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Resumen

La síntesis verde de nanomateriales ofrece una alternativa sustentable y ecológica
en comparación a los métodos convencionales de síntesis, utilizando recursos
naturales como extractos de planta y microorganismos como agentes estabilizadores
y reductores. Este estudio se enfoca en la síntesis verde de nanopartículas (AgNPs)
a partir de extracto de hojas de Peumus Boldus (boldo), para su aplicación en
el monitoreo de calidad del agua mediante la detección de fenol y de iones de
cobre. Las AgNPs fueron sintetizadas variando la concentración de nitrato de plata
(AgNO3) y el volumen del extracto de boldo, encontrando que las concentraciones
óptimas fueron AgNO3 al 5mM y un 10% de extracto. Se encontró que las
AgNPs poseen una forma esférica y un diámetro promedio de 22.8±4.2 nm.
Para la detección de fenol, se fabricó un sensor electroquímico modificando un
electrodo de óxido de estaño dopado con fluor (FTO) con las nanopartículas
sintetizadas, el cual logró detectar en un rango de 5 - 100 µM utilizando la técnica
de voltamperometría de pulso diferencial (DPV). Para la detección de cobre, se
empleó espectroscopia UV-Visible con las AgNPs sin modificar, observándose que
a medida que se aumenta la concentración de sulfato de cobre (CuSO4), el peak
de la resonancia de plasmones superficiales (RSP) de las AgNPs disminuye y una
nueva banda de absorción aparece, atribuible a la presencia de iones de cobre, la
cual se hace más intensa junto con la concentración de CuSO4, detectando en un
rango de 1 - 6 mM. Este estudio demuestra el potencial de las AgNPs de síntesis
verde para la detección eficaz y sensible de contaminantes en el agua.

Keywords – Síntesis verde, nanopartículas de plata, fenol, iones de cobre, sensor.
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Abstract

Green synthesis of nanomaterials offers a sustainable and environmentally friendly
alternative to conventional synthesis methods, using natural resources such as
plant extracts and microorganisms as stabilising and reducing agents. This study
focuses on the green synthesis of nanoparticles (AgNPs) from the leaf extract of
Peumus Boldus for application in water quality monitoring by detecting phenol
and copper ions. AgNPs were synthesised by varying the concentration of silver
nitrate (AgNO3) and the volume of boldo extract, finding that the optimum
concentrations were AgNO3 at 5mM and 10 % extract. AgNPs were found to have
a spherical shape and an average diameter of 22.8±4.2 nm. For phenol detection,
an electrochemical sensor was fabricated by modifying a fluorine-doped tin oxide
(FTO) electrode with the synthesised nanoparticles, which was able to detect
in the range of 5 - 100 muM using the differential pulse voltammetry (DPV)
technique. For the detection of copper, UV-Visible spectroscopy was employed
with the unmodified AgNPs, observing that as the concentration of copper sulphate
(CuSO4) is increased, the surface plasmon resonance (SPR) of the AgNPs decreases
and a new absorption band appears, attributable to the presence of copper ions,
which becomes more intense along with the concentration of CuSO4, detecting in
a range of 1 - 6 mM. This study demonstrates the potential of green-synthesised
AgNPs for the efficient and sensitive detection of contaminants in water.

Keywords – Silver nanoparticles, green synthesis, phenol, copper ions, sensor.
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Capítulo 1

Introducción

Tener un control de la calidad del agua es de vital importancia debido a su directo
impacto en la salud humana y el medio ambiente. Los contaminantes presentes
en el agua, pueden causar problemas de salud en humanos a corto y largo plazo,
así como ser una amenaza para los ecosistemas y la biodiversidad. Estos pueden
ser metales pesados, bacterias, productos químicos industriales, pesticidas, entre
otros [1]. Es crucial implementar medidas de monitoreo para asegurar una calidad
óptima del agua y evaluar los contaminantes presentes.

Los fenoles son contaminantes presentes en el agua y pueden proceder de la
naturaleza o de procesos industriales. Estos compuestos orgánicos son generados
en la producción de plásticos, productos farmacéuticos, antioxidantes, papel y
en la industria petroquímica [2]. Los fenoles son tóxicos para el ser humano y
pueden entrar al cuerpo por inhalación, causando lesiones en las vías respiratorias
y pulmones, por contacto con la piel, causando quemaduras de la piel y al
ser ingeridos, provocando quemaduras internas [3]. Se ha comprobado que la
intoxicación por fenol produce coma, convulsiones, hemólisis, edema cerebral
y pulmonar e incluso, una exposición prolongada, paraliza el sistema nervioso
central, pudiendo provocar la muerte [4]. Según la EPA, la concentración de fenol
en agua no debería exceder los 3.4mg/l para proteger la salud humana [5] y se
han reportado casos de efectos severos y muerte por intoxicación de fenol en un
rango de 125 a 606 mg/kg [6]. El fenol, en agua clorada para consumo doméstico,
contribuye a la formación de clorofenoles, lo cual transmite toxicidad a quien la
ingiere [4] además de ser cancerígeno [7].



