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Resumen

De la tesis de Daniela Santana Camacho, presentada como requisito para la obtencién

del titulo de bioingeniero. Ensenada, Baja California, marzo 2023.

Sintesis de nanoparticulas semiconductoras de ZnO: Estudio del efecto

delextracto en las propiedades Opticas, estructurales y sus aplicaciones.

Resumen aprobado por:
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Dr. Prisc Ifrgd/gLuque Morales Dra. Reina Vianey Quevedo Robles
Director de tesis Co-directora de tesis

En el presente trabajo se obtuvieron nanoparticulas de 6xido de zinc mediante un
proceso de biosintesis utilizando extractos de los tés antioxidantes Ternstroemia pringlei
Rose, Turnera diffusa Willd y Agastache mexicana a una concentracion del 8%
masa/volumen como agentes estabilizadores. En el andlisis fisicoquimico se obtuvo una
banda a 397 cm que confirma la presencia de ZnO. Se obtuvieron valores de banda
prohibida de 2.84 eV para ZnO-DC, 2.86 eV para ZnO-TM y 3.01 eV para ZnO-FT. En
cuanto a la estructura cristalina del material todas las muestras presentaron una
estructura cristalina Wurtzita y un tamafio de cristalita de 10.52 nm para ZnO-FT, 10.02
nm para ZnO-DC y 12.97 nm para ZnO-TM. Para la evaluacion de la actividad
fotocatalitica se degradd azul de metileno (MB) bajo irradiacion de luz UV con lamparas,
donde se presentd una degradacion total (100%) con ZnO-DC y ZnO-TM en 90 minutos,
y del 93.31% en 390 minutos con ZnO-FT. La actividad antimicrobiana fue evaluada ante
E. coli mediante el método de difusion disco-placa, donde ninguna de las muestras

presento actividad.

Palabras clave: nanoparticulas, 6xido de zinc, biosintesis, fotocatalisis, inhibicion

microbiana
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1.Introduccién

Los colorantes son utilizados a nivel mundial desde industrias pequefas hasta
gran escala, incluyendo sectores industriales de curtiduria, alimenticia, médica y textil,
con una produccion de 1°000,000 de toneladas a nivel mundial, siendo la textil la que
representa el mayor porcentaje de emisiones al ecosistema descargando alrededor de
7.5 toneladas de colorantes al afio [1].

En la industria se utiliza una gama de clases de colorantes, estos se caracterizan
por ser reactivos, basicos y acidos altamente solubles en agua y persistentes en el
ambiente lo cual los hace dificil de eliminar de los efluentes mediante procesos de
separacion convencionales [2]. Si estos residuos son desechados sin un tratamiento
previo, los colorantes sintéticos pueden permanecer en el medio ambiente por un periodo
largo de tiempo, causando problemas graves como el impedimento de la penetracion de
luz solar en los ecosistemas acuaticos, lo que provoca una disminucién de los procesos
de fotosintesis y por lo tanto los niveles de oxigeno disuelto en agua también se ven
reducidos. lgualmente generan efectos negativos por su caracteristicas como agentes
toxicos, mutagénicos y cancerigenos [3].

Afos atras se ha venido estudiado la aplicacion de nanoparticulas (NPs) metélicas
semiconductoras como una alternativa para la degradacion de estos colorantes, esto
mediante un proceso de degradacion fotocatalitica. La fotocatalisis, aceleracion de la
fotoreaccion con aplicacion de un catalizador, se ha presentado como una alternativa
atractiva, limpia y eficiente para la eliminacién de compuestos organicos y la degradacion
de productos dafinos y contaminantes del agua como los colorantes industriales [4].

Diferentes semiconductores pueden actuar como catalizadores en reacciones
redox inducidas por luz debido a la estructura y distribucion de sus electrones,
caracterizada por dos bandas energéticas, la de valencia que se encuentra completa y
la de conduccion vacia, separadas por una brecha energética conocida como banda
prohibida [5]. Tras la irradiacion de luz, los electrones que se encuentran en la banda de
valencia son promovidos creando un hueco y migrando a la banda de conduccion que
ahora posee un electron. Estos pares electron-hueco pueden interactuar por separado

con otras moléculas. Los huecos pueden reaccionar con donantes de electrones en la



solucién o con iones de hidroxido para producir especies altamente oxidantes como iones
hidroxilo o radicales superoxido [6].

Por otra parte, la resistencia antimicrobiana es una amenaza global que debe
atenderse de caracter urgente ya que atenta contra la salud publica mundial, se estima
gue ha sido causante de la muerte de al menos 1.27 millones de alrededor del mundo,
tan solo en 2019, 5 millones de muertes fueron asociadas a la resistencia a antibigticos
[7]. El entendimiento de los mecanismos que inducen la muerte celular se centra en la
funciones celulares inhibidas que resultan de la interaccion de los farmacos y el
microorganismo diana, es por ello, que se clasifican segun el sistema o componente
sobre el que acttan [8]. Actualmente hay una necesidad mundial y oportunidad de
desarrollo de agentes antimicrobianos especificos para diversos patégenos [9].

El 6xido de zinc exhibe propiedades de semiconduccion, piezoelectricidad,
piroelectricidad y propiedades antimicrobianas, se han sintetizado diferentes
nanoestructuras bajo diversas técnicas y variaciones en las condiciones de crecimiento,
estructura y morfologia, lo que demuestra que el ZnO es una de las familias mas ricas
en cuanto a estructura y propiedades dentro de los nanomateriales [10].

En la actualidad se tiene registro de diversos métodos fisicos y quimicos para la
sintesis de NPs de ZnO, sin embargo, los primeros son costosos y consumen altos
niveles energia. Por otra lado, los métodos quimicos son procesos largos que hacen uso
de reactivos téxicos y generan residuos dafinos para el medio ambiente [11]. Es por ello
gue la obtencién de estas NPs a partir de procesos de quimica verde como la biosintesis
es una area prometedora ya que es una opcion amigable con el medio ambiente que no
requiere una grande inversién de tiempo y dinero [12].

Existen varios reportes en la literatura sobre biosintesis de ZnO NPs utilizando
extractos de origen natural, aplicando un proceso amigable y sostenible con el ambiente
[13]-[15].

Este trabajo plantea la obtencién de nanoparticulas (NPs) de 6xido de zinc (ZnO)
por medio de biosintesis, producidas a partir de tés antioxidantes como precursores;
Ternstroemia pringlei Rose, Agastache mexicana y Turnera diffusa Willd.

Ternstroemia pringlei Rose es un arbol que llega hasta 15 m de altura, presenta

hojas alargadas de bordes dentados y textura de cuero. Sus flores son blancas y frutos



color café. Es una planta silvestre de origen desconocido que crece a lo largo de caminos
asociada a climas célidos, semicélidos y templados entre los 300 y 1,000 msnm (metros
sobre el nivel del mar) [16].

Agastache mexicana es una hierba de unos 40 a 60 cm con tallos cuadrados y
hojas con bordes dentados y pelos en el envés. Sus flores se encuentran en racimos
terminales, son de forma tubular y color rojo con frutos color café. Es una hierba originaria
de México asociada a bosques, la cual habita en climas céalidos, semicalidos y templados
entre los 0 y los 780 msnm y desde los 1600 a los 3900 msnm. [17].

Turnera diffusa Willd es un arbusto que llega a medir hasta 1.5 m de altura, esta
muy ramificado, sus tallos rojizos con hojas pequefas, arrugadas y bordes dentados.
Sus flores son amarillas con forma de estrella y sus frutos son unas capsulas. Es una
planta silvestre originaria de Brasil, esta asociada a bosques tropicales en climas

semiseco y templado a 1000-2100 msnm [18].

Figura 1. Ternstroemia pringlei Rose (A), Agastache mexicana (B) y Turnera diffusa Willd (C). Fuente
[16]-[18].

