10). Los metales fueron seleccionados debido a que se
consideran oligoelementos, ademas de que su efecto antimicrobiano ya ha sido

probado por separado, pero su interaccion bimetalica aun no ha sido estudiada.



1. Fundamentos

1.1 Contaminacién del agua

Las matrices ambientales que rigen al planeta son el aire, el suelo y el agua. Esta
ultima es un recurso esencial para los seres humanos, los animales y las plantas, y
enfrenta problemas graves de contaminacion que surgieron gradualmente con el
aumento de la poblacién urbana y a que la capacidad natural de autopurificacién del

agua superficial fue rebasada con este ritmo de desarrollo (Garcia y Luciano, 2013).

Las tecnologias convencionales de tratamiento de aguas y de aguas residuales como
la adsorcién, precipitacion, coagulacion y procesos de lodos activados, entre otras,
presentan algunos inconvenientes como la baja eficiencia del tratamiento, altos costos
y/o contaminacion secundaria, esta ultima referida a que las sustancias quimicas
usadas como desinfectantes y que en algunos casos generan productos secundarios

mas toéxicos (Xue et al., 2016).

1.1.1 Contaminacién microbiolodgica del agua

La presencia o aumento de bacterias, parasitos, virus y hongos en el agua surge
usualmente por efecto directo o indirecto de cambios en el medio ambiente y en la
poblacion tales como urbanizacion no controlada, crecimiento industrial, pobreza,
ocupacion de regiones antes deshabitadas y la disposicidon inadecuada de excretas

humanas y animales.

Los efluentes urbanos e industriales tienen un impacto importante en la cantidad de
compuestos organicos que terminan beneficiando a microorganismos patégenos
Ademas de las actividades agropecuarias como la movilizacion de animales, cultivos,
abonos organicos mal procesados y disposicidon inadecuada de aguas residuales que

afectan la calidad microbioldgica de las fuentes de agua (Rios et al., 2017).



Mas del 80% de las bacterias que se conocen pueden aislarse del agua, estas son
bacterias entéricas (o fecales), provenientes del tracto gastrointestinal de animales y
humanos, cuya capacidad de sobrevivir y reproducirse en el agua se restringe debido
al estrés fisioldgico y a parametros cémo pH, temperatura y presencia de materia
organica.

Los microorganismos patogenos indicadores son seleccionados debido a que se
transmiten por agua, ademas de tener una habilidad de resistencia a procesos de
tratamiento y desinfeccion del agua. Ademas, poseen caracteristicas de muestreo
estandarizado y bien definido que produce una respuesta rapida a cambios
ambientales como la contaminacién. Asi mismo, son considerados indicadores de
contaminacién fecal a corto plazo por la descarga de desechos y a largo plazo como
indicadores de efectividad de los métodos de control microbiano entre estos
microorganismos se encuentran Escherichia coli y Cryptosporidium spp. (Rios et al.,
2017).

Dentro de las bacterias establecidas como contaminantes del agua se han aislado
Gram negativas, especialmente pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Flavobacterium, Gallionella, Aeromonas, Vibrio, Achromobacter, Alcaligenes,
Bordetella, Neisseria, Moraxella y Acinetobacter. Estas bacterias corresponden al 10%
de los microorganismos intestinales humanos y animales, por lo que su presencia en
el agua estd asociada con contaminacion fecal. Este grupo incluye al género
Escherichia, que incluye cepas patdgenas y no patdgenas y corresponde al 80% de la
microflora intestinal normal ; donde generalmente es inofensiva. En la actualidad, estas
mismas cepas estan descritas como patdgenas para el humano causantes de
enfermedades graves, como infecciones de vias urinarias, bacteriemia, meningitis y

diarrea aguda (Rios et al., 2017).



1.1.2 Técnicas de tratamiento de agua enfocadas a la carga organica y

microorganismos.

El agua potable se puede definir como aquella agua que es libre de microorganismos
causantes de enfermedades y de sustancias quimicas que pueden deteriorar la salud
del consumidor, para lograr estas condiciones, la desinfeccion del agua puede
alcanzarse mediante varios procesos quimicos y fisicos como lo muestra la Figura 1.1
(Pandit y Kumar, 2013).

Fisicas: Quimicas:
Tratamiento térmico L Halogenos
< . Técnicas de
Ondas ultrasénicas . .. Ozono
N < desinfeccion >
Radiacion . .o . Sales
" microbiolégica .
electromagnética Hipohalosos
Filtracion Enzimas
Osmosis inversa Cationes de plata

Figura 1.1 Técnicas de desinfeccidon microbiolégica.

Las técnicas fisicas de desinfeccion por radiacion electromagnética comprenden
radiacion ultravioleta, rayos X y radiacidon gama. La adopcion de cualquiera de éstas
técnicas depende de la calidad y la cantidad del agua a tratar, ademas poseen
diferente eficacia contra microorganismos patégenos, razén por la cual en ocasiones
llegan a emplearse dos o0 mas al mismo tiempo, entonces reciben el nombre de
técnicas hibridas de desinfeccidn que se muestran en la Figura 1.2 (Pandit y Kumar,
2013).
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Técnicas hibridas de
desinfeccion >
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Figura 1.2 Técnicas hibridas de desinfeccion microbiolégica.

1.2 Nanotecnologia

El padre de la “nanociencia”, es considerado Richard Feynman, premio Nobel de
Fisica, quién en 1959 propuso fabricar productos en base a un reordenamiento de
atomos y moléculas. En ese afio, el gran fisico escribioé un articulo que analizaba cémo
los ordenadores trabajando con atomos individuales podrian consumir muy poca
energia y conseguir velocidades asombrosas. Sin embargo, el término
“nanotecnologia” fue establecido de manera formal por Norio Taniguchi en 1974 para
describir procesos semiconductores como la deposicion de peliculas delgadas vy el
fresado de haces de iones, en donde las caracteristicas pueden ser controladas a un
nivel nanométrico. Sin embargo, la definicibn mas ampliamente aceptada de
nanotecnologia es: La creacion de materiales, dispositivos y sistemas funcionales a
través del control de la materia en la escala de longitud nanométrica (1-100 nm) y la
explotacion de fendémenos y propiedades novedosas (fisicas, quimicas y biolégicas) a

esa escala de longitud (Meyyappan y Dastoor, 2022).

La palabra nanotecnologia refiere a la tecnologia que es implementada a nanoescala
y sus aplicaciones en el mundo macro. Propiedades quimicas y fisicas unicas de
nanomateriales pueden ser explotados para aplicaciones que beneficien a la sociedad
ya que éstas propiedades de la materia a nanoescala son diferentes a sus propiedades
a gran escala. Debajo de los 100 nm se ha reportado que ocurren cambios dramaticos
en las propiedades de la materia. La palabra “nano” es un prefijo griego refiriendo algo

muy pequefio de una billonésima parte de una unidad (10-°) (Abdullaeva, 2017).



Como los nanomateriales tienen propiedades fisicas, quimicas y mecanicas muy
especificas, pueden ser usados en una amplia gama de aplicaciones, desde pasta de
dientes hasta satélites. El campo de uso de los nanomateriales es muy amplio, se
aplican en cosméticos, textiles, cuidado de la salud, ingenieria, catalisis, diagnosticos
médicos, tratamiento de la contaminacion de agua y aire, entre otros (Busshan, 2017;
Murty et al., 2013).

1.2.1 Propiedades de los nanomateriales

Las nanoparticulas en forma de soluciones coloidales, dispersiones y estados
agregados guardan una relacion con sus propiedades fisicoquimicas. Un sistema
coloidal o dispersidon coloidal se puede definir como un sélido homogéneamente

distribuido en otra fase (generalmente agua) con un rango de tamano de 1 nma 1 um.

Una solucidon coloidal siempre tiende a agregarse o separarse debido a los tres
procesos fundamentales de colision particula-particula: agregacion pericinética,
agregacion ortocinética y asentamiento diferencial. La agregacion pericinética es
referida al movimiento Browniano de las particulas, la agregacion ortocinética se debe
a particulas que viajan a diferentes velocidades en un flujo cortante y finalmente, el
asentamiento diferencial es resultado de la interaccién de particulas de diferente

tamafio o densidad cuando se estan asentando (Bhushan, 2017).

Las propiedades quimicas de los nanomateriales estdan determinadas por su
reactividad quimica, oxidacion, cambio de superficie y efectos cataliticos. La
reactividad quimica es la tendencia de una especie a realizar una reaccién quimica
consigo misma o con otra especie y liberar energia, ademas es proporcional a la
superficie especifica. La oxidacion es un proceso en el cual una especie quimica
cambia debido a la adicion de oxigeno. El cambio de superficie esta relacionado con
la interaccién entre las fuerzas de la especie modificadora y las fuerzas superficiales

del sustrato, la cuales se controlan por las fuerzas de enlaces en la superficie. El efecto
6



catalitico de las nanoparticulas refiere una superficie que retiene momentaneamente
una especie quimica para hacerla reaccionar con otra y entonces liberarla (Bhushan,
2017).

1.2.2 Nanoparticulas

Debido a su pequeiio tamafo, las nanoparticulas (NPs) tienen proporciones de
superficie a volumen significativamente diferentes en comparacion con materiales
tamafo macro y por lo tanto, también diferentes propiedades fisicoquimicas. Las NP
tienen aplicaciones en un amplio rango de areas incluyendo: biosensores, desarrollo
de medicamentos, bioimagen, catalisis, nanofabricacidn, lubricacion, electrénica,

industria textil y tratamiento de aguas (Bhushan, 2017).

Debido a que las nanoparticulas pueden ser construidas a partir de materiales de
diversa naturaleza quimica, dispersas en multiples medios, y que una vez sintetizadas
adoptan diferente morfologia, que de acuerdo a esa morfologia y naturaleza quimica
se obtienen modificaciones de area superficial especifica para lo cual fueron
sintetizadas. Entonces las nanoparticulas se pueden clasificar de acuerdo a la Figura
1.3 (Busshan, 2017).
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Figura 1.3 Clasificacion general de nanoparticulas.

1.2.3 Métodos de sintesis de NPs

De acuerdo al enfoque, existen dos rutas en la sintesis de nanomateriales y son el
enfoque de arriba hacia abajo “bottom up” y el enfoque de abajo hacia arriba “top
down’”. El primero, esta basado en la organizacion o arreglo de elementos individuales
(atomos, moléculas y células bioldgicas) para construir nanomateriales (ejemplos:
crecimiento de un cristal, sintesis de nanoparticulas por soluciones coloidales),
mientras que el segundo, esta basado en el principio de dispersiéon de materiales en
nanomateriales (ejemplos: desgaste, fresado, rectificado, pulverizacidn y electrdlisis).
En la Figura 1.4 se muestran métodos de sintesis de nanomateriales (Abdullaeva,
2017).



Sintesis de nanoparticulas

A

Enfoque
A 4 A 4
De arriba hacia abajo De abajo hacia arriba
(Bottom up) (Top down)

A 4 A 4
-Evaporacién por arco eléctrico -Molienda mecanica
-Evaporacion laser -Sintesis sonoquimica
-Deposicién quimica en fase vapor -Remocién de un componente
-Bombardeo de magnetron de un sistema heterogéneo
-Sintesis por Nanoreactor
-Método sdlido-gel
-Sintesis hidrotermal
-Sintesis usando fluidos

supercriticos

Figura 1.4 Métodos de sintesis de nanoparticulas.

De manera general, las rutas de generacion de nanoparticulas se dividen por procesos
quimicos vy fisicos, en la Figura 1.5 se muestran las tecnologias que abarcan dichos

procesos.

Procesos generales parala
sintesis de NPs

| !

Tecnologias basadas en Tecnologias basadas en
procesos quimicos procesos fisicos
A 4 A 4
-Deposicion quimica en fase vapor -Deposicion fisica en fase vapor
-Sintesis de alta energia -Pulverizacion a chorro
-Descomposicion de compuestos -Molienda mecanica
inestables

-Procesos de reduccién

Figura 1.5 Procesos generales para la produccion de NPs.



El uso de microorganismos, o bien metabolitos vegetales para la sintesis de NPs
metalicas, son una alternativa para generar tecnologias verdes para la sintesis en
nanotecnologia. La Figura 1.6 muestra las diferentes rutas de generar NPs por

biosintesis.