2

En este mismo orden, metales como el cobre, a pesar de ser esencial para el
cuerpo humano en pequeñas cantidades para diversas funciones biológicas, un alto
nivel de este podría causar serios problemas para la salud. Los niveles normales
de cobre en sangre debería ser de 0.62 - 1.4 mg/l [8] y según la Organización
Mundial de la Salud, el agua potable no debería tener más de 2mg/L de cobre [9].
La exposición al cobre proviene principalmente de la ingesta de comida y agua
potable [10]. El cobre puede filtrarse al agua potable desde tuberías y accesorios
de cobre, especialmente cuando el agua ha estado en contacto con estos materiales
durante largos periodos de tiempo. Se ha encontrado que a concentraciones iguales
o mayores a 3mg/l de cobre en agua potable produce síntomas gastrointestinales
agudos, como nauseas, dolor abdominal y vómitos [11]. Además, la intoxicación
por cobre ha mostrado desarrollo de cirrosis hepática, hemólisis, daño renal, daño
cerebral, entre otros [12].

Existen técnicas para la detección de metales pesados, como la espectroscopía de
absorción atómica de llama convencional (FAAS), espectroscopía de absorción
atómica de horno de grafito (GF-AAS), espectroscopía de emisión óptica por
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES), espectroscopia de masas por plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-MS), entre otros [13, 14]. Sin embargo, estos
métodos pueden ser costosos, difíciles de usar y requerir mucho tiempo [13]. Así
mismo, en la detección de fenol usualmente también se utilizan técnicas complejas,
largas y costosas, como: análisis por inyección en flujo (FIA) [15], cromatografía
de gases-espectrometría de masas (GC-MS), cromatografía líquida-espectrometría
de masas (LC-MS) y cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) [16].

Para abordar estas preocupaciones y garantizar un monitoreo eficaz de la calidad
del agua, se hace indispensable contar con herramientas tecnológicas de detección.
En este contexto, la utilización de sensores se torna fundamental. Los sensores,
son dispositivos diseñados específicamente para detectar y medir la presencia
de sustancias químicas y biológicas en un medio. Estos sensores ofrecen una
solución efectiva y precisa para el monitoreo de la calidad del agua, permitiendo
una detección eficaz de contaminantes. Ciertos sensores, como los ópticos y
electroquímicos, han demostrado ser altamente sensibles y selectivos [13] en la
detección de analitos, además de ser métodos simples y rápidos.

Diversos estudios han explorado la aplicación de sensores colorimétricos (ópticos)
para la detección de Fe2+ [17], de peróxido de hidrógeno[18] (H2O2) y de metales
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pesados [19–21] en agua, tales como Cd2+, Pb2+, Hg2+, entre otros. Asimismo, se
ha estudiado el desarrollo de sensores electroquímicos para la detección de Bisfenol
A (BPA) [22], fármacos [23, 24] y también metales pesados [24]. Muchos de estos
estudios utilizaron nanopartículas de plata (AgNPs) [18, 21] y de oro (AuNPs)
[17] como elemento reconocedor del analito.

Las nanopartículas metálicas han ganado gran atención debido a sus aplicaciones
en diferentes áreas como la medicina, catálisis, electrónica, tecnologías de detección,
entre otros [25, 26]. En particular, la síntesis de nanopartículas mediante métodos
ecológicos, es decir, la síntesis verde, ha atraído un interés considerable en los
últimos años, ya que ofrece una alternativa sostenible, no tóxica y sencilla en
comparación a los métodos convencionales. Este método utiliza recursos naturales,
como extractos de plantas, como agentes reductores y estabilizadores en la
síntesis. Este enfoque no sólo reduce el impacto ambiental, sino que también
los nanomateriales sintetizados a partir de este método exhiben aplicaciones
potenciales en actividades como la liberación de fármacos, antimicrobianas,
sensores [27], entre otros.

Las nanopartículas de plata tienen propiedades ópticas y eléctricas únicas [28],
tales como la resonancia de plasmones superficiales [29] y su alta conductividad
eléctrica [30], respectivamente, que las convierten en candidatas ideales para el
desarrollo de sensores. Es así como en este trabajo se detalla el proceso de la
síntesis de nanopartículas de plata a partir de extracto de hojas de boldo, la
optimización de los parámetros de síntesis, la caracterización de las nanopartículas
sintetizadas mediante espectroscopia UV-Visible y microscopía electrónica de
transmisión (TEM), para luego analizar su rendimiento en la detección de fenol
y de iones de cobre en agua, utilizando un enfoque electroquímico y óptico,
respectivamente. Para la detección de fenol se usa la técnica de voltamperometría
de pulso diferencial (DPV), modificando un electrodo de óxido de estaño dopado
con fluor (FTO) con las nanopartículas sintetizadas; y para la detección de cobre,
se utiliza espectroscopía UV-Visible con las nanopartículas de plata sin modificar.

