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RESUMEN

En este trabajo se propone un método verde de sintesis de nanoparticulas de plata.
Se seleccion6 como medio de reaccion a los sistemas de microemulsion y nano-
emulsion debido a que estos sistemas se caracterizan por presentar tamafios de
gota en el intervalo nanométrico, ademas de que han sido probados exitosamente
en la produccion de nanoparticulas de plata. Para el método de sintesis se eligieron
sistemas cuyos componentes presentan nula o baja toxicidad para los seres vivos
y el medio ambiente. Aunado a lo anterior el uso del extracto de hojas de geranio
(P. hortorum) como agente reductor se suma a considerar la sintesis como un

proceso verde. Dos diferentes sistemas fueron empleados.

El primero de ellos fue un sistema libre de tensoactivos, las microemulsiones libres
de tensoactivo (Surfactant-free microemulsions). Los estudios de comportamiento
fasico mostraron que al utilizar el 1-propanol como tensoactivo, la zona monofasica
se extiende en mayor grado. Por lo tanto el sistema fase acuosa/1-Propanol/Aceite
de ricino fue el sistema elegido para la sintesis de nanoparticulas de plata. Los
resultados indicaron que estos sistemas no son aptos para el control en el tamafio
de particula, sin embargo, la produccién de nanoparticulas y particulas de plata

puede llevarse a cabo.

Un segundo sistema fue probado, esta vez, en la formulacién se incluyd un
tensoactivo no ionico. El tensoactivo elegido fue el Brij 96V debido a la presencia de
una mayor zona monofasica, sobre todo en la regién aceite en agua (O/W). La cual
se eligio para llevar a cabo la sintesis debido a que estos sistemas estan
compuestos en sumayoria por fase acuosa. El control en el tamafio de las particulas
obtenidas se logra al variar la cantidad de fase acuosa en el sistema. Asi, variados

tamafios se obtienen al utilizar microemulsiones y nano-emulsiones O/W.



INTRODUCCION

La nanotecnologia ha cobrado gran interés en la investigacién debido a las
propiedades fisicas y quimicas que muestran los nanomateriales. Los
nanomateriales no son unicamente atractivos para la investigacién sino también
para la industria, debido a sus multiples aplicaciones en dispositivos eléctricos,
tecnologia de uso diario, formulaciones cosméticas y farmacéuticas, entre otras. Las
nanoparticulas metalicas son uno de los tantos nanomateriales que se pueden
sintetizar. Su reducido tamafio abre una amplia gama de aplicaciones como
sensores para especies quimicas Yy biolégicas, remediacion en procesos

ambientales, catalizadores en reacciones de importancia a nivel industrial, etc.

Los métodos para obtener las nanoparticulas metdlicas se han diversificado
enormemente. Entre las mas utilizadas se puede citar a la sintesis quimica que es
una de las mas sencillas y eficaces al fundamentarse en una reaccion redox y
precipitacion. Por otra parte, los métodos electroquimicos en donde los parametros
correctos de potencial, tiempo y medio de reaccidén aseguran el éxito para obtener
nanoparticulas y el método sonoquimico que en los ultimos afios ha cobrado gran
relevancia debido a las propiedades que muestran las cavidades promovidas por la

accion de las ondas sonoras en un medio liquido.

Una de las mayores desventajas de los métodos anteriores es la dispersion en
tamafios y formas de las nanoparticuas que se obtienen. La sintesis de
nanoparticulas metalicas utilizando microemulsiones y nano-emulsiones, ofrece la
ventaja de controlar el tamarfo y forma de la nanoparticula a sintetizar y debido a la
estabilidad termodinamica y cinética que éstos sistemas muestran, no se necesita
de equipos especializados para su formacion, por lo que en los ultimos afnos las
microemulsiones del tipo W/O como nanoreactores es una técnica que esta en
constante evolucion e investigacion en el area de sintesis de nanomateriales. De

forma analoga la sintesis en sistemas del tipo O/W ha demostrado ser eficaz en la
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obtencion de nanoparticulas metalicas obteniéndose ademas la ventaja de la

reduccion en la cantidad de disolventes organicos utilizados para su formulacion.

Es importante mencionar que los sistemas de microemulsiones y nano-emulsiones
estudiados hasta el momento para la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizan
grandes cantidades de tensoactivos y disolventes organicos, lo cual hace a estos
sistemas toxicos, tanto para los seres vivos como para el medio ambiente. Es por
esto que en la presente investigacion se han formulado microemulsiones y nano-
emulsiones con bajo impacto en el medio ambiente, utilizando aceites naturales y
tensoactivos con una baja o nula toxicidad y sistemas libres de tensoactivo
utilizando en su lugar alcoholes que son comunmente usados como co-solventes.
Ademas, de reducir los iones metalicos con extractos de plantas los cuales han
mostrado ser eficaces en la sintesis de nanoparticulas metalicas debido a los
multiples componentes con actividad antioxidante, sobre todo en la obtencion de

nanoparticulas de plata.

Por lo anterior, en este trabajo de investigacion de tesis doctoral se desarrollé6 una
metodologia de sintesis verde para obtener nanoparticulas de plata con tamafo
uniforme y controlado, por medio de microemulsiones y nano-emulsiones, utilizando
una formulacion de las mismas que no contiene elementos altamente téxicos, y

utilizando como agente reductor el extracto de hojas de P. hortorum.

Este documento esta conformado por cuatro capitulos. En el primer capitulo se
incluye una revision bibliografica, en donde de manera sucinta se abordan los
diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas para posteriormente describir de
manera mas detallada lo reportado en sistemas de microemulsiones y nano-
emulsiones y su funcion como nanoreactores en la sintesis de nanoparticulas
metalicas, asi como las tendencias existentes actualmente en el campo de la

investigacion en la sintesis de nanoparticulas utilizando extractos de plantas.

En el capitulo dos se encuentra la seccién de la metodologia del proyecto donde se

hace mencion de los materiales y métodos utilizados en este proyecto.
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El tercer capitulo corresponde a la seccion de resultados y discusiéon donde se
profundiza en la descripcion y discusion de los resultados obtenidos. Este capitulo
esta conformado por tres partes, dividido asi ya que se trata de tres formulaciones
diferentes utilizadas para realizar la sintesis de las nanoparticulas de plata. La
primera parte aborda la caracterizacion del extracto de hojas de P. hortorum vy la
sintesis de nanoparticulas de plata en sistemas ternarios libres de tensoactivo
utilizando el extracto de hojas de P. horforum como agente reductor y los distintos
parametros que pueden influir durante la sintesis. La segunda parte aborda el uso
de sistemas ternarios libres de tensoactivos pero utilizando como agente generador
de reductor in-situ al hidréxido de sodio, generando compuestos con actividad
antioxidantes capaces de llevar a cabo la reduccion de los iones metalicos, en esta
seccion también es estudiada la influencia que presenta la variacién de distintos
parametros durante la sintesis. Finalmente la tercera parte involucra la sintesis de
nanoparticulas de plata en sistemas de microemulsiones y nano-emulsiones
utilizando un tensoactivo no idnico, la influencia de la variacion de los parametros

durante la sintesis fue estudiada de igual manera.

Por ultimo el cuarto capitulo corresponde alas conclusiones generales del proyecto.
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OBJETIVOS

Objetivo GENERAL

Desarrollar una metodologia de sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando

microemulsiones y nano-emulsiones.

Objetivos ESPECIFICOS

1. Seleccidon de componentes acuoso/tensoactivo/fase oleosa adecuados que
permitan obtener sistemas de baja o nula toxicidad.

2. Determinacién del comportamiento fasico y caracterizacién de los sistemas
elegidos mediante conductividad y dispersion de luz dinamica.

3. Preparacién de nanoparticulas de plata en microemulsiones y nano-
emulsiones utilizando como reductor al extracto de hojas de P. hortorum 'y
evaluacion de los parametros fisicos y quimicos durante la sintesis.

4. Caracterizar las nanoparticulas obtenidas en las diferentes condiciones.

5. Correlacionar el tamafo y forma de las nanoparticulas obtenidas con las

condiciones de sintesis.



Capitulo 1
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ANTECEDENTES

NANOTECNOLOGIA Y ANTECEDENTES.

El prefijo "nano" identifica el orden de escala de 10-° m, en dimensiones espaciales,
significa estar unicamente un orden de magnitud por encima de las dimensiones
tipicas de los diametros atomicos, 1 A (101° m), de aqui se define a los
nanomateriales como aquellos materiales que tienen caracteristicas estructurales
de por lo menos una de sus dimensiones en nanémetros. Enla Figura 1.1 podemos

observar diferentes objetos con su respectivo intervalo de dimensiones.
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Figura 1.1. Escala de dimensiones, adaptado de [1].
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Ante el surgimiento de la nanotecnologia y los obstaculos con que se encontraron
para definirla, se formé un comité en Estado Unidos llamado la Iniciativa Nacional
de Nanotecnologia (the National Nanotechnology Initiative) y es asi como se

definieron las caracteristicas de la nanotecnologia:

1. La nanotecnologia consiste en la investigacion y el desarrollo tecnologico en

el rango de 1 nm a 100 nm.

2. La nanotecnologia crea y utiliza las estructuras que tienen nuevas

propiedades, debido a su pequefio tamafio.

3. La nanotecnologia se basa en la capacidad de controlar o manipular en la

escala atémica.

Materiales nanoparticulados.

Existen dos caminos para sintetizar nanomateriales; de arriba hacia abajo
(descendiente) y de abajo hacia arriba (ascendente) ilustrados en la Figura 1.2. El
agotamiento o el moler un material hasta obtener pequefios materiales a nano-
escala es un método de arriba hacia abajo tipico en la fabricacién de nanoparticulas.
En cambio, una dispersién coloidal en donde se forman cumulos por cristalizacion

es un buen ejemplo del método ascendente en la sintesis de nanoparticulas.

Dentro de las técnicas descendentes tenemos los métodos fisicos, la fotolitografia,
procedimientos con rayo laser y técnicas mecanicas (molienda y pulido/lijado). En
cuanto a las técnicas ascendentes encontramos a las distintas técnicas de sintesis
en las que la investigacion cientifica se ha enfocado como lo son los métodos
quimicos en solucion, la sintesis organica, el auto-ensamblaje y la agregacion

coloidal, por mencionar algunos [2].
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Estrategia arriba hacia abajo |

\ (descendente)

0.1nm| 1 nm | 10 nm | 100nm| 1 pm | 10 pm |100um| 1 mm

Estrategia abajo hacia arriba
(ascendente)

Figura 1.2. Estrategias para la fabricacion de nanomateriales.

Existen ventajas y desventajas en este tipo de métodos, por ejemplo, en la
estrategia descendente el material obtenido contiene imperfecciones en su
estructura superficial. La estrategia descendente, como lo es la técnica de la
litografia (la cual consiste en la creacion de estructuras tridimensionales a escala
nanoscopica en superficies delgadas mediante un proceso de estampado), puede

causar un dafo significativo en el cristal.

Tales imperfecciones tienen un efecto en las caracteristicas fisicas y quimicas del
nanomaterial, puesto que la superficie porunidad de volumen en los nanomateriales
es muy grande. Las imperfecciones dan lugar a una conductividad térmica reducida
debido a la dispersidon superficial inelastica, que alternadamente llevaria a la
generacion de calor excesivo y por lo tanto al no poder controlar su estructura seria

un material practicamente inservible [3].

El método ascendente se reporta en mayor porcentaje en la literatura para la
obtencion de nanomateriales. La sintesis consiste en construir el nanomaterial
atomo por atomo, por ejemplo, la produccién de sal y de nitratos en la industria
quimica o el depdsito de peliculas en la industria electronica. El principio de este
método consiste en la acumulacion de un material: atomo por atomo, molécula por

molécula, o cumulo por cumulo hasta obtener un nanomaterial.
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Aunque esta metodologia no sea nada nueva, juega un importante papel en la
fabricaciény el proceso de obtencion de nanoestructuras. El método ascendente da
la oportunidad de obtener nanomateriales con menos defectos y una composicion
quimica mas homogénea. Esto es debido a que este método es conducido
principalmente por la reduccion de la energia libre de Gibbs, de modo que las
nanoestructuras y los nanomateriales producidos estén en un estado mas cercano

al equilibrio termodinamico [4].

El estudio de estos nanomateriales no sdlo comprende la sintesis de ellos, sino el
estudio las estructuras que estos toman, desde figuras que son llamadas de
dimensidén cero a las cuales corresponden las nanoparticulas ya que en este caso
las 3 dimensiones estan en el orden de los nandmetros, las de una dimension que
estan conformados por los nanotubos y nano-alambres éstos tienen una longitud
variable conservando unicamente solo una dimension en el orden de los
nandmetros. Los de dos dimensiones que es el caso de las peliculas delgadas las
cuales tienen areas de tamano indefinido pero un espesor que oscila entre 1 nm y
100 nm, y los materiales de tres dimensiones que son sélidos tridimensionales
conformados por agregados de tamafio nanométrico. Existen divisiones dentro de
los materiales nanoestructurados (ver Figura 1.3), los cuales se dividen en aquellos
que proceden de materiales organicos, materiales poliméricos y aquellos que
provienen de materia inorganica, siendo asi éstos ultimos nanomateriales los que

han sido mas estudiados en los ultimos afos [5][6][7].
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Nanomateriales
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Figura 1.3.Categorias de nanomateriales [8][9].

Los metales nobles como el Au, Ag y Pt nanoestructurados, han llegado atener una
gran importancia debido a las propiedades fisicoquimicas que presentan, tales
como la conductividad eléctrica, conductividad térmica y resistencia a la corrosion.
Estos nanomateriales han sido de gran interés ya que se han visto ventajas en la
utilizaciéon en distintas aplicaciones tecnoldogicas tales como la catalisis [10],
sensores quimicos [11] y bioldégicos [12], en Optica [13], espectroscopia Raman
amplificada en superficie (SERS) [14], en la industria cosmética [15] y farmacéutica
[16].

Existe una gran variedad de técnicas que se emplean para llevar a cabo la sintesis
de estos materiales, entre las mas utilizadas encontramos las técnicas,
electroquimicas, sonoquimica, quimica, por método radiolitico y fotoquimico. A
continuacion, se describen brevemente cada una de las técnicas mencionadas

anteriormente.
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SINTESIS DE NANOPARTICULAS.

Sintesis electroquimica.

El proceso por el cual se obtienen los materiales de nanoparticulas se basa en la
aplicacion de un campo eléctrico al sistema, el cual provoca la formacion de iones
en el anodo que viajan a través de la matriz hacia el catodo donde son reducidos
para dar paso a la nucleacion y de esta manera la nanoparticula empieza a crecer.
Es asi como al variar las condiciones del sistema se pueden obtener distintos tipos

de materiales con distintas formas, tamafios y composicion [17][18].

Esta técnica de sintesis ha evolucionado al mejorar las condiciones para obtener
submicroparticulas y nanoparticulas metalicas. Mediante este proceso en el que el
uso de electrodos de distinta naturaleza (electrodos metalicos, de base carbono,
etc.) y el correcto control de las distintas condiciones como la intensidad de la
corriente, temperatura, tiempo y el uso de dispersantes y materiales de soporte,
permiten obtener con relativa facilidad materiales nanoestructurados, con una

dispersion homogénea y un control del tamafio uniforme [17][19][20].

Esta técnica muestra desventajas ya que el uso de productos quimicos como el
amoniaco o sales de amonio disueltas en el electrolito soporte [21], ciclohexano,
acetona [22], etc., que se utilizan durante el proceso de sintesis pueden generar

gases dafinos y/o téxicos.

Sintesis sonoquimica.

Los procesos sonoquimicos se han probado como técnicas eficaces para la
fabricacion y obtencion de nuevos nanomateriales con propiedades inusuales y
variadas formas [23]. Los efectos quimicos de los procesos en los que se utiliza el
uso de sondas de ultrasonido se basan principalmente, en la accion hidrodinamica
que se produce, cuando en un liquido pasa a gran velocidad un perturbador, que en

este caso son las ondas sonoras, creando asi una descompresion.
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Puede ocurrir que la accién del paso de esta onda sonora haga que el liquido
alcance la presion de vapor, formandose asi las burbujas o cavidades, lo que causa
ambientes quimicos y fisicos inusuales que dan la pauta para la sintesis de
materiales nanoparticulados [24]. La radiacion con ondas sonoras es capaz de crear
particulas metalicas de tamafos muy pequefios de apenas unos cuantos

nandémetros (4-15 nm) [25].

Sintesis radiolitica.

La radidlisis se refiere a la disociacidén de la molécula debido al efecto ionizante de
una fuente de radiacion. Esta radiacion o flujo de electrones de alta energia causa
el rompimiento de uno o varios enlaces. La radiacion usada en este método de
sintesis es radiacion radioactiva, es asi como se diferencia de la técnica de fotolisis,
en donde, la radiacidon utilizada es la radiacion UV-visible (UV-vis). El uso de
radiacion ionizante para la sintesis de nanoparticulas metalicas es una técnica
novedosa, ya que in situ se producen especies altamente reactivas con un potencial
de reduccion muy alto, lo cual es dificil de lograr mediante otros métodos. Los
radicales He y e ac (electrones en la disolucion) son utilizados para reducir los iones
metalicos, y a su vez estos atomos metdlicos colisionan para formar las

nanoparticulas metalicas [26].

Uno de los estudios que fundamenta a esta técnica para llevar a cabo la sintesis de
nanoparticulas es la disociacion del agua bajo la influencia de radiacion a
formandose asi el radical hidrégeno (He altamente reductor) y el radical hidroxilo
(*OH altamente oxidante). Es por ello que se prefiere el uso de disolventes que

contengan estos grupos [23].

En medios acuosos se puede llevar a cabo esta técnica, sin embargo, se prefieren
los disolventes organicos como los alcoholes (metanol, isopropanol, etanol, etc.) ya
que se observan algunos cambios en la estabilidad y reactividad de las particulas

usando este tipo de disolventes en comparacion con el agua. Y cabe mencionar que
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se necesita de un equipo especializado y ciertas condiciones para el buen

funcionamiento de este proceso de sintesis [23][24][27].

Biswal y col. en 2011 [28] reportan que mediante la incidencia de radiacion gamma
sobre acido tetracloroaurico (HAuCls*3H20) disuelto en una mezcla de 2-propanol y
acetona, se logra llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas usando como agente
dispersante polivinilpirrolidona. Este mismo tipo de radiacion ha sido utilizada por
Mostafavi y col. en 2002 [29] para la preparacion de nano-clusteres de plata en
metanol. Diversos tipos de nanoparticulas con distintas aplicaciones se han
obtenido con este método. Sin embargo, la radiacién que se utiliza para tal fin es
considerada peligrosa; y se necesita de permisos especiales para hacer uso de ella.
Ademas de equipo especializado lo que la coloca en desventaja frente a las demas

técnicas.

Sintesis fotoquimica.

La fotoquimica se define como aquella rama de la quimica que estudia las
reacciones que proceden a causa de la absorcidn de radiacion electromagnética
(luz). En las reacciones fotoquimicas o reacciones inducidas mediante la radiacién,
ésta actua produciendo radicales libres en las moléculas. Los radicales de interés
para el uso de esta técnica son aquellos que tienen un potencial reductor muy alto,
para que asi la interaccion entre los radicales y los iones metalicos, propicie la

reduccién de éstos y la formacién de las nanoparticulas.

La ventaja de la fotoquimica es que proporciona una via directa y rapida para que
se lleve a cabo la reaccion quimica. La irradiacion de una soluciéon acuosa de
AgClO4, 2-propanol, acetona y varios estabilizantes poliméricos, produce
nanoparticulas de plata. La radiacion UV produce radicales por medio de la
excitacion de la acetona y de los atomos de hidrégeno del 2—propanol. Las
reacciones siguientes son ejemplo tipico del proceso fotoquimico para llevar a cabo

la sintesis de nanoparticulas metalicas [30]:
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Reaccion 1. CH,COCH’ + (CH,),CHOH — 2(CH),COH
Reaccion 2. (CH;),COH & CH3;COCH;+ H* + e
Reaccién 3. (CH;),COH+ Ag* - (CH3),CO+H" + Ag°

Sintesis quimica.

La sintesis mediante reduccidn quimica tiene gran ventaja sobre las demas, ya que
esta técnica se basa en una ruta simple, no requiere de tiempos largos y se puede
escalar el proceso. Las reacciones por las cuales se lleva a cabo la sintesis de
nanoparticulas metalicas son reacciones redox, por lo que la correcta eleccion del
reductor, entre otras variables, es la clave del éxito para la obtencion del material
nanoparticulado.

Dos de las técnicas mas importantes para producir nanoparticulas metalicas son
aquellas en las que se utiliza borohidruro de sodio (NaBH4), y citrato de sodio
(Na3C3HsO(COO0)3), como agentes reductores [31][32]. Con estas técnicas se
pueden obtener nanoparticulas con variedad de formas y tamafos. EI método de
Turkevich [33] utiliza el citrato de sodio para la reduccidén de iones metalicos y se
obtienen particulas que van desde los 9 nm hasta los 120 nm, la variacion del pH

influye en el tamano y forma de la nanoparticula.

El principal reductor utilizado actualmente es el borohidruro de sodio. Sin embargo,
éste es inestable y se descompone rapidamente por lo que se han estudiado
reductores alternativos, que ademas de mostrar buenos resultados son amigables

con el medio ambiente, como lo son el citrato de sodio y el acido ascorbico [34][35].

Esta técnica es una de las mas sencillas y con mejores resultados. Sin embargo, el
uso masivo de productos quimicos para llevar a cabo la reduccién de los iones
metalicos es perjudicial para el medio ambiente, es por esto que en recientes afos
se esta llevando a cabo el reemplazo de estos compuestos quimicos por derivados

naturales, a estos procesos se les ha denominado “sintesis verde” [36][37].
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Mecanismos de formacion de nanoparticulas en solucion.

La formacion de nanoparticulas de plata ha sido estudiada a profundidad para
comprender de mejor manera la forma en la que las nanoparticulas son formadas.
Uno de los primeros estudios fue llevado a cabo por Rothenberg y col. [38], en el
cual sienta las bases de la formacién de clusters metalicos mediante técnicas

espectrofotométricas por el seguimiento de la cinética de reaccién por UV-vis.

Henglein y col. [39] estudiaron el mecanismo de formacién de nanoparticulas de
plata al sintetizarlas con un método fotoquimico, como precursor metalico utilizaron
AgClOs4, el medio de reaccion fue propanol y el estabilizante citrato de sodio. Los
resultados sugieren 2 mecanismos de crecimiento en los cuales la concentracion
del citrato (agente estabilizante) juega un papel importante en la formacion de
particulas monodispersas. Asi cuando la concentracion de citrato es muy baja las
nanoparticulas formadas no se estabilizan por completo y mediante coalescencia
se forman agregados. De igual manera sucede cuando la concentracion es muy alta
ya que la fuerza idnica aumenta y desestabiliza a las particulas, por lo que una
concentracion oOptima de iones citrato permite la formacion de nanoparticulas

monodispersas (ver Fig.1.4)

Concentracion optima de citrato

Agn, A
Ag* °® g
o
ion _ e® @9
Condensacion °
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I
Concentracion baja de citrato ... ....
o, %
....
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Figura 1.4. Mecanismos de crecimiento propuestos por Henglein a bajas y 6ptimas concentraciones de
citrato. Adaptado de [39].
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En 2011 Nishimura y col. [40] llevaron a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata,
monitoreando por medio de las técnicas de espectrofotometria UV-vis y difraccion
de rayos X. La sintesis se lleva a cabo por reduccion de los iones metalicos con
acrilato de sodio, en presencia de hidréxido de sodio, en agua. Los resultados
arrojan que la formacion de las nanoparticulas se lleva a cabo en tres pasos: primero
se forma la especie Ag20 la cual es dependiente de la relacion nitrato de
plata/hidroxido de sodio. Posteriormente la especie Ag20 se redisuelve por accion
de calentamiento, liberando asi los iones Ag*. Finalmente éstos son reducidos y
empieza la formacién de nucleos en la solucion, este ultimo paso puede ser
acelerado al incrementar la concentracion de hidroxido de sodio en la mezcla. En la
Figura 1.5 se esquematiza el mecanismo por el cual ocurre la reduccion de los iones

metalicos en solucién basica.
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® ® S
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Semillas de Ag°

Figura 1.5. Mecanismo de formacion de nanoparticulas de plata. Adaptado de [40].

Estudios con UV-vis, dispersionde rayos X a angulo bajo y microscopia electronica
de transmision (MET) llevados a cabo por Polte y col. [41] en la sintesis de
nanoparticulas de plata utilizando borohidruro de sodio en presencia de

polivinilpirrolidona (PVP), muestran que al llevar a cabo la sintesis sin la presencia

31



ANTECEDENTES

de la PVP, enlos primeros 100 ms se forman nanoparticulas de tamafio de 1 nmy
al pasar el tiempo hasta 400 ms el numero de estas se incrementa conservandose
el tamano. Después de 2 segundos, el tamafno de las particulas se incrementa hasta
4.6 nm y el numero de particulas disminuye. Lo anterior debido a un proceso de
coalescencia durante el crecimiento de las particulas. Por otra parte, cuando la PVP
esta presente en la sintesis los resultados no cambian, sin embargo, las particulas
de 1 nm formadas en la primera fase de crecimiento se conservan asi hasta 80 min
después de llevada a cabo la sintesis, comprobando la accién estabilizante por parte
de la PVP impidiendo significativamente la coalescencia. EI esquema de formacion

propuesto por Polte y col. se muestra en la Figura 1.6.

1. Reduccion 2. Coalescencia 3. Estado meta-estable 5. Nanoparticulas finales
A \[/
A\
kz.M — — |

4. Coalescencia

Sistema sin PVP 50 % de polidispersidad |.02|.°'3° O/‘T;'edd |
radio < 1nm del radio 2-3 nm polidispersicacdde
radio 5-8 nm
<200 ms 5s 5-10 min 30-60 s
30-90 min 2-3 min
radio < 1nm radiode 1 nm,

radiode 5-7 nm,
polidispersidad 15-
20 %

B olidispersidad 60 %
Sistema con PVP P P °

Figura 1.6. Mecanismo de crecimiento de cuatro pasos para nanoparticulas de plata, adaptado de [41].