Las NPs obtenidas fueron caracterizadas para el analisis de sus propiedades
fisicoquimicas, estructurales y Opticas por medio de FTIR, DRX y UV-Vis
respectivamente. Ademas, fueron evaluadas sus aplicaciones como fotocatalizador en la
degradacion del colorante azul de metileno (MB) bajo la irradiaciéon de luz UV y como
inhibidor de actividad microbiana de Escherichia coli (E. coli) a través del método de
difusién disco-placa.



2. Antecedentes

Recientemente en areas como la biologia, quimica, fisica e ingenieria, la
nanociencia y nanotecnologia son uno de los campos con mayor interés [19]. Entre los
nanomateriales de mayor interés se encuentra en oxido de zinc (ZnO), un material
inorganico prometedor [20]. En virtud de sus propiedades Oopticas y eléctricas las
nanoestructuras de ZnO son consideradas una de los mejores 6xidos metalicos, es por
ello que tiene diversas aplicaciones en electrénica, dptica, celdas solares, catélisis,
nanomedicina, farmacologia y cosmetologia [19].
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Figura 2. Aplicaciones de la ZnO NPs. Fuente [21].

Las propiedades fisicas y quimicas de este semiconductor han generado un
interés en su aplicacion para la solucion de problematicas medioambientales,
investigadores han reportado su aplicacion en procesos fotocataliticos para la
eliminacion de colorantes industriales presentes en aguas residuales, favorecido por su
capacidad de producir pares hueco-electron y especies reactivas de oxigeno (ROS) que
reducen y oxidan los contaminantes organicos [22].

Las ZnO NPs exhiben propiedades antibacterianas atractivas, cuyos mecanismos
son atribuidos al aumento del area de superficie especifica, ya que la reduccion en el
tamafio de particula conduce a una mayor reactividad, mostrando actividad
antimicrobiana en dosis pequefas [23]. Se ha demostrado la inhibicién del crecimiento
de un espectro de bacterias (Gram positivas y negativas) con ZnO NPs de diferentes

caracteristicas morfologicas [24].



2.1 Estado del arte

En grupos de investigacion alrededor del mundo se han sintetizado NPs de ZnO
a partir del uso de materia organica, las cuales son caracterizadas y estudiadas para su
utilizacion en diversas aplicaciones.

En cuanto a la evaluacién de sus propiedades como catalizador en procesos de
fotodegradacion, Chen et al. sintetizaron ZnO por el método sol-gel usando acetato de
zinc como precursor, el ZnO fue sintetizado variando la temperatura de calcinacion y los
radios de composicion, oscilando de 2 a 5 y manteniendo la razon de acetato de zinc a
0.01 molar, posteriormente el ZnO fue caracterizado y evaluado en la fotodegradacion
de naranja de metilo (MO) a una concentracion 200 mg/L bajo luz UV. Se obtuvo un
mayor porcentaje de degradacion (99.70%) con calcinacién a 400 °C, la eficiencia se
obtuvo de la siguiente manera 400 °C > 500 °C > 600 °C > 300 °C. En cuanto al estudio
de la composicion, se observé un aumento en la degradacion resultado del incremento
del radio, 2:1, 3:1 y 4:1, pero en 5:1 disminuy6 la degradacion. Esto se adjudica a la
necesidad de determinar un radio apropiado de composicion para mejorar el tamafio y
cristalinidad de las particulas que optimicen la degradacion [25].

Udayabhanu et al., utilizaron cascara de Vitis labruska como fuente para la
sintesis verde de superestructuras de ZnO, las cuales presentaron una estructura
cristalina hexagonal Wurtzita con tamafio promedio de 50 nm, mostré6 una banda de
absorcion infrarroja a 532 cm* caracteristica de este semiconductor y un valor de banda
prohibida de 3.26 eV, se confirmé la formacion de diferentes morfologias y se observo
un espacio de red de 0.29 nm correspondiente al plano (002) de ZnO. Estas
superestructuras fueron evaluadas por su actividad fotocatalitica hacia la degradacion
del azul de metileno (MB) con irradiando luz con una lampara de mercurio a 120 W, en
el estudio, se varid la concentracion de MB (5, 10, 15 y 20 ppm) asi como la cantidad de
catalizador (50, 100, 150 y 200 mg). Se encontré que con un aumento en la concentracion
del colorante la degradacion disminuye, por el contrario, un aumento en la cantidad de
catalizador afladido mejora el porcentaje de degradacién [26].

Entre otros autores que han evaluado la actividad fotocatalitica de ZnO NPs
obtenidas por medio de biosintesis se encuentran El Golli et al. [27], Shim et al. [28],
Mirzaeifard et al. [29], Noman et al. [30], Rodrigues et al. [31] y Pare et al. [32].



Por otro lado, para el analisis de la actividad antimicrobiana se han obtenido NPs
de ZnO a partir de Aloysia triphylla [14], obteniendo nanoestructuras con una morfologia
definida, similar a una flor con un tamafio de 200 a 400 nm. Se evalu6 su actividad
antibacteriana ante Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1338) y Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), se suspendieron las nanoflores en PBS/Tween 80 a diferentes
concentraciones (100, 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400 pg/mL), se coloc6 un mismo
volumen de bacteria y suspension de NPs en tubos, solucion que fue incubada a 37 °C
a 150 rpm, posteriormente una alicuota fue colocada en una placa con agar LB. Las NPs
de ZnO mostraron una mayor actividad antibacteriana ante S. aureus en comparacion
con P. aeruginosa, este comportamiento se atribuyé a la combinacion de cargas, carga
positiva de las NPs y carga negativa de S. aureus [33].

Jafarirad et al. (2016) estudiaron la actividad antimicrobiana de nanoestructuras
de ZnO obtenidas mediante el método de sintesis de calentamiento convencional (CH)
e irradiacion de microondas (MI) utilizando Rosa canina como precursor, actuando como
agente reductor y estabilizador, se obtuvieron NPs casi idénticas en cuanto a tamafio y
forma. La actividad antimicrobiana se evalué ante Listeria monocytogenes, Escherichia
coli y Salmonella typhimurium por difusion en disco-placa de agar, donde se presentd
una inhibicibn que aumenta con un incremento en la concentracion de NPs.
Adicionalmente, se evaluaron las propiedades citotoxicas de las nanoestructuras ante la
linea celular cancerigena A549 adenocarcinoma alveolar con el método de viabilidad
celular MTT en donde concentraciones de 0.05 y 0.1 mg/mL indujeron poca toxicidad
[34].

Se han estudiado otras fuentes como agentes estabilizadores en la sintesis de
ZnO NPs para la evaluacion de su actividad antimicrobiana como Zingiber officinale [13],
Vaccinium arctostaphylos L. [35], Laurus nobilis [19], Camellia sinensis L. [36], Ocimum
basilicum [37], Medicago sativa L.[38], Moringa oleifera [39], Silybum marianum [40],

Cinnamomum verum [15], Trifolium pratense [41], entre otros.



3. Marco teoérico

3.1 Contaminacion del agua

Diversas industrias utilizan y desechan colorantes industriales que contaminan los
cuerpos de agua (Figura 3) [42]. Una de las mayores fuentes de contaminacién global
del agua es la industria textil y sus efluentes que contienen residuos de colorantes, se
estima que se utilizan cerca de 100,000 colorantes y pigmentos textiles distintos con una
produccion anual de 700,000 toneladas comercializadas alrededor del mundo. Su alta
produccién y concentracion los hacer el mayor grupo contaminante de efluente
industriales, teniendo asi, un mayor impacto negativo en el medio ambiente [43].

Alrededor del 10-25% de los colorantes textiles son perdidos durante el proceso
de tincion y 2-20% son desechados directamente como efluentes en el medio ambiente.
En particular, su descarga hacia los cuerpos de agua es no deseada, no solo por el
cambio de color que ocasiona, sino porque generan una alteracion en el ecosistema.
Tanto los colorantes como sus productos de degradacion son considerados toxicos,
cancerigenos o mutagénicos para distintas formas de vida debido a la presencia de
bencidina, naftalina y otros compuestos aroméaticos [44].
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Figura 3. Utilizacion de colorantes en las diferentes industrias. Fuente [42].



