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Capitulo 1

Generalidades

En este capttulo se presenta un resumen general del
contenido del proyecto de grado, justificacién, problema
cientffico ast, como los objetivos, general y especificos




CAPITULO 1: GENERALIDADES.
1.1. Resumen

En este Trabajo de Grado, modalidad investigacion, se determinaron las
propiedades antifungicas de polvos ceramicos de oxido de zinc (ZnO) y
nanoestructuras core-shell de 6xido de cinc — plata (ZnO-Ag), sintetizados
por el método de precipitacion controlada, y oxido-reduccion,
respectivamente. Durante la obtencion del ZnO se variaron parametros del
proceso, tales como: la naturaleza del solvente y los valores de pH de
sintesis, asi como el valor de la temperatura del tratamiento térmico

requerido para la obtencion del 6xido.

Los polvos ceramicos sintetizados se caracterizaron para determinar el
efecto de los cambios, en los parametros de sintesis, sobre las propiedades
del producto final. La caracterizacion de los polvos obtenidos se realizo
mediante técnicas espectroscopicas: espectroscopia infrarroja (IR), para
determinar los grupos funcionales presentes en los polvos sintetizados, y
espectrofotometria ultravioleta-visible (Uv-vis), para conocer el espectro de
absorcion de las muestras en esta region y determinar el valor de su banda
prohibida. Ademas se emple6 difraccion de rayos X (DRX), para identificar
las fases cristalinas presentes en los soélidos, y microscopia electronica de
transmision (MET) para determinar el tamano y la morfologia de los polvos
ceramicos sintetizados. Los resultados de estos estudios indicaron que el
mejor solvente de sintesis era el etilenglicol porque permitié obtener

tamanos de particula de orden nanométrico (10-50 nm) y esférico.

A los polvos ceramicos sintetizados, tanto a los de 6xido de zinc (ZnO)
como a los core-shell de ZnO-Ag, se les realizo los ensayos
correspondientes para determinar su capacidad antifungica sobre una
cepa del hongo fitopatogeno Aspergillus niger. Los resultados del ensayo
indicaron que tanto el ZnO como el core-shell presentaban capacidad anti

fingica sobre este organismo.



1.2. JUSTIFICACION

Durante los ultimos anos, las nanoestructuras de oxido de zinc han
recibido una considerable atencion por parte de la comunidad cientifica e
industrial debido a su potencial uso en optica, optoelectrénica, electrénica,
catalisis, fotocatalisis, células solares y sensores biologicos, entre otros
campos. Con relacion a su obtenciéon, varias rutas de sintesis se han
empleado, destacandose entre ellas las de naturaleza: quimica, fisica,
deposicion fisico-quimica y electroquimica; los materiales obtenidos se han
utilizado para explorar las propiedades de las nanoestructuras de ZnO,
considerando, entre otras, las aplicaciones anteriormente mencionadas.
Ademas, este oxido se utiliza como pigmento, en la produccion de
pinturas, presentando ventajas sobre el “plomo blanco” (carbonato basico
de plomo) dada su baja toxicidad [1], asi como en la fabricacion de
cosmeéticos, lociones o cremas para el tratamiento del acné o en infecciones

de hongos como el pie de atleta (Tinea pedis) [2].

Sin embargo, la sintesis de nanoparticulas de ZnO, en las dimensiones
deseadas, tiene limitaciones debido a las dificultades que se presenta al
controlar la agregacion de las nanoparticulas. Es por esto que los
materiales porosos ordenados ofrecen una muy buena opcion para
conservar no so6lo el tamano de las nanoparticulas, sino también para
ordenar las particulas, considerando otras aplicaciones interesantes de

este oxido [3].

El oxido de zinc de tamafno nanomeétrico se viene utilizando en la
conservacion de alimentos (verduras y frutas poscosecha), especificamente
como agente anti fungico, mostrando buenos resultados [3]. Considerando
la actividad antibacteriana y anti fungica de los polvos de ZnO, esta ha
sido probada en la agricultura donde compuestos de zinc se utilizan con
esta funcionalidad [*]. Concretamente, los 6xidos metalicos nanométricos,

de naturaleza semiconductora, se estan estudiando debido a su potencial



uso, ampliamente comprobado a nivel de laboratorio, en remediacion
ambiental, especialmente en descontaminacion de aguas residuales

haciendo uso de su capacidad foto catalitica [2].

Por otro lado, desde la antigiedad se conoce que la plata y sus
compuestos son agentes antimicrobianos eficaces. Dados los recientes
avances en la investigacion sobre nanoparticulas metalicas, la plata con
tamano nanométrico ha recibido una atencion especial como agente
antimicrobiano, llevando a que la elaboracion de particulas nanométricas
uniformes de plata, con requisitos especificos de tamano, forma y
propiedades fisicas, sea de gran interés en la formulacion de nuevos

productos farmacéuticos y agricolas [°].

Con el objetivo de optimizar la funcionalidad de las nanoparticulas,
concretamente cuando se emplea el mecanismo de fotocatalisis para
inactivar o degradar sistemas organicos (moléculas, bacterias y células,
principalmente),[6] se propone la conformacion de estructuras tipo core-
shell>- Los resultados obtenidos han despertado especial interés, sobre este
tipo de estructuras, debido a las propiedades fascinantes y Unicas que
ellas presentan, lo que ha llevado a considerar su potencial uso en

aplicaciones médicas, cosméticas y ambientales, entre otras|7].
1.3. PROBLEMA CIENTIiFICO

En los ultimos anos, un paso significativo, después del notable éxito en el
crecimiento de nanocristales y la sintesis de Nanoparticulas de un solo
componente, fue la obtencion de nanoestructuras compuestas de
diferentes materiales. El interés sobre estas nanoestructuras surge porque
se podrian integrar multiples funciones en un solo sistema permitiendo
optimizar su comportamiento, considerando una aplicacion especifica, e
incluso generar nuevas propiedades [!]. La problematica central de este
tipo de nanoestructuras esta relacionada con la estructuracion y

aplicacion de metodologias confiables y reproducibles para su sintesis,



procesos que permitan garantizar las propiedades deseadas, considerando
su aplicacion. En el presente proyecto se determinaron las condiciones
optimas de sintesis para obtener estructuras core-shell de ZnO - Ag y su

potencial uso como fungicida.
1.4. OBJETIVOS
1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener estructuras tipo core-shell de ZnO y plata, de manera
reproducible y confiable, y determinar su potencial uso como material

fungicida.
1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer las condiciones optimas de sintesis que permita obtener
estructuras core-shell ZnO-Ag de tamano nanométrico, con alta

pureza quimica, usando un proceso quimico reproducible.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las estructuras

core-shell ZnO-Ag sintetizadas.

e Determinar las condiciones optimas para replicar la sepa del hongo

aspergillus niger.

e Determinar la capacidad antifiungica de la estructura core-shell

ZnO-Ag sobre el hongo aspergillus niger.
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Capitulo 2

SINTESIS DE
OXIDO DE CINC

En este capitulo se describe el proceso de sintesis del
éxido de zinc, las rutas més comunes para la obtencién

de este y los métodos de caracterizacién: IRFT, DRX,

MET, Uv.




CAPITULO I1I: SINTESIS DE OXIDO DE CINC

2.1. El oxido de cinc (ZnO) como material tecnologico

2.1.1. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas del ZnO

El cinc es un elemento quimico de simbolo Zn, nimero atomico 30 y peso
atomico 65.37. Es un metal maleable, ductil y de color gris. Se conocen 15
isotopos, cinco de los cuales son estables y tienen masas atomicas de 64,
66, 67, 68 y 70. Cerca de la mitad del zinc comun se encuentra como
isotopo de masa atomica 64.

Los usos mas importantes del zinc los constituyen las aleaciones y el
recubrimiento protector de otros metales [!], tiene tanto una conductividad
eléctrica a 20°C de 16,5m/Ohm.mm?2 como una resistividad eléctrica a
20°C de 5,916 ohm cm/cm [2]

El cinc (Zn) es un material de gran importancia debido a su amplia
aplicacion tecnologica. Especificamente, el cinc metalico se utiliza en la
produccion de aleaciones asi como en el proceso de galvanizacion que
confiere proteccion a las estructuras de acero; también esta presente como
un aditivo quimico en caucho y pinturas.|3]

El 6xido de cinc, por su parte, puede presentar tres tipos de estructuras
cristalinas: wurtzita, blenda o esfalerita y cubica sal de roca.* Tipicamente,
los cristales de wurtzita son piramides de seis caras donde, por su
«hemimorfismo», los cristales muestran un aspecto distinto al verlos desde
arriba que desde abajo; se puede observar facilmente esta caracteristica tal
que la parte superior del cristal culmina en un punto mientras que la
parte inferior es la base de la piramide. Sin embargo, es comun encontrar
cristales laminados con contorno hexagonal donde el caracter hemimorfico

no se puede percibir facilmente.
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Figura 2.1. Estructuras cristalinas de ZnO (a) wurtzita, (b) blenda y (c)

cubica — sal de roca [1].

El ZnO es un material inorganico de naturaleza semiconductora, tipo II-VI,
que continuamente renueva su gran potencial tecnologico tal como se
puede evidenciar en los ultimos anos [4],[5],[6],[7]. A través de calculos
teoricos se ha determinado que el valor de la banda prohibida de energia
(“band gap”) es de 3.77 eV, que se correlaciona razonablemente con el

valor experimental obtenido de 3.3 eV.[8]

2.1.2. Usos y aplicaciones del ZnO

La importancia cientifica y tecnologica del ZnO se debe, ademas de sus
propiedades fisicas Unicas [6] y a la demostrada facilidad de sintesis de
este material en forma mnanoestructurada, a las propiedades de
biocompatibilidad y no toxicidad que presenta este semiconductor que lo
hacen un material amigable con el medio ambiente y de facil integracion a
dispositivos biomeédicos [9]. El o6xido de cinc (ZnO) se utiliza actualmente
en diversos productos comerciales, tales como filtros solares y cosméticos.
Aunque la produccion mundial de estos productos de proteccion solar ha
sufrido cierta disminucion en los ultimos anos, debido en parte a los
costos de formulacion y a problemas de salubridad publica en gran parte
sin fundamento ya que existe evidencia, reciente, que sugiere que la
penetracion a través de la piel de los compuestos inorganicos (TiO2 y ZnO
principalmente) es minima, es una potencial gran industria considerando

bloqueadores y protectores solares mas contralados y seguros.



Debido a las propiedades optoelectronicas, dado el ancho “gap” que
presenta el ZnO y a la gran energia de enlace del exciton (par electron —
hueco que se puede formar al irradiar el ZnO) de 60 meV a temperatura
ambiente, piezoeléctricas y de sensibilidad en ambientes quimicos que
presenta [10],[11], este oxido es utilizado en una amplia gama de
dispositivos como los LEDs, celdas solares, varistores (protectores de
sobretensiones), generadores y sensores de gas, entre otros[12].

Mas recientemente, con el desarrollo de la nanociencia y nanotecnologia, el
ZnO ha tomado nuevamente importancia. Como se sabe, la nanociencia y
la nanotecnologia son campos muy interesantes de estudio [13],[14], con
alto impacto en la sociedad, y de gran trascendencia en areas de reciente
desarrollo, principalmente a nivel de investigacion en la actualidad, y que
deberian ser introducidas en los diferentes niveles de ensenanza[l5]. Los
nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas especificas que no son
evidentes en muestras a granel (mili y micrométricas). En comparacion con
los materiales de tamano micro, la mayor parte de las propiedades Unicas
de las nanoparticulas se han atribuido a su alta relacion de superficie a
volumen. Las nanoparticulas presentan una gran superficie para la
adsorcion, propiciando una alta reactividad en muchos procesos [16].

El ZnO, en forma nanoestructurada, se ha obtenido en una amplia
variedad de morfologias, utilizando diferentes métodos de crecimiento,3
con formas sencillas tales como: nanohilos (nanowires), nanocolumnas
(nanorods), nanoagujas y nanocintas (nanobelts), o de estructuras con
formas mas complejas: “nanotipods”, “nanomultipods” y nanoflores
(nanoflowers), entre otras. En cuanto a la aplicabilidad tecnologica, las
estructuras unidimensionales (1D), nanohilos y mnanocolumnas
principalmente, son las que han mostrado mejores resultados funcionales
debido a su mayor relacion superficie/volumen; ademas, estas estructuras
poseen una mayor facilidad para la integracion a los dispositivos

tecnologicos [17].



Figura 2.2. Nanoestructuras de 6xido de zincl>16

Las nanoparticulas de oxido de zinc (ZnO-NP) se han venido utilizando,
cada vez, en la electronica, la catalisis, la industria textil, pinturas, filtros
solares y como componentes de diversos productos cosméticos, todo esto
debido a su propiedad semiconductora, a su capacidad de absorcion de
radiacion en un amplio espectro del UV, atenuando de manera efectiva la
radiacion UV tanto en el rango de los rayos UVA (320 — 400 nm) como en el
de los UVB (290 - 320 nm)[!8] y siendo, ademas, un material muy foto-
estable, asi como a su color blanco. Un interés actual del ZnO-NP se
centra en su uso medicinal y en aplicaciones biolégicas, incluso como
biosensor [19]. Al ubicar metales de transicion sobre la superficie del ZnO
se propicia la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROS),
incrementando por lo tanto la funcionalidad del 6xido como material
antibacterial y antifungico, por ejemplo [20]. El o6xido de cinc se utiliza,
comunmente, en productos farmacéuticos para prevenir o tratar
enfermedades topicas o sistémicas debido a sus propiedades
antimicrobianas [21].

