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RESUMEN

En este trabajo se llevo a cabo la biosintesis de nanoparticulas de zinc (ZnNPs), cobre
(CuNPs) y una mezcla de ambas (Cu/ZnNPs), empleando el método de la bioreduccion
utilizando lirio acuatico como agente reductor. Durante la sintesis se ajustaron las
condiciones Optimas en cuanto al tamizado, centrifugado, concentracién de la solucion
metalica y pH de sintesis. La aplicacién de las NPs se realizé determinando su efectividad

microbicida frente a una cepa de E.coli.

La formacién de las NPs se comprobdé mediante la deteccién de su plasmoén de superficie
a 300 nm para las ZnNPs, a 800 nm para las CuNPs y ambos picos fueron detectados
con las Cu/ZnNPs. Mediante el andlisis realizado por microscopia electrénica de barrido
(SEM) se observaron las morfologias formadas por las NPs, sin una morfologia definida
para las ZnNPs y CuNPs, y con figuras geométricas definidas cuando estan presentes
ambos metales en las Cu/ZnNPs. Los estudios de microscopia electronica de transmision
(TEM), muestran que la biosintesis favorecio a la formacién y estabilizacion de las ZnNPs
y CuNPs, las cuales se obtuvieron con tamafios de 2 a5 nmy 6 a 10 nm, dentro de estos
mismos rangos estuvieron las Cu/ZnNPs; la indexacion de las ZnNPs y CuNPs mostro
que la estructura cristalina que se forma con mayor facilidad es la cubica, no obstante
también se forman cristales con estructura hexagonal aunque con menor frecuencia, y en
el caso de las Cu/ZnNPs se identificaron estructuras monoclinicas que corresponden solo
a las NPs bimetalicas. La composicion para la mayor parte de las NPs corresponde a

Oxidos metélicos.

En cuanto a la efectividad microbicida, esta fue independiente de la estructura y
composicion de las NPs, el tamafio si mostré influencia sobre todo cuando se detectaron
NPs de 2 y hasta 10 nm. Las Cu/ZnNPs mostraron la mejor efectividad microbicida aun
cuando la formacién de NPs bimetélicas se dio de manera aislada. El efecto microbicida
de las NPs estuvo influenciado por la concentracion inicial de E. coli. EI 100% de los
microorganismos fueron inhibidos a partir de 10,000 mg/L para las ZnNPs y de 100 mg/L
para las CuNPs, las NPs bimetalicas (Cu/ZnNPs) fueron efectivas a partir de solo 10

mg/L, lo que confirma que es posible inhibir el crecimiento de E.coli.
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ABSTRACT

In this work the biosynthesis of zinc nanoparticles (ZnNPs), copper (CuNPs) and a mixture
of both (Cu/ZnNPs) was carried out, using the method of bioreduction using water hyacinth
as a reducing agent. During the synthesis, the optimum conditions were adjusted in terms
of screening, centrifugation, concentration of the metal solution and pH of synthesis. The
application of NPs was carried out by determining their microbicidal effectiveness against

an E. coli strain.

The formation of the NPs was checked by detecting their surface plasmon at 300 nm for
the ZnNPs, at 800 nm for the CuNPs and both peaks were detected with the Cu/ZnNPs.
By means of the analysis carried out by scanning electron microscopy (SEM), the
morphologies formed by the NPs were observed, without a defined morphology for the
ZnNPs and CuNPs, and with defined geometrical figures when both metals are present in
the Cu/ZnNPs. The transmission electron microscopy (TEM) studies show that
biosynthesis favored the formation and stabilization of ZnNPs and CuNPs, which were
obtained with sizes from 2 to 5 nm and 6 to 10 nm, within these same ranges were
Cu/ZnNPs; indexing the ZnNPs and CuNPs showed that the crystalline structure is formed
more easily is the cubic, however crystals also formed in hexagonal less frequently form,
and in the case of Cu / ZnNPs monoclinic structure were identified that correspond only to

bimetallic NPs. The composition for most of the NP corresponds to metal oxides.

As for the microbicidal effectiveness, this was independent of the form and composition of
the NPs, the size did show influence especially when NPs of 2 and up to 10 nm were
detected. The Cu/ZnNPs showed the best microbicidal effectiveness even when the
formation of bimetallic NPs occurred in isolation. The microbicidal effect of the NPs was
influenced by the initial concentration of E. coli. 100% of the microorganisms were
inhibited from 10,000 mg/L for the ZnNPs and 100 mg/L for the CuNPs, the bimetallic NPs
(Cu/znNPs) were effective from only 10 mg/L, which confirms that it is possible to inhibit
the growth of E. coli.
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INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos naturales mas importantes para todos los seres vivos
en el mundo. Hoy en dia, la contaminacion del agua estd siendo alterada e
incrementada como resultado de la creciente contaminacién microbiana y quimica
debido a la industrializacion y la creciente poblacion mundial (Khalil et al., 2011,
Ramirez-Castillo et al., 2015). La contaminacion microbiologica se considera de riesgo
debido a los dafios a la salud que puede provocar, llegando inclusive a causar la
muerte (Inoue et al., 2002). Existen agentes fisicos y quimicos, como el cloro, ozono y
luz ultravioleta que son usados para la desinfeccion del agua (De la Rosa-Gomez et
al., 2008); no obstante, debido a la resistencia desarrollada por algunos
microorganismos, en afios recientes se esta probando el uso de NPs metalicas como

agentes microbicidas en el tratamiento de agua.

Las nanoparticulas (NPs) son racimos de atomos, iones o moléculas estabilizados a
través de un material para evitar su aglomeracion, sus estructuras tienen un tamafo
en la escala nanométrica 1 x 10° m (Gomez-Gallego et al., 2016). La aplicacion de
NPs metdlicas o de 6xidos metalicos ha adquirido mucho interés en virtud de las
propiedades que muestran, una de ellas es que poseen un numero de atomos muy
altos en su superficie dando como resultado un incremento del area superficial
(Esparza-Gonzélez et al., 2016).

En la actualidad existen diversos procedimientos para la sintesis de NPs metalicas
controlando su tamafio, forma y composicion. Las NPs pueden ser sintetizadas
usando como agentes reductores varios extractos de plantas (Paul et al., 2015), lo

que la convierte en una técnica verde y amigable con el medio ambiente.

Entre las NPs metalicas frecuentemente sintetizadas se encuentran las de zinc
(ZnNPs) y cobre (CuNPs), ambos metales han mostrado una fuerte actividad
microbicida frente a diversos microrganismos los cuales incluyen hongos, virus y
bacterias Gram-positiva y Gram-negativa (Chakra et al, 2016), estas propiedades
pueden ser mejoradas si ambos metales se manejan a escala nanométrica. Las
ZnNPs y CuNPs se presentan como una alternativa prometedora para combatir la

resistencia microbiana mediante mecanismos de accibn que sean capaces de



penetrar la pared celular de los microorganismos o dafiar la membrana citoplasmética

por el contacto con el metal (Sharma et al., 2010; Quaranta et al., 2011).

Este proyecto de investigacion propone la sintesis de NPs metélicas de Zn y Cu
utiizando el método de la bioreduccion, proponiendo el uso de lirio acuético
(Eichhornia crassipes) como agente reductor. Esta planta es reconocida como maleza
acuatica y sin un uso en particular. Para establecer las condiciones Optimas se
consideraron variables como el tamafio de malla para el tamizado, la velocidad de
centrifugado, la concentracion de la solucion metalica y el pH de la solucion. Las NPs
fueron caracterizadas utilizando microscopia electronica de barrido (SEM) vy
microscopia electrénica de transmision (TEM). Finalmente con las ZnNPs y CuNPs
obtenidas, se realizaron estudios de actividad microbicida frente a la cepa Escherichia
coli ATCC 25922.

En el apartado 1 se presentan los fundamentos teodricos referidos a este tema de
investigacion. Los temas que se abordaron fueron la contaminacion del agua,
nanotecnologia, NPs metdlicas, métodos de sintesis, mecanismos de accion de las

NPs, métodos espectroscopicos y de caracterizacion microestructurales.

En el apartado 2 se muestra la metodologia utilizada para la realizacion de este
estudio, se describe el método de sintesis empleado, los equipos y técnicas de
deteccién y caracterizacion utilizados para las NPs y el procedimiento seguido para

probar la actividad microbicida de las NPs.

En el apartado 3 se presentan los resultados obtenidos de la sintesis de las NPs asi
como los de la caracterizacion de las mismas. Estan incluidos los estudios por
microscopias electronicas de barrido y de transmision y el analisis de los resultados
de estas técnicas, asi como los datos obtenidos de la realizacién de las pruebas
microbicidas utilizando diferentes inéculos y concentraciones de la suspension

metalica.

Finalmente se presentan las conclusiones del trabajo realizado y las referencias

utilizadas para contextualizar los resultados del mismo.



1 FUNDAMENTOS

1.1 CONTAMINACION DEL AGUA

Los humanos requieren el consumo de agua potable para vivir, sin embargo, los
recursos naturales se han vuelto escasos debido en parte a la creciente poblacion
por lo que su requerimiento en varias regiones habitadas es la preocupacion de
muchas organizaciones gubernamentales. Asimismo, el agua es utilizada no solo
para consumo humano, sino también en procesos industriales y en muchas
actividades antropogénicas cotidianas, lo que la convierte en el principal medio de
transporte de los subproductos desechados que provocan su contaminacion
(Khalil et al., 2011; Ramirez-Castillo et al., 2015).

En resumen, el consumo humano representa un porcentaje reducido del volumen
de agua que es utilizado a diario en el mundo. Dicho consumo de agua por
persona varia debido a diversos factores entre los que destacan: el clima de la
region, el nivel socioeconémico y actividad econdémica de la region, las
costumbres, la disponibilidad y dificultad para acceder al agua; el nivel de cultura
del agua que tienen las persona para su uso, entre otros (Rosegrant et al., 2002;
FCEA, 2006; Marquez y Ortega, 2017).

Se considera que el agua esta contaminada, cuando ésta ya no reune las
condiciones requeridas para los usos a los que se destina en su estado natural. En
la actualidad, en México se considera que el 26% de los rios, lagos y embalses
son de buena calidad, mientras el 74% restante presenta algun grado de
contaminacion. Los principales contaminantes son la materia organica, nutrientes
(nitrégeno y fosforo) y microorganismos, asi como metales en regiones con
actividad industrial (Pérez, 2007; Alba et al., 2013).

1.1.1 Contaminantes microbianos del agua

La contaminacion microbioldgica es un factor importante a cuidar debido a los

dafios a la salud que puede provocar, llegando inclusive a causar la muerte (Inoue



et al., 2002). Las bacterias han sido usadas como indicadores de la calidad
sanitaria del agua desde el siglo XIX, y son los microorganismos patégenos en las
aguas naturales su mayor amenaza (Rivera-Garza et al., 2000). En la actualidad la
disponibilidad de este recurso, donde se detecta la presencia de microorganismos
patdgenos, ha cobrado un interés especial debido a que estos representan un
factor de riesgo que afecta negativamente la salud humana ya que son la causa
de infecciones gastrointestinales que pueden causar la muerte (Moaty et al.,
2016).

Debido a que la variedad de microorganismos en el agua puede ser muy elevada,
se hace practicamente imposible verificar mediante andlisis rutinarios y rapidos la
ausencia de toda esta potencial flora microbiana presente en agua para consumo
humano. Por ello, se recurre a la investigacion de organismos mas comunes y que
normalmente estan presentes en las deyecciones humanas y de animales, que de
esta forma actian como organismos indicadores de contaminacion fecal, lo que
posibilita el asegurar la eficacia de la potabilizaciébn y depuracion del agua. La
presencia de estos microorganismos, indica la certeza de presencia de patégenos
en medio acuoso (Alba et al., 2013). En general, las enfermedades relacionadas
con el agua causan 3,4 millones de muertes cada afio en todo el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha informado que el 80% de las
enfermedades se propagan a través del agua contaminada (Saravanan et al.,
2016).

Los grupos coliformes fecales y totales se utilizan como indicadores de
contaminacion bioldgica debido a su rapida multiplicacion y pequefio tamafio
(Pierce, 2010). Los coliformes fecales son un subgrupo de los coliformes totales y
funcionan como un indicador mas especifico de contaminacion fecal. Del total de
los coliformes en las heces humanas el 96.4% es de este tipo, siendo Escherichia
coli el miembro predominante (Rivera-Garza et al.,, 2000). Aunque E. coli
constituye parte de la flora bacteriana del tubo digestivo del hombre y de los
animales de sangre caliente, se ha demostrado que algunas cepas poseen

factores de virulencia y producen enteritis (Alba et al., 2013). En México los



coliformes fecales son usados como indicador de contaminacion por patégenos
del agua (NOM-001-SEMARNAT- 1996, 1996). La OMS recomienda que el agua
para beber contenga cuentas de coliformes fecales y totales de 0 en 100 mL de
cualquier muestra (OMS, 2011).

La gran mayoria de los problemas de salud relacionados con el agua son el
resultado de la contaminacién microbiolégica (bacteriologica, viral o protozoaria),
por lo que la desinfeccion del agua es de incuestionable importancia para
abastecer de agua potable a la poblacién. Agentes fisicos y quimicos, como el
cloro, ozono y luz ultravioleta son usados para este propésito (De la Rosa-Gémez
et al., 2008); en afios recientes se esta probando el uso de NPs metalicas como

agentes microbicidas en el tratamiento de agua.
1.1.2 Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan un tamafo de
pocos micrémetros (entre 0.5 y 5, por lo general) y diversas formas incluyendo
coco (esferas), bacilos (barras) y espirilos (hélices). Las bacterias son procariotas
y, por lo tanto, a diferencia de las células eucariotas (de animales, plantas, hongos
y protozoos), no tienen el ndcleo definido ni presentan, en general, organulos
membranosos internos. Generalmente poseen una pared celular compuesta de
peptidoglicano. Muchas bacterias disponen de flagelos o de otros sistemas de

desplazamiento y son méviles (Prats, 2005; Del Aguila y Oroche, 2016).

Las bacterias pueden diferenciarse de acuerdo a su morfologia, su tamafio, su
forma de reproduccion y composicion quimica. Por la estructura de sus paredes
celulares puede dividirse en Gram-positivas y Gram-negativas (de acuerdo a su
respuesta frente a la tincion diferencial de Gram, Figura 1.1) debido principalmente
al grosor de la pared celular que es mayor en las primeras y a los constituyentes

moleculares presentes en la célula (Madigan et al., 2003; Negroni, 2009).



Pared celular

Peptidoglicano
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Membrana externa compuesta por
lipopolisacdridos y proteinas

Figura 1.1 Esquema simplificado de la pared celular de bacterias Gram (+) y Gram (-) (Flores,
2014).

Dentro de las bacterias, E. coli es sin duda el microorganismo procarionte
estudiado con mayor profundidad. Es una bacteria Gram-negativa extendida en
forma de varilla y de reproduccién rapida ya que en condiciones Optimas se divide
cada 20 minutos, tiene un tamafio promedio de 1 a 2 um de largo y un ancho de
0.5 um, se puede dividir tanto por reproduccion asexual como por intercambio
genético; es capaz de sobrevivir y crecer a condiciones acidas de hasta un pH =
2.5 y temperaturas de 7 °C, permaneciendo viable durante varios meses (Pierce,
2010; Zyoud et al., 2016). Aunque algunas cepas de E. coli son tdxicas y causan
enfermedades, en su mayor parte son benignas, la infeccion con este organismo
esta asociada con la colitis hemorragica, aunque también produce gastroenteritis
(Paredes y Roca, 2004; Pierce, 2010).