Co . Bacterias
®» —»| Procariosintesis .
o Virus
z
[«}]
I Al
0 . L as
B »| Eucariosintesis g
i Hongos
e
£
[72]
& Metabolit
o . etabolitos
o !  Fitosintesis
vegetales

Figura 1.6 Rutas de generaciéon de NPs por biosintesis.

En la biosintesis de NPs utilizando células procariotas (aquellas donde el material
genético se encuentra disperso en el citoplasma) se utilizan normalmente bacterias y
virus. El mecanismo de sintesis se basa en procesos bioquimicos gestionados por
enzimas, se realiza mediante la biorreduccion de los metales con la bacteria se basa
en la interacciéon del metal con la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido que esta
presente en toda célula viva. Entonces, al ejecutar el intercambio iénico del citoplasma
a la pared celular tiene contacto con el metal, reduciéndolo y finalmente generando la
NP.

El principal uso que tienen los virus en la sintesis de materiales, es ser utilizados como
andamios o plantillas para fabricar NPs metdlicas y estructuras nanotubulares por
técnicas de mineralizacidon. EI mecanismo propuesto de generacion de NPs usando
virus, se basa en la interaccion del capside con sales metalicas y una superficie de
tirosina resultando en un intercambio idnico, que genera una nanoparticula metalica

con carcasa viral.

La sintesis eucaridtica se divide en sintesis por algas y sintesis por hongos. Las algas

pueden ser organismos unicelulares o multicelulares, formalmente se clasifican como
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plantas debido a que pueden realizar el proceso de la fotosintesis ya que poseen
clorofila y otros pigmentos. La sintesis de NPs por hongos se lleva a cabo intracelular
o extracelular, se debe a la interaccion de los iones metalicos con proteinas/enzimas
gue se encargan de procesos metabdlicos, creando los clusters de manera intra o extra

celular.

La biosintesis, de nanoparticulas a través de una entidad bioldgica depende de sus
actividades enzimaticas y de sus procesos metabdlicos intrinsecos. De manera
general, las entidades biolégicas con potencial de acumular metales pesados son
idoneas para realizar sintesis de nanoparticulas. En cuanto a tiempo, las algas pueden
producir NPs de manera intracelular en 24 h, extracelular en 7 d, con extractos

caroténico, clorofilico y proteinico en 24 h (Bhushan, 2017).

1.2.4 Fitosintesis

La fitosintesis de NPs se basa en el uso de metabolitos vegetales (en su mayoria
compuestos polifendlicos), que provienen de los extractos de las plantas, esta
sustancia es obtenida de una mezcla o material obtenido mediante un proceso fisico
0 quimico (digestion, destilacion, y la accion de un solvente o bien separacion
mecanica). Una ventaja puntual de las NPs fitosintetizadas es que tienden a ser
estables y cristalinas en solucion, ademas menos costosas que las NPs sintetizadas
haciendo uso de microorganismos, ademas de que las ultimas puede ser riesgosas de

acuerdo al microorganismo utilizado (Bhushan, 2017).

Las ventajas de la fitosintesis de NPs se muestran en la Tabla 1.1, el procedimiento
simple esta referido a que no es necesario utilizar presiones, temperaturas controladas
ni sustancias quimicas toxicas. Entre los agentes reductores naturales se encuentran
proteinas, enzimas, polifenoles, alcaloides, flavonoides, saponinas, fenoles, aceites
esenciales y polioles. Asimismo, la cero contaminacion refiere que no se generan
compuestos ni productos secundarios mas téxicos que los reactivos (Rajan et al.,
2015).
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Tabla 1.1 Ventajas de la fitosintesis de NPs.

1 Naturaleza del solvente

Procedimiento simple

Uso de agentes reductores naturales

Alto potencial reductor

Cero contaminacion

O O B W DN

Impacto ambiental reducido

Por otro lado, la Figura 1.7, presenta los factores que influencian el tamafo, la forma
y la estabilidad de las NPs (Rajan et al., 2015).

Tamano del cation

metalico
A 4
Carga del cation .| Estabilidad, tamafioy | Naturaleza quimica del
metalico "| formadelas NP's | agente reductor

A

Concentraciones del
cation metalico y del
agente reductor

Figura 1.7 Factores que influencian la estabilidad, tamafio y forma de NPs.

No es una regla que a mayor concentracion del agente reductor la eficiencia de
produccion de NPs aumente, ademas el tamafo de la molécula del agente reductor
puede aumentar o disminuir el tamafo de la NP. En cuanto a la concentracion de la
solucion metalica, influye que a mayor sea la concentracion del cation metalico mayor

sera el tamafo y el numero de las NPs formadas (Bhushan, 2017).
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En particular, los posibles fitoquimicos/fitoconstituyentes responsables de la reduccion
de los metales son: vitaminas, enzimas/proteinas, acidos organicos, citratos,
aminoacidos, polisacaridos. También algunos metabolitos secundarios en plantas
cdmo: terpenoides, saponinas, flavonoides, fenoles, alcaloides y proteinas. De los
anteriores los grupos funcionales hidroxilo, carbonilo y amino son los responsables de

darle estabilidad y biocompatibilidad a las NPs.

Uno de los mecanismos simultaneos que en teoria se ejecuta durante la fitosintesis es
la autocatalisis, donde al formarse cofactores reducidos y junto con las NPs ya
obtenidas, inducen un efecto autocatalitico en la formacion de mas NPs como se

muestra en la Figura 1.8 (Rajan et al., 2015).

RO Ve M: Catién metalico
® “\MR,
+ > ’ » 2MR
M Re R: Agente reductor
) v® C: Cofactor del agente reductor
® 0 ~Cl .~
C+ 17 —» —> CI+MR I: Anién de la sal metalica

Figura 1.8 Mecanismo autocatalitico de formacion de NPs.

De todos los compuestos y metabolitos vegetales, los polifendlicos son los que tienen
un papel decisivo en la generacién y estabilizaciéon de NPs ya que son los que poseen
mayores sitios probables de enlace (péptidos ciclicos, acido ascoérbico, acido citrico,

eufol, taninos elagicos, acidos elagicos, acido galico, flavonoides) (Rajan et al., 2015).

La fitosintesis de NPs obedece a la quimica verde. Durante el siglo XX la quimica
cambio por todas las vias de aprovechamiento que el humano podia darle, sin
embargo, con el paso del tiempo algunos productos quimicos utilizados causaban mas

efectos nocivos, tanto al ser humano como al ambiente, razon por la cual surge la
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quimica verde, la cual pretende el desarrollo de tecnologias compatibles con el medio

ambiente, asi como la minimizacion de su impacto sobre el mismo.

Debido a lo anterior, la fitosintesis de NPs es una alternativa compatible con el medio
ambiente, principalmente al no hacer uso de reactivos toxicos, al generar productos
biodegradables y al aprovechar materia prima renovable, en este caso el uso de la

especie macrofita invasora Hydrocotyle ranunculoides.

1.2.5 Aplicaciones de NPs bimetalicas fitosintetizadas

En la actualidad las NPs bimetalicas y trimetalicas tienen una mayor atencién que las

monometalicas, tanto desde el punto de vista tecnoldgico como cientifico.

Sus propiedades cataliticas han demostrado ser superiores que las de NPs
monometalicas (Sharma et al., 2017a; Sharma et al,, 2017b). En la Tabla 1.2 se

muestran algunas NPs fitosintetizadas y sus aplicaciones.

Tabla 1.2 Algunas NPs bimetalicas fitosintetizadas y sus aplicaciones.

Autor Metales Especie vegetal Aplicacién
. . Estudio de morfologia, composicion y
Sheny et al., 2011 Ag/Au Anacardium occidentale
estabilidad.
) ) Estudio de morfologia, composicion y
Zhan et al., 2011 Au/Pd Platycladus orientalis
estabilidad.
Abdelhamid et al., ) Estudio de morfologia, composicion y
Ag/Au Potamogeton pectinatus L.
2013 estabilidad.
. Deteccion electroquimica de peréxido de
Amala et al., 2017 Ag/Pd Arachis hypogaea L
hidrégeno.
Deviy Eliminacién de contaminantes
Au/Ag Momordica charantia )
Ahmaruzzaman, 2017 emergentes en aguas residuales.
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Kuppusamy et al.,

2017 Au/Ag Commelina nudiflora L. Estudio de su actividad antimicrobiana.
Degradacién catalitica de aceite
Olajire et al., 2017 Pt/Cu Alchornea laxiflora )
comercial.
Degradacioén de colorantes organicos en
Prasad et al., 2017 Ni/Fe Moringa oleifera
agua.
Rosbero y Camacho, ) Degradacién de insecticidas 6rgano-
Ag/Cu Carica papaya
2017 fosforados en agua.
) o Estudio de su actividad fotocatalitica en
Sorbiun et al., 2017 Ag/Zn Quercus ellipsoidalis N
la degradacion de colorantes.
. Estudio de morfologia, composicion,
Weng et al., 2017 Fe/Ni Eucalyptus . . »
estabilidad y actividad catalitica.
o . o Estudio de propiedades Opticas vy
Akinsiku et al., 2018 Ag/Ni Canna indica ) )
bioldgicas.
Syed et al., 2018 Au/Ag Annona squamosa L. Estudio de su actividad antimicrobiana.

1.2.6 Hydrocotyle ranunculoides

Perteneciente a la familia Araliaceae, la especie Hydrocotyle ranunculoides L.f. es una

macrofita nativa en las américas e introducido en las demas partes del mundo. Tiene

tallos horizontales, rizomatosos y estoloniferos, finos hasta robustos, glabros,

acuaticos flotantes, y también rastreros en suelo saturado, con nudos radicantes.

Debido a su resistencia a diferentes climas, su habilidad de reproduccién, su potencial

colonizador y su alto consumo de nutrientes en los cuerpos de aguas, se considera

una especie exotica invasora capaz de amenazar especies endémicas. En la Figura

1.8 se presenta la imagen de la planta.
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Figura 1.9 Hydrocotyle ranunculoides.

Esta especie vegetal contiene saponinas ademas de compuestos polifendlicos como
flavonoides y acidos fendlicos, siendo las saponinas las que se hallan en mayor
proporcién, en la Figura 1.10 muestra algunos compuestos polifendlicos ya
identificados de la planta, el grupo R es una secuencia de azucares: glucosa, galactosa
y xilosa. (REMIB, 2018; Sparg et al., 2004).

CH,

OH

R—O

a) Estructura béasica de una saponina

c) Estructura del acido asiatico d) Estructura del estigmasterol

Figura 1.10 Compuestos polifendlicos presentes en Hydrocotyle ranunculoides.
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1.3. Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios que las plantas utilizan para
la adaptaciéon de condiciones no favorables en su desarrollo. Son un grupo de
metabolitos secundarios de las plantas caracterizados por tener grupos fenol en su
estructura quimica. Dentro del vegetal, ademas de intervenir en el metabolismo, tienen
las funciones de proteccién solar, microbicida, fungicida y de adaptacién a condiciones

no favorables para el vegetal como la salinidad y la temperatura (Elaloui et al., 2017).

La complejidad del metabolismo de compuestos fendlicos en plantas permite la
produccion de una gran variedad de los mismos, desde los pigmentos naturales
(flavonoides y antocianinas) hasta las estructuras complejas de una planta (lignina)
(Wrolstad et al., 2005).

Entre los acidos fendlicos se pueden encontrar: acido hidroxibenzoico y acido
hidroxicinamico y derivados; en la Figura 1.11 se muestran las estructuras quimicas

de éstos.

a) Acido hidroxibenzoico b) Acido hidroxicinamico
HO HO \ (0]

Figura 1.11 Estructura quimica de acidos fendlicos.

En la Figura 1.12 se presenta la estructura quimica de la 2-fenil-1,4-benzopirona, de
esta derivan los flavonoides y sus derivados y son sintetizados a partir de una molécula
de fenilalanina y tres de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "ruta
biosintética de los flavonoides", cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a

una enzima isomerasa (Sanjurjo, 2017).
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Figura 1.12 Estructura quimica de la 2-fenil-1,4-benzopirona.

1.3.1 Taninos

El grupo fendlico de los taninos es claramente distinguido de los otros metabolitos
secundarios debido a que tiene una actividad quimica y biolégica mas pronunciada,
ademas tienen estructuras polifendlicas consideradas complejas que, de manera
general, se clasifican en hidrolizables y condensados. En los arboles y plantas, de un
10 a un 25% es aprovechable para la extraccion de estos metabolitos secundarios
(Jiménez et al., 2016; Wrolstad et al., 2005; Kim et al., 2016).