Los objetivos principales de esta tesis son:

Sintetizar nanopartículas de plata ecológicamente.

Caracterizar las nanopartículas de plata sintetizadas.

Estudiar la detección fenol e iones de cobre en agua desionizada utilizando



4

las nanopartículas de plata.
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Capítulo 2

Marco Teórico

2.1. Nanopartículas

Una nanopartícula es una partícula que posee sus tres dimensiones menores que
100nm. A esta escala, las nanopartículas poseen propiedades únicas y pueden
comportarse de manera diferente a los materiales en forma macroscópica, pudiendo
adquirir o potenciar sus propiedades mecánicas, eléctricas, magnéticas, ópticas,
catalíticas y antibacterianas [31].

Al reducir el tamaño de un material a nanopartículas, se obtiene una mayor
relación superficie-volumen, lo que significa, a un mismo volumen, al trabajar
con nanopartículas, se tiene una superficie total considerablemente mayor que
el mismo material a macroescala al mismo volumen. Los tipos más comunes de
nanopartículas son las metálicas, las basadas en carbono, las semiconductoras, las
cerámicas y las poliméricas [32].

Las aplicaciones de las nanopartículas son diversas y abarcan campos como la
medicina (por ejemplo, en la liberación de medicamentos) [33], la electrónica (por
ejemplo, mejorando la capacidad y velocidad de dispositivos de almacenamiento
de datos) [34], la energía (como en baterías y pilas de combustible) [34], y el
medio ambiente (en la remediación de contaminantes y sensores para escenarios
medioambientales) [35].
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2.1.1. Nanopartículas metálicas en el desarrollo de sensores

Las nanopartículas metálicas poseen propiedades ópticas excepcionales que las
hacen altamente útiles en el desarrollo de sensores, destacándose la resonancia
de plasmones superficiales (SPR) [29]. Esta propiedad es particularmente valiosa
porque permite analizar espectros de absorbancia [29], lo que posibilita la detección
de sustancias al interactuar con las nanopartículas. Cuando una sustancia se
adhiere o interactúa con la superficie de las nanopartículas, se producen cambios en
el espectro de absorción [17]-[21], que pueden manifestarse como un desplazamiento
en la longitud de onda de absorción máxima o como una variación en la intensidad
del peak de absorbancia. Estas modificaciones en el espectro ofrecen información
sobre la presencia y la concentración de sustancias, permitiendo su detección.

En particular, las nanopartículas de plata destacan por sus sobresalientes
propiedades eléctricas, como su alta conductividad [30], y sus notables actividades
catalíticas [36], lo que las convierte en componentes ideales para el desarrollo de
sensores electroquímicos. La alta conductividad eléctrica de las nanopartículas
de plata permite mejorar la eficiencia de los electrodos [37], potenciando la
transferencia de electrones y, en consecuencia, aumentando la sensibilidad y
precisión en la detección de sustancias. Además, su actividad catalítica facilita y
acelera las reacciones químicas entre el analito y el electrodo [37], permitiendo
una detección más rápida y eficiente incluso en concentraciones muy bajas.

2.2. Síntesis de nanoparticulas

La síntesis de nanopartículas se refiere a la creación de nanopartículas a través de
diversos métodos. Existen dos enfoques para la síntesis: el enfoque "top-down",
que implica la descomposición del material para generar las nanopartículas y
el enfoque "bottom-up"que implica el ensamblamiento de átomos y moléculas
individuales para formar las nanopartículas. Junto a esto, existen procesos físicos,
químicos y biológicos [31]. En la Figura 2.2.1 se pueden apreciar algunos de los
métodos existentes según su enfoque y proceso.
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Figura 2.2.1: Métodos de síntesis de nanoparticulas. Imagen tomada de [31].

2.2.1. Síntesis verde de nanopartículas

La síntesis verde de nanopartículas es un método biológico y amigable con el
medio ambiente para producir nanopartículas utilizando fuentes naturales como
plantas (hojas, flores, frutas) y microorganismos (bacterias, hongos, algas) [38],
que no libera sustancias tóxicas, evitando así la contaminación producida por otros
métodos tradicionales. La síntesis verde está dentro del método "bottom-up".

En partícular, las plantas contienen varios compuestos (terpenos, flavonoides,
polifenoles, alcaloides, proteínas, etc.) que reducen los iones metálicos (como plata,
oro, hierro, entre otros) para formar nanopartículas metálicas y luego estabilizarlas.