Hasta ahora los mecanismos mas estudiados se han llevado a cabo en solucién
acuosa como los mostrados anteriormente. Sin embargo, han servido de pauta para
esclarecer como es que se lleva a cabo la formacién y crecimiento de las

nanoparticulas de plata durante la sintesis.

Sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas.
La quimica verde es una rama de la quimica en la cual cada vez se implementan
mas esfuerzos para optimizar los procesos hasta ahora utilizados. De la misma

manera, el desarrollo de métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas ha
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desplegado un gran avance al utilizar compuestos naturales para la fabricacion de
las mismas, entre ellos se encuentran el acido ascoérbico, acido citrico, extractos de
plantas y diversos microorganismos como hongos Yy bacterias. Todos los anteriores
han sido probados con éxito en la obtencién de nanoparticulas metalicas
principalmente de oro, plata y platino [42][43]. Por otra parte, varias investigaciones
han centrado sus esfuerzos en la obtencién de nanoparticulas metalicas con el uso

de extractos de plantas llamados reductores verdes [44][45][46].

La sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas como
componentes reductores ofrece varias ventajas frente a los métodos usuales de
sintesis quimica donde diversos compuestos (dispersantes, reductores, medios de
reaccion) estan involucrados. Las ventajas radican en el uso de compuestos no
dafinos para el medio ambiente, asi como el alto contenido en especies
antioxidantes que garantizan la reduccion de los iones metalicos. Se ha visto que
los compuestos presentes en los extractos ayudan a la estabilizacion de las
nanoparticulas formadas [47,48][49] (Fig. 1.7), éstos compuestos adheridos a la

nanoparticula hacen que éstas sean menos téxicas para organismos vivos [50][51].

La gama de extractos utilizados para sintetizar nanoparticulas metalicas es tan
variada como el numero de especies de plantas que existen en la corteza terrestre
por lo cual ademas de ser un método verde, es econdmico al haber una gran
disponibilidad de la fuente de donde son extraidos. Entre los extractos mas
utilizados se encuentran las plantas de Neem (Azadiracha indica), Aloe vera, té
(Camellia sinensis), Catharanthus roseus, hierba de liméon (Cymbopogon sp.),
Cinnamomum camphora y Datura metel [52]. Los compuestos que se han sefialado
como los principales en la reduccidn de los iones metalicos son distintas clases de

flavonoides, alcaloides, terpenoides y polifenoles [37][44].
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Figura 1.7. Posibles constituyentes de los extractos de plantas responsables de la bioreduccién de los
iones metalicos. Adaptado de [47][48].

Es importante mencionar que a pesar de que este método de reduccion con
extractos de plantas ha mostrado ser una buena alternativa en la obtencion de
nanoparticulas metalicas, los estudios se han centrado en la elaboracion de
nanoparticulas principalmente de oro y plata [53][54], por lo que el desarrollo de

nanoparticulas de otros iones metalicos ofrece un amplio campo de investigacion.

Uno de los primeros reportes de sintesis de nanoparticulas de plata utilizando
extracto de geranio, fue en el afio 2003 [55]. Comparado con otros métodos de
sintesis verde, como el uso de microorganismos (bacterias y hongos), los extractos
de plantas son mas eficaces y rapidos. Es de notar que con el uso de los extractos
de plantas la formacién de nanoparticulas metalicas usualmente se lleva a cabo a
condiciones normales de temperatura y presién, lo que ofrece una ventaja frente
otros tipos de métodos con reductores que necesitan de energia (calor) para llevar
a cabo la reduccion de los iones metalicos. Parametros tales como el pH, masa de
hojas para hacer el extracto, concentracion del precursor metalico y tiempo de

reaccion afecta directamente a las nanoparticulas obtenidas.

Las partes mas utilizadas para elaborar estos extractos acuosos son las hojas,

aunque las raices, tallos y flores han sido probados para el mismo fin. Las moléculas
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a las cuales se les ha conferido la accién reductora o antioxidante ademas de
estabilizantes al cubrir la superficie de las nanoparticulas son biomoléculas
pertenecientes a las familias de compuestos fendlicos, polisacaridos, flavonoides,
alcaloides, terpenoides, aminoacidos, enzimas, proteinas, alcoholes, vitaminas e
incluso algunos pigmentos [56][57][58][59][60][61][62][63][64]. La mayoria de los
autores no utiliza un agente estabilizante extra, sino, que el simple uso del extracto
suele ser suficiente para actuar como estabilizante y reductor, sin embargo, algunos
investigadores han utilizado L-cistina [65] y piperitona [66] para recubrir las

nanoparticulas formadas y evitar su agregacion.

Para fines practicos la eleccion debera focalizarse sobre una planta cuya
distribucion y adaptabilidad a distintas condiciones climaticas sea buena, asi como

el facil manejo.

Para separar las nanoparticulas del medio de reaccion, la centrifugacién es el
método mas comun para la obtencion de una pastilla la cual después es sometida
a lavados y a secado para su posterior caracterizacidén. Entre las caracterizaciones
mas comunes a las que se someten las nanoparticulas de plata son la obtencion
del espectro UV-vis, microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia
electronica de transmision (MET), andlisis infrarrojo de transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos X (DRX) y energia dispersiva de rayos X (EDX).
Mediante el uso de dispersion de luz dinamica (DLS) los tamafios de particula en
suspension pueden ser determinados y se reportan como radio o diametro

hidrodinamico (Rn o Dn).

Las técnicas térmicas, como el andlisis termogravimétrico (TGA) es utilizado
principalmente para la determinacién de la cantidad de componentes organicos que
quedan adsorbidos sobre la superficie de la nanoparticula asimismo para estudiar
la resistencia térmica de la nanoparticula [67]. El analisis por medio de

espectroscopia de emision utilizando Plasma Acoplado Inductivamente (ICP) para

35



ANTECEDENTES

analizar la concentracion y conversion de los iones plata a nanoparticulas ha sido
reportado [68].

Sintesis de nanoparticulas de plata utilizando extracto de hojas de geranio
como componente reductor.

Las especies de Pelargonium comunmente conocidas como geranios o malvas son
plantas cuyos componentes son ampliamente utilizados en la industria alimenticia,
cosmética y de productos sanitarios. Existen mas de 300 especies pertenecientes
al género Pelargonium. Sin embargo, el mas extendido y de uso ornamental es el
Pelargonium x zonale o Pelargonium hortorum debido a la adaptabilidad que esta
especie ha mostrado frente a distintas condiciones ambientales [69][70]. La
caracterizacion de extractos acuosos y etandlicos de distintas especies de
Pelargonium arrojan que compuestos flavonoides son principalmente extraidos de
las hojas de estas plantas [71][72]. Debido a lo anterior P. hortorum mejor conocida
como geranio 0 malva es una excelente opcion para ser considerada como una
fuente de componentes reductores para la sintesis de nanoparticulas de plata.
Jafarizad y col. [73] reportaron el uso de extractos de menta y Pelargonium para la
produccidon de nanoparticulas de oro con tamafnos en el intervalo de 10-100 nm, la
caracterizacion de estos extractos arrojd que los principales componentes
reductores son isoeugenol y espatulenol presentes en la menta y flavonoides,
fenoles y taninos del extracto de Pelargonium. Sastry y col. [74] reportan el uso de
Pelargonium graveolens para la sintesis de nanoparticulas de plata obteniendo
tamanos que varian desde los 16 hasta los 40 nm. Mirohczyk y col. [75] obtuvieron
nanoparticulas de oro (2-80 nm) al utilizar el extracto de hojas de Pelargonium
hortorum. Sin embargo, multiples morfologias fueron obtenidas (particulas
esféricas, triangulares y hexagonales). Cuando aunado al efecto reductor del
extracto de P. hortorum se adiciona el efecto sonocatalitico, nanoparticulas de oro
con tamafos en el intervalo de 8-20 nm pueden ser obtenidas [76]. Asi los extractos
obtenidos a partir de las especies de Pelargonium muestran ser eficaces en la

obtencion de nanomateriales, sin embargo, dependiendo del medio de reaccion, la
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polidispersidad en los tamafios de las nanoparticulas obtenidas es una gran

desventaja [77].

Mecanismo de formaciéon de AgNPs.

A pesar de que este método ha resultado ser eficaz y muy utilizado en recientes
afios, el mecanismo por el cual se lleva a cabo la formacién de las nanoparticulas
aun no ha sido completamente esclarecido debido a la complejidad que presentan
los extractos, los cuales son un coctel de antioxidantes (carbohidratos, grasas,
proteinas, enzimas y co-enzimas, fenoles, flavonoides, terpenoides, alcaloides,
gomas, etc.) capaces de donar electrones para llevar a cabo la reduccién de los
iones plata a plata metalica. Sin embargo, técnicas analiticas como la cromatografia
han ayudado a determinar los componentes mayoritarios de algunos de los
extractos estudiados, pudiendo de tal manera proponer que especies pueden ser
las responsables de la transformacion de los iones metalicos a nanoparticulas
metalicas. De tal manera se ha podido esclarecer que la donacion de electrones se
deriva de la deshidrogenacién de acidos (en el caso del acido ascorbico) y alcoholes

(catecol), y a conversiones ceto-enol (quinonas, remirin) [78][79][80][81].

Factores involucrados en la sintesis de AgNPs.

Los principales factores que afectan la sintesis de nanoparticulas utilizando este
método son la temperatura, concentracion de ion metalico, contenido de hojas para
realizar el extracto, pH, tiempo y agitacion durante la sintesis. Estas variables, se
ha visto, afectan de manera significativa al tamafio y forma de las nanoparticulas
[82]. Una gran cantidad de reportes indica que la sintesis en medio basico mejora
la estabilidad de las nanoparticulas [83][84][85][78], la velocidad de la reaccion
disminuye [86][87][88], ademas de buenos rendimientos de reaccidon y mejoria en el
proceso de reduccién [89]. Por su parte Daizy reporta que al modificar el pH logra
cambiar la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas de poliédricas a esféricas
[90]. Sin embargo, al aumentar el pH por arriba de 11 el fendmeno de aglomeracién

de las particulas prevalece haciendo que estas se desestabiliceny precipiten [91].
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La agitaciony temperatura de reaccidén se ha demostrado que son parametros muy
importantes. Muchos investigadores han llevado a cabo la sintesis de
nanoparticulas con temperaturas de hasta 100 °C al utilizar biopolimeros y extractos
de plantas obteniendo tamarfios de particula pequefios y disminuyendo los tiempos
de reaccion [92][93]. A pesar de lo anterior casitodas las sintesis donde se involucra
el uso de extractos de plantas llevan a cabo a temperatura ambiente (25-37 °C). En
cuanto a la agitacion se ha visto que es importante, principalmente para evitar la
aglomeracion de las nanoparticulas al utilizar microorganismos como componentes
reductores, sin embargo, al utilizar extractos de plantas aun no existe un estudio

que demuestre que la agitacion evita el proceso de aglomeracién.

Aplicacion de las AgNPs.

La mayoria de las nanoparticulas de plata sintetizadas mediante éste método se
aplican principalmente en biomedicina, como antibiéticos, bactericidas [94] y
anticancerigenos [95] mostrando una buena biocompatibilidad y a la vez siendo
eficaces en la accion antibacteriana y anticancerigena. Lo anterior debido a las
moléculas (presentes en los extractos de plantas) que rodean la superficie de la
nanoparticula [96][64]. Sin embargo también han sido utilizadas en otros procesos,
como catalizadores en la degradacion del colorante azul de metileno [97], sensor de
iones de metales pesados [98], sensor de peréxido de hidrogeno [91], en

radioterapia [99], y como nano-acarreadores de farmacos [100].

De acuerdo a los indicadores de Scopus la sintesis utilizando extractos acuosos de
plantas es un método que poco a poco va ganando popularidad para la sintesis de
nanoparticulas metalicas de oro y plata. Los datos arrojan que durante el periodo
de 2012 ajulio de 2017 los métodos comunes, son los mas utilizados para sintetizar
nanoparticulas. Sin embargo, los que usan extractos de plantas representan aun un
pequefio porcentaje. En la Figura 1.8 se muestra el niumero de publicaciones
relacionadas con la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando todo tipo de
meétodos ademas de la sintesis utilizando extractos acuosos de plantas y la sintesis

de nanoparticulas de oro y plata utilizando éste ultimo método.
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Figura 1.8. Numero de publicaciones registradas en Scopus correspondientes al periodo 2012-2017

sobre sintesis de nanoparticulas metalicas y de oroy plata utilizando extractos acuosos de plantas.

METODOS DE CARACTERIZACION PARA NANOPARTICULAS DE PLATA.

A continuacion se describiran algunos de los métodos que se utilizaron para llevar
a cabo la caracterizacién de las nanoparticulas de plata sintetizadas en este trabajo.
Asi, se abordaran técnicas como la dispersion de luz dinamica para la medicion del
tamafo de particula, la resonancia del plasmoén superficial y la técnica de Cytoviva

con obtencion de imagen hiperespectral para la visualizacidon de las particulas.

Dispersion de luz dinamica (DLS).

La técnica de DLS se usa para determinar el tamafno de gota/particula vy la
polidispersidad en dominios dispersos. Cuando un haz de luz interactia con
particulas coloidales que estan bajo la influencia del movimiento browniano, las

particulas dispersan la luz. La medida que se realiza es la fluctuacion de la variacién
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de la intensidad de dispersionde luz por parte de las particulas en funcion deltiempo
(tiempo de retardo), el cual se usa para extraer el coeficiente de difusién de una
particula o gota en solucion [101]. El coeficiente de difusion medido se puede usar
para calcular un radio hidrodinamico (Rn) de la particula usando la ecuacion de
Stokes-Einstein (Ec. 1.3):

kT

h= Ecuacion 1.1
6nnD

Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta en Kelvin; n es
la viscosidad (cP) de la fase continua y D (cm?s) es el coeficiente de difusidn
[101,102]. La correlacion de la intensidad se puede realizar mediante hardware
electronico (correlacionador digital) o analisis de software de las estadisticas de
fotones. Debido a que las fluctuaciones suelen oscilar entre nanosegundos y
milisegundos, el hardware electronico suele ser mas rapido y mas confiable en este

trabajo.
Al igual que otras técnicas, este método presenta limitaciones las cuales son [103]:

e La presencia de particulas grandes, incluso en pequefas cantidades,
pueden ser contabilizadas durante el analisis.

o Sedimentacion: esto es particularmente probable con particulas densas.
Aumentar la densidad del dispersante mediante, por ejemplo, la
introduccidon de sacarosa es una estrategia util, sin embargo, solo permite
aumentar la densidad hasta 1.05 g mL™".

e Baja resolucion: cuando los tamarfios de la muestra estan muy cercanos, la
técnica DLS no caracterizara con precision una muestra polidispersa, por lo
que es aconsejable llevar a cabo la separacion antes de la medicion.

e Dispersiéon de luz mdltiple: la dispersion multiple se produce cuando la luz
dispersada de una particula se dispersa por otra antes de llegar al detector,
y compromete el calculo preciso del tamafio de particula en muestras mas

concentradas.
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e La muestra no debe absorber la luz de la longitud de onda utilizada. Se
deben evitar soluciones muy coloridas o que presenten fluorescencia.

e Las moléculas o particulas en solucion deben tener un indice de refraccion
diferente al del dispersante/disolvente.

e La solucién/dispersion debe ser termodinamicamente estable en la escala
de tiempo de una medicién, es decir, no deben tener lugar reacciones

rapidas en la solucion.

En el presente trabajo se utilizaron dos distintos modelos de analisis matematicos,
el método de Acumulativos y de CONTIN. Para tal efecto, en todos los modelos se
suponen dispersiones altamente diluidas para evitar la interaccion entre particulas,

asi como, que las particulas en cuestion presentan morfologia esférica.

Método de acumulativos.

Para obtener el coeficiente de difusion, se debe analizar la funcion de correlacién
de intensidad. El procedimiento estandar para esto es la aplicacion del método
acumulativo. Al ajustar un polinomio de tercer grado al logaritmo de la funcion de
correlacion de intensidad, se obtiene la tasa de decaimiento I (primer cumulante).
La velocidad de decaimiento esta directamente relacionada con el coeficiente de

difusion D:
I = q* Ecuacién 1.2
Donde g es el vector de onda, que depende del angulo de dispersion.

Las 6rdenes mas altas del resultado de ajuste (2° y 3er cumulante) dan el indice de
polidispersidad de la muestra. Los instrumentos modernos de dispersiéon de luz
dindmica realizan analisis acumulativos de forma automatica. Sin embargo, la
calidad del resultado depende significativamente de la calidad de los datos y la
configuracion de restricciones del procedimiento. El analisis acumulativo solo puede
determinar la distribucion del tamafio de particula de una distribucion gaussiana en

torno al tamafo medio de particula. Para distribuciones de tamafo de particula bi o
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polimodales, se requieren métodos de analisis mas complejos, como el método

Contin.

Método de Contin.

Un método alternativo para analizar la funcion de autocorrelacion se puede lograr a
través de una transformada de Laplace inversa conocida como CONTIN
desarrollada por Steven Provencher [104][105]. El analisis CONTIN es ideal para
sistemas heterodispersos, polidispersos y multimodales que no se pueden resolver
con el método acumulativo. La resolucion para separar dos poblaciones de
particulas diferentes es aproximadamente un factor de cinco o mas y la diferencia
en las intensidades relativas entre dos poblaciones diferentes debe ser inferior a 1x
10-5.

Resonancia del Plasmén Superficial (RPS).

Existe un interés creciente en la utilizacion de las propiedades épticas de las
nanoparticulas de plata como componente funcional en diversos productos y
sensores. Las nanoparticulas de plata son extraordinariamente eficaces para
absorber y dispersar la luz y, a diferencia de muchos tintes y pigmentos, tienen un

color que depende del tamafio y la forma de la particula.

La fuerte interaccion de las nanoparticulas de plata con la luz se produce porque los
electrones de conduccioén en la superficie del metal sufren una oscilacion colectiva
cuando se excitan con luz a longitudes de onda especificas. Esta oscilacion
conocida como resonancia de plasmoén de superficie (RPS) esquematizada en la
Figura 1.9, da lugar a propiedades de dispersion y absorcién inusualmente fuertes.
De hecho, las nanoparticulas de plata pueden tener secciones eficaces de extincion
(dispersion + absorcion) hasta diez veces mas grandes que su seccion transversal
cuando esta no se encuentra en tamafios nanomeétricos. La seccion transversal de
dispersion permite que las nanoparticulas de 100 nm se visualicen facilmente con

un microscopio convencional de campo oscuro.
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Figura 1.9. Representacion del efecto oscilante de los electrones de superficie en nanoparticulas

metalicas.

Cuando las nanoparticulas de plata de 60 nm se iluminan con luz blanca, aparecen
como difusores de fuente puntual de color azul brillante bajo un microscopio de
campo oscuro (Figura 1.10). El color azul brillante se debe a una RPS que alcanza

su punto maximo a una longitud de onda de 450 nm.

Figura 1.10. Nanoparticulas de plata de 60 nm utilizadas en citodiagnéstico observadas en un

microscopio 6ptico con la técnica de campo oscuro. [106]

Una propiedad unica de las nanoparticulas esféricas de plata es que esta longitud
de onda maxima se puede sintonizar desde 400 nm (luz violeta) a 530 nm (luz verde)
dependiendo del tamafo y forma de la particula, el indice de refraccion local cercano
a la superficie, la presencia de especies adsorbidas y la distancia media entre
nanoparticulas vecinas. Incluso se pueden lograr desplazamientos mas grandes de

la longitud de onda de la RPS hacia la regién infrarroja del espectro
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electromagnético cuando las nanoparticulas de plata presentan formas de varilla o
platos. Un ejemplo del espectro de absorcion UV-vis al variar el tamafo de las
nanoparticulas se muestra en la Figura 1.11. En este espectro se puede observar
el desplazamiento del maximo de absorcion hacia el rojo a medida que aumenta el

tamano de la nanoparticula.
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Figura 1.11. Resonancia del plasmoén superficial en funciéon del tamafo de las nanoparticulas de plata

esféricas. [106]

En la literatura se puede encontrar una diversidad de espectros de RPS de
nanoparticulas de plata en la regién visible, por ejemplo, el trabajo realizado por
Tang y col [107], donde las coloraciones de las nanoparticulas de plata van del

amarillo (particulas esféricas) al azul (particulas triangulares) pasando por el rojo
(particulas en forma de barra) (Figura 1.12).
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Figura 1.12. (Arriba) Fotografia de soluciones de nanoparticulas de plata con diferentes colores. (Abajo)

Espectros de extincion de las nanoparticulas de plata correspondientes a las soluciones anteriores.

Microscopia de imagen hiperespectral Cytoviva.

La microscopia hiperespectral es una técnica que se esta desarrollando y
explorando para abordar los desafios analiticos actuales para los materiales a
nanoescala. Esta técnica combina la proyeccion de imagen hiperespectral (HSI) con
la 6ptica avanzada, tipicamente centrandose en los sistemas especializados de la
reflectancia del campo oscuro. Varias publicaciones [108][109][110] han
demostrado la eficacia de la técnica en una amplia gama de aplicaciones, incluida
la fabricacion de materiales y el analisis de muestras biolégicas y ambientales. La
técnica permite recopilar datos del perfil espectral caracteristicos (analogos a los
que proporciona la espectrofotometria tipica) de luz infrarroja y visible reflejada por

muestras que identifican de manera unica los materiales de interés.

El principio es combinar espectrofotometria e imagenes, en lugar de tomar una sola
fotografia con una sola longitud de onda dominante por pixel, la éptica avanzada y
los algoritmos permiten la captura de un espectro completo por pixel. Con esto
agrega otra dimensién a una imagen que de otro modo seria bidimensional, a veces

se hace referencia a una imagen hiperespectral como un cubo de datos. Mediante
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la recopilacién de espectros de materiales de referencia, es posible correlacionar
estos espectros de referencia con una imagen hiperespectral para identificar
materiales especificos de interés en la imagen. Esto forma la base de la técnica y
su principal ventaja: la capacidad de obtener imagenes simultaneas de muestras
diversas y heterogéneas e identificar los materiales presentes [111]. El término
"hiperespectral", en lugar de solo "espectral", se refiere al rango de longitudes de
onda medidas, que generalmente incluye espectros cercanos al infrarrojo, visibles
y en ocasiones, casi ultravioletas. El uso de imagenes de campo oscuro mejora la
efectividad de la técnica ya que disminuye la sefial de fondo y enfatiza materiales
que dispersan la mayor cantidad de luz, y tales espectros de dispersion son

caracteristicas mas exclusivas de un material dado [112].

El mejor ejemplo de esta técnica con capacidades a nanoescala es el microscopio
CytoViva® y el sistema HSI (Auburn, Alabama, EE.UU.). El sistema esta montado
en un microscopio 6ptico Olympus BX-41 (Melville, Nueva York, EE.UU.). Emplea
un novedoso iluminador basado en campo oscuro que enfoca una luz altamente
colimada. Las imagenes resultantes tienen mejor contraste y mayor relacién
sefal/ruido que las obtenidas mediante microscopia de campo oscuro convencional.
Esto se logra mediante el uso de las propiedades de dispersion intrinseca de la luz
de los objetos, materiales y productos bioldgicos, de modo que no es necesaria la

tincion previa de la muestra para su visualizacion, ahorrando costos.

La informacion espectral de la muestra se obtiene con las longitudes de onda visible
y cercana al infrarrojo (VNIR; 400-1000 nm) de luz dispersa con el sistema HSI y el
software Environment for Visualization (ENVI). La imagen HSI obtenida permite
analizar las particulas en solucion u otras matrices. Un ejemplo de imagenes y los
perfiles espectrales que se pueden obtener con CytoViva se muestran en la Figura
1.13. La imagen muestra al microorganismo C. elegans expuesto a AgNPs, las
AgNPs se absorben junto con los alimentos por C. elegans (Fig. 1.13 a). Algunas
AgNPs también son introducidas en las células de los nematodos, y se transfieren

a los embriones, las nanoparticulas son identificadas al obtener su espectro (Fig.
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1.13 b). Imagen hiperespectral (HSI) que muestra la presencia de AgNPs dentro y
fuera de C. elegans después de la exposicion; los rectangulos coloreados
corresponden a areas de pixeles (regiones de interés) en la HSI donde se recogen
los perfiles espectrales (Fig. 1.13 c¢). Los perfiles espectrales de las AgNPs y la
region de la hipodermis de C. elegans; muestra los colores verde, rojo y azul oscuro
que representan clusteres internos de AgNPs, y grupos de AgNPs externos al
microorganismo presentan colores amarillos, cian y marron, el fondo se ilustra en
color magenta (Fig. 1.13 d). Se detecta muy poca sefial en nematodos no expuestos
(Fig. 1.13 e y f), hay que tener en cuenta que los valores del eje Y son mucho mas
bajos en (f) que en (d); y un mayor contraste fue usado en (e) que en (c) para la
visualizacién. Imagenes tomadas con la tecnologia de imagen hiperespectral
CytoViva con microscopia de campo oscuro a 100x (imagenes a, b y e) o aumento
total de 40x (imagen c). El color del perfil espectral corresponde al color del
rectangulo en la imagen y cada perfil representa el promedio de todos los pixeles

presentes en cada cuadrado. Imagenes adaptadas de [113].
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Figura 1.13. Ejemplo de aplicacion de CytoViva® para la visualizacion de la internalizaciéon de

nanoparticulas en las células de Caenorhabditis elegans.