Las nanoparticulas con base en elementos metalicos se usan cada vez mas
en los cosméticos [22] y en otras aplicaciones técnicas. Especificamente,
las nanoparticulas de oxido de cinc (ZnO-NP) se estan empleando
ampliamente en la “spintronic”, en los dispositivos de paneles solares
(organicos), pinturas, productos de cuidado personal (filtros solares) e

incluso en el tratamiento de aguas residuales. Si bien la seguridad ante



uso de las nanoparticulas es claramente de gran importancia, es decir
conocer y controlar su nanotoxicidad [23], no se deberia restringir el
empleo de la bioactividad unica que las ZnO-NP, asi como muchas otras
nanoestructuras, exhiben y que pueden ser explotadas para manipular
directamente sobre sistemas celulares [24]. Ya que las nanoparticulas
pueden presentar diferentes propiedades fisico-quimicas, si se comparan
con las microparticulas, su estado de agregacion, y en consecuencia su
asentamiento en los sedimentos, dependera de sus propiedades
superficiales, a factores abidticos y a la presencia de materia organica

disuelta en el medio circundante [25].

2.2. Métodos de sintesis del 6xido de cinc

El 6xido de cinc se produce, principalmente, por tres procesos diferentes:
oxidando directamente zinc metalico (método francés), o reduciendo un
mineral de cinc metalico seguido de re-oxidacion controlada, métodos
denominados convencionales, y, en menor medida, precipitando el 6xido o
un carbonato de cinc de una solucion acuosa, seguido por calcinacion del
precipitado [26]. Se han empleado, también, métodos diversos para
sintetizar las nanoparticulas de ZnO (ZnO-NP), tales como: Sol-gel,
pirdlisis por pulverizacion, técnicas de microemulsion, evaporacion
térmica, ablacion por laser, deposiciéon quimica en fase vapor, molienda

mecanica, sintesis asistida con microondas y método hidrotermal [6],[27].

2.2.1. Métodos convencionales

Método francés o en fase gaseosa.
En el denominado proceso francés, de uso comercial, el cinc fundido se
vaporiza instantaneamente y es oxidado por oxigeno, para formar asi el
ZnO. Aunque se puede producir ZnO de alta pureza se requieren altas
temperaturas, es decir entre 1000 °C y 1400 °C), para asegurar la
oxidacion completa y evitar que quede Zn metalico residual en el producto.

Ademas, en este proceso, frecuentemente, la morfologia de las particulas



obtenidas es mixta como consecuencia de las condiciones no uniformes de
cristalizacion [28]. En la figura 2.3 se indica un esquema del proceso

francés para obtener, industrialmente, el ZnO.
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Figura 2.3. Esquema del denominado método francés para sintetizar

Zn0.[29]

Varios precursores pueden ser utilizados para la sintesis en fase gaseosa
del ZnO (método francés figura 2.3), estos incluyen al Zn metalico, dietil
zinc y, mas recientemente, los precursores organometalicos tales como el
heterocubano, ([Zn3(C11H16N20) 3(OH)] (ClO4) 2 0.25H20)[29]. Debido a su
bajo punto de fusion y bajo costo, se prefiere el precursor de zinc metalico,

el cual también es ampliamente utilizado en la fabricacion de peliculas



delgadas de 6xido cinc. Sin embargo, no se han logrado, para esta sintesis
a gran escala de polvos de ZnO, un control preciso del tamano y la forma

de las particulas [30].

. Método americano
En el proceso americano, también conocido como meétodo directo, el
mineral que contiene el sulfuro de cinc concentrado se oxida quemandolo.
Para ello se mezcla este mineral con carbon de antracita y “smelted”
(sulfuro fundido) y se trata en un horno de lecho plano. El carbon y los
productos de la combustion parcial, particularmente el monoxido de
carbono, reducen el material a cinc metalico el cual, en forma de vapor y
bajo condiciones controladas, es quemado utilizando los gases
provenientes del carbon. El producto resultante es llevado a una camara

donde el 6xido de cinc es almacenado [31].

2.2.2. Métodos por rutas quimicas
o Sol-gel

En el proceso sol-gel, figura 2.4, se utiliza un precursor de Zn que puede
ser una sal tipo nitrato, sulfato, cloruro, oxalato o acetato, la cual se
disuelve en un medio de naturaleza acuosa o no [32] Posteriormente, al
adicionar una base o un acido, se propicia la hidrolisis del ion Zn2* para
formar especies del tipo hidroxo Zn-OH ([Zn(OH)4]?- principalmente), Zn-
OR con R= alquilo, las cuales se pueden condensar formando especies
polinucleares que favorecen la consolidacion y el crecimiento de los
nucleos, que finalmente conformarian un precipitado, la cinética de
reaccion, tamano y forma de particula pueden variar dependiendo del tipo
de solvente que se emplee durante la sintesis del ZnO y la naturaleza de la
sal precursora de Zn utilizada. A continuacion, usando un método

separativo (centrifugacion, filtracion o evaporacion), el precipitado se



somete a una etapa de calcinacion obteniéndose, finalmente, los cristales

de ZnO [33].

vVewvewwww
VO WeWW Ve

YVeowewewe

Particulas uniformes Sol

Gelacion
Evaporacién

Evaporacién del
isolvente

2 Xerogel
Pelicula de xerogel Fibras
Calentamiento Calentarmients
Pelfcuia densa
Ceramico
denso

Figura 2.4. Esquema para la obtencion de ZnO, método sol-gel. [?4]

. Método hidrotermadl.
El proceso hidrotermal es muy usado en la sintesis de polvos ceramicos ya
que este permite controlar la morfologia de las particulas, ajustando la
concentracion del solvente y la de los precursores utilizados. Ademas, se
puede controlar la homogeneidad de las fases porque se pueden regular
las especies involucradas en la formacion de los nucleos, obviamente
conociendo de manera precisa la reaccion, o reacciones, que ocurren en el
sistema. El método consiste en incorporar diferentes precipitantes, KOH 6
NH4OH, a una solucion acuosa de la sal metalica que contiene el cation de
interés. Esta solucion se coloca en una autoclave que permite el control
tanto de la temperatura como de la presion. Posteriormente el producto,
precipitado, es secado a una temperatura cercana a los 100°C [13]. Este
meétodo ha sido utilizado para obtener nanoparticulas de ZnO,

obteniéndose buenos resultados [35].



Entre otros métodos utilizados para obtener las ZnO - NP se destacan:
hidrotermal asistido con microondas [36], mecanoquimica [37], y proceso

poliol [38], entre otros.

2.3. Método de precipitacion controlada.

2.3.1. Aspectos generales.

Este fue el método quimico utilizado en el presente trabajo para obtener
las nanoparticulas de ZnO variando, principalmente, la naturaleza del
solvente de sintesis. En este método se parte de la disolucion de una sal en
un medio liquido, normalmente acuoso acidulado o no, al que se le
adiciona, de manera controlada un agente precipitante. Los cambios de
pH, conductividad especifica y temperatura, asi como las modificaciones
que visualmente se observan en el sistema, permiten conocer los cambios

del mismo y por lo tanto controlar lo que en €l ocurre.
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Figura 2.5. Esquema general del método de precipitacion controlada.

El proceso se inicia disolviendo la sal en el liquido, para conformar una
solucion homogénea totalmente transparente. Posteriormente, se adiciona

al sistema, de manera controlada, un agente precipitante, una base débil



como el hidroxido de amonio, manteniendo el sistema en continua
agitacion. Durante la adicion del agente precipitante se registran los
cambios de pH, temperatura, color y las modificaciones morfologicas que
pueda presentar el sistema.

Tomando como referentes las curvas de valoracion potenciomeétrica (pH en
funcion del volumen de NH4OH adicionado) y conductimétrica
(conductividad especifica en funcion del volumen de NH4OH adicionado),
se definen los valores de pH de interés, considerando las diferentes
“regiones” o zonas que se puedan definir en estos graficos, a los que se
toma el precipitado para caracterizarlo y, ademas, para realizarle un
proceso de lavado, filtrado y re-dispersion, con el objetivo de afectar
favorablemente las caracteristicas fisicoquimicas de las particulas
coloidales presentes en la suspension. El proceso de lavado se realiza
utilizando un solvente determinado, por ejemplo agua o etanol, para
afectar de manera controlada las caracteristicas del producto final, tales
como composicion quimica, tamano y morfologia de las particulas
principalmente. Al precipitado obtenido al final del procedimiento, se le
realiza un tratamiento térmico adecuado con el objetivo de garantizar que

el iinico compuesto presente en el solido sea el 6xido de interés.

2.3.2. Descripcion de las etapas intermedias que ocurren durante la

formacion de la fase sodlida

El proceso de precipitacion controlada involucra una serie de etapas que
no ocurren de manera secuencial si no que se solapan (figura 2.6); el
tiempo requerido para que se desarrollen estas etapas del proceso puede

variar desde unos pocos segundos hasta dias, meses o anos [39].
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Figura 2.6. Procesos cinéticos involucrados en proceso de precipitacion

El proceso de precipitacion se inicia con la formacion de espacies quimicas
insolubles (moléculas, especies mononucleares, complejos acuo, hidroxo u
oxo, o mezcla de ellas [*0], que se asocian para dar origen a los embriones
(asociacion poco estable carente de una estructura interna) y que alcanzan
un tamano critico dando origen a los nucleos de la fase solida; a este
proceso de formacion de nucleos se denomina nucleacion homogénea. Otro
proceso de nucleacion puede ocurrir sobre impurezas (o semillas) y se
denomina nucleacion heterogénea. Los nucleos crecen hasta formar las
particulas primarias, conformada por cristalitos, que se pueden observar
utilizando microscopia. La etapa de crecimiento de los nucleos puede estar
acompanada por la formacion de nuevos nucleos lo que ocasiona la
conformacion de particulas con diferente tamano, comunmente
policristalinas. Al utilizar la formacion de un sélido en un liquido es
posible obtener una suspension estable o un sedimento, con separacion de
fases solido-liquido. Las propiedades del precipitado final estaran
determinadas por la velocidad a la que ocurren las distintas etapas
individuales del proceso y que dependen de las condiciones
experimentales, tales como: concentracion inicial de los reactivos, pH,
intensidad o fuerza idnica, aditivos empleados, temperatura, naturaleza

del solvente, etc [15].



2.3.3. Descripcion del desarrollo experimental.

En este trabajo se utilizaron tres solventes para la sintesis de las
nanoparticulas de ZnO; acido acético, etanol y etilenglicol. El interés
central, al usar diferentes solventes para realizar la sintesis del ZnO, fue el
de determinar el efecto que tenia la naturaleza de los mismos sobre las
caracteristicas del producto final: morfologia y tamano de particula, fases

presentes y naturaleza quimica de las particulas.

2.3.3.1. Sintesis de 6xido de zinc en acido acético

Para obtener el oxido de Zinc se empledé como precursor el acetato de zinc
dihidratado (Zn(CH3COO)2.2H20,grado analitico marca MERCK), que se
disolvio en acido acético (CH3COOH, grado analitico marca Mallinckrodt),
utilizando para ello una cantidad adecuada de solvente, 200 mL para
obtener una solucién con una concentracion 0.3M. La mezcla se agito
hasta obtener una solucion completamente traslucida y luego se le
adicion6, de manera controlada, hidroxido de amonio (NH4OH-
Mallinckrodt 28-30%), manteniendo la mezcla en continua agitacion.
Durante la adicion del hidroxido de amonio se registr6 la variacion del pH
del sistema hasta obtener un valor de 9.5, utilizando para ello un pH-
metro (Metrohm 775), figura 2.7(a). La suspension se sometio a
calentamiento a una temperatura de, aproximadamente, 110°C con el
objetivo de evaporar el solvente y obtener asi el material deseado; para ello

se utilizo una plancha de calentamiento marca Corning.



Figura 2.7. Fotografias de algunos de los equipos utilizados en el proceso de
sintesis de las ZnO-NP: (a) equipo de titulaciéon methrom, (b) horno termolyne

Y (c) plancha de calentamiento Corning

El producto resultante se macer6é en un mortero de agata, hasta obtener
un polvo fino, polvo que se someti6 a tratamiento térmico a una
temperatura de 400°C, durante 4 horas, usando un horno marca
Termolyne (figura 2.7(b)). Después de realizado todo este proceso se obtuvo
el oxido de zinc como se evidencio en los resultados de Difraccion de Rayos
X que mas adelante se mostraran.

Para analizar el posible mecanismo de formacion de las particulas de oxido
de cinc, al utilizar como solvente se sintesis el acido acético, se deben
considerar las siguientes reacciones, que se proponen, y que pueden
ocurrir en el seno del sistema. Como se observa en la curva de valoracion
potenciométrica, figura 2.8, se pueden evidenciar tres regiones a medida
que aumenta el valor de pH, regiones que se definen considerando el

cambio de pendiente que en ella se presenta.
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Figura 2.8. Curva de valoracién potenciometrica de solucién acuosa de
acetato de cinc a una concentracion 0.3M, utilizando como solvente dcido
acético [31].

Se observa que la primera region es bastante extensa lo que indica que se
necesita una gran cantidad de hidroxido de amonio para neutralizar el
acido acético. Esta situacion se genera por el intercambio de ligandos
CH3COO- por el OH-, donde este ultimo anion proviene del NH4OH que se
le adiciona a la solucion que contiene el precursor de zinc. Al diluirse el
acetato de cinc, en el CH3COOH, se esta garantizando una estabilidad
quimica del precursor de cinc que es perturbada por la adicion del NH4OH
al sistema. La principal reaccion que puede ocurrir, durante la
incorporacion del hidroxido de amonio, es la formacion de un acetato

basico de cinc, que se puede expresar asi:

Zn(CH3C00)2.2H20 + CH3COOH NH4OH Zn(CH3COO)(OH) + NHa4(CH3COO)[13]
(Ec 1)
dando como sub-producto acetato de amonio. Esta sal basica se forma de
manera controlada, dada la naturaleza del sistema rico en CH3COO-, y es
por esto que siempre la solucion permanecio transparente y no se formo
ningun precipitado, debido a que no se alcanzo la condicion de
sobresaturacion; por lo tanto solo que conformarian complejos quimicos

que, a lo maximo, podrian dar origen a “embriones” que no alcanzarian su



tamano critico para consolidar los nucleos de la fase solida. Esta condicion
favorece la formacion de nanoparticulas sélidas ya que al secar a 150°C la
solucion (durante 6 horas), los nucleos que se formarian, como resultado
de este proceso, serian muy pequenos, del orden de decimas de
nanometro, condicion que se evidencio en las micrografias de transmision

electronica que se mostraran mas adelante (Figura 2.11).