La síntesis verde consta de las siguientes fases [31]:

Fase inicial: Se tiene un medio de reacción, que es el extracto acuoso de la
especie vegetal o el medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos,
además de la sal precursora, que es la fuente de iones metálicos.

Fase de activación: Los compuestos activos del recurso biológico producen
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la reducción química de los iones metálicos a átomos.

Fase de crecimiento: Los átomos metálicos adyacentes comienzan a fusionarse
en partículas más grandes, formando agregados.

Fase de terminación: Los compuestos que participan en la reacción ayudan
a estabilizar las nanopartículas y se determina la forma final.

Este proceso se ilustra en la Figura 2.2.2.

Figura 2.2.2: Síntesis verde de nanopartículas de plata (AgNPs)

2.3. Resonancia de plasmones superficiales

La resonancia de plasmón superficial (RPS) es la propiedad óptica más
sobresaliente de las nanoestructuras metálicas. Corresponde a la interacción
entre la materia y el campo electromagnético de la luz. Así, el análisis exacto
de los plasmones superficiales implica resolver la ecuaciones de Maxwell con las
condiciones de borde apropiadas [29]. Sin embargo, una imagen clásica simplificada
puede resultar más útil para comprender qué son los plasmones superficiales.

Una nanopartícula metálica puede ser descrita por una red de núcleos atómicos, con
electrones de conducción moviéndose casi libremente dentro de la nanopartícula
(Figura 2.3.1). Cuando la nanopartícula interactúa con la luz, el campo
electromagnético ejerce una fuerza en estos electrones, desplazándolos hacia
la superficie de la nanopartícula. Como los electrones están confinados en la
nanopartícula, se acumulará carga negativa en un lado de la superficie y carga
positiva en el lado opuesto, creando un dipolo eléctrico (Figura 2.3.1). Este dipolo
genera un campo eléctrico dentro de la nanopartícula, opuesto al de la luz, que
hará que los electrones vuelvan a su posición de equilibrio. Mientras mayor sea
el desplazamiento, mayor será el dipolo eléctrico y en consecuencia, la fuerza de
restauración. Si los electrones son desplazados desde la posición de equilibrio al
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interactuar con una fuerza externa y luego esta se quita, ellos comienzan a oscilar;
así, se le llama plasmones superficiales a las oscilaciones colectivas de los electrones
de conducción. Estos van a oscilar con cierta frecuencia que es llamada frecuencia
de resonancia; que en el caso de los plasmones superficiales se le llama frecuencia
plasmónica, la cual depende del tamaño, la forma y el material de la nanopartícula.
Sin embargo, las oscilaciones se amortiguan ligeramente debido a la interacción
con los núcleos atómicos y la superficie de la nanopartícula y eventualmente dejan
de oscilar.

Figura 2.3.1: A la izquierda se pueden ver los electrones de conducción dentro
de la nanopartícula y el campo eléctrico generado por la interacción con luz. A la
derecha se puede ver la formación del dipolo, el cual genera un campo eléctrico
opuesto al de la luz. Figura tomada de [29].

Al interactuar la nanopartícula con la luz, si la frecuencia de esta última coincide
con la frecuencia plasmónica, los electrones oscilarán con mayor facilidad y
amplitud. No obstante, no podemos observar el movimiento de electrones para
determinar cual es su amplitud de oscilación, pero podemos hacerlo indirectamente.
La oscilación de electrones implica un incremento en la energía cinética y
electrostática asociado con el campo eléctrico del dipolo; como la energía debe ser
conservada este aumento debe provenir de la luz que ilumina la nanopartícula, en
consecuencia, la luz se debilita parcialmente al excitar a los plasmones dentro de la
nanopartícula [29]. Entonces, mientras mayores sean las oscilaciones de electrones,
mayor será la extinción de la luz, por lo que, podemos detectar la excitación de
los plasmones midiendo el espectro de absorción óptica (cuanta luz absorbe la
nanopartícula a diferentes frecuencias). La frecuencia de resonancia para estas
oscilaciones en nanopartículas metálicas corresponde típicamente a las de la región
UV-Visible [29], por que los plasmones generan bandas de absorción en esta parte
del espectro electromagnético (Figura 2.3.2).

Una propiedad importante que se desprende de la RPS en las nanopartículas
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metálicas es el efecto plasmónico, el cual explica el cambio de color en una solución
que contiene nanopartículas metálicas sintetizadas. Como la RPS produce una
banda de absorción, en el caso particular de las nanopartículas de plata, esta
banda se produce usualmente alrededor de los 400 - 450 nm [39]. Es decir, en el
espectro UV-Visible, se absorbe la zona cercana al UV y por lo tanto, la solución
reflejará un tono rojizo (Figura 2.3.2).