Liuy colaboradores reportaron la identificacion y caracterizacién de AQNPs en agua
ultrapura como en aguas complejas, es decir, agua de ecosistema de humedal

simulado y aguas residuales. Se pudo determinar la presencia de AgNPS utilizando
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la técnica de Cytoviva observando variados colores para las nanoparticulas
dispersas mientras que un color amarillo a blanco para los agregados presentes. Se
pudo demostrar que los colores varian dependiendo del tamafio de las
nanoparticulas. Se encontrdé que las nanoparticulas que presentaban color
azul/violeta, verde y rojo tienen tamafos aproximadamente, 10, 20 y 40 nm,

respectivamente [114], en la Figura 1.14 se muestra lo anterior mencionado.
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Figura 1.14. Imagenes hiperespectrales y los perfiles espectrales de nanoparticulas en longitudes de

onda visible e infrarroja cercanas (VNIR: 400-1000 nm).

EMULSIONES.

Los coloides son dispersiones de dos o mas materiales inmiscibles, donde el
tamafo de las particulas o material dispersado se encuentra entre 1 nm y 1 ym
[115]. Las emulsiones forman parte de los coloides y en 1965 Becher las definio
como sistemas heterogéneos que se conforman por un liquido inmiscible finamente
disperso en otro en forma de gotas con diametros mayores o iguales a 0.1 uym, se
forman gracias ala accion mecanica de un agitadory se caracterizan por tener poca

estabilidad, ésta puede mejorarse al utilizar emulsificadores o tensoactivos [116].
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El término “estable” varia desde unos pocos minutos hasta afios y esta en funcion
de distintos fendbmenos, que como consecuencia llevan a cabo la separacién de las
fases. Dentro de éstos fendbmenos encontramos a la floculacion, coalescencia,
formacion de cremas o natas y la maduracion de Ostwald, todos derivados de los
choques e interacciones que se llevan a cabo entre las gotas de aceite 0 agua

dependiendo de la naturaleza de la emulsion.

La sedimentacion y formacion de natas depende del tamafo de la gota formada,
resulta de la accion de fuerzas externas como la gravitacional o centrifuga, estas
fuerzas son mayores a las debidas al movimiento Browniano por lo que las gotas de
mayor tamarfio tenderan a ubicarse al fondo o en la parte superior (dependiendo de

la densidad del medio).

Cuando la magnitud de las fuerzas atractivas es mayor a la de las fuerzas repulsivas
entre las gotas dispersas, éstas tienden a flocular. Es decir, las fuerzas de Van der
Waals son tan débiles que las gotas dispersas forman cumulos conservando el

tamafio de gota de cada una de ellas.

Enla maduracion de Ostwald [117] se da un fendbmeno de solubilizacion, a pesar de
tratarse de liquidos inmiscibles siempre hay una pequefa porcion que se solubiliza
(y no es despreciable). De tal forma que las gotas mas pequefias comparadas con
las mas grandes tendran una mayor solubilidad, asi al pasar el tiempo estas tienden
a desaparecer dejando unicamente a las gotas mas grandes por lo que la

distribucion de tamanos se desplazara a tamafios mayores.

La estabilidad que proporcione la pelicula conformada por el emulsificador que
rodea a las gotas de la fase dispersa determinara que se lleve a cabo o no la
coalescencia, asi como también la inversién de fase que es, como su nombre lo
indica, que la fase dispersa pasa a ser el dispersante y viceversa. El constante
choque entre las gotas ocasionara el rompimiento de las mismas si es que la capa
de tensoactivo que rodea a las gotas no es estable, ocasionando la formacion de

gotas de mayor tamafio y en el peor de los casos la separacidn de las fases.

50



ANTECEDENTES

En la Figura 1.15 se ilustran los fendmenos de rompimiento antes mencionados.
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Ostwald

Figura 1.15. llustracion esquematica de los procesos de rompimiento en las emulsiones.
Adaptado de [270]

Las emulsiones dependiendo del tamafio de las particulas dispersas, pueden

clasificarse como:
a) Macroemulsién o Emulsion: tamano de gota desde (0.1-100) ym.
b) Miniemulsion o Nanoemulsion: tamafo de gota desde (20-200) nm.

La apariencia de la emulsién depende de la dispersion de la luz provocada por las
gotas de la fase dispersa. La intensidad de la dispersidn es proporcional a la sexta
potencia del radio de la gota, FR®[118]. A medida que el diametro de las gotas
disminuye, la apariencia de las emulsiones va desde una solucion lechosa o
"macroemulsiéon” (dispersa todo el espectro de la luz visible incidente) al de una
solucién translucida gris (opalescente) o nano-emulsién (las gotas son muy

pequefias para dispersar todo el espectro de incidencia de la luz visible) y finalmente
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a una solucion transparente o "microemulsién" (con diametro de gota menor que la

longitud de onda de la luz visible incidente).

Las emulsiones debido a las estructuras compartamentalizadas que forman, tienen
multiples aplicaciones, desde formar parte de gran numero de formulaciones
farmacéuticas, cosméticas, en la extraccion liquido-liquido [119], deshidratacion del
crudo [120], en la industria alimenticia[121], en la fabricacion de pinturas [122],
adhesivos [123], recubrimientos [124], lubricantes [125], hasta la sintesis de

nanomateriales [126].

Existen varios tipos de emulsiones, éstas son clasificadas tomando en cuenta que
componente actua como dispersante y cual como dispersado, por lo que son
clasificadas en:

Emulsion aceite en agua (Oil-in-Water O/W). En este tipo de emulsion la fase

dispersa es el aceite mientras que la fase continua es el agua o una fase acuosa.

Emulsion agua en aceite (Water-in-Oil W/O). Aqui la fase continua es un medio

oleoso y en ella se encuentra dispersa agua o una fase acuosa.

En la Tabla 1.1 se muestra un comparativo entre emulsiéon, nano-emulsién y

microemulsion donde se presentan las principales diferencias entre ellas.
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Tabla 1.1. Comparacion entre los distintos sistemas de emulsiones y microemulsion.

Propiedades Emulsion Nano-emulsién Microemulsion

Aspecto Visual

Diametro de gota

) 0.5-100 pm 50-200 nm 1-100 nm
promedio
Estabilidad Cinética Termodinamica
Formacién Aporte de energia Espontanea
Concentracion de .
Baja Alta

tensoactivo

Nano-emulsiones.

Las nano-emulsiones son emulsiones cuyo tamafo de gota se encuentra
tipicamente entre los 20 y 200 nm. A diferencia de las microemulsiones las nano-
emulsiones no presentan estabilizacién termodinamica pero si gotas de tamano
nanomeétrico, lo cual las hace interesantes para diversas aplicaciones. Debido al
tamafio nanométrico de las gotas, la apariencia de las nano-emulsiones puede ser
desde traslucido hasta opalescente y a diferencia de las emulsiones estas poseen

estabilidad frente la sedimentacion o cremado.

Al ser emulsiones, éstas necesitan de energia externa para su formacion, asi se
han desarrollado métodos para la obtencién de nano-emulsiones. Que se pueden

dividir en métodos de alta y baja energia, siendo estos ultimos los preferidos debido
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a la facilidad de obtenciéon de las nano-emulsiones, ademas de no necesitarse

equipos especializados.

Los métodos de alta energia para la formacién de nano-emulsiones hacen uso de
equipos mecanicos como agitadores de alta velocidad, homogeneizadores de alta
presion y equipos de ultrasonido. Asi las técnicas de homogeneizacion a alta
presién, microfluidizacion, sonicacion, dispersidn a chorro y ultrasonido de amplitud
alta son utilizados para tal fin. Los métodos anteriormente mencionados han
demostrado ser eficaces en la obtencién de gotas de tamafio nanométrico, sin
embargo, el gasto energético para la formacion de las nano-emulsiones puede

considerarse como la principal desventaja de estos métodos.

Debido a que en este trabajo se utilizd un método de baja energia, se profundizara

un poco en lo que consisten cada uno de ellos.

En contraste con los métodos de alta energia, los de baja energia utilizan las
propiedades fisicas y quimicas del sistema para la obtencion de nano-gotas. Uno
de los métodos mas utilizados para la obtencion de nano-emulsiones es el
propuesto por Shinoda [126], en el cual los cambios de solubilidad de tensoactivos
no idnicos, que contienen al grupo polietileno son aprovechados, este método es

también llamado método PIT (Phase Inversion Temperature).

En éste se utiliza una mezcla de aceite, agua y tensoactivo no idnico la cual se
somete a cambios en la temperatura, esto hace que el tensoactivo se vuelva mas
lipofilico (debido a la deshidratacion de los grupos polietileno) y empiece a
solubilizarse en la fase oleosa. La temperatura en la cual el tensoactivo muestra
propiedades balanceadas de hidrofilicidad e hidrofobicidad se denomina
temperatura de equilibrio hidréfilo-lipdfilo (THe). ElI cambio en la temperatura se
prefiere sea rapido ya que de esta manera se previenen fendmenos como la
coalescencia y la estabilidad de las nano-emulsiones obtenidas aumenta. Las

desventajas que presenta este método son: es limitado al uso de tensoactivo no
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idnicos y se necesita de energia térmica y la presencia de fases de cristal liquido o

microemulsion para la obtencion de las nano-emulsiones.

En la Figura 1.16 se describe graficamente el proceso PIT para la formacién de

nano-emulsiones.

Descenso de la temperatura
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Figura 1.16. Representacion esquematica de un posible mecanismo de formacién de nano-emulsiones
O/W por el método PIT. La curvatura de la pelicula interfacial del tensoactivo se cambia por enfriamiento,
y la fase bicontinua D se rompe, formando nanogotas. A) Una fase de microemulsion D de aceite es la
fase de equilibrio inicial; B) dos fases, W + D, son el equilibrio inicial, y el exceso de agua no esta

participando en la formacioén de nanogotas, sino como medio de dilucién. Adaptado de [127].

Otro de los métodos que se han empleado es el llamado efecto Ouzo, donde una
mezcla compuesta por aceite y un disolvente inmiscible o parcialmente miscible en
agua se ponen en contacto con agua y la formacién de nanogotas se da de manera
espontanea, por lo que también es conocido como emulsificacion espontanea [128]
(Figura 1.17). Las nano-emulsiones se pueden producir por este método a
temperatura ambiente sin el uso de ningun equipo especial. Generalmente se afiade
agua gradualmente a una mezcla de aceite y tensoactivo, a temperatura constante
para producir nano-emulsiones O/W. La espontaneidad del proceso de emulsién

depende principalmente de: la tension interfacial, la viscosidad interfacial y de la
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mezcla, la region de transicion de fase, la estructura del tensoactivo y su
concentracion [129]. La desventaja principal de este método es la cantidad limitada
de la fase oleosa y la presencia del disolvente que tienen que estar presentes en la

mezcla inicial.

-

Figura 1.17. Método de emulsificacion espontanea. Adaptado de [130].

Por ultimo se describira el método PIC (Phase Inversion by Composition), el cual
fue utilizado en este trabajo para la obtencién de nano-emulsiones O/W. A diferencia
del método PIT, en este método el cambio que se necesita es en la composicion del
sistema, asi cuando la relacién aceite:agua es alterada la inversién de fase se da
[131]. En este método la mezcla inicial es generalmente una microemulsion W/O a
la cual se afiade progresivamente la fase acuosa a utilizar. Al incrementarse el
volumen de agua en el sistema, el grado de hidratacion de los grupos polietileno del
tensoactivo va aumentando y las propiedades hidrofilicas-lipofilicas del tensoactivo
se empiezan a igualar, similar a la temperatura HLB. Cuando el agua se encuentra
en exceso en comparacion con el aceite pequefias gotas de aceite en agua (O/W)
empiezan a formarse. Es de notar que este método es analogo al método PIT, sin
embargo, el uso de temperatura y tensoactivos no iénicos no es necesario. Se ha
observado que con este método los tamarfos de gota suelen ser menores (tan bajos
como 20 nm) [132][133], comparados con los obtenidos con el método PIT ademas
de suponerse que las nano-emulsiones obtenidas pueden ser sometidas a una

dilucion infinita.
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Sintesis de nanoparticulas metalicas en nano-emulsiones.

Entre las principales aplicaciones que se les ha dado a las nano-emulsiones se
encuentra la preparacion de particulas poliméricas, sin embargo, en el ambito
farmacéutico, cosmético y de obtencion de nanomateriales también destaca su
desempenio. Es por ello que estos sistemas son interesantes para llevar a cabo la
sintesis de nanoparticulas metalicas, sobre todo las nano-emulsiones O/W debido
a los tamafos de gota que se pueden obtener y a la baja cantidad de tensoactivo

que se utiliza para su fabricacion.

Nanoparticulas de metales y aleaciones con puntos de fusion bajo como el indio
(156.6 °C) vy la aleacion de Field (35 % Bi, 51 % In y 16.5 % Sn con punto de fusién
63.2°C) fueron sintetizadas con una técnica combinada que utiliza nano-emulsiones
y ultrasonido. Los tamarnos obtenidos fueron de 15 nm para la aleacion de Field y
de 30 nm para las nanoparticulas de indio, haciendo evidente el uso de las nano-

emulsiones como plantilla [134].

Poblaciones monodispersas de nanoparticulas del tipo nucleo-coraza o “core-shell”
de Fe30s-Au fueron sintetizadas por el método de nano-emulsion, por el cual se
obtuvieron tamaros de 8 nm en promedio con un valor de polidispersidad menor al
10 % [135].

Asi, de acuerdo a la bibliografia las nano-emulsiones son eficaces en el control del
tamafo de particula durante la sintesis de nanoparticulas metalicas. Sin embargo,
estos sistemas también han sido utilizados para el control del tamafio de particula
para diferentes materiales: nanoparticulas lipidicas [136], poliméricas [137],

catalizadores y materiales porosos [138].
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MICROEMULSIONES.

Hoar y Schulman [139] prepararon una mezcla cuaternaria de agua, benceno,
hexanol y oleato de potasio la cual fue estable, homogénea y ligeramente
opalescente, este fue el descubrimiento de las microemulsiones. Gracias a estudios
posteriores se pudo proponer el tamano de las gotas formadas y el arreglo que
toman los tensoactivos y co-tensoactivos en la interfase agua-aceite resultando en

la formacion espontanea de nanogotas.

Debido a lo anterior, el término “microemulsion” se defini6 como: sistema de dos
fases transparentes Opticamente isotrdpicas, que consisten en una mezcla de
aceite, agua y tensoactivo(s), ademas en algunas ocasiones se puede utilizar un

co-tensoactivo (alcanol de cadena corta).

Por otra parte y en contraste con las emulsiones, las microemulsiones no son
emulsiones y presentan estabilizacion termodinamica al no observarse separacion
de las fases de las cuales se componen [2], son macroscopicamente homogéneas
pero microscopicamente heterogéneas, gracias a la accién estabilizadora de las
moléculas del tensoactivo. Al igual que las emulsiones éstas se clasifican en O/W,
bicontinuas y W/O dependiendo de la cantidad de fase dispersay fase continua en

la mezcla.

En sintesis, las microemulsiones son soluciones isotropicas, macroscopicamente
homogéneas y termodinamicamente estables conformadas por al menos tres
componentes, llamados fase oleosa (usualmente un disolvente organico), fase
acuosa (agua) y un tensoactivo. A un nivel microscopico las moléculas de
tensoactivo forman una monocapa que separa los dominios polares de los no
polares. Esta capa interfacial forma diferentes microestructuras que van desde
gotas de aceite dispersadas en una fase continua de agua (microemulsion O/W)
pasando por una fase esponjosa “bicontinua” hasta gotas de agua dispersas en la

fase oleosa (microemulsion W/O).
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Multiples formulaciones han sido estudiadas a partir de los diagramas de fase. Las
microemulsiones presentan propiedades unicas como tension interfacial ultra baja,
area superficial enorme y la habilidad de solubilizar liquidos inmiscibles. El aumento
en la temperatura causa multiples cambios en estos sistemas principalmente al
utilizar tensoactivos no idnicos y repercute directamente en las transiciones de fase
y por consecuencia en las propiedades macroscopicas. Las formas que adoptan los
agregados micelares pueden ser caracterizadas mediante técnicas experimentales
como microscopia electrénica y espectroscopia de difusion ordenada (DOSY) por

resonancia magnética nuclear (RMN).

Comportamiento de fase.
En 1947 Winsor desarroll6 un método por el cual los equilibrios de las mezclas de
agua, aceite y tensoactivo pueden clasificarse, el cual es utilizado aun. Las cuatro

categorias son:

Tipo I: Una microemulsion del tipo O/W se presenta en equilibrio con un exceso de

aceite debidoa la preferencia del tensoactivo de solubilizarse mayormente en agua.

Tipo II: Una microemulsion del tipo W/O en equilibrio con un exceso de agua debido

a que el tensoactivo se solubiliza mayormente en el aceite.

Tipo lll: Una estructura bicontinua en equilibrio con un exceso tanto de aceite como
de agua, estas estructuras bicontinuas se forman debido a que el tensoactivo no

presenta preferencia por ninguna de las fases de agua y aceite.

Tipo V: Sistemas de microemulsion monofasicos sin la presencia de exceso de

agua o aceite.

En la Figura 1.18 se presenta de forma esquematica los equilibrios antes

mencionados.
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Figura 1.18. Estructuras de las mezclas de agua, aceite y tensoactivo descritas por Winsor. Adaptado
de [140].

Diagramas ternarios de fase (TPD).

Los equilibrios de fase de Winsor descritos previamente pueden ser representados
en un diagrama de fase ternario a temperatura y presion constante. Los DTF o TPD
(Ternary Phase Diagram) por sus siglas en inglés, son comunmente utilizados para
caracterizar los cambios de fase que sufre una mezcla ternaria. Los tres
componentes (fase acuosa, fase organica y un tensoactivo) que forman al sistema
son localizados en las esquinas del triangulo, donde su fraccion en ese punto
corresponde al 100%, es decir, al compuesto puro (ver Figura 1.13). Moviéndose de
esquina a esquina la fraccion de un componente se reducira y la del otro aumentara.
El incremento de la concentracion de cada componente se lee, en su eje

correspondiente, en el sentido contrario de las manecillas del reloj.

Es asi como cada punto en el triangulo representa a una combinacion Unica de los
tres componentes. La variacion de la composicion conduce a la determinacion de
los limites, es decir, en que composiciones encontraremos a un sistema monofasico,
bifasico o trifasico por ejemplo. La fase de tensoactivo, fase acuosa y organica
pueden ser una mezcla de varios compuestos, por ejemplo una fase organica

compuesta por aceite y co-tensoactivo.
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Cuando se utilizan cuatro o mas componentes, los diagramas de fases pseudo-
ternarios (DFPT) son utilizados, en donde uno o mas vertices del triangulo
representan mezclas de dos o mas componentes, por lo general mezclas de dos
tensoactivos diferentes o una mezcla de tensoactivo y co-tensoactivo compondran

la fase a la que nos referimos como del tensoactivo.

Para un punto “P” (Figura 1.19), la proporcion de agua (W) puede ser calculada
trazando una linea que atraviese por “P” y a su vez sea paralela al eje del aceite-
tensoactivo (OS). Como el vértice W en el TPD representa el 100 % de agua, el
punto “P” representa una concentracién de agua del 50 %. Aplicando la misma
l6gica, la proporcién de tensoactivo (S) corresponde a un 20 % y la fase oleosa (O)
al 30 %. Cualquier punto a lo largo de los ejes corresponde uUnicamente a una

mezcla de dos componentes.

0
W1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 00

Figura 1.19.Diagrama Ternario de Fases. W: Agua, S: Tensoactivo, O: Aceite.

Cabe mencionar que el analisis en los cambios de fase de las mezclas se suele
realizar a simple vista, es decir, cambios de apariencia o de separacion de fases, y

de tal forma se delimitan los cambios de fases. Por otra parte un estudio mas
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minucioso se puede realizar al observar las mezclas a través de filtros polarizadores,

los cuales revelaran la presencia de fases de cristales liquidos.

Formacién de microemulsiones.

Cuando existe un ensamblaje molecular (por ejemplo agregados entre moléculas
de tensoactivo) el arreglo que adoptan las moléculas es tal que la energia libre de
Gibbs (AG) se reduce al minimo [141]. Para cualquier proceso termodinamico que
ocurre espontaneamente el cambio en la energia libre de Gibbs es negativo, la AG
esta ligada y dependera del area y energia interfacial (yAA) asi como del cambio de

la entropia del sistema al llevarse a cabo la formacién de las gotas (TAS):
AG= yAA-TAS Ecuacién 1.3

Donde vy es la tensidn interfacial entre la fase dispersada y la fase continua (agua y
aceite), AA es el cambio en el area interfacial en la emulsificacion de las gotas, T es
la temperatura y AS es la entropia del sistema. Tras la formacién de la
microemulsion, AA es muy grande debido a la formacién de un gran numero de

gotas de tamafio nanomeétrico.

Inicialmente, se creia que una tension superficial negativa era necesaria para la
formacion de la microemulsién. Generalmente en un sistema que contiene
aceite/agua/tensoactivo, la tension interfacial entre el agua y el aceite es mayor a 1
mN/m mientras que en una microemulsion, existen tensiones interfaciales tan bajas
como 10-* mN/m. Ahora se sabe que aunque y es pequeiio siempre es positivo y se
debe a la disminucion de la entropia de la monocapa del tensoactivo [142][143]. De
acuerdo a Kumar y col. [144], las microemulsiones se formaran cuando la tensién
interfacial sea menor a 10-2 mN/m. El componente mas influyente en el valor de la
energia libre de Gibbs es la entropia, ya que ésta dictamina la dispersion de una
fase en otra en forma de miles de pequefias gotas. Por si solos los tensoactivos
disminuyen la tension interfacial, sin embargo, algunos como los tensoactivos de

grado alimenticio no proporcionan valores tan bajos para que se lleve a cabo una
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microemulsion, para lograr dicha reduccién se utilizan los co-tensoactivos que

comunmente son alcoholes de cadena corta.

Por ejemplo, una emulsién O/W cuyas gotas tienen un diametro promedio de 1 ym
(con una tension interfacial de 0.01 N/M), tiene una energia interfacial de
aproximadamente 3 kJ/m3, mientras que el valor para el término de la entropia
configuracional (TAS) es préximo a los 3x107 kJ/m® [145]. Por lo anterior,

usualmente la expresion para la energia libre de Gibbs esta dado por:
AG=yAA Ecuacién 1.4

Puesto que el cambio en la energia interfacial en una emulsion (yAA) es siempre
positivo debido al aumento del area de contacto entre las fases de aceite y agua
después de la emulsificacion [146], AG en la Ecuacion 2 sera positivo y por lo tanto

se requiere de un aporte de energia para formar emulsiones estables.

Polidispersidad.

La polidispersidad es una medida de la uniformidad u homogeneidad en la
distribucion del tamarfo de gota o particula, cuyos valores varian tipicamente de 0.0
a 1.0 [147], donde el intervalo de valores que va desde 0.0 a 0.2 indica una
distribucion homogénea, valores mayores de 0.7 son indicativos de muestras con
poblaciones de distribuciones amplias o heterogéneas y usualmente no son

adecuadas para la técnica de DLS.

A pesar de que las microemulsiones son sistemas polidispersos, usualmente son
tomadas como sistemas monodispersos para el estudio y simplificacién de su
analisis. Idealmente, las microemulsiones deberian ser monodispersas, con una
distribucion de tamafos estrecha por debajo de los 100 nm. Un incremento en la
polidispersidad usualmente sacrifica la estabilidad, asi como también la adicién de
distintos componentes como compuestos bioactivos o cambios en su ambiente

quimico (pH, temperatura, fuerza iénica, etc.) [148].
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Composicion.

Casi todas las microemulsiones son sistemas formados por una fase organica
(comunmente algun aceite o disolvente organico), una fase acuosa, un tensoactivo
y un co-tensoactivo. Sin embargo, en algunos estudios, los co-tensoactivos pueden
no ser utilizados y sustituidos por mezclas de tensoactivos cuyos balances
hidréfilos-lipofilos (HLB) sean opuestos y que estructuralmente se complementen
[149].

Es asi como tensoactivos con grupos polares muy voluminosos (polisorbatos o
polioxietilenos) tienden a formar microemulsiones del tipo O/W, por otra parte
tensoactivos con colas voluminosas (por ejemplo el dioctil sulfosuccinato de sodio
o AOT) tiende a formar microemulsiones W/O [150]. Asi la combinacion de estos
tipos de tensoactivos promueve una gran variedad de composiciones que resultan

en la formacion de microemulsiones [151].

Tensoactivos.

Los tensoactivos son compuestos que poseen actividad sobre la tensién superficial
y estan compuestos por una parte polar unida a una cola hidrofébica (usualmente
una cadena hidrocarbonada larga). Presentan afinidad por las fases acuosas u
oleosas dependiendo de sila parte hidréfoba o hidréfila es la dominante [152][153].
Cuando éstos estan presentes en altas concentraciones, tienden a formar una
monocapa en la interfase ordenandose las colas hidrofébicas en el medio oleoso y
las cabezas hidrofilicas hacia la fase acuosa. Existen tres tipos en los cuales se
dividen los tensoactivos: iénicos, no idnicos y zwitteriénicos. Para fines practicos se
abordaran unicamente los tensoactivos no iénicos que fueron los utilizados en éste

trabajo.

Tensoactivos no iénicos.
Los tensoactivos que integran este grupo son comunmente utilizados para la
formulacion de microemulsiones, debido a la baja toxicidad, que no son irritantes y

la facilidad con la que se forman microemulsiones [154]. Algunos ejemplos incluyen
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a los tensoactivos derivados de ésteres de azucares (monooleato de sorbitan)
[154][155], éteres de polioxietileno [156] vy ésteres de sorbitan etoxilados
(polisorbatos, familia de Tween®) [157]. Se ha observado que mezclas de
tensoactivos no idnicos son por mucho mas efectivos que otra clase de tensoactivos

para la formacién de microemulsiones [158].