Su rapida reproduccion ha permitido la caracterizacion y analisis de numerosas
mutaciones de E. coli que alteran desde el aspecto de la colonia hasta la
resistencia a los farmacos, haciéndola un microorganismo ideal para el estudio de
compuestos microbicidas (Pierce, 2010; Ruiz-Garbajosa y Cantén, 2016). Es por
ello que la E. coli es una bacteria modelo para medir el grado de contaminacién

microbiana en el agua.



1.2 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es el disefio caracterizacion, y aplicacion de estructuras,
dispositivos y sistemas complejos mediante el control de la forma, el tamafo y las
propiedades de la materia a escala nanométrica (The Royal Society, 2004). El
término nanotecnologia abarca un amplio rango de herramientas, técnicas y
potenciales aplicaciones, entre las disciplinas que convergen en ellas se

encuentran la fisica, la quimica, la biologia, la medicina, la ingenieria, entre otras.

Entre las aplicaciones conocidas para los nanomateriales destacan armamentos,
tratamiento de agua, diagnostico de enfermedades, procesamiento de alimentos,
materiales de construccion, informatica, alimentos transgénicos, cosmeéticos,
textiles y herramientas (Huy et al., 2013). Una de las principales aplicaciones de
los nanomateriales es el tratamiento de ciertas enfermedades, con la construccion
atomo a atomo de moléculas complejas que realizan funciones primordiales como
por ejemplo la fabricacion de insulina (Villafuerte-Robles, 2009; Gémez-Gallego et
al., 2016).

En general, las nanoestructuras son una nueva clase de materiales en donde por
lo menos una de sus dimensiones se encuentra menor a 100 nm. De acuerdo al
ndamero de dimensiones que se encuentren en el régimen nanométrico, los

nanomateriales se pueden clasificar en cuatro tipos (Gutiérrez-Wing et al., 2000).

a) Materiales de dimension cero (0D), en donde las tres dimensiones se
ubican en el régimen nanométrico, a esta corresponden las NPs <10 nm
conocidas también como puntos cuanticos (Aiken Il y Finke, 1999).

b) De una dimensién (1D), teniendo una longitud variable, conservan una
sola dimensién en el régimen de nanémetros, como es el caso de
nanoalambres y nanotubos.

c) De dos dimensiones (2D), con areas de tamafo indefinido pero
manteniendo su espesor en <100 nm, como en el caso de peliculas

delgadas.



d) De tres dimensiones (3D), en la que los solidos tridimensionales estan
formados por unidades nanométricas (Gutiérrez-Wing et al., 2000; Wing,
2005).

Lo interesante, es que las propiedades de los nanomateriales se pueden
manipular para modificar su tamafio o forma sin afectar su composicion quimica
(Gémez-Gallego et al., 2016).

1.3 NANOPARTICULAS METALICAS

Las nanoparticulas (NPs) son racimos de atomos, iones 0 moléculas estabilizados
a través de un material para evitar su aglomeracion, sus estructuras tienen un
tamarfio en la escala nanométrica 1x10° m (Gémez-Gallego et al., 2016). Esta
caracteristica en particular permite crear enlaces entre moléculas pequefas y
materiales. Las NPs pueden formarse por la mayoria de los elementos de la tabla
periodica, los elementos metalicos forman una amplia variedad de ellas y tienen la
caracteristica de formarse solas o combinadas con otro metal. Las NPs metélicas
poseen propiedades quimicas y fisicas mejores que los materiales en bulto, por

ejemplo:

a) Los metales de transicion hierven a temperatura mas baja que los
materiales en bulto, su temperatura de ebullicion depende del tamafio,
forma y composicién de las NPs (Rosano-Ortega et al., 2006; Antoniammal
y Arivuoli, 2012).

b) Los sistemas bimetalicos que presentan un comportamiento de separacion
superficial se funden en dos etapas: difusion en la superficie seguida de
una fusion total (Cao, 2004; Poole y Owens, 2007; Lee, 2008).

c) La humedad en nanomateriales puede ser inducida por tratamientos
térmicos o por modificaciones fisicas o quimicas del sustrato (formacion de
islas) (Velev y Kaler, 2000; Zanella, 2012).

La aplicacion de NPs metdlicas o de 6xidos metalicos ha adquirido mucho interés

en virtud de las propiedades que muestran, una de ellas es que poseen un nimero



de atomos muy altos en su superficie dando como resultado un incremento del
area superficial y generando efectos cuanticos, esta propiedad incrementa la
reactividad fisica y quimica de los nanomateriales maximizando sus propiedades

segun su campo de aplicacion (Esparza-Gonzalez et al., 2016).

A medida que el tamafio de la particula metélica disminuye, la densidad continua
de estados electronicos en su estructura de banda se divide, hasta que dominan
los niveles discretos de energia, este caracter discreto de los niveles electrénicos
(al igual que ocurre en atomos o moléculas) es un elemento clave para controlar
las propiedades de las mismas. Los cambios de geometria y de tamafio en un
sistema o la alteracion de las posiciones de los componentes (atomos, moléculas)
provocan cambios significativos en la distribucion o en el nimero de dichos niveles
y da lugar a cambios de las distintas propiedades que caracterizan a un objeto
(conductividad eléctrica, absorcion luminosa, etc). Este hecho es crucial ya que
determina que la materia cambie sus propiedades macroscépicas a medida que el

volumen del material se hace mas y mas pequefio (Drexler, 1987).

En un metal es posible el movimiento de electrones no confinados, que resulta en
un fuerte reflectividad conocida como brillo metalico. En contraste, en las
particulas metalicas a escala nanométrica los electrones pueden moverse
libremente, pero ahora éstos electrones presentan una particularidad, se muevan
de manera cuasi-ordenada y no al azar. Este movimiento colectivo se denomina
“‘plasmdn” (nubes de electrones). Por lo anterior, las dispersiones coloidales de
NPs debido a este fenbmeno presentan color, el cual dependerd del tamafio y
forma de la particula, de su concentracion y de la constante dieléctrica del medio.
Los plasmones desempefian un gran papel en las propiedades Opticas de los
metales. En la mayoria de los metales, la frecuencia del plasma se encuentra en la

region del ultravioleta, haciéndolos brillantes en el espectro visible (Ball, 2005).

En general, las NPs metélicas presentan arreglos geomeétricos simples como las
estructuras del tipo cubica centrada en las caras (fcc, por sus siglas en ingles face

centered cubic) o cubicas simples (que replican la simetria de esta clase de



elementos quimicos), o con la presencia de maclas o gemelamientos, los cuales
son defectos que cambian el sentido de continuidad de los atomos en una recta, y
de acuerdo a su numero producen configuraciones decahedrales e icosahedrales
(Ascencio et al., 1998; Ascencio, 2000), como se muestra en la Figura 1.2, lo que
propicia que se relacionen con los cristales. Sin embargo, las configuraciones de
las nanoestructuras metdlicas pueden presentar configuraciones basadas en
simetrias prohibidas como la pentagonal o ser amorfas y no mostrar periodicidad.
Asimismo, un sistema cristalino permite que la repeticion de una celda unitaria
cubra en su totalidad un volumen cualquiera, en contraparte, las nanoestructuras
no crecen a mayor escala por la estabilizacién de la superficie de estos agregados
(Ascencio, 2000; Yacaman et al., 2001).

ESTRUCTURAS

fcc

EoOe
— I I R X
cosscanes G B @ @

mo: GG G QW

con macla o
gemelamientos

Figura 1.2 Estructuras caracteristicas de las NPs metalicas (Ascencio, 2000).

Las NPs metalicas como Cu, CuO, Ag, ZnO, han mostrado una fuerte actividad
microbicida frente a diversos microrganismos los cuales incluyen hongos, virus y

bacterias Gram-positiva y Gram-negativa (Chakra et al, 2016).
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1.3.1 Nanoparticulas de zinc (ZnNPs)

El zinc es un micronutriente esencial para muchas plantas, interactia con
proteinas y enzimas para nutrirlas; sin embargo, un exceso de zinc en las plantas
causa clorosis e impide el desarrollo y crecimiento de las mismas (Nair y Chung,
2017). Por otro lado el éxido de zinc es un material inorganico, su principal
caracteristica son las propiedades microbicidas que han mostrado y que han
resultado seguras para los seres humanos en los bloqueadores solares y en ropa,
asimismo en pinturas, pigmentos, semiconductores y como un fertilizante muy
efectivo en suelos (Esparza-Gonzalez et al., 2016; Bajpai et al., 2016; Nair &
Chung, 2017).

La aplicacibn de métodos no convencionales para obtener NPs de ZnO, ha
derivado en la busqueda de las nuevas rutas de sintesis tales como el uso de
colageno y métodos electroquimicos (Romih et al., 2017). Una desventaja que
tienen las NPs ZnO es que se disuelven rapido en el medio ambiente liberando
iones de zinc e incrementando su presencia en suelos y agua lo que a largo plazo

puede resultar toxico (Nair y Chung, 2017).

1.3.2 Nanoparticulas de cobre (CuNPs)

El cobre es el metal semiconductor por excelencia, ademas muestra propiedades
fisicas, quimicas, antimicrobianas y una abundancia considerable en la superficie
terrestre (Betancourt-Galindo et al., 2013). El cobre es toxico para el ser humano
en altas concentraciones, se usa para transportar agua en la que puede ser
soluble y una vez en plantas o animales, tiende a acumularse. Las CuNPs han
atraido mucho la atencion en los ultimos afos, debido a sus aplicaciones
antibacterianas y antifungicas. Se han aplicado varios métodos de sintesis para
obtener CuNPs incluyendo reduccion, sonoquimica, reduccion termal, técnicas de
microemulsion e irradiacion laser y laser inducido. EI método quimico es el mas
utilizado para sintetizar CuNPs; sin embargo, son necesarios métodos mas

sencillos y econdmicos (Chakra et al., 2016).
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1.4 METODOS DE SINTESIS

En la actualidad existen diversos procedimientos para la sintesis de NPs metalicas
con tamafo, forma, estructura y composicion de manera controlada. Las NPs
pueden ser sintetizadas usando varios procedimientos fisicos, quimicos y
biolégicos (Prusty y Parida, 2014). En los métodos quimicos se incluyen:
reduccion quimica, electroquimica, polimerizacién por emulsién, sonoquimica,
termoquimica, fotoquimica, entre otros (Sugimoto, 2001). En este trabajo se utilizd
uno de los métodos alternativos para la produccion de NPs metélicas de cobre y

zinc, el de bioreduccion.

1.4.1 Reduccién quimica

El método de reduccién quimica fue publicado por primera vez por Faraday en
1857 vy, actualmente, se ha convertido en el método mas comun para la
preparacion de NPs. El mecanismo de formacion de NPs se basa en la reduccién
de la sal metalica al correspondiente atomo metalico cerovalente, a continuacién
estos atomos actlan como centros de nucleacién dando lugar a racimos atémicos
o clusters cuyo crecimiento continuara a medida que se mantenga el suministro de
atomos o en el momento de estabilizarlos a través de moléculas que se adsorben
en la superficie para prevenir la aglomeracién. Se pueden establecer analogias
entre estos procesos de formacién de particulas y las reacciones en cadena, con
sus bien conocidas fases de iniciacién, propagacién y terminacibn como se

aprecia en la Figura 1.3 (Trindade, 2001).
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Figura 1.3 Fases de formacién de particulas metalicas por via reduccién quimica.

La principal ventaja del método de reduccion quimica es su reproducibilidad y la
posibilidad de obtener coloides monodispersos con una distribucion estrecha de
tamafios de particulas (Morales-Luckie et al., 2008). Diferentes agentes de
reduccion se encuentran descritos en la literatura, en primer lugar se encuentra el
método descrito por Faraday, 1857, basado en la reduccion de [AuCls]  con citrato
sédico. En 1976, Hirai et al., describieron el proceso basado en la reduccion del
precursor metalico con alcoholes, en donde el alcohol se oxida al correspondiente
compuesto carbonilico; este método ha sido ampliamente utilizado en la
preparacion de NPs de metales estabilizados por polimeros. En 1981, Schmid, et
al., describieron la ruta de diborano (Bz2Hs) como reductor.

Los métodos quimicos involucran el uso agentes reductores de origen sintético,
gue actian sobre iones metalicos para producir NPs, ademas agentes
surfactantes para el control de la morfologia y tamafio, (como dodecilsulfato de
sodio, soluciones poliméricas, etc), asi como de solventes organicos. Sin
embargo, estos reactivos son usualmente nocivos para el ser humano y el

ambiente (Lopez et al., 2013).
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1.4.1.1 Bioreduccién quimica

La reduccion quimica como ya se menciond, es el método mas versatil para
obtener NPs metalicas, es simple y econdmico (Kruk et al., 2015). El fenébmeno de
resonancia de plasmon revela un color especifico del metal basado en el tamafio
de la particula sintetizada. Utilizando agentes reductores y estabilizadores
naturales, se pueden generar NPs metalicas con tamafio y forma controlados
mediante la bioreduccion quimica como un nuevo método para evitar la formacion
de 6xido (Chakra et al., 2016).

1.4.2 Bioreduccion

En general, los sistemas bioldgicos como las plantas acuaticas tienen un gran
potencial para extraer metales pesados del agua y/o suelos, y acumularlos en sus
tejidos por medio de dos rutas (Gardea-Torresdey et al., 1999): 1) una activa
utilizando el metabolismo y 2) otra pasiva por medio de los grupos funcionales
contenidos en sus tejidos; sin embargo, los sistemas biologicos vivos sélo actian
a concentraciones bajas del metal y no son aplicables en condiciones &cidas. En
contraparte los sistemas muertos o inactivados tienen la ventaja de no ser
afectados a altas concentraciones del metal y no requieren de un tratamiento
previo con nutrientes para equilibrar y mantener la actividad bioldgica de la planta
(Gardea-Torresdey et al., 1996).

Mukherjee et al., (2001) abrié una ruta de sintesis de NPs metélicas a través de
organismos eucariontes, y han continuado sus investigaciones basadas en
hongos, especialmente en la sintesis extracelular de NPs de Ag y Au (Mukherjee
et al., 2002; Ahmad et al., 2005). Estos trabajos demostraron que el cambio de las
bacterias a los hongos como un medio de desarrollo natural “nanofabricas”, tiene
la ventaja de que el procesamiento y el manejo de la biomasa es mucho mas

simple (Sastry et al., 2003).