Los colorantes usualmente tienen un origen sintético y estructuras moleculares
aromaticas complejas que les proporcionan mayor estabilidad haciéndolos dificiles de
degradar. La eliminacion de colorantes del agua residual es un problema complejo
debido a la dificultad que representa el tratar grandes y peligrosas cantidades por
métodos de tratamiento convencionales, por lo cual se ha convertido en un mayor
problema la busqueda de soluciones de degradacién de estos compuestos y sustancias
toxicas [45]. Se han aplicado métodos quimicos, fisicos y combinacion de ambos para la
degradacion de residuos industriales sin ser completamente satisfactorios, ademas de
ser costosos, requerir de mucha energia y generar subproductos peligrosos. Por tanto,
en la dltima década se ha generado un nuevo enfoque hacia la generacion de métodos
biologicos para la degradacion de estas sustancias y compuestos quimicos dafiinos [46].

El almacenamiento de oxigeno y la capacidad de reoxigenacion de los cuerpos de
agua se ve altamente afectada por la presencia de colorantes. Con mayor relevancia
representan un impedimento para la penetracion de luz solar, alteran la actividad
biologica del ecosistema acuatico y afectan directamente los procesos de fotosintéticos
[47]. La presencia de colorantes organicos estimula el crecimiento de microorganismos
acuaticos letales para la vida marina e incluso el ser humano. Los efectos negativos que
generan en el agua también se relacionan a efectos toxicos por la presencia prolongada
de los colorantes en el medio, su acumulacién y sedimentacion en el medio y en los
organismos a través de la biomagnificacion [44].

En cuanto a los efectos negativos que representan para el ser humano, estos
colorantes tienen actividad cancerigena, causan alergias, dermatitis o diferentes cambios
en tejido tisular. El riesgo potencial a la salud es causado por la absorcion de colorantes
azoicos y sus productos de degradacion (aminas toxicas) por el tracto gastrointestinal,
piel y pulmones [48].

Actualmente los residuos industriales con presencia de colorantes son uno de los
problemas principales de contaminacién del agua, es por ello que el tratamiento de agua
residual con altas concentraciones de colorantes es una necesidad creciente [44] y

necesaria para un desarrollo sostenible.



3.2 Resistencia antimicrobiana

El descubrimiento de los antibidticos fue un momento definitorio en la historia del
ser humano que revoluciond la medicina y salvd un sinnumero de vidas.
Desafortunadamente, estos farmacos han sido acompafados por el surgimiento de
cepas de patdgenos resistentes [49]. El auge del desarrollo de antibiéticos llego a su fin
debido a la inhabilidad de los investigadores de mantener el ritmo del descubrimiento de
nuevos antibidticos ante el surgimiento de patdgenos resistentes a estos [50].

Décadas después de que el primer paciente fue tratado con antibioticos las
infecciones bacterianas han comenzado a volverse una amenaza. La resistencia
antibidtica se atribuye al sobreuso y uso inadecuado de estos, asi como el poco o lento
desarrollo de nuevos farmacos resultado de la disminucion en los estimulos econémicos
y el aumento de los requerimientos regulatorios en la industria [51]. Asimismo, se
adjudica a la sobrepoblacion, poca sanidad, propagacion de vida silvestre y un sistema
deficiente de alcantarillado [52].

Las enfermedades causadas por bacterias son un problema serio de salud a nivel
global que han llamado la atenciébn como una amenaza de salud publica. Esta situacion
ha sido declarada asi por el incremento en los brotes e infecciones por cepas
patogénicas, la resistencia antibidtica, la aparicion de nuevas mutaciones, la poca
disponibilidad de vacunas en paises subdesarrollados y las infecciones nosocomiales
[24].

Importantes organizaciones a nivel mundial como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el Foro Econdémico Mundial, el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) y la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas han
declarado la resistencia antibiética un “problema de salud publica global” [53]. Se debe
al surgimiento, propagacion y persistencia de bacterias con resistencia a multiples
farmacos también conocida como “superbugs” [54].

El desarrollo de nuevo agentes antimicrobianos ante cepas bacterianas se ha
convertido en un reto debido a la resistencia antibidtica y mutaciones que conllevan a
nuevas cepas de un patdogeno [55]. Es por ello que es necesario abarcar esta
problematica desde un enfoque distinto.



3.3 Fotocatédlisis heterogénea

La fotocatélisis heterogénea puede ser descrita como la aceleracion de las
fotorreacciones en presencia de catalizadores. Es un proceso clasificado como un
proceso avanzado de oxidacidn que utiliza irradiacion de luz con energia foténica mayor
o igual al valor de la banda prohibida del material para causar que los electrones emigren
de una banda (VB) a otra (CB) [56]. Cada foton absorbido es capaz de generar un par
hueco-electron (h*/e’) que puede ser provechado eficientemente solo si es separado
espacialmente y transferido a especies con un potencial redox apropiado, de otra forma,
la recombinacion resulta en un perdida de energia significativa [57]. Posteriormente,
reacciones entre estos pares y oxigeno o agua pueden producir especies reactivas de
oxigeno que actian como agentes oxidantes con la habilidad de degradar diversos

contaminantes [56].

D

Figura 4. Esquema de fotocatalisis heterogénea. Fuente [58].

La principal limitacién de este proceso avanzado de oxidacién es la poca eficiencia
fotdnica, es decir, el radio de la razén de fotorreaccion medida para un intervalo de tiempo
especifico. La fotocatélisis ideal debe ser altamente fotoactiva, estable ante
fotocorrosion, inofensiva, de bajo costo y quimicamente inerte. Ademas, de ser posible,
bajo el espectro UV y visible, es por ello que la fuente de irradiacién de luz es un factor

importante que debe considerarse en un sistema de ensayo fotocatalitico [59].
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3.3.1 Ensayos

La evaluacion de la actividad fotocatalitica puede llevarse a cabo bajo diferentes
condiciones, una de los factores importantes y el cual puede modificarse es la fuente de
irradiacion de luz. Para la excitacion de los electrones de las nanoparticulas como
catalizadores, es necesario irradiar la muestra con luz ultravioleta. Esta se encuentra en
el intervalo de 4 a 400 nm, hay dos fuentes principales de luz UV, el sol y lamparas UV.
La que proviene del sol va de 180 a 400 nm y se clasifica en UVA (320-400 nm), UVB
(290-320 nm) y UVC (180-290) [60].

La experimentacion bajo luz solar debe realizarse con cautela ya que hay muchos
factores involucrados que influyen en los resultados, como la ubicacién y tiempo en que
se realiza y las condiciones del tiempo. Por otro lado, existen cinco principales tipos de
lamparas clasificadas por el tipo de fuente de irradiacion: lamparas de arco, lamparas

fluorescentes, lamparas incandescentes, LEDs y laseres [59].

3.4 Inhibicién microbiana

La susceptibilidad de los microorganismos a los agentes antimicrobianos se
estudia mediante pruebas de sensibilidad también conocidas como antibiogramas,
pruebas que tienen como objetivo evaluar la respuesta in vitro de los microorganismos
frente agentes antimicrobianos, con el fin de traducir los resultados en predictores de
eficacia clinica. El antibiograma refleja la capacidad de inhibicion de los antibiéticos ante
el crecimiento de un microorganismo especifico [61]. Las pruebas de susceptibilidad
deben estar adecuadamente estandarizadas y sujetas a procesos controlados que
aseguren la reproducibilidad. Existen diversos métodos, con algunos se obtienen
resultados cuantitativos y con todos resultados cualitativos utilizando las categorias,

susceptible (S), intermedio (1) o resistente (R) [62].