2.3.3.1.1. Caracterizacion del 6xido de cinc sintetizado

El sélido obtenido, utilizando como solvente de sintesis acido acético, se
caracterizo utilizando Espectroscopia Infrarroja (IR), para determinar los
grupos funcionales presentes en las muestras; Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) y Microscopia Electronica de Transmision (MET), para
observar el tamano y morfologia de las particulas; Difraccion de Rayos X
(DRX), para conocer las fases cristalinas presentes y el tamano del
cristalito, y Espectroscopia de Absorcion en el ultravioleta - visible (UV-
Vis), para determinar la longitud de onda de absorcion del ZnO y con esta
informacién se calcul6 el valor del ancho de la banda prohibida de energia

(banda “gap”) del mismo .

Espectroscopia infrarroja (IR)

Después de llevar el sistema al respectivo valor de pH, de evaporar la
totalidad del solvente y de calcinar el solido obtenido a 400°C, el polvo
resultante se caracterizo utilizando espectroscopia Infrarroja y el espectro
obtenido se indica en la figura 2.9(a). En este espectro IR se evidencian
claramente tres bandas ubicadas a: 3450, 1600 y ~450 cm-l. La banda a
3450 cm-! se asocia a los grupos funcionales hidroxilo, que es aportada
por el agua que el material ha absorbido y que, ademas, presenta otro
modo vibracional a ~1600 cm-!. Por ultimo, la banda que se encuentra a
450 cm-!, no muy bien definida, es caracteristica del enlace Zn-O3! lo que
brinda la primera evidencia de que el producto esperado si se ha formado.

La deconvolucion de esta ultima banda (figura 2.9(b)) pone en evidencia la



presencia de bandas “solapadas” dentro de esta banda espectral y que se

pueden asociar al 6xido de cinc existente en la muestra, principalmente.
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Figura 2.9. Espectro IR de la muestra de ZnO sintetizado usando
dcido acético (a) y deconvolucion de la banda espectral entre 400 y

1000 ecm! (b)

Difraccion de rayos x (DRX).

La Difraccion de Rayos X (DRX) es una herramienta basica y de gran
utilidad para determinar la estructura cristalina de los sélidos [*1]. El
fundamento de esta técnica de difraccion se basa en la interaccion de la
estructura cristalina de un soélido con los rayos X emitidos por una fuente.
La estructura cristalina de los solidos, tanto naturales como artificiales,
consiste en la disposicion regular y periddica en 3D de los atomos o
moléculas que ellos contienen [!6- La técnica de difracciéon de rayos X
considera la incidencia de un haz de rayos X, con un determinado angulo
0, sobre una muestra plana, normalmente sélida, y el posterior estudio de
la radiacion dispersada generada por la disposicion periodica de los
atomos en el solido. La intensidad de la radiacion difractada, resultante de
la interaccion del haz con el solido, es funcion de la naturaleza quimica de
los atomos que conforman la base del material (elementos quimicos que
forman el “motivo quimico” o unidad formula), la disposicion de los atomos

en la celda unitaria y el poder de dispersion de los mismos. Por otro lado



existe una relacion, denominada ley de Bragg, entre la distancia
interplanar de los planos que constituyen la estructura, la longitud de
onda de la radiacion y del angulo de difraccion O (ubicacion de los picos en
el patron de difraccion). Esta técnica permite identificar las fases
cristalinas presentes en el solido y como éstas evolucionan con los
tratamientos quimicos y térmicos que se le realizan a la misma.

Para realizar este analisis de difraccion de rayos X, de muestras en polvo,
se empleo un difractometro de rayos X Bruker D2- Phaser usando como
fuente la radiacion K, del Cu (10mA, 30 kV, A = 1,5418 A); este equipo esta
adscrito al grupo de investigacion en Nanoquimica de la Universidad
Nacional Autonoma de México, México. Los patrones de difraccion (PXRD)
fueron registrados en el intervalo entre 10 y 90°, en 26, a una velocidad de
barrido de 0.5°/min y a condiciones ambiente.

Por medio de la difraccion de rayos X fue posible corroborar la pureza del
ZnO sintetizado, ya que no se encontr6 evidencia de la existencia de cinc
metalico o de alguna otra fase que no fuera la estructura hexagonal tipo

wurtzita (PDF 36-1451), tal como se observa en la figura 2.10.
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Figura 2. 10: Difractograma de rayos x del ZnO sintetizado utilizando

dcido acético.

El difractograma de la figura 2.10 presenta los picos caracteristicos del
ZnO, muy bien definidos y bastante agudos, lo que indica que la muestra

esta muy bien cristalizada y que el tamano de cristalito es grande.

Microscopia de transmision electronica

Para determinar el tamano y la morfologia de las particulas, y el efecto de
las diferentes variables consideradas en el método de sintesis, sobre estas
caracteristicas, se utilizo Microscopia Electronica de Transmision (MET) y
de Barrido (MEB).

En la figura 2.11 se observan las fotografias, (magnificacion 100x y
25000x), tomadas a una muestra sintetizada a pH 9.5 donde se observan
particulas que presentan morfologia tipo aguja, algunas de las cuales se

aglomeran.

Figura 2.11 fotografia de ZnO en Aa tomada de microscopio electrénico

Espectroscopia ultravioleta visible de reflectancia difusa (DR UV-vis)
La espectrometria de absorcion ultravioleta utiliza la radiacion del espectro
electromagnético cuya longitud de onda esta comprendida entre los 100 y

los 800 nm, tal que el efecto de esta radiacion es producir transiciones



electronicas, entre los orbitales atomicos y/o moleculares, en la sustancia
que se evalua.

Para obtener los espectros en el rango UV-Visible, de los solidos
sintetizados, se uso la espectroscopia de reflectancia difusa, técnica que
recibe este nombre porque la radiacion, en el rango UV-Visible y que
interactiia con una o mas particulas, es reflejada en todas las direcciones,
generando “reflectancia difusa”[*2]

Los espectros de reflectancia difusa, de las muestras sintetizadas en este
trabajo, se obtuvieron empleando el espectrofotometro Cary-SE Varian UV-
vis equipado con un accesorio, denominado esfera de integracion, que
permitio la deteccion de la radiacion difusa reflejada. Los espectros UV-Vis
se registraron en el rango de 250 a 800 nm.

La muestra problema presento una banda en el espectro de absorcion UV-
vis a 270nm (figura 2.12(a)), banda caracteristica del ZnO [*3], lo que
reitera la presencia de ZnO en el solido analizado. En la figura 2.12(b) se
muestra la deconvolucion de dicho espectro, donde se ilustran las bandas
fundamentales solapadas, haciéndose mas evidente la banda caracteristica
del ZnO a 270 nm y otra banda ubicada a 350 aprox nm. Haciendo uso de
los datos de espectroscopia UV-Vis, y de la relacion de Tauc (método muy
utilizado para determinar la brecha de energia o band gap de un material)
considerando que la transicion en el ZnO es directa [*4], se obtuvo que el
valor del “gap” (banda de energia prohibida) para el ZnO sintetizado era de
3.3 eV (figura 2.12(c)), muy cercano al de 3.37 eV reportado en la literatura
[45]; por el valor obtenido se considera que el ZnO sintetizado es un
semiconductor de “gap” ancho. Este valor es muy importante, como
referente, cuando se consideran algunas aplicaciones del ZnO, entre ellas
la de fotodegradacion y absorcion de la luz o energia en el ultravioleta

[*6],[*7].
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Figura 2.12(a) Espectro ultravioleta visible de reflectancia difusa (DR UV-vis)
correspondiente al ZnO sintetizado en dcido acético; (b) deconvolucion del
espectro y (c) grdfica para determinar el valor del “gap” de energia por el

método de Tauc.

2.3.3.2. Sintesis de oxido de zinc en etanol

Para obtener el o6xido de Zinc se empled, también, un procedimiento
similar al indicado anteriormente pero usando etanol, como solvente de
sintesis, en lugar de acido acético. Para ello se disolvi6 una cantidad
conocida de acetato de zinc en etanol (grado analitico marca Mallinckrodt)
y se incremento el pH del sistema de forma gradual hasta llegar a 9.5. Al
alcanzar este valor de pH, la solucion se mantuvo en agitacion constante a
una temperatura de ~70°C hasta que se evaporo completamente el
solvente. A continuacion, el solido seco obtenido se maceré en un mortero

agata para posteriormente calcinarlo a 400 °C y luego caracterizarlo; la



reaccion que se indica a continuacion ilustra una posible ruta para la
obtencion de un compuesto intermedio de cinc que podria jugar un papel

importante durante la sintesis del ZnO:
Zn(CH5COO)2.2H20+ C2HsOH _NH4OH Zn(C2H50)( CH:COO)+ NH4(C2Hs0) + CHsCOOH+ Hz0 (Ec2)

La primera posibilidad de interaccion que se puede presentar entre el cinc
y el solvente, puede ser la descrita en la ecuacion 2, donde inicialmente
reaccionaria el etanol con el acetato de cinc, perdiendo uno de sus
hidrégenos favoreciendo la formacion del ion etoxido. Este ion, a su vez,
podria reaccionar con el cinc, proveniente del acetato de cinc, para formar
el etoxido de cinc. Esta reaccion se veria favorecida por la capacidad que
tiene el alcohol para reaccionar con los metales para formar alcoxidos, es
decir la facilidad que tiene para perder el hidrogeno del grupo oxidrilo tal
como se ilustra en el siguiente esquema [*8].

Otras posibles reacciones al interior del sistema podrian llevar a la
formacion de algunos intermediarios como los que se indican a

continuacion:

Zn(CH>COO)2. 2Hz0+ 2CoHsOH 3NHiQH  Zn(CHsCOO)2(NH:) + 2NHs(C2HsO) + SHO  (Be:3)

Zn(CH3COO)2.2H20 + 2C2HsOH _NHiQEI  Zn(CzH5O)(OH) + NH4(C2Hs0) + 2CHsCOOH  (Ec:4)

Zn(CH5CO0)2.2H>0 + C2HsOH _NHiQH  Zn(C2HsO)o+ NHy(CHsCOO) + 2CH3COOH  (Ec:5)

Zn(CH3C0OO0)2.2H20 + C2HsOH NH4QH Zn(CH3COO)3(NH4) + NH4(C2Hs0) + 2H20 (Ec:6)

Estos compuestos intermediarios de cinc podrian participar en la
formacion de los “embriones” o “unidades” que, por su carencia de
estabilidad, se conformarian y se disolverian con el tiempo ya que su
estructura no habria alcanzado el tamano critico que garantizara la

formacion de nucleos de la fase solida. Los procesos de “embrionacion” y



de nucleacion son muy dinamicos y pueden involucrar, ademas de otros
fenomenos, la interaccion de una gran cantidad de complejos o
compuestos intermediarios de cinc, como los generados al desarrollarse las

reacciones indicadas desde la Ec. 2 hasta Ec. 6.

2.3.3.2.1. Caracterizacion de los polvos ceramicos sintetizados.

Los so6lidos sintetizados, haciendo uso de etanol como solvente de sintesis,
se caracterizaron empleando las mismas técnicas que para el caso
anterior. En la figura 2.13 se muestra el espectro infrarrojo
correspondiente al 6xido de zinc sintetizado en etanol que fue tratado,
posteriormente, a 400°C. En el espectro IR se aprecian claramente tres
bandas: una a ~3450 cm! correspondiente a los hidroxilos
intermoleculares y/o superficiales, entre ellos los relacionados con el agua
absorbida del medio por el 6xido de cinc; la segunda, ubicada a ~1600 cm-
1.y que se puede asociar a otro de los modos vibracionales del agua, y una
tercera banda alrededor de ~500 cm"!, bastante ancha, asociada
principalmente a los enlaces que forma el cinc, por ejemplo Zn-O y Zn-OH

[31]
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Figura 2.13. Espectro IR de la muestra de ZnO sintetizado usando etanol

(a) y deconvolucién de la banda espectral entre 400 y 1000 cm'! (b)



Para tener mas informacion sobre los enlaces del cinc, los cuales estarian
asociados a bandas entre 400 y 1000 cm'! principalmente, se
deconvoluciono esta region del espectro 2.13(a), tal como se indica en la
figura 2.13(b). Garantizando que las muestras analizadas eran de ZnO,
como lo indica la figura 9 y se mostrara mas adelante con los resultados
de DRX para la muestra sintetizada en etanol, y comparando los espectros
IR de las figuras 2.9(b) y 2.13(b), se puede concluir que aunque las
muestras tienen la misma composicion quimica, ZnO, las bandas
asociadas a los modos vibracionales de los enlaces del cinc no son iguales

y dependen del solvente de sintesis empleado.

Difraccion de rayos x.

DRX es una herramienta basica y de gran alcance para la caracterizacion
de las estructuras cristalinas de solidos [49]. El fundamento de las técnicas
de difraccion se basa en la interaccion de la estructura cristalina de un
solido con una fuente de rayos X, esta estructura cristalina esta presente
en muchos solidos tanto naturales como artificiales y consiste en la
repeticion peridodica de los atomos o moléculas que forman este sélido en
las tres direcciones del espacio.

Para realizar este analisis de difraccion de rayos X, de muestras en polvo,
se empled un difractometro de rayos X Bruker D2- Phaser usando una
fuente de Cu Ka (10mA, 30 kV, A = 1,5418 A); este equipo esta adscrito al
grupo de investigacion en Nanoquimica de la Universidad Nacional
Autonoma de México, México. Los patrones de difraccion (PXRD) fueron
registrados en el intervalo entre 10 y 90°, en 20, a una velocidad de
barrido de 0.5°/min y a condiciones ambiente, para conocer las fases
cristalinas presentes en los sélidos obtenidos.