Figura 2.3.2: Banda de absorción usual de las nanopartículas de plata y región
del espectro UV-Visible que absorbe.

2.4. Técnicas de caracterización

La caracterización en ciencia de materiales es el estudio de las propiedades y
estructura de los materiales a través de distintas técnicas, ya sea microscopía
o espectroscopía. Se puede obtener información sobre las propiedades químicas,
físicas, mecánicas y eléctricas [40]. Algunas técnicas de caracterización son:

2.4.1. Espectroscopía ultravioleta-visible

La espectroscopía ultravioleta-visible (UV-Visible) es una técnica analítica que
mide la cantidad de longitudes de onda discretas de luz ultravioleta o visible que
absorbe o transmite una muestra en comparación con una muestra de referencia o
en blanco. El principio físico de esta técnica es que la luz tiene una determinada
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cantidad de energía que es inversamente proporcional a su longitud de onda.
Se necesita una cantidad específica de energía para que los electrones de una
sustancia pasen a un estado de mayor energía que podemos detectar como absorción
[41]. Por lo tanto, la luz puede describirse por su longitud de onda, lo que es
útil en espectroscopia UV-Vis para analizar diferentes sustancias localizando las
longitudes de onda específicas correspondientes a la absorbancia máxima.

2.4.2. Microscopía electrónica de transmisión

La microscopía electrónica de transmisión (TEM) es una técnica de imagen, en la
que se emiten electrones que viajan a través del microscopio y mediante lentes
electromagnéticos estos se enfocan en un haz muy fino, el cual se dirige a la muestra
de interés y la atraviesa [42], algunos electrones son absorbidos, mientras que otros
son transmitidos [43]. Son estos últimos son los que llegan a un dispositivo de
captura, formando una imagen altamente detallada, de la cual se puede observar
directamente el tamaño y la forma de la muestra [44]. Este método proporciona
imágenes de alta resolución que superan significativamente a las obtenidas con
los microscopios ópticos tradicionales debido a la corta longitud de onda de los
electrones [45].

2.4.3. Voltamperometría de pulso diferencial

La voltamperometría de pulso diferencial (DPV) es una técnica electroquímica que
se basa en la medición de la corriente eléctrica que fluye en una celda electroquímica
en respuesta a la aplicación de un potencial en forma de pulsos sobre una solución
que contiene el analito de interés. Este método puede reducir la influencia de
las interferencias de fondo y por lo tanto, consigue una mayor sensibilidad de
detección y un límite de detección más bajo [46].

El funcionamiento de la DPV se basa en el uso de tres electrodos: un electrodo de
trabajo, un electrodo de referencia y un contraelectrodo. Al medir, se aplica una
serie de pulsos de potencial al electrodo de trabajo en un rango específico. Los
pulsos tiene una amplitud específica y una duración definida.
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2.5. Fenol

Los fenoles son compuestos orgánicos que tienen un grupo hidroxilo (-OH) unido
a un anillo aromático. Su fórmula molecular es C6H5OH y su peso molecular es
94.11 g/mol. El nombre de la I.U.P.A.C. del fenol es 1-hidroxibenceno y también
se le conoce como ácido carbólico, ácido fénico, monohidróxibenceno, oxibenceno,
hidroxibenceno o hidróxido de benceno. Se encuentra de forma natural (en la
madera de pino y en el alquitrán de hulla), pero predomina su manufacturación
sintética [4]. En su estado puro es un sólido cristalino incoloro, con un olor fuerte y
característico a alquitrán [3]. Los fenoles son similares a los alcoholes, pero forman
enlaces de hidrógeno más fuertes. Por tanto, son más solubles en agua que los
alcoholes y tienen puntos de ebullición más altos [47].

Los fenoles son generados en la producción de plásticos, productos farmacéuticos,
antioxidantes, papel y en la industria petroquímica [2]. Son tóxicos para el ser
humano y pueden entrar al cuerpo por inhalación, por contacto con la piel y al
ser ingeridos [3]. Los fenoles se encuentran presentes en las aguas superficiales,
como resultado de la contaminación ambiental y de los procesos naturales de
descomposición de la materia orgánica [48], también pueden estar presentes en
las aguas residuales domésticas e industriales, en las aguas naturales y en los
suministros de agua potable.

Los fenoles naturales generalmente tienen buena degradación, ya que la acción
bacteriana provoca la descomposición de este en dióxido de carbono. Sin embargo,
los fenoles manufacturados se degradan con menos facilidad ya que muchos de
ellos son tóxicos para los microorganismos que podrían degradarlo, permaneciendo
por esta razón en el medio ambiente [4].
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Capítulo 3

Metodología

3.1. Materiales

Para la síntesis de nanopartículas de plata, se utilizaron hojas de boldo (Peumus
boldus) y romero (Salvia rosmarinus) y nitrato de plata (AgNO3). Para los estudios
de detección, se usó una solución al 1mM de fenol y sulfato de cobre (CuSO4).
También se necesitó acetilacetona (C4H8O2) y Tritón X-100 para la preparación
de la pasta que permite la adhesión de las AgNPs, la cual se detallará en la sección
3.5. Todas las soluciones se hicieron con agua desionizada.