Los taninos son capaces de precipitar proteinas, enzimas, carbohidratos y alcaloides,
ademas son usados a nivel industrial para curtir piel animal cruda y la actividad
curtidora de los taninos depende de su estructura quimica. En las plantas existen tres
tipos de taninos: los taninos hidrolizables, los taninos condensados y los florotaninos.
La estructura quimica de los primeros estd basa en el acido galico, los taninos
hidrolizables se subdividen en galotaninos y elagitaninos. En la Figura 1.13 se
muestran las estructuras quimicas basicas de los taninos hidrolizables (Julkunen y
Haggman, 2009; Terblanche, 2017).
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a) Galotanino b) Elagitanino
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Figura 1.13 Estructuras quimicas basicas de los taninos hidrolizables.

Los taninos condensados son oligémeros de antocianidinas, basados en la estructura
del flavan-3-ol, conocidos también como proantocinidinas cuando no tienen
glucésidos, y proantocianinas cuando si los tienen. La Figura 1.14 muestra la
estructura basica de un tanino condensado (Julkunen y Haggman, 2009; Terblanche,

2017).

Figura 1.14 Estructura basica de un tanino condensado.
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1.3.2 Prueba de Folin-Ciocalteu

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los mas numerosos y representativos
grupos de metabolitos secundarios de las plantas y su relevancia radica en su
participacion en la fisiologia y el metabolismo celular como morfologia, crecimiento,
reproduccién, defensa contra plagas y depredadores, y procesos germinativos, entre

otros.

El método de Folin-Ciocalteu (FC) es simple, rapido, barato y es ampliamente usado
para la determinacion del contenido polifendlico total de extractos vegetales
principalmente. Debe ser validado y optimizado de acuerdo al sistema de estudio
donde se pretende aplicar. Este método es especifico para extractos vegetales, pues
no solo actua sobre compuestos polifendlicos, también sobre cualquier otra molécula
fitoquimica con habilidad reductora, el reactivo esta compuesto por acidos de molibeno
y tungsteno con un color amarillo verdoso, conforme se lleva a cabo la reduccién se
forman complejos metalicos azules, permitiendo referir el contenido de compuestos
reductores mediante un método colorimétrico UV-Vis. En la Figura 1.15 se muestra un
mecanismo propuesto de reaccion del reactivo FC y una molécula patrén reductora,

en este caso acido galico (ac. 3,4,5-trihidroxibenzoico) (Mufioz et al., 2017).

OH

~
o/
N -

O
N

Figura 1.15 Mecanismo de reaccién entre FC y acido galico.
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1.4. Técnicas de caracterizacion de NPs

Entre las técnicas mas utilizadas de caracterizacion de NPs se encuentran la
microscopia electronica de barrido y la microscopia electrénica de transmision, que se

describen a continuacion.

1.4.1 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electron
Microscopy) es una técnica de analisis topografico, estructural y composicional, la cual
se ha usado extensamente en el estudio de tépicos tales como semiconductores,
modificacion de productos comerciales, catalisis heterogénea, dispositivos de juntura
p-n, peliculas delgadas, fisica de nanocomposiciones, fotoelectroquimica, dadas sus
posibilidades de resolucién, magnificacion y versatilidad de variantes que permite que
sea aplicada a diversidad de muestras, ambientes y necesidades experimentales

(procesos térmicos, corrosivos, etc.).

En términos generales, un equipo de SEM es capaz de tomar una “imagen” de la
muestra, aunque realmente lo que se detecta es la respuesta del material al impacto
de un haz de electrones (electrones llamados primarios), en vez de registrar fotones
propiamente dichos (como en la microscopia Optica). Al ser impactada por el haz de
electrones de alta energia, la muestra produce una serie de sefiales como electrones
secundarios, electrones retro-dispersados, rayos x, entre otras, que son registradas en
los diferentes detectores del equipo, en donde cada una de dichas sefiales ofrece
independientemente informacién acerca de la topografia, composicion y hasta
conductividad eléctrica de la muestra. Por supuesto, para adquirir la “imagen” se hace
mover el haz en el plano xy (con sistemas Opticos, antes de impactar la muestra) de
forma que recorra el area deseada o planificada. La resolucion que puede alcanzarse,
es decir, la capacidad de distinguir en la imagen entre dos puntos diferentes pero
préoximos entre si en la superficie del material, puede ser tan alta como 2 nm (Goldstein
et al., 2018).
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1.4.2 Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés Transmission
Electron Microscopy) es una de las técnicas mas utilizadas en la caracterizacion de
NPs hasta la escala de Angstroms (1 A = 1x10-'© m) proporcionando informacién del
tamano, forma y composicién de los nanomateriales. La TEM es la técnica mas
utilizada para el estudio de elementos cuyas dimensiones se encuentran en el rango
de 1-100 nm.

La técnica consiste en irradiar con electrones una muestra de no mas de 100 nm de
grosor, para que esta sea transparente a los electrones, estos ultimos son acelerados
con una energia del orden de 100 keV o superior. Parte de estos electrones son
transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da lugar a interacciones que
producen distintos fendmenos como emisién de luz, electrones secundarios entre
otros. La TEM emplea la transmision/dispersion de los electrones para formar
imagenes, la difraccion de los electrones para obtener informacion acerca de la
estructura cristalina y la emision de rayos X caracteristicos para conocer la

composicion elemental de la muestra (Williams y Carter, 2009).

1.5. Colorantes sintéticos

La fabricacion y uso de colorantes sintéticos en la actualidad ya es una industria
masiva y como consecuencia, se han convertido en contaminantes ambientales

industriales comunes durante su produccion y mas adelante en su aplicacién.

El uso de tintes sintéticos y sus desechos tiene un efecto adverso en todas las formas
de vida. En la salud humana dependiendo del area de aplicacion, la irritacidon de la piel
y la dermatitis son algunos perjuicios que se han reportado, el uso de tintes azoicos
hechos de aminas con propiedades cancerigenas ha sido prohibido por la legislacion

en muchos paises (Gurses et al., 2016, Chatwal, 2009).
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Un colorante sintético es un compuesto o mezcla de compuestos organicos e
inorganicos que fijan color a un sustrato como tela, cuero, papel o plastico, etc. Debe
tener las propiedades de alta estabilidad, capacidad de tincidn, solubilidad en agua o
de formar una dispersion estable en agua. Durante la produccion de colorantes
sintéticos se hace uso de sales de cromo, cobre y sales de diazonio principalmente,

las ultimas son la base para los enlaces azo de los colorantes.

Actualmente, millones de toneladas de colorantes sintéticos son fabricados
anualmente, entre los mas relevantes se encuentran los azo, catidnicos y anionicos,
de tina dispersivos, reactivos e indigoides. Estos colorantes son resistentes al calor, al
agua, a la luz y a agentes oxidantes, lo que los hace muy estables y resistentes a la
biodegradacion. De todas las industrias, la textil produce en mayor cantidad residuos
acuosos de colorantes sintéticos, dichos residuos contienen una mezcla de sustancias
quimicas inorganicas, organicas y colorantes de diferentes clases (Dogdu y Yalcuk,
2015, Chatwal, 2009).

Una de las razones mas significativas de la ruptura estética del agua por colorantes
sintéticos es que éstos tienen un coeficiente de extincion elevado, esto es que
coloraciones vibrantes pueden ser observadas incluso a concentraciones bajas (10-20
mg/L). Lo anterior inhibe la penetracion de la luz solar en el agua reduciendo la
actividad fotosintética de plantas y algas, lo que minimiza los niveles de oxigeno

disuelto, ademas de disminuir la solubilidad gaseosa.

Los colorantes sintéticos se han vuelto irremplazables debido a su amplio rango de
aplicaciones, sin embargo, el punto de contaminacion que se genera por su descarga
en cuerpos de agua produce la destruccion de ecosistemas acuaticos y se introduce
en las cadenas tréficas. Es bien sabido que los colorantes sintéticos en agua no
pueden ser tratados de manera efectiva antes de su descarga al ambiente, los
tratamientos fisicoquimicos y biolégicos comunes de agua residual, no ejecutan una
depuracion completa de colorantes sintéticos de manera adecuada debido a su
estabilidad quimica y resistencia a microorganismos. (Dogdu y Yalcuk, 2015; Kooh et
al., 2015y Lin et al., 2016).
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1.5.1 Rojo No. 40

También conocido como rojo allura, es un colorante anidnico tipo azo, su banda de
absorcidon se encuentra a los 610 nandmetros, con un coeficiente de extincion de 25.9
x10% (M cm). Fue introducido originalmente al mercado de colorantes en Estados
Unidos principalmente para alimentos, medicamentos y cosméticos. La estructura
quimica de este colorante se muestra en la Figura 1.16 (Streit et al., 2019; Alkahtani
et al., 2017 y Gungor et al., 2015).

NeD eoss

HsC OCH;

SO?@Na

Figura 1.16 Estructura quimica del Rojo No. 40.

La problematica de este colorante ademas de la ambiental, es que al ser consumido
por el ser humano tiende a producir cancer, a desarrollar alta sensibilidad a la luz e
hipertiroidismo, razon por la cual su uso como aditivo alimenticio ya se encuentra en
escrutinio por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos (Al-Shabib et
al., 2017 y Alkahtani et al., 2017).

1.6. Actividad fotocatalitica

La sociedad actual es impulsada por la tecnologia en continuo crecimiento, por ello,
una necesidad urgente de captacion eficiente de luz solar para lograr soluciones

sostenibles en ciencia y la industria se ha hecho prioritaria.
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En las ultimas décadas con el desarrollo industrial, muchos tipos de contaminantes
organicos han sido encontrados en el agua, entre ellos los colorantes sintéticos, que
no son depurados de manera efectiva por tratamientos tradicionales de aguas

residuales.

La fotocatalisis refiere a la reaccion catalitica que hace uso de fotones para la
degradacion o modificacién de una especie quimica. Una amplia gama de materiales
ha sido probada como agente fotocatalitico con fines medio ambientales, entre los que
se encuentran oxidos metalicos, calcégenos, nitruros, fosfatos, polimeros porosos
basados en carbono y grafeno, actualmente esta ganando atencion gracias a su bajo

costo, ademas de obedecer a los principios de la quimica verde (Ghosh, 2018).

Existen ya muchos estudios de la degradacion completa de compuestos organicos a
través de la fotocatalisis aplicando nanoparticulas de oéxidos metélicos bajo luz
ultravioleta. Sin embargo, el aprovechamiento de ésta luz en procesos de
fotodegradacién se ve comprometido ya que solo ocupa el 4% de la energia solar como
fuente renovable, mientras que el 43% de la energia pertenece al espectro visible, es
entonces cuando el desarrollo de nuevos fotocatalizadores que aprovechen la luz

visible es necesario para el uso eficiente de la energia solar (Abroshan et al., 2018).

1.6.1 Fotocatalisis

La actividad fotocatalitica fue descubierta en 1972, cuando se probé que la fotocatalisis
usando materiales semiconductores demostré ser efectiva en la degradacion de
compuestos organicos. En contraste con los procesos de oxidacion tradicionales, la
fotocatalisis puede degradar y mineralizar sustancias quimicas organicas estables
hasta CO2 y H20 bajo condiciones atmosféricas y no requieren un suministro especial
de Oz, ademas es relativamente barata en comparacion a otros procesos de oxidacion

y no genera residuos peligrosos (Zhang et al., 2018).

Entre los materiales aplicados para fotocatalisis se encuentran ZnO, Fe203, WOs,

CdSe y SrTiOs. Para materiales de Fe/Zn se reportan tiempos 6ptimos de exposicidon
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bajo luz solar entre 30 y 45 minutos mientras que para plata, cerio y cadmio se

alcanzan hasta los 80 minutos.

Las caracteristicas deseables de un material fotocatalizador son; ser quimicamente
activo bajo luz ultravioleta, visible o solar, resistentes a la degradacion quimica
biolégica y a la fotocorrosion, no debe ser toxico, ser de bajo costo y de alta
disponibilidad (Zhang et al., 2018).

1.6.2 Mecanismo de actividad fotocatalitica

Las reacciones quimicas en materiales semiconductores usualmente ocurren por la
transferencia de electrones de la banda de valencia a la banda de conduccién, la
primera es el orbital molecular mas ocupado y se le conoce por sus siglas en inglés
como HOMO (Highest occupied molecular orbital) y la segunda es el orbital molecular
menos ocupado y se le conoce por sus siglas en inglés como LUMO (Lowest occupied

molecular orbital).