En la dltima década el método de biosintesis de NPs metalicas utilizando extractos

de plantas ha recibido mucho interés por parte de los investigadores como una
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alternativa a los procedimientos quimicos y métodos fisicos de sintesis de NPs.
Gardea-Torresdey et al., fueron los primeros en reportar la formacion de NPs de
oro y plata dentro de la estructura de plantas vivas (Gardea-Torresdey et al., 2002;
Gardea-Torresdey et al., 2003). Sastry et al., (2003), también han logrado la
biosintesis de NPs metalicas a través de extractos de hojas de plantas. Ellos
estudiaron la bioreduccion iones de oro (AuCls ) en un caldo de hoja del geranio
(Shankar et al., 2003) y neem (Shankar et al., 2004). Asimismo, se logré la
biosintesis de nanotriangulos de oro utilizando hojas de tamarindo y estudiaron su
potencial aplicacion como sensores de vapor (Ankamwar et al., 2005). Por dltimo,
se logré también la sintesis de nanotridngulos y NPs de oro utilizando extractos de
Aloe vera (Chandran et al., 2006). En la Tabla 1.1, se muestra una relacion de

extractos de plantas que han sido utilizados para la sintesis de NPs metalicas.

Tabla 1.1 Extractos de plantas utilizados en el proceso de sintesis de NPs metalicas.

Extracto de planta Metal Fuente
Lirio acuatico (Eichhornia Ad. Ee Wei et al., 2017; Silva et al .,
crassipes) g 2017; Shokkanna, 2016.
Abutilion indicum Cu ljaz et al., 2017.
Sesbania grandiflora Zn, Fe Rajendran y Sengodan,
2017.
Vetiveria ;lzanlqldes Au Swain et al ., 2016.
Cannabis sativa
Goma arabiga (Gum acacia) Zn Bajpai et al ., 2016.
Coffea arabica Ag Dhand et al ., 2016.
Céscara de granada (Punica Ccu Ghidan et al., 2016.
granatum)
Nopal (Opuntia ficus-indica) Ag-Cu Rocha-Rocha et al ., 2016.
Mukia maderasapatna Cu, Pb, Ag, Zn Saravanan et al ., 2016.
Carica papaya Ag Banala et al ., 2015.
Gloriosa superba L. Cu Naika et al ., 2015.
Kumar et al ., 2015;
Lila india (Azadirachta indica) Ag, Zn Velusamy etal., 2015;
Elumalai y Velmurugan,
2015.

15



Canizal et al., (2001) proponen que la reduccion de los iones metalicos a metales
cerovalentes se lleva a cabo utilizando a los taninos hidrosolubles, como por
ejemplo el &cido gélico, los cuales se descomponen a través del lavado acido que
se le da a la biomasa de las plantas favoreciendo la formacién de radicales de
compuestos organicos donde la carga negativa recae sobre los atomos de
carbono, los cuales interacttan con los iones metalicos presentes en las
soluciones acuosas hasta reducirlos a su estado cerovalente. La estabilizacion de
las NPs se realiza a través de fuerzas de Van der Waals en donde las moléculas
organicas quedan adsorbidas en su superficie y proporcionan una barrera estérica
de manera que los centros metalicos quedan separados el uno del otro,

previniéndose la aglomeracién (Trindade et al., 2001).

1.5 LIRIO ACUATICO

El lirio acuatico (Eicchornia crassipes) es una planta libre flotadora miembro de la
familia de las Pontederiaceae, que ocupa un lugar sobresaliente entre las
comunidades de hidréfilas de agua dulce de las regiones tropicales y subtropicales
en el mundo. Los I6bulos de la flor presentan tonalidades que van del color
morado al lila y al azul claro, destacando en el I6bulo superior central una mancha
de color amarillo (Gopal, 1987). Su distribucion en México es sumamente amplia,
ya que crece en una gran diversidad de habitats dulce acuicola localizados desde
el nivel del mar hasta los 2250 m de altitud. En las regiones fuera de su area
natural de distribucion, el lirio acuatico es considerado maleza o peste (planta
indeseable) por la serie de problemas que acarrea su presencia debido al rapido
crecimiento de su poblacién y es una de las plantas invasoras mas dificiles de
exterminar en areas inundables manejadas por el hombre en las regiones
tropicales y subtropicales en el mundo. En habitats perturbados sustituye con
frecuencia a elementos de la flora nativa. Ademas, tiene diversos efectos
perjudiciales, entre los que se destacan: el entorpecimiento de la navegacion por
rios y lagunas, la elevacion de los indices de evaporacion y el impedimento del

paso de la luz al fondo de los estanques, lo que trae como consecuencia la
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eliminacién de microalgas que son el alimento de crustaceos y peces (Gopal,

1987; Mangas-Ramirez y Elias-Gutiérrez, 2004).

En todo el mundo, el lirio acuatico se considera como un problema
medioambiental grave debido a que eutrofiza los sistemas acuaticos (Barrett,
1989). Por otro lado, la alta concentracién de taninos en el lirio acuético favorece
la capacidad de bioacumulacion de metales pesados (Zaranyika y Ndapwadza,
1995; Rodriguez et al., 1998; Pinto et al., 2004); sin embargo, esto representa
serios problemas para los sistemas en general, ya que cuando la planta se
degrada, se lleva a cabo la reincorporacion del metal al ecosistema. Ademas, los
metales en las plantas causan toxicidad cuando son consumidas por otros
organismos y éstos a su vez pueden incorporar los metales al resto de la cadena
trofica (Pinto et al., 2004). De forma general, la retencion de los metales por las
plantas es regulada por la disponibilidad de los metales pesados en el agua
(Cunningham y Ow, 1996; Vassilev et al., 1998; Mejare y Bulow, 2001; Ramos et
al., 2002). La raiz actia como una primera barrera para la captacion y
translocacion de metales pesados (Robinson et al., 1993), su contenido decrece
en el siguiente orden: raices > tallos > hojas > frutos > semillas (Garty, 2001; Silva
et al., 2017).

Adicionalmente, el uso del lirio acuatico como alimento (forraje) para animales ha
sido objetado debido a que esta planta acuética contiene un alto contenido de
taninos (Zaranyika y Ndapwadza, 1995; Rodriguez et al., 1998; Pinto et al., 2004),
esta es la molécula organica responsable de la biosintesis de NPs metalicas
generadas a través del método de bioreduccién utilizando plantas verdes como
agentes reductores (Canizal et al., 2001; Ascencio et al., 2003; Rosano-Ortega et
al., 2006).

1.6 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LAS NANOPARTICULAS

Actualmente, los materiales a nanoescala han surgido como agentes
antimicrobianos alternativos, debido a su elevada area superficial y propiedades
fisicas unicas (Dhand et al., 2016), presentando un enfoque moderno e innovador
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para desarrollar y probar nuevas formulaciones basadas en NPs metalicas con
propiedades antimicrobianas que eliminen los mecanismos de resistencia a los
antibioticos tradicionales (Padalia et al., 2015; Celis, 2012).

La capacidad microbicida de las NPs esta vinculada a la naturaleza del material y
a ciertas caracteristicas intrinsecas de las mismas, tales como sus dimensiones
nanometricas (lo cual les permite ser absorbidas con mayor facilidad en
microorganismos) y su alta relacion area/volumen que les permite un mayor
contacto e interaccion con dichos microorganismos. Entre las NPs que han
demostrado tener propiedades microbicidas se encuentran las de 6xido de zinc y
cobre (Flores, 2014).

Los metales plata y cobre son tradicionalmente conocidos como materiales
antimicrobianos muy eficientes. Se ha considerado que estos metales reaccionan
con proteinas combinando el grupo de enzimas -SH (es un grupo sulfhidrilo
compuesto por azufre e hidrégeno, también conocido como tiol), dada esta
reaccion se hace la inactivacion de dichas proteinas. Cuando estos metales se
preparan en forma de particulas muy pequefias (nanométricas), se espera que
muestren mejores caracteristicas antimicrobianas debido a su mayor area de

superficie especifica (Yoon et al., 2007; Esparza, 2015).

La actividad antibacteriana y antifingicas del uso de NPs de 6xido de zinc se ha
reportado en investigaciones recientes. Se ha comprobado que entre mas
pequefio sea el tamafio de la particula de ZnO, mas fuerte es su actividad
antimicrobial. La ventaja de usar NPs de Oxido de zinc es que éstas inhiben
fuertemente la accion de microorganismos patdogenos, aun cuando se usen
pequefias concentraciones, puesto que poseen actividades antifungicas y

antibacteriales (Esparza, 2015).

Las CuNPs también han mostrado aplicaciones antibacterianas y antifingicas.
Cuando el cobre esta en un estado de oxidaciéon (Cu?*), es altamente efectivo
como agente antimicrobicida debido a la interaccion con acidos nucleicos, sitios
activos enzimaticos y componentes de la membrana de las células que causan la
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enfermedad. Mas aun, ha sido demostrado que el cobre tiene la habilidad de
reducir el indice de crecimiento de la bacteria Escherichia coli en mas de 99.99%,
ya que le causa dafio a las paredes de las células y altera de forma negativa su
contenido celular. El cobre ha sido de interés particular porque a diferencia de
otros metales antimicrobiales, presenta un espectro amplio de accidon contra

bacterias y hongos (Esparza, 2015).

1.7 MECANISMO DE ACCION DE LAS NANOPARTICULAS

El mecanismo de accién antimicrobiano para la plata parece interrumpir la
produccion de energia dentro de la célula de las bacterias. Ademas, la plata puede
oxidar los organismos, interrumpir la respiracion celular y afectar las enzimas en
su entorno de una manera que hace que sea imposible que los organismos
nocivos prosperen. De esta forma, la plata coloidal combate organismos nocivos.
La manera en que afecta a los virus es un poco diferente, posiblemente oxidando
el virus y reduciendo su funcion. Se cree que la plata afecta directamente el ADN
del organismo, esto puede desactivar el virus, volviéndolo inerte y no dafiino
(Global Healing Center, 2017).

Existen estudios en los que se muestra que la plata es un potente inhibidor de 650
organismos probados en vivo. La investigacion mostré que la plata tuvo éxito
incluso contra cepas resistentes. La plata coloidal fue eficaz contra una variedad
de virus vivos (Coburn y Dignan, 2012).

Aungue muchos organismos se han adaptado para resistir a los antibidticos, la
disrupcion celular de la plata sigue siendo eficaz contra compuestos dafinos
comunes. Afortunadamente, la plata no es toxica para los microorganismos y no
muestra signos de resistencia a bacterias. Al igual que con cualquier producto que
ingiera, cuanto mayor sea la calidad, mejores seran los resultados y menos
probable sera que padezca efectos secundarios. La argyria, o el azulado de la piel,
puede ser resultado de la ingestion de particulas de plata grandes (mayores a 100

nm). Para evitar la argiria, es importante que elija un suplemento de plata con

19



particulas pequefias (menores a 100 nm) de plata (Global Healing Center, 2017).

Este mecanismo de accién de la plata puede extenderse para las NPs.

El mecanismo intimo que explica la actividad antibacteriana del cobre no esta
totalmente claro. Un elemento crucial en la actividad antibacteriana es la
capacidad del cobre para ceder y aceptar electrones en un proceso continuo.
Algunos estudios sugieren que el cobre, en concentraciones elevadas, tiene un
efecto toxico sobre las bacterias debido a la liberacion de radicales de
hidroperoxido, los iones de cobre potencialmente podrian sustituir iones
esenciales para el metabolismo bacteriano, como el hierro, interfiriendo
inicialmente con la funcion de la membrana celular y luego a nivel del citoplasma
alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacién de proteinas o
provocando la sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad de
enzimas esenciales para el metabolismo bacteriano (Rodriguez-Montelongo et al.,
1993; Gordon et al., 1994).

Otros estudios sugieren que el cobre puede ejercer un efecto bacteriostatico o
bactericida, dependiendo de su concentracion en el medio (Gordon et al., 1994).
Especies de hongos, como la Candida albicans, es un patdégeno importante en
pacientes inmunodeprimidos, su crecimiento es inhibido y luego destruido en
contacto con superficies de cobre. Estudios recientes indican que la actividad
antifingica ocurre mediante un proceso complejo denominado "muerte por
contacto" en el cual se produce fundamentalmente un dafio a la membrana
citoplasmatica, que se despolariza; no esta claro si el dafio afecta a las proteinas o
los lipidos de la membrana. Esto facilita la entrada de iones de cobre a la célula,
amplificando el dafio y secundariamente se produce un aumento en el estrés
oxidativo, sin apreciar dafio aparente del ADN de estas células (Quaranta et al.,
2011).

La actividad antibacteriana de las ZnNPs, segun proponen en sus estudios (Sawai
et al., 1996, 1998), se basa en la generacion de peréxido de hidrogeno, como uno

de los muchos factores de actividad antibacteriana, mientras Stoimenov et al.,
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(2002) indican que el mecanismo se basa en la unién de particulas sobre la
superficie de la bacteria debido a las fuerzas electrostéticas. Otra teoria indica que
las NPs penetran la pared celular de los microorganismos, a traveés de proteinas
portadoras o canales iGnicos, y se unen a organelos, interviniendo asi en el
proceso metabolico como un resultado de la produccidon de especies reactivas al

oxigeno (Sharma et al., 2010).

1.8 INDEXACION DE NANOPARTICULAS

Se sabe que los materiales cristalinos cambian sus propiedades si se cambia o
destruye su ordenamiento espacial. Durante su estudio y analisis, se observa que
al destruir el ordenamiento, se pierde el brillo natural de la regidon ordenada,
mientras que la region desordenada aparece obscura. De esta manera, es posible

ver la region desordenada, y medir su tamafio, aunque esta no difracte.

Los tamafios de la muestra en estudio, son siempre pequefios (en escala
nanométrica), pero mantienen las caracteristicas particulares que tiene en cada
muestra soélida, por lo que, lo primero que se toma en cuenta en el andlisis es la
forma del material cristalizado. Esto es de particular importancia para las NPs al
momento de analizar las imagenes correspondientes. Estas consideraciones se
aplican también a otras formas de difraccién; la ventaja que presenta el analisis
por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) es que la informacion generada
por difraccion, permite detectar los defectos del cristal. En pocas palabras,
determinar la forma de los cristales no es una limitante debido a que se estan

utilizando electrones de alta energia (Willliams y Carter, 2009).

Indexar un patrén de difraccién (DP) (o Transformada de Fourier de un material)
consiste en averiguar a qué familia de planos corresponde cada punto de dicho
patréon. Para ello se deberan conocer o bien las distancias interplanares a partir de
las distancias exactas de los puntos debidos a la difraccion al haz central, o bien
utilizar las distancias relativas y los angulos entre los puntos de difraccion, que son
anicos para cada relacion de familia de planos y conducen también a un correcto

indexado del patrén (Hernandez, 2008).
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La indexacion del DP asocia cada punto o anillo del DP con un plano (hkl), o
conjunto de planos {hkl}, en el cristal. De la indexacion de los puntos, se puede
deducir la orientacion del cristal en términos del eje de zona mediante la direccidén
del haz representado por [UVW], esta direccion es normal al plano del DP en el
gue se encuentran indexados y antiparalela al haz de electrones (Willliams y
Carter, 2009).