(a) Boldo (b) Romero

3.2. Preparación del extracto

Para la preparación de los extractos, las hojas se lavaron con agua desionizada,
se secaron en el horno por 40 minutos y luego se cortaron en trozos pequeños.
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Figura 3.2.1: Extractor Soxhlet

Usando un extractor Soxhlet (Figura 3.2.1) con 200ml de agua desionizada y 1.5
gramos tanto de hojas de boldo como de romero por aproximadamente 4 horas, se
obtuvieron los extractos.

3.3. Síntesis verde de nanopartículas de plata

Para la síntesis de nanopartículas de plata, se preparó una solución de 20ml
con un volumen del 10 % de extracto de boldo y AgNO3 al 5mM en disolución
acuosa. Esta solución se dejó agitar durante 24 horas en un agitador magnético.
El mismo procedimiento se repitió para el extracto de romero. Luego de esto, se
aplicó espectroscopía UV-Visible a las nanopartículas diluidas para verificar su
formación.

3.3.1. Elección de planta

Tras verificar la formación de nanopartículas mediante espectroscopía UV-Visible
en ambos casos, se observa el espectro de absorción para elegir qué extracto obtiene
el mejor resultado para el estudio.
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3.3.2. Elección de concentraciones óptimas

Posterior a la primera síntesis y a la elección de la planta, se realizó un estudio de
rendimiento con el fin de encontrar las cantidades óptimas de nitrato de plata y
extracto. Para esto se hizo una solución de 30ml, variando volumen de extracto
( %) y concentración de sal (mM) y esta vez se dejó agitar por 22 horas. Una vez
formadas las nanopartículas, se centrifugan y se lavan 3 veces (ver Subsubsección
3.3.2.1). Se destinaron 18 ml de solución para pesar las nanopartículas y 12 ml
para medir su espectro UV-Visible. Se realizaron los siguientes casos (Tabla 3.3.1):

Caso Condiciones
1 0.5mM+5 %
2 0.5mM+10 %
3 0.5mM+15 %
4 0.5mM+20 %
5 1mM+5 %
6 1mM+10 %
7 1mM+15 %
8 1mM+20 %
9 5mM+5 %
10 5mM+10 %
11 5mM+15 %
12 5mM+20 %
13 10mM+5 %
14 10mM+10 %
15 10mM+15 %

Cuadro 3.3.1: Distintos casos de síntesis de AgNPs, variando concentración de
sal y volumen de extracto, respectivamente.

Analizando espectroscopía UV-Vis y pesando los 15 casos, se escogen las
condiciones óptimas de síntesis de AgNPs.

3.3.2.1. Lavado de nanopartículas

Para el lavado de AgNPs, es necesario vertir la solución que las contiene, en
tubos Eppendorf. Los tubos se ponen en una centrífuga a 8.000 rpm durante
15 minutos; luego de esto, se forma claramente el sobrenadante y el precipitado
(correspondiente a las AgNPs). Se quita el sobrenadante con una micropipeta y se
reemplaza con agua desionizada, para volver a poner los tubos en la centrífuga y
repetir el proceso 2 veces más. Así, las nanopartículas fueron finalmente lavadas.
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Figura 3.3.1: Proceso de lavado. Las AgNPs en solución fueron puestas en tubos
Eppendorf, se centrifugaron y luego se quita el sobrenadante, reemplazandolo por
agua desionizada. El proceso se repite 3 veces.

3.4. Instrumentación

Para medir espectroscopía UV-Visible se usó un V-760 UV-Vis Spectrophotometer
(Jasco). Las imagenes TEM fueron obtenidas usando un microscopio JEOL JEM
1200EX II. Las mediciones electroquímicas se hicieron utilizando un SP-50e
Potentiostat (Biologic).

3.5. Fabricación del sensor

Para la fabricación del nanosensor, primero, se preparó una pasta, que permite
que las AgNPs se adhieran más establemente, utilizando 1g de AgNPs, 30µl de
acetilacetona, 1.6 ml de agua y 15µl de tritón x-100 y se dejó agitar en un agitador
magnético durante 24 horas. Después de esto, se agregaron 20µl de esta pasta en el
centro de un sustrato de vidrio con una capa conductora de FTO. Posteriormente,
se pegó un adhesivo aislante a la placa con un agujero de 11.5 mm de diámetro en
el centro, con el fin de focalizar las AgNPs en esa región. Este proceso se ilustra
en la Figura 3.5.1

Figura 3.5.1: Proceso de fabricación del sensor
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Finalmente, se pone la placa en una celda electroquímica (Figura 3.5.2), como
electrodo de trabajo, y el sensor ha sido fabricado.