Conforme aumentan el numero de orbitales en el HOMO y en el LUMO, la energia
necesaria para desplazar los electrones entre ambas bandas disminuye. A través de
la radiacion con energia igual o mayor que el intervalo de banda del fotocatalizador
semiconductor, los electrones son promovidos del HOMO al LUMO, dejando “huecos”

en la banda de valencia.

Estos electrones fotogenerados y huecos pueden recombinarse liberando energia en
periodos cortos de tiempo (entre 10-100 ns). Este proceso de recombinacion provoca
una baja eficiencia cuantica del fotocatalizador. Este proceso de recombinacion ocurre
principalmente en superficies abultadas de material (aglomeraciones) y puede ser
reducido significativamente si estas especies portadoras de carga estan separadas
mediante la adicion de un secuestrante adecuado o bien por la incorporacion de sitios

trampa en la superficie como lo puede ser un material adsorbente.

Si el tiempo de recombinacion entre huecos y electrones se alarga el tiempo suficiente,

entonces se produciran cargas capaces de migrar a la superficie del catalizador, una
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vez ahi podran ser puntos de transferencia de carga y desencadenar las reacciones

redox sobre los compuestos organicos en su periferia.

Un hueco de la banda de valencia (h*) contiene un poder altamente oxidante por tener
un potencial redox variado entre 1y 3.5V, dependiendo del semiconductor y el pH. La
oxidacion puede tomar lugar incluso de manera indirecta por medio de las reacciones
superficiales de radicales *OH, que desencadenan la formacién de las especies
reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés ROS (Reactive oxygen species) o bien,
reacciones de manera directa en los h* donde la particion es atrapada como lo muestra

la Figura 1.17.
h* 4+ H,0 ;45 — ¢ OH,4s + h*
h* + OH™ .4 — * OH s
ht + Mn+ads N M(n+1)+ads

Figura 1.17 Mecanismo de oxidacion de los huecos de banda de valencia.

Los parametros de operacién en la fotocatalisis tienen una alta relevancia en la
degradacion de compuestos organicos, los mas importantes son el pH, las
concentraciones del catalizador y del contaminante, el area superficial, longitud de
onda de la luz empleada y la intensidad. De estos factores depende la cantidad de
ROS que interaccionan en el sistema, en la Figura 1.18 se muestra el mecanismo de
accion de los ROS (Arjunan et al., 2017; Pathania et al., 2016).
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Figura 1.18 Mecanismo de generacién/accion de los ROS.

En la Figura 1.19 se muestran las ecuaciones para el monitoreo cinético de la
fotocatalisis, dichas derivan de la ecuacién de Langmuir-Hinshelwood para orden de

reaccion uno.

Cp — C
£ 20,100 b) Ln|—°| =kt
Co Cr

a) %Dec =

Figura 1.19 Ecuaciones para el monitoreo cinético de fotocatalisis.

a) Porcentaje de decoloracion y b) Modelo de ajuste para la constante de velocidad.

Donde Cr y Co son concentraciones final e inicial respectivamente, k es la constante

de velocidad de la reaccion y t el tiempo (Arjunan et al., 2017).

1.6.3 Efecto de la concentracion del catalizador

Es uno de los parametros mas importantes en proceso de fotocatalisis que controla la
velocidad de degradacién de los compuestos organicos. La velocidad de degradacion
de colorantes sintéticos y otros contaminantes en la superficie del catalizador

incrementa conforme lo hace la cantidad del catalizador.
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Cuando la cantidad 6ptima es alcanzada, no hay incrementos sustanciales en la
velocidad de degradacion si se adiciona mas catalizador, esto se debe a que grandes
cantidades de catalizador particulado pueden aumentar la turbidez de la solucion,
interfiriendo con la refraccién de la luz, haciendo el que porcentaje de degradacion
disminuya, ademas la probabilidad de aglomeracion de particulas aumenta, lo cual
abate la disponibilidad de sitios activos e incidencia de luz, reduciendo la generacion
de ROS. En la Tabla 1.3 se muestra el efecto de la concentracion del catalizador

(carga) con diferentes contaminantes (Ghosh, 2018).

Tabla 1.3 Efecto de la carga del catalizador en la degradaciéon de contaminantes.

Tipo de contaminante Fuente Fotocatalizador Carga Carga optima
de luz (g/L) (g/L)
Amarillo reactivo No. 14 uv TiO2 1-6 4
Rojo &cido No. 88 uv Zn0O 2-12 12
Acridina naranja Vis ZnO 0-0.35 0.25
Azul brillante UV/Solar TiO2 0.5-5 5
Azul acido No. 80 Solar ZnO 0.05-0.4 0.3
Azul supra BRL Visible K*/TiO2 0.25-2 1.5

1.6.4 Efecto del pH

El pH del sistema reactivo controla la adsorcion del compuesto organico en la
superficie del catalizador debido a que la superficie del semiconductor puede ser
protonada o desprotonada bajo condiciones acidas o basicas respectivamente, de

acuerdo a las reacciones de la Figura 1.20.
MOH, + H* — MOH,,,"
MOH,, + OH™ — MO~ + H,0

Figura 1.20 Efecto del pH en fotocatalisis
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En la Tabla 1.4 se muestran los valores de pH de operacion y éptimo para la

degradacion de algunos compuestos organicos.

Tabla 1.4 Valores de pH en la degradacion de colorantes.

Colorante Fuente Fotocatalizador PH de pH éptimo
de luz operacioén
Azul de metileno Vis La/TiO2 2-10 10
Rojo acido No. 88 Vis Ag/TiO2 02-1.8 1.8
Azul brillante remazol Solar TiO2 3-11 3
Naranja acido No. 8 uv TiO2 3-11 9
Azul acido No. 80 Solar ZnO 4-11 10
Naranja de metilo uv Pt/TiO2 25-11 25

1.6.5 Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura no tiene un gran impacto sobre la fotocatalisis si durante
los periodos de observacion no existen grandes fluctuaciones; sin embargo, si la
temperatura es excesivamente alta o baja, puede cambiar la reaccion de degradacion.
El oxigeno disuelto es uno de los factores clave que rige a la fotocatalisis, y es util en
el proceso de expulsidbn de e  y por ende en la creacion de H*, que finalmente
convienen en la formacion de ROS, entonces a mayor temperatura menor es la
cantidad de oxigeno disuelto, ademas de que la fotocatalisis al considerarse un
fendbmeno de adsorcion, una temperatura elevada provoca la desorcion de especies
organicas en la superficie del catalizador. Lo anterior indica que a altas temperaturas
la velocidad de degradacion disminuye. Para colorantes sintéticos, la degradacién se
puede monitorear con la absorbancia ya que a mayor concentracion mayor
absorbancia tendra la muestra, estudios previos han usado concentraciones limite de
10-200 mg/L, la cual es similar a las concentraciones comunes de estos

contaminantes en agua residual (Zhang et al., 2018).
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2. Método

La metodologia (Figura 2.1) para este trabajo fue establecida de acuerdo a
Beheshtkhoo et al., 2018; Akinsiku 2018; Ismail et al., 2018; Kuppusamy et al., 2017,
Syed et al., 2018; Rosbero y Camacho, 2017; Sheny et al., 2011.

Citotoxicidad de nanoparticulas bimetalicas
de Fe/Mg y FelZn fitosintetizadas utilizando
Hydrocotyle ranunculoides

l

Reqol_eccioq y > Caracterizacion:
acondicionamiento
UV-Vis
l IR
CFT
SEM
Sintesis de NPs > TEM
de acuerdo a:
Concentracion [ M*]
Solucién de dispersion
Ajuste de pH
l \ 4 \ 4
Método 1 Método 2 Método 3
A 4

Pruebas de actividad:

Microbicida
Fotocatalitica

Figura 2.1 Metodologia.
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2.1 Materiales

Todos los reactivos referidos a continuacon son marca Sigma-Aldrich; Fe(NO3)3-9H20,
grado reactivo analitico, 99.95%, Zn(NOQOs3)2:6H20 RG 98%, Mg(OH)2 grado reactivo al
95%, HCI concentrado, ACS 36.5-38.0% y NaOH ACS 97.0%. Reactivo de Folin-
Ciocalteu 2N.

2.2 Recoleccion y acondicionamiento de la muestra

Se recolectd la especie vegetal Hydrocotyle ranunculoides en la Laguna de
Chignahuapan, Almoloya del Rio, Estado de México. La planta se lavé con agua
potable y se seleccionaron unicamente las hojas, las cuales se secaron a temperatura
ambiente durante 3 semanas. Una vez secas, las hojas se pulverizaron con un
mortero, la muestra obtenida se lavé con disolucion de HCI 0.1M dos veces, con
periodos de contacto de 15 minutos antes del enjuague con agua desionizada,
finalmente la muestra lavada se seco6 a 50 °C durante 12 horas y se coloco en frascos

ambar para su posterior uso en la generacion de extractos vegetales.

2.3 Sintesis de nanoparticulas
2.3.1 Método 1

Se pesaron 0.025 g de muestra lavada en un tubo de polietileno de 15 mL con tapa
roscada, se adicionaron 5 mL de H20 desionizada, el tubo se sonicé durante 15 min
en un bafo sonicador Branson® CPX3800H, luego se dejé reposar 5 min.
Inmediatamente después, se centrifugé a 3 000 rpm durante 30 min en una centrifuga
OHAUS-FC5714, luego se adiciond 1 mL de solucién buffer a pH 4, 7 y 10, y fue
sonicado de nuevo durante 15 min y luego de 5 min, la muestra se centrifugdé 3 000

rpm durante 30 min. El extracto vegetal obtenido se identifico como EV1.

En un frasco ambar de 25 mL se colocaron 10 mL de Fe(NO3)3*9H20 5§ mM y 10 mL
de Zn(NOs3)2:6H20 5 mM, esta solucion metalica se sonico durante 20 min y se tomaron

5 mL de ésta y se afadieron al EV1, la solucién fue sonicada 15 min, se dejé reposar
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5 min y finalmente se centrifugé 30 min a 3 000 rpm. La muestra lavada fue separada
por filtracion. El sobrenadante obtenido fue identificado como M1 y refrigerado para su

posterior analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR).

2.3.2 Método 2

Se colocaron 0.025 g de muestra lavada en un tubo de polietileno de 15 mL con tapa
roscada, se adicionaron 10 mL de etanol al 80%, la muestra fue sonicada durante 15
minutos, después se filtré con membranas de 0.45 pm, el sobrenadante fue identificado
como EV2 y refrigerado hasta la generaciéon de NPs, mientras que el solido recuperado

fue secado a 50 °C durante 18 horas para su posterior analisis por FT-IR.

En un frasco ambar de 25 mL se colocaron 10 mL de Fe(NO3)3*9H20 0.1 My 10 mL
de Zn(NOs3)2¢6H20 0.1 M, se ajustd el pH a 4, 7 y 10 con NaOH, esta solucion metalica
se sonic6 durante 20 min, se tomo una alicuota de 1 mL y se afiadié al EV2. La muestra
fue sonicada 20 min, se dejé reposar 5 min, se centrifugé a 6000 rpm por 20 minutos,
el sobrenadante fue desechado y el sélido recuperado fue lavado con 15 mL de agua
desionizada y centrifugado a 6000 rpm por 20 minutos, este lavado se realizé por
duplicado, finalmente se afiadieron 10 mL de agua desionizada. Esta muestra fue

identificada como M2 y se almacend en refrigeracion para sus posteriores analisis IR.

2.3.3 Método 3

Se colocaron 0.025 g de muestra lavada en un tubo de polietileno de 15 mL con tapa
roscada, se adicionaron 10 mL de etanol al 80%, la muestra fue sonicada durante 15
minutos, se refrigeré durante 18 h, después se filtr6 con membranas de 0.45 pm, al
sobrenadante se le identifico como EV2 y fue refrigerado hasta la generaciéon de NPs.
Al EV2 se le afiadié 1mL de una solucion de Mg(OH)2 15 mM, y 1 mL de solucion de
Fe(NO3)3°9H20 y Zn(NOs3)226H20 0.1 M. la solucién resultante fue sonicada 15 min,
esta solucion fue llevada a 400 °C x 2 h con una rampa de calentamiento de 150 °C

durante 15 min, se le afiadieron 10 mL de H20 desionizada. La muestra se sonico
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durante 20 min, se realiz6 un centrifugado a 10 000 rpm por 10 minutos, el
sobrenadante fue desechado y el sdlido recuperado fue lavado con 15 mL de agua
desionizada y centrifugado a 10 000 rpm por 10 minutos, finalmente se anadieron 10
mL de agua desionizada. Esta muestra fue identificada como M3 y se almacené en

refrigeracion para su posterior analisis IR.