En el patron de difraccion (figura 2.14), correspondiente al ZnO sintetizado
en etanol, se puede apreciar que la fase cristalina principal en ella es la
hexagonal tipo wurtzita (PDF 36-1451), reiterando los resultados de

espectroscopia IR (figura 2.13).
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Figura 2.14. Difractograma de rayos x del ZnO sintetizado utilizando etanol.

Micrografia de transmision electronica y de barrido.

En la figura 2.15 se observan las fotografias tomadas a una muestra de
ZnO sintetizada a pH 9.5, usando como solvente de sintesis etanol y
tratada térmicamente a 400°C, donde se observan pequenas columnas o
cintas dispuestas arbitrariamente con diferente tamano, el cual se
encuentra entre los 10 y 50 nanémetros considerando el ancho de las

cintas.
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Figura 2.15. Micrografia de transmision electronica (MET) correspondiente al

ZnO sintetizado en etanol.

Ultravioleta

La figura 2.16 se muestra el espectro de absorcion UV-Vis de la muestra
de ZnO sintetizada en etanol. En este espectro se destaca una banda
ancha alrededor de 270nm, banda de absorcion caracteristica de este
compuesto [°9]. En la figura 2.16(b) se muestra la deconvolucion de dicho
espectro donde se hacen evidentes las bandas fundamentales que se
solapan: una a 270 nm, caracteristica del ZnO, y otra a 350nm.
Comparando el espectro de la figura 2.10(b), muestra sintetizada en acido
citrico, y el de la figura 2.16(b), obtenida en etanol, estds son muy
similares ya que las diferencias son muy sutiles. Para determinar el valor
de la energia del “gap” (banda prohibida) correspondiente al ZnO
sintetizado en etanol, se utilizoé el método y relacion de Tauc [!]. En la
figura 2.16(c) se muestra la grafica energia (eV) en funcion de la

absorvancia nm que se utilizo para determinar el valor del “gap”,



encontrandose que este era de 3.3 eV, valor similar al obtenido para el

ZnO sintetizado en acido acético.
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Figura 2.16. (a) Espectro Uv-vis del ZnO sintetizado usando etanol, (b)
deconvolucion del espectro y (c) curva energia Vs (A* h*v)?  (eV), utilizada

para determinar el valor del “gap” (banda prohibida).

2.3.3.3. Sintesis de oxido de cinc en etilenglicol

Para obtener el oxido de cinc también se empled el etilenglicol (un diol)
como solvente de sintesis y se realizd6 un procedimiento similar al descrito
para los casos anteriores. Se disolvid una cantidad conocida de acetato de
zinc en etilenglicol (grado analitico marca Mallinckrodt) y se incremento el
valor de pH del sistema, de forma gradual, hasta llegar a 9.5, En esta

condicion la solucion se dejo en agitacion constante, bajo calentamiento a



~200 °C, hasta evaporacion completa del solvente. A continuacion, el
s6lido seco, se macer6é en un mortero agata y posteriormente se calcino a
una temperatura de 600 °C para proceder a su caracterizacion.

Considerando la naturaleza del solvente, se plantea como posible reaccion
entre el etilenglicol y el acetato de cinc, la expresion que se indica en la Ec.
7. Esta reaccion plantea una la posible ruta de sintesis que permitio la
obtencion del oxido de zinc, expresion que se asemeja a las reacciones
propuestas para la sintesis de oxido de cinc en etanol (Ec. 2 a Ec. 6,
debido a que el etilenglicol o etanodiol también es un alcohol, solo que el

segundo es clasificado como un Diol [°2].

Zn(CHsC00)2.2H>0 + HOC2HiOH _NH{OH,  Zn(OHC2H4O)( CH3COO)+ NH3(CH3COO)+ 2H20 Ec:7

El empleo del etilenglicol (un poliol), como solvente, permite, ademas, que
€l actie como agente estabilizante para controlar el crecimiento de las

particulas y reducir la aglomeracion de las mismas.

2.3.3.3.1 Caracterizacion del oxido de cinc obtenido

En la figura 2.17 se muestra el espectro infrarrojo correspondiente al 6xido
de cinc sintetizado en etilenglicol, donde se aprecian tres bandas: una a
~3450 cm!, que se puede asociar a los OH intermoleculares y entre ellos
al agua absorbida del medio por el 6xido de cinc, la segunda a ~1600 cm-!,
correspondiente a otro modo vibracional del agua, y la tercera ubicada a
~500 cm-1, banda ancha que da informacién de los modos vibracionales de

los enlaces de cinc: Zn-O y/o Zn — OH, principalmente.



INTENSIDAD

[ S i e, s s L B
400 450 500 S50 600 G50 FOO 7SO 800 8AD

longitud de anda cm”

 eninrs o " (a) (b)
Figura 2.17. Espectro IR de la muestra de ZnO sintetizado usando

etilenglicol (a) y deconvoluciéon de la banda espectral entre 400 y 950 cm!
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Para tener mas informacion sobre los enlaces del cinc, los cuales estarian
asociados a bandas entre 400 y 1000 cm'! principalmente, se
deconvoluciono6 esta region del espectro 2.17(a), tal como se indica en la
figura 2.17(b). Observando el espectro IR de la figura 2.17(a) se puede
concluir que la presencia del ZnO en la muestra sélida, evidenciada por la
banda ubicada a bajas numeros de onda (figura 2.17(a)), es muy
importante, resultado que sera reiterada por los resultados de DRX que se
indicaran mas adelante. Comparando el espectro IR del ZnO sintetizado en
etilenglicol, con los sintetizados en acido acético (figura 2.9(b) y etanol
(figura 2.14(b)), se puede concluir que aunque las muestras tienen la
misma composicion quimica, ZnO, las bandas asociadas a los modos
vibracionales de los enlaces del cinc no son iguales y dependen del
solvente de sintesis empleado; la deconvolucion del espectro IR de la
muestra sintetizada en etilenglicol (figura 2.17(b)) es mas simple que la
correspondiente a las otras muestras (figuras 2.9(b) y 2.14(b)). Estas
diferencias en los espectros IR se pueden justificar con base en la

morfologia que presentan las particulas de ZnO (figuras 2.10 y 2.13) y las



diferencias locales que se presentan en la estructura cristalina
propiciadas, principalmente, por los defectos presentes en las muestras

analizadas [°3].

Difraccion de rayos x
En el patron de difraccion de la figura 2.18 se puede apreciar que en el
oxido de cinc sintetizado en etilenglicol la fase cristalina mas importante es

la hexagonal tipo wurtzita (PDF 75-576).
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figura 2.18. Difractograma de rayos x del ZnO sintetizado utilizando

etilenglicol

Microscopia de transmision electronica

En la figura 2.19 se observan fotografias tomadas a muestras de ZnO
sintetizado en etilenglicol, a pH 9.5, donde se observan pequenas esferas
dispuestas arbitrariamente, algunas de ellas aglomerados, cuyo tamano

esta entre 10 y 50 nanometros.
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Figura 2.19. Micrografia de transmision electronica de ZnO

sintetizado en etilenglicol.

Espectroscopia ultravioleta - visible de reflectancia difusa

En la figura 2.20(a) se muestra el espectro UV-vis correspondiente a la
muestra sintetizada en etilenglicol. Al igual que las muestras sintetizadas
en acido acético (figura) y en etanol (figura), se observa una banda de
absorcion ancha alrededor de 270 nm caracteristica del ZnO. Al realizar la
deconvolucion de dicho espectro (figura 2.18(b)) se hacen evidentes las
bandas fundamentales que estaban solapadas y que se ubican a 270 nm,
350 nm y 375nm. En la figura 2.18c se muestra la curva que se utilizo
para determinar, por el método de Tauc, el valor del ancho de la banda
prohibida que fue de 3.28 eV., valor evidentemente menor al obtenido para
las muestras sintetizadas en acido acético, 3.3 €V, y etanol, también de 3.3

eV.
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Figura 2.20. (a) espectro UV-vis del ZnO sintetizado en etilenglicol, (b)

deconvolucién del espectro y (c) curva utilizada para determinar el valor del

ancho de la banda prohibida del ZnO utilizando el método de Tauc.

Solvente de Morfologia de | Fase cristalina Energia Absorcion
sintesis ZnO predominante gap en el
de ZnO ultravioleta
Acido acético Acicular wurtzita 3.3eV 270 nm
etanol cintas wurtzita 3.3eV 270 nm
etilenglicol esferas wurtzita 3.28EV 270 nm

Tabla 1: tabla comparativa de los parametros obtenidos en la sintesis del

oxido de cinc con os diferentes solventes.




2.4. Conclusiones

Utilizando el método de precipitacion controlada, empleando diferentes
solventes, se pudieron obtener nanoparticulas de ZnO, entre 10 y 50 nm,
con diferentes morfologias: agujas, usando acido acético, trozos de cintas o
tabletas, en etanol, y particulas esferoidales, en etilenglicol. Esto pone en
evidencia que la naturaleza del solvente de sintesis afecta la morfologia de
las particulas, accion que era de esperar porque la formacion de los
nucleos de fase solida, y por lo tanto su crecimiento, estaria determinada
por la “estructura interna” del solvente, parecido a lo que sucede cuando
se utiliza un surfactante, para “crear” una cierta estructura en el solvente
(a través de las micelas inversa o normal”), con el fin de obtener particulas
con diferentes morfologias y tamanos, hasta de naturaleza mesoporosa.
Los resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas,
usando los diferentes solventes, mostraron que la fase cristalina
predominante era el ZnO tipo wurtzita. En los espectros IR se observaron
diferencias evidentes, especialmente en la banda a bajos numeros de onda,
que se pueden relacionar con la diferente morfologia de las nanoparticulas
y, posiblemente, a diferencias en concentracion y naturaleza de defectos,
cambios propiciados por el uso de solventes de diferente naturaleza
durante la sintesis. No se observo un cambio apreciable en el valor de la
banda prohibida de energia: se obtuvieron valores entre 3.27 y 3.3 eV muy

cercanos al de 3.3 eV reportado en la literatura.
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CAPITULO III: Sintesis de nanoparticulas tipo “core-shell”

3.1. Nanoparticulas core-shell
3.1.1. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de las

nanoparticulas

El obtener informacion sobre la interaccion entre las nanoparticulas y la
radiacion electromagnético es muy importante debido a la capacidad que
presentan algunas de ellas tanto de capturar como, en algunos casos, de
irradiar energia en ciertas regiones del espectro, UV - visible e infrarrojo
por ejemplo, mas si se considera las potenciales aplicaciones de estos
fenomenos [1]. Estas nanoparticulas se pueden usar en procesos, por
ejemplo, de desinfeccion de agua, asi como para aplicaciones

biomédicas,[!],[2]

Con el objetivo de favorecer este proceso se han venido realizando
investigaciones sobre nanoestructuras hibridas, principalmente metal-
semiconductor, por sus potenciales aplicaciones tecnologicas asi como
fenomenologicamente desde el punto de vista fundamental. Estos
nanomateriales exhiben caracteristicas funcionales novedosas que los
hace adecuados para aplicaciones en diversas areas, como: la catalisis, la
conversion de energia solar, optoelectronica y bioetiquetado [3], asi como
en los campos del magnetismo, la bioquimica y la biomedicina, entre otros.
En la figura 3.1 se indican algunas de las potenciales aplicaciones de estas
estructuras core — Shell. Estas nanoestructuras estan constituidas por un
centro, nucleo o “core” de naturaleza metalico, 6xido metalico o polimérico
que se recubre superficialmente con otro tipo de material (metal, ceramico,
polimero o aleacion), disposicion que potencia las propiedades de alguno
de los materiales constituyentes basicos o que genera otras nuevas y
diferentes propiedades [3], dando como resultado estructuras mas

versatiles y utiles.
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Figura 3.1. Esquema que ilustra algunas aplicaciones de las nanoparticulas

core-shell.[3

En la actualidad, una parte significativa de la investigacion en
heteroestructuras metal-semiconductor considera nanoparticulas de tipo
core-shell, tomando como nucleo, frecuentemente, un metal noble,
recubriéndolo con una capa o cascara semiconductora [4]. Los resultados
de estos trabajos han mostrado que las nanoestructuras de dos o mas
componentes distintos, con distintas geometrias core-shell (por ejemplo
Ag-CdS [5], Cd-Se, Au-ZnO, Ag-ZnO [4], pueden exhibir propiedades
adicionales debido a la distribuciéon anisotropica de los grupos funcionales
superficiales y/o a las particularidades de los estados energéticos en la
interfase y en la superficie de la estructura. Estas propiedades se pueden
ajustar, adicionalmente, controlando la naturaleza quimica, el tamano y la
forma de los componentes individuales que conforman la nanoestructura
particular. Uno de los semiconductores mas usados en este tipo de
estructuras es el 6xido de zinc, semiconductor tipo n de banda ancha, que
presenta un valor de “gap” (banda prohibida) de 3.37 eV. Por otro lado, un
buen candidato para conformar nanoestructuras hibridas es aquel

material que presente una morfologia bien definida [¢]. Para el caso



concreto del ZnO, hasta ahora, éste se ha sintetizado con diversas

morfologias, entre ellas varillas, tubos, conos y discos [7].

En general, cuando se considera la sintesis de NP, se tienen bien
establecidas dos estrategias: “top-down” y “bottom-up”. En la primera, se
parte del material en “bulk” y se reduce el tamano hasta alcanzar el rango
nanométrico, siendo la molienda de alta energia el procedimiento mas
empleado con este fin. En la segunda estrategia atomos o moléculas se
ensamblan hasta conformar estructuras moleculares de tamano nano. La
estrategia “bottom-up” es la mas popular e involucra a la sintesis quimica
(método coloidal, sol-gel, sintesis solvotermal, oxidorreduccion, etc.) y a la

biologica (uso de microorganismos))[8],[°].