Figura 3.5.2: Sensor en una celda electroquímica

3.5.1. Detección de fenol

Una vez montado el nanosensor, la celda electroquímica se conecta al potenciostato,
usando un electrodo de referencia de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl) y un
contraelectrodo de platino (Pt). Se usa la técnica de voltamperometría de pulso
diferencial (DPV) para, en primer lugar, estudiar si el sensor detecta fenol y
en segundo lugar, para medir distintas concentraciones de este. Se usaron los
siguientes parámetros: rango de potencial de 0.1 a 0.9V, alto y ancho de pulso
de 2.5mV y 100ms, respectivamente, alto de step de 5mV y tiempo de step de
500ms. Se usó 30ml de solución de fenol, que fue diluida gradualmente con agua
desionizada para estudiar las concentraciones deseadas.

3.6. Detección de cobre

Se realizaron 6 soluciones de sulfato de cobre, con distintas concentraciones, y
AgNPs, cada solución contiene 10µl de solución de AgNPs y 2.99ml de solución
de CuSO4 y 10µl, es decir, una razón de 1:299, respectivamente. Luego se mide
espectroscopía UV-Visible de cada caso.
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Capítulo 4

Resultados y discusión

4.1. Síntesis de AgNPs

En primer lugar, se obtuvieron los espectros UV-Visible de los extractos de romero
y boldo, antes y después de la síntesis de AgNPs con 10 % de volumen de extracto
y AgNO3 al 5mM, para ambos casos. Estos se muestran en la Fig 4.1.1. Notamos
que los extractos tuvieron un espectro similar y presentan máximos de absorción
en la región menor a 400 nm. Luego de la síntesis es evidente un claro peak de
absorbancia el cual se atribuye a la resonancia de plasmones superficiales (SPR) de
las AgNPs, lo que nos indica que para ambos extractos se formaron exitosamente
las nanopartículas [49].

Figura 4.1.1: Espectros de absorción obtenidos con espectroscopía UV-Visible
de a) extracto de romero y b) extracto de boldo.
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Una comparación entre los espectros obtenidos luego de la síntesis de
nanopartículas de ambos extractos se muestra en la Figura 4.1.2. Las AgNPs
formadas a partir de romero (AgNPs-R), presentaron un peak en 432nm y las
AgNPs formadas a partir de boldo (AgNPs-B), en 433nm. Ambos valores están
dentro del rango de longitud de onda característico de las nanoparticulas de plata
[15] de tamaño menor a 50 nm [29]. Bandas de absorción similares en esta misma
región se observaron en otros trabajos [50]-[51].

Figura 4.1.2: Comparación entre espectros de absorción de AgNPs-B y AgNPs-R

De la Figura 4.1.2, podemos notar que el ancho de ambas bandas de absorción se
sitúa entre 325 y 550 nm, aproximadamente. Vemos que las AgNPs-B presentaron
un resultado más eficiente que las AgNPs-R, es decir, mostraron un peak más
delgado e intenso; esto indica una menor dispersión de tamaño [29] y una mayor
cantidad de AgNPs [17], respectivamente, lo cual es beneficioso para los fines
de este estudio. Por lo que, evidentemente, se escoge el extracto de boldo. Un
único máximo de absorción sugiere la formación de nanopartículas esféricas de un
tamaño menor a 50 nm [29].

El boldo contiene diversas moléculas como alcaloides, flavonoides, compuestos
fenólicos y aceites esenciales [52], las cuales actúan como agentes reductores y
estabilizadores en la síntesis de nanopartículas [49]. Ver subsección 2.2.1.
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Una vez escogido el extracto, se realiza el estudio de rendimiento para encontrar las
concentraciones óptimas de síntesis. En la Figura 4.1.3, se muestran los espectros
UV-Visible para los 15 casos, variando la concentración de sal y el volumen de
extracto y posteriormente centrifugando y lavando las nanopartículas tres veces
con agua desionizada. Vemos que el máximo de absorbancia se mueve entre 425
y 440 nm, observando que el caso 1mM + 10 % 1 practicamente no presentó un
peak, mientras que los casos de 5mM + 10 % 1 y 1mM + 20 % 1 presentaron los
peaks de mayor intensidad, además de ser los más estrechos. Así, estos últimos
dos casos son candidatos a concentraciones óptimas, ya que, como fue mencionado
anteriormente, un resultado más delgado e intenso es más eficiente.

Figura 4.1.3: Espectros de absorción obtenidos con espectroscopía UV-Visible
de los distintos casos de AgNPs sintetizadas.