En este trabajo se utilizd el tensoactivo no idnico Brij 96V, antes conocido como BRij
98, Brij 97 y ahora comercializado por Sigma-Aldrich bajo el nombre de Brij O10.
Los diferentes nombres fueron otorgados debido a cambios en la pureza y método
de obtencion del tensoactivo. Este tensoactivo presenta una estabilidad alta (afios)
si es protegido de agentes oxidantes. A altas temperaturas un entrecruzamiento
entre los grupos éter ocurre formando como subproductos peroxidos. Hasta el afio
de 1991 este tensoactivo contenia una pequefia cantidad de acido citrico o BHA
como antioxidante, sin embargo, no lo contiene mas. El HLB reportado por el

fabricante es de 12.4.

Posee propiedades emolientes, emulsificantes, lubricantes y solubilizantes para
aplicaciones cosméticas; emulsificante para cremas astringentes y lociones; en la
formacion de geles traslucidos; en champus; espumante en preparaciones para la
ducha; en geles de Carbopol; utilizado también en productos depilatorios,
alaciadores para el cabello; solubilizante de oxacidos en lapices labiales y como

agente dispersante en bafos de aceite [159].

Las principales aplicaciones que se le han dado a este tensoactivo al ser utilizado
en microemulsiones son en aquellas de uso oftalmico [160], en formulaciones
utilizadas para la dosificacion de medicamentos [161][162], como extractante de
proteinas [163], en formulaciones de aplicacion cutanea [164] y como componente

en microemulsiones de grado alimenticio [165].
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Balance Hidréfilo-Lipéfilo (HLB).

Los tensoactivos anfiflicos estan caracterizados por poseer un valor HLB, una
relacién relativa de los grupos polares y no polares del tensoactivo. Cuan mas
hidrofilico es el tensoactivo normalmente el valor HLB es mayor.

Los valores HLB vy los sistemas formados al variar el valor de este se muestran en
la Tabla 1.2, que proporciona un principio elemental para tratar con la gran variedad
de tensoactivos. Aunque no existe un principio absolutamente correcto para elegir
un tensoactivo para las aplicaciones requeridas, su valor HLB proporciona
parcialmente una indicacion cuantitativa util. En el extremo superior de la escala se
encuentran los tensoactivos hidrofilos, que poseen una alta solubilidad en agua y
generalmente actuan como buenos agentes solubilizantes, detergentes vy
estabilizadores para emulsiones de aceite en agua; en el extremo inferior hay
tensoactivos con baja solubilidad en agua, que actian como solubilizantes de agua
en aceites y buenos estabilizadores de microemulsién W/O. La eficacia de un
tensoactivo dado para estabilizar un sistema de emulsién particular dependeria del
equilibrio entre los valores HLB del tensoactivo y la fase oleosa involucrada [166].

Tabla 1.2. Intervalo de HLB de tensoactivos con diferentes usos, adaptado de
[167].

HLB Usos en los que se puede aplicar

1-3.5 | Antiespumante

3.5 -8 | Emulsificante W/O

7-9 Agentes dispersantes y humectantes

8- 16 | Emulsificante O/W

13 - 16 | Detergentes
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15 - 40 | Solubilizantes

Co-tensoactivos.

Un co-tensoactivo juega variados papeles en la formacion de una microemulsion,
que van desde ayudar a la reduccién de la tension interfacial, al incremento de la
flexibilidad y fluidez de la interfase formada por los tensoactivos mediante el
posicionamiento de estos compuestos en medio de las colas apolares de los

tensoactivos.

Otro aspecto importante es que ayuda a disminuir la viscosidad de los aceites, la
cual impide la formacién de estructuras mas rigidas como geles. Por su naturaleza
quimica (alcoholes de cadena corta), los co-tensoactivos son solubles en ambas
fases, la acuosa y la oleosa, ademas ayudan a solubilizar compuestos poco solubles

como algunos péptidos, vitaminas, etc.

El uso de co-tensoactivos da como resultado sistemas de microemulsiones que
pueden ser diluidos, ademas de que ayuda a conectar las regiones W/O y O/W a
través de una region bicontinua, sin que se lleve a cabo una separacién de fases
[168][169][170].

Fase organica.

Esta fase usualmente estda compuesta por sustancias de caracter hidrofébico
(aceites naturales y disolventes organicos). Desde un punto de vista de la industria
alimenticia, los aceites vegetales son candidatos ideales para la formulacion de
microemulsiones, por su baja presion de vapor y gran abundancia lo que los hace

econdémicos y “amigables con el ambiente”.

Sin embargo, las fases organicas mas utilizadas para la formacién de
microemulsiones son los aceites minerales, los cuales son mezclas de
hidrocarburos de cadenas alifaticas con longitud de 8 a 30 carbonos [171]. Los
aceites minerales han sido usados ampliamente para formular sistemas de

microemulsiones generando una buena dispersion de las fases [172].
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Muchos aceites vegetales incluyendo el de soya, aceite de maiz, de semillas de
algodon y girasol han sido utilizados para generar microemulsiones que no
necesariamente son para aplicaciones de la industria alimenticia [171], sino la
industria metalurgica [173], investigaciones a nivel de biologia molecular [174],

técnicas cromatograficas [175], etc.

El aceite de soya es un componente comun en muchas microemulsiones, esto
debido a la abundancia, bajo costo, y cuya composicion es de aproximadamente el
80% de acidos grasos insaturados (ver Tabla 1.3) [168][150][176].

Tabla 1.3. Composicion del aceite de soya [177].

Acido graso Porcentaje
Acido palmitico (C16:0) 7-14
Acido oleico (C18:1) 19-30
Acido linoleico (C18:3) 44-62
Acido a-linoleico (C18:3) 4-11

Triglicéridos de cadena larga (18 carbonos) son dificiles de solubilizar debido a su
gran peso molecular el cual limita su flexibilidad en las interfaces y restringe la
formacion de una pelicula (como en el caso de los tensoactivos) asi como también
el intercambio de materia. Es asi que, se prefieren triglicéridos mas pequefios (de
cadena mediana) que permitan la formacion de una interface debido a una mayor

flexibilidad en su estructura.

El aceite de ricino es el aceite natural que posee la viscosidad mas grande, también

ha mostrado capacidad para formular microemulsiones, recientes investigaciones
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han mostrado que en conjunto con liquidos i6nicos, los cuales toman el papel del

tensoactivo se puede obtener una microemulsion a temperatura ambiente [178].

En la tabla 1.4 se muestra la composicidn del aceite de ricino.

Tabla 1.4.Composicion del aceite de ricino.

Acido graso Porcentaje
Acidos saturados 2.4
Acido dihidroxiestearico 0.6
Acido oleico (C18:1) 74
Acido ricinoleico 87.0
Acido linoleico (C18:3) 3.1

Fase acuosa.

El agua es un componente esencial en las microemulsiones. En las del tipo O/W el
agua actua como fase continua. La inmiscibilidad del agua frente a los hidrocarburos
del aceite combinada con la habilidad para formar puentes de hidrogeno con los
tensoactivos resultan en la formacion de gotas de aceite (sin embargo esto depende

de las propiedades del tensoactivo).

La formacion de microemulsiones usualmente requiere de la presencia co-
tensoactivos solubles en agua (polioles de cadena corta como el propilenglicol). Los
distintos componentes de la fase acuosa como la fuerza idnicay el pH influyen en

la formaciéon de la microemulsion.

Conductividad.
La conductividad en los sistemas de microemulsiéon es muy sensible y los cambios
revelan modificaciones en el tamafio de las gotas formadas, las interacciones gota-

gota y el intercambio de materia entre ellas. Las mediciones de conductividad en
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estos sistemas también reflejan la variacion de microestructuras presentes. La
variacion también es debida a cambios en el ambiente quimico como la composicion
del sistema y fuerza i6nica y factores externos como la temperatura. En condiciones
normales, las microemulsiones del tipo W/O presentan conductividades tan bajas
como 109-107 Q' cm™", ligeramente mayores a la que presentaria Unicamente el
disolvente organico o aceite empleado (rondando los 10-'* Q' cm') el cual es el
medio continuo y componente principal. Tal aumento en la conductividad refleja las
microgotas formadas en las microemulsiones, las cuales son capaces de transportar
cargas. Al aumentar la cantidad de la fase dispersa, la conductividad aumenta de
manera significativa (de hasta cuatro 6rdenes de magnitud) la cual en comparacion
con la conductividad tipica que presentan las microemulsiones W/O es mayor lo que
indica un reacomodo en el sistema para poder estabilizar tal cantidad de agua y la
formacion de estructuras tipo esponja que es favorecida, a esta fase se le conoce
también como microemulsion bicontinua. Finalmente un decaimiento en los valores
de la conductividad es tipicamente observado, el cual confirma el reacomodo de las
moléculas de tensoactivo al forma gotas de aceite dispersas en el medio acuoso

(microemulsiones O/W).

Propiedades dinamicas de las microemulsiones.

En los sistemas de microemulsiones, las gotas estan en constante movimiento
promoviendo colisiones entre si. Debido a lo anterior las interacciones que se dan
entre los componentes de las gotas y las interacciones gota-gota se toman en
cuenta [148]. La Figura 1.20 muestra una representacion grafica de las gotas de
microemulsiones W/O y O/W, compuestas por una fase acuosa, fase oleosa,
tensoactivo y co-tensoactivo. El nucleo de las gotas de agua en aceite contiene a la
fase acuosa, la cual a su vez se divide en distintas partes debido a las interacciones
agua-tensoactivo, ya que el tensoactivo necesita de una capa de hidratacion de la
parte polar para asi estabilizar la interfase agua-aceite. Entonces el agua se divide
en agua enlazada al tensoactivo y agua libre (Fig. 1.20). El que haya esta division

no significa que estas moléculas de agua se encuentren de manera estatica y solo
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pertenezcan al agua enlazada al tensoactivo o al agua libre, el agua esta en
equilibrio, sin embargo, siempre habra moléculas asociadas al tensoactivo y
moléculas libres [179]. Asi mismo, en la fase acuosa se podran encontrar iones o
solutos disueltos los cuales podran pasar del agua enlazada al agua libre y
viceversa. Los principales parametros que limitan el intercambio de especies
solubles en la fase acuosa son la temperatura, la composicion de la fase acuosa y

la concentracion de solutos.

Figura 1.20. Representacion esquematica de gotas de microemulsion: a)W/O y b)O/W. Adaptado de
[148].

Por otra parte, cuando se tiene una microemulsion del tipo O/W, las moléculas de
aceite se pueden incorporar como un nucleo o bien dispersar entre las colas del
tensoactivo (Fig. 1.21). Las configuraciones anteriores dependeran de la naturaleza

y estructura de la fase oleosa.
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Figura 1.21.Representacion grafica de las diferentes conformaciones de las moléculas de aceite en

una microemulsion de tipo O/W. Adaptado de [271].

INTERACCIONES ENTRE GOTAS E INTERCAMBIO MICELAR.

El intercambio entre gotas presentes en las microemulsiones y en sistemas
micelares es muy parecido y depende de los componentes del sistema, es decir, de
la viscosidad del sistema, flexibilidad de la interface formada por el aceite-
tensoactivo-agua y la temperatura, asi como del numero de gotas que se
encuentren en el sistema. EI movimiento Browniano es responsable de las
colisiones entre las gotas y el intercambio de materia entre estas, tal intercambio
dependera de que tan fuerte sea la interfase estabilizada por el tensoactivo [180],
en la Fig.1.22 se esquematiza de manera general. Lo anterior facilita el uso de estos

sistemas microemulsionados como medios de reaccion [181].
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Figura 1.22. Mecanismo de coalescencia entre gotas. [272]
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La rigidez que la pelicula de tensoactivo posea, afecta las propiedades de
coalescencia de la gota. La rigidez de la interface se incrementa al aumentar la
longitud de la cadena hidrocarbonada del tensoactivo, sin embargo, decrece
sustancialmente cuando un co-tensoactivo es afiadido. El incremento de las
moléculas de surfactantes en la pelicula interfacial incrementa a su vez la rigidez de

la interface.

La naturaleza del tensoactivo y sus propiedades fisicoquimicas dictaran si este se
puede absorber o no en la interfase, promoviendo o impidiendo la transferencia
entre las gotas [182]. La absorcion del tensoactivo en la interface depende del
coeficiente de difusidn en las fases, la relacion de volumenes de las fases y los

parametros termodinamicos interfaciales como la energia libre de Gibbs [183][184].

Sintesis de nanoparticulas metalicas en microemulsiones.

El uso de microemulsiones del tipo agua en aceite (W/O) y aceite en agua (O/W)
para la sintesis de nanoparticulas ofrece grandes ventajas frente a otros métodos.
Ya que al controlar parametros como el tamafio del nucleo de agua (volumen de
reaccion), el tipo de disolvente (para controlar la flexibilidad de la interfase de las
micelas), el tipo de tensoactivo y co-tensoactivo utilizado, la temperatura y las
concentraciones de los reactivos a utilizar ayudan a controlar la forma y tamafo del

nanomaterial.

En este trabajo se propone el uso de sistemas de microemulsiones y nano-
emulsiones para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas metalicas, utilizando
reductores verdes, por lo que es importante describir algunas propiedades, que

deben ser consideradas para formular dichos sistemas.

En sintesis, las microemulsiones son mezclas isotropicas, macroscopicamente
homogéneas y termodindmicamente estables que estan conformadas por al menos
tres componentes, llamados fase oleosa (usualmente un disolvente organico), fase
acuosa (agua) y un tensoactivo o mezcla de ellos. A un nivel microscopico las

moléculas de tensoactivo forman una monocapa que separa los dominios polares

73



ANTECEDENTES

de los no polares. Esta capa interfacial forma diferentes microestructuras que van
desde gotas de aceite dispersadas en una fase continua de agua (microemulsion
O/W) pasando por una fase esponjosa “bicontinua” hasta gotas de agua dispersas

en la fase oleosa (microemulsion W/O).

Las diferentes formas y morfologias de las microemulsiones estan relacionadas con
las propiedades de la monocapa del tensoactivo en la interfase agua-aceite o
viceversa. Gotas con alta monodispersidad, estructuras bicontinuas que no es mas
que tuneles de agua o aceite interconectados por la accién del tensoactivo,
estructuras cilindricas o de esponja han sido observadas. Las microemulsiones
presentan propiedades unicas, como una tension superficial muy baja y la habilidad
de solubilizar otros liquidos inmiscibles. Por lo anterior y debido a la estabilizacion
termodinamica que presentan las microemulsiones han sido objeto de estudio de la
quimica coloidal durante las ultimas décadas. El cambio gradual en la temperatura
origina cambios de fase en las microemulsiones, tales cambios pueden ser
determinados al medir la conductividad de la misma, aunque existen otras técnicas
empleadas para determinar las microestructuras presentes en estos sistemas tales
como la microscopia electronica, técnicas de dispersion de luz y resonancia
magnética nuclear. Estas caracterizaciones han contribuido al modelado tedrico y
computacional de los diagramas de fases donde se refleja el comportamiento fasico
de estos sistemas.

En general existen dos métodos para la preparacion de nanoparticulas usando la
técnica de microemulsion. El primer método se basa en la preparacién de una
microemulsion la cual contiene al precursor metalico y gota a gota se le anade el
agente precipitante (reductor) (Fig. 1.23b). Este método de adicion del agente
precipitante se basa en el fendmeno de difusién de la fase continua aceitosa hacia

los nucleos acuosos donde se encuentra el precursor metalico.

El segundo método que es también usualmente utilizado para sintetizar

nanoparticulas es mediante el uso de dos microemulsiones, donde dos reactivos A
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y B son disueltos en los nucleos acuosos de dos microemulsiones (Fig. 1.23a), para
que cuando se lleve a cabo la sintesis se mezclen ambas microemulsiones y
mediante la colision de las gotas estas intercambien ambos reactivos y se complete
la reaccion. Este método depende de la fusién-fision de las nanogotas que se
encuentran en las microemulsiones. Los métodos antes mencionados se ilustran en

la Figura 1.17.

a) b)

Fase acuosa con Fase acuosa con
precursores del metal agente reductor (N,H,,
(AI(NO5)3, H,PtCl) NaBH,, NH4OH) n
I \ f )_)/
\g\,‘&:%\ agente reductor
J
PG B RN
Fase Fase
organica organica
Colision y o
coalescencia de Precipitado
las gotas / (metal/éxido
Ocurre reaccion metalico)
quimica.

Figura 1.23. Métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando microemulsiones.

Adaptado de [273].

Se ha encontrado que en general con el método de adicidn del reductor o agente
precipitante las nanoparticulas obtenidas son de mayor tamafo comparadas con el
tamano de la gota inicial de la microemulsion, mientras que con el método de dos
microemulsiones las nanoparticulas obtenidas son de tamafio menor a las gotas de
la microemulsion [185][186] debido a la velocidad de reaccion, que suele ser mayor
para los sistemas donde se mezclan dos microemulsiones que en los que se

adiciona por separado el agente reductor. Sin embargo, la velocidad de reaccién no
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es el unico parametro que ejerce influencia sobre eltamario final de la nanoparticula,
investigaciones han probado que la relacién agua:tensoactivo, el tipo de aceite que
conforma la fase continua y la concentracion molar de los reactantes son factores
que se debentomarse en cuenta [187].

No solo se pueden sintetizar nanoparticulas monometalicas, la técnica de
microemulsiones ha mostrado ser versatil ya que distintos tipos de nanomateriales
han sido obtenidos. Ejemplos de la gran variedad de nanomateriales que se pueden
preparar por este método incluyen nanoparticulas metalicas, bimetalicas [188] y
trimetalicas [189], nanoparticulas de Oxidos metalicos [190], puntos cuanticos o
“‘quantum dots” [191], estructuras del tipo core-shell [192] e incluso materiales

ceramicos complejos como espinelas [193][194] y perovskitas [195].

Particulas con diferentes morfologias han sido sintetizadas por Grillo y col. [196],
donde observaron la transicion de particulas cilindricas a esféricas al disolverse
distintos iones en la solucion acuosa. Li y col. obtuvieron nanobarras vy
nanoparticulas de sulfuro de zinc cuya formacion depende del tensoactivo con el

que se formule la microemulsion ya sea CTAB o Triton X-100 [197].

Estructuras como particulas bimetalicas e incluso trimetalicas de gran importancia
en el area de catalisis han sido sintetizadas con este sistema de microemulsion.
Usualmente en la preparacién de particulas bimetalicas se buscan aquellos metales
que puedan formar aleaciones y que por lo tanto tengan una estructura cristalina
similar para que el ensamblaje de los atomos sea 6ptimo. Asi, particulas bimetalicas
de oro-plata [198], niquel-oro [199], platino-niquel [200] y trimetalicas como Ni1-x-
Cox-Fe204 [201], Pt-Ru-Ni [202] y Ce-Zr-Sr [203], entre otras mas, fueron
sintetizadas en microemulsiones y aplicadas en procesos cataliticos como la

reaccion de reduccion de oxigeno y oxidacion de alcoholes pequenios.

El estado del arte documenta que la técnica de microemulsiones en la sintesis de
nanoparticulas metalicas es una de las mejores ya que controla muy bien el tamafio

y forma de la nanoparticula con tan solo la variacion de la relacion agua/tensoactivo.
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Sin embargo este tipo de sistemas no son nada amigables con el ambiente debido
al uso de disolventes organicos y grandes cantidades de tensoactivo, es por eso
que las investigaciones apuntan a sustituir los componentes de la microemulsién
por aquellos que no causen dafo al ambiente. Asi Eastoe en 2006 [204],
Vesperinas y col. [205], y Salabat y col. [206] en 2007 proponen el uso de
tensoactivos foto degradables (con luz UV) para la formulacion de microemulsiones
ayudando a que se dé la separacién de las fases y poderlas reutilizar eliminando la
gran cantidad de tensoactivo que se utilizd para formularla. Sin embargo el uso de
tensoactivos derivados de productos naturales expande cada vez mas las
posibilidades de formulacion de estos sistemas para que tengan un bajo impacto

ambiental.

MICROEMULSIONES LIBRES DE TENSOACTIVO.

Esfuerzos por desarrollar tecnologias “verdes” han hecho que los investigadores
recurran a compuestos derivados de productos naturales ya que son amigables con
el ambiente y de bajo costo. El grupo de Hou [207] ha centrado su investigacién en
el desarrollo de microemulsiones libres de tensoactivos SFME por sus siglas en
inglés (Surfactant-Free MicroEmulsions). Ellos utilizan componentes oleosos
comunes (derivados de hidrocarburos) asi logran obtener una microemulsion del
tipo O/W a partir de una mezcla de benceno, etanol y agua donde el tamaro de gota
ronda los 20 a 50 nm, por lo que no se pueden considerar verdes. Sin embargo
demuestran que los sistemas sin tensoactivo tienden a formar microestructuras
como las encontradas en las formulaciones que contienen tensoactivos. Lo cual
sirve de parteaguas para realizar el estudio con distintas fases oleosas que no se

consideren toxicas.

Investigaciones en el mismo rubro pero ahora sustituyendo la fase organica por un
aceite natural como el acido oleico en combinacion con n-propanol y agua, resulta

en la obtenciéon de regiones de microemulsion (O/W y W/O). Segun el estudio
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llevado a cabo por Hou en 2013 [152] tales regiones de microemulsién fueron
caracterizadas obteniéndose tamanos de gota que van desde 2 hasta 40 nm,
dependiendo de la composicion de la microemulsién, cabe mencionar que estos
sistemas se caracterizan por obtenerse unicamente en las regiones ricas en
tensoactivo —que en este caso son los alcoholes, los cuales son utilizados en otras
formulaciones como co-tensoactivos-. Hou y col. [207,208] reportan propiedades
muy similares a las obtenidas con los sistemas donde se utilizan tensoactivos y gran
capacidad para solubilizar sustancias altamente idnicas, lo cual hace a estos
sistemas libres de tensoactivos buenos candidatos para llevar a cabo la sintesis de

nanomateriales.

Este tipo de sistemas han sido estudiados en recientes afios debido a la
discrepancia entre los cientificos al tratar de clasificarlos como microemulsiones o
simples soluciones ternarias. Por tal motivo, en 2016 ha quedado demostrado que
las nanoestructuras estan presentes al igual que en los sistemas de
microemulsiones comunes [209,210]. Sin embargo, estas nanoestructuras
presentan una interface mas flexible en comparacién con aquellas formadas por
tensoactivos comunes. Debido a lo anterior Zemb y col. [211] denominaron a este

tipo de sistemas como microemulsiones ultra-flexibles.

78



Capitulo 2

9
N EXPERIMENTAL




EXPERIMENTAL

Materiales y métodos.

Todos los reactivos fueron utilizados sin ningun tipo de purificacion.

Tensoactivos.

Para la formulacién de las microemulsiones y nano-emulsiones aceite en agua se

utilizaron tensoactivos cuya toxicidad para el medio ambiente fuera nula o baja, por

lo anterior, los tensoactivos probados fueron aquellos que se utilizan en

formulaciones farmacéuticas, cosméticas y en la industria alimenticia. En la Tabla

2.1 se muestran los tensoactivos utilizados, su estructura y el HLB correspondiente.

Tabla 2.1. Tensoactivos utilizados.

Tensoactivo Nombre quimico Estructura quimica HLB
(nombre
comercial)
Monooleato de e 15
0. O/\%;OH \L
Tween 80 polioxietilen(20)sorbitano "ttt N [212]
Brij 96/ Eter de J 12
polioxietilen(10)oleilico [213]
Brij 010 o
Synperonic Polioxietilen(6.5) tridecanol AP Ao 12.5
13/6.5 [214]
Synperonic Polioxietilen(6) isodecanol )\NV\{OVﬂgH 12.6
10/6 [214]

80



EXPERIMENTAL

Cremophor Aceite de ricino de P‘\\Ti 15.7
RH60 polioxietileno (60) o = e [215]
x+y+z=60
Aceite de ricino de P\ﬁt 12-14
U(AMO;‘QOJAVIA\ . ,,\;;. e
Cremophor EL polioxietileno (35) O A [216]
x+yt+z=35

Co-tensoactivos.

Los co-tensoactivos utilizados fueron principalmente alcoholes y algunos de ellos se
utilizaron para formular microemulsiones libres de tensoactivo, ademas de ayudar a
disminuir la viscosidad de los sistemas formulados con tensoactivos evitando la

formacién de cristales liquidos.

Para la formulacién de las mezclas libres de tensoactivos los alcoholes utilizados
fueron etanol (EtOH), 1-propanol (PrOH), isopropanol (i-PrOH), 1-butanol (BuOH),
pentanol (mezcla de isémeros, PnOH) ademas de acetona, todos grado reactivo y

suminstrados por Karal.

Al formular microemulsiones y nano-emulsiones utilizando varios tensoactivos los
co-tensoactivos probados fueron: EtOH, PrOH, BuOH, 1,2-propanodiol (PG), 1-
pentanol, 1,2- hexanodiol y 2-fenoxietanol. EIPG 99.5 %, 1,2-hexanodiol 98 % vy 2-

fenoxietanol 99 % fueron suministrados por Sigma-Aldrich, todos grado reactivo.

Aceite.

El aceite utilizado como fase oleosa en todos los experimentos fue el aceite de
ricino, que es un aceite vegetal compuesto por varios triglicéridos encontrandose en
mayor proporcion el acido ricinoleico, debido a lo anterior es el aceite que posee la
mayor viscosidad. El aceite de ricino tiene varios usos entre los que se encuentran
la fabricacion de plasticos, pinturas y lubricantes de alto rendimiento. En el sector

farmacéutico es empleado como base para la obtenciéon de tensoactivos
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biocompatibles que mejoran la solubilidad de farmacos. Y en el sector cosmético se

destina para la elaboracion de distintas formulaciones de aplicacién topica.

Fases acuosas.

Las disoluciones acuosas empleadas para la sintesis de nanoparticulas fueron
soluciones de nitrato de plata a distintas concentraciones (1x10-3 mol L-! hasta 0.2
mol L-1). Soluciones de hidroxido de sodio en concentraciones de 0.1 hasta 0.75 mol

L-" fueron utilizadas, asi como el extracto acuoso de hojas de geranio (P. hortorum).

Otros reactivos.

Reactivos para formar el azul de Prusia para la determinacion del poder reductor.
Solucién de cloruro de hierro (lll) (FeClz) al 0.1 % P/V.