2.4 Caracterizacion UV-Vis
2.4.1 Muestra cruda y EV2

Se colocaron 0.025 g de muestra cruda en un tubo de polietileno de 15 mL con tapa
roscada, se adicionaron 10 mL de etanol al 80%, la muestra fue sonicada durante 15
minutos, se refrigerd durante 18 h, después se filtré con membranas de 0.45 pm, el
sobrenadante fue identificado como MC, y se realizd un barrido en un
espectrofotometro UV-Vis (Perkin Elmer-Lambda-35) desde una longitud de onda de
200 hasta 900 nm para la identificacion de sus bandas de absorcion caracteristicas, a

una dilucion de 1/5. La muestra EV2 se obtuvo de acuerdo al procedimiento en 2.2.2.

2.4.2 Nanoparticulas

A las suspensiones de las muestras M1, M2 y M3 se les llevé a dilucidon de 1/5 con
agua desionizada y se les realizaron barridos por UV-Vis de 200 a 900 nm para la

identificacion de su plasmoén superficial.

2.4.3 Compuestos polifendlicos totales

Se construy6 una curva de calibracion de seis puntos a partir de una solucién estandar
de acido galico a 0.4 mg/L de acuerdo a Chahardoli et al. (2018); Kumar et al. (2019b);
Dlugosz et al. (2019). Con el propoésito de determinar la fraccion de compuestos

fendlicos totales que son usados en la generacion de NPs.

34



En frascos ambar envueltos en papel aluminio se anadieron 0.5 mL de muestra, 2.5
mL de reactivo Folin-Coicalteu 0.2 N y 2 mL de disolucién de Na2COs 700 mM, se
dejaron reposar durante 90 minutos, se leyeron absorbancias a 760 nm, los resultados
fueron referidos como gramos equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de

muestra.

2.5 Caracterizacion en SEM

A las muestras M1, M2 y M3 se les realizé una dilucién a 1/5, se colocd una gota de
cada muestra diluida en una rejilla de soporte para microscopia de cobre malla 200
recubierta previamente con carbono respectivamente y se analizaron en un
microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL-JSM-7800F.

2.6 Caracterizacion en TEM

Las rejillas con las muestras M1, M2 y M3 preparadas para su analisis en SEM, fueron
analizadas en un microscopio electronico de transmisién (TEM) JEOL-JEM-2010FEG.
Se obtuvieron micrografias de alta resolucion, asi como transformadas de Fourier

rapidas (FFT) y difracciones electronicas de area selecta (SAED).

2.7 Actividad fotocatalitica

La siguiente metodologia fue modificada de acuerdo a lo reportado por Elemike et al.
(2017), Radini et al. (2018), Kumar et al. (2016), Kumar et al. (2018), Kumar (2019a),
Li et al. (2019) y Pugazhendhi et al. (2019).

Se tomaron 0.005 g de NPs secadas previamente a 50 °C x 48 h y se le anadieron a
100 mL de una solucion de rojo No. 40 a una concentracion de 15 ymol/L, se sonico
el recipiente durante 1 minuto. Se construyd un reactor de aluminio, con una lampara

de luz UV de 350 nm y una bomba de aire como fuente de O2 iniciador. Se tomaron
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alicuotas de 5 mL conforme el curso de reaccién, se registré la absorbancia de estas

alicuotas a una longitud de onda de 540 nm.

2.8 Actividad microbicida

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas sintetizadas con lirio acuatico se
evaluo utilizando E. coli ATCC 25992 (Bacteria Gram negativa), la cual ha sido
ampliamente utilizada como modelo en experimentos bactericidas (Silva, 2016). Las

etapas de la prueba se describen a continuacion:

2.8.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas: se utilizd el método de cuenta en
placa, para determinar el nimero de bacterias viables (unidades formadoras de
colonias, UFC) disponibles por cada cepa. El experimento se realizé por triplicado de

acuerdo a la siguiente metodologia:

2.8.1.1 Siembra de cepas de control: por separado se sembré en TSA (Agar Soya
triptecaseina) por estria una asada de cada microorganismo y las placas se incubaron
24 horas a 36 + 1 °C. Posteriormente, se tomé una asada de las cepas y se colocé en
caldo TSB estéril contenido en un tubo de ensaye, el cual nuevamente se incubd 24
horas a 36 + 1 °C.

2.8.1.2 Preparacion del inoculo: una vez contando con la suspension bacteriana, se
efectuaron diluciones de las cepas, tomando un mililitro de la suspension incubada en
TSB, el cual se transfiri6 a un tubo de ensaye con 9 mL de disolucidon amortiguadora
de fosfato-cloruro de magnesio estéril hasta llegar a la dilucién de 1x107 de
E. coli. Entre cada dilucién, las suspensiones fueron homogenizadas en un agitador

de tubos vortex.

2.8.1.3 Siembra del indculo: se tomd 1 mL de las diluciones 10" a 107 (E. coli) y se
colocod en cajas petri estériles. Enseguida se adicion6 el medio de cultivo (TSA)
homogenizando perfectamente y una vez solidificado el medio, las cajas se incubaron
de 18-24 horas a 36 £ 1 °C. Al término de este periodo, se conté el niumero de colonias

y se calculo la concentracidon de las suspensiones microbianas.
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2.8.1.4 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable. Para poder
determinar la dilucién bacteriana en que el efecto microbicida de las NPs es detectable,
las nanoparticulas secas obtenidas en la seccidn 2.3, se secaron a 60°C durante 24
horas y con las NPs en polvo, se prepararon soluciones con concentraciones en el
rango de 2-100mg/L. Posteriormente, se prepard el inéculo de cada bacteria de
acuerdo a la seccién 2.8.1.2, y se sembro la bateria completa de diluciones 1x10" a
1x10-" adicionando 1 mL de solucién de NPs probando diferentes concentraciones de
10, 50 y 100 mg/mL.

2.8.1.5 Minima concentracion bactericida (MIB): esta concentracion se definié como la
minima cantidad de NPs en mg/L requerida para inhibir el 100% de los
microorganismos presentes en la cuenta inicial del inéculo y se utilizé el método de
cuenta en placa. Se colocd 1 mL del indculo determinado en 2.8.1.3 en cajas petri y
se les adiciond 1 mL de las soluciones de NPs preparadas en 2.8.1.4 probando
concentraciones en el rango de 10, 50 y 100 mg/L dejando reposar 20 minutos antes
de adicionar el medio de cultivo. Las placas se incubaron 24 horas a 36 + 1 °C y se

realizo la cuenta en placa.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacion de nanoparticulas

3.1.1 Compuestos polifendlicos totales

La curva de calibracion del reactivo Folin-Ciocalteu usando acido galico como patron,
se muestra en la Figura 3.1. Esta curva fue util para la medicion de los compuestos
polifendlicos totales (CPT) contenidos en los extractos vegetales y en las soluciones

sobrenadantes de la sintesis de NPs.

0.2 =

0.16 _
—~0.12
3
< L
< 0.08 y = 0.4848x + 0.0032
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Figura 3.1 Curva estandar de Folin-Ciocalteu.

Del analisis del contenido de compuestos fendlicos totales se obtuvieron los siguientes
resultados referidos a una solucién estandar de acido galico. Con la curva estandar
obtenida se determinaron los compuestos polifendlicos totales en equivalencia al acido
galico (GAE) y se calculé el porcentaje de compuestos polifendlicos utiles (CPU) en la

sintesis de NPs, estos resultados se muestran en la siguientes tablas 3.1y 3.2.

Tabla 3.1 Compuestos polifendlicos totales de EV.

Muestra Absorbancia (u.a.) CPT (mg GAE)
EV1 0.1889 0.3938
EV2 *0.1801 0.7503
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Tabla 3.2 Compuestos polifendlicos totales de muestras.

Absorbancia (u.a.) CPT (mg GAE) % de CPU
Muestra

pH4 pH7 pH10 pH4 pH7 pH10 pH4 pH7 pH10

NPs M1 (EV1) 0.1729 | 0.1548 | 0.1277 | 0.3564 | 0.3191 | 0.2631 | 11.02 | 17.34 | 33.20

NPs M2 (EV2) *0.1219 | *0.1146 | *0.1728 | 0.5022 | 0.4728 | 0.3563 | 32.1 37.99 | 52.72

NPs M3 (EV2) 0.1071 0.0917 | 0.1354 | 0.2205 | 0.1887 | 0.1767 | 70.18 | 75.26 | 76.45

*Estas absorbancias fueron obtenidas por dilucién 0.5.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la caracterizacion en TEM, puesto
que M1 demuestra tener NPs escasas y los métodos M2 y M3 tener mayor proporcion
de NPs, esto refiere que a mayor niumero de compuestos fitoquimicos reductores se
extraigan mayor es la generacion de NPs. Lo anterior sigue indicando que el método
de extraccion de compuestos fitoquimicos con capacidad reductora en M1 no es muy

eficiente en contraste a los otros dos al tener hasta un 76%.

Lo anterior muestra que al aumentar el aprovechamiento de fitoquimicos se aumenta
el numero de nanoparticulas producidas, asi como un tamafio menor de las mismas
con tamafio menor a 5 nm, con excepcion del soporte en M3 ya que el soporte se
encuentra en tamanos cercanos a los 10 nm, la misma tendencia se observa con el
pH en sus tres valores, y siendo pH=10 el valor con mayor % de CPU, entonces se
relaciona que una mayor proporcion de los compuestos polifendlicos de menor tamafio

en el extracto vegetal son removidos usando pH10 y método de extraccién EV2.

3.1.2. Caracterizacion UV-Vis

3.1.2.1. pH4

La Figura 3.2 muestra el espectro UV-Vis de las NPs formadas por M1. De acuerdo a
Amala et al. (2017), la banda de los polifendlicos presenta un desfase batocromico
debido a la formacion del plasmén superficial de las NPs, este desplazamiento es

aproximadamente de 15 nm, la muestra M1 presenta la cresta de los polifenoles en
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275 nm, mientras que EV2 lo presenta en 266 nm. Por lo tanto, el desplazamiento de

M1 confirma la presencia de NPs de 6xido de hierro.

275 nm

Absorbancia (u.a.)

Longitud de onda (nm)

Figura 3.2 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M1 pH4.

El espectro UV-Vis de la muestra M2 se presenta en la Figura 3.3. Las crestas
identificadas en 567 y 670 nm corresponden a las clorofilas que de manera analoga
presenta el mismo fendmeno descrito por Amala et al. (2017). Es desfase batocrémico

es aproximado a 100 y 3 nm, lo que indica la formacién de NPs de Fe-Zn.
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567 nm

670 nm
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Longitud de onda (nm)

Figura 3.3 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M2 pH4.

La Figura 3.4 muestra el espectro UV-Vis de las NPs obtenidas por M3, exhibe tres
crestas en 297, 524 y 645 nm, la primera corresponde a los compuestos polifendlicos
y la tercera a las clorofilas. En este espectro se presenta el mismo fendmeno que en
los espectros de M1 y M2 que de acuerdo a Amala et al. (2017), exhibe un desfase
batocromico de 40 nm para los polifendlicos que se ubican en 260 nm y un desfase
hipsocromico de 20 nm para las clorofilas que se ubican en 625 nm lo anterior indica

la formacion de clorofilas.

De acuerdo a Sahu et al., (2018) el ruido presente se asocia a la presencia no solo de
nanoparticulas, sino de estructuras agregadas de oxidos metalicos. Por lo que, el ruido

en este espectro se debe a la presencia de agregados de los nanosoportes de Mg.
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297 nm

Absorbancia (u.a.)

524 nm

645 nm

Figura 3.4 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M3 pH4.

Longitud de onda (nm)

Por ultimo, la Figura 3.5 presenta el espectro UV-Vis de la solucién metalica Fe/Zn

0.1M, el barrido de esta solucion se realizé para identificar el plasmén superficial de

los metales disociados en su forma ionica, el plasmén superficial para esta solucién

bimetalica se presenta a los 480 nm y que ademas es unica. Este parametro es util

para confirmar la posterior produccion de NPs (Sravanthi et al., 2018).

\

Absorbancia (u.a.)