En cuanto a los métodos utilizados para sintetizar nanoparticulas con
estructura core-shell se pueden mencionar: los métodos que involucran
interacciones electrostaticas entre las nanoparticulas que conformarian el
nucleo y las nanoparticulas que constituirian la capa o cascara, el método
sol-gel, deposicion-precipitacion, microemulsion, método sonoquimico,
reduccion por extraccion de solventes, procesos con poliglicoles y técnicas
basadas en coordinacion quimica [!0]. De éstos procesos es el método sol-
gel es el que mas se destaca por ser versatil y porque permite la obtencion

de nanomateriales con alta pureza y homogenidad [!!].

Estos materiales hibridos nanoestructuras, constituidos de un
semiconductor y un metal noble, proporcionan la posibilidad de abordar
fenémenos opticos que consideran la interaccion radiacion — nanoparticula
y que incluye los fenomenos de absorcion, emision, y concentracion de
radiacion electromagnética. Estos fenomenos propician en las
nanoestructuras efectos antibacterianos, de mayor superficie de dispersion
Raman y capacidad sensora de gases, entre otros [12]. Estos efectos
generan potenciales aplicaciones tecnologicas, muy interesantes, para

estas nanoestructuras (figura 3.1), entre ellas en el desarrollo de



dispositivos optoelectronicos, de sistemas de deteccion y en optimizacion
de sistemas fotovoltaicos y fotocataliticos [8]; entre los materiales
semiconductores mas utilizados, para conformar nanoestructuras

hibridas, esta el ZnO [13].

Actualmente, en la literatura cientifica, se encuentran muchos reportes
sobre la preparacion de nanocompuestos del tipo ZnO/Ag [!4]. de interés
para este trabajo, o donde el ZnO se recubri6 con un metal o con otro
semiconductor [!5]. En particular, el recubrir un semiconductor con un
metal parece ser una manera eficaz para mejorar las propiedades de estos
materiales, esto es debido al acoplamiento que se presenta entre los dos
materiales al interactuar, tal como se ha demostrado con el mejoramiento

de las propiedades del ZnO [9].

3.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas y propiedades de la plata

Un metal que se ha utilizado bastante para recubrir las nanoparticulas de
oxidos ha sido la plata, la cual es un elemento quimico, simbolo Ag, que
presenta un numero atomico 47 y una masa atomica de 107.87g/mol. Es
un metal de color grisaceo y se considera un metal pesado; desde el punto
de vista comercial, se considera un metal precioso [16]. En la mayor parte
de sus aplicaciones, la plata se alea con uno o mas metales para mejorar
sus propiedades, aunque este elemento es uno de los metales que poseen
mayor conductividad térmica y eléctrica. Y, por esto ultimo, se utiliza en
puntos de contacto eléctrico y/o electronico. Pero, quizas, su mayor
aplicacion esta en la joyeria donde con él se conforman diversos objetos
con muy buen valor econoémico.

La plata ha sido utilizada ampliamente por miles de anos en la historia de
la humanidad, en aplicaciones como: la joyeria, utensilios para el hogar,
fotografia, etc [!7]. Incluso, civilizaciones antiguas como los griegos,

utilizaron la plata para cocinar y controlar la calidad y seguridad del agua;



sus propiedades antimicrobianas ya se explotaban antiguamente, en la
medicina tradicional [18]. En los ultimos anos, se ha renovado el interés
por la plata debido a su buena conductividad, estabilidad quimica y
actividad antibacteriana, entre otras propiedades [19]. Las nanoparticulas
de plata (Ag NPs) se estan convirtiendo en uno de los productos de mayor
crecimiento en la industria de la nanotecnologia dada su fuerte actividad
antimicrobiana, propiedad que ha propiciado y motivado el desarrollo de
productos usando Ag — NPs tal que, actualmente, una amplia gama de este

tipo de productos se encuentran disponibles en el mercado [20].

3.1.3. Configuracion estructural de nanoestructuras core-shell
Dentro de las diferentes configuraciones estructurales de las
nanoparticulas, con estructura core-shell, se encuentran las que se

indican en la figura 3.2.

single-shell double-shell

(e)
Figura 3.2. Configuracion estructural de nanoparticulas con estructura core-

Shell 19,20,21.



Como se puede apreciar en la figura 3.2, existen varias configuraciones
estructurales para las nanoparticulas tipo core-shell [21], configuraciones
que dependen directamente del tipo de material con que se esté trabajando
y de las caracteristicas fisicoquimicas del mismo, entre ellas de su
cristalinidad. Como se observa en la figura 3.2, se han obtenido nanotubos
donde una capa de un material determinado hace las veces de centro y la
de otro material, de los mencionados con anterioridad, hace las veces de
cascara; la configuracion mas comun, figura 3.2, es la esférica, aunque
también se pueden encontrar nanovarillas [22], las cuales se han recubierto
con agujas o esferas [23].

Dentro de estos materiales, también se pueden encontrar configuraciones

con varias cubiertas o capas, dependiendo de la propiedad que se requiere.

3.2. Métodos de sintesis de nanoestructuras core-shell

3.2.1. Irradiacion con microondas.

La técnica de irradiacion con microondas permite obtener nanoparticulas
con una muy baja dispersion de tamano. Las microondas, con sus campos
eléctricos de alta frecuencia, son capaces de calentar cualquier material
que contenga cargas eléctricas, como las moléculas polares en un
disolvente o los iones conductores en un sélido. Los solventes polares se
calientan y sus componentes moleculares se ven obligados a girar con el
campo, perdiendo energia durante las colisiones que ellas experimentan.
Las muestras solidas, conductoras y semiconductoras, se calientan
cuando los iones y los electrones, contenidos en ellas, forman una
corriente eléctrica y la energia se pierde debido a la resistencia eléctrica
que presenta el material [24]. En los ultimos anos, el proceso de
calentamiento asistido por microondas se ha utilizado como una
alternativa atractiva para la sintesis de materiales a escala nanométrica,

dado que es un método rapido, uniforme y efectivo, que permite



incrementar las cinéticas de reaccion en uno o dos 6rdenes de magnitud
[25]. Nanoparticulas coloidales de Pt, Ru, Ag y Pd, estabilizados por
polimeros, han sido preparadas por calentamiento con microondas, a
partir de las sales precursoras del metal disueltas en soluciones de
etilenglicol. Por otra parte, el calentamiento por microondas de las
muestras liquidas permite la disminucion de las fluctuaciones de
temperatura en el medio de reaccion proporcionando, asi, un entorno mas
homogéneo para la nucleacion y el crecimiento de las particulas metalicas
[26]. En este método, el agente que hace las veces de nucleo o core,
denominada semilla, se introduce en el medio de reaccion llevando a que
se produzcan superficies irregulares en el medio, sitios que sirven de
nucleacion heterogénea para la posterior deposicion de las particulas que

serviran de corteza, capa o “Shell” [27].

3.2.2. Método solvotermal.

Con el nombre general de sintesis solvotermal se agrupan una serie de
técnicas en las que un precursor metalico disuelto en un liquido, en un
recipiente cerrado, es calentado por encima del punto de ebullicion del
solvente, lo que genera al interior del sistema una presion superior a la
atmosférica (normalmente moderada)) En este tipo de técnicas,
frecuentemente, los tiempos de reaccion son largos si se comparan con
otros métodos quimicos. El objetivo de esta técnica es obtener una mejor
disolucion de los componentes de un sistema, lograndose disolver y/o
favoreciendo la reaccion de especies muy poco solubles en condiciones
habituales, por ejemplo de silice, aluminosilicatos, titanatos, y sulfuros
entre otros. Por otra parte, pueden anadirse especies conocidas como
“mineralizadores”, tanto basicos (carbonatos, hidroxidos, etc.) como acidos
(nitrico, clorhidrico, sales amonicas entre otros), oxidantes o reductores,
acomplejantes, etc, que potencien la capacidad de disolucion del agua, en
una u otra direccion. Ademas, el agua en estas condiciones suele actuar

como agente reductor (liberando oxigeno) por lo que cabe esperar, también,



variaciones en el estado de oxidacion de los elementos implicados en la
sintesis.

No menos importante es la adicion de especies que se utilizan como
“plantilla” para favorecer la nucleacion del producto en su entorno y
generar asi cavidades o porosidad “a la medida”. Para ello se utilizan
cationes organicos con geometria definidas, como el terametilamonio (TMA)
entre otros, lo que ha permitido, con gran éxito, sintetizar nuevas especies

nanomeétricas [17],[28].

3.2.3. Método de oxido-reduccion.

El método de oxido-reduccion consiste en suspender las particulas, que
van a servir como nucleo o “core” de la estructura, en un solvente que
tenga caracter reductor. A continuacion, se adiciona un agente reductor en
una cantidad estequiométrica adecuada, compuesto que, ademas de ser
reductor, debe servir como agente de nucleacion heterogénea inicial, es
decir debe preparar la superficie del material que va a servir como “semilla
o sustrato” para la posterior reaccion. A continuacion, se adiciona el
agente oxidante o la especie que va a reducir al sistema y este se mantiene
en continua agitacion hasta que el proceso de oxido-reduccion acurra;
estos procesos, generalmente, son evidentes por el cambio de color que
experimenta el medio de reaccion y el precipitado final [29].

Por otro lado, el método de foto oxido- reduccion se lleva a cabo aplicando
radiaciones con diversas longitudes de onda, tales como: rayos gamma v,
usando laseres de Ar o de Nd, o luz visible y luz ultravioleta donde, con la
ayuda de la radiacion, se consigue la reduccion de las particulas metalicas

a partir de sales inorganicas [9].

3.3. Sintesis de nanoestructuras core-shell ZnO-Ag
En el presente trabajo las nanoparticulas tipo “core — Shell” de ZnO - Ag se
sintetizaron utilizando como precursores el 6xido de cinc con morfologia

esférica obtenido previamente en el laboratorio CYTEMAC, bajo las



condiciones de sintesis mencionadas en el capitulo 2 del presente trabajo,
nitrato de plata (grado analitico marca Merck) y cloruro de estano (grado
analitico marca Merck); como solvente de sintesis se utilizo etanol grado
analitico (Merck). Se prepararon tres muestras variando la cantidad de
precursor de plata, esto con el objetivo de determinar la concentracion mas
adecuada de nitrato de plata a utilizar para sintetizar las nanoestructuras
tipo “core-shell” de ZnO-Ag requeridas para el desarrollo del presente
trabajo.

Para ello se tomaron 1.71 g de oxido de cinc y se dispersaron en 180 mL
de etanol, la suspension se dejo en agitacion vigorosa sometiéndola a
calentamiento a 60°C, durante media hora. Posteriormente, se adiciono
gota a gota S mL de una solucion de etanol que contenia 0.15 g de cloruro
de estano a la suspension que contenia el ZnO obteniéndose la muestra 1;
para obtener la muestra 2 se realizo el mismo proceso pero con un
contenido de SnCl> de 0.33 g y para la muestra 3 con 0.60 g del
compuesto de estano. Cada sistema, por separado, se sometio a un
proceso de agitacion y calentamiento por una hora, al término de este
tiempo se enfrio y se centrifugo. El sedimento obtenido se suspendi6é en 50
mL de etanol y la suspension resultante se mantuvo en agitacion vigorosa
y constante Esta se se volvio a calentar a 60°C e inmediatamente se le
adicion6 40 mL de una solucién que contenia una relacion 1:4 agua:etanol
y una cantidad adecuada de nitrato de plata considerando las cantidades
utilizadas previamente del SnClp, asi: a la muestra 1 se le adiciono 0.30 g
(referencia Zn0O-Ag03), a la muestra 2 0.5897 g (ZnO-Ag06) y 1.2 g de
nitrato de plata a la muestra 3 (ZnO-Agl2). Las suspensiones obtenidas se
sometieron a una constante y fuerte agitacion por 2 horas para,
posteriormente, adicionarles 50 mL de la solucion de nitrato de plata; las
suspensiones resultantes se mantuvieron en constante agitacion y
calentamiento a 60 °C, por media hora. Al finalizar este proceso se
obtuvieron precipitados color café y las suspensiones de sometieron a un

tratamiento en ultrasonido por 10 minutos, tal que cumplido este periodo



de tiempo la suspension se centrifugo con el objetivo de eliminar el
solvente y otros productos de la reaccion. A continuacion se realiz6 un
rapido lavado del sedimento, con etanol, y se sonico nuevamente para
garantizar el retiro de cualquier traza de otros productos diferentes al
deseado. Por ultimo, el so6lido que se seco a 75°C por dos horas.

Durante el proceso acurre una reaccion de oxido-reduccion, entre el
estano y la plata, propiciada por las propiedades fisicoquimicas de o6xido-
reduccion, particularmente potencial redox, que tienen estos dos
elementos; esta propiedad periddica le confiere gran facilidad de reduccion
a la plata, bajo condiciones de sintesis adecuadas, mientras que el estano,
por el contrario, se puede oxidar también con gran facilidad en un medio
controlado.

La reaccion que se se propone como posible ruta de obtencion de las

nanoestructuras tipo “core-shell” de ZnO-Ag es la siguiente.

ZnO + SnCl> + 2AgNOs _ EtOH 5 Zn0O-Ag + SnCIx(NOs)2 Ec 3.1
que se esquematiza en la figura 3.3 y que se describe como se indica a

continuacion.

Método de oxido-reduccion y extraccion de solvente

Especie metalica
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25 4
:'m' SnCl, o9 e Core-shell ZnO-Ag

i
o
e P~ &
Zn s o
P & e |
> )

Especie metakica
oxidada

Figura 3.3. Esquema representativo de la reaccion de oxido-reduccion que

permitiria obtener las nanoestructuras “core-shell” de ZnO-Ag.