Buffer de fosfatos a partir de soluciones de concentracién 2 mol L-' de fosfato acido
de sodio (Na2HPO3) y fosfato diacido de sodio (NaH2PO3).

Solucion de acido tricloroacético al 10 %.

Solucion de ferricianuro de potasio (Ks[Fe(CN)s]) al 1 %.

Soluciones estandar de o-tocoferol y acido ascorbico a distintas concentraciones
desde 50-1000 pg mL".

Todos los reactivos fueron suministrados por Karal (grado reactivo).
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Métodos

En esta seccidn se describiran las metodologias realizadas para la obtencién de las
nanoparticulas de plata y su caracterizacion. Se hace referencia a los componentes
por sus iniciales de la palabra en inglés, asi, para el tensoactivo se utilizo la letra S
(surfactant), para el aceite la O (0il) y para la fase acuosa W (water). La cantidad de
cada uno de los componentes empleados se expresa en porcentaje en peso (%P/P

o wt. %) a menos que se indique otra cosa y las relaciones entre ellos son masicas.

Obtencién del extracto acuoso de hojas de P. hortorum.

Para la elaboracion del extracto acuoso de hojas de geranio (GLE) 2g de hojas
secas (las hojas son secadas en una estufa a 60 °C durante 12 horas) se ponen en
contacto con agua hirviendo durante 5 minutos y el extracto se deja enfriar hasta
temperatura ambiente. Una vez obtenido el extracto, éste se centrifuga a 4500 rpm
durante 10 minutos para separar particulas que se encuentren suspendidas vy
posteriormente se filtra por membranas hidréfilas de Nylon con tamano de poro de
0.45 pym y posteriormente con filtros de 0.25 pm, lo anterior para eliminar los
residuos que mediante centrifugacion no pudieron ser separados. El extracto se

almacend en un congelador a -4 °C hasta el dia de su uso.

Poder reductor del extracto (FRAP).
El poder reductor de las biomoléculas se refiere a la capacidad de actuar como
donadores de electrones o receptoras de protones en reacciones usualmente

metabdlicas de 6xido-reduccion.

El poder reductor del extracto fue determinado utilizando el método de la formacién
del azul de Prusia por la reduccion del hierro o FRAP por sus siglas en inglés (Ferric

Reducing Ability of Plasma).

Se prepararon distintas soluciones acuosas del extracto y el estandar (acido
ascorbico y a-tocoferol) a las concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
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700, 800 y 1000 pug mL-", se toman 10 mL de las soluciones anteriores y cada una
se mezcla con 2.5 mL de buffer de fosfatos a pH 6.6 y ferricianuro de potasio al 1 %
PV (2.5 mL).

La mezcla es incubada a 50 °C por 20 minutos, una vez pasado el tiempo se
adiciona acido tricloroacético al 10 % P/V (2.5 mL) y se centrifugan las muestras a
4500 rpm durante 10 minutos. Al sobrenadante de las muestras se le adicionan 2.5
mL de agua desionizada y 0.5 mL de cloruro de hierro (lll) al 0.1 % P/V y se lee la

absorbancia a 700 nm.

Las curvas de calibracion se determinan a partir de la linealidad que muestre la
absorbancia a 700 nm de los estandares probados. Para el a-tocoferol es hasta una
concentracion de 200 ug mL-'y para el acido ascorbico hasta 75 ug mL-'. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como el

promedio de las mediciones  limite de confianza.

Formacién de microemulsiones y comportamiento fasico.

Las microemulsiones fueron formuladas una vez llevado a cabo el diagrama ternario
de fases para cada una de las mezclas de aceite, tensoactivo y agua probadas. Asi
el estudio del comportamiento fasico se llevd a cabo utilizando dos métodos, el
método conocido como de valoracion y el método de pesado directo. Primeramente
se realizé un barrido rapido del comportamiento utilizando el método de valoracion
donde distintas relaciones peso/peso de aceite y tensoactivo son “valoradas” con la
fase acuosa. En la Figura 2.1 se muestra el diagrama que indica el contenido de
agua adicionado (izquierda) alas mezclas O/S (derecha), las mezclas obtenidas por
cada adicion de agua son analizadas visualmente observando la formacion de una
0 mas fases y mediante polarizadores cruzados la existencia de estructuras de
cristal liquido, de tal manera se pueden obtener los limites entre la zona monofasica

de la multifasica.
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Tensoactivo (5)

10/90 = OIS
10

20/80 =0/3
T=25°C
30170 = OIS
40/60 =0/8
50/50 = O/S

60/40 = OfS

70/30 = QIS

55 8020 = OIS

M0 = QI
a0 90/10 = QIS

Agua (W) Aceite (O)

Figura 2.1. Diagrama ternario de fases utilizado para realizar un barrido rapido del comportamiento de

fase, a partir de la dilucion con agua (W) de mezclas aceite/tensoactivo (O/S) a temperatura constante.

Un estudio mas minucioso se empled para delimitar con mayor precision el limite
entre las fases mediante el método de pesado de cada una de las composiciones
en un vial de vidrio sellado y puesto en un bafo a temperatura constante. Después
de 30 minutos de haberse equilibrado con el bafo se realizd una inspeccidn visual
para observar si existia alguna separaciéon de fases o no. De la misma forma, la
inspeccion con polarizadores cruzados se llevd a cabo para revelar la presencia o
no de cristales liquidos. El analisis anterior nos puede revelar la presencia de zonas
de nano-emulsion, las cuales se encuentran en la zona multifasica. Asi, las
muestras con aspecto traslucido, fluidas y monofasicas se identificaron como
microemulsiones. Para demostrar que las muestras con aspecto monofasico son
microemulsiones se les somete a un proceso que provoca la separacion de las fases
en caso de tratarse de emulsiones. Primeramente las mezclas son sometidas a
centrifugaciéon 5 minutos a 4500 rpm, seguido por una etapa de congelacion con
duracién minima de 12 horas y finalmente puestas en un bafo con temperatura
controlada, si el proceso anterior no muestra separacion de fases de la mezcla se

trata de microemulsion y en caso contrario de una emulsion o sistema multifasico.
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Las nano-emulsiones son obtenidas a partir de la dilucion de microemulsiones O/W,
por lo que una vez formada la microemulsion O/W se diluye con el agua necesaria
para completar la composicion deseada. La adicion de agua deber ser progresiva y

con agitacion constante.

La estabilidad de las nano-emulsiones fue observada al medir la variacion del
tamafo de gota y la polidispersidad de las muestras, ya que se ha observado que
la maduracién de Ostwald es el principal mecanismo por el cual se desestabilizan.
El aspecto visual el cual es traslucido y monofasico para todas las nano-emulsiones

formuladas también se verifico.

Conductividad
Los experimentos de conductividad fueron llevados a cabo utilizando el
conductimetro 712 de Metrohm y conductimetro Crison GLP31 con una constante

de celda de =1 cm™! a temperatura controlada.

Mediante esta técnica se puede identificar a las diferentes microestructuras W/O,
bicontinua y W/O al observar cambios significativos en los valores de conductividad .
Las mezclas de aceite y tensoactivo son colocadas en un tubo de ensayo en un
bafio a temperatura de 25 °C bajo agitacion intensa para que haya una buena
homogenizacion. A las mezclas O/S se les adiciona lentamente agua Milli Q o la
fase acuosa a utilizar y se registra la conductividad. Usualmente para realizar
mediciones de conductividad es necesario la presencia de un electrolito en
concentraciones bajas, para observar de mejor manera el perfil de conductividad,
sin embargo, en el presente trabajo el tensoactivo con el que se trabajé presenta
impurezas idnicas (debidas al proceso de obtencién del tensoactivo) que hacen

prescindir del electrolito.

Tamaio de gota y de particula
La técnica de dispersion de luz dinamica (DLS) fue utilizada para obtener el radio
hidrodinamico de las gotas de las nano-emulsiones asi como de las nanoparticulas

de plata sintetizadas. Las mediciones fueron llevadas a cabo a 25 °C vy utilizando un
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angulo de 90 °. Cada muestra se midio por triplicado y el radio hidrodinamico fue
calculado a partir del ajuste manual del primer parametro del método de los
cumulantes. Las medidas del tamafio para las particulas, fueron determinadas a

partir de particulas lavadas y re-suspendidas en agua.

El tamafo de gota para los sistemas de microemulsion no pudo ser evaluado de
forma asertiva ya que al tratar de diluir las muestras estas presentaban separacion

de fases, por lo que los valores mostrados son de los sistemas concentrados.

Potencial zeta

EL potencial zeta (¢) se midi6 utilizando un equipo Zetasizer nano Z de Malvern
Instruments, utilizando agua como medio de dispersién. El potencial zeta fue
determinado a partir de la medicién de la movilidad electroforética (u) aplicando la

aproximacion de Smoluchowski.

Microscopia electrénica

La microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia electrénica de barrido-
transmision (STEM por sus siglas en inglés) de las particulas se realiz6 usando un
microscopio electronico ZEISS Gemini 500 con detector para STEM y energia
dispersiva de rayos-x (EDS) capaz de cuantificar incluso Boro. Las particulas no

fueron recubiertas con ningun tipo de aditivo debido a su naturaleza metalica.

Microscopia hiperespectral Cytoviva.

Las muestras fueron observadas bajo esta técnica en los medios de reaccién, es
decir, sin ser lavadas o centrifugadas a menos que se indique lo contrario. Todas
fueron observadas por el objetivo de 100X y sin ser sometidas a ningun tipo de

pretratamiento.

Espectrofotometria UV-vis.
Los espectros UV-vis de las muestras fueron obtenidas en un espectrofotdmetro

varian Cary 50 y varian Cary 300 en una celda de cuarzo de 10 yL de volumen.
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Anadlisis FTIR

Los espectros FTIR fueron adquiridos mediante la técnica de reflexion total
atenuada (ATR) con punta de diamante en un espectrofotdmetro Nicolet Avatar 360
y también en forma de pastilla de bromuro de potasio en un espectrofotometro
Lambda 450 de Perkin Elmer.

Sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de nanoparticulas se utilizaron dos sistemas:

l. Utilizando mezclas ternarias sin tensoactivo

Il. Microemulsiones y nano-emulsiones O/W
Sistema |.

El sistema utilizado para la sintesis de nanoparticulas fue: Agua/1-Propanol/Aceite
de ricino. La sintesis se llevd a cabo utilizando como precursor metalico al nitrato de
plata (AgNOs3) a distintas concentraciones, como agente reductor se utiliz6 al
extracto de hojas de geranio (GLE) e hidréxido de sodio, las temperaturas probadas
fueron 25, 50y 80 °C.

Las composiciones utilizadas para la sintesis son las siguientes:

Tabla 2.2. Composiciones de los sistemas utilizados para la sintesis de las AgNPs en las mezclas

ternarias libres de tensoactivo.

Fase acuosa (%P/P) Aceite (%P/P) 1-Propanol (% P/P) Sistema

10 40 50 Microemulsion

10 50 40 Microemulsion

15 30 55 Nano-
emulsion
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20

30

50

Nano-

emulsion

La sintesis consiste en la mezcla de dos sistemas de igual composicion pero

diferente naturaleza de fase acuosa, es decir, una mezcla que contiene al precursor

metalico (AgNO3) y otra al agente reductor (extracto de hojas de P. hortorum).

Ambas mezclas son homogenizadas con agitacion magnética o vortex y son

puestas en un bafo termostatizado.

Sistema |l

El sistema utilizado fue: Agua/Brij 96V:1,2-hexanodiol (1:1)/Aceite de ricino, la

sintesis fue llevada a cabo en sistemas O/W, microemulsiones como nano-

emulsiones. Las composiciones utilizadas se muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3.Composiciones utilizadas para la sintesis de nanoparticulas de plata en microemulsiones y

nanoemulsiones O/W.

Sistema Fase acuosa Tensoactivo Aceite de ricino
(% PIP) (% PIP) (% PIP)*
Microemulsién 50 45 5
Microemulsion 60 35 5
Nano- 70 25 5
emulsion
Nano- 80 15 5
emulsion
Microemulsion 50 40 10
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Nano- 60 30 10
emulsion

Nano- 70 20 10
emulsion

Nano- 50 35 15
emulsion

Nano- 60 25 15
emulsion

Nano- 50 30 20
emulsion

*La cantidad de aceite de ricino esta relacionada con la cantidad de precursor metalico en el sistema.

En cuanto al uso de microemulsiones, los componentes pueden ser anadidos en un
solo paso. Sin embargo, la mezcla de: aceite, tensoactivo, co-tensoactivo y
precursor metalico se realiz6 como primer paso para después adicionar el agente
reductor (fase acuosa). Una vez adicionado el agente reductor se homogeniza
utilizando un vortex y se pone en un bafo a temperatura constante durante 12 horas
para garantizar que la reaccién haya finalizado. Cuando las nano-emulsiones son
utilizadas, se siguen las lineas de dilucion de la Fig. 2.1 para alcanzar la

composicion deseada y especificadas enla Tabla 2.3.

Tratamiento estadistico

Los resultados se reportan como el promedio de los valores obtenidos con al menos
tres repeticiones y el valor de la incertidumbre se reporta como el limite de confianza

de los datos, utilizando la distribucion de la t de Student a un 95% de confianza.

Los perfiles obtenidos para la distribucion de tamafos de particula a partir de las

micrografias electronicas de barrido, el tamafio resulta del promedio del conteo de
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200 particulas y su incertidumbre corresponde a la desviacion estandar de la

poblacion de datos.
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RESULTADOSY DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados relacionados con la caracterizacion del
extracto de hojas de P. hortorum el cual es utilizado como agente reductor para la
sintesis de nanoparticulas, y la caracterizacion del sistema a emplear como medio
de sintesis y el comportamiento fasico del mismo. También se abordaran los
resultados obtenidos de la sintesis de nanoparticulas de plata al utilizar mezclas
ternarias libres de tensoactivo y los distintos parametros que intervienen en la
sintesis tales como: la concentracion del precursor metalico, pH, temperatura,

presencia de otro agente reductor y tiempo optimo de sintesis.

CARACTERIZACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE
HOJAS DE GERANIO.

El extracto se caracterizO de manera cualitativa, en el primer caso la cantidad de
solidos disueltos fue determinado y en el segundo se evalué el poder reductor. La
cantidad de sélidos disueltos que estan presentes al evaporar el agua del extracto
fue de 51.1£0.4 mg.

El analisis elemental de los cristales fue obtenido utilizando la espectrometria de
dispersion de energia de rayos X (EDS) mediante un detector ubicado en un equipo
de microscopia electronica de barrido, sin utilizar ningun tipo de recubrimiento
organico o metalico para tal fin. Las condiciones utilizadas fueron 15 KV a una
distancia de 7.8 mm. El andlisis EDS de la Figura 3.1 muestra que los cristales estan
compuestos mayoritariamente por carbono y oxigeno ademas de potasio, fosforo y
magnesio en una menor proporcion. Todos los elementos anteriores son debidos a

la presencia de moléculas organicas en el extracto.
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cps/eV

Figura 3.1. Espectro EDS de los cristales obtenidos del extracto acuoso de las hojas de P. hortorum.

Por otra parte, la determinacion del poder reductor la técnica FRAP fue utilizada, el
poder reductor del extracto fue comparado con el mostrado por el acido ascérbicoy
el a-tocoferol. El extracto muestra una actividad reductora equivalente a 0.38+£0.04
g de ascorbato por gramo de hoja seca y a 2.76+0.25 g de a-tocoferol por gramo de

hoja seca.

EL analisis de infrarrojo fue utilizado para complementar la caracterizacion del
extracto (Fig. 3.2). El espectro del extracto de hojas de P. hortorum muestra un pico
en la region de 600 cm™' relacionado con haluros de alquilo, en especial de la
vibracién para el enlace carbono-cloro por la presencia de clorofila clorada también
conocida como clorofila-RCI [217]. Las vibraciones de flexion de los enlaces
carbono-hidrogeno fuera del plano para alquenos y alquinos presentan picos en la
region de 800-900 cm™". El pico observado a 1036 cm-! es debido al enlace carbono-
hidroxilo de residuos terminales de proteinas presentes en el extracto [218][55].
Distintas sefiales son observadas en la region de 1200-1380 cm! atribuidas a la
presencia de grupos alcohol, éter, éster y acido carboxilico. El pico localizado en
1400 cm™' es debido a la presencia de vibraciones de estiramiento de enlaces dobles

entre carbonos de compuestos aromaticos. El pico a 1615 cm™ revela la presencia
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de grupo carbonilo de amidas del tipo | relacionados con proteinas
[219][220][218][221]. La sefial de 1720 cm-' también es debido a grupos carbonilo.
Dos picos localizados en 2922 y 3315 cm™! son atribuidos a las vibraciones de
estiramiento de los enlaces N-H de aminas secundarias y O-H unido a acidos

carboxilicos y cadenas poliméricas como polifenoles y flavonoides respectivamente.

En general, se pude afirmar que los componentes que predominan en el extracto
son biomoléculas polihidroxiladas como polifenoles y flavonoides, ademas de la

presencia de proteinas al observar sefales propias de éstas.

C-H
. C-H
o c-Cl
o
S 758.2 687.9
-
2
i -C-OH
1036.5

u T L T L T : T u T u T L T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda(cm”)

Figura 3.2.Espectro de infrarrojo del extracto de hojas de geranio obtenido mediante la técnica de

pastilla de KBr.
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MEZCLAS TERNARIAS LIBRES DE TENSOACTIVO
(MICROEMULSIONES) COMO NANOREACTORES PARA
LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA
UTILIZANDO EXTRACTO DE HOJAS DE P. hortorum
COMO REDUCTOR.

Comportamiento fasico.

Varios alcoholes fueron estudiados como agentes estabilizadores en las mezclas
ternarias que se utilizaron como medios de reaccidén en la sintesis de particulas de
plata. Los alcoholes probados fueron el etanol (EtOH), propanol (1-PrOH),
isopropanol (i-PrOH), butanol (BuOH) y pentanol (n-PnOH). ElI comportamiento
fasico de las mezclas fue evaluado mediante el uso de diagramas ternarios de fase
a una temperatura de 25 °C. El estudio reveld que la formulacion que presenta una
mayor zona monofasica es aquella en la que se utiliza al propanol (ver Figura 3.3a)
como componente estabilizador. En la Fig. 3.3 se presenta el diagrama obtenido
para la mezcla agua/1-propanol/aceite de ricino y extracto/1-propanol/aceite de

ricino.

El cambio de fase acuosa genera cambios en los limites de fase (Fig. 3.3b). Cuando
el extracto es utilizado en lugar del agua, la zona rica en aceite se incrementa,
mientras que la zona rica en agua disminuye. Lo anterior probablemente debido a
la presencia de saponinas de caracter hidrofdbico en el extracto, que estabilizan de
mejor manera las estructuras W/O [53,222]. Por otra parte al introducir al precursor
metalico disuelto en la fase acuosa, el diagrama no muestra diferencias, siendo

idéntico al estudiado con agua solamente.
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0 < X 0 <
Agua 1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 OAceitedericinoGLE 1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0Aceite dericino

Figura 3.3.Diagrama de fases ternario de los sistemas a) H.0/1-PrOH/Aceite de ricino y b) extracto de
hojas de P. hortorum (GLE)/1-PrOH/Aceite de ricino a T=25%1 °C. La zona superior ® a la linea bimodal

corresponde a la zona monofasica o de microemulsioén y la inferior a la zona multifasica 2®, (%) es la
composicion elegida para realizar la sintesis de nanoparticulas: Fase acuosa=10 %P/P, Aceite= 40 %P/P
y 1-PrOH= 50 %P/P.

De acuerdo a Horinek y col.[223], en este tipo de sistemas libres de tensoactivo las
nanoestructuras o nanogotas son encontradas cerca del limite de fase (linea
bimodal). Por lo anterior, la composicion que sera utilizada para llevar a cabo la
sintesis se debe encontrar preferentemente cerca de este limite para aprovechar
tales nanoestructuras como plantillas. Asi, la composicién seleccionada fue: aceite

de ricino 40 %, 1-propanol 50 % y fase acuosa 10 %.

Caracterizacion estructural.
Medidas de conductividad y del tamafio de gota, se realizaron para poder

caracterizar los cambios estructurales que ocurren en el sistema.

La variacion del radio hidrodinamico (Rn) en funcién de la cantidad de agua en la
mezcla fue determinado mediante DLS (Fig. 3.4), donde la incorporacion de agua a
la mezcla aceite de ricino + 1-propanol genera cambios en el tamafno de gota
registrado. El tamafio se incrementa de manera discreta para contenidos pequerios
de agua (menores al 6 %) y conforme la cantidad de agua aumenta el tamafo del
Rh registrado también. Asi, a contenidos de agua de hasta un 10 % el tamafio de

gota registrado es de =25 nm, sin embargo al sobrepasar este porcentaje el tamafo
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se incrementa de manera drastica hasta llegar a los 70 nm con un contenido de
agua del 12.5 %. Lo anterior puede deberse a la formacién de nano-emulsiones ya
gue a contenidos mayores al 10 % de agua las mezclas preparadas no son estables,

existiendo separacion de fases.

70 .
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Figura 3.4. Variacién del tamafno de gota (Rn) respecto al porcentaje en peso de agua adicionada.

Conductividad

La variacion de la conductividad en sistemas ternarios como las microemulsiones,
habla de cambios estructurales en el sistema. Varios autores sefialan que estas
microestructuras dependen de varios factores como la cantidad de agua presente
en la microemulsién, la temperatura, los solutos disueltos, el tipo de tensoactivo
utilizado, etc. [224—226]. Kunz y col. han observado que el comportamiento de éstos
sistemas libres de tensoactivo es similar al encontrado en aquellos que se formulan
con tensoactivos [227]. En este trabajo encontramos que el sistema compuesto por
agua/1-propanol/aceite de ricino muestra diferentes microambientes. La Figura 3.5b

muestra la variacion de la conductividad en funcion de la cantidad de agua presente
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en el sistema. Los cambios de pendiente en el perfil de conductividad nos sugieren
un cambio estructural, asi para contenidos de agua entre 5y 19 % se encuentran

estructuras del tipo W/O.

[1Pe L]

La linea de dilucién “a” mostrada en el diagrama de fases de la Figura 3.5a fue
utilizada para llevar a cabo las mediciones de conductividad del sistema. La primera
zona distinguible se asocia a la conductividad de la mezcla de los tres componentes
siendo hasta aqui posiblemente solo una disolucién ternaria. Un ligero cambio de
pendiente en la curva puede serdebido a la formacion de pequefias gotas dispersas
en el medio oleoso, correspondientes a la formacion de agregados micelares donde
existe una interaccion de puente de hidrégeno entre el agua y el 1-propanol
(microemulsiéon del tipo W/O) segun los estudios realizados por Smith y col. [228] y
Feng y col. [229] en este tipo de sistemas. Por otra parte un pequefo cambio en la
pendiente a partir del 11 % de agua en el sistema se atribuye a la formacion de
nano-emulsiones donde se observa el drastico aumento en el tamafio de las gotas
determinado por DLS y corroborando la formacion de las mismas. Finalmente la
region multifasica (2¢) se encuentra donde la conductividad empieza a decaer
drasticamente (contenido de agua >19 %) ya que los componentes empiezan a
separarse.

b

A d
s
wn
L

bod
£
"

20

o

w

1
-

ot
L]
N

Conductividad (uS/cm)

b=
=
I

Disolucion
ternaria

*
1
- I
I
1
]
]
1
I
1
]
I

I

e
o

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Ho0 (% PIP)

o

Agua 1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0Aceite dericino

Figura 3.5. a) Diagrama ternario de fases del sistema, la letra “a” denota la linea de dilucion seguida

para llevar a cabo la medicion de la conductividad y b) perfil de conductividad del sistema.
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Sintesis de nanoparticulas de plata.

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevd a cabo utilizando una concentracién
de 1x10°3 mol L' de nitrato de plata. Durante la sintesis existe un cambio de
coloracién, pasando de un amarillo ligero debido al extracto (Fig. 3.6 a) a un café-
rojizo propio de las nanoparticulas de plata [230]. La dispersion de nanoparticulas
se centrifugd para separarla de la microemulsion, el precipitado es lavado y re-
suspendido en agua. El espectro de UV-vis muestra la presencia de particulas de

plata al observarse el plasmén de resonancia caracteristico de la plata a una
longitud de onda de 465 nm [231][232] (Fig. 3.6).

a) b)

0.5 1

0.4 4

0.3 1

Abs(u.a.)

0.2 1

o 0.1

0.0 T T v T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 3.6. Imagen del extracto (a) y espectro UV-vis de las nanoparticulas de plata obtenidas y

apariencia de las nanoparticulas en el medio de reaccién (b).

Caracterizacion

En la Figura 3.7 se muestra la distribucion de tamafos obtenido mediante DLS para
las nanoparticulas una vez lavadas y re-suspendidas en agua. Se puede observar

como se trata de una poblacién polidispersa con un tamafio promedio de 99.91+27.2

nm e indice de polidispersidad de 0.65, el cual indica una baja estabilidad coloidal.

100



RESULTADOSY DISCUSION

25. ........ ................. ................. ................. : .................

Valume {Percent)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})

Figura 3.7. Distribucién de tamafio de las nanoparticulas sintetizadas en el sistema[Ag*]= 1x10-*mol L-
11-PrOH/Aceite de Ricino utilizando extracto acuoso de hojas de geranio como reductor. Tamafio

promedio 99.9 £27.2 nm.

Las micrografias electronicas de barrido (Fig. 3.8) corroboran lo observado en los
analisis de DLS, ya que se encontraron varios tamafnos de particula y aglomerados
en un material tipo “gelatina”. La aglomeracion de las particulas es posiblemente
debido al biomaterial presente en el extracto de P. hortorum el cual las ha embebido.
El biomaterial se observa aun después de haberse realizado varios lavados con
varios disolventes (acetona, etanol y agua), esto ha sido observado por demas
autores al realizar sintesis de nanoparticulas de oro y plata con extractos de
diferentes especies de geranio [74][55] y plantas en general [233]; Mironczyk y col.
[75] sugieren que el material que cubre las nanoparticulas puede tratarse de

flavonoides y proteinas presentes en el extracto.
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Figura 3.8. Micrografias electrénicas de barrido de las particulas de plata sintetizadas, rodeadas

del biomaterial del extracto de P. hortorum.