480 nm

Figura 3.5 Espectro UV-Vis de solucion metalica Fe/Zn.

Longitud de onda (nm)
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3.1.2.2 pH7

La Figura 3.6 muestra el espectro UV-Vis de las NPs formadas por M1. De acuerdo a
Amala et al., (2017), la banda de los polifendlicos tiende a presentar un desfase
batocromico debido a la formacion del plasmon superficial de las NPs, este
desplazamiento de hasta 15 nm, que con respecto a pH4, el espectro presentado se
define mejor, mostrando bandas en 265 y 357 nm y el desplazamiento de la banda de
los polifendlicos es menor con solo 5 nm, lo anterior probablemente se debe a que
presenta menos sélidos coloides interferentes en la solucién debida a la solucién
metalica libre (no involucrada en la formacién de NPs), por otro lado, la banda en 357

nm refiere al plasmoén superficial de 6xidos de hierro.
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Figura 3.6 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M1 pH7.

El espectro UV-Vis de la muestra M2 se presenta en la Figura 3.7. Las crestas
identificadas en 361 y 656 nm, que corresponden a los plasmones superficiales
caracteristicos de material nanoparticulado de hierro y zinc, aunque también poseen
desfases descritos por Amala et al., (2017), dichos desfases no son importantes. A
diferencia de pH4 y analogo a M1, la interferencia disminuye, lo que permite identificar
las bandas de los plasmones superficiales, sin embargo, la banda de los polifenélicos
no se observa, dicho fendbmeno se debe a que la cantidad de la concentracién de

solucion metalica es mayor y genera la interferencia en la zona UV.
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Figura 3.7 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M2 pH7.

La Figura 3.8 muestra el espectro UV-Vis de las NPs obtenidas por M3, exhibe tres
crestas en 265, 360 y 565 nm, que corresponden a los compuestos polifendlicos, al
plasmdn superficial y a las clorofilas respectivamente. En este espectro se presenta el
mismo fendmeno que en los espectros de M1 y M2 que de acuerdo a Amala et al.
(2017) exhibe un desfase batocrémico para los polifendlicos y un hipsocrémico para

las clorofilas, lo anterior indica la formacion de nanoparticulas.

Para disminuir la interferencia descrita por Sahu et al. (2018) que se debe a estructuras
agregadas de oxidos metalicos, se le realizé una dilucion 1/20. Por lo que el ruido en
este espectro debido a la presencia de agregados de los nanosoportes de Mg fue
minimizado, permitiendo identificar las bandas de 265 y 360, asi como un tenue

incremento de cresta en 565 nm correspondiente a las clorofilas.
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Figura 3.8 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M3 pH7.
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3.1.2.3. pH10

La Figura 3.9 muestra el espectro UV-Vis de las NPs formadas por M1. A diferencia
de los anteriores espectros de M1, esta no tiene definida la banda de polifenoles a 260
nm, sin embargo, si tiene la banda caracteristica del plasmén superficial entre 350 y
400 nm para las nanoparticulas de los metales empleados. El espectro posee
interferencia atribuible a la especiaciéon metalica coloide que se tiene en ese pH. La
influencia del pH provoca un desplazamiento batocromico mayor que en los otros pH,

debido a la especiacion de las sales metalicas empleadas.
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Figura 3.9 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M1 pH10.

En la Figura 3.10 se presenta el espectro UV-Vis de NPs generadas por M2, como se
puede observar en la zona circundante a 260 nm se encuentra una banda solapada
con otra a 400 nm, la primera banda corresponde a los compuestos polifendlicos y la
segunda al plasmén superficial de las NPs generadas. También se observa

interferencia en el espectro debida a la especiaciéon coloide metalica.

45



0.35
0.33 —
0.31
0.29

-~ 0.27

L]

5025

< 0.23
0.21
0.19
0.17
0.15

400 nm

250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.10 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M2 pH10.

De manera similar, el espectro UV-Vis que se muestra en la Figura 3.11 presenta
interferencia debida a la especiacion en fase coloide de las sales metalicas empleadas
debida al pH. Se puede observar de nuevo el solapamiento entre las bandas de 260
de los compuestos polifendlicos y la de 400 atribuida al plasmdn superficial de las NPs.
De nueva cuenta el pH provoca un desfase batocromico mayor que en otros pH,

ademas de la interferencia antes mencionada.

405 nm
0.29 —

250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 3.11 Espectro UV-Vis de NPs generadas por M3 pH10.

3.1.3 Caracterizacion IR

Los analisis de espectroscopia IR de las NPs permitieron obtener los espectros de la
Figura 3.12, donde se muestran las bandas caracteristicas y los grupos funcionales

donde pertenecen.
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Figura 3.12 Espectros IR de NPs.

Como se puede observar, la permanencia de grupos funcionales como anillos
aromaticos, acidos carboxilicos, esteres aromaticos y aminas, indican que las
sustancias involucradas en procesos metabdlicos vegetales son los responsables de
reducir los metales, en especifico, los compuestos glucosidicos conocidos también
como flavonoides poseen estructuras aromaticas, grupos funcionales OH, la fenilalania
es uno de los precursores de los flavonoides, dicho compuesto posee grupos
carboxilicos y aminados, finalmente, los esteres aromaticos también se encuentran
dentro de la cadena de sintesis de los flavonoides dentro de los vegetales (Sanjurjo,
2017). De acuerdo a los espectros presentados, para los tres diferentes métodos el
aumentar el pH provoca que los picos de compuestos relacionados con anillos

aromaticos sean atenuados, confimando su uso en la producciéon de NPs, asi mismo
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para los tres diferentes pH, en el método 1 los picos de compuestos relacionados con
anillos aromaticos y compuestos polifendlicos son mas destacables que en los otros

dos métodos.

3.1.4 SEM

3.1.4.1 pH4

La Figura 3.13 presenta micrografias de SEM obtenidas por M1. En la primera
micrografia se observan particulas sin forma definida, muy cercanas unas con otras,
en la superficie central persisten protuberancias o particulas adheridas menores a 30
nm aproximadamente. En la segunda micrografia, un alejamiento permite observar
particulas de diferentes tamanos, desde 100 nm hasta 0.4 ym. Por lo que en esta

técnica y método no se confirman NPs esperadas.

I 100nm IF-7800F 5/22/2019 1 I: m

x220,000 30.0kV TED SEM WD 3.6mm 13:05:34 ¥ o el

Figura 3.13 Micrografias en SEM de M1 pH4.

Las micrografias de SEM obtenidas por M2 se muestran en la Figura 3.14. La primera
micrografia presenta particulas de diferentes tamanos y aglutinadas, se alcanzan a
apreciar particulas menores a 100 nm. Esta morfologia es similar a la obtenida por
Bharathi et al., (2018). En la segunda micrografia se presenta un acercamiento en el

que se observan claramente NPs agregadas y menores a 50 nm.
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Figura 3.14 Micrografias en SEM de M2 pH4.

En la Figura 3.15 se muestran micrografias SEM obtenidas por M3. La primera
micrografia muestra un agregado sin forma definida con NPs menores a 20 nm
aproximadamente. Nasrollahzadeh et al., (2019) obtuvo un nanocomposito de Cu/Ni
soportados en oOxido de grafeno, por SEM observaron particulas adheridas a su
soporte bien definido. En la segunda micrografia obtenida de dicha figura se observa
morfologia no regular, no es tan uniforme como la observada por Nasrollahzadeh et
al., (2019) debido a que en este trabajo se us6 MgO como soporte y la dispersién del

material organico.

49



— 100nm IF-7800F 5/22/2019
x50,000 30.0kV TED SEM WD 3.8mm 13:59:21

Figura 3.15 Micrografias en SEM de M3 pH4.

3.1.4.2 pH7

La Figura 3.16 presenta micrografias de SEM obtenidas a través del M1. La primer
micrografia muestra particulas de tamafos mayores a 1 micrometro con aparente
aglomeracién. La misma tendencia se observa en la segunda micrografia cuya escala

nanomeétrica revela particulas de tamano menor a 100 nm.

- lpm IF-7800F 11-Mar-20
5.0kV_UED SEM WD 3.3mm 10:16:13

Figura 3.16 Micrografias en SEM de M1 pH?7.

Las micrografias de SEM obtenidas por el M2 se muestran en la Figura 3.17. La
primera micrografia presenta agujas ademas de particulas de tamafo y perfil no
homogéneo. En la segunda micrografia se presenta un acercamiento en la que se
observan nanoparticulas dentro y fuera del cuerpo de la aguja con un tamafio mucho

menor a 100 nm.
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— lpm IF-7800F 11-Mar-20 — 100nm 11-Mar-20
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Figura 3.17 Micrografias en SEM de M2 pH7.

En la Figura 3.18 se muestran micrografias SEM obtenidas por el M3. La primera
micrografia muestra material recubierto con morfologia irregular. Un acercamiento se
muestra en la segunda micrografia , en la que se observa material aglomerado en la
parte central (zona clara), la cual se encuentra rodeada de nanoparticulas menores a

20 nm aproximadamente.

— lpm IF-7800F 11-Mar-20
10.0KV COMPO SEM WD 4.5mm  10:41:56

100nm IF-7800F 11-Mar-20
x50,000 5.0kV UED SEM WD 4.8mm 10:34:43

Figura 3.18 Micrografias en SEM de M3 pH?7.
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3.1.4.3 pH10

La Figura 3.19 presenta micrografias de SEM obtenidas a través del M1. La primera
micrografia muestra particulas de tamanos mayores a 1 micrometro con aparente
aglomeracién. La misma tendencia se observa en la segunda micrografia cuya escala
nanomeétrica revela particulas de tamafno menor a 100 nm. Se observan agregados

entre 20 y 30 nm.

—_— 100nm IF-7800F 31-May-21
x50,000 15.0kV LED SEM WD 7.5mm

— 1lpm IF-7800F 31-May-21
x10,000 15.0kV COMPO SEM WD 7.5mm

Figura 3.19 Micrografias en SEM de M1 pH10.

Las micrografias de SEM obtenidas por el M2 se muestran en la Figura 3.20. La
primera micrografia presenta particulas de tamafio y perfil no homogéneo. En la
segunda micrografia se presenta un acercamiento en la que se observan

nanoparticulas en la parte izquierda inferior del material microscopico.
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Figura 3.20 Micrografias en SEM de M2 pH10.

En la Figura 3.21 se muestran micrografias SEM obtenidas por el M3. La primera
micrografia muestra material particulado disperso con tamano y perfil no homogéneo.
En la segunda micrografia obtenida de la misma que se observan particulas menores

a 1um distribuidas alrededor de los agregados mas grandes.

L 1lpm IF-7800F 31-May-21 — 1um IF-7800F 31-May-21
15.0kV COMPO SEM WD 7 .2mm x10,000 15.0KV COMPO SEM WD 7.2mm

Figura 3.21 Micrografias SEM de NPs obtenidas por M3 a pH10.
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3.1.5TEM

3.1.5.1 pH4

La Figura 3.22 presenta los resultados de TEM de muestra obtenida por M1. En la
micrografia se observa en la zona a) la presencia de dos NPs con tamano de 5 nm,
ademas se aprecian las lineas caracteristicas de una particula metalica. Una
indexacion primaria de dichas NPs revel6 una composicion de Fe3sO4 con forma cubica.
Mientras que en a1) el FFT muestra las distancias interplanares 2.565 y 2.945 A
correspondientes a los indices de Miller (311) y (220) con referencia a la tarjeta
PCPDFWIN No. 88-0866 situada en el Anexo 1.

Figura 3.22 Micrografia por TEM de M1 con FFT.

En la Figura 3.23 presenta micrografias obtenidas por TEM para la muestra M2. Se
observan NPs de tamaino aproximado de 5 nm, ademas de tener una distribucion
homogénea aparente y las lineas caracteristicas de distancias interplanares. Una
indexacion primaria de dichas NPs estan indicadas en a) y b), asi mismo los FFTs
correspondientes se muestran en a1) y b1). La zona a) reveld lineas caracteristicas de
planos de una estructura cubica de Fes3Os4, en al) se muestran las distancias
interplanares 2.583, 2.421 y 2.492 A con indices de Miller (222), (400) and (311) de

acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 88-0866. La zona b) mostré lineas caracteristicas de
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planos en una estructura hexagonal correspondiente a Zn° la zona b1) reveld
distancias interplanares de 2.019 and 2.466 A correspondientes a indices de Miller
(002) y (101) de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 04-0831.