3.4.1 Métodos de difusion.

3.4.1.1 Método disco-placa.

Método basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es una técnica
estandarizada para el analisis de patdogeno de rapido crecimiento recomendada por el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés). Este

meétodo consiste en inocular la superficie del agar Mueller-Hinton con organismos en fase
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logaritmica a una concentracion de 1-2 x 108 CFU/mL y depositar en la superficie discos
de papel filtro impregnados con antibiéticos, los cuales se difunden al entrar en contacto
el disco con la superficie himeda del agar. La zona de inhibicidon es medida posterior a
la incubacion de 18-24 h (Figura 5A). Cada agente antimicrobiano tiene un diametro de
inhibicibn en mm estandarizado; las lecturas se interpretan como resistente (R),

intermedia (I) y sensible (S) de acuerdo a los establecido por el CLSI [63].

3.4.1.2 Método de difusion gradual.

El principio del método Epsilon aplica la técnica de difusion en placa, se hace uso
de tiras de plastico no poroso que incorporan un gradiente predeterminado
correspondiente a 15 diluciones del antibiético a evaluar. Una vez se ha inoculado el
agar, la tira Etest es colocada sobre la superficie produciendo un gradiente exponencial
a través de la tira debido a la difusion del antibiotico. Después de incubar las placas, se
obtiene una zona de inhibicion elipsoidal y simétrica (Figura 5B), el valor de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) es el punto donde el extremo inhibidor de

crecimiento cruza con la tira Etest [62].

Figura 5. Métodos de difusion disco-placa (A) y gradual (B). Fuente [64].

3.4.2 Métodos de dilucion.

Se basan en determinar el crecimiento de microorganismos en presencia de
concentraciones crecientes de antibidtico diluido en un medio de cultivo. Se preparan
diluciones base 2 del antimicrobiano en medio de cultivo idéneo para la bacteria; después

se inocula el medio y, una vez ha crecido tras el tiempo en incubacion, las muestras son
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leidas para determinar que concentracion provoca la inhibicion del crecimiento del
microorganismo. Las primeras pruebas basadas en este método se realizaban en bateria
de tubos conocida como macrodilucion (Figura 6A), el uso de micropipeta y placas de
microtitulacién han facilitado la aplicacién del método de microdilucion con caldo (Figura
6B), ademas del uso de métodos automatizados comerciales. En cuanto la microdilucién
en agar, el uso de sistemas de inoculacion multiple permite la evaluacion simultanea de

muchos organismos y/o agentes antimicrobianos [62].

1) Inéculo de una sola colonia  2) Cultivo a fase de crecimiento  3) Ajuste a 0.5 en el 4) Preparacion de series de dilucion
de bacterias en placa exponencial (37°C ~16-16 h)  estandar de MacFardand  del agente antimicrobiano
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Figura 6. Esquemas de métodos de macrodilucién (A) y microdilucion (B) para determinacion de CMI.
Fuente [65].
3.5 Sintesis verde

La sintesis de nanoparticulas puede realizarse a través de diversos métodos,
fisicos y quimicos. Los métodos fisicos tienen un enfoque de arriba hacia abajo, donde
se reduce el tamafio de la materia prima a la nanoescala. Estos incluyen procesos como
la pirolisis con llama [66], descarga eléctrica [67], molienda [68] y ablacién con laser [69],
estas metodologias requieren de una gran cantidad de material, altas temperaturas y
presiones, consumiendo altos niveles de energia y haciéndolos no viables en el ambito
ecoldgico y econémico [70].

Actualmente los métodos quimicos con un enfoque de abajo hacia arriba estan
ganando popularidad. Los solventes, agentes reductores y estabilizadores utilizados en
la sintesis quimica tienen un impacto sobre las propiedades de las nanoparticulas, por lo

cual su eleccion es importante para la obtencion del material deseado. Los protocolos de
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sintesis son simples, sin embargo, los solventes y reactivos usados son altamente
toxicos y dificiles de degradar por lo que permanecen en el ambiente por afios [70].
Métodos quimicos de sintesis de nanoparticulas como sol-gel [71], solvotermal
[72], hidrotermal [73], precipitacion [74], microemulsion [75], fase gaseosa [76] deben
llevarse a cabo a altas temperaturas y hacen uso de agentes estabilizadores hidrofébicos
qgue requieren el uso solventes toxicos organicos en el procesos. Estos solventes son

cancerigenos, peligrosos para la salud y corrosivos en la naturaleza [70].

Enfoque de arriba hacia abajo Enfoque de abajo hacia arriba
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Figura 7. Enfoques quimicos y fisicos de sintesis. Fuente [77].

La naturaleza de la ingenieria de nanomateriales y sus aplicaciones propuestas
justifican la implementacién de quimica verde para el desarrollo de estos materiales y
aplicaciones. La quimica verde aplica principios que buscan disminuir o eliminar el uso o
generacion de sustancias nocivas en procesos de disefio, produccién y uso de productos
quimicos, que sigue los doce principios definidos por Anastas y Warner: 1) prevenir
desechos; 2) economia del atomo; 3) sintesis menos peligrosa; 4) disefio de sustancias
seguras; 5) solventes y sus reacciones seguras; 6) disefio de energia eficiente; 7) materia
prima renovable; 8) reducir derivados; 9) catalisis, 10) disefios de degradacion; 11)
monitoreo y control de procesos; 12) quimica intrinsicamente segura [78].

La nanociencia verde es la aplicacion de la quimica verde y sus principios para el
disefio de productos a una escala nanométrica, el desarrollo de métodos de produccién

y la aplicacién de los nanomateriales. Este enfoque busca el entendimiento de las
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propiedades de estos materiales para su implementacion en productos y procesos
representado un riesgo bajo o nulo tanto para el medio ambiente como para la salud
humana. Busca desarrollar métodos de sintesis o producciéon que eliminen el uso de
reactivos peligrosos y mejorar la eficiencia de los métodos con el objetivo de maximizar
el beneficio social de la nanociencia disminuyendo el impacto en el ecosistema. Logrando
asi definir seis objetivos de la nanociencia que aplican los principios de la quimica verde
[79].

Disefio de nanomateriales seguros; principios 1y 12.
Disefio para reducir el impacto ambiental; principios 7 y 10.
Disefio para la reduccion de desechos; principios 1, 5y 8.
Disefio de procesos seguros; principios 3, 5, 7y 12.

Disefio de materiales eficientes; principios 2, 5, 9y 11.

o gk w DN RE

Disefio de energia eficiente; principios 6, 9y 11.

La sintesis de los nanomateriales implementa el uso de quimicos peligrosos,
conversiones bajas del material, altos requerimientos energéticos y desechos dificiles de
degradar. La quimica verde provee ventajas en el desarrollo de estos procesos al aplicar
sus principios en la produccion de nanomateriales [79].

En los ultimos afios se ha reportado la implementacion de plantas, frutos y raices
de diversa naturaleza como agentes reductores y estabilizadores para la sintesis de
nanomateriales a partir de precursores, esto elimina el uso de reactivos y solventes
peligrosos. Algunas especies reportadas incluyen Vitis labruska [26], Aloysia triphylla
[14], Rosa canina [34], Zingiber officinale [13], Vaccinium arctostaphylos L. [35], Laurus
nobilis [19], Camellia sinensis L. [36], Ocimum basilicum [37], Medicago sativa L.[38],

Moringa oleifera [39], Silybum marianum [40], Cinnamomum verum [15], entre otros.