1.9 METODOS ESPECTROSCOPICOS

1.9.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (IR)

La espectroscopia FTIR es una herramienta muy poderosa y bastante conocida. El
principio basico de esta técnica se basa en la excitacién de grupos moleculares
por un haz de luz infrarroja (2.5 a 15 um; equivalentes a namero de onda
comprendido entre 4000 a 650 cmt), que genera movimientos vibracionales en los
enlaces de la molécula (Carr y Williams, 1997; Kowalska et al., 2012). Los
movimientos vibracionales se distinguen por el tipo de desplazamiento generado
en los enlaces, conociéndose como vibraciones de tension o flexion. Las tensiones
provocan un estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones generan una
deformacion del enlace. Si el nUmero de atomos que forman un enlace es de tres
o0 mas, los movimientos también pueden presentarse como simétricos y
antisimétricos (Gazi et al., 2005; Miller y Dumas, 2010; Bonda et al., 2012). Los
movimientos simétricos se caracterizan porque los enlaces se desplazan en
direcciones contrarias y los movimientos antisimétricos se caracterizan por un
movimiento en la misma direccion o sentido (Gazi et al., 2005; Miller y Dumas,
2010).

Las moléculas en el IR pueden manifestar una serie de bandas de absorcion, cada
banda corresponde con un movimiento de vibracion de un enlace especifico
dentro de la molécula, a este conjunto de sefiales se les conoce como la "huella
dactilar* del compuesto (Matthaus et al., 2008; Miller y Dumas, 2010; Colagar et
al.,, 2011). La mayoria de los componentes de un enlace quimico tienen

movimientos vibracionales con frecuencias dentro del infrarrojo medio (4000 a 650
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cm™) (Carr y Williams, 1997; Kowalska et al., 2012), la radiacién es absorbida por
un enlace cuando la frecuencia vibracional de la onda electromagnética usada es
la misma que la del propio enlace, haciendo posible la asignacion de picos de
absorcién a grupos funcionales especificos (Didonna et al., 2011; Bonda et al.,
2012). El numero de onda absorbida por un enlace vibracional depende de los
atomos que forman el enlace, el tipo de enlace formado y el tipo de vibracion inter
e intramolecular (Miller y Dumas, 2010; Bonda et al., 2012).

1.9 2 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis esta basada en el proceso de absorcién de la radiacion
ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los 160 y
780 nm) por una molécula. La absorcion de esta radiacion causa la promocion de

un electrén a un estado excitado.

La espectroscopia UV-vis es una técnica ampliamente utilizada en el area de los
nanomateriales, ya que permite saber si el proceso de sintesis ha concluido con la
formacién de NPs. Los materiales a nivel nanométrico presentan propiedades
Opticas que difieren grandemente de sus contrapartes en bulto (Zhao et al., 2006).
Los espectros de absorcién oOptica de NPs metalicas son dominados por
resonancias de plasmén superficial (Pal et al., 2007). La posicién y la forma del
pico de absorcion dependen principalmente de factores como el tamafio, la forma
y la polidispersidad de las particulas, el metal, el medio circundante y las
sustancias adsorbidas en sus superficies (Mitra y Bhaumik, 2007; Slistan-Grijalva
et al., 2008).

1.10 METODOS DE CARACTERIZACION MICROESTRUCTURALES
1.10.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

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 tOpicos tales
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como semiconductores (Faure et al., 2011; Henderson, 2011; Wang et al., 2011;
Mahajan y Mhaske, 2012; Murcia-Lopez et al., 2012; Cheng et al., 2012; Sangchay
et al.,, 2012), NPs (Ubonchonlakate et al., 2012), modificacion de productos
comerciales (Liu et al., 2012), catélisis heterogénea (Narayana et al., 1998; Oh et
al., 2010; Palacio et al., 2012), dispositivos de juntura p-n (Shifu et al., 2008),
peliculas delgadas (Lee et al., 2006), fisica de nanocomposiciones (Zhou et al.,
2011), fotoelectroquimica (Juskenas et al., 2012), 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 que son registradas en los diferentes detectores del equipo, en donde
cada una de dichas sefiales ofrece independientemente informacion acerca de la
topografia, composiciébn 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 préximos entre si en la

superficie del material, puede ser tan alta como 2 nm (Vila et al., 2010).

1.10.2 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

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 informacion del tamafio, forma y composicion 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 (Boyd y Yao, 2012).
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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 (Figura 1.4). Parte de
estos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da lugar
a interacciones que producen distintos fendbmenos 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).

Haz de electrones
Incidente

Electrones

Catodoluminiscencia
Auger

(Luz visible)
Electrones

Bremsstrahulung Secundarios

Rayos X Electrones
Caracteristicos \ /letrodispersados
Muestra WAy Calor
Corriente Electrones

en la muestras Dispersados

Elasticamente

Electrones
Transmitidos y
Dispersados
Inelasticamente

Figura 1.4 Esquema de la interaccion del haz de electrones con la muestra (Williams y Carter,
2009).

La TEM combina un modo de imagen para lograr la caracterizacion morfoldgica
(forma, tamafio, distribucién, rugosidad), estructural (cristalina, cuasi cristalina o
amorfa) y un modo analitico para la informacion quimica (analisis elemental
mediante espectroscopia por dispersion de energia de rayos X, EDS). El poder del
TEM reside en su capacidad para determinar la microestructura, la estructura y la
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composicién quimica de las fases en un solo instrumento en una ubicacion de la

muestra particular (Krishnamachari et al., 2011; Boyd y Yao, 2012).

Un microscopio electronico de transmision proporciona dos tipos de informacion

complementarias:

a) Obtencion de la imagen directa del material por analisis de los electrones
transmitidos no dispersados.

b) Obtencién del llamado patrén de difraccion a partir del andlisis de la
distribucion espacial de los electrones dispersados elasticamente. A partir
de este patrén se puede obtener una gran cantidad de informacion acerca

de la disposicién de los &tomos en el sélido (Dominguez, 2011).
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1.11 OBJETIVOS
1.11.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de zinc y cobre obtenidas por el método de
bioreduccién y probar su efecto microbicida en consorcio de la bacteria Gram-

negativo.

1.11.2 Objetivos especificos

a) Muestrear y acondicionar el lirio acuatico en la Laguna de Chignahuapan
Almoloya del Rio.

b) Sintetizar las nanoparticulas de zinc y cobre variando el pH (4, 7, 12).

c) Caracterizar las nanoparticulas de zinc y cobre por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia UV-Vis,
microscopia electronica de barrido y microscopia electronica de
transmision.

d) Realizar pruebas de su actividad microbicida utilizando Escherichia coli

como indicador.

Los valores de pH elegidos para realizar la sintesis de ZnNPs y CuNPs se

eligieron en funcién de los resultados obtenidos por Silva et al., (2017).

1.11.3 Hipétesis

El efecto microbicida de las nanoparticulas de zinc y cobre es similar al de las de

plata.
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2. METODOLOGIA

A continuacion se muestra el diagrama general del método experimental durante

la realizacion de este proyecto (Figura 2.1).

2.1 REACTIVOS

Muestreo

Procesamiento de la
biomasa

Método de bioreduccién

Sintesis de
nanoparticulas

Caracterizacion de
nanoparticulas

Pruebas de actividad
microbicida

de cultivos y disoluciones

Preparacion de medios

Analisis de resultados

Figura 2.1 Diagrama general del método experimental.

En la Tabla 2.1 se enlistan todos los reactivos utilizados durante la realizacién

de este proyecto:
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Tabla 2.1 Reactivos.

REACTIVO FORMULA MARCA
Acido clorhidrico ACS reactivo, 37% HCI Sigma-Aldrich
Nitrato de zinc hexahidratado ACS reactivo, 298% ZnN,0g*6H,0 Sigma-Aldrich
Nitrato de cobre trihidratado ACS reactivo, 298% CuN,04*3H,0 Sigma-Aldrich
Solucién Buffer pH 4 (Acido citrico/ Hidroxido de sodio/ Cloruro de sodio) | (CgHsO+/ NaOH/ NaCl) | Sigma-Aldrich
Solucion Buffer pH 7 (Fosfato de potasio/ Fosfato disddico) (KoHPO,4/ Na,HPO,4) | Sigma-Aldrich
Solucion Buffer pH 12 (Fosfato disédico/ Hidréxido de sodio) (Na,HPO,/ NaOH) | Sigma-Aldrich
Fosfato potasico dibasico, USP K,HPO, Sigma-Aldrich

Cloruro de magnesio 6-hidrato, cristal, USP - FCC MgCl,¢6H,0 J. T. Baker

Hidréxido de sodio grado reactivo anhidro, 298% NaOH Sigma-Aldrich

Tripteina Soya Agar (TSA) para microbiologia Bioxon

Caldo Triptona de Soya (TSB) para microbiologia Bioxon

2.2 MUESTREO DEL LIRIO ACUATICO Y PROCESAMIENTO

Se colectaron aproximadamente 2 m? de individuos de lirio acuatico (Eichhornia
crassipes) de la laguna Chignahuapan, ubicada en el municipio de Almoloya del
Rio en el Estado de México. Los ejemplares fueron colocados en bolsas de
plastico y se transportaron inmediatamente al laboratorio para su procesamiento.
El muestreo fue realizado de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NMX-AA-014-

1980: Muestreo en Cuerpos Receptores.

Del lirio acuatico colectado, se seleccionaron las hojas debido a que esta parte de
la planta es la que tiene una mayor cantidad de taninos que son los responsables
de la reduccién metdlica del zinc y cobre (Silva et al., 2017). Posteriormente fueron
lavadas con agua corriente hasta que el agua de enjuague presentd un color claro.
Las hojas de lirio se dejaron escurrir y secar a temperatura ambiente durante 30
dias. Posteriormente, se colocaron en un horno para su secado a 60 °C durante
3 h.

Los trozos secos se trituraron y se pulverizaron en un mortero de agata hasta
obtener un polvo fino que se tamiz6 utilizando una malla 100 um. A partir de este

tratamiento las hojas del lirio lavadas y tamizadas, se llamaron biomasa.

El acondicionamiento de la biomasa, se realiz6 conforme a lo descrito por Rosano-

Ortega et al., (2006) de la siguiente forma: la biomasa en polvo, se lavd 2 veces
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con una solucion de HCI 0.01 N, se dejo reposar 30 min entre cada lavado. La
biomasa se filtré utilizando una tela de algodon y se sometié a una deshidratacién
en un horno de secado a 45 °C durante 48 h.

2.3 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA
2.3.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Se analizaron por espectroscopia FTIR las hojas de Eichhornia crassipes antes y
después del proceso de biosintesis de ZnNPs, CuNPs y Cu/Zn NPs, en un equipo
Varian 640-IR con ATR de diamante, generando los espectros correspondientes

en el intervalo de 4000 a 500 cm™, con una resoluciéon de 4 cm™ y 16 barridos.

2.4 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ZINC (ZnNPs) Y COBRE
(CuNPs)

La biosintesis de ZnNPs y CuNPs se realiz6 por el método de la bioreduccion de
acuerdo a lo propuesto por Canizal et al. (2001), segun se describe en la Figura
2.2.

Picado de

Alfalfa A Lavado alfalfa

Molido de muestra

-

‘_. Suspension de alfalfa  Secado
Agregacién de solucin  Centrifugar . Tomade an mg/mL
de ion metélico alicuota
—
By,
d .
m- Decant Caracterizacién de
ecantar
Bafio Maria Centrifugar la muestra por TEM

Figura 2.2 Esquema del proceso de bioreduccion de alfalfa (Canizal et al., 2001).
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Una vez tratada la biomasa se utilizo para la sintesis de las NPs, se pesaron 0.125
g de la biomasa lavada de hojas de Eichhornia crassipes, y se colocaron en un
tubo de polietileno de 50 mL con tapa roscada. Inmediatamente, se adicionaron 25
mL de agua deionizada y los tubos se agitaron en un bafio ultrasonico (SB-
5200DTN) por 15 min; 5 min después, se centrifugaron a 3900 rpm durante 35
min. A continuacion, se adicionaron 5 mL de solucion buffer (pH 4, 7, 12) en cada
uno de los tubos, y éstos se agitaron 15 min mas en el bafio ultrasonico; 5 min
después, las muestras se centrifugaron a 3900 rpm durante 35 min. Finalmente, a
cada muestra se le adicionaron 25 mL de solucion metalica de ZnN20s*6H20 0
CuN206*3H20 a 0.1 M y se agitaron de nuevo en el bafio ultrasénico por 15 min
mas; las muestras reposaron 5 min y se centrifugaron nuevamente 35 min a 3900
rom. La biomasa fue separada del sobrenadante por filtracion para analizarla por

espectroscopia FTIR y el sobrenadante se analizé por espectroscopia UV-Vis.
2.5 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS BIMETALICAS (Cu/Zn NPs)

Para realizar la biosintesis de las NPs bimetdlicas se sigui6 el mismo
procedimiento descrito en la seccion anterior, a excepcion de la solucion metalica
utilizada en cada muestra, se adicionaron 25 mL de una soluciéon compuesta (1:1
en volumen) de soluciones CuN20e*3H20 y ZnN20e*6H20 a 0.1 M. Finalmente se

continud con el mismo procedimiento.
2.6 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS

2.6.1 Espectroscopia UV-Vis

Para detectar la presencia del plasmon de superficie de las NPs metalicas en
solucion, los espectros de absorcion dptica de las soluciones de ZnNPs, CuNPs y
Cu/Zn NPs se obtuvieron al realizar un barrido en un intervalo de longitud de onda
de 200-1100 nm, usando un espectrofotometro UV-Visible Thermo Scientific

modelo Evolution Array. El blanco utilizado fue agua deionizada.
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2.6.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La caracterizacion de las NPs se realizé con un analisis SEM para obtener una
vista general de la formacion de las NPs antes de caracterizarlas por TEM. Para el
analisis por esta técnica se coloc6 una gota de la suspension de ZnNPs, CuNPs y
Cu/Zn NPs en una rejilla de cobre de 300 mesh, recubierta con carbén. La
muestra se seco en alto vacio. Para el analisis por SEM, se utilizé el equipo JEOL
modelo JSM-7800FEG con resolucion de 0.7 nm, del Instituto de Fisica de la
UNAM.

2.6.3 Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS)

La composicion elemental de las NPs se llevd a cabo mediante el analisis por
EDS, utilizando un detector de rayos x marca Oxford con una ventana de 50 mm
X-max, la cual permitié confirmar la presencia elemental de los metales en las NPs

analizadas.

2.6.4 Microscopia Electronica de Transmisién (TEM)

Para el analisis por TEM y HRTEM, se utiliz6 el equipo JEM-2010FEG con una
resolucién espacial punto a punto de 0.19 nm, en el Instituto de Fisica de la
UNAM. Las muestras que se analizaron por esta técnica se prepararon como se

describié en la seccién 2.6.2.

2.6.4.1 Indexacion de nanoparticulas

La indexacion de NPs se realiz6 utilizando las micrografias obtenidas del TEM.
Estas imagenes se analizaron en el software Digital Micrograph, en el cual se
aplicé en cada una de ellas la transformada de Fourier con el fin de obtener las
distancias interplanares que se encuentran en cada una de las NPs, asi como
identificar la estructura cristalografica de los planos mediante Powder Diffraction
File (PDF) (ICDD, 2017).
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2.7 PRUEBA DE ACTIVIDAD MICROBICIDA

Las NPs sintetizadas con lirio acuatico fueron utilizadas para evaluar la actividad
antimicrobiana utilizando una cepa de E. coli ATCC 25922, la cual ha sido
ampliamente utilizada como modelo en experimentos bactericidas (Jayandran et
al., 2016; Vanathi et al., 2016; Zyoud et al., 2016; ljaz et al., 2017; Silva et al.,
2017). Para el presente trabajo se utilizé una cepa de E. coli ATCC 25922 con las

caracteristicas mostradas en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Descripcién de la cepa de E. coli ATCC 25922.