En primer lugar, la adicion del cloruro de estano en su forma reducida a la
suspension de ZnO favoreceria la conformacion de una superficie de
nucleacion especifica sobre el oxido, propiciando las condiciones mas
adecuadas en su superficie para permitir la reduccion de la plata y que
esta se deposite, de forma efectiva, sobre él. Cuando se adiciono el nitrato
de plata a la anterior suspension, ZnO + SnCl,, se debidé de desarrollar,
principalmente, una reaccion de oxido-reduccion tal que la plata (Ag), que
inicialmente se encontraba como (Ag'), pasaria a plata metalica la cual se
depositaria sobre la superficie “acondicionada” del 6xido de zinc. Por otro
lado, el estanno, que en un comienzo se encontraba como (Sn2*), pasaria a
estano en su forma oxidada (Sn%'), conformando como producto de la
reaccion el compuesto (SnCla(NO3)2), en solucion, y como fase soélida las
estructuras ZnO-Ag. El primer indicativo que mostro que, efectivamente,
en la suspension ocurriéo un cambio quimico se observo al final del proceso
porque el precipitado resultante era de color marron, tal como se muestra

en la figura 3.4.

Figura 3.4. Fotografias que muestran la reaccién de sintesis para obtener

las nanoparticulas tipo “core-shell” ZnO-Ag

3.4. Caracterizacion de las nano estructuras “core-shell” de ZnO-Ag
Las particulas obtenidas se caracterizaron utilizando espectrofotometria

infrarroja (FTIR), difraccion de rayos x (DRX), espectrofotometria



ultravioleta-visible (Uv-Vis) y Microscopia Electronica de Transmision
(MET)

3.4.1. Espectrofotometria infrarroja. (IR-FTR)

La espectrofotometria infrarroja se empleo para determinar los grupos
funcionales presentes en los solidos sintetizados. Los espectros fueron
obtenidos utilizando un espectrofotometro infrarrojo Nicolet IR-200
provisto del software EZOMINIC 32; el numero de barridos fue de 32 a una
resolucion de 16 cm!/s.

El espectro IR que se observa en la figura 5(a) corresponde a las particulas
sintetizadas usando la menor concentracion de nitrato de plata (ZnO-
Ag03). En €l se aprecia una banda a 500 cm-!, caracteristica del enlace Zn-
O del oxido de cinc, dos bandas ubicadas a 1362 y1488 cm! tal que la
primera, bastante pronunciada, se puede asociar a un modo vibracional
del enlace N-O perteneciente al nitrato, grupo funcional que se mantuvo en
la muestra después de su sintesis, aun posteriormente al secado. La
segunda banda puede corresponder al enlace C-H, procedente del solvente
utilizado en la sintesis (etanol), grupo funcional que también se mantuvo
en el solido debido a que las muestras sintetizadas no fueron calcinadas
para evitar la oxidacion de la plata.

En la figura 3.5(b) se muestra el espectro infrarrojo de la muestra ZnO-
Ag06 donde se aprecian dos bandas a bajo numero de onda: una a 478 y
otra a 495 cm-!, bandas caracteristicas del enlace Zn-O en el 6xido de cinc.
A 1400 cm'! aparece en el espectro una banda de mediana intensidad
caracteristica del enlace N-O proveniente del nitrato de plata empleado en
la sintesis; nuevamente aparece la banda correspondiente al enlace C-H
del solvente ubicada a 1362 cm-!.

Por ultimo, en la figura 3.5(c), se observa el espectro infrarrojo de la
muestra ZnO-Agl2 donde se observa una banda, menos intensa que en los
casos anteriores, a 500 cm! y que es caracteristica al 6xido de cinc.

Aparece, nuevamente, la banda a ~1400 cm!, bastante intensa y bien



definida lo que indica que la concentracion de nitrato es mucho mas alta
que en los casos anteriores. Los resultados de espectroscopia IR son
coherentes con lo realizado durante la sintesis: para la obtencion de la
muestra ZnO-Agl2 se utilizo la mayor cantidad de plata presenta y, muy
probablemente, no todo el nitrato de plata usado reacciond, quedando
residuo del mismo sobre la superficie de las nanoparticulas. Aunque las
nanoparticulas deben contener Ag metalica sobre su superficie, su
presencia no se evidencia en los espectros IR ya que este metal debe
absorber, aproximadamente, a los 270 nm, y se deberia emplear
espectroscopia Raman para verificar su presencia en las nanoestructuras

de 6xido de cinc sintetizadas.
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Figura 3.5. Espectros IR correspondientes a muestras de las estructuras
Zn0O-Ag sintetizadas en este trabajo: (a) ZnO-Ag03, (b): ZnO-Ag06 y (c): ZnO-
Agl2



3.4.2. Difraccion de rayos x (DRX)

Para determinar las fases cristalinas presentes en las muestras de los
solidos obtenidos, se utilizo difraccion de rayos X. Para realizar este
analisis, de las muestras en polvo sintetizadas, se emple6 un difractometro
de rayos X Bruker D2- Phaser, usando como radiacion la Kq del Cu (A =
1,5418 A), con valores de corriente y voltaje de trabajo de 10mA y 30kV,
respectivamente. Este equipo esta adscrito al grupo de investigacion en
Nanoquimica de la Universidad Nacional Autonoma de México, México. Los
patrones de difraccion fueron registrados en el intervalo entre 10 y 90° en
20, a una velocidad de barrido de 0.5°/min, y a condiciones ambientales.
En la figura 3.6 se pueden observar los tres difractogramas obtenidos de
las muestras de interés. El primero, figura 6(a), corresponde a la muestra
Zn0O-Ag03, el difractograma de la figura 3.6(b) a la muestra ZnO-Ag06 y el
de la figura 3.6(c) a la muestra ZnO-Agl2. En los tres casos se observan
picos estrechos, muy bien definidos, y caracteristicos tanto del 6xido de
cinc, con estructura cristalina hexagonal tipo wurtzita (PDF 75-576), como
de la plata en estado de oxidacion cero, con estructura cristalina cubica
(PDF 87-718). Para la muestra ZnO-Ag03 se observa, ademas, que el
“fondo” (background), o linea base del difractograma, esta muy ajustado a
cero, lo que indica que las nanoparticulas presentan muy buena
cristalinidad. Sin embargo, en los difractogramas figura 3.6(b) y 3.6(c), se
puede apreciar que el “fondo” (background) presenta mucho ruido,
comportamiento que hace presagiar la existencia, en la muestra, de una
fase no muy bien cristalizada. Ademas, estas muestras presentaron picos
que indicaban la presencia de una fase oxidada de plata, el Ag2O, y un
pico entre 25 y 30°, muy agudo, que incremento su intensidad al

aumentar el contenido de Ag en la muestra y que no pudo ser identificado.
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Figura 3.6. Difractogramas de rayos X correspondientes a muestras de las
estructuras de ZnO-Ag sintetizadas: (a) ZnO-Ag03, (b) Zno-Ag06 y (c): ZnO-
Agl2.

3.4.3. Espectroscopia ultravioleta visible de reflectancia difusa
(DR UV-vis)

Para obtener los espectros en el rango UV-Visible, de los solidos
sintetizados, se hizo uso de la reflectancia difusa, técnica que recibe este
nombre porque la radiacion, en el rango UV-Visible, que interactia con
una o mas particulas es reflejada en todas las direcciones y sus
componentes ocasionan una “reflectancia difusa” [30].

Los espectros de reflectancia difusa, en el ultravioleta-visible, de las
muestras de interés se obtuvieron empleando el espectrofotometro Cary-SE
Varian UV-vis equipado con accesorio, esfera de integracion, que permitio
la deteccion de la radiacion difusa reflejada. Los espectros UV-Vis se

registraron en el rango de 250-800 cm-! y se indican en la figura 3.7.



En el espectro de la figura 3.7(a), correspondiente a la muestra ZnO-Ag03,
se observa solo una banda ancha alrededor de los 270 cm™!, banda que es
caracteristica del 6xido de cinc y que era de esperar porque fue este 6xido
el que se utilizo para obtener las nanoestructuras core-shell. Observando
los otros espectros de la figura 3.7, en ellos aparece esta misma banda, sin
embargo, la presencia en el sistema de la plata no es tan evidente ya que

no hay bandas a 300 y 600 nm|[3!] que son caracteristicas de este metal.

Comparando los espectros correspondientes a las nanoestructuras ZnO-Ag
sintetizadas, figura 3.7, en ellos hay diferencias evidentes en el rango entre
los 300 y 600 cm-1, modificaciones que se pueden asociar a la presencia de
la plata en las nanoestructuras. Estos resultados indican que hay una
interaccion entre el sustrato utilizado, las nanoparticulas de ZnO, y la
plata depositada sobre ellas que hace que no aparezcan, como bandas
separadas, las caracteristicas de la Ag. La presencia de la plata, en las
nanoestructuras, ocasiono un corrimiento evidente del borde de absorcion
hacia el visible tal como se observa en los espectros de las figuras 3.7(b) y

3.7(c).
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Figura 3.7. Espectros de absorcién ultravioleta de las nanoestructuras ZnO-

Ag correspondientes a las muestras: (a) ZnO-Ag03, (b) ZnO-Ag06 y (c) ZnO-
Agl2

Con los resultados obtenidos de absorcion UV-Vis, correspondientes a las
muestras de interés, y con el fin de conocer detalles de las caracteristicas
del “gap” de las nanoestructuras, se calcul6o el ancho de la banda
prohibida (“gap” de energia) para algunas de ellas, utilizando el modelo de
Tauc. Las graficas que se utilizaron para realizar este calculo se indican en

la figura 3.8.
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Figura 3.8. Figuras que corresponden a las nanoestructuras ZnO — Ag y que

fueron obtenidas de los datos de espectroscopia de reflectancia difusa UV-
Vis de las muestras: (a) ZnO — Ag03 y (b) ZnO — Ag06, para calcular el valor

de la banda prohibida, banda “gap”, utilizando el método de Tauc.

En la figura 3.8 se puede apreciar que para la muestra ZnO-Ag03 se
obtuvo una banda gap de 3.25 eV que al compararlo con el valor obtenido
para el ZnO sintetizado en este trabajo, figura 2.18(c), se observa un
pequeno cambio ya que para el 6xido de cinc que se obtuvo un valor de
3.28 eV para su banda gap, lo que evidenciaria la influencia de las
particulas de plata. Algo similar ocurrié con la muestra ZnO-Ag06 para la

que el valor de la banda gap fue de 3.27 eV.

3.4.4. Microscopia Electronica de Transmision (MET).

Para determinar el tamano y morfologia de las nanoestructuras de ZnO-Ag
se utilizo6 el microscopio electronico JEOL JEM-1200EX (UME),
perteneciente a la Unidad de Microscopia de la universidad del Cauca. La
muestra a analizar se suspendié en 1 mL de etanol, suspension que se
colocoé en un bano ultrasonico, por 10 minutos, para propiciar una buena
dispersion de la muestra. Posteriormente, con una micropipeta, se tomo
una pequena cantidad de la suspension y se depositdo sobre una de las

rejillas metalicas comunmente empleadas en los estudios de microscopia



electronica de transmision, que se recubren con pelicula formvar;
finalmente se coloco la rejilla, que contenia la muestra, en el porta-
muestra del microscopio. La figura 3.9, muestra las caracteristicas de las
nanoestructuras de ZnO-Ag, en donde se observa que las particulas tenian
un tamano entre los 10-50 nm, menor para la muestra ZnO-Ag03 pero
donde se presentéo mas aglomeracion, y su morfologia es, principalmente,
esferoidal. Como se puede ver en la figura 3.9, no es evidente la separacion
de fases, es decir, que aparezcan particulas de Ag o de AgoO acompanando
a las nanoestructuras esferoidales de ZnO-Ag. Si fuera asi, la muestra
seria muy heterogénea, tanto en tamano como en morfologia, con
tonalidades claramente diferenciadas. Una condicion sobre la que no se
pudo tener control, en este trabajo, fue en la cantidad de Ag depositada
sobre el ZnO y es por ello que algunas de las nanoparticulas, en la figura
3.9, aparecen un poco mas “oscuras” que las otras, indicando mayor
cantidad de Ag depositada sobre la nanoparticula de ZnO. Para realizar un
estudio mas cuidadoso de las muestras se requeriria del uso de un
microscopio de alta resolucion, con micro-sonda EDS, para observar una
de las Nanoparticulas y poder, asi, determinar de manera precisa la

existencia de la estructura “core — shell” y sus caracteristicas.
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Figura 3.9. Micrografias obtenidas con MET de las nanoestructuras de ZnO-
Ag sintetizadas en este trabajo y que corresponden a las muestras: (a) ZnO-

Ag03 y (b) ZnO-Ag06é.

3.5. Conclusiones

El desarrollo de este trabajo permitio obtener nanoestructuras de ZnO-Ag
usando el método de oxido-reduccion, que por la secuencia y el modo de
proceder, considerando que el ZnO cumpliria el papel de sustrato y que la
plata o el compuesto de plata se deberia depositar sobre las mimas
(nucleacion heterogénea), se espera esa estructura sea del tipo “core-shell”.
La caracterizacion de estas nanoestructuras indicaron que hay una
coexistencia intima del ZnO con la Ag, sin formacion de compuestos
intermedios ni separacion evidente de fases, disposicion que se evidencio a
través de los resultados de los estudios de DRX, espectroscopia UV-Vis y
MET. El tamano de las nanoestructuras de ZnO-Ag estaba entre 10 y 50
nm, en las que predomino la morfologia esferoidal. Los resultados de
espectroscopia UV-Vis indicaron que la presencia de la plata, en las
nanoestructuras ZnO-Ag, permitio el desplazamiento del borde de

absorcion hacia el visible lo que favoreceria los procesos de foto-excitacion



con luz solar y por lo tanto los procesos de fotodegradacion de tintas,

hongos y bacterias usando la radiacion natural del sol.
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Capitulo 4

Efecto antifungico de los
sistemas con base en
nanoparticulas de ZnO

En este capftulo se presenta la evaluacién del efecto
antifingico de las nanoparticulas de ZnO y del
sistema core-shell de ZnO-Ag, asi como una
comparacién de la actividad antifingica entre los dos

sistemas




Capitulo IV: Efecto antifingico de los sistemas con base en

nanoparticulas de ZnO.