3.6 Nanoparticulas de ZnO

El material oxido de zinc (ZnO) ha sido investigado desde 1912 con el comienzo
de la era de los semiconductores posterior a la invencion del transistor, sus propiedades
piezoeléctricas fueron descubiertas en 1960, lo que dio pie a su primera aplicacion

electrénica en dispositivos acusticos. ZnO es un O0xido que se presenta en la naturaleza
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como el mineral zincita, descubierto en 1810 por Bruce en Franklin, Nueva Jersey, es un
compuesto de color rojizo o anaranjado debido a sus impurezas de manganeso [80].
ZnO es un semiconductor con banda energética prohibida directa de 3.37 eV y
una energia de excitacion de 60 meV a temperatura ambiente. Una banda prohibida
directa esté caracterizada por un vector k aproximadamente igual para los estados mas
altos de la banda de valencia y para los estados mas bajos de la banda de conduccion,
en magnitud y direccion, lo que hace posible transiciones Opticas en el punto en que el
fotdn excede a la banda prohibida en valores energéticos [81]. Es un semiconductor tipo
n debido a la desviacion de la estequiometriay la existencia de defectos intrinsecos como

intersticiales de zinc y vacantes de zinc y de oxigeno [82].

B o» oo

Figura 8. Estructura cristalina Wurtzita de vista lateral (A) y superior (B). Fuente [82].

Su estructura termodinamicamente estable es la estructura hexagonal Wurtzita
descrita en 1920 por Bragg mediante difracciéon de rayos X, con ionicidad en el limite
entre semiconductores covalente y ionicos. La celda unitaria contiene dos unidades, una
con un atomo de zinc rodeado de cuatro iones de oxigeno y la otra con un atomo de
oxigeno rodeado de cuatro iones de zinc, ambas en una configuracion casi tetraédrica
(Figura 8) [82].

Entre otras caracteristicas, tiene un punto de fusion de 1975°C y una densidad de
5.67 g/cm?® [83]. Es un material que gracias a su eficiencia cuantica y estructura eléctrica
evita las posibilidades de recombinacion de electrones/carga [82].

Entre los materiales semiconductores es uno de los de mayor interés a causa de
sus propiedades piezoeléctricas y optoelectronicas, biocompatibilidad, amigable con el

medio ambiente y estabilidad térmica [82]. Ademas, el ZnO ha demostrado ser un
16



fotocatalizador eficaz para la degradacion de diversos contaminantes [25]-[27] y como
agente antimicrobiano [33]-[35].

Este trabajo presenta la biosintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc a haciendo
uso de extractos de tés antioxidantes como agentes estabilizadores. Las NPs son
caracterizadas para el andlisis de sus propiedades fisicoquimicas, Opticas y estructurales
por medio de las técnicas de caracterizacion FTIR, UV-Vis y DRX respectivamente.
Ademas, se evalud su aplicacion como fotocatalizador en la degradacion del colorante
azul de metileno (MB) exponiéndolo a luz UV y su capacidad para inhibir la actividad

microbiana de Escherichia coli (E. coli) a través del método de difusion disco-placa.
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4. Hipotesis

Las NPs de ZnO obtenidas a través de biosintesis utilizando tés antioxidantes
como agentes estabilizadores, efectuaran degradacion fotocatalitica de colorantes
industriales bajo irradiacion de rayos UV.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo General

Sintetizar aplicando una metodologia verde, nanoparticulas (NPs) de 6xido de zinc
(ZnO) partiendo de tés antioxidantes como extractos naturales y evaluar tanto su

actividad antimicrobiana como su actividad fotocatalitica.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener extractos a partir de las infusiones de té.

2. Biosintetizar nanoparticulas de ZnO utilizando los extractos obtenidos.

3. Estudiar las propiedades de las NPs de ZnO por medio de técnicas de
caracterizacion como espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos-X (DRX) y espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis),

4. Realizar estudios de degradacion fotocatalitica del colorante organico azul de
metileno (MB) aplicando radiacion UV.

5. Evaluar la actividad antimicrobiana de las NPs de ZnO ante bacterias Gram

negativas.
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6. Metodologia
6.1 Materiales

Para la biosintesis de las nanoparticulas se utilizaron infusiones de té de
Ternstroemia pringlei Rose, Agastache mexicana y Turnera diffusa Willd de la marca
comercial Therbal, la sal metélica precursora Zn (NO3)2-6H20 (98%) marca Sigma-
Aldrich y agua desionizada. En la evaluacion de actividad fotocatalitica se hizo uso de
azul de metileno (MB). Finalmente, para evaluar la actividad antimicrobiana se utilizo E.

coli en medio BHI y el antibidtico Penicilina-estreptomicina.
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6.2 Obtencion de extractos

Siguiendo la metodologia mostrada en la Figura 9, se obtuvieron extractos a una
concentracion del 8% m/v (masa/volumen) a partir de tres fuentes distintas; Ternstroemia
pringlei Rose (Flor de Tila “FT”), Turnera diffusa Willd (Damiana de California “DC”) y
Agastache mexicana (Toronjil morado “TM”). Se suspendieron 4 g de la fuente en 50 mL
de agua desionizada y se agitaron a 400 rpm durante 2 h a temperatura ambiente.
Seguidamente se colocaron en bafio térmico a 60°C por 1 h. Retiradas las soluciones del
bafio, se filtraron a través de un papel Whatman #4 por gravedad. Los extractos

obtenidos son almacenados en tubos falcon para su posterior uso.

50 mL — - —_
4 g ¢ — > / l'.. ' \
'::Il:aes?-;ii;:d?g Agitacién Bafio térmico I-;iltrédo Almacenado
(400 rpm x2 h) (60°C x 1 h)

Figura 9. Diagrama de metodologia para la obtencion de extractos.

Infusiones de tés utilizados Suspension de 4 g de fuente en 50 mL Agitacion de suspensiones a
como fuentes de agua desionizada 400 rpm durante 2 h

Almacenado de extractos Filtrado por gravedad con Bafio térmico a 60°C
papel filtro durante 1h

Figura 10. Procedimiento experimental; obtencion de extractos.
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6.3 Sintesis verde de NPs de ZnO

El extracto obtenido fungié como estabilizador de la sal precursora Zn(NO3z)2-6H20
suspendiendo 2 g de ésta en 40 mL de extracto, la suspension se agité a 400 rpm por 1
h y posteriormente se coloc6 en un bafio térmico a 60 °C por 12 h. Una vez obtenida una
consistencia pastosa tras la eliminacion del exceso de agua, el material fue distribuido
en capsulas de porcelana para su calcinacion a 400 °C por 1 h. Tras el tratamiento
térmico, las muestras a temperatura ambiente fueron pulverizadas para la
homogenizacion.

Se obtuvieron tres muestras; ZnO-FT, ZnO-DC y ZnO-TM a partir de los tres
extractos. Se determind su rendimiento masico y se almacenaron en microtubos para su
posterior analisis, caracterizacion y estudio de sus propiedades fotocataliticas y

antimicrobianas.

Sal + extracto Agitacion Bafio térmico Distribucion en crisol Calcinacion Pulverizacién Almacenado
(400rpm x 1 h) (60°C x 12 h) (400°C x 1 h)

Figura 11. Diagrama de metodologia de sintesis de nanoparticulas.

Suspensién de 2 g de sal
precursora en 40 mL de
extracto Baiio térmico a 60°C durante

12h

Sal precursora Agitacién a 400 rpom durante 1 h

Distribucién de pasta en crisol

Almacenado
Calcinacion a 400°C durante 1 h

Figura 12. Procedimiento experimental; sintesis de nanoparticulas.
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6.4 Evaluacion fotocatalitica

Primeramente, se prepard el colorante a evaluar, se prepar6 1 L de azul de
metileno (MB) a una concentracién de 15 ppm diluyendo 15 mg de colorante en 1 L de
agua destilada. Para las pruebas se aplic6 la metodologia de la Figura 13, se
suspendieron 50 mg de muestra de nanoparticulas en 50 mL del colorante previamente
preparado y se agitaron en oscuridad a 400 rpm durante 30 min. La solucion se vertié en
el reactor donde fueron expuestos a lamparas de luz UV de 10 W a 18 mJ/cm?. Se
tomaron alicuotas de 1.5 mL cada 10 min durante 30 min, y mas adelante cada 30 min
hasta alcanzar un tiempo de 3 h. Las muestras de degradacion fueron medidas en un
espectrofotometro UV-Vis para la determinacion de concentracién del colorante en los

diferentes tiempos.