Nombre Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers.

Propiedades antigénicas Al serotipo 06, Biotipo 1.

Descripcién en agar nutritivo Colonias pequefias, de bordes enteros, circulares,
brillantes, de aspecto himedo.

Descripcidn en agar MacConkey Colonias lactosa positivas.

Medio de siembra Agar/Caldo de Soya Tripticaseina.

Condiciones de crecimiento 37 °Cy en condiciones aerdbicas.

Gram Bacilos Gram negativos.

Familia Enterobacteriaceae.

Patogenicidad No provoca riesgos al ser humano.

Fuente: ATCC, 2016.

Las etapas de la prueba se describen a continuacion:

2.7.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas

Se utilizé el método de cuenta en placa para determinar el nimero de bacterias
viables (unidades formadoras de colonias, UFC/mL) de acuerdo a lo indicado en la
NOM-092-SSA1-1994. El experimento se realiz6 por duplicado de acuerdo a la

siguiente metodologia:

2.7.1.1 Siembra de cepas de control

Por separado se sembrd en TSA (Agar Soya Triptecaseina) por estria una asada
de la cepa E.coli y las placas se incubaron de 18 a 24 h a 361 °C.
Posteriormente, se tom6 una asada de las cepas y se coloc6 en TSB (Caldo
Triptona de Soya) estéril contenido en un tubo de ensaye, el cual nuevamente se
incubo de 18 a 24 h a 361 °C.
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2.7.1.2 Preparacion del indculo

Una vez contando con la suspension bacteriana, se efectuaron diluciones,
tomando un mililitro de la suspension incubada en TSB, el cual se transfirié a un
tubo de ensaye con 9 mL de disolucion amortiguadora de fosfato-cloruro de
magnesio estéril (esta dilucién corresponde a la 1x10* UFC/mL) hasta llegar a la
dilucion de 1x107 UFC/mL (es donde se obtienen las concentraciones mas
utilizadas de E.coli para pruebas de actividad microbicida) (Pal et al., 2007; Yasin
et al., 2013; Banala et al., 2015). Entre cada dilucién, las suspensiones fueron
homogenizadas en un agitador de tubos vortex. El in6culo recomendado para el
estudio de la actividad antimicrobiana debe estar minimo en 10-¢ UFC/mL.

2.7.1.3 Siembra del in6culo

Se tomd 1 mL de las diluciones 107 (E.coli) y se colocé en cajas petri estériles.
Enseguida se adicioné el medio de cultivo (TSA) homogenizado perfectamente y
una vez solidificado el medio, las cajas se incubaron de 18 a 24 h a 36 £ 1 °C. Al
término de este periodo, se contd el niamero de colonias y se calculé la

concentracion de las suspensiones microbianas.

2.7.2 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable

Para poder determinar la dilucion bacteriana en que el efecto microbicida de las
NPs en estudio es detectable, se prepararon soluciones con concentraciones de
10, 100, 1,000, 10,000 y 29,749 mg/L para ZnNPs, de 10, 100, 1,000, 10,000 y
24,160 mg/L para CuNPs, y de 10, 100, 1,000, 5,000 y 6,448 mg/L para las Cu/Zn
NPs. Posteriormente, se preparo el inoculo de la bacteria de acuerdo a la seccion
2.7.1.1, en diluciones 10 adicionando un mL de suspensién de ZnNPs, CuNPs y

Cu/Zn NPs probando diferentes concentraciones.

2.7.3 Minima concentracion bactericida (MIB)

Estas concentraciones se definieron como la minima cantidad de ZnNPs, CuNPs y
Cu/Zn NPs en mg/L requerida para inhibir el 100% de los microorganismos

presentes en la cuenta inicial del inéculo y se utilizd el método de cuenta en placa.
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Se colocd 1 mL del inéculo determinado en la seccidn 2.7.2 en cajas Petri y se le
adicion6 1 mL de las soluciones de ZnNPs, CuNPs y Cu/Zn NPs preparadas en la
seccion 2.7.3 probando concentraciones en el rango de 10 a 29,749 mg/L para
ZnNPs, de 10 a 100 mg/L para CuNPs, y de 10 a 6,448 mg/L para Cu/Zn NPs,
dejando reposar 3 h antes de adicionar el medio de cultivo. Las placas se

incubaron de 18 a24 ha 36 £ 1 °C y se realiz6 la cuenta en placa.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA

3.1.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El analisis FTIR se llevo a cabo para identificar las vibraciones causadas por los

compuestos que presentan las hojas de Eichhornia crassipes. En el espectro

representado en la Figura 3.1, se muestra las bandas caracteristicas de la

biomasa. Se ha reportado en la literatura que el lavado acido no influye en la
formacion de AgNPs (Dong et al, 2014; Abdelmonem y Amin, 2014; Soomro et al.,

2014); sin embargo, existen pocos reportes de esa influencia en las NPs

sintetizadas para este trabajo (Zn/Cu) (Saravanan et al., 2016; ljaz et al., 2017).

% Transmitancia

Las vibraciones localizadas alrededor de 3350 cm™ y 2920 cm™ se atribuyen a las

NGmero de onda (cm™)

Figura 3.1 FTIR de la biomasa.
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vibraciones de tension provocadas por los grupos OH de las moléculas

lignoceluldsicas y moléculas de agua enlazadas (Atehortua y Gartner, 2013) vy

compuestos fendlicos (taninos). Las bandas de absorcion a 1730 cm? se




encuentran asociadas a las vibraciones por tension asimétrica del enlace C=0 por

la presencia de taninos hidrolizables (Tondi y Petutschnigg, 2015).

La banda observada aproximadamente a 1650 cm™ es caracteristica de la
presencia de moléculas de agua provocada por la vibracion de tensiéon del grupo
O-H (Carja et al., 2010; Moradi et al., 2012). Se observan las vibraciones de
tension asignadas al grupo funcional C-O localizadas en 1030 cm™y 1350 cm™?
qgue indican la presencia de acido carboxilico y grupos amino, atribuidos a la
presencia de los péptidos en la planta (Philip, 2009; Thombre et al., 2014; Ghidan
et al., 2016).

La principal diferencia en la biomasa antes y después del lavado es la disminucion
de algunas bandas de vibracion, se observa de manera muy clara sobre las
bandas que se localizan en 1650 y 1730 cm™ que estan asociadas a los grupos O-
H y grupos carboxilicos, los cuales participan en el metabolismo primario y
secundario de plantas y de otros organismos, y los cuales se relacionan a los
compuestos fendlicos o taninos, quienes son responsables de la reduccién de las
especies metalicas. La disminucién de la intensidad en las bandas puede deberse
a la pérdida de grupos tanino después del lavado acido, el cual puede causar
rompimiento de algunos de los enlaces y esto se observa como una disminucion

en la intensidad de las bandas.

El lirio acuatico tiene ricas fuentes de compuestos fendlicos, terpenoides y
alcaloides que ayudan en la sintesis de NPs mediante la reduccién de iones
metalicos y su posterior estabilizacion (Kiruba et al., 2012; Makarov et al., 2014;
Islam et al., 2015). También se observa una disminucion de intensidad en las
bandas asociadas a los acidos carboxilicos y grupos amino en 1030 y 1350 cm*
(Ghidan et al., 2016). La elevada cantidad de proteinas tiene un rol clave en la
sintesis y estabilizacion de las NPs, que se lleva a cabo mediante la adsorcion de
residuos proteicos en su superficie que evitan la aglomeracion entre particulas
(Thombre et al., 2014; Devi y Joshi, 2015).
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En referencia al espectro obtenido de la biomasa después de sintetizar las ZnNPs
y CuNPs se observa una nueva disminucion en la banda que corresponde al grupo
carbonilo, esta molécula se encuentra presente en los taninos hidrosolubles que
son los responsables directos de la reduccion de iones metalicos a metales
cerovalentes (NPs). Una parte de estos taninos se perdieron durante el lavado
acido que se le dio a la biomasa y algunos otros se descomponen 0 se rompen
formando radicales de compuestos organicos donde la carga negativa recae sobre
los atomos de carbono quienes interactian con los iones metalicos presentes en
las soluciones acuosas hasta reducirlos a su estado cerovalente. La estabilizacion
de las NPs se realiza a través de fuerzas de Van der Waals en donde las
moléculas organicas quedan adsorbidas sobre la superficie de las NPs y
proporcionan una barrera estérica de manera que los centros metalicos quedan

separados uno del otro previniendo la aglomeracion.
3.2 NANOPARTICULAS DE ZINC (ZnNPs)

3.2.1 Espectroscopia UV-Vis

Para la sintesis de ZnNPs, se utilizaron 3 valores de pH (4, 7, 12) para ajustar la
solucion de ZnN20s*6H20 con la biomasa. Una de las formas para identificar la
formacion de NPs metélicas es el cambio de color en la solucion, el cual no se
hizo patente para estas NPs, el color original de la solucibn no cambio. Sin
embargo, la obtencién de las ZnNPs fue confirmada utilizando espectroscopia UV-
Vis, mediante la deteccion del pico comun del plasmoén de superficie. La Figura 3.2
muestra los picos correspondientes al plasmén para las ZnNPs (Ramesh et al.,
2015; Elumalai y Velmurugan, 2015).
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Figura 3.2 Espectro UV-Vis de ZnNPs producidas a solucién buffer pH 4, 7 y 12.

La formacién de ZnNPs se confirma para los tres valores de pH 4, 7 y 12, por la
deteccion del plasmén de superficie a 300 nm aproximadamente. Se observa que
la intensidad del plasmén para los tres valores de pH utilizados es muy similar,
solo el pico que corresponde a pH 12 es ligeramente mas intenso que los otros
dos. En la literatura la concentracién se relaciona con la absorbancia en el pico
méaximo de absorcion, la homogeneidad de tamafio con el ancho del pico y el
tamafio con la posicion del pico, desplazandose hacia longitudes de onda menores
cuando el tamafio de la particula decrece (Canal, 2016), entre mas grande sean
estas, mas intenso es el pico del plasmon, este resultado se confirmé en las NPs a
pH 12 cuyo tamafio es ligeramente mayor que para los otros dos pH (Wang y Lin,
2006).

3.2.2 SEM

Como parte de la caracterizacion de las NPs se realizd un andlisis SEM para
obtener una vista general de la formacion de las NPs antes de caracterizarlas por

TEM. A continuacién se presentan los resultados obtenidos:
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a) ZnpH 4

En la Figura 3.3 se observan las micrografias de las ZnNPs obtenidas a pH 4 y
con un aumento de 20,000X en el modo transmision (STEM) en campo claro. Las
NPs son los puntos brillantes con tamafio menor a 100 nm (0.1 pm). Estas vistas

generales confirman la formacién de las ZnNPs.

— 1m  IF-T800F 8/14/2017 — im  IF-T800F 8/14/2017
20,000 3.0k UED @ WD 3.7mm 12:51:22 20,000 3.0kV UED a8 WD 3.7mm  12:53:51

Figura 3.3 Micrografias de ZnNPs a pH 4: a) vista general, b) formacién de NPs.

Una de la principales aportaciones del SEM es la morfologia que los materiales
presentan, en el caso de estas NPs por su tamafio no es posible describir una
morfologia asociadas a ellas, esta se determiné por TEM; sin embargo, a esta
magnificacion se puede observar que no se formaron aglomerados de NPs de
tamafio detectable por SEM, lo cual es bueno porque se presentan particulas

independientes que permitié conocer el intervalo de tamafio en que se encuentran.

La segunda etapa de los analisis por SEM es confirmar mediante el analisis por
EDS la composicién elemental de las NPs. Los resultados de este analisis se
presentan en la Figura 3.4, en el que se observa que el Zn es uno de los
elementos principales de la composicion y se asocia a su presencia en tamafo
cerovalente, mientras que el Na, Cl y O detectados corresponden a restos de la

biomasa.
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Figura 3.4 AnaI|S|s EDS de ZnNPs sintetizadas a pH 4.

b) ZnpH 7

En la Figura 3.5 se observan las micrografias de las ZnNPs obtenidas a pH 7 y
con un aumento de 5,000X y 10,000X en el modo transmision (STEM) en campo

claro. Las NPs son los puntos brillantes que se observan con un tamafio menor.

a.\

N %5
L . LI s - » 2
lpm  IF-7800F 8/14/2017 — lpm  IF-7800F 8/14/2017

3.0RV UED 6B WD 3.6mm 13:04:44 x10,000 3.0kV UED GB WD 3.6mm 13:02:35;

Figura 3.5 Micrografias de ZnNPs a pH 7: a) vista general, b) formacion de NPs.

En referencia a la morfologia tampoco es posible asociar para estas NPs una
topografia definida, pero el analisis EDS que se presenta en la Figura 3.6,

confirma que el principal elemento obtenido de esta vista general corresponde al
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Zn, el resto de los elementos detectados corresponden a residuos de la biomasa,
la cinta de carbon, restos de buffer y del reactivo utilizado (ZnN20es*6H20).
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Figura 3.6 Andlisis EDS de ZnNPs sintetizadas a pH 7.

c) ZnpH 12

Los resultados para las NPs obtenidas a pH 12 se presentan en la Figura 3.7, las
micrografias presentan un aumento de 2,000X y 10,000X en el modo transmisién
(STEM) en campo claro. Para estas NPs se observa una aglomeracion de ZnNPs;
a diferencia de los otros dos pH en los que no se observo la formacion de una
topografia similar, ésta se asocia al valor del buffer utilizado el cual tiene un alto
contenido de sales lo que pudo causar la formaciéon de cumulos de particulas

mayor a 1 um (Figura 3.7b).
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10um IF-7800F 8/14/ — lum  IF-7800F 8/14/2017
GB WD 3.7mm 13:55:35 x10,000 3.0kV UED GB WD 3.7mm 13:489:00

Figura 3.7 Micrografias de ZnNPs a pH 12: a) vista general, b) morfologia en forma de costra.

Respecto al analisis EDS realizado para estas NPs (Figura 3.8), se verificd la
composicién de zinc en las particulas obtenidas que fue consistente con la
determinacion para los pH 4 y 7. El resto de los elementos corresponden a
residuos de buffer, reactivo (ZnN20e*6H20) y biomasa (Li et al., 2016), ya que se
estd analizando la suspension de ZnNPs en donde fueron adicionados estos

reactivos en diferentes momentos de la sintesis.
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Figura 3.8 Andlisis EDS de ZnNPs sintetizadas a pH 12.
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3.2.3 TEM

Las NPs se analizaron por TEM para determinar su tamafo, composicion y

estructura la cual se determiné a través de la indexacion de las NPs observadas.

a) ZnNPs pH 4

Las micrografias de las ZnNPs sintetizadas a pH 4 se presentan en la Figura 3.9,
en donde se observan NPs con tamafo entre 5y 10 nm, asimismo no se detecta
la formacion de aglomerados o agregados de particulas a este valor de pH. En

todas las NPs (Fig. 3.9a, b y c) se observa la red cristalina caracteristica de las

NPs metdlicas.