El analisis elemental realizado mediante EDS (Fig. 3.9) muestra senales que
corresponden a la plata, sefial a 3 keV [234] y C y O debidas al material organico el

cual rodea a estas particulas.
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Figura 3.9. Espectro EDS de las particulas de plata obtenidas con el extracto de hojas de P. hortorum.

Por otra parte el espectro FTIR obtenido de las particulas muestra las senales de
los grupos funcionales sobre la superficie (Fig. 3.10). Es de notar que las senales
que se modifican son aquellas correspondientes a los grupos hidroxilo (3200-3650
cm') por lo que se puede inferir que algun tipo de alcohol(es) o derivado(s)

(polifenoles, flavonoides, etc.) estan participando activamente en la reduccion de los
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iones metalicos y a su vez siendo adsorbidos sobre la superficie metalica fungiendo
como agente estabilizante. Asi también, la sefial debida a carbonilos (600 cm™)
disminuye en intensidad. Polifenoles y flavonoides han sido asociados a la

reduccidn de los iones metalicos al usar extracto de hojas de geranio [74][55].

712

1126
1206

% T (u.a.)

1380

—GLE
——Particulas de plata

1622

3950 3700 3450 3200 2950 2700 2450 2200 1950 1700 1450 1200 950 700 450
Nuamero de onda (cm-)

Figura 3.10. Espectros FTIR de las particulas de plata (azul) y del extracto de hojas de geranio (GLE;

rojo).

Debido a lo anterior una posible reaccién por la cual se lleva a cabo la formacién de

las particulas de plata es:
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OH 0

HO o
R OH R | OH
OH O OH

L on
+ Ago

En la cual una unidad de flavonoide (polihidroxicompuestos) reacciona con el ion
plata para reducirlo a plata metalica y el grupo hidroxilo donador de electrones se

oxida a carbonilo (enol-ceto).

Por otra parte el rendimiento de la reaccién se tratdé de realizar mediante el
seguimiento de la concentracion de plata en disolucion por espectrometria de
absorciéon atémica de flama. El efecto de la matriz es importante en estas
determinaciones por lo que usualmente se utiliza la adicién de estandar para
minimizarlo [235]. Sin embargo, no fue posible obtener lecturas confiables. La
concentracion de partida fue de 58.06 mg L' de Ag* (equivalente a una
concentracion de 1x10-2 mol L*') y la concentracion obtenida para un tiempo de
reaccion de 15 minutos fue de 0.12 mg mL-! de Ag*. Lo anterior indicaria que a los
15 minutos casi toda la plata se ha agotado o reducido en forma de particula, sin
tomar en cuenta que se adiciond estandar de 5 mg L' para obtener lecturas
cercanas a la mitad de la curva de calibracion. Debido a lo anterior no fue posible

determinar el rendimiento de la reaccion.

En la Figura 3.11 se muestra la curva de calibracién obtenida asi como las lecturas

a los distintos tiempos medidos.
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Figura 3.11.a) Curva de calibracion y b) perfiles de concentracion obtenidos mediante espectrometria

de absorcion atémica de flama para la determinacion de Ag* en disolucion.

Influencia de la concentraciéon de plata y cinética de

reaccion.

La evolucién de la formacién y crecimiento de las particulas de plata utilizando
distintas concentraciones de precursor metalico fue monitoreado por el cambio
observado en su espectro de absorcion UV-vis (Fig. 3.12a). La Figura 3.12 muestra
la variacion de la absorbancia en el espectro para una concentracion de plata de
0.2 mol L-"de AgNQOs. Un pico de absorcidn caracteristico es observado cerca de
455 nm. Se puede apreciar (Fig. 3.12b) como la absorbancia incrementa
rapidamente hasta un tiempo de 120 minutos, indicando la formacion de
nanoparticulas de plata; y después de este tiempo los cambios no son significativos
debido a que todas las particulas fueron formadas. Sin embargo, un desplazamiento
del maximo de absorcion hacia longitudes de onda mayores es detectado debido al

crecimiento de las particulas formadas [236][237].
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Figura 3.12. a) Evoluciéon de la absorbancia maxima durante la formacion de las particulas de plata
utilizando una concentracion de AgNO:= 0.2 mol L' y b) variacién de la absorbancia maxima en funcion

del tiempo.

El proceso de crecimiento para las concentraciones altas probadas en este trabajo,
las cuales son 10x10-3, 0.1 y 0.2 mol L' presentan dos etapas como se observa en
la figura anterior. De acuerdo a lo observado se puede inferir que en la etapa de
crecimiento un efecto de autocatalisis y reduccion de los iones Ag* sobre la
superficie de las particulas ya formadas se lleva a cabo. Esta etapa de autocatalisis
se da debido al agotamiento del agente reductor y a la presencia de nanoparticulas
y iones plata sobre su superficie sin reducir. Este tipo de cinéticas que involucran
dos pasos han sido observadas por distintos autores y han sido atribuidas a
procesos de crecimiento de las particulas por el efecto de la autocatalisis [229] [230]
[231]; por lo tanto el mecanismo posiblemente es similar. En la Figura 3.13 se

ilustran las dos etapas involucradas en este tipo de mecanismo.
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Figura 3.13. Pasos involucrados durante la formacion de las nanoparticulas, de acuerdo a la formade la

grafica de la cinética obtenida.

Por otra parte al utilizar concentraciones bajas 1x10-3 y 5x10-3 mol L-' de AgNOs dos
procesos bien definidos se presentan, asociados con la nucleacién y crecimiento de
las particulas (Fig. 3.14). Este comportamiento es similar al propuesto por Lamer y
Dinegar [238] quienes estudiaron la variacion de la concentracion del soluto en
funcion del tiempo. La nucleacién implica un aumento en el numero de centros de
dispersion (numero de particulas) para un sistema dado, y por lo tanto da un
aumento en la intensidad de dispersion. En contraste, el crecimiento de las
particulas es asociado con el decremento en la intensidad de dispersion debido a
que la ventana de observacion corresponde a la difraccion de las particulas
pequefias que desaparecen durante el proceso de crecimiento o la disolucion de
nucleos inestables. Por lo anterior el mecanismo propuesto de dos pasos es
consistente con aquellos que plantean la reduccion de los iones Ag*y la asociacion
de los atomos de AgP para producir particulas metalicas como proponen varios
autores [239][240][241].
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Figura 3.14. a) Evolucion de la absorbancia maxima durante la formacién de las particulas de plata
utilizando una concentracion de AgNOs= 5x10-3 mol L' y b) variacion de la absorbancia maxima en

funcion del tiempo.

Influencia de la variaciéon del pH en la sintesis de

nanoparticulas de plata.

A pesar de los arduos esfuerzos de la comunidad cientifica y los avances en el
campo de la nanotecnologia aun no hay una explicacién clara sobre la quimica
involucrada en la naturaleza multifuncional de los extractos durante la sintesis de

nanoparticulas estables [242].

Debido a lo anterior, pocos reportes son los que proponen que especies participan
en la reduccion de los iones metalicos. Sin embargo, el mecanismo de conversion
del grupo enol (C-OH) a cetona (C=0) en flavonoides es el mas comun y juega un

papel importante en la reduccion de los iones metalicos [243].

Los principales componentes identificados en el extracto de P. hortorum son
flavonoides y terpenoides como el geraniol [73][234][244], estas especies son

reductoras durante la sintesis de nanoparticulas de plata [245]. La eficacia
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antioxidante de los flavonoides se ha relacionado con la cantidad de grupos hidroxilo

en la molécula, y también con su capacidad de donacion de electrones [246].

La quercetina es un flavonoide presente en una gran variedad de plantas que
presenta propiedades acido-base. Esta molécula tiene dos valores de pKa, 7.47 y
8.64 [247], en la Figura 3.15 se ilustra la estructura de la quercetina y sus formas

desprotonadas.

Figura 3.15. Desprotonacion del grupo catecol del flavonoide quercetina, R: cualquier otra unidad.

El aumento del pH propicia la desprotonacion de los hidroxilos mas acidos del
compuesto. Asi, la influencia de la desprotonacion del grupo catecol se relaciona
con la capacidad de donacion de electrones/protones y por lo tanto en su actividad
antioxidante [248]. A su vez se ha demostrado que a pH alto (pH 8) la materia
organica como acidos humicos y fulvicos presentan mayor afinidad para enlazarse
con la plata [249]. Lo anterior ya que al aumentar el pH aumentan los sitios a los
que se puede unir la plata debido a una baja disponibilidad de protones, que son los

que suelen ocupar estos sitios.

Un caso similar podria estar pasando en nuestro sistema, ya que se observa un
decremento en el tamafio de las particulas alincrementar el pH del extracto, ademas
de que la quercetina presenta un potencial de reduccién de 0.39V [250] con el cual

la formacién de plata metalica puede llevarse a cabo.

El extracto acuoso de hojas de P. hortorum se ajusté a pH 7 y 8, y fue probado en
la sintesis de las particulas utilizando una concentracién de plata de 1x10-3 mol L.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.2y Figura 3.16.
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Tabla 3.1. Variacion del tamaiio de particula en funcion del pH del extracto de P. hortorum.

pH Tamano (nm)
pH sin ajustar 99.1+27.2
(=5.7)
7 30.4+3.6
El cambio en el pH 8 10.720.8 del extracto produce

variaciones en el tamanio final de la particula obtenida, asi, se tiene un tamafo de
10 nm al modificar el pH a 8 (Tabla 3.2).

En el espectro UV-vis (Figura 3.16) se observa que para pH 7y 54 la RPS se
localiza a una longitud de onda de 430 nm, mientras que para pH 8 se localiza a
4445 nm. La forma e intensidad de la banda del plasmén depende del tamafio y
morfologia de las nanoparticulas, el ambiente dieléctrico y el indice de refraccion

del medio en el que se encuentran [251] [252].
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Figura 3.16. a) Espectro UV-vis de las nanoparticulas obtenidas con el extracto acuoso de hojas de

geranio a distintos pH e b) imagenes de los coloides. pH:5.4, 7 y 8; T=25 °C.
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El aumento en el pH del extracto parece favorecer el intercambio de electrones
facilitando la reaccion redox. Por otro lado a pH acido y neutro el intercambio de
electrones se ve mas impedido ya que las moléculas con accidon antioxidante
podrian encontrarse protonados o semiprotonados, disminuyendo el poder

antioxidante del extracto.

Aunado a lo anterior el espectro de la Figura 3.16a, muestra una mayor absorbancia
para las nanoparticulas sintetizadas a pH 8 debido al tamaifio y a la presencia de
una mayor cantidad de éstas y lo contrario para pH 7 [253]. El color café-rojizo de

los coloides puede observarse en la Fig. 3.16b.

Conclusiones

Las caracterizaciones realizadas al extracto de hojas de P. hortorum revela que
diversas biomoléculas estan presentes, tales como polifenoles, flavonoides vy
proteinas. Ademas de presentar un poder reductor equivalente a 0.38+0.04 gramos
de ascorbato por gramo de hoja secay a 2.76+0.25 gramos de a-tocoferol por gramo

de hoja seca.

La caracterizacion del sistema muestra que estructuras de microemulsién y nano-

emulsion del tipo W/O son formadas.

La concentracion del precursor metalico (AgNO3) juega un papel importante ya que
al incrementarse a valores mayores de 5x10-3 mol L' el mecanismo de formacion

de las nanoparticulas involucra dos pasos de crecimiento.

Por otra parte el pH del extracto afecta el tamafio de las particulas de plata. Al
aumentar el pH a 8 el tamafo de las nanoparticulas disminuye drasticamente,

obteniendo valores de 10.7+0.8 nm.

111



RESULTADOSY DISCUSION

MEZCLAS TERNARIAS LIBRES DE TENSOACTIVO
(MICROEMULSIONES) COMO NANOREACTORES PARA
LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA
UTILIZANDO HIDROXIDO DE SODIO Y EXTRACTO DE
HOJAS DE P. hortorum COMO REDUCTORES.

Antes de empezar con este apartado cabe recalcar que en esta seccion
experimental se utilizan dos diferentes tipos de reductores para la obtencion de
particulas de plata. Uno proveniente de la reaccién de saponificacion del aceite al
mezclarlo con el hidroxido de sodio, es decir los acidos grasos a los cuales nos
referiremos como reductor NaOH. Y utilizando el reductor NaOH en combinacion
con el GLE, que es el extracto de las hojas de geranio, el cual fue denominado GLE,
pero unicamente para esta parte del capitulo en donde no se utiliza tensoactivo. Las

composiciones de los sistemas estan definidas en la seccién experimental.
A continuacion se discuten los resultados obtenidos.

Efecto de la temperatura

De acuerdo a varios autores, la presencia de hidréxido de sodio durante la sintesis
de nanoparticulas de plata hace mas eficaz el proceso debido a la presencia de la
especie Ag20, la cual cataliza la reduccion de los iones metalicos. Da Silva y col.
[254] han encontrado que el uso de aceite de ricino en conjunto con hidroxido de
sodio a una concentracion de 0.1 mol L' a 80 °C para la sintesis de nanoparticulas

de oro es un método eficaz para su obtencién.

De acuerdo a lo anterior se decidié probar en el presente trabajo la influencia que
presenta la adicion de hidroxido de sodio en el sistema, asi como el efecto de la
temperatura. La sintesis se realizd a dos distintas temperaturas 25 y 80 °C, los

resultados arrojan que a 80 °C se favorece la formacién de nanoparticulas.
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En la Figura 3.17 se muestra el espectro de las particulas obtenidas a 25y 80 °C
utilizando una concentracion de plata de 1x10-3mol L-'y 0.1 mol L-! de hidréxido de
sodio. Puede observarse claramente una diferencia entre ambas temperaturas. Al
llevar a cabo la sintesis a 25 °C bandas muy anchas son obtenidas debido a la
presencia de una poblacién de particulas polidispersas [255]. Por otra parte a 80 °C
las bandas obtenidas son mas definidas debido a la presencia de una poblacion
menos polidispersa. Por lo anterior la temperatura de trabajo optima, para las

condiciones probadas se determin6 en 80 °C.

La caracterizacion del tamafio de particula mediante DLS no pudo ser realizada
para las particulas sintetizadas a 25 °C (Figura 3.17a). La presencia de particulas
grandes que ocasionan una gran dispersion de luz [256] provoca que el analisis no
sea fiable aun cuando se lleva a cabo la filtracion de la muestra por una membrana
con tamafno de poro de 0.25 ym. El tamafio determinado para la nanoparticulas
sintetizadas a 80 °C (Fig. 3.14b) fue de 45.1+3.6 nm.
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Figura 3.17.Espectros UV-vis de las nanoparticulas sintetizadas a a) 25 °C y b) 80 °C, por accién

reductora de la mezcla de hidréxido de sodio (0.1 mol L") y aceite de ricino. [Ag*]= 1x10-3 mol L'

La gran diferencia observada al comparar ambos espectros es debido a que a 80

°C se favorece la reaccion de saponificacion del aceite debido al hidréxido
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adicionado, es decir, la formacién de acidos grasos que fungen como reductores y
posiblemente el o los productos de oxidacion estabilicen las particulas formadas.
Otros autores han reportado el uso de acidos grasos [257] y glicerol [258] como
estabilizantes de nanoparticulas de plata. Cabe mencionar que la cantidad de sosa
adicionada no es suficiente para saponificar totalmente la cantidad de aceite

presente en la mezcla, porlo que existe una mezcla de acidos grasos, glicerina y el

triglicérido.

(0]
A
+3NaOH — 2 o 3 na" o “
HO
i o
Na "o N+ adt- N=0 4 . S
HO 9 0 —— » Ag’+NaNO, + Ac. ricinoleicog .,

Las imagenes obtenidas por la técnica de Cytoviva (Fig. 3.18) muestran la presencia
de aglomerados y particulas grandes en la muestra sintetizada a 25 °C. Por otra
parte al cambiar la temperatura hasta 80 °C la presencia de nanoparticulas es

evidente al observarse principalmente colores azules.
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Figura 3.18. Imagenes obtenidas con el microscopio Cytoviva (100X) de las particulas sintetizadas a a)

25°Cy b) 80 °C, utilizando al aceite de ricino como reductor.

Efecto de la concentracion.

En la Figura 3.19 se muestran los espectros de las particulas sintetizadas utilizando
varias concentraciones de precursor metalico desde 1x10-3 hasta 5x10-3 mol L,

utilizando una concentracion de sosa de 0.1 mol L-'y una temperatura de 80 °C.

El plasmén no varia en posicién (450 nm) al incrementar la concentracion hasta
3.5x10-3 mol L-"lo que indica que no hay variacién significativa en el tamario y forma
de las nanoparticulas [259]. Sin embargo, para una concentracion de plata de
5x10-3 mol L' las particulas formadas son tan grandes que no se pueden medir en
DLS.
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Figura 3.19.a) Espectros UV-vis y b) apariencia fisica de los coloides obtenidos de las particulas

sintetizadas a distintas concentraciones (1-5x10-3mol L") a 80 °C y con [NaOH]= 0.1 mol L.

El tamafo de particula obtenido por DLS se muestra en la tabla 3.3, comprobando

que efectivamente el tamafio no varia entre las distintas concentraciones utilizadas.

Tabla 3.2. Tamaiios de particula para las distintas concentraciones de plata probadas.

[Ag*] (mol L") | Rn (nm)

1x10-3 45.1+£3.6

2.5x103 58.9+4.4

3.5x103 44.9+4.8

5x10-3 *

*No se puede medir con DLS.

En las fotografias obtenidas por el microscopio Cytoviva (Fig. 3.20), se puede
observar claramente el efecto de la concentracién de plata durante la sintesis. Los
colores que presentan las particulas son similares, por lo tanto los tamafios también

lo son como se vio anteriormente. En cuanto a las particulas obtenidas a una
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concentracion de 5x10-3 mol L-" se puede ver que son muy brillantes lo que significa

presencia de particulas grandes.

2.5x10-3 mol L1

1x10-3 mol L1

3.5x10-3 mol L

5x10-3 mo) L

Figura 3.20. Imagenes de las particulas obtenidas con el microscopio Cytoviva (100X) al utilizar

diferentes concentraciones de AgNOs.

Variacion de la concentracion de hidréoxido de sodio.

En el espectro UV-vis de la Figura 3.21 se aprecia el efecto que tiene la
concentracion del hidroxido de sodio en la obtenciéon de particulas cuando la

concentracion de plata es de 1 x10-3 mol L-'. A partir de una concentracién de sosa
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de 0.5 mol L' los cambios en el espectro obtenido son practicamente nulos y existe

un ligero desplazamiento a longitudes de onda mayores del plasmén.
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Figura 3.21. Espectro UV-vis de las AgNPs obtenidas a una [Ag*]=1 x10-*mol L', T=80°C y [NaOH]= 0.1,
0.5y 0.75 mol L.

Las mediciones de DLS (ver Tabla 3.3) nos muestran, que a pesar de no haber un
desplazamiento significativo en el maximo de absorcién del espectro UV-vis de las
muestras, el tamafno y polidispersidad de las mismas aumenta al incrementarse la

concentracion de hidroxido de sodio.

Por otra parte, las microscopias electronicas muestran la medida real de las
nanoparticulas. Se observa una tendencia contraria a la observada con los tamafos
obtenidos mediante DLS, es decir, al utilizar la mayor concentracion de hidroxido de

sodio el tamafio obtenido es menor y viceversa.

Las lecturas de DLS son gobernadas por la dispersion de la luz, es por ello que en
las particulas obtenidas con una concentracion de hidréxido de sodio de
0.75 mol L' el tamafio registrado es mayor y dista del valor real obtenido con las
micrografias. Es decir, la sefial de las nanoparticulas pequefias se ve opacada por

la dispersion de luz ocasionada por las mas grandes.
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En la Figura 3.22 se muestran las micrografias electrénicas de barrido de las
nanoparticulas obtenidas con las distintas concentraciones de hidréxido de sodio,
asi como el perfil de distribucidén obtenido después del conteo de 200 particulas en

las micrografias.

En general se puede observar que la morfologia de las nanoparticulas es casi
esférica, en cuanto a la influencia de la concentracién de hidroxido de sodio en el
sistema se puede decir que a mayor concentracion incrementa el poder de
reduccién incrementandose las nanoparticulas de menor tamafio. Los acidos grasos
liberados por la accion de la sosa fungen como reductores y estabilizantes
obteniendo un menor tamafo de particula al haber una mayor cantidad de estos

disponible.

A continuacion se muestran las imagenes y la tabla comparativa de los tamarfios de

particula obtenida con MEB y con DLS.

Tabla 3.3. Tamarios de particulas obtenidos con DLS y MEB.

[NaOH] (mol L") MEB DLS
0.1 53.5t2.4 nm | 43.4+5.2 nm
0.5 50.2£3.7 nm | 80.1£7.2 nm
0.75 19.9424 nm | 98.8+14.5
nm
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Figura 3.22. Microscopias electrénicas de barrido (izq.) y perfiles de tamafio obtenidos de las fotografias
(der.) de las nanoparticulas sintetizadas con diferente concentracion de hidroxido de sodio. [AgNO3]= 1
x10-3 mol L' de Ag*, T= 80 °C.

Caracterizacién FTIR.
En la Figura 3.23 se muestran los espectros de infrarrojo de los compuestos por los
cuales esta formada la mezcla de reaccion y las nanoparticulas de plata obtenidas.

Las sefales que sufren un cambio importante en el espectro son las sefiales propias
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del aceite de ricino, por lo que se puede aseverar que éste es el compuesto que

esta participando principalmente en la reduccion de los iones metalicos al estar

presente el hidréxido de sodio.
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Figura 3.23.Espectros FTIR-ATR de la mezcla de reaccion antes y después de llevada a cabo la

sintesis de nanoparticulas, asi como del espectrode las nanoparticulas de plata; a) Aceite de ricino,

b) Mezcla antes de la sintesis compuesta de aceite de ricino, 1-Propanol e hidréxido de sodio 0.1
mol L, ¢) nanoparticulas de plata, d) Mezcla después de la sintesis con [Ag*]= 1x10*molL" y e) 1-

Propanol.
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Al comparar las mezclas de sintesis antes (Fig. 3.23b) y después de llevar a cabo
la sintesis (Fig. 3.23d) se puede observar como las sefiales ubicadas en
aproximadamente 1000 cm™ cambian considerablemente. Las sefales que
presenta la mezcla antes de llevar a cabo la sintesis son muy similares a las que
presenta el espectro del aceite de ricino (Fig. 3.23a) debido a que este es el
compuesto que se encuentra en mayor proporcion en la mezcla. Después de llevar
a cabo la sintesis las sefales se asemejan a las propias del espectro del 1-PrOH
(Fig.3.23e) lo que indica un agotamiento o transformacion del aceite una vez

obtenidas las particulas de plata.

Una disminucion en intensidad de la sefial del carbonilo (=1750 cm') decrece de
manera significativa, probablemente debido a que este grupo se esté uniendo a la
nanoparticula, ya que este carbonilo (que forma parte de un grupo acido carboxilico)
no puede oxidarse y la disminucion en intensidad de la sefial indica una interaccion
con el metal. Un posible acomodo de los acidos grasos se muestra en la Figura
3.24. El espectro de las nanoparticulas es muy parecido al del aceite de ricino por
lo que los acidos grasos por los que esta compuesto deben estar cubriendo la

superficie de la nanoparticula.

Figura 3.24. Posible acomodo de las moléculas de acido ricinoleico adsorbidas sobre la superficie de

las nanoparticulas.

Variacion de la cantidad de hidroxido de sodio en la sintesis.
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Elaumento en la cantidad del hidroxido de sodio (aumento en el porcentaje en peso
que ocupa en la formulacién) en el sistema favorece la formacion de particulas de
plata en el intervalo de tamafios de 70 a 110 nm cuando la sintesis se lleva a cabo
a 80 °C y utilizando una concentracion de sosa de 0.1 mol L-'. Este aumento se
refiere a duplicar la cantidad de fase acuosa que contiene hidréxido de sodio, es
decir, si hasta ahora se utilizaba un 1 % de fase acuosa esta se duplica hasta un 2
%.
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Figura 3.25.Espectro UV-vis y tamafios obtenidos mediante DLS de las AgNPs obtenidas al incrementar
la cantidad de [NaOH]= 0.1 mol L' adicionada al sistema de 10 % al 15 % utilizando una [Ag*]= 1 x10-

mol L'y T= 80 °C.

Las micrografias de MEB (Fig. 3.26) muestran el tamano verdadero de las
nanoparticulas, ademas del perfil de distribucion obtenido a partir del analisis de
tamanos de varias particulas. El tamafo de particula obtenido por DLS y MEB se

enlista en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Tamaros de particulas obtenidos con DLS y MEB.

[Ag*] (mol L) MEB DLS

1 49.9+134 | 113.3x11.6

nm

76.5+6.1

2.5 13.4+10.2nm | 76.1£15.6

57.1+25.7

nm

3.5 11.1+£8.9 71.3+13.1

42.4+16.8

nm

5 59.7£25.7 71.9+11.5

89.0£18.8

Las micrografias evidencian que, en general se obtienen tamafnos promedios entre
los 50 y 60 nm y morfologia esférica. Las distribuciones muestran 2 poblaciones de
nanoparticulas una de menor tamafo (aproximadamente de 10 nm) y una mayor,
por lo que la forma de la banda en el espectro UV-vis se debe a la interaccién de

las particulas pequefas con las grandes tal como lo reporta Chumanov y Evanoff
[251].
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Figura 3.26.Microscopias electronicas de barrido y perfil del tamafo de las particulas

sintetizadas con el incremento en el porcentaje de hidroxido de sodio 0.1 mol L' y 1 x10-3 mol

L' de Ag* a 80 °C.
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Sintesis utilizando el extracto de hojas de P. hortorum (GLE) e hidréxido de

sodio.