50 mL de MB + 50
mg de NPs 10 W a 18 mJ/cm? 1.5mL

e t=0 min t=180 min —
Medicion en

Agitacion en Exposicion a UV Toma de alicuotas UV-Vis
obscuridad (30 min)

Figura 13. Diagrama de metodologia para la evaluacion de actividad fotocatalitica.

Solucion de 50 mg de NPs en 50 mL Agitacién en obscuridad a
de MB a 15 ppm 400 rpm durante 30 min

Medicién en UV-Vis

Toma de alicuotas Exposicion a luz UV
Figura 14. Procedimiento experimental; evaluacién fotocatalitica de las nanoparticulas.
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6.6 Evaluacion antimicrobiana

Se utiliz6 el método de difusibn de discos-placa para el estudio de la
susceptibilidad microbiana. El indculo inicial se reactivé inoculando en caldo de infusion
de corazon y cerebro (BHI por sus siglas en inglés) e incubando en agitacién a 37°C por
24h, posteriormente se centrifugo a 400 rpm durante 15 min, se decanté y resuspendio
el pellet en 10 mL de PBS, se repiti6 este procedimiento resuspendiendo en 1 mL de
PBS. Se coloc6 en un matraz 10 mL de PBS y 200 uL del in6culo y se ajusté hasta
obtener una densidad 6ptica a 600nm de 0.1 equivalente a una concentraciéon de 10°
CFU/mL. Posteriormente, se inoculd el agar BHI al 1% en una proporcion 1:10 para
después prepararse las cajas Petri de 4 mm de grosor, una vez gelificadas se incubaron
a 37°C durante 24h. Los discos de papel filtro fueron colocados sobre el agar e
impregnados con 10 pL de suspensiones de ZnO NPs a concentraciones de 2 y 4 mg/mL,
asi como uno impregnado con 10 puL del antibiético y uno sin impregnar, utilizados como
controles. Nuevamente se incubaron las muestras a 37°C por 24 h y finalmente los halos

de inhibicién fueron medidos para el analisis de resultados.

‘
— ‘ \ —> i |] J — [ — - ‘,/‘
B =i
5 — Preparacion de o v —
mlanggﬂl/o L. Inoculacon del placa Incubacion ~ Colocacién e iflctibacian Medicién de
( o 00638)) ; agar BHI (37°Cx24h)  impregnacion de discos (37°Cx24h) halos

Figura 15. Diagrama de metodologia para la evaluacion de propiedades antimicrobianas.

Preparacién del inéculo Agar BHI inoculado Preparacion de placas
(105 CFU/mL; 0.1 OD600)

— «— 3 Q'I‘ -
| ‘ ¢ |
ol T
. Incubacién de cajas a Colocacién e Incubacién de cajas a
Medicién de halos 37°Cpor24 h impregnacién de discos 379Cpor 24 h

de inhibicién
Figura 16. Procedimiento experimental; evaluacion antimicrobiana de las NPs.
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7. Resultados y discusién

7.1 Sintesis de nanoparticulas

Tras la sintesis de las nanoparticulas y su pulverizacion, se obtuvo un polvo
blanco (Figura 17). La cantidad de nanoparticulas obtenidas para cada extracto se
reportan en la Tabla 1, sintetizando cantidades similares para cada uno de ellos. Las
propiedades las muestras obtenidas se estudiaron por medio de las siguientes técnicas
de caracterizacion; espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),

difraccion de rayos-X (DRX) y espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis).

Figura 17. Nanoparticulas de ZnO obtenidas por medio de sintesis verde

Tabla 1. Rendimiento masico de las nanoparticulas de ZnO obtenidas, por extracto.

Extracto Muestra NPs (mg)
Ternstroemia pringlei )
Rose ZnO-FT 503.5
Turnera diffusa Willd. ZnO-DC 548.8
Agastache mexicana ZnO-T™M 516.8
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Basandose en la literatura, se propone un mecanismo de formacién de
nanoparticulas a partir del uso de fuentes con altos contenido de polifenoles (Figura 18),
donde los grupos hidroxilo enlazados a los anillos aroméaticos de las biomoléculas se
ligan con las sales precursoras. Por medio de la hidrdlisis, los iones de los grupos
hidroxilo son liberados y se ligan con los iones de zinc para la formacién de complejos
elongados de zinc [84]. Este sistema sufre una descomposicion directa y la eliminacion
de una parte de la materia organica cuando se calcina a 400 °C, lo que conduce a la

liberacion de las NPs de ZnO del sistema complejo [85], [86].

SAL PRECURSORA

GRUPOS HIDROXILO NITRATO DE ZINC HEXAHIDRATADO
""" H,0 H,0
OH ‘ 2 H,0 2
0 0
' p 24
POLIFENOLES | o T r!JL Zn YLL
N 1
: o,/ \o_ O—/ \O—
HO
H,0 H,0 H,0
Sowaet HIDROLISIS
OH 0O " H,O
o)
\'2/
/Z‘n
o) 5\0
CALCINACION

OH

+ ZnONPs + NO2 4+ H,0O
OH

Figura 18. Mecanismo propuesto de formacién de nanoparticulas de ZnO.

7.2 Caracterizacion

El analisis de las propiedades de las NPs de ZnO obtenidas se realiz6 a través de
la aplicacion de las técnicas de caracterizacion: espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) para analisis fisicoquimico; difraccion de rayos-X (DRX)
para el analisis de la estructura cristalina y espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)
para la determinacion del ancho de banda prohibida.
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7.2.1 FTIR.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una espectroscopia
vibracional que se basa en la interaccion de los grupos funcionales de la muestra con la
radiacion electromagnética resultante de los niveles de energia vibracional [87]. La
absorcién vibracional es medida como una funcién de longitud de onda obteniendo un
espectro IR, esta sefial bruta es transformada por Fourier (FT) para la obtencion de una
representacion IR en funcién del numero de onda [88].

La Figura 19 muestra el espectro FTIR, medido en el rango de 350 hasta 4000
cm?, de los tés a partir de los cuales se obtuvieron los extractos que fungen como
agentes estabilizadores en el proceso de biosintesis. Se observan bandas asociadas a
diferentes enlaces: 3326 cm*a O-H, 2916 cm'a C-H, 2849 cm'a C-H, 1733 cm*a C=0,

1612 cmta C=Cy 1023 cm a C-0, todas ellas asociadas a vibraciones de tension.

1
F-FT L
—
II T

F-DC ©

Transmitancia (u.a)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectro FTIR de las fuentes utilizadas e identificacion de enlaces.

En el espectro FTIR de las ZnO-NPs sintetizadas medido en el rango 350-4000
cm? (Figura 20), la banda observada en 3430 cm corresponde a la vibracién de tension
del enlace O-H asociado a los polifenoles de los extractos, las bandas observadas en el
rango 860-1730 cm™! corresponden a impurezas de la materia organica presente en las

muestras proveniente de los extractos utilizados, con picos en 1730, 1500, 1380, 1115y
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860 cm? asociados a vibraciones de tensiébn de C=0O, N-O, C-N, C-O y CH,

respectivamente. En todas las muestras se presenté una banda a 397 cm®

representativa de la vibracion de tension del enlace Zn-O [89], confirmando asi la

presencia y naturaleza del material sintetizado [90]. La identificacion de estas bandas se

muestra en la Tabla 2.

ZnO-FT
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ZnO-DC
© .
= |
.g ZnO-TM
c ————
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C |
© |
= I
|
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[
[
1
1
1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 20. Espectro FTIR de las NPs e identificacion de enlaces.

Tabla 2. Bandas obtenidas en FTIR y su identificacién.