4 e - ¥ .:'_e-i-:;. e
Figura 3.9 Micrografias obtenidas por HRTEM de ZnNPs a pH 4.

b) ZnNPs pH 7

El efecto de utilizar un buffer neutro en la sintesis de NPs se observa en las
micrografias de la Figura 3.10, a diferencia del pH 4 estas NPs no se formaron de
manera independiente por el contrario estdn formando agregados de particulas en
los que se observa la estructura cristalina caracteristica de los elementos
metalicos pero su tamafio no se distingue con facilidad debido a que no se
observan particulas independientes. En las tres micrografias se aprecian con
dificultad las NPs cuyo tamafio oscila entre 2 y 5 nm.
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Figura 3.10 Micrografia obtenidas por HRTEM de ZnNPs a pH 7.

c) ZnNPs pH 12

Al sintetizar las ZnNPs a un pH 12 se observa de nueva cuenta la formacion de
particulas independientes sin agregados tal como se presenta en la Figura 3.11. El
tamafio que se determind para estas NPs estd entre 2 a5 nm o 6 a 10 nmy
también se observa la estructura cristalina. En las micrografias que se presentan
aqui se observa que a este pH se formaron una mayor cantidad de NPs pero de

tamafo mayor obtenidas a pH 4.

Figura 3.11 Micrgraflas obtelds por HRTEM de ZnNPs a pH 12.

De acuerdo a la deteccion del pico del plasmoén asociado a estas NPs para los
diferentes valores de pH, el que corresponde a pH 12 resulté un poco mas intenso,
esto se asocia a una mayor presencia de NPs independientes, por lo que se
puede concluir que el pH influye en la formacién de ZnNPs, a pH basico se forma
una mayor cantidad de ellas por lo que la intensidad del plasmén se incrementa
segun lo observado en la Figura 3.2, mientras que un pH neutro o acido no
garantiza una mayor cantidad de NPs.

3.2.4 Indexacion de ZnNPs

Como parte de la caracterizacion de las NPs por TEM, se realiz6 su indexacién
con el objetivo de identificar su estructura cristalina y composicion.
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a) ZnNPs pH 4

Para el caso de las NPs obtenidas a pH 4, en la Figura 3.12 se muestran las
micrografias con su transformada de Fourier, el analisis de los planos
cristalograficos muestran que estas estructuras corresponden a las formas cubicas
y hexagonal con fases de composicion ZnO:z y ZnO respectivamente de acuerdo a
las tablas cristalograficas PDF 781124 y 891397 (Anexo 1).
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Figura 3.12 NPs a pH 4 indexadas con composicion ZnO2 (cubica) y ZnO (hexagonal).

b) ZnNPs pH 7

En las micrografias obtenidas para este valor de pH (Figura 3.10) se observo la
ausencia de NPs independientes, aun cuando era visible la estructura cristalina.
Las distancias interplanares obtenidas para dichas micrografias con HRTEM
(Figura 3.13) muestran estructuras cubica y hexagonal, asimismo la composicién
corresponde a ZnO2 y ZnO de acuerdo a las tablas cristalograficas PDF 781124 y
891397 (Anexo 1), tanto la estructura como la fase no cambiaron al variar el pH de

sintesis.
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Cc) ZnNPs pH 12

La sintesis de las ZnNPs a pH 12, en donde se observé mayor nimero de NPs,
las distancias interplanares y ejes de zonas determinados se presentan en la
Figura 3.14. A diferencia de los dos valores de pH anteriores, la estructura
hexagonal se identific6 con mayor frecuencia a este valor de pH, esta puede estar
relacionada al incremento del nimero y tamafio de las NPs. La estructura cubica y
la composicion ZnOz y ZnO también se identifican de acuerdo a las tablas
cristalograficas PDF 781124 y 891397 (Anexo 1), estas caracteristicas tampoco

cambiaron con el valor de pH.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto al tamafo, estructura y

composicién de las ZnNPs sintetizadas a tres valores de pH (4, 7 y 12), a

continuacion se presenta una tabla que resume estos parametros (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Parametros obtenidos en la sintesis de ZnNPs.

pH Tamaiio Estructura | Composicion
4 5-10 nm Cubica Zn0,
Hexagonal ZnO
7 2. 5mm Cubica Zn0,
Hexagonal ZnO
12 2-5nm Cubica Zn0O,
6 -10 nm Hexagonal ZnO

De acuerdo al resumen que se presenta en la Tabla 3.1 se observa que tanto la
composicién como la estructura de las NPs son independientes al tamafio, ya que
éste no tiene atribucion en la composicién y la estructura para las NPs, ademas el

pH utilizado durante la sintesis no muestra influencia ni en el tamafio, estructura y
composicion de las particulas.
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3.3 NANOPARTICULAS DE COBRE (CuNPs)

3.3.1 Espectroscopia UV-Vis

Para las CuNPs se identificaron comportamientos similares a los observados con
las ZnNPs, el primero de ellos fue no mostrar el cambio de color de la solucién
después de formar particulas, el color se mantuvo después de la formacion de las
NPs por lo que la deteccion de estas se llevo a cabo ubicando el pico de plasmon
correspondiente a estas NPs, el resultado se presenta en la Figura 3.15.

Unidades de Absorbancia

250 550 650 750 850 950 1050

Longitud de onda (nm)

Figura 3.15 Espectro UV-Vis de CuNPs producidas a solucién buffer pH 4, 7 y 12.

El maximo correspondiente al plasmon para las CuNPs se observa en 800 nm
aproximadamente. A diferencia de las ZnNPs, el plasmén a pH 4 resulté ser el
mas intenso en comparacion a los pH 7 y 12 debido a una mayor cantidad de
CuNPs (Wang y Lin, 2006), aunque no se determiné este numero, mas adelante

se presentan los resultados de tamafio, estructura y composicion de las CuNPs.

3.3.2 SEM

Para la caracterizacion de las CuNPs se realiz6 un analisis SEM, la vista general

de estas particulas se presenta en las micrografias de la Figura 3.16.
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a) CupH4

En esta Figura se observa que una magnificacion a 270X no permite apreciar el
detalle de la muestra mientras que la micrografia con 10,000X en método
transmision STEM en campo claro si muestra una diferencia en el peso molecular

de los elementos contenidos en la muestra distinguiéndolos del soporte de carbon.

I 100pm IF-7800F 5/18/2017 — lpm  IF-7800F 5/18/2017
3.0kV LED SEM WD 10.3mm 19:29:38 x10,000 3.0kV LED SEM WD 10.0mm 19:35:33

Figura 3.16 Micrografias de CuNPs a pH 4: a) vista general, b) imagen HRTEM.

De manera general se aprecia una morfologia homogénea en donde los puntos

mas obscuros se pueden asociar a la presencia de CuNPs.

Para confirmar la presencia de cobre en la muestra analizada se realiz6 un
analisis EDS para observar la composicion elemental de las NPs. El resultado del

analisis del EDS se presenta en la Figura 3.17.
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Figura 3.17 Andlisis EDS de CuNPs sintetizadas a pH 4.

El analisis EDS detecta la presencia de carbén y oxigeno que son elementos
provenientes de la biomasa y como elemento principal se detecta al cobre.

b) CupH?7

Se analizaron por SEM las CuNPs obtenidas a pH 7, de éstas se presentan dos
micrografias a 1,000X y 10,000X en la Figura 3.18. La morfologia que se observa
a 1,000X corresponde a una placa continua y homogénea sin que se aprecie la
formacién de aglomerados en su superficie. Al aumentar a 10,000X se aprecia con
mas detalle el relieve de la primera micrografia, se confirma que es una placa o

pelicula continua sin la formacion de agregados en su superficie.
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10pm IF-7800F 5/18/2017 ] — lpm  IF-7800F 5/18/2017
SEM WD 10.0mm 18:14:17 x10,000 3.0kV LED SEM WD 10.0mm 18:15:53

Figura 3.18 Micrografias de CuNPs a pH 7: a) vista general, b) formacion de relieves.

El andlisis EDS realizado sobre esta morfologia corresponde principalmente al Cu.
Al igual que en el analisis anterior se detecta la presencia de C, Ny O que pueden

corresponder a los restos de la biomasa utilizada durante la sintesis (Figura 3.19).
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Figura 3.19 Analisis EDS de CuNPs sintetizadas a pH 7.
c) CupH12

De acuerdo a las micrografias mostradas en la Figura 3.20, se observa una vista
general a 2,000X y un acercamiento a 10,000X. En ambas micrografias se
observa una morfologia homogénea y diferente a los pH anteriores donde no se

identificaron formas definidas. En el caso de la magnificacion a 10,000X la
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morfologia se asemeja a un aglomerado de particulas grandes, sin que se
aprecien zonas o0 puntos brillantes que pudieran ser asociados a las NPs
metalicas, esto se justifica debido a que la amplificacién pudo no ser suficiente

para ver este efecto.

 E— 10pm IF-7800F 5/18/2017 [ | lpm IF-7800F 5/18/2017
x2,000 3.0kv LED SEM WD 9.9mm 20:12:29 x10,000 3.0kV LED SEM WD 10.0mm 20:14:40

Figura 3.20 Micrografias de CuNPs a pH 12: a) vista general, b) morfologia homogénea.

El complemento de las micrografias se realiza mediante el analisis EDS el cual se
presenta en la Figura 3.21, de acuerdo a sus resultados se comprueba la
composicion de las CuNPs, la cual fue consistente con los andlisis realizados a pH
4 y 7; asimismo se detecté la presencia de compuestos pertenecientes a la

biomasa, tales como el oxigeno.
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Figura 3.21 Analisis EDS de CuNPs sintetizadas a pH 12.

3.3.3TEM

Los resultados por SEM permitieron comprobar la composicion general de las
NPs, no obstante para determinar la estructura, tamafio y composicién de las

particulas fue necesario realizar su caracterizacion por TEM.

a) CuNPspH 4

En la Figura 3.22 se presentan las micrografias para las CuNPs obtenidas a pH 4.

Figura 3.22 Micrografias obtenidas por HRTEM de CuNPs a pH 4,

Las NPs observadas no muestran la formacion de aglomerados permitiendo un
mejor control sobre la dispersiébn de tamafios de particula (Buendia, 2009), se
observan particulas independientes, el tamafio de las NPs oscila entre 2 a5 nmy
de 6 a 10 nm.
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b) CuNPs pH 7

Las CuNPs obtenidas a pH 7 se muestran en la Figura 3.23.

Figura 3.23 Micrografias obtenidas pr HRTEM de CuNPs a pH 7.

Al igual que el pH anterior en estas micrografias no se aprecian aglomerados de
NPs, se observan diferentes tamafos que, en este caso se agrupan en dos
intervalos de 2 a5 nmy de 6 a 10 nm. En las particulas de mayor tamafio (Figura
3.23a) también es posible apreciar las franjas caracteristicas de las NPs metalicas,

lo que confirma su formacion.

c) CuNPspH 12

En la Figura 3.24 se presentan las micrografias para las CuNPs obtenidas a pH
12.

Figura 3.24 Micrografias obtenidas por HRTEM de CuNPs a pH 12.

Para este pH tampoco hubo formacion de aglomerados. Las CuNPs detectadas
tienen un tamafio que oscilan entre 2 a 5 nm. Para este caso se tomd una
micrografia en campo claro (Figura 3.24c) en la que se observa con facilidad la
presencia de NPs independientes y con una distribucion homogénea, ademas de
que en este caso, el campo claro muestra diferencia entre el soporte y la
presencia de las NPs de acuerdo a su peso molecular.
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3.3.4 Indexacion de CuNPs

Con los resultados obtenidos hasta ahora se determiné el tamafio de las CuNPs;
para analizar su estructura y composicion quimica se realizo la indexaciéon de las

mismas como parte de su caracterizacion.
a) CuNPs pH 4

En la Figura 3.25 se muestran cuatro micrografias representativas de las CuNPs
obtenidas a pH 4, en cada inciso se presenta una micrografia con una NP
centrada y cuyo tamafio oscila en lo reportado en el apartado anterior, en la
segunda parte se observa los planos determinados para esa NPs y al final esta la

estructura cristalografica que corresponde a los planos obtenidos.
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Figura 3.25 NPs a pH 4 indexadas con composicion CuO (cubica FCC).

AR
La forma determinada de acuerdo a la estructura cristalina correspondiente es
cubica centrada en las caras en todos los casos, y la composicién reportada en las
tablas cristalograficas PDF 780428 (Anexo 2) pertenece a la formula quimica CuO

para todas las micrografias.
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b) CuNPs pH 7

En la Figura 3.26, se muestran imagenes de la transformada de Fourier para las
CuNPs obtenidas a pH 7, cuyo tamafo esta dentro del rango indicado
previamente. En este caso las estructuras cristalinas corresponden a la forma
cubica centrada en las caras para las cuatro micrografias, asi también presentan
una fase de CuO de acuerdo a la tabla cristalografica PDF 780428 (Anexo 2).

a) CuNPs pH 12

En la Figura 3.27 se muestran las distancias interplanares obtenidas en las
micrografias de las CuNPs sintetizadas a pH 12. Se determin6é que las CuNPs
corresponden a estructuras cubicas centrada en las caras, de acuerdo a la tabla
cristalografica PDF 780428 (Anexo 2).
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Figura 3.27 NPs a pH 12 indexadas con comp

g

Al igual que para las NPs obtenidas a pH 4 y 7 la composicibn gquimica

corresponde a CuO segun la indexacion descrita en el apartado 2.

En la Tabla 3.2 se presenta un resumen con los parametros obtenidos para las

CuNPs. Como se observa en la Tabla, no hay una relacion directa entre el pH y el

tamafio de 2 a 5 nm de las NPs solo en el caso del pH 12 no se producen NPs

mayores a este rango. En cuanto a la estructura y composicion no hay una

influencia del pH o tamafo de las NPs, en todos los casos se determinaron la

misma estructura cristalina y composicion quimica. Por lo que la produccién de

CuNPs no presenta una influencia importante por la variacion del pH.

Tabla 3.2 Parametros obtenidos en la sintesis de CuNPs.

pH Tamafio Estructura | Composicion
4 62_'150”;2] Cubica FCC Cuo
7 Zoomm | cibicaFCC cuo
12 2-5n1m Cdbica FCC CuO
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3.4 NANOPARTICULAS BIMETALICAS COBRE/ZINC (Cu/Zn NPs)

3.4.1 Espectroscopia UV-Vis

La sintesis de las ZnNPs y CuNPs se logré por el método de la bioreduccion,
ambas NPs se probaron mas adelante frente a una cepa de E. coli. Como una
forma de incrementar el efecto bactericida de ambas NPs, se realizo una sintesis
probando una relacion 1:1 en volumen de las soluciones de CuN206*3H20 vy
ZnN206°6H20, esta proporcion representa una relacion equimolar entre las
moléculas de Cu y Zn. Con esta mezcla en solucibn se esperaba obtener
particulas bimetalicas Cu/Zn, las cuales segun la indexacién se obtuvieron en
menor cantidad. La deteccion de las NPs se realizé a través del pico de plasmon

por espectroscopia UV-Vis, los resultados se presentan en la Figura 3.28.
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Figura 3.28 Espectro UV-Vis de Cu/Zn NPs producidas a solucidon buffer pH 4, 7y 12.