4.1 Generalidades de los hongos.

Los hongos son organismos con nucleo, eucariotas, que se reproducen por
esporas, carecen de clorofila (por lo tanto no son fotosintéticos), se
reproducen sexual o asexualmente y tienen estructuras somaticas
filamentosas y ramificadas, rodeadas por una pared celular hecha de
celulosa, quitina y/o quitosano [!] Existen mas de 50.000 especies de
hongos y tradicionalmente se les ha incluido dentro del reino vegetal,
considerandolos como plantas sin clorofila denominandolos, también,
Micofitos y Eumicetes. Sin embargo, los hongos no son ni plantas ni
animales, sino otro reino distinto: el Reino Fungi [2].

Los hongos representan un conjunto heterogéneo de organismos
eucariotas y son considerados como un grupo particularmente versatil en
cuanto a sus aplicaciones biotecnologicas en las areas de la medicina, la
produccion de alimentos, el control de la contaminacion, y la agricultura
[3], entre otras. Por otro lado, estos organismos pueden ser perjudiciales
para las plantas, los seres humanos y los animales, debido a su capacidad
de causar enfermedades y producir metabolitos toxicos en muchos
productos agroalimentarios [*]. La mayoria de los hongos son
pluricelulares y estan compuestos de largos filamentos, denominados
hifas. Algunas hifas, conocidas como hifas septadas, poseen unas paredes
internas llamadas septos que las dividen en células. Generalmente, los
septos tienen un poro central suficientemente grande, del orden de los
nanometros, como para permitir a los organulos pequenos y, en ocasiones,
incluso a los nucleos, desplazarse entre las células [°].

Los hongos son agrupados de acuerdo a diversos criterios que convergen a
la taxonomia o sea al arte de ordenar a los seres segun sus interrelaciones
fisiologicas, morfologicas y/o moleculares. A continuacion se indican

algunas caracteristicas de los reinos del dominio eucarionte que contienen



a los diversos hongos. Los mixomicetos y mastigomicetos han sido re-
ubicados en los reinos Protozoa y Chromista que incluyen a los protozoos y

las algas, respectivamente [°],[7]

4.1.1 Estructura quimica de los hongos.

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad que
da la forma a la célula, controla la permeabilidad celular y protege a la
célula de los cambios osmoticos. Ademas de estas importantes funciones,
constituye el lugar de interaccion con el medio externo, localizandose en
ella un gran numero de receptores que tras su activacion desencadenan
una compleja cascada de senales en el interior de la célula [8]. Dada su
localizacion, en el exterior de la célula, la pared es el primer lugar de
interaccion con el exterior, jugando un papel muy importante en el
desarrollo de la accion patogena fungica [9]

La pared celular es la estructura mas distintiva de los hongos y esta
constituida en un 80% a 90% por polisacaridos, tales como: quitina,
celulosa y quitosano. La pared celular confiere la morfologia al hongo, le
brinda proteccion, nutricion (por su permeabilidad) y le confiere las
propiedades antigénicas a través de las mananoproteinas y los

glucomananos [19].
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Figura 4. 1. Estructura quimica de la pared celular de los hongos|[7]



En la figura 4.1 se indica la estructura quimica de la pared celular de un
hongo. Tanto la quitina como el quitosano estan formados por cadenas
lineales de monomeros de glucopiranosa unidos por enlaces [B-(1-4). La
diferencia entre la estructura quimica del quitosano, poli[-(1-4)-2-amino-
2-desoxi-D-glucopiranosa], y la de la quitina, poli[-(1-4)-2-cetamida-2-
desoxi-D-glucopiranosa], esta en el carbono numero 2 donde la quitina
posee un grupo acetamida mientras que en el quitosano el grupo es des-
acetilado, resultando en un grupo amino. La estructura de ambos
polimeros es muy parecida a la celulosa, lo que hace que ellos tengan
propiedades parecidas a esta ultima. La configuracion (-(1-4), del enlace,

da origen a la estructura rigida y sin ramificaciones de estas moléculas

[11].
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Figura 4.2. Estructura quimica; (a) quitosano, (b) quitina, (c) celulosa

4.2 Informacion general del hongo Aspergillus niger

El Aspergillus, hongo de interés para este trabajo, es un género
mitosporico (grupo de hongos del que no se conoce su ciclo de
reproduccion sexual y solo se reconoce la reproduccion asexual), que se

caracteriza por la produccion de hifas especializadas, denominadas



conidioforos, sobre los que se encuentran las células conidiégenas que
originaran las esporas asexuales o conidios. Como caracteristicas
macroscopicas, a destacar, se encuentran que son colonias de color negro
0 marrén muy oscuro, con un reverso incoloro a amarillo, densa y desde
granular a flocosa [12].

Como una de las especies de hongos con mas amplio espectro, el
Aspergillus niger (A.niger) es ubicuo (esta presente en muchos lugares) y se
puede aislar facilmente de ambientes de suelo, asociado a las plantas y
frutos (figura 4.3), aunque, también, se encuentra en otros nichos
ecologicos, tales como: sedimentos de aguas profundas, alimentos

fermentados y en el tracto gastrointestinal humano [!3].

d

Figura 4.3; El Aspergillus niger puede estar presente en alimentos como: a)

cebolla cabezona, b) uvas, c) naranja y c) pimenton [14].

El Aspergillus es uno de los principales hongos productores de
micotoxinas. Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos y
secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la materia
organica, como un mecanismo de defensa frente a otros microorganismos
[15].

Entre los aspectos a considerar de este hongo se tienen:

1.- Viabilidad, propagacion y transmision.



Reservorio Suelo, vegetales (en descomposicion). Hospedadores Humanos,
bovinos, equinos, aves, cetaceos. La dosis infectiva minima (DIM) se
desconoce en la actualidad.

2.- Supervivencia ambiental.

Crece en cualquier tipo de sustrato, especialmente en suelos y materiales
en descomposicion. Es un contaminante habitual de los conductos de
climatizacion-ventilacion. Es termotolerante, pudiendo vivir entre los 12°C
y los 57°C, y entre una de sus formas de resistencia, las esporas pueden
sobrevivir a 70°C.

3.- Mecanismo de propagacion y transmision.

La transmision se produce, principalmente, por medio de las esporas o de
los conidios que se encuentran presentes en el ambiente de trabajo (ver
figura 4.4), en forma de bioaerosoles, pudiendo penetrar en el organismo
por las vias respiratorias. También es posible la transmision del hongo por
contaminacion de heridas, o mucosas, y la aparicion de efectos toxicos por

ingestion de alimentos contaminados [!6].

Figura 4.4 Fotografia de esporas o conidios del Aspergillus niger, tomada en

la unidad de microscopia universidad del cauca.



4.3. Evaluacion del efecto antifingico de nanoestructuras con base en
ZnO.

4.3.1. Obtencion y réplica de la cepa Aspegillus niger

Las cepas del hongo patogeno Aspergillus niger fueron obtenidas,
previamente, en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad del
Cauca, a partir de muestras infectadas de zanahoria. La cepa se replico y
para ello se prepararon medios adecuados de cultivo, en una cantidad
suficiente, para garantizar una buena cantidad de material biolégico como
fuente de indoculo para el desarrollo del estudio; el cultivo de la cepa se
realizo con base en papa dextrosa agar (PDA). Este medio fue autoclavado
a 121°C y posteriormente, bajo la camara de flujo laminar, se sirvio en
cajas de petri estériles, de 100 mm de diametro x 18 mm de alto,
utilizando 20 mL de medio de cultivo en cada caja; finalmente se
incubaron por 3 dias, a 25 °C, para garantizar su esterilidad tal como lo
recomienda el protocolo para este tipo de ensayos [17]. Pasados los tres
dias de incubacion, se realiz6 la siembra inoculando un disco de 1.5 cm de
diametro de micelio en el centro de cada caja de Petri (Figura 4.5) vy,
posteriormente, estas cepas se incubaron, por aproximadamente 15 dias,
hasta garantizar su crecimiento bajo condiciones de laboratorio (25°C).

Los hongos se mantuvieron por medio de la técnica de resiembra
periodica, lo que permitié la supervivencia de los cultivos en cortos
periodos de tiempo. Esta técnica consiste en transferir el cultivo del medio
seco o viejo a uno fresco, proporcionandole al hongo condiciones para su
crecimiento, nuevamente, proceso que condiciono el elevado riesgo de
contaminacion y variabilidad de las caracteristicas de las cepas,

constituyéndose en una de las principales desventajas de la técnica [!8].



Figura 4.5. Inoculacién del micelio en los medios de cultivo.23

2.1.2. Evaluacion del efecto antifungico de las nanoestructuras de ZnO en

el cultivo IN-VITRO del Aspergillus niger[23]

Preparacion del inoculo fungico y bioensayos en medio de cultivo +
nanoestructuras de ZnO.

Para determinar la inhibicion del crecimiento micelial del hongo en
estudio, considerando el efecto de las ZnO-NP o las ZnO-Ag-NP, se
prepararon medios de cultivo sélidos para cada sistema, haciendo uso de
la metodologia mencionada anteriormente. Los tratamientos, o

concentraciones, evaluados de ZnO-NP fueron:

1) Medio de cultivo sin ningun tipo de tratamiento (Testigo);
3) Medio de cultivo + ZnO-NP (12 mmol.L1);

4) Medio de cultivo + ZnO-NP (9 mmol.L-1);

5) Medio de cultivo + ZnO-NP (6 mmol. L1)

6) Medio de cultivo + ZnO-NP (3 mmol. L-1),

estas cantidades de NP se tomaron de la bibliografia [19].

Del mismo modo se prepararon las siguientes muestras con las

nanoestrcturas “core-shell”:

1) Medio de cultivo sin ningun tipo de tratamiento (Testigo);


file:///G:/tesis%20terminada/CAPITULO%204%20ANTIFUNGICO.docx%23_ENREF_19

3) Medio de cultivo + ZnO-AgNP (12 mmol.L-1);
4) Medio de cultivo + ZnO-AgNP (9 mmol.L-1);
5) Medio de cultivo + ZnO-AgNP (6 mmol. L-1;
6) Medio de cultivo + ZnO-AgNP (3 mmol. L-1).

Los tratamientos fueron incorporados al medio de cultivo pero, antes de
servirse en las cajas de petri, se sometieron a un tratamiento en
ultrasonido y a un calentamiento, en constante agitacion, para garantizar
una buena dispersion de los mismos en el medio de cultivo;
posteriormente, estos se vaciaron en las cajas petri, dejando solidificar el
medio, y finalmente se encubaron los sistemas por 3 dias.

Para obtener homogeneidad y reproducibilidad en la siembra, se utilizé un
hongo de 15 dias de edad, del cual se obtuvieron las muestras empleando
un sacabocados de 1.5 cm de diametro, lo que garantizaba la existencia de
estructuras de crecimiento. Posteriormente, se procedié a inocular el
micelio en el centro de cada caja de Petri, que contenian los tratamientos,
tal como se ilustra en las Figuras 4.6(b) y 4.6(c), realizandose el

experimento por triplicado.

|
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Figura 4.6. Ilustracion de cémo se realizo la siembra del hongo A. niger para
estudiar la capacidad antifungica de las nanoestructuras: (A) dispersién de
los tratamientos en los medios de cultivo, (B) Disposiciéon de los medios de
cultivo con los tratamientos en las cajas de petri y (C) inoculacién del disco

de micelio en los diferentes tratamientos [23].



Se dejaron pasar 2 dias, después de la siembra, para garantizar el
crecimiento adecuado de los hongos, para realizar un registro fotografico
respectivo periodicamente, cada dos dias, de los cultivos. Esta actividad se
realizo hasta completar un total de 14 dias; el objetivo de la misma era
registrar la accion de los tratamientos en el tiempo sobre el crecimiento de

los hongos.

4.4. Resultados de los ensayos del efecto antifingico de Ilas

nanoestructuras.

4.4.1. Evaluacion efecto anti fangico de ZnO-NP

Los registros fotograficos que ilustran los resultados de los experimentos
que permitieron evaluar el efecto antifingico de las nanopaticulas de ZnO
sobre el A. Niger, se muestran en las figuras 4.7 a 4.10. En la figura 4.6 se
observan las muestras dos dias después del cultivo o sea que
corresponderia al “dia cero” o de partida para la toma de registros
fotograficos. Como se puede ver, independientemente de que el cultivo no
estuviera, testigo o el blanco figura 4.7(a), o estuviera sometido a

tratamiento, figuras 4.6(b) a 4.6(e), no se presenté crecimiento del A Niger.



(d) (e)

Figura 4.7. Fotografias tomadas a los cultivos, a los dos dias de siembra
(dia cero), para evidenciar el efecto antifungico de las ZnO-NPs sobre el A.
niger para las concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3

milimol/L, (c) 6 milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/L

En la figura 4.8 se muestran las fotografias correspondientes a los cultivos
al tercer dia de evaluacion, donde se puede apreciar que para el testigo,
figura 4.8(a), y para el tratamiento 3 mmol/litro de ZnO-NP, figura 4.8(b),
el hongo ya habia empezado a crecer y a colonizar las cajas de petri; por
otro lado, para las otras concentraciones de ZnO-NP, el hongo encontr6
resistencia que impidié su crecimiento. Estos resultados indican que para
la concentracion 3 mmol/L de ZnO, al tercer dia de registro, este sistema

ya no presento efecto antifungico apreciable.