NUmero de onda

_ rupo ibracion ompuesto
(cm) G Vibraci6 C
3430 O-H tension Polifenol
1730 C=0 tensién Ac. carboxilico
1500 N-O tension Nitrocompuesto
1380 C-N tension Amina aromatica
1115 C-O tension Aromatico
860 C-H tension Aromatico
397 Zn-0 tension Oxido de zinc
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7.2.2 DRX.

La difraccién de rayos X (DRX) hace pasar un haz de rayos X a través de una
muestra, los rayos son difractados en un patron determinado por la posicion, arreglo y
tamafo de los constituyentes del cristal. La interferencia que sufren los fotones genera
un patrén de difraccion caracteristico y especifico para la muestra que se observa
aplicando la ley de Bragg y que permite determinar caracteristicas de la estructura
cristalina del material [91]-[92].

Los patrones de DRX para las nanoparticulas de ZnO sintetizadas son
presentados en la Figura 21. Se observan picos en 31.7°, 34.46°, 36.27°, 47.45°, 56.47
0,62.97°y 67.91°, de acuerdo a JCPDS 36-1451 correspondiente a los planos cristalinos
(100), (102), (101), (102), (110), (103) y (112), respectivamente. Por lo tanto, todas las

muestras exhiben una estructura cristalina Wurtzita caracteristica de este material [93].

*}\}U :
ZnO-FT . k JK’L
Zn0O-DC J\ N\ ] h A A

{100)
102)
(101)

(110)
103)
(112)

?

Intensidad (u.a)

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (grados)
Figura 21. Patron DRX de ZnO NPs sintetizadas con diferentes extractos.

K-A
Bcos ()’

donde T representa el tamafio de cristalita, K es la constante de Scherrer (~0.94), A es la
longitud de onda de rayos X utilizada (0.15406), B es el ancho del pico DRX a media
altura 'y 8 es el angulo de difraccion de Bragg. Los valores de B y 8 se obtuvieron a partir

El tamafio de cristalita fue calculado con la ecuacion Debye-Scherrer 7 =

de un ajuste en los difractogramas DRX (Figura 22) y se convirtieron a radianes
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obteniendo los valores mostrados en la Tabla 3, a partir de los cuales se calcul6 el

tamafio de cristalita, obteniendo valores de 10.52 nm para ZnO-FT, 10.02 nm para ZnO-
DCy 12.97 nm para ZnO-TM [94].
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Figura 22. Ajuste del pico de mayor intensidad para calculo de B y 0, para las muestras ZnO-FT (A),
ZnO-DC (B) y ZnO-TM (C).

Tabla 3. Valores de 26 y B de cada muestra y tamafio de cristalita calculados.

20 B T
Muestra
grados radianes grados radianes nm
ZnO-FT 36.21 0.6320 0.8302 0.0145 10.5155
ZnO-DC 36.19 0.6316 0.8713 0.0152 10.0183
ZnO-TM 36.23 0.6323 0.6733 0.118 12.9661
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7.2.3 Banda prohibida.

La energia minima requerida para que un electrén sea excitado y pase de la banda
de valencia a la banda de conduccidon se conoce como banda prohibida. Los calculos
parten del espectro de absorbancia de las NPs de ZnO sintetizadas (Figura 23), haciendo
uso de la espectroscopia UV-Vis, los espectros UV-Vis fueron adquiridos desde los 2200
hasta los 800 nm para todas las muestras. Los picos de maxima absorbancia se
encuentran en 361 nm para ZnO-DC, 362 nm para ZnO-FT y 367 nm para ZnO-TM,
valores menores a los reportados en la literatura y los cuales representan la absorcion
tipica de banda prohibida de ZnO [14], [15], [39].

1.4 4
1.2 4
1.0 1
(1]
g
J 98N\ zno-DC
@]
20l \znoTm A
< ZnO-FT
0.4 -
0.2 5
OO T T 1 1 I
200 300 400 500 600 700 800

A(nm)
Figura 23. Espectro de absorcion de las NPs de ZnO.

El estudio de la banda prohibida se calculé aplicando en modelo TAUC a partir de la

siguiente ecuacion:

(« hv)s = B(hv — E,) )

Donde « (v) es el coeficiente de absorcion (Lambert-Beer), hv es la energia de

incidencia del foton, B es una constante, E, es la energia de la banda prohibida y el valor
n corresponde al tipo de transicion electronica del material, en este caso n = 1/2. A partir
de estos valores se obtiene una grafica TAUC graficando (« hv)? y energia hv (Figura
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24) [95], se traza una linea recta partiendo del primer segmento recto observado en el
espectro y su interseccion con el eje x (energia) indica el valor de la banda prohibida.
Se obtuvieron valores de banda prohibida de 2.84 eV para ZnO-DC, 2.86 eV para
ZnO-TMy 3.01 eV ZnO-FT, los dos primeros menores al rango de los valores reportados
anteriormente en la literatura [15], [27], [96]. El extracto utilizado tiene un efecto en la los
valores obtenidos de banda prohibida, lo que puede deberse a la composicion quimica

de estos.

0 1 "I I' 1 1

I 1
2.7 2.8 2.9 3 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5
Energia (eV)

Figura 24. Gréfica de TAUC para célculo de banda prohibida de las NPs de ZnO.
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7.3 Actividad fotocatalitica
7.3.1 Degradacion de azul de metileno.
La evaluacion de la actividad fotocatalitica de las nanoparticulas de ZnO obtenidas

se realizo con el colorante azul de metileno (MB) bajo irradiacion de luz UV con lamparas.
Para la cuantificacion y analisis de las alicuotas tomadas en el ensayo se utilizd
espectroscopia UV-Vis en el rango de 800 a 400 nm. La Figura 25 expone el espectro
de absorcion medido para las alicuotas tomadas en los tiempos 0, 10, 20, 30, 60, 120,
150y 180 min, para ZnO-DC y ZnO-TM, mientras que para ZnO-FT se continu6é tomando

alicuotas hasta observar una degradacion total del colorante, lo cual se obtuvo en un

tiempo de 390 min.
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Figura 25. Espectro de absorbancia de MB y su degradacién en relacién al tiempo, evaluado con ZnO-
FT (A), ZnO-DC (B) y ZnO-TM (C).
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La etiqueta MB representa la absorcion del colorante inicial y t=0 min la absorcién
30 minutos después de afadir las muestras de ZnO NPs al colorante, la diferencia de
absorbancia entre estos espectros nos indica la adsorcion de MB durante agitacion
previo a su exposicion a luz UV. Se observa una adsorcion similar para las tres muestras
ZnO-FT, ZnO-DC y ZnO-TM con porcentajes de 6.20%, 8.92% vy 7.49%,
respectivamente.

Los porcentajes de degradacion de azul de metileno por fotocatalisis bajo luz UV
usando ZnO NPs se muestra en la Tabla 4. Todas las muestras evaluadas degradaron
el colorante, teniendo ZnO-DC y ZnO-TM un comportamiento similar logrando la
degradacion total (100%) en un tiempo de 90 min, la primera presentdé un mayor
porcentaje de degradacion en los primeros 30 min. Por otro lado, la muestra ZnO-FT

degrado un 96.31% en un tiempo de 390 min.

Tabla 4. Porcentajes de degradacién por fotocatalisis de azul de metileno.

Tiempo FT DC TO

0 6.20% 8.92% 7.49%
10 16.52% 57.21% 38.72%
20 18.67% 77.05% 52.30%
30 23.24% 86.74% 70.73%
60 30.84% 96.82% 94.08%
90 39.97% 100.00% 100.00%
120 47.90% 100.00% 100.00%
150 56.36% 100.00% 100.00%
180 63.79% 100.00% 100.00%
210 69.37% - -
240 75.85% - -
270 82.04% - -
300 86.23% - -
330 91.13% - -
360 93.37% - -
390 96.31% - -
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Concentracion (%)

La concentracion de colorante respecto al tiempo de exposicién se presenta en la
Figura 26, donde se representa la absorcidn del colorante previo a la exposicion a luz UV

como se mencion6 anteriormente.
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Figura 26. Porcentaje de degradacion de MB con los Figura 27. Velocidad de degradacion de azul de metileno.

diferentes cataliticos.