En la Figura se observa que para los pH 7 y 12 se forman los picos de plasmén
identificados para las ZnNPs (300 nm) y CuNPs (800 nm). Para pH 4, solo se
observa el pico para las CuNPs, que es también el mas intenso debido a un gran
namero de NPs obtenidas (Wang y Lin, 2006). La aparicion de los picos
independientes indica que no todas las moléculas de cobre y zinc formaron una

sinergia para producir NPs bimetalicas (Cu/Zn), sino que la produccién de NPs se
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dio en su mayoria por separado y por ello el pico de plasmén no muestra
desplazamientos ni se observa la formacion de un nuevo pico que corresponda a
otro tipo de particulas. Sin embargo se prob6 el efecto bactericida de esta

suspension de NPs.
3.4.2 SEM

Las NPs bimetélicas, se caracterizaron de la misma manera que las ZnNPs y
CuNPs, comenzando por el analisis SEM que permiti6 obtener un panorama

general de la morfologia formada por dichas NPs.
a) Cu/ZnpH4

La preparacion de las muestras en todos los casos fue la misma, se busco que la
suspension formara una pelicula sobre la cinta de carbon utilizada para preparar
las muestras para su observacion por SEM, en ninguno de los casos se
presentaron factores que pudieran influir sobre la morfologia formada por la
suspension de NPs antes de su analisis. En la Figura 3.29 se observa las
micrografias de las Cu/Zn NPs obtenidas a pH 4 y con un aumento de 430X y
3,000X.

- Lm  IF-7800F 8/31/2017
3.0V IED  SEM WD 11.0mm 13:26:53,

" l0pm IF-7800F 8/31/2017
3.0tV LED SEM WD 11.0mm 13:52:15

Figura 3.29 Micrografias de Cu/Zn NPs a pH 4: a) vista general, b) imagen HRTEM.

A diferencia de las ZnNPs y CuNPs obtenidas en suspensiones independientes la

suspension Cu/Zn muestra una morfologia mas definida y ordenada al formar la
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pelicula. A 430X se observa la formacion de una pelicula irregular pero sin
diferencias importantes en su morfologia. A 3,000X se observan figuras
geomeétricas mejor definidas las cuales estan formando la pelicula de la
suspension, este efecto se observa al tener la presencia simultdnea de cobre y
zinc; sin embargo no es indicativo de la sinergia entre el cobre y zinc para formar

NPs bimetélicas.

El analisis EDS realizado para la suspension con NPs bimetalicas se presenta en
la Figura 3.30; en este andlisis se confirma la presencia de Zn y Cu en la muestra,
ademas se identificaron componentes de la biomasa tales como C y O.
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Figura 3.30 Analisis EDS de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 4.

Para el caso de estas muestras se realizdé un estudio adicional a fin de comprobar
que la distribucién de las Cu/Zn NPs en la suspension fuera homogénea, esto se
confirmd mediante un analisis de mapeo realizado sobre las mismas peliculas
formadas para su analisis por SEM. Los resultados de este analisis se presentan
en la Figura 3.31, en el que se observa la distribucion de los elementos en un area
especifica, y se muestra por un lado la presencia de Cu y Zn como elementos
principales de la sintesis, y por otro que la distribucion de ambos elementos en la
suspension si es homogénea. La presencia de los otros elementos Al, Cl y O se

deben al portamuestras y a los restos de la biomasa utilizada en la sintesis.
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Figura 3.31 Mapeo de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 4.

b) Cu/ZnpH 7

La sintesis de las NPs bimetalicas se realizé utilizando los mismos valores de pH
empleados para las ZnNPs y CuNPs con el fin de identificar una influencia
asociada al pH de la solucion. En la Figura 3.32 se presenta las NPs bimetalicas
obtenidas a pH 7.
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Figura 3.32 Micrografias de Cu/Zn NPs a pH 7: a) vista general, b) formacién de figuras
geomeétricas.

Al igual que el pH 4 la presencia simultanea de zinc y cobre en la solucién produce
figuras geométricas definidas que conforman la morfologia de la pelicula formada
por la suspension. Tanto a 300X como a 700X se observan dichas figuras

geométricas con formas variadas pero bien definidas.

El andlisis EDS para estas muestras (Figura 3.33) confirma que estas figuras
geométricas estan compuestas de Zn y Cu principalmente, la cual proviene de la

mezcla de solucién metdlica utilizada para esta sintesis.
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Figura 3.33 Analisis EDS de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 7.
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La distribucién del Cu y Zn dentro de la suspension se analizé mediante un
andlisis de mapeo, en el que se comprobd que dicha distribucién es homogénea

en la suspension de NPs bimetalicas (Figura 3.34).
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Figura 3.34 Mapeo de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 7.
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c) Zn/Cu pH12

Las micrografias mostradas en la Figura 3.35 corresponden a la suspension de

particulas bimetalicas obtenidas a pH 12.

10ym IF-7800F 8/31/2017 ) . mm  IF-7800F 8/31/2017
x2,000 3.0kV LED SEM WD 10.0mm 12:58:38 10,000 3,00V 1ED WD 10.0mm 13:02:38

Figura 3.35 Micrografias de Cu/Zn NPs a pH 12: a) vista general, b) imagen HRTEM.

La presencia de los metales Cu y Zn en solucién no garantizd que al utilizar un pH
basico se crearan formas geométricas definidas para conformar la morfologia de la
pelicula. Es importante resaltar que a diferencia de los valores de pH anteriores,
un pH basico no promueve la generacién de estas figuras geométricas aun cuando
la morfologia observada para estas NPs es completamente independiente a la que
se detect6 para las ZnNPs y CuNPs. La morfologia observada para esta muestra

tiende a ser mas ordenada que para las particulas mencionadas.

El analisis EDS que se presenta en la Figura 3.36 y que corresponde a estas NPs
obtenidas a pH 12 permitié verificar que la composicién de la suspensiéon continla

siendo de Cu y Zn al igual que para los otros valores de pH.
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Figura 3.36 Andlisis EDS de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 12.
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Asimismo la distribucién de las ZnNPs y CuNPs en la suspensiéon bimetalica se
analizé por el mapeo de elementos en el que se observa que en efecto, la
distribucion de cobre y zinc continda siendo homogénea aun cuando no se hayan

obtenido figuras geométricas definidas en este valor de pH (Figura 3.37).
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Figura 3.37 Mapeo de Cu/Zn NPs sintetizadas a pH 12.

3.4.3 TEM

El tamafo, estructura y composicion quimica de las NPs bimetalicas Cu/Zn se

determind utilizando TEM y los resultados se muestran a continuacion:
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a) Cu/ZnNPspH4y7

La sintesis de NPs a partir de la solucion metalica de Zn/Cu a pH 4 y 7 no produjo
particulas visibles por el TEM. En la Figura 3.38 se presenta tres micrografias que
corresponden a estos dos valores de pH, se puede observar en las Figuras 3.38a
y b (cuadros) que corresponden al pH 4 aparece la red cristalina caracteristica de
las NPs metdlicas, la cual es la forma sélida de cdmo se ordenan y empaquetan
los atomos, moléculas, o iones; sin embargo, no se distingue el borde de las NPs
lo que dificulta determinar su tamafio e indexacién; en la Figura 3.38c se puede
observar la ausencia de particulas con red cristalina, por el contrario se observan
la presencia de peliculas delgadas, algunas de las cuales muestran dobleces. Esto

contrasta con los resultados observados por SEM en los que para estos pH se

aprecian formas geométricas bien definidas.

n ira .38 Micrografias obtenidas por HEM de Cu/Zn NPs: a) yb) pH 4, c) pH 7.

b) Cu/Zn NPs pH 12

El andlisis por SEM para las Cu/Zn NPs obtenidas a pH 12 mostré una morfologia
no definida; sin embargo, los resultados de la caracterizacion por TEM para estas
mismas NPs muestran la presencia de particulas independientes con un tamafio
estimado de 2 a 5 nm. Tampoco se aprecia la formacién de aglomerados de NPs y
las particulas observadas si muestran las franjas caracteristicas de los elementos
metalicos (Figura 3.39).
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Figura 3.39 Micrografias obtenidas por HRTEM de Cu/Zn NPs a pH 12.

La presencia simultanea de cobre y zinc en la solucion solo permitio la formacion
de NPs a un pH basico aun cuando al formar una particula para su andlisis de
morfologia por SEM no se observa un orden determinado o figuras geométricas
determinadas. A simple vista y antes de indexar estas NPs se observa la misma
caracteristica que para las particulas ZnNPs y CuNPs, las estructuras que se
forman son independientes y no se encuentran formando parte de un cuerpo

comun o aglomerado de NPs.

3.4.4 Indexacién de Cu/Zn NPs

a) Cu/Zn NPs pH 12

De acuerdo a los resultados obtenidos por HRTEM, las Unicas particulas visibles
son las que obtuvieron a pH 12, por lo que solo se indexaron estas NPs. En la
Figura 3.40 se presenta la misma disposicion que para las ZnNPs y CuNPs, del
lado izquierdo se presenta una micrografia con la particula a indexar, del lado
derecho se encuentra el eje de zona y debajo la estructura correspondiente. De
acuerdo a la indexacién realizada se observé un resultado interesante ya que las
ZnNPs presentaron estructuras cubica y hexagonal, mientras que las CuNPs
mostraron una estructura cubica centrada en las caras, las Cu/Zn NPs produjeron
estructuras cubicas centradas en las caras, y de manera aislada se formaron
algunas particulas bimetalicas Cu/Zn que presentaron una estructura monoclinica.

Segun las distancias interplanares se deduce que para este valor de pH tanto el
cobre como el zinc producen estructuras particulares, mientras que la combinacién
de ambos genera otras formas geométricas por lo que el cristal que conforma
dichas NPs depende del metal utilizado para la sintesis a este valor de pH en
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particular. En cuanto a la composicién, se pudo identificar que las distancias
interplanares son muy cercanas a la estructura cristalina Cuo.e4aZno.36 (cubica FCC)
y CuZn (monoclinica) de acuerdo a las tablas cristalograficas PDF 501333 y

080349, respectivamente (Anexo 3).

Fi

(monoclinica).
3.5 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BACTERICIDA

Una vez obtenidas las ZnNPs, CuNPs y Cu/Zn NPs se probé su capacidad
microbicida frente a una bacteria modelo que fue la Escherichia coli (E. coli); estas
pruebas son una aplicacion directa de las NPs. La bacteria modelo E. coli
pertenece al grupo de los coliformes que se identifican como indicadores de
contaminacion microbiologica en agua (NOM-003-SEMARNAT-1997).

3.5.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas

La determinacion de las unidades formadoras de colonias (UFC), utiliz6 el método
de las diluciones sucesivas para cuantificar el nimero de microorganismos viables

en los indculos de las cepas E. coli ATCC 25922. Para el conteo UFC/mL se
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consideraron Unicamente las placas en las que durante el preconteo el nimero de
colonias se encontré dentro del rango de 25 a 250 UFC/mL de acuerdo a lo
indicado en la NOM-092-SSA1-1994. La concentracion de UFC/mL se determind
dividiendo el niumero de colonias contadas en cada placa entre la diluciéon 1x10-7

del inéculo utilizada. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Cuenta en placa para cada repeticién del in6culo 1x107 (Ec 1, Ec 2, Ec 3).

Muestra | Dilucion UFC/mL
Ec1 1x107 | 1.82x10°
Ec2 1x107 | 3.35x10°
Ec3 1x107 | 3.59x10°

De acuerdo a la cantidad de microorganismos que crecieron en las placas de cada
repeticion las unidades formadoras de colonias que crecen a partir de E. coli
ATCC 25922 se encuentran en el orden de 108 UFC/mL (1.82x108, 3.35x108 y
3.59x108 respectivamente), las diferencias de conteo entre Ec 1y Ec 3 se deben a
errores experimentales que no son significativos en el conteo de las placas. Por lo
que de acuerdo a estos resultados esta cepa es viable para obtener in6culos de
hasta 100,000,000 de UFC/mL. Las concentraciones mas utilizadas de E.coli para
pruebas de actividad microbicida se encuentran en el rango 10% a 108 UFC/mL
(Banala et al.,, 2015; Yasin et al., 2013; Pal et al., 2007) estas diferencias
dependen de las caracteristicas propias de cada cepa utilizada durante las

pruebas realizadas.
3.5.2 Determinacién de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable
a) ZnNPs

A partir de las UFC determinadas en la seccion 3.5.1, se realiz6 un barrido
comenzando con un inéculo mas concentrado (1x10* UFC/mL) hasta llegar al que
se probd en la seccién anterior (1x10°7 UFC/mL), estas diferentes concentraciones
del inoculo buscaban determinar la cantidad Optima de microorganismos a partir

de los cuales el efecto microbicida de las ZnNPs fuera detectable. En este mismo
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sentido se aplicaron cinco diferentes concentraciones de la suspension de ZnNPs:
10, 100, 1,000, 10,000 y 29,749 mg/L, esta ultima corresponde a la cantidad de
nanoparticulas obtenidas después de la sintesis. La combinacion de ambas
variables (concentraciones de inéculo y ZnNPs) con un periodo de incubacion de
24 h dio como resultado las condiciones éptimas para realizar las pruebas de
actividad microbicida restantes, los resultados de dicha combinacion se presentan
en la Tabla 3.4. Hasta una concentracion de in6culo de 1x10-® UFC/mL, el nimero

de colonias es incontable.

Tabla 3.4 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes concentraciones de ZnNPs.

Dilucion del| UFC/mL Concentracion de ZnNPs aplicada

in6culo inicial 10mg/L | 100mg/L | 1,000 mg/L 10,000 mg/L| 29,749 mg/L

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10™ Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10™ Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10” Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. 327
1x10° Inc. 640 560 245 94 23
1x10” 176 385 206 156 37 11

Inc.: Incontable

De acuerdo a los resultados observados en la Tabla 3.4 se observa que para una
concentracion de inéculo de 10° ya es detectable el efecto microbicida de las
ZnNPs a partir de una concentracion de 10 mg/L a la que el conteo cambia de
incontable (Inc.) a 640 UFC/mL, a medida que va aumentando la cantidad de
ZnNPs aplicada va disminuyendo la cantidad de UFC/mL, asi para la

concentracion original de NPs (29,749 mg/L) solo se contaron 23 UFC/mL.
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b) CuNPs

Tanto la cantidad Optima de microorganismos como la concentracion de CuNPs a
utilizar, se determinaron de la misma manera que para las ZnNPs. Las
concentraciones aplicadas también partieron de 10 mg/L y alcanzaron 24,160
mg/L que corresponden a la cantidad original de CuNPs después de la sintesis.
Asimismo el periodo de incubacién se mantuvo en 24 h. Las disoluciones para el
indculo fueron las mismas. En la Tabla 3.5 se presentan los resultados obtenidos
para las CuNPs, hasta una concentracién de inéculo de 1x10° el ndmero de
colonias es incontable y para 100 mg/L de CuNPs en la suspensién también
permanecen incontables. Sin embargo, se eligié la concentracion de 1x10°
UFC/mL porque en ella todas las dosis de la suspension tienen efectos

microbicidas

Tabla 3.5 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes concentraciones de CuNPs.