(d) (e)

Figura 4.8. Fotografias tomadas a los cultivos, al tercer dia de registro, para
evidenciar el efecto antifungico de las ZnO-NPs sobre el A. niger para las
concentraciones: (a) O mmol/L (testigo o blanco), (b) 3 milimol/L, (c) 6

milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/L

Para el dia ocho de evaluacion, figura 4.9, se observaron algunas
diferencias, con respecto al crecimiento del hongo, al comparar los cultivos
con diferentes concentraciones de ZnO-NP. En el testigo, figura 4.9(a), el
agente biologico ya habia iniciado su proceso de esporulacion, es decir que
ya habia alcanzado su edad madura y, por lo tanto, su proceso
reproductivo mas intenso. Mientras que para el cultivo que contenia
3milimol/L de nanoparticulas de ZnO (figura 4.9(b)), se nota un
crecimiento bastante uniforme del hongo en toda la caja de petri, sin
evidencia de esporas, lo cual indica que la presencia de las nanoparticulas
ha ocasionado un retraso en el proceso de maduracion y esporulacion del
hongo. Para los demas cultivos, desde 6 milimol/L (figura 4.9(c)) hasta 12
milimol/L (figura 4.9(e)), se observdo que habia un proceso de inhibicion

bastante notable, tal como lo indicaron los registros fotograficos



respectivos, donde el crecimiento del hongo fue bastante precario, efecto

mas evidente en el cultivo que contenia la mayor cantidad de ZnO-NP

(d)
Figura 4.9. Fotografias tomadas a los cultivos, al octavo dia de registro,
para evidenciar el efecto antiftingico de las ZnO-NPs sobre el A. niger para
las concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3 milimol/L, (c) 6

milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/ L.

Por ultimo, se realizo la evaluacion del efecto antifungico de las ZnO-NPs
sobre el A. niger al dia catorce (figura 4.10) donde se observo que, para el
testigo (figura 4.10(a)), el hongo habia colonizado completamente el medio
de cultivo. Algo parecido, pero no con la misma agresividad, ocurrié con el
cultivo que contenia la cantidad mas baja de ZnO-NP, 3 mmol/L (figura
4.10(b)), que, como se evidencio desde el inicio del proceso, no mostré un
gran efecto antifingico; en esta muestra, para este dia, el hongo se habia
reproducido de forma notable y ya habia esporulado. Por otro lado, para
las demas concentraciones de ZnO-NP, figuras 4.10(c) a 4.10(e), se observo
que la presencia de las nanoparticulas dificultaron, de manera apreciable,

el crecimiento del A. niger en los medios de cultivo.



(©) (d)

Figura 4.10. Fotografias tomadas a los cultivos, al catorceavo dia de
registro, para evidenciar el efecto antiftingico de las ZnO-NPs sobre el A.
niger para las concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3

milimol/L, (c) 6 milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/ L.

4.4.2. Evaluacion efecto anti fingico de ZnO-Ag-NP

Un ensayo similar se realizo para determinar el efecto antifungico, sobre el
A. Niger, de las nanoestructuras “core-shell” de ZnO-Ag-NP sintetizadas y
los resultados obtenidos se muestran en las figuras 4.11 a 4.14. En la
figura 4.11 se observan los registros fotograficos correspondientes a los
cultivos en el dia de la siembra; como se puede apreciar, todas las

muestras son homogéneas y el hongo, en ninguna de las cajas, crecio.



Figura 4.11. Fotografias tomadas a los cultivos, el dia cero de registro, para
evidenciar el efecto antifungico de las ZnO-Ag-NPs sobre el A. niger para las
concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3 milimol/L, (c) 6

milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/ L.

Tres dias después de la siembra del hongo, figura 4.12, se observo que
para el control (figura 4.12(a)) el hongo habia comenzado a crecer mientras
que en los otros cultivos, que contenian las nanoestructuras “core-shell”,
no se observo crecimiento alguno; este resultado indicaba que cuando los
cultivos contenian nanoestructuras “core-shell” de ZnO-Ag-NP, aun a baja
concentracion (3 mmol/L en el presente trabajo), era evidente su actividad

antifingica sobre el A. niger.



(d) (e)

Figura 4.12. Fotografias tomadas a los cultivos, al tercer dia de siembra,
para evidenciar el efecto antifungico de las ZnO-Ag-NPs sobre el A. niger
para las concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3 milimol/L,

(c) 6 milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/L.

A los ocho dias de seguimiento del crecimiento del hongo, se observo en los
cultivos que en la muestra testigo (figura 4.13(a)) ya habia comenzado su
proceso de esporulacion y que, por lo tanto, el hongo ya habia adquirido
su edad madura. Sin embargo, para las otras muestras (figuras 4.13(b) a
4.13(e)), se observo que el tratamiento con nanoparticulas “core-shell”, de
oxido de cinc-plata, resulté ser eficiente en cuanto a su actividad
antifingica. La presencia de las nanoestructuras de ZnO-Ag en el cultivo
no permitio que el hongo creciera en ninguna de las muestras tratadas,
aunque, para la muestra que contenia 3 mmol/L de nanoestructuras
“core-shell” (figura 4.13(b)) el agente biologico estaba iniciando su proceso
de colonizacion, de manera muy lenta si se compara con el crecimiento del

hongo en el testigo (figura 4.13(a)).



(d) ©

Figura 4.13. Fotografias tomadas a los cultivos, al octavo dia de siembra,
para evidenciar el efecto antiftiingico de las ZnO-Ag-NPs sobre el A. niger
para las concentraciones: (a) O mmol/L (testigo o blanco), (b) 3 milimol/L, (c)

6 milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/L.

Por ultimo, en la figura 4.14, se muestra la evolucion de los cultivos en el
dia catorce de evaluacion. En estos registros fotograficos se puede apreciar
que el testigo no mostré cambios significativos con relacion a la evaluacion
del dia octavo, aunque en el tratamiento con nanoestructuras 3mmol/L
(figura 4.14(b)) el hongo mostré algo de crecimiento, no comparable con el
testigo. En las muestras restantes se observo que la presencia de las
nanoestructuras ZnO-Ag era bastante eficiente si se considera su efecto
antifungico, ya que en sus respectivos cultivos no se presento crecimiento

del agente patogeno en evaluacion.



(d) (d)

Figura 4.14. Fotografias tomadas a los cultivos, al catorceavo dia de
siembra, para evidenciar el efecto antifungico de las ZnO-Ag-NPs sobre el A.
niger para las concentraciones: (a) O milimol/L (testigo o blanco), (b) 3

milimol/L, (c) 6 milimol/L, (d) 9 milimol/L y (e) 12 milimol/ L.

Con base en los resultados indicados y debido a que las nanoparticulas, ya
sean las ZnO o ZnO-Ag, estarian en contacto directo, en primer lugar, con
la pared celular del hongo, conformandose una interface superficie NP —
pared celular, el mecanismo que se proponga, para justificar la accion de
las nanoparticulas, sobre el hongo, deberia tener en cuenta los procesos
que podrian ocurrir en esta interface y que afectarian el crecimiento del
patogeno, inhibiéndolo, llegando, incluso, hasta causar su muerte.

Algunos de los principales elementos, mas generalizados, a considerar en el
mecanismo que justificaria la inhibicion del crecimiento del A. Niger, por
parte de las nanoestructuras, estarian relacionadas con las especies
reactivas de oxigeno (ROS por su sigla en inglés) propiciadas o generadas
por estas ultimas. Las principales especies reactivas de oxigeno son [19]: (a)
las que se producen por la ruptura o la excitacion del oxigeno (oxigeno
atomico, ozono y el oxigeno singlete) y (b) las parcialmente reducidas (anion

superoxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo).



En la figura 4.15 se ilustra la quimica de las especies reactivas de oxigeno.
Las ROS actuan como senales regulando el establecimiento de la reaccion
de defensa, a nivel de la expresion génica, o fortaleciendo la pared celular
via entrecruzamiento de proteinas de la pared; también se ha postulado
que las ROS participan en la induccion de la muerte celular, programada,

en el sitio de infeccion [12].
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Figura 4.15 Quimica de las especies reactivas de oxigeno [29]

El quitosano y la quitina, componente importante de la pared fungica,
tienen un contenido de nitrogeno (N) mayor al 7% y poseen una
distribucion regular de los grupos aminos libres que pueden ser
protonados, por ciertos acidos, cargandose positivamente, confiriéndole un
comportamiento de polication. Este comportamiento permite explicar
algunas propiedades dela quitina, tal como su habilidad de enlazarse con
sustancias cargadas negativamente: lipidos, proteinas, colorantes, entre
otras [2!]. Esta caracteristica haria que el quitosano también fuera
susceptible al ataque de ciertos agentes quimicos como lo son los ROS,
generados o propiciados por la presencia del 6xido de cinc en el sistema por
ejemplo, los cuales, como se indica en la figura 4.15, son ricos en

electrones que pueden interactuar con las “zonas cationicas” que presentan



las moléculas diana, que conformarian la pared celular, propiciando
procesos de oxidacion (figura 4.16); al adicionar oxigeno al sistema, la
accion de los ROS, sobre los compuestos organicos que conformarian la
pared (figura 4.16), impediria el enlace de la quitina o quitosano con las
proteinas y lipidos, entre otros, lo que ocasionaria la no formacion de una
adecuada pared celular y, por tanto, o el hongo muere, al no poder
regenerar su pared celular, o la pared celular no se forma y, por lo tanto,

tampoco el agente patogeno.
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Figura 4.16. Mecanismo de accion de las nanoparticulas de ZnO,
considerando los ROS generados o propiciados por ellas, sobre la pared

celular del patégeno, interaccion de los ROS con la:(a) quitina [?2].

Algunas investigaciones indican que cuando el hongo o agente patégeno se
pone en contacto con las nanoparticulas de 6xido de cinc, la estructura de
la pared celular se ve afectada, observandose un engrosamiento de la
misma, figura 4.17 [23]. Este engrosamiento pudo ser ocasionado por la
sintesis descontrolada de quitina y quitosano, de la célula, para sustituir
aquellas zonas impedidas para formar enlaces con lipidos y proteinas, o
porque las nanoparticulas inducen estrés oxidativo [?4] En este ultimo
caso, los efectos nocivos parecen ser ejercidos de manera directa sobre el
tejido diana debido a la toxicidad de los derivados de las especies reactivas
de oxigeno o indirectamente como el resultado del efecto de estos
derivados sobre la produccion de mediadores del sistema inflamatorio y de
inmunizacion, principalmente cotoxinas pro-inflamatorio. Este estrés
oxidativo podria desactivar antiprotasas y al mismo tiempo activar

metaloprotasas, favoreciéndose asi la proteolysis y la destruccion no



controlada de células. Algunos autores [25] sugieren que la inflamacion es
una respuesta primaria y el estrés oxidativo una consecuencia de este. Por
lo tanto, las nanoparticulas serian reconocidas por el organismo como
cuerpos extranos que deberian ser eliminados por medio de la reaccion
inflamatoria (por ejemplo aumento del tamano de las vacuolas y de la
pared celular, figura 4.17. La interaccion entre las nanoparticulas y las
proteinas del sistema biologico jugaria un papel definitivo en la habilidad
para ser reconocidas por las células del sistema inmune, responsable de
su eliminacion, y también por el tejido de la pared celular, blanco de las
nanoparticulas, que podria emitir senales pro-inflamatorio. La inflamacion
podria acelerar la produccion de ROS y reducir la capacidad defensiva

antioxidante, favoreciendo el estrés oxidativo y el dano asociado al tejido.

4.17; Micrografia electronica de transmision de Phoma sp. (A y B) Testigo, (C)
tratado con el fungicida y (D y E) sometido al tratamiento con ZnO-NP
0.1/600 (12 mmol.L!), donde se observa un aumento en el tamano y nimero
de vacuolas y un incremento de la red fibrilar alrededor de la pared celular.
[ntcleo (N), nucléolo (Nu), pared celular (Pc), citoplasma (Cit), vacuolas (V) y

mitocondrias (Mit) vacuolas (V), red fibrilar (Rf), pared celular (Pc)[ 23]



Teniendo en cuenta que la quitina presenta una estructura muy parecida al
quitosano, el mecanismo de accion de los ROS generados o propiciados en
los sistemas con nanoparticulas seria muy similar al descrito; en la quitina,
también, se podria dar un ataque de las ROS al grupo amino protonado de
su estructura impidiendo que moléculas con caracteristicas especificas se
unan a la quitina: (proteinas, lipidos, azucares, colorantes, entre otros),
propiciando asi el no crecimiento de la célula o, aun mas su, muerte,
accion que se podria extender al organismo pluricelular.

Por otro lado, la mayor eficiencia antifiungica de las nanoestructuras “core-
shell” de ZnO-Ag, frente a las ZnO-NP, podria justificarse considerando que
la presencia de la plata, material que absorbe radiacion en el visible, podria
favorecer una mas eficiente formacion de ROS, que el ZnO-NP sin Ag, ya
que, ademas, facilitaria la separacion de las cargas fotogeneradas
propiciando un sumidero para los electrones; al existir estas especies
reactivas en mayor concentracion, en el medio, van a ocasionar que hayan
mas moléculas de quitina impedidas para formar enlaces con las proteinas,

lipidos etc.

4.5. Conclusiones

Con la realizacion de los ensayos, descritos en este capitulo, se encontro
que tanto el sistema de nanoparticulas de 6xido de cinc como el sistema
“core-shell” de oxido de cinc-plata, presentaron actividad antifingica
favorable para las concentraciones de 6 a 12 mmol/L, no asi para la de 3
mmol/L la cual present6 una actividad antifingica bastante baja,
especialmente en el sistema de 6xido de cinc nanoparticulado. En el cultivo
que contenia nanoestructuras “core-shell” ZnO-Ag-NP, con esta menor
concentracion, se presenté una adecuada actividad antifungica, aunque
menos efectiva que para las cantidades mas altas.

Por otro lado, se encontré6 que el sistema de nanoparticulas “core-shell”
ZnO-Ag presentaba, para todas las cantidades evaluadas, mejor efecto

antifangico que su equivalente tratamiento con oOxido de cinc



nanoparticulado ya que, practicamente, las nanoestructuras inhibieron el
crecimiento del A. niger en todos los cultivos estudiados donde ellas

estaban presentes.
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