Al introducir el extracto en el sistema se observa que la longitud de onda donde se
sita la resonancia del plasmén se desplaza a longitudes de onda menores,
pasando de 460 nm a 440 nm lo que indica un decremento en el tamafo de las
particulas, ver Figura 3.27. Ademas se define mejor la banda del plasmon indicando

una distribucion de nanoparticulas menos polidispersa.
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Figura 3.27. Espectro UV-vis de las nanoparticulas obtenidas a 80 °C con el aceite de ricino (AR) y con
la mezcla aceite de ricino y extracto de hojas de geranio (GLE). [Ag*] =1 x10-*mol L, T= 80 °C y [NaOH]=
0.1 mol L'; GLE= 5 %; NaOH=5 %.

Nos referimos como reductor NaOH 0.1 mol L-" a los acidos grasos liberados por la
accion de la sosa sobre el aceite y con reductor GLE a la mezcla de los acidos
grasos con el extracto de hojas de geranio. Por lo anterior la mezcla de acidos
grasos con el extracto contiene un mayor numero de especies reductoras las cuales
ayudan a la obtencion de particulas de menor tamafo como se observa en el

espectro de la Fig. 3.27.

A pesar de lo mostrado anteriormente, las medidas de DLS no muestran una

diferencia significativa en tamafo al obtener un tamafo de 43.4+5.2 nm al utilizar
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como reductor al “NaOH 0.1 mol L-"” y 45.5+3.6 nm al utilizar como reductor al
“GLE”.

La micrografia MEB obtenida, muestra que la poblacién de particulas obtenidas al
utilizar como reductor al GLE, es polidispersa (Fig. 3.28). Asi también corrobora el
desplazamiento a longitudes de onda menores del espectro UV-vis ya que la
proporcion de nanoparticulas de menor tamafio es mayor en comparacion con las

de mayor tamaiio.
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Figura 3.28. Micrografia MEb y perfil de tamafio de las nanoparticulas sintetizadas bajo la accion del

reductor GLE. [Ag*]= 1x10-3mol L'; T=80 °C.

Conclusiones

La mezcla compuesta por aceite de ricino e hidroxido de sodio exhibe una buena
accion reductora en la obtencién de nanoparticulas de plata a una temperatura de
80 °C.

El uso de la mezcla de extracto de hojas de geranio, aceite de ricino e hidréxido de
sodio produce nanoparticulas menos aglomeradas comparado con los sistemas

donde solo se utiliza al aceite de ricino como componente reductor.
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Las propiedades de las nanoparticulas dependen del control de los parametros de

sintesis mas que de la plantilla (SFME) utilizada.

La caracterizacion FTIR de las nanoparticulas revela que estas estan cubiertas por
moléculas del aceite de ricino, aun cuando el extracto de geranio es utilizado para

la sintesis, debido a la presencia de una mayor cantidad de éste.

Este método de sintesis con mezclas libres de tensoactivo o microemulsiones libres
de tensoactivo (SFME) no son adecuadas para controlar el tamafo y forma de las
particulas de plata en comparacion con las microemulsiones comunes formuladas
con tensoactivos “comunes”. Lo anterior probablemente a una alta flexibilidad de la
interfase [209] formada entre el 1-PrOH-Aceite de ricino, sin embargo, el uso de

estos sistemas para generar nanoparticulas de distintos tamafos es factible.
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MICROEMULSIONES Y NANO-EMULSIONES
FORMULADAS CON TENSOACTIVOS NO IONICOS DE
BAJA/NULA TOXICIDAD PARA EL MEDIO AMBIENTE
UTILIZADOS COMO NANOREACTORES EN LA SINTESIS
DE NANOPARTICULAS DE PLATA UTILIZANDO
EXTRACTO DE HOJAS DE P. hortorum COMO
REDUCTOR.

COMPORTAMIENTO FASICO DE LOS SISTEMAS FORMULADOS CON
TENSOACTIVOS NO IONICOS.

El estudio del comportamiento fasico de los distintos sistemas formulados se llevd
a cabo utilizando los diagramas ternarios de fase a 25 °C, los sistemas de
microemulsion obtenidos fueron con tensoactivos no iénicos debido a la versatilidad
que estos presentan en diversas aplicaciones y a la baja o nula toxicidad de los
mismos. Es asi como se probaron distintos tensoactivos y co-tensoactivos para la
obtencion de microemulsiones del tipo W/O y O/W. Cabe mencionar que el uso del
co-tensoactivo es indispensable ya que la viscosidad que los sistemas presentan
sin la adicion del mismo es grande, obteniéndose de tal forma geles y cristales
liquidos, ademas el co-tensoactivo ayuda a disminuir la viscosidad del aceite

haciendo que las mezclas sean mas manejables.

Los tensoactivos probados fueron el Tween 80, Brij 96V, Synperonic 13/6.5,
Synperonic 10/6, Cremophor RH60 y Cremophor EL y co-tensoactivos alcanoles de
cadena corta como etanol (EtOH), 1-propanol (PrOH), 1-butanol (BuOH), 1-pentanol
(PnOH), 1,2-hexanodiol y 2-fenoxietanol.
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En la Figura 3.29 se muestran los diagramas de fase pseudo-ternarios realizados a
una temperatura de 25°C para los distintos co-tensoactivos probados y utilizando
como tensoactivo al Tween 80 la zona de microemulsién O/W fue estudiada ya que
es de especial interés en este trabajo debido a que conlleva el uso de una baja
cantidad de fase oleosa al estar compuesta mayormente por agua. Se encontré que
con el butanol (BuOH) y 1,2-hexanodiol se extiende la zona rica en agua, sin
embargo, se optd por utilizar el 1,2-hexanodiol debido a la baja toxicidad que
presenta ademas de ser empleado en distintas formulaciones cosméticas.

——EtOH
—&— 2-Fenoxietanol
—¥—1-PnOH
--A--1.PrOH
01 g 1BuOHYy
1,2-Hexanodiol

Tween 80
0

0.2

Agua 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 04 0.3 0.2 0.1 0 Aceite ricino

Figura 3.29. Diagrama de fase pseudo-ternario para los distintos co-tensoactivos probados con el
tensoactivo Tween 80, la parte de la derecha muestra una ampliacion de la zona rica en agua.

Agua/Tween 80: Co-tensoactivo (1:1) /Aceite de ricino.

Una vez visto que el 1,2-hexanodiol dio buenos resultados extendiendo la zona O/W
al ser probado con el Tween 80 se decidid realizar el estudio con los demas
tensoactivos, ya que con este tensoactivo la zona de interés, que es la zona rica en

agua aun es muy estrecha. Se llevdo a cabo el estudio sistematico del

130



RESULTADOSY DISCUSION

comportamiento fasico del tensoactivo que mejor solubiliza al aceite de ricino y

usando como co-tensoactivo al 1,2-hexanodiol.

El comportamiento fasico registrado con los distintos tensoactivos demuestra el gran
reto que supone formular microemulsiones del tipo O/W utilizando triglicéridos de
alto peso molecular como lo es el aceite de ricino (Figura 3.30). Sin embargo, el Brij
96V en conjunto con el 1,2-hexanodiol en una relacion 1:1 (peso/peso) es el que
presenta una zona monofasica mayor en comparacion con los demas tensoactivos

incluyendo a los derivados del mismo aceite de ricino Cremophor EL y Cremophor
RH60.
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Cremophor EL:1,2-hexanodiol (1:1)
Brij 96V:1,2-Hexanodiol (1:1) 140

remophor
RH60

04

01

o\ B3 N \ A} A) A) A) A) \ \

hY N N\ AY N\ N N N\ N\ \ \ Agua 1 09 o8 07 06 05 04 03 02 01 0 Aceite Ricino
Agua 1 09 08 07 08 05 04 03 02 01 0 Aceite de ricino

Synperonic 13/6.5 : 1%-hexanodlol (1:1)

Synpgronic
A0/

N\
01 0 Aceite Ricino

Figura 3.30. Diagramas pseudo-ternarios de fase para los distintos tensoactivos seleccionados
utilizando el 1,2-hexanodiol como co-tensoactivo en una relacién 1:1 (w/w). Las lineas punteadas dentro

de los diagramas se refieren al comportamiento de otro tensoactivo. ®: monofase; 2¢p: multifase.

Los sistemas estudiados han mostrado solubilizar hasta un 20 % de aceite con un
contenido de agua de 45 % (microemulsion) y un 10 % de aceite con 70 % de agua
(nano-emulsién) al utilizar al 1,2-hexanodiol como co-tensoactivo y a una
temperatura de 25 °C. Cabe mencionar que aquellas composiciones con un
contenido mayor al 45-50 % de agua se tratan de nano-emulsiones, sin embargo,
presentan la estabilidad adecuada para poder llevar a cabo la sintesis de
nanoparticulas sin que el sistema se modifique significativamente, es decir, sin
aumento en el tamano de gota y desestabilizacion del sistema (rompimiento de

fases).
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Distintas condiciones (parametros de ajuste) se probaron para aumentar la
solubilizacion del aceite de ricino en la fase acuosa, asi como la modificacion de la
flexibilidad de la pelicula formada por el tensoactivo en la interfase. Una de ellas fue
la disminucion de la viscosidad del aceite de ricino al mezclarlo con etanol en
distintas proporciones, esto debido a que las mezclas con una cantidad pequefia de
agua formaban un gel traslucido o blanquecino no fluido (al aumentar la cantidad de
agua). El estudio anterior nos mostr6 un aumento en la zona monofasica, sin
embargo, estos sistemas son sensibles a cambios en la composicion de la fase
acuosa. Por lo que al adicionar el extracto de hojas de geranio se reduce la zona

monofasica, asi se decidid no utilizar estos sistemas.

Estudio fasico del sistema Agua/Brij 96V/Aceite ricino.

De acuerdo a lo observado anteriormente el Brij 96V fue elegido para llevar a cabo
el estudio a fondo y ser la formulacion a utilizar para llevar a cabo la sintesis de
nanoparticulas de plata. Enla Figura 3.31 se muestra el diagrama ternario de fases
para el sistema sin co-tensoactivo. Es notable como la formacion de cristales
liquidos, geles y emulsiones no fluidas, asi como zonas multifasicas predominan en
el diagrama dejando una pequefia zona de microemulsion localizada principalmente
en la zona rica en aceite donde microemulsiones del tipo W/O y del tipo bicontinua
se forman. De lo anterior es que surge la necesidad de utilizar un co-tensoactivo el
cual ayudara a ampliar la zona de microemulsion disminuyendo las interacciones
entre el aceite y el tensoactivo, evitando la formacién de agregados como cristales
liquidos y formacion de geles y/o cremas. De estudios preliminares se tiene que el
1,2-hexanodiol presenta buenos resultados al encontrarse con este la mayor zona

monofasica.

133



RESULTADOSY DISCUSION

Agua

Figura 3.31. Diagrama de fases ternario del sistema Agua/Brij 96V/Aceite ricino a 25 °C donde se
muestran las diferentes zonas encontradas. CL: Cristal liquido; EG: Emulsion/Gel; pE: microemulsion;
2c¢p: multifase.

Variacion de la cantidad de co-tensoactivo en el sistema.

La adicion del co-tensoactivo al sistema ayuda a conectar las zonas de
microemulsion y a extenderla. El 1,2-hexanodiol es el que mejores resultados arroja
en la extension de la zona de microemulsion al utilizar el Brij 96v como tensoactivo,
cabe resaltar que ambos compuestos son utilizados en la formulacién de productos

cosmeéticos, por lo que poseen una toxicidad de moderada a baja [260][261].

La cantidad de 1,2-hexanodiol en el sistema causa variaciones como se aprecia en
la Figura 3.32, principalmente extendiendo la zona monofasica. Asi, se tiene que
para una relacion 1:1 de tensoactivo: co-tensoactivo, se obtiene la mayor zona
monofasica, mientras que al disminuir a la mitad la cantidad de co-tensoactivo la
zona monofasica también disminuye. La disminucion es mas apreciable
principalmente en la zona rica en aceite donde se da la formacion de agregados del

tipo O/W los cuales son de interés en esta investigacion. Mayores cantidades de co-
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tensoactivo no fueron probadas ya que se consideré que una relacion 1:1 es

adecuada para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas.

Brij 96V:1,2-nganodlol

Agua 1 09 08 07 086 05 04 0.3 0.2 0.1 0 Aceite de ricino

Figura 3.32. Diagrama de fases pseudoternario de fases con distintas relaciones (w/w)tensoactivo: co-

tensoactivo. 2c¢p: multifase; ¢: una sola fase.

El estudio fasico del sistema agua/Brij 96v:1,2-hexanodiol/aceite de ricino revelo la
presencia de zonas de nano-emulsion (Fig. 3.33.) sobre todo en la zona rica en
contenido de agua (porcentajes mayores al 50 %) y las cuales pueden ser sometidas

a dilucién infinita, pudiendo solubilizar hasta un 20 % de aceite.
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Brij 96V:1,2-Hexgnodiol (1:1)

0.1

0

NN XN N N A N N N N DN
Agua 1 09 08 07 06 05 04 03 02 01 0 Aceitede ricino

Figura 3.33.Diagrama de fases pseudoternario que muestra las distintas zonas del sistema Agua/Brij

96V:1,2-hexanodiol (1:1) /Aceite ricino. uE: microemulsion; nE: nanoemulsion; 2¢: multifase.

Las microestructuras presentes fueron determinadas por conductividad eléctrica a
lo largo de la linea de dilucion DL35/65 (35 % de aceite y 65 % de tensoactivo)
indicada en la Figura 3.34a para los sistemas con agua (Fig. 3.34b) y GLE (Fig.
3.34c) como componentes acuosos. Se observan tres pendientes y por lo tanto se
pueden inferir tres diferentes estructuras que se encuentran presentes a lo largo de

la zona monofasica del diagrama de fases.

A contenidos de fase acuosa inferiores al 15-25 % en peso (dependiendo de la
naturaleza de la fase acuosa) estan presentes microemulsiones inversas. Un
aumento adicional de la fase acuosa conduce a un cambio en la pendiente de la
curva de conductividad entre 25 y 55 %. Cuando mas del 55 % de fase acuosa se
afiade en el sistema, se registra otro cambio en la pendiente, asociado a un cambio
en la microestructura. Los cambios en la pendiente sugieren una transicion desde

agua-en-aceite (W / O) hasta bicontinuo (BC) y luego a estructuras aceite-en-agua
(O /' W) [262][260].
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Figura 3.34. Figura donde se indica la a)linea de dilucion utilizada para el analisis de conductividad (LD
35/65), b) y c) graficas de conductividad obtenidas para cuando la fase acuoso es agua y el extractode

hojas de geranio respectivamente.

Para corroborar, mediante esta técnica que la zona bicontinua se encuentra en el
intervalo de 20 a 50 % de fase acuosa, se realizd la titulacion de la mezcla
aceite/tensoactivo 50/50 con agua y la titulacion de la mezcla tensoactivo/agua
15/85 con aceite y se determind en las curvas de conductividad la zona bicontinua.
Al determinar esta zona, también quedaron determinadas las demas. En la Figura
3.35 se encuentran las curvas obtenidas, donde se aprecia que la zona bicontinua
cae en un intervalo de contenido de fase acuosa que encaja con los resultados

obtenidos anteriormente.
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Figura 3.35. Curvas de conductividad obtenidas para distintas lineas de dilucion.

Una vez determinados los intervalos donde las microestructuras pueden ser

encontradas en funcidn de la cantidad de fase acuosa adicionada en el sistema, se

procedio a verificar la reactividad y diferencias que presentan las nanoparticulas

durante la sintesis llevada a cabo en las distintas microestructuras presentes en el

sistema.

Como dato complementario el tamafio de gota obtenido en la zona bicontinua fue

de 18 nm aproximadamente, a pesar de que la técnica de DLS no es la mejor para

llevar a cabo la medicion de estos sistemas puede ofrecer un acercamiento al

tamano de gota promedio.
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Reactividad a lo largo de distintas lineas de dilucion.

La reactividad a lo largo de la linea de dilucién LD25/75 (Figura 3.36) utilizando
como precursor metdlico al estearato de plata a una concentracion de 1 x10-3 mol
L-" y como reductor el extracto de hojas de geranio fue estudiada. Las
nanoparticulas obtenidas con las microemulsiones agua en aceite incrementan su
tamano de 10 a 12.3 nm al aumentarse el contenido de fase acuosa. Por otra parte,
la sintesis en nano-emulsiones aceite en agua evidencié que el tamafo de la
nanoparticula también puede ser modulado dependiendo del contenido de fase
acuosa en el sistema, asi tamafios que van desde los 9 hasta los 13 nm fueron
obtenidos. En la Tabla 3.7 se muestran los tamafos obtenidos para las diferentes
cantidades de fase acuosa Uutiizada a lo largo de esta linea de dilucion.
Nanoparticulas de mayor tamafio (33.7 y 22.1 nm), se encontraron en las
composiciones que corresponden a la zona de estructuras bicontinuas de acuerdo
a lo determinado por las mediciones de conductividad y mientras que los tamafos
de nanoparticulas mas pequefios fueron obtenidos en los sistemas de nano-
emulsiones, esto debido al mayor contenido en reductores favoreciendo la

nucleacion (mayor cantidad de fase acuosa) y produccién de particulas pequenas.
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Brij 96V:1,2-h8xanodiol

0.2

.LD 25/75
0.3

Conductividad (uS/cm)

B B T T T T [
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Hzo(wt.%)

Figura 3.36.Diagrama de fase pseudo-ternario y curva de conductividad de la linea de dilucion usada
para la sintesis de nanoparticulas de plata utilizando el extractode hojas de geranio como reductor, los
numeros indican las composiciones utilizadas para la sintesis. yE: microemulsién, nE: nano-emulsion,

2®:zona multifasica.
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Tabla 3.5.Radios hidrodinamicos obtenidos para las diferentes composiciones usadas a lo largo de la

LD25/75 para la sintesis de nanoparticulas de plata.

Composicion GLE (wt. %) Rnh gota(nm) Rnh AgNPs(nm)

1 20 8.2+1.2- 10.0+2.6
2 30 17.8+1.1- 12.3+2.5
3 40 25.5%1.1 33.7+2.0
4 60 32.7£1.9 22127
5 70 42.7x1.5 13.4+0.1
6 80 45.6+1.2 9.4+1.8

Una vez demostrado que este sistema puede ser utilizado en la sintesis de
nanoparticulas de plata con tamafo controlado se estudié la influencia de la
concentracion y cantidad de precursor metalico en la sintesis, asi como la variacion

de la cantidad de fase acuosa en el sistema.

En sintesis al aumentar la cantidad de fase acuosa en las estructuras W/O, el
tamafio de gota aumenta también y se refleja en el tamafo final de las
nanoparticulas, las cuales deben tener un tamafo muy similar al tamarfio de la gota
evidenciando el control que ejerce la plantilla durante la sintesis (ver Tabla 3.7). En
cambio, en nano-emulsiones O/W la interfase suele ser mas flexible y no siempre el
tamafo de gota corresponde al tamafio de la particula. Asi, en este caso el tamafo
final es debido a la cantidad de reductor presente en el sistema, el cual al

incrementarse promueve el decremento en el tamafo de la particula.
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Influencia del contenido de GLE en el sistema.

Mediante el incremento de GLE en el sistema el tamafio de particula obtenido tiende
a disminuir, sin embargo, es solo valido cuando un 5 % del precursor metalico es
utilizado en la sintesis. De la misma manera se observd que al incrementar este
porcentaje de precursor metalico el tamafo final tiende a incrementarse (ver
Fig.3.37). Lo anterior puede ser explicado debido a que, a bajo porcentaje de
precursor metalico, el niumero de iones plata a reducir es menor, lo que ocasiona
que las nanoparticulas formadas no puedan crecer mas en comparacion con las

concentraciones mas altas.

El espectro UV-vis de las nanoparticulas obtenidas cuando el 5 % de precursor
metalico es utilizado se muestra en la Figura 3.37. El color de las dispersiones de
nanoparticulas de plata en agua para las diferentes composiciones, varia en
intensidad desde un amarillo hasta café-rojizo debido al incremento en tamafo de

las nanoparticulas [263].
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Figura 3.37.Espectros UV-vis de las nanoparticulas sintetizadas utilizando diferentes contenidos de fase

acuosa.
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Figura 3.38.Imagenes de STEM de las nanoparticulas sintetizadas con 5 % De AgSt y 50 % (lzquierda) y
80 % (Derecha) de GLE. En la parte inferior de la imagen se muestran las distribuciones de tamano de

particula obtenido del conteo de las mismas en las micrografias obtenidas.

La longitud de onda maxima de absorcion y la forma de la banda del espectro UV-
vis esta relacionado el tamafio y forma de las nanoparticulas [264]. De tal forma se
puede observar que los espectros obtenidos corresponden a una forma esférica y
diferentes tamafios de nanoparticulas. El| espectro sufre desplazamiento a
longitudes de onda menores cuando el porcentaje de fase acuosa aumenta en el
sistema, lo cual habla de tamafos de nanoparticulas pequefios. Las imagenes de
la Figura 3.38 muestran la forma esférica de las nanoparticulas y también la
influencia del contenido de GLE, lo que concuerda con los espectros UV-vis
obtenidos. Ademas, es evidente que las nanoparticulas sintetizadas con un 50 %
de GLE (microemulsion) muestran tamanos y formas mas homogéneos en
comparacién con los obtenidos con un 80 % de GLE (nano-emulsion). Los tamafios
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obtenidos de las micrografias son 15.7 £ 7.3 nm y 8.6 £ 4.3 nm, respectivamente.

Sin embargo, es posible controlar el tamafio usando ambos sistemas.

Influencia de la concentracion de estearato de plata.

Cuando la concentracion del AgStincrementa a 2.5x10-3 mol L' una tendencia muy
similar a la observada anteriormente es obtenida para todas las microemulsiones y
nano-emulsiones evaluadas, desde un 5 aun 20 % de precursor metalico y variando
de igual manera el porcentaje de fase acuosa de 50 a 70 %. El tamano de las
nanoparticulas incrementa cuando el porcentaje de AgSty GLE lo hace también,
por lo tanto un desplazamiento del espectro de absorcion UV-vis hacia longitudes
de onda mayores se lleva a cabo (Fig. 3.39). También se puede observar que las
nanoparticulas sintetizadas en microemulsiones presentan los tamafios mas
pequenos y menor indice de polidispersidad en comparacién con las obtenidas con
las nano-emulsiones (Fig. 3.40), lo anterior probablemente debido a una diferencia

en la flexibilidad de la interfase de las nano-emulsiones y las microemulsiones.
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Figura 3.39.Espectro UV-Vis de nanoparticulas de plata sintetizadas con diferentes cantidades de AgSt

a una concentracion de 2.5x10-3 mol L' en el sistema usando 50 % de GLE.
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Figura 3.40.Radio hidrodinamico de las nanoparticulas de plata sintetizadas con diferentes contenidos

de GLE en funcion del contenido del precursor metalico AgSt presente en el sistema.

Caracterizacién por FTIR

En los extractos de hojas de geranio los compuestos encontrados en mayor
proporcion son geraniol y citronelol [265] . Estas moléculas presentan un alto poder
antioxidante y han sido descritas en la literatura como responsables de la reduccidn
de los iones metalicos [234]. La Figura 3.41 muestra los espectros FTIR de las
AgNPs sintetizadas y del GLE. Los espectros exhiben las mismas bandas a 3327,
2934, 2857, 1723 y 1607 cm™'; que se asignaron a un hidroxilo (-OH) unido a una
cadena polimérica tal como polifenol y flavonoide y amina de proteinas (-NH) a 3327
cm-!. Las vibraciones de metilo y metileno de las cadenas hidrocarbonadas estan
situadas en 2857 y 2934 cm-', respectivamente; las sefiales a 1723 y 1607 cm™
proceden de grupos carbonilo de diferentes compuestos. La banda a 1723 cm™ ' se
asignd a un grupo de acido carboxiico y la sefial a 1607 cm' a un carbonilo de
amida I. El cambio principal entre los espectros se produce en las senales del grupo
carbonilo a 1723 cm™' debido a que estd implicado en la reaccion de
reduccidon[266][267] o es adsorbido sobre la superficie de las nanoparticulas

[218][268][269]. La otra sefial del carbonilo de la amida | determina la presencia de
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proteinas en el extracto que estan también en la superficie de las nanoparticulas, lo

mas probable es que actien como agentes estabilizadores.

Del analisis anterior y segun la literatura, las moléculas responsables de la
reduccion de los iones plata podrian ser los flavonoides y polifenoles presentes en

el extracto acuoso y las proteinas que cubren la superficie de las nanoparticulas.

. $ : C=0 (amidel) 3
: CHy) i i 1607 cm!
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Figura 3.41.Espectros FTIR de las AgNPs sintetizadas y espectros del GLE utilizados para la sintesis de

nanoparticulas.

Potencial zeta.

Se realizaron mediciones de potencial zeta para confirmar que la superficie de la
nanoparticula estaba cubierta por biomoléculas del GLE y que estas conferian una
carga eléctrica que propicia la estabilidad de las nanoparticulas en suspensidn
coloidal. Se encontré que el potencial Zeta de las AgNPs (Figura 3.42) decrece a

medida que aumenta el contenido de GLE, por lo que cuanto mayor es el contenido
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de biomoléculas debidas al GLE, mas cargadas negativamente estaran las
nanoparticulas. Estas cargas negativas dan estabilidad a las nanoparticulas,

impidiendo la agregaciony la aglomeracion.
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Figura 3.42.Potencial zeta de las AgNPs sintetizadas con 5% de AgSt y diferentes contenidos de GLE en

el sistema.

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que este método verde puede ser utilizado en
la preparacion de nanoparticulas de plata de tamafio controlado. El tamafio de las

nanoparticulas esta relacionado con las microemulsiones 0 nano-emulsiones
utilizadas como plantilla.