Diluciondel| UFC/mL Concentracion de CuNPs aplicada

inéculo inicial 10mg/L | 100mg/L | 1,000 mg/L (10,000 mg/L| 24,160 mg/L

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10™ Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10” Inc. Inc. 541 294 136 28
1x10°® Inc. 524 9 0 0
1x10” 123 9% 0 1 0

Inc.: Incontable

Para las CuNPs la disolucion del inéculo utilizada fue 1x106, se observa que las
UFC cambian de incontable (Inc.) a 524 UFC/mL, a diferencia de las ZnNPs, las
CuNPs a partir de una concentracion de 1,000 mg/L muestran una completa
inhibicion para el crecimiento de E. coli mientras que las ZnNPs no mostraron este
efecto, aun para una concentracion de 29,749 mg/L. Por lo que de acuerdo a estos

resultados se deduce que las CuNPs muestran una mayor actividad microbicida.
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c) Cu/Zn NPs

Las disoluciones de in6culo, las concentraciones de NPs a partir de 10 mg/L y
hasta 6,448 mg/L se utilizaron para aplicar las Cu/Zn NPs que son las particulas
que para este trabajo se identificaron como bimetélicas. En la Tabla 3.6 se
presentan los resultados obtenidos para las NPs bimetélicas.

Tabla 3.6 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes concentraciones de Cu/ZnNPs.

Dilucion del| UFC/mL Concentracion de Cu/ZnNPs aplicada

in6culo inicial 10mg/L | 100mg/L | 1,000 mg/L | 5,000 mg/L | 6,4478 mg/L

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10™ Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10” Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10™ Inc. Inc. Inc. 526 348 206
1x10” Inc. 736 445 348 197 83
1x10° Inc. 7 2 0 1 0
1x10” 138 2 Sin crecimiento

Inc.: Incontable

Al igual para las ZnNPs y CuNPs, al utilizar una disolucién de in6culo de 10 el
conteo de colonias cambia de incontable (Inc.) a solo 7 UFC/mL, ésta
concentracion es la minima observada para inhibir el crecimiento utilizando las
NPs sintetizadas para este trabajo, ademas a partir de 1,000 mg/L se obtienen 0
UFC/mL. De acuerdo a estos resultados se deduce que a pesar de que esta
suspension Cu/Zn NPs forma algunas particulas bimetalicas y la mayoria como
particulas independientes de cobre y zinc muestra un mejor efecto microbicida que

la suspension de las nanoparticulas individuales.
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3.5.3 Minima concentracion bactericida (MIB)

a) ZnNPs

A partir del inéculo 10 y utilizando una cantidad de UFC muy cercana se probo el
efecto microbicida de las ZnNPs obtenidas a diferentes valores de pH, el rango de
concentracion de NPs aplicada fue la misma que en las pruebas anteriores (10
mg/L a 29,749 mg/L). EI medio de cultivo se dej6 en contacto con las
suspensiones bacterianas durante 3 h y después el periodo de incubacion se
mantuvo a 24 h. Los resultados por duplicado obtenidos se presentan en la Tabla
3.7.

Tabla 3.7 No. de colonias de E. coli en funcién de la concentracion de ZnNPs.
Concentracion del inéculo 1x10¢ UFC/mL.

oH Dilucién del| UFC/mL Concentracion de ZnNPs aplicada
in6culo inicial 10mg/L | 100 mg/L | 1,000 mg/L (10,000 mg/L|29,749 mg/L

A 1x10°® 1610 630 579 306 16 6
1x10°® 1760 627 487 336 13 4
; 1x10°® 1780 528 440 161 3 2
1x10°® 1650 552 422 141 1 1
b 1x10°® 1820 536 425 165 0 1
1x10°® 1770 431 378 193 0 0

De acuerdo a los resultados, se observa que a medida que aumenta la cantidad
de ZnNPs aplicada disminuyen las UFC para todos los valores de pH. Las ZnNPs
obtenidas a pH 4 no alcanzan un 100% de efectividad microbicida utilizando la
maxima concentracion de NPs. Las ZnNPs obtenidas a pH 7 y 12 muestran que al
aplicar una concentracion de 1,000 mg/L las UFC contadas se reducen a la mitad
en comparacion con las ZnNPs a pH 4; ademas las NPs a pH 12 alcanzan un
100% de efectividad microbicida a partir de 10,000 mg/L. Los resultados de
caracterizacion mostraron que la estructura y composicion de las ZnNPs son
independientes al pH utilizado en la sintesis, en cuanto al tamafio a pH 4y pH 12
se obtuvieron las NPs mas grandes y a pH 7 y 12 se obtuvieron las particulas mas
pequefias, y en particular a pH 12 se detecté una mezcla de ambos tamafios, por

lo que se deduce que ni la estructura y ni la composicion influyen en la actividad
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microbicida de las NPs, como por el contrario el tamafio si muestra una influencia
ya que las particulas mas grandes (pH 4) muestran un efecto microbicida menor
mientras que NPs mas pequefias alcanzan casi un 100% de efectividad

microbicida. De manera grafica este efecto se observa en la Figura 3.41.

100 -

§ 90 - N= % %
=N A -
£ §§ = =
_c% 80 - \E E E EpH4
_-g §§ = — pH 7
Z §§ = =
g §E E E BpH 12
s %E = =

= = =

100 1,000 10,000 29,749
Concentracion de ZnNPs (mg/L)

Figura 3.41 Efecto microbicida en funciéon de la concentracion de ZnNPs.

b) CuNPs

A partir de condiciones experimentales similares: in6culo 10, rango de
concentracion 10 a 100 mg/L y pH de sintesis de las CuNPs; se obtuvo la minima
concentracion bactericida para las CuNPs, utilizando un tiempo de contacto de 3 h
para las suspensiones bacterianas y después un periodo de incubacion de 24 h, el
namero de colonias contabilizadas se presentan por duplicado. En la Tabla 3.8 se

presentan los resultados obtenidos.
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Tabla 3.8 No. de colonias de E. coli en funcién de la concentracion de CuNPs.
Concentracion del inéculo 1x10¢ UFC/mL.

oH Diluciéon del| UFC/mL Concentracion de CuNPs aplicada
inéculo inicial 10mg/L | 30mg/L | 50mg/L | 70mg/L | 90mg/L | 100 mg/L

A 1x10° 1560 143 28 16 1 0 1
1x10°® 2080 142 33 7 2 0 0
; 1x10°® 3250 393 37 18 3 3 3
1x10° 3450 288 10 1 3 3 4
b 1x10° 3430 655 76 58 46 18 7
1x10°® 3740 537 80 31 28 19 5

La concentracion original de la suspension de CuNPs fue de 24,160 mg/L la cual
no fue necesaria aplicar ya que en la seccion 3.5.2 se observa que a partir de 100
mg/L ya es detectable un 100% de efectividad microbicida (Naika et al., 2015). En
la Tabla se observa que desde una concentracion de CuNPs a 10 mg/L, las NPs
obtenidas a pH 4 muestran una mayor actividad microbicida y conforme aumenta
el pH (7 y 12) disminuye la actividad observada, debido a una menor cantidad de
NPs. Las mismas CuNPs a pH 4 muestran que a partir de 90 mg/L se observa un
100% de efectividad microbicida. Mientras que para las CuNPs a pH 7 y 12 no se
alcanza el 100% de efectividad aunque si se observa que a mayor concentracion
se detectan menos UFC. La caracterizacion mostr6 que la estructura y
composicién de las CuNPs también son independientes al pH de sintesis, en
cuanto al tamafio para los tres valores de pH se detectaron NPs entre 2 y 5 nm
pero a pH 4 y 7 se observan también NPs entre 6 y 10 nm. Por lo que se deduce
de nueva cuenta que la efectividad microbicida de las CuNPs es independiente a
Su estructura y composicion, mientras que el tamafio si muestra una influencia en
la efectividad microbicida, sobre todo si se detecta una mezcla de tamafios como
en el caso de las ZnNPs a pH 12, y en el caso de las CuNPs dicha mezcla de
tamafnos se detecta para los pH 4 y 7, solo que en este caso el pH 4 mostré una
mayor actividad microbicida. En la Figura 3.42 se observa de manera grafica el

efecto microbicida.
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Figura 3.42 Efecto microbicida en funcion de la concentracion de CuNPs.

Las CuNPs mostraron una mayor efectividad microbicida que las ZnNPs, ya que
las primeras mostraron actividad antimicrobiana a partir de un 100 mg/L, mientras
gue las segundas fue partir de 10,000 mg/L; esta diferencia se debe a que el cobre
tiene una efectividad microbicida mayor que el zinc, ya que como se discutio
antes, el Unico pardmetro que influye entre estas NPs metalicas es el tamafio, no
obstante, ambos tipos de NPs se encuentran en el mismo rango de tamafio
(Esparza, 2015; Chakra et al., 2016).

c) Cu/Zn NPs

Las condiciones experimentales utilizadas para las ZnNPs y CuNPs se replicaron
para las Cu/Zn NPs, concentracion de inoculo, pH de sintesis para las NPs vy el
rango de concentracion entre 10 mg/L y 6,448 mg/L. Se utilizaron 3 h como tiempo
de contacto y el periodo de incubacion fue de 24 h. En la Tabla 3.9 se presentan

los resultados para estas NPs.
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Tabla 3.9 No. de colonias de E.coli en funcién de la concentraciéon de Cu/Zn NPs.
Concentracion del in6culo 1x10¢ UFC/mL.

oH Dilucién del| UFC/mL Concentracion de Cu/Zn NPs aplicada
inéculo inicial 10mg/L | 100mg/L | 1,000 mg/L | 5,000 mg/L | 6,448 mg/L

4 1x10° 1490 62 1 0 0 0
1x10° 1620 37 1 0 0 0
. 1x10° 1870 2 0 0 0 0
1x10° 1380 1 1 0 0 0
b 1x10°® 1220 0 0 0 0 0
1x10°® 1330 0 0 0 1 0

Segun los resultados de la Tabla 3.9 las Cu/Zn NPs mas efectivas fueron las
obtenidas a pH 12 ya que a partir de una concentracién de 10 mg/L se observé
100% de efectividad microbicida, las Cu/Zn NPs obtenidas a pH 7 muestran
resultados similares y las obtenidas a pH 4 muestran una efectividad menor pero
mejor que las ZnNPs y CuNPs independientes (Carbone et al., 2017). Los
resultados de caracterizacién por TEM para las Cu/Zn NPs mostraron que no fue
posible confirmar la formacion de NPs para los pH 4 y 7 ya que no se observaron
NPs definidas, solo se detectaron particulas a pH 12 las cuales si fue posible
indexar y se determind que su estructura es cubica FCC para las independientes y
monoclinica para las bimetalicas, su tamafio varia entre 2 y 5 nm y su composicion
es de un O6xido metélico. No es posible determinar la variable de mayor influencia
en la efectividad microbicida debido a que no fue posible caracterizar las NPs a pH
4 y 7. Sin embargo, el comportamiento de las Cu/Zn NPs es similar al obtenido
para las ZnNPs, solo que con una mayor efectividad. La Figura 3.43 describe de

manera grafica el comportamiento de las Cu/Zn NPs.
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Figura 3.43 Efecto microbicida en funcién de la concentracion de Cu/Zn NPs.

La indexacion de las NPs tiene como objeto observar a que familia de planos y
estructura cristalina corresponden las NPs sintetizadas por el método de
bioreduccién, aun cuando no se detectd una influencia en la efectividad
microbicida de las NPs; asociada a estas dos caracteristicas, si puede servir como
referencia para trabajos posteriores.

De acuerdo a lo reportado por Esparza (2015), propone que entre menor sea el
tamafio de las ZnNPs y CuNPs, mayor efecto microbicida tendran; en este trabajo
no se comprobd esta propuesta, mas bien se observo que la efectividad de las

NPs aumenta cuando su tamafio es muy variado.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo de investigacion son las siguientes:

El método de la bioreduccion permiti6 obtener ZnNPs, CuNPs y Cu/ZnNPs
utilizando los taninos del lirio acuatico como agente reductor. El pico de plasmon
correspondiente a cada NPs se detectd por espectroscopia UV-Vis a 300 nm para
zinc y 800 nm para cobre, estos mismos picos se detectaron para las Cu/ZnNPs.
La intensidad de los picos en cada grupo de NPs dependié del pH de sintesis
siendo el mas intenso a pH 12 para las ZnNPs y a pH 4 para CuNPs.

El estudio de morfologia realizado por SEM mostré que las suspensiones de
ZnNPs y CuNPs formaron peliculas con morfologia irregular, mientras que la
suspensién Cu/Zn mostro figuras geométricas definidas al formar la pelicula de
secado. El analisis EDS confirmo6 que la composicidn principal para las ZnNPs fue
zinc, para las CuNPs fue cobre y para las bimetalicas se detectd la presencia de
ambos metales como componentes principales. Cabe indicar que se identificaron
algunas impurezas en bajas concentraciones, como el Cl, Na, N, K, Ca, Py C.

La caracterizacion de las NPs realizada por TEM mostré que el pH utilizado
durante la sintesis no influyd en la estructura y composicion de las ZnNPs, CuNPs
y Cu/ZnNPs sintetizadas. La mayor influencia del pH se detecté en tamafio de las
NPs pero fue independiente para cada tipo de metal. Para las ZnNPs la estructura
cristalina detectada fue cubica y hexagonal, la composicion correspondié a 6xidos
de zinc, el grosor oscilo entre 2 y 10 nm y solo en el pH 12 se detectaron NPs con
tamafio dentro de todo este intervalo. Para las CuNPs solo se determind una
estructura cristalina cubica FCC, su composicion fue también de un o6xido
metalico, el grosor estuvo entre 2y 10 nm y en los pH 4 y 7 se detectaron NPs de
todos los tamafios mencionados, en el caso de las NPs bimetalicas solo se
indexaron las particulas a pH 12 que correspondieron a estructuras cubicas FCC

para las NPs independientes y monoclinica para las bimetalicas Cu/Zn NPs.

81



El efecto microbicida de las NPs depende de la concentracion inicial del inéculo
utilizado y la concentracion de la suspension metélica con ZnNPs, CuNPs vy

Cu/ZnNPs como dosis de NPs aplicada.

Por otro lado el efecto microbicida de cada grupo de NPs fue independiente de la
estructura y composicion de las NPs, mientras que el tamafio si influyé en la
actividad bactericida de las NPs, siendo las mas efectivas aquellas NPs cuyos
tamafnos abarcaban todo el rango de NPs determinado, asi para las ZnNPs solo el
pH 12 mostré todo el rango de NPs y por tanto esta suspensiéon mostré una
efectividad microbicida del 100% a partir de una concentracion de 10,000 mgl/L.
Para CuNPs, el pH 4 también mostr6 NPs de todos tamafios (2 a 10 nm) y su

efectividad microbicida alcanzé el 100% de inhibicion a partir de 100 mg/L.

La suspension con NPs bimetalicas Cu/Zn fue la mejor mostrando su efectividad
microbicida ya que a partir de 10 mg/L mostré un 100% de inhibicién utilizando las
NPs a pH 12.

En este trabajo las NPs de zinc y cobre obtenidas por el método de bioreduccion

mostraron actividad microbicida frente a la cepa de E. coli ATCC 25922.
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ANEXO 1 Tablas cristalogréaficas utilizadas para la indexacion de las ZnNPs.
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ANEXO 2 Tabla cristalografica utilizada para la indexaciéon de las CuNPs.
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ANEXO 3 Tablas cristalogréficas utilizadas para la indexacion de las Cu/ZnNPs.
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