Figura 3.23 Micrografia por TEM de M2 con FFT.

En la Figura 3.24 se presenta una micrografia por TEM de M3. Dicha imagen muestra
NPs de tamanos diferentes todas ellas menores a 50 nm. La presencia de los soportes

ya es evidente en las particulas mas claras.

Figura 3.24 Micrografia por TEM de M3.

La Figura 3.25 también corresponde a M3, la micrografia revela un soporte aislado que
esta rodeado de NP menores de 5 nm. Una indexacién primaria de las cuatro zonas
esta marcada en la figura. Los soportes de Mg se indican en a), el FFT de estas areas
que se muestra en al) exhibid lienas caracteristicas de una estructura hexagonal

correspondiente a MgP®, con distancias interplanares de 2.469 y 1.372 A
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correspondientes a indices de Miller (101), (020) y (200). Del mismo modo, las franjas
de la red de Fe y Zn NP estan unidas en c) y d) y sus respectivas FFT estanen c1) y
d1). Mientras que c) y ¢1) revelaron una estructura cubica correspondiente a Fe® con
distancias interplanar 2.022 y 1.407 A correspondientes a los indices de Miller (110) y
(200), d) y d1) mostraron una estructura hexagonal correspondiente a Zn° con
distancias interplanares de 2.022 y 1.642 A correspondientes a los indices de Miller
(101) y (102). Lo anterior esta de acuerdo con las tarjetas PCPDFWIN 35-0821, 85-
1410, 04-0831. Esta distribucidn es consistente con la descrita por Liu et al., 2017, en
la cual presenta un soporte identificado como MgO rodeado por NPs de Ag® y Pd°. De
acuerdo a la indexacioén en este trabajo, hay un soporte de Mg° rodeado de Fe® y Zn°

como se muestra en la FFT.

Figura 3.25 Micrografia por TEM de M3 con FFT.

3.1.5.2 pH7

En las micrografias de TEM por M1 de la Figura 3.26 se observa que el material
sintetizado consta de racimos de particulas oscuras sujetas sobre el soporte vegetal,

las escalas de las barras izquierda y derecha respectivamente son 200 nm y 50 nm.
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De manera evidente, el usar pH 7 en la sintesis permitié generar una mayor cantidad

de nanoparticulas.

Figura 3.26 Micrografias por TEM de M1 a baja amplificacion.

Un acercamiento a las particulas localizadas en la orilla de dichos racimos se muestra
en la Figura 3.27, se aprecian lineas caracteristicas de NPs metalicas escasas con
franjas de red, también se presentan los FFTs de las areas marcadas, estos revelan
medidas de 1.490, 2.926 A para c), 3.036 A para b) y 2.489 y 3.055 A para a), con
indices de Miller (220), (222) y (440) atribuibles a sistema cubico de 6xidos de hierro
FesO4 de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 89-0951 que se encuentra en la seccion de
Anexos. De nueva cuenta este metddo sélo permitié generar FeNPs mientras que el

Zn aun no se detecta en material nanoparticulado.
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Figura 3.27 Acercamiento al borde de un racimo obtenido por M1.

En la Figura 3.28 se muestra el SAED del area anteriormente analizada, donde se

corrobora unicamente la formaciéon de las nanoparticulas de 6xidos de hierro.
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Figura 3.28 SAED obtenido por M1.

Para la muestra M2 se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura 3.29,
donde se observa el material obtenido. En el lado izquierdo es evidente la
aglomeracién de material en la parte superior y en la parte inferior, este se encuentra
disperso y hay particulas de tamarios variados, algunas de hasta 80 nm. Las escalas
de las barras izquierda y derecha respectivamente son 200 nm y 20 nm. Dichas
particulas son perfectamente cristalinas como se observa del lado derecho. El material
sintetizado a pH 7 marca una evidente produccion de nanoparticulas, asi como su

aglomeracion.

Figura 3.29 Micrografias por TEM obtenidas por M2 a baja amplificacion.
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Un acercamiento a las particulas dispersas se muestra en la Figura 3.30, se aprecian
lineas caracteristicas de NPs metalicas, donde sus FFTs revelan medidas de 1.4937,
2.5380 y 2.5188 A, con indices de Miller (440) y (311) correspondientes a sistema
cubico de 6xidos de hierro FesO4 de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 89-0951 para a),
mientras que para b) se encuentran medidas de 2.4573, 2.6614 y 2.6302 A con indices
de Miller (101) y (002) correspondientes a un sistema hexagonal de ZnO de acuerdo
a la tarjeta PCPDFWIN 89-1397, dichas tarjetas se encuentran en la seccion de
Anexos. Con lo anterior se establece que en este método, usando pH7 en la sintesis,

aparte de generarse FeNPs, también se obtuvieron ZnNPs.

FesOa4

2.6014 A
(002)
i 2.4573 A
./ (101)

b) ZnO

Figura 3.30 Micrografias obtenidas por TEM de M2 y sus respectivos FFTs. a) FeNPs, b) ZnNPs

ElI SAED correspondiente al area analizada de M2 se muestra en la Figura 3.31, donde

se verifica la presencia de las nanoparticulas de Fe y Zn.
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Figura 3.31 SAED obtenido por M2.

Finalmente, en la Figura 3.32 se presenta una micrografia por TEM para M3. Dicha
imagen muestra NPs de tamaros diferentes todas ellas menores a 100 nm. La
presencia de los soportes de Mg ya son evidentes en las particulas con contraste mas
claro. Dichos soportes se encuentran rodeados de particulas oscuras, con un tamafio

menor a 10 nm.

Figura 3.32 Micrografias por TEM obtenidas por M3 a baja resolucion.
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Un acercamiento a un soporte se presenta en la Figura 3.33, donde la barra de escala
es de 10 nm, se realizaron FFTs en las zonas marcadas como a, b cy d. Las zonas a)
y d) presentan distancias interplanares de 1.5915, 1.5932, 2.5906, 2.6075, 2.7637 y
2.7776 A correpondientes a Mg® con un sistema hexagonal con indices de Miller de
(110) y (002) de acuerdo a que tarjeta PCPDFWIN 35-0821. En la zona b) se presentan
distancias interplanares de 2.2727, 2.5152, 2.5225 y 2.6887 A correspondientes a
Fe203 con un sistema romboedral con indices de Miller de (006), (110) y (104) de
acuerdo a que tarjeta PCPDFWIN 89-0599. Finalmente, la zona c) presenta distancias
interplanares de 2.4727, 2.4894 y 2.8248 A correspondientes a ZnO con un sistema
hexagonal con indices de Miller de (101) y (104) de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN
89-1397. En contraste a M2, el uso de magnesio como material de soporte genero
MgNPs con tamafio mayor a los de Fe y ZnNPs, situacion que facilita que se fijen estas
ultimas a los soportes, ademas el tratamiento térmico permite la remocion de una

proporcion de material organico que no esta involucrado en recubrir las NPs.
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Figura 3.33 Nanoparticulas sintetizadas por M3. Micrografias de alta resolucion y sus respectivos
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Finalmente, en la Figura 3.34 se muestra el SAED obtenido del area analizada de M3,

donde se verifica la especiacion de las nanoparticulas ademas de la presencia del
soporte.

Figura 3.34 SAED obtenido por M3.

3.1.5.3 pH10

En las micrografias de la Figura 3.35 se observa que el material sintetizado consta de
racimos de particulas oscuras sujetas sobre el soporte vegetal, las escalas de las
barras izquierda y derecha respectivamente son 10 nm y 100 nm. De manera evidente,

el usar pH 10 en la sintesis permitié generar una mayor cantidad de nanoparticulas.

Figura 3.35 Micrografias por TEM obtenidas por M1 a baja resolucion.
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Un acercamiento a las particulas localizadas en la orilla de dichos racimos se muestra
en la Figura 3.36, se aprecian lineas caracteristicas de NPs metalicas con franjas de
red, también se presentan los FFTs de las areas marcadas, estos revelan medidas de
2.487,2.849y 2.412 A para a) y 2.584, 2.425 y 3.039 A para b), con indices de Miller
(101), (100) y (101) para a), que son atribuibles a sistema cubico de 6xidos de hierro
FesO4 de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 88-0866, mientras que b) posee indices de
Miller (311),(222) y (220), atribuibles a un sistema hexagonal de 6xidos de zinc ZnO
de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 36-1451 que se encuentra en la seccion de Anexos.

Este pH ya permite la generacion de ZnNPs a diferencia de los anteriores.

a)

’ 2.849 A
(100)
4

Figura 3.36 Nanoparticulas sintetizadas por M1. Micrografias de alta resolucion y sus

respectivos FFTs de las areas indicadas.
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Para la muestra M2 se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura 3.37,
donde se observa el material obtenido. En el lado izquierdo es evidente la mayor
generacion de material, este se encuentra disperso y hay particulas de tamafrios
variados, todas menores a 50 nm. Las escalas de las barras izquierda y derecha
respectivamente son 50 nm y 5 nm. Algunas particulas se encuentran inmersas del
material de recubrimiento como se ve en la parte derecha. El sintetizar el material a

pH 10 marca una evidente produccion de nanoparticulas.

Figura 3.37 Micrografias TEM de NPs obtenidas por M2 a pH10.

Un acercamiento a las particulas localizadas en la orilla de dichas particulas se
muestra en la Figura 3.38, se aprecian lineas caracteristicas de NPs metélicas con
franjas de red, también se presentan los FFTs de las areas marcadas, estos revelan
medidas de 2.622, 2.849 y 2.624 A para a), 2.652, 2.881 y 2.427 A para b), 2.541,
2.426 A para c) y 2.498, 2.496 y 2.535 A para d). Los indices de Miller quedan
respectivamente (220) y (311) para a) que son atribuibles a un sistema cubico de
oxidos de hierro Fe3O4 de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 88-0866, mientras que b)
posee indices de Miller (002), (100) y (101) atribuibles a un sistema cubico de 6xidos
de zinc ZnO de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 78-1124, c) y d) posen los indices
(311) y (222) atribuibles a sistema cubico de 6xidos de hierro FesO4 de acuerdo a la
tarjeta PCPDFWIN 88-0866 que se encuentra en la seccion de Anexos. Este pH ya

permite la generacion de ZnNPs a diferencia de los anteriores.
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2.6523 A
(002)

Figura 3.38 Nanoparticulas sintetizadas por M2. Micrografias de alta resolucion y sus

respectivos FFTs de las areas indicadas.

Finalmente, para M3 se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura 3.39.
En el lado izquierdo se observa material aglomerado de particulas de diferentes
tamarnos y densidades, todas menores a 50 nm. Las escalas de las barras izquierda y
derecha respectivamente son 50 nm y 20 nm. Algunas particulas se encuentran

inmersas del material de recubrimiento como se observa en la parte derecha.
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Figura 3.39 Micrografias TEM de NPs obtenidas por M3 a pH10.

Un acercamiento a las particulas localizadas en la orilla de dichas particulas se
muestra en la Figura 3.40, se aprecian lineas caracteristicas de NPs metélicas con
franjas de red, también se presentan los FFTs de las areas marcadas, estos revelan
medidas de 1.659, 2.437 y 2.495 A para a) y d), 2.414, 2.566 y 2.923 A para b) y 1.750,
1.656, 2.446 A para c). Los indices de Miller quedan respectivamente (210) y (101).
que son atribuibles a sistema cubico de éxidos de magnesio MgO2 de acuerdo a la
tarjeta PCPDFWIN 76-1163 para a) y d), mientras que b) posee indices de Miller (222),
(311) y (220) atribuibles a sistema cubico de 6xidos de hierro FesO4 de acuerdo a la
tarjeta PCPDFWIN 88-0866, finalmente, c) (220), (200) y (221) asociadas a sistema
cubico de 6xidos de zinc ZnO2 de acuerdo a la tarjeta PCPDFWIN 88-0866, que se
encuentra en la seccion de Anexos. Por primer vez se encuentra especiado el

magnesio en forma de 6xido, aun asi los soportes permanecen.
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2.4458 A

2.9236 A
(220)

Figura 3.40 Nanoparticulas sintetizadas por M3. Micrografias de alta resolucion y sus

respectivos FFTs de las areas indicadas.

3.2 Actividad fotocatalitica

La curva estandar realizada de rojo No. 40 se muestra en la Figura 3.41, la cual

presenta un coeficiente de correlacion de 0.9994.
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Figura 3.41 Curva estandar de rojo No. 40.