Se obtienen nanoparticulas de tamafio mas grande en la zona bicontinua pero
también usando porcentajes de precursor metalico superiores a 5 %; las
microestructuras encontradas con la medicion de la conductividad estan de acuerdo

con los resultados obtenidos.

Las nano-emulsiones O/W son una buena alternativa para preparar diferentes

tamafos de nanoparticulas, pero el sistema de microemulsion controla mejor el
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tamano de las nanoparticulas de plata. El método de sintesis O/W también es mas

respetuoso con el medio ambiente porque la fase continua es agua.

Contenidos bajos de precursor metalico forman nanoparticulas con tamafios
menores, el analisis infrarrojo y de potencial zeta arrojan que las biomoléculas se
adsorben sobre la superficie metalica de la nanoparticula confiriéndoles carga

negativa lo cual hace que sean estables en suspension coloidal.
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Capitulo 4 concLusiones
GENERALES

Diversos sistemas fueron empleados para llevar a cabo la sintesis de particulas de

plata, utilizando componentes de baja toxicidad.

El extracto de hojas de P. hortorum muestra ser eficaz en la reduccion de los iones
metalicos, debido a la presencia de polifenoles y flavonoides. Ademas la presencia

de proteinas permite estabilizar a las nanoparticulas sintetizadas.

Las mezclas ternarias libres de tensoactivo no permiten controlar el tamafo de las
particulas de plata, sin embargo, dependiendo de las condiciones de sintesis se

pueden obtener distintos tamarios.

La adicion de hidréxido de sodio causa cambios en el tamafo de las particulas,
mostrando que al variar la concentracion de este el tamafio también se modifica.
Aunado a lo anterior, el reductor GLE+NaOH genera nanoparticulas del orden de

10 nm.

El uso de tensoactivos mejora el control sobre la forma y tamafo de las
nanoparticulas. Asi, al variar la cantidad de reductor eltamafo de las nanoparticulas
puede ser modulado. Se obtienen nanoparticulas de plata con mayores tamafros al
utilizar nano-emulsiones que cuando se utilizan microemulsiones como medios de

reaccion.

Las estrategias sintéticas mostradas en este trabajo resultan ser faciles de realizar
y eficaces para la obtencion de distintos tamafios de particulas de plata de una

manera amigable con el ambiente. En comparacion con otros métodos quimicos
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como la reduccién con borohidruro en donde la humedad, temperatura, agitacion,
pH y demas parametros necesitan ser controlados para obtener poblaciones de

nanoparticulas monodispersas.
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A green synthesis of silver nanoparticles was developed, using a low-toxic system of microemulsion and nano-
emulsion with castor oil as the oily phase, Brij 96V and 1,2-hexanediol as the surfactant and co-surfactant
respectively. Geranium (P. hortorum) leaf aqueous extract was employed as a reducing agent. The content and
concentration of a metallic precursor and geranium leaf extract (GLE) in the systems used makes it possible to
obtain different sizes of silver nanoparticles from 25 to 150 nm. The characterization by FTIR and Z potential

shows that the biomolecules of the plant extract act as a reducing and capping agent, giving negative charges to
the nanoparticle surface. The present study represents a contribution to the green synthesis of silver nano-
particles that can be extended to other metals.

1. Introduction

Several methods for noble metal (Au, Ag, Pt and Pd) nanoparticle
synthesis are reported in the literature [1]. Silver nanoparticles (AgNPs)
are one of the most popular materials among noble metal nanoparticles
due to their unique chemical and physical properties and versatile ap-
plications in many fields (medicine, electronic devices, catalysis, anti-
microbial agent, inks, sensors and many others [2,3]). Usually AgNPs
are prepared by physical or chemical methods, ultrasound-assisted

* Corresponding author.
E-mail address: gomupi@ugto.mx (M.P. Gonzélez-Munoz).

http://dx.doi.org/10.1016/j.colsurfa.2017.07.051

Received 29 October 2016; Received in revised form 12 July 2017; Accepted 14 July 2017

Available online 22 July 2017
0927-7757/ © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

processes, laser ablation, electrochemical and thermal decomposition,
chemical reduction, etc. [2]. One of the easiest and lowest-cost pro-
cesses is the chemical method, which is based on a redox reaction. The
right choice of the reducing agent and control in synthesis parameters
guarantees the production of nanoparticles. However, alternatives to
these chemical methods have been developed recently, substituting the
common reducing agents with natural antioxidant compounds. These
methods are called “green synthesis” because they follow the green
chemistry principles.
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Green synthesis of silver nanoparticles using microorganisms and
plant extracts has been studied, the latter method being the best al-
ternative to obtain these nanomaterials due to the ease and efficacy in
the reduction of metal ions by the biomolecules present in plant extracts
[4]. Consequently, the process involves no chemicals that are hazardous
for the environment and living organisms. The Pelargonium hortorum
plant, better known as geranium or storksbill, is widely distributed
around the world due to its adaptability to different climates. For this
reason, P. hortorum, is an excellent option for consideration as a source
of reducing agents for silver nanoparticle synthesis. Jafarizad et al. [5]
reported the use of mint and P. hortorum extracts for producing gold
nanoparticles with sizes in the interval of 10-100 nm. The character-
ization of these extracts showed that the main reducing agents are
Isoeugenol and Spathulenol, present in mint; and flavonoids, phenols
and tannins from the Pelargonium extract. Sastry et al. [6] report the use
of Pelargonium graveolens for synthesizing silver nanoparticles, with
sizes ranging from 16 to 40 nm. Mironczyk et al. [7] obtained gold
nanoparticles (2-80 nm) by using extract of P. hortorum leaves, but
multiple morphologies were obtained (spherical, triangular and hex-
agonal particles). When the sonocatalytic effect is added to the reducing
effect of the P. hortorum extract, gold nanoparticles measuring between
8 and 20 nm, can be obtained [8]. Thus, extracts obtained from Pe-
largonium species have proven effective in obtaining nanomaterials.
However, one of the great disadvantages is the polydispersity of sizes of
the nanoparticles obtained because the dependency of the medium
conditions [9]. Emulsion systems have been reported as template for
nanoparticle production. Sivakumar et al. [10,11] formulated a W/O
emulsion composed by natural oil (rapeseed oil) without the use of
surfactants using the ultrasound assisted emulsification method, in the
case of the synthesis of nanocrystals of zinc and manganese ferrites. The
use of microemulsions as nano-reactors has proven to be an effective
method to avoid or diminish the polydispersity in the size of nano-
particles synthesized [12]. This method presents advantages compared
with the emulsion system since low energy input is needed for the
nanoparticle formation. Reports indicate that the concentration of the
metallic precursor, the reducing power of the reducing agent, and the
amount of phase dispersed in these systems are the keys to controlling
size and obtaining monodisperse nanoparticle populations [13]. Water-
in-oil (W/0) and oil-in-water (O/W) microemulsions are used for pro-
duction of metal nanoparticles [14,15] and interestingly it has been
reported that O/W microemulsions are advantageous in obtaining
stable nanoparticle dispersions and also represent a more eco-friendly
way for nanoparticle production because the aqueous phase is the
major component [16]. In recent years, nano-emulsions have shown
their effectiveness as templates for the production of nanoparticles
[17], solid lipid nanoparticles [18], polymeric nanoparticles [19],
metallic nanoparticles [20-23] and other nanomaterials [24]. Never-
theless, to the best of our knowledge this paper is the first report where
a plant extract is used as a reducing agent in a microemulsién and nano-
emulsion system to synthesize silver nanoparticles, because the systems
used up to now for preparing metallic nanoparticles have been com-
posed mostly of organic solvents with high volatility and surfactants
that are not environmentally friendly [3]. New studies are emerging in
which these petroleum-based oils are replaced by vegetable oils and
surfactants with low or no toxicity for the environment, thus offering
new options in microemulsion formulation [25,26]. Vegetable oils are
made up of mixtures of long-chain triglycerides, and until now it has
been a challenge to find systems with a large microemulsion zone due
to the structural complexity of natural oils compared with common
microemulsion systems where linear hydrocarbons are used as the oil
phase; because the interphases are stabilized better due to a greater
structural compatibility between the surfactant and the oil. De Castro
Dantas et al. [27] have reported the formation of microemulsions using
vegetable oils as oily phases. The microemulsion zone reported in the
corresponding phase diagram is very small, due mainly to the structural
complexity of oils used. The study of microemulsion formation in
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systems with vegetable oils and plant extracts is important for the de-
velopment of new and green reaction media for the production of metal
nanoparticles with controlled size in an ecofriendly way and using soft
reaction conditions.

This paper proposes a new methodology for producing silver nano-
particles in a greener way using microemulsions and nano-emulsions
formulated with low-toxic components for the environment and living
organisms. Thus, in the present research a new microemulsion and nano-
emulsion system was used as a nano-reactor for synthesizing silver na-
noparticles, with castor oil, Brij 96 V and 1,2-hexanediol as the surfactant
and con-surfactant respectively and geranium leaf aqueous extract as the
reducing agent. Microemulsion and nano-emulsion formation was de-
termined by means of phase diagrams. The nanoparticles obtained were
characterized by UV-vis, FT-IR, zeta potential and dynamic light scattering
(DLS). The sizes of the nanoparticles obtained have been related to those
of the template microemulsions and nano-emulsions, taking into account
the amount of aqueous phase in the system.

2. Material and methods
2.1. Materials

Castor oil (commercial sample), silver stearate from MP
Biomedicals, 1-2 hexanediol (purity =98.0%) and Brij 96V" were ob-
tained from Sigma Aldrich. Dry leaves of Pelargonium hortorum (ger-
anium) were used to prepare the extract. The aqueous phases were
prepared using Milli-Q water from a Millipore system with a resistivity
of 18.2MQem ™1,

2.2. Ternary phase diagram

The phase behavior was studied by means of a ternary phase dia-
gram to determine the monophasic zone of the system corresponding to
microemulsions and also a delimited zone in the multiphasic zone
corresponding to nano-emulsions. The titration of defined mixtures of
oil and surfactant with the aqueous phase was performed using vortex
mixing. All the samples were kept in a bath at a temperature of 25 °C.
The aqueous phases used contained Milli-Q water and geranium leaf
extract (GLE).

2.3. Conductivity

Conductivity measurements were performed with a Crison con-
ductometer GLP31 with a cell constant of 1 cm ™! and with controlled
temperature. The conductivity was measured along the dilution line of
surfactant:oil (S:0) weight ratio of 35/65 adding the aqueous phase
drop by drop to the mixture S:O in order to study the microstructure of
the system (Water/1,2-hexanodiol:Brij 96 V 1:1/castor oil).

2.4. Preparation of P. hortorum leaf aqueous extract

P. hortorum plant was purchased in a local market. The leaves were
rinsed with deionized water and then put in the oven to dry at 60 °C for
12h. 2 g of dry geranium leaves were put in contact with 50 mL of
boiling Milli-Q water for five minutes. Once the mixture reached room
temperature, it was centrifuged at 5000 rpm for 15 min and then fil-
tered with a nylon membrane with a pore size of 0.22 pm to obtain a cell
free aqueous extract. The GLE was stored in a freezer (0 ‘C) until use.

2.5. Nanoparticle synthesis and characterization

The syntheses were carried out in oil-in-water (O/W) microemul-
sions and nano-emulsions by mixing the right amounts of the reagents
to obtain the desired composition. The silver stearate was used at 1 and
2.5 mM. This compound was solubilized in oil. The nano-emulsions
were made by a low-energy emulsification method [28] consisting of
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the slow addition of the aqueous phase to a surfactant/oil mixture with
constant agitation and temperature.

To synthesize the silver nanoparticles in O/W microemulsions, the
geranium leaf extract (aqueous component) was added to a mixture of
the surfactant, co-surfactant, oil and metallic precursor until com-
pleting 2 g of the right composition (see Table 1 with the amounts for
the compositions used). When nano-emulsions were used as a template,
the mixture (oil, co-surfactant and surfactant) was titrated with the GLE
until the desired amount of aqueous phase was added under vortex
agitation (see Table 1). The reaction mixture was kept at 25 °C during
24 h to be sure that the reaction was complete. After the synthesis was
finished, the nanoparticles were separated by centrifugation and sub-
jected to several washings with acetone, ethanol and water.

2.5.1. DLS

The hydrodynamic radius of nano-emulsion droplets and silver na-
noparticles was measured by dynamic light scattering using a spectro-
meter (LS instruments, 3D cross correlation multiple-scattering)
equipped with a He-Ne laser (632.8 nm) at a scattering angle of 90° and
at a temperature of 25 °C. The data were treated by cumulant analysis.

2.5.2. Zeta potential

The zeta potential of the nanoparticles was determined with a
Zetasizer NanoZS instrument from Malvern Co. Ltd., UK equipped with
a He-Ne laser. Zeta potential values are determined from the electro-
phoretic mobility of the particles with the laser Doppler technique. The
samples were dispersed in milli Q water with a pH of 5.7.

2.5.3. UV-vis spectrophotometry

The UV-vis spectra were measured in a spectrophotometer Cary300
from Agilent equipped with a double channel and using a cell with a
1 cm path length, to determine the production of silver nanoparticles.

2.5.4. FTIR spectrophotometry
The FTIR spectra were recorded on a Nicolet spectrometer equipped
with an ATR.

2.5.5. Scanning transmission electron microscopy (STEM)

STEM measurements of the AGNPS were performed using a ZEISS
electron microscope, operating at 10 kV. A drop of the sample was
placed on a copper grid coated with a carbon film. The sample was then
air-dried and its electron micrograph was recorded.

3. Results and discussion
3.1. Phase behavior

In order to obtain a low-toxic system for nanoparticle synthesis, a
variety of non-ionic surfactants and co-surfactants used in pharmacy,

Table 1
Compositions used for the synthesis of silver nanoparticles in O/W microemulsions and
nano-emulsions.

System Aqueous phase (wt.%)  Surfactant (wt.%)  Castor oil (Wt.%)
Microemulsion 50 45 5
Microemulsion 60 35 5
Nano-emulsion 70 25 5
Nano-emulsion 80 15 5
Microemulsion 50 40 10
Nano-emulsion 60 30 10
Nano-emulsion 70 20 10
Nano-emulsion 50 35 15
Nano-emulsion 60 25 15
Nano-emulsion 50 30 20

* The amount of castor oil is also related to the amount of metallic precursor in the
system.
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cosmetics and food applications were tested. The system selected was
Aqueous phase/Brij 96 V:1-2,hexanediol (1:1)/Castor oil; the aqueous
phases used were Milli-Q water and GLE. The addition of the GLE and
metallic precursor do not produce any change in the phase behavior of
the zone used for nanoparticle synthesis. A nano-emulsion zone was
found in the system when the aqueous phase percentages were higher
than 50 wt.% and the amount of surfactant was less than 40 wt.%. This
zone of nano-emulsion was differentiated because some energy (vortex
agitation) was needed for the preparation, also because nano-emulsions
cannot be prepared as microemulsions are, by mixing the components
of a desired composition in one step. The nano-emulsions used in this
study showed a high degree of stability, with no phase separation or
any important changes in droplet size over seven days. Therefore, this
system is suitable for nanoparticle synthesis and could also be used for
other applications as the components present low toxicity to the en-
vironment.

Compared with other systems with different natural oils and ionic
liquids in their compositions [26,29-31], this system appears to present
a larger monophasic microemulsion zone (Fig. 1).

3.1.1. Conductivity measurements

The microstructures present in the system were studied along the
dilution line DL35/65. The results of the electrical conductivity mea-
surements are shown in Fig. 2. According to the results of Fig. 2, it can
be seen that there are 3 different slopes (3 zones). W/O microemulsions
are formed with aqueous phase contents lower than 15-25 wt.% de-
pending on the nature of the aqueous phase. A further content of
aqueous phase leads to a change in the slope of the conductivity curve
between 25 and 55 wt.%. When more than 55 wt.% of water phase is
added to the system, another change in the slope is registered, asso-
ciated with a change in the microstructure. The change in the slope
suggests a transition from a water-in-oil (W/O) to a bicontinuous (BC)
structure and then to an oil-in-water (O/W) structure [32,33].

3.2. Synthesis of silver nanoparticles and characterization

This study looked at the formation of silver nanoparticles by mi-
croemulsion and nano-emulsion media using geranium leaf aqueous
extract as a reducing agent. The results indicate that the nanoparticles
have the properties of the nano-template used during the synthesis,
meaning size and shape. The change in color from pale yellow to a
reddish color and a band near 450 nm in the UV-vis spectrum de-
monstrate the production of silver nanoparticles of different sizes.

3.2.1. Reactivity in the system
The reactivity was measured along the dilution line of the oil/

Brij 96V:1,2-hexanediol (1:1)
;0
1

C—C¢ ¢ v & % N & A

Water 1 09 08 07 06 056 04 03 02 01 0 Castoroll

Fig. 1. Pseudo-ternary phase diagram of the system Water/Brij 96V:1 2-hexanediol
(1:1)/Castor oil at 25 °C. pE: microemulsion zone, nE: nano-emulsion zone, 2&: multi-
phasic zone.
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Fig. 2. Conductivity of the system along the dilution line DL35/65 as a function of aqueous phase content, (a) using water as the aqueous phase and (b) GLE as the aqueous phase.
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Fig. 3. Pseudo ternary phase diagram of the system used for AgNps synthesis using GLE as
a reducing agent; the numbers indicate the compositions used for nanoparticle produc-
tion. pE: microemulsion, nE: nano-emulsion, 2&: multiphasic zone. The numbers indicate
the compositions used for the synthesis.

Table 2
Hydrodynamic radius of the nanoparticle obtained for the different compositions used for
nanoparticle production .

Composition GLE (wt.%) Ry, (nm)

1 20 10 = 26

2 30 123 + 25
3 40 337 =2

4 60 221 *+ 27
5 70 134 + 0.1
6 80 9.4 + 1.8

surfactant ratio of 0.33 (Fig. 3) using silver stearate at a concentration
of 1 mM and GLE. This experiment shows that the size of the nano-
particles is related to the synthesis template. The nanoparticles ob-
tained with water-in-oil microemulsions increased their size from 10 to
12.3 nm as the amount of aqueous phase increased. On the other hand,
the synthesis in oil-in-water nano-emulsions revealed that the size could
also be modulated, obtaining sizes from 22 to 9 nm, by changing the
aqueous phase content, as seen in Table 2. The larger size (33.7 nm)
was found in the region where bicontinuous structures were detected
with conductivity measurements (composition 3). The small sizes were
found when nano-emulsion media were used due to a significant con-
tent of GLE and consequently a large number of biomolecules that can
reduce the silver ions, which accelerated the reaction and produced
small particles [34].

The variation of the nanoparticles’ surface resonance plasmon
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Fig. 4. Graph of the maximum absorbance variation corresponding to the surface
plasmon resonance of the silver nanoparticles obtained as a function of the amount of
aqueous phase (GLE wt.%) used in each of the compositions 1-6.
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Fig. 5. Hydrodynamic radius of silver nanoparticles synthesized with different metallic
precursor contents as a function of the content of aqueous phase present in the system.
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position (maximum wavelength of the UV-vis spectrum) (Fig. 4) along
the line indicated in Fig. 3 gives evidence of the different micro-
structures present there. It is important to note that according to the
graph in Fig. 4 and the particle sizes obtained through DLS (Table 2),
the largest-sized nanoparticles are obtained in the bicontinuous zone
(25-55 wt.% of GLE), due to the absence of compartmentalized struc-
tures such as W/O drops (GLE content up to 25 wt.%) and O/W drops
(GLE content greater than 55 wt.%).
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Fig. 6. UV-vis spectra and photographs of silver nanoparticles synthesized with different
amounts of aqueous phase in the system using 5 wt.% of metallic precursor at a con-
centration of 1 mM.

3.2.2. Influence of GLE content on the system

By increasing the amount of GLE in the system, the particle size
obtained decreases; however this is only valid when 5 wt.% of metallic
precursor is used in the system. Yet if the percentage of silver stearate is
gradually increased in the system, the size also increases, as can be seen
in Fig. 5. The small sizes are due to a lower content of silver atoms (less
than 5 wt.% of AgSt) so the nanoparticles cannot increase their size; the
opposite applies for the higher concentrations used (10 and 15 wt.%).

Fig. 6 shows the spectra when 5 wt.% of metallic precursor is used;
it also presents the color of dispersions of silver nanoparticles in water
for the different compositions used for their synthesis and the STEM
images in Fig. 7. The color of the dispersions of the smallest sizes of
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Fig. 8. UV-vis spectra of silver nanoparticles synthesized with different amounts of AgSt
at a concentration of 2.5 mM in the system using 50 wt.% of GLE.

silver nanoparticles is light yellow while the bigger sizes present a
reddish color [35].

It is well known that the size and shape of the nanoparticles are
related to the wavelength of absorption and the form of the band of the
UV-vis spectrum due to the resonance of the surface plasmon [36]. As
can be seen in Fig. 6, these spectra correspond to the spherical-like
shape of the different-sized nanoparticles. The spectrum undergoes a
displacement towards shorter wavelengths as the aqueous phase per-
centage in the system increases. The images of Fig. 7 reveal the sphe-
rical shape of the nanoparticles and also the influence of the GLE
content, which agrees with the UV-vis spectra obtained. In addition, it
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Fig. 7. STEM images for the nanoparticles synthesized with 5 wt.% of AgSt and 50 wt.% (left) and 80 wt.% (right) of GLE. In circles are covered the AgNPs and in the bottom part of the

image the particle size distributions are shown.
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Fig. 11. Zeta potential of the AgNPs synthesized with 5 wt.% of AgSt and different GLE
contents in the system.

is evident that the nanoparticles synthesized with a 50 wt.% of GLE
(microemulsion) show more homogeneous sizes and shapes when
compared to those obtained with an 80 wt.% of GLE (nano-emulsion).
The sizes obtained from the micrographs are 15.7 = 7.3nm and
8.6 * 4.3 nm respectively. It is possible, however, to control the size
using both systems.
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3.2.3. Influence of silver stearate (AgSt) concentration

When the concentration of AgSt increases to 2.5 mM, a very similar
trend in the synthesis of nanoparticles was observed for all tested mi-
croemulsions and nano-emulsions from 5 to 20 wt.% of metallic pre-
cursor and 50-70 wt.% of aqueous phase present in the compositions.
The obtained particle size increases with the increase of content of
metallic precursor and also by increasing the amount of GLE, so a
displacement to longer wavelengths is observed in the UV-vis spectrum
absorption of the nanoparticles synthesized with a higher content of
metallic precursor (see Fig. 8). It can also be seen that the nanoparticles
obtained in microemulsion media present the smallest particle sizes and
less size dispersion in comparison with those obtained with nano-
emulsions as the template (see Fig. 9), probably due to the difference in
the flexibility of the interfacial film of the nano-emulsions and micro-
emulsions.

3.3. FTIR analysis

P. hortorum extract is composed primarily of polyphenols, flavo-
noids and monoterpenes [7]. It has been found that the major compo-
nents in geranium leaf extracts are geraniol and citronellol [37]. These
molecules exhibit high antioxidant power and have been described in
the literature as responsible for the reduction of the metal ions. Fig. 10
shows the FTIR spectra of synthesized AgNPs and GLE. The spectrum of
GLE and AgNPs exhibits the same bands at 3327, 2934, 2857, 1723 and
1607 cm ™ '; these bands were assigned to a hydroxyl (-OH) bounded to
a polymeric chain such as polyphenol and flavonoid and amine from
proteins (-NH) at 3327 cm ', The vibrations of methyl and methylene
of the hydrocarbon chains are located at 2857 and 2934 cm ™' re-
spectively; the signals at 1723 and 1607 cm ! are from carbonyl groups
from different compounds. The band at 1723 cm ~' was assigned to a
carboxylic acid group and the signal at 1607 cm ' to a carbonyl of
amide I. The major change between the spectra occurs in the signals of
the carbonyl group at 1723 cm !, maybe because it is involved in the
reduction reaction or is adsorbed onto the nanoparticle surface. The
other signal of carbonyl of amide I determines the presence of proteins
in the extract that are also on the nanoparticle surface, most likely
acting as stabilizing agents.

From the analysis above and according to the literature, the mole-
cules responsible for the reduction of the silver ions could be the fla-
vonoids and polyphenols present in the aqueous extract and the pro-
teins covering the nanoparticle surface.

3.4. Zeta potential

Zeta potential measurements were performed to confirm that the
surface of the nanoparticle was covered by biomolecules from the GLE,
and that these conferred an electrical charge that let the nanoparticles
remain in colloidal suspension. It was found (Fig. 11) that the Zeta
potential of the AgNPs increases as the content of GLE increases, so the
higher the content of GLE biomolecules present in the system, the more
negatively charged are the nanoparticles. These negative charges give
stability to the nanoparticles, preventing aggregation and agglomera-
tion.

4. Conclusions

The results obtained demonstrate that this green method could be
used in the preparation of controlled-sized silver nanoparticles. The size
of the nanoparticles is related to the template microemulsions or nano-
emulsions. Larger-sized nanoparticles are obtained in the bicontinuous
zone but also using percentages of metallic precursor higher than 5 wt.
%; the microstructures found with the measurement of the conductivity
are in agreement with the results obtained.

O/W nano-emulsions are a good alternative for preparing different
sizes of nanoparticles, but the microemulsion medium controls the size
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of the silver nanoparticles better. The O/W synthesis method is also
more ecofriendly because the continuous phase is water.

Low contents of metallic precursor form nanoparticles with smaller
sizes and the nanoparticle surface is modified with biomolecules of the
geranium leaf extract.
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DLS: Dynamic light scattering
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GLE: Geranium leaf extract

h: Hour

mL: Mililiters

mM: Milimolar
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nE: Nano-emulsion

nm: Nanometers
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O/W: Oil-in-water
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Pd: Paladium

rpm: Revolutions per minute

Ry: Hydrodynamic radius

S:0: Surfactant:oil ratio

STEM: Scanning transmission electron microscopy
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°C: Celsius degrees

pE: Microemulsion
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