Se calcul6 la velocidad de degradacion obteniendo una regresién lineal a partir
del espectro de absorbancia del colorante tras la evaluacién de cada una de las muestras
(Figura 27). Se utilizé la ecuaciéon In(C/C,) = kt, donde C es la concentracion del
colorante en diferentes tiempos, C, es la concentracion del colorante en t =0, t es el
tiempo de exposicion aluz UV y k es la constante [22], [25]. La muestra ZnO-DC presentd
una mayor constante de degradacion con un valor de 0.05481 seguida por ZnO-TM con
0.04596, por ultimo, ZnO-FT con 0.00738 siendo 6.23 y 7.43 veces menor que las
constantes de ZnO-TMy ZnO-DC respectivamente. Todos los coeficientes de correlacion
(R?) son mayores a 0.95326, lo indica que la fotodegradacion sigue el modelo cinético.

La diferencia entre muestras se atribuye a la diferencia en los valores de banda
prohibida, teniendo el extracto un efecto en los valores obtenidos lo cual puede deberse
a su diferente composicion quimica.
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7.3.2 Propuesta de mecanismo de degradacion.

Se propone un mecanismo de degradacion del colorante azul de metileno (MB)
por medio de fotocatalisis heterogénea bajo luz UV empleando nanoparticulas de ZnO
como fotocatalizador (Figura 28), esto basandose en la literatura [5], [82], [97]. El primer
paso de este mecanismo es la irradiacion de luz UV a la muestra con una energia mayor
igual al ancho de banda prohibida (1), lo que provoca la excitacion de los electrones de
la banda de valencia (VB) hacia la banda de conduccion (CB) formando pares electron-
hueco (e/h*) (2), estos reaccionan con agua Yy oxigeno, h* da inicio a procesos de
oxidacién y e  de reduccion obtenido especies reactivas de oxigeno (ROS) como
productos (3), finalmente estas ROS interactian con el colorante MB que da pie a su
degradacion (4). La formacion y participacion de los radicales ROS se produce a través
de las siguientes reacciones:

Zn0 + UV - ZnO (h* +e7)
H,0 + h* > OH + H*
0,+e” -0,

ROS + MB - productos de degradacion

electron
' Foto-reduccion

\\ei> Azul de metileno ‘
/V
’

(&) ‘\3 L ’ o +‘ /
o Foto-oxidacion
hueco @

LUZ UV

@)

Figura 28. Diagrama de propuesta de mecanismo de fotocatdlisis para degradacion de azul de metileno

haciendo uso de ZnO NPs como fotocatalizador.
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7.4 Actividad antimicrobiana

7.4.1 Antibiogramas

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé ante E.coli aplicando el
método de difusion disco-placa con medio BHI. Se coloco un control negativo colocando
un disco impregnando con el antibi6ético Penicilina-estreptomicina. En la Figura 29 se
muestran los antibiogramas obtenidos. Ninguna de las muestras presento actividad al no
formarse halos de inhibicién sobre los discos impregnados con la suspension de
nanoparticulas a concentraciones de 2 y 4 mg/mL mientras que el control negativo del

antibidtico si presenté el halo esperado.

Figura 29. Resultados de antibiogramas realizados con ZnO-FT (A), ZnO-DC (B) y ZnO-TM (C).

La nula actividad antimicrobiana presentada se puede atribuir a la presencia de
materia organica en las muestras recubriendo las NPs, materia organica proveniente de
los extractos naturales, lo cual se puede justificar con los resultados obtenidos en el
espectro FTIR.
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7.4.2 Propuesta de mecanismos de inhibicién.

Basandose en la literatura se propone un esquema de cuatro principales
mecanismos de inhibicion microbiana de las nanoparticulas de ZnO (Figura 30), estos
mecanismos dependen de las propiedades fisicoquimicas de las NPs, sus caracteristicas
morfoldgicas y estructurales [14], [65], [98].
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NPs de ZnO

°~e ot

. ' Zn24 ( Hzo
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Liberacion de iones "/24« / k \ \ 0.
metalicos Zn%* : ;
Liberacion de especies . 0.
y Zn% reactivas de oxigeno
. (ROS) ( H.0
H*+ OH"

Figura 30. Diagrama de propuesta de mecanismos de inhibicidbn microbiana.

1. Especies reactivas de oxigeno (ROS): se debe a la intensificacion de reacciones
redox por la presencia de ZnO NPs produciendo ROS tanto en el espacio intra
como extracelular, que genera un estrés oxidativo que puede resultar en
apoptosis.

2. lones metdlicos (Zn?*): generacion de cationes metdlicos por la disociacion de las
nanoparticulas de ZnO en el espacio intracelular y extracelular.

3. Internalizaciébn de NPs: las NPs de menor tamafio pueden entrar al espacio
intracelular por endocitosis.

4. Cambios en la membrana celular: se da por la aglomeracion de NPs en la
membrana por interaccion electrostatica y la peroxidacion lipidica de éacidos

grasos poliinsaturados por ROS y iones metdalicos.
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8. Conclusiones

En el presente trabajo se obtuvieron nanoparticulas de 6xido de zinc mediante un
proceso de biosintesis haciendo uso de extractos de tés antioxidantes a una
concentracion del 8% masa/volumen como agentes estabilizadores. Se obtuvieron tres
muestras de ZnO NPs a partir de Ternstroemia pringlei Rose, Turnera diffusa Willd y
Agastache mexicana.

En el andlisis fisicoquimico obtenido con espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) se observaron bandas entre 1730 y 860 cm™ asociadas
a compuestos organicos y una banda a 397 cm que confirma la naturaleza del ZnO. La
banda prohibida del semiconductor se determind a partir de la espectroscopia ultravioleta
visible (UV-Vis), obtenido valores de banda prohibida de 2.84 eV para ZnO-DC, 2.86 eV
para ZnO-TM y 3.01 eV ZnO-FT, los dos primeros menores al rango de los valores
reportados anteriormente en la literatura. La estructura cristalina del material se estudio
a partir de la difraccion de rayos-X (DRX) donde todas las muestras presentaron una
estructura cristalina Wurtzita determinada por los picos observados en 31.7°, 34.46 °,
36.27°,47.45°,56.47°, 62.97°y 67.91°, y un tamafio de cristalita 10.52 nm para ZnO-
FT, 10.02 nm para ZnO-DC y 12.97 nm para ZnO-TM.

En cuanto a su actividad fotocatalitica se degradd azul de metileno (MB) bajo
irradiacion de luz UV con lamparas, logrando una degradacion total (100%) con ZnO-DC
y ZnO-TM en 90 minutos, y del 93.31% en 390 minutos para ZnO-FT. Con constantes de
degradacion de 0.05481, 0.04596 y 0.00738, respectivamente. La actividad
antimicrobiana de las ZnO NPs fue evaluada ante E. coli mediante el método de difusion
disco-placa utilizando medio BHI, donde ninguna de las muestras presento actividad.

Con base a los resultados obtenidos podemos afirmar que los extractos utilizados
fungen de manera satisfactoria como agentes estabilizadores en la sintesis verde de
nanoparticulas de éxido de zinc, aplicando los principios de la quimica verde sin el uso
0 generacion de agentes dafiinos para el ser humano y/o el medio ambiente. Ademas de
proveer a las NPs con caracteristicas de banda prohibida y tamafio de cristalita con
valores menores a los reportados en la literatura, lo representa una mejora en cuanto a
su actividad fotocatalitica logrando degradar el colorante azul de metileno (MB), por lo

cual hace posible su aplicacion en el tratamiento de agua.
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