En la Figura 3.42, se presentan las graficas de ajuste a orden 1 en las pruebas
fotocataliticas realizadas con los porcentajes de degradacién de colorante de acuerdo
a la ecuacion b) presentada en la Tabla 1.1. Se presentan las curvas obtenidas para
los pH 4 y 7 para los 3 metodos de sintesis M1, M2 y M3. Como se puede observar a
pH4 el equilibrio se alcanza antes para M2 y M3 respecto a M1. En contraste, para
pH7 el equilibrio se tarda mas en llegar para M1, esto se debe a que el material
nanoparticulado presente es de mayor proporcion de acuerdo a los resultados
mostrados de microscopia. Los resultados presentados entran dentro de los
reportados por Elemike et al., (2017), Radini et al., (2018), Kumar et al., (2016), Kumar
et al., (2018), Kumar (2019a), Li et al., (2019) y Pugazhendhi et al., (2019), cuyos
pocentajes se encuentran entre el 60 y 90% de degradacién, con excepcion del M1 a
pH4, cuyo porcentaje de degradacion esta debajo del 60%, este resultado confirma
una menor formacién de nanoparticulas por M1, como se observé en los resultados
por TEM, dondé se detectod la presencia de nanos de Fe y no una mezcla de nanos
como la obtenida por M2 y M3. Este resultado es correspondiente a los vistos en TEM,

pues presume un bajo rendimiento de produccion de NPs.
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Figura 3.42 Graficas de ajuste de fotocatalisis.
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En la etapa inicial, se aplicaron tres diferentes concentraciones: 10, 50 y 100 mg/L de

carga de nanoparticulas en las cuales se ha reportado la inhibicion del crecimiento de

E. coli (Silva, 2016) y después del periodo de incubacion de 24 horas, se obtuvieron

los resultados de las siguientes tablas.
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Tabla 3.3 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes

concentraciones del indculo y NPs M1: Inc.-Incontable.
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Tabla 3.4 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes

concentraciones del indculo y NPs M2: Inc.-Incontable.
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Tabla 3.5 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes

concentraciones del indculo y NPs M3: Inc.-Incontable.
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De acuerdo a Salgado et al., (2018) y Madivoli et al., (2019), la concentracion éptima
de FeNPs para los efectos esperados oscila entre los 200 y 500 mg/L, en el caso de
esos estudios, disponian de mayor contenido de material nanoparticulado y menor
concentracion de material organico de recubrimiento. Para M1 se sabe que genera
poca proporcion de nanoparticulas en relacién al material organico en el que se
encuentra relacionado, aun asi, en la dilucion 1x10° del inéculo ya se empieza a
observar inhibicion microbiana para la concentraciéon de NPs de 100mg/L a pH10,
acentuandose a la concentracion de indculo de 1X107 y una concentracion de NPs
aplicada de 100 mg/L a pH10 con un 100% de inhibicién. Los métodos M2 y M3 se
ubican de manera marcada por presentar inhibicion microbiana a diluciones 1x10-°
desde concentraciones de 10 mg/L y alcanzar un 100% de inhibicién a la dilucion de
1x107, pH10 y una carga de material nanoparticulado de 50 mg/L. Si bien la actividad
microbicida para M3 se presentra desde concetracion de NPs de 10 mg/L, el
comportamiento microbicida entre M2 y M3 presenta similaridad, mostrando que en

cuanto a caracter microbicida no existe mucha diferencia entre dichos métodos.

Lo anterior se debe a que M1 es menos eficiente al producir ZnNPs en contraste a M2
y M3 como se mostré en el apartado 3.3.1., entonces debido a que M2 y M3 cuentan
con FeNPs y ZnNPs de menor tamafio y en mayor proporcion que M1, entonces es

correspondiente que la actividad microbicida sea mayor en estos métodos.
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Conclusiones

La caracterizacion UV-Vis permitio la identificacion del plasmoén superficial
correspondiente a las NPs Fe-Zn a través del desplazamiento batocromico de las

bandas caracteristicas de los polifendlicos y las clorofilas para M2 y M3.

La determinacion de compuestos fendlicos totales permitié conocer la proporciéon de
compuestos fitoquimicos con caracter reductor que se aprovechan en la generacion
de NPs en los tres métodos, siendo el M1 el que permite extraer una menor cantidad
de fitoquimicos aprovechables para la sintesis, mientras que M2 y M3 muestran ser
mas eficientes para extraer fitoquimicos reductores, asi mismo pH de 7 y 10 muestran

muestran mayor influencia para el mismo fin.

La caracterizacion realizada por SEM mostré que los métodos M2 y M3 se favorece la
formacion de agregados de material nanoparticulado de mayor tamafo y cantidad que
M1. El método que brinda una morfologia mas eficiente es el M3, mientras M1 brinda

la menor eficiencia.

De nueva cuenta, el analisis por TEM permitio la identificacion y caracterizacion de las
nanoparticulas metalicas obtenidas por los tres métodos. La aglomeracién en racimos
por M1 y M2 ya es mas evidente conforme aumenta el pH durante la de sintesis,
generando NPs de menor tamafo, que de acuerdo bibliografia, la aglomeracion de
particulas en racimos es un comportamiento que va en funcion del pH conforme este
ultimo se va a niveles basicos. En cuanto a la composicion se identificaron unicamente
oxidos de Fe en M1, mientras que para M2 y M3 se identificaron 6xidos de Fe y Zn

ademas del Mg cero valente y 6xido de magnesio para el soporte de M3.

El estudio de la actividad fotocatalitica ha mostrado que la degradacion del colorante
rojo allura tiene mayor influencia por M2 y M3, asi como del pH=10, ya que degradan

un porcentaje mayor de colorante que por el M1 de manera contrastante.

La caracterizacion IR permitid identificar la permanencia de algunos grupos

funcionales caracteristicos de sustancias involucradas en el metabolismo vegetal
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como la fenilalanina, que son compuestos polifendlicos basicos, los espectros

infrarrojos varian de acuerdo al pH y al método aplicado.

La actividad microbicida fue corroborada de manera exitosa mediante los barridos de
diluciones aplicadas, siendo el M3 a pH10 el que mayor actividad exhibi6é de los tres
métodos aplicados, de acuerdo a las difracciones de area selecta realizadas a las
nanoparticulas, las generadas por M3 son las que mayor cristalinidad tienen, lo que
demuestra que la presencia de FeNPs y ZnNPs sujetas a dichos soportes mejora el

proceso microbicida, dejando mas expuestas dichas NPs.
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Anexos

Anexo 1. Tarjetas PCPDFWIN 88-0866 y 89-0951 de Fe304

88-0866 Wavelength= 1.54060
Fe304 da(A) Imt h k 1
Iron Oxide 4.8409 124 1 1 1
2.9644 307 2 2 0
2.5280 999* 3 1 1
Magnetite (Cr—bearing) 2.4204 72 2 2 2
. g e e 2.0961 202 4 0 0
Rad.: CuKal a: 1.54060 Filter: d—sp: Calculated 1 9235 2 3 3 1
Cut off: 17.Y  Int.: Calculated I/Icor.: 4.93 1.7115 B6 4 2 2
Ref: Calculated from ICSD using POWD-12++ 1.6136 282 5 1 1
Ref: Burns, P.C et al., Neues Jahrb. Mineral., Monatsh., 1997, 1.4822 355 4 4 0
163 (1997) 1.4172 7 5 3 1
— 1.3974 1 4 4 2
Sys.: Cubic 5.G.: Fd3m (B27) 1.3257 27 6 2 0
. . . . . 1.2786 64 5 3 3
a: 8.3847(2) b: c: A C: 1.2640 23 g 2 8
al B: ¥ 48 mp: 1.2102 19 4 4 4
s 1.1740 4 5 5 1
Ref: Tbid. 11204 29 6 4 2
1.0916 B6 7 3 1

Dx: 5.218 Dm: ICSD # : 0B5177

Peak height intensity. Specimen from Ramberget, Hestmona,
Norway. R—factor: 0.033. PSC: ¢F56. Structural reference:
Burns, P.C et al., Neues Jahrb. Mineral., Monatsh., 1997,

163 (1997). Mwl: 231.54. Volume[CD]: 589.47.

JI‘LU?L ® 2001 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.2

89-0951 Wavelength= 1.54060
Fe304 d(A) Int h k 1
Iron Oxide 4.9022 134 1 1 1
3.0020 999* 2 2 0
2.5601 512 3 1 1
Magnelite 2.4511 28 2 2 2
. . - R . 2.1227 5 4 0 0
Rad.: CuKal a: 1.54060 Filter: d—sp: Calculated 1.9479 9 3 3 1
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/lcor.: 1.18 1.7332 18 4 2 2
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++ 1.6340 10 5 1 1
Ref: Mazzocchi, V.L., Parente, C.B.R., J. Appl. Crystallogr., 1.5010 4 4 4 0
31, 718 (1998) 1.4352 1 5 3 1
— 1.4151 8 4 4 2
Sys.: Cubic S.G.: Fd3m (227) 1.3425 2 6 2 0
i . ) i . 1.2948 1 5§ 3 3
a: B.491(3) b: c: A C: 1.2800 6 6 2 2
ol B: T 78 mp: 1.2265 2 4 4 4
. The 1.1889 1 7 11
Ref: Ibid. 1.1346 2 6 4 2
1.1054 1 656 5 3

Dx: 5.024 Dm: ICSD # : 085807

Peak height intensity. R—factor: 0.033. PSC: cI'56. At least
one TF implausible. Structural reference: Mazzocchi, V.L.,
Parente, C.B.R., J. Appl. Crystallogr., 31, 718 (1998).

Mwt: 231.54. Volume|[CD]: 612.18.

JJ:LU?L ® 2001 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.2



Anexo 2. Tarjetas PCPDFWIN 35-0821 y 851410 de Zn° y Fe®

87-0713 Wavelength= 1.54060 C

Zn d(A) Int h k 1

Zinc 2.4735 396 0 0 2
2.3079 233 1 0 0
2.0915 999* 1 0 1

Zinc 1.6874 144 1 0 2

. E o . P 1.3417 152 1 0 3

Rad.: CuKal a: 1.54060 Filter: d—sp: Calculated 19325 100 11 0

Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/lcor.: 8.49 1.2367 23 0 0 4

Ref: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997) 1.1731 07 1 1 2

Ref: Swanson, H.E., Talge, E., Natl. Bur. Stand. (U.S.), Circ. 1.1539 12 2 0 0

539, 359, I1 (1953) 1.1238 65 2 0 1
1.0901 19 1 0 4

Sys.: Hexagonal S.G: P53/mmc (194)

a: 2.665 b: c: 4.947 A C: 1.8563

o B: IS Z: 2 mp:

Ref: Ibid.

Dx: 7.136 Dm: 7.050 ICSD # : 064990

Peak height intensity. PSC: hP2. Calc. density unusual but
tolerable. No R value given. At least one TF missing. Structural
reference: Swansen, H.E,, Tatge, E., Natl. Bur. Stand.

(U.8.), Cire. 539, 359, I1 (1953). Mwt: 65.38. Volume[CD]:

30.43.

JI‘J:L—&L ® 2001 JCPDS—International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.2

856-1410 Wavelength= 1.54060 C
Fe d(A) Int h k 1
Iron 2.0407 999* 1 1 0
1.443 16 2 0 0
1.1782 176 2 1 1
Iron
Rad.: CuKal i 1.54060 Filter: d—sp: Calculated
Cut off: 17.7 Int.: Calculated I/lcor.: 10.81

Rel: Calculated from ICSD using POWD-12++, (1997)
Ref: Swanson, H.E., Tatge, Ii., Natl. Bur. Stand. (U.S.), Circ.
539, 539, 4 (1955)

Sys.: Cubic S.G.: Im3m (229)

a: 2.886 b: c: A: C:
ol B: v 72 mp:
Ref: Ibid.

Dx: 7.716 Dm: 7.870 1CSD # : 064795

Peak height intensity. W type. PSC: ¢I2. See PDF 6—696. Calec.
density unusual but tolerable. No R value given. At least one TF
missing. Structural reference: Swanson, H.E., Tatge, E., Natl
Bur. Stand. (U.S.), Circ. 539, 539, 4 (1955). Mwt: 55.85.
Volume[CD]: 24.04.

ﬂﬂi:—)ﬂ ® 2001 JCPDS-International Centre for Diffraction Data. All rights reserved
PCPDFWIN v. 2.2
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