Luego de lavar, secar y pesar las AgNPs, se obtuvieron los pesos mostrados en
el Cuadro 4.1.1, donde se considera el error asociado al instrumento. Ya que,
específicamente, los casos 8 (1mM + 20 %) y 10 (5mM + 10 %) son de interés, se
presta especial atención a ellos. Se observa que el caso 10 presentó un mayor peso,
lo que significa una mayor cantidad de nanopartículas, por lo tanto, es evidente
que este caso demostró un mayor rendimiento, por lo que se escogen estas AgNPs
para el estudio.

1Concentración de sal y volumen de extracto, respectivamente.
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Ya que en algunos casos el peso fue practicamente igual al error del instrumento
(0.1mg), no podemos confiar en esos datos. Esto es netamente debido a la capacidad
del instrumento utilizado (microbalanza) y su límite medición. Aun así, con aquellos
datos podemos concluir que dichas condiciones de síntesis produjeron muy poca
cantidad de AgNPs, en comparación con los casos 10 al 15; que fue el criterio
usado para elegir el caso óptimo.

Caso Caso Peso (mg)
1 0.5mM+5 % 0.2 ± 0.1
2 0.5mM+10 % 0.1 ± 0.1
3 0.5mM+15 % 0.1 ± 0.1
4 0.5mM+20 % 0.1 ± 0.1
5 1mM+5 % 0.2 ± 0.1
6 1mM+10 % 0.1 ± 0.1
7 1mM+15 % 1.1 ± 0.1
8 1mM+20 % 0.3 ± 0.1
9 5mM+5 % 0 ± 0.1
10 5mM+10 % 1.1 ± 0.1
11 5mM+15 % 2.2 ± 0.1
12 5mM+20 % 1.2 ± 0.1
13 10mM+5 % 1 ± 0.1
14 10mM+10 % 2.5 ± 0.1
15 10mM+15 % 2.5 ± 0.1

Cuadro 4.1.1: Pesos en mg de los distintos casos de AgNPs sintetizadas.

Asimismo, es importante considerar el error humano involucrado en la medición.
En el proceso de lavado de las nanopartículas, al quitar el sobrenadante, es muy
posible que también se pasen a extraer algunas nanopartículas. También ocurre
que en algunos casos el espectro UV-Visible se satura, debido a la gran cantidad
de AgNPs contenidas en la solución, y para esto es necesario diluir la solución
con agua desionizada. Es por todo esto que el espectro UV-Visble puede no ser
un reflejo al 100 % del desempeño de cada caso de síntesis. De igual modo, para
pesar las nanopartículas, estas se depositan (luego de ser lavadas) en una placa
Petri, se dejan secar y luego se traspasan a una lámina para ser pesadas en el
instrumento. En este proceso puede que también se hayan perdido nanopartículas,
ya sea al depositarlas o al traspasarlas. Es así como se explica que AgNPs con un
peak de absorción más intenso hayan presentado un menor peso que otros peaks
menos intensos. Sin embargo, ambos resultados (espectros y pesos) muestran una
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interpretación confiable, ya que cada medición se realizó de la misma manera.

4.2. Microscopía electrónica de transmisión

(TEM)

La microscopía electrónica de transmisión se usó para visualizar la forma de las
AgNPs sintetizadas a partir de 5mM de nitrato de plata y 10 % de volumen
de extracto, y determinar el tamaño de las mismas. Para aplicar TEM, las
nanopartículas necesitan ser previamente sonicadas, luego, en solución acuosa, se
depositan en la rejilla del microscopio y se dejan secar para posteriormente tomar
las imágenes. Tal como se puede ver en la Figura 4.2.1, casi no hubo aglomeración
de nanopartículas. También se puede confirmar su forma esférica y se puede
observar que, según lo previsto, las AgNPs tienen un diámetro menor a 50 nm.

Figura 4.2.1: Imágenes TEM de AgNPs sintetizadas con AgNO3 al 5mM y 10 %
de volumen de extracto de boldo.

Se realizó un histograma (4.2.2) que muestra la distribución de tamaños de las
AgNPs, el cual se elaboró midiendo el diámetro de las nanopartículas de varias
imágenes TEM distintas, utilizando el programa ImageJ, que es un programa
de procesamiento digital de imágenes. En total se midieron los diámetros de 152
nanopartículas y se obtuvo la distribución mostrada en la Figura 4.2.2, indicando
que el diámetro promedio es de 22.8 ± 4.2 nm, con un rango de 12.4 a 35.9 nm.
Por lo que, como fue mencionado anteriormente, las AgNPs exhibieron una baja
dispersión de tamaño. La figura además muestra un ajuste gaussiano sobre el
histograma, con media de 22.79 y desviación típica de 4.24.
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Figura 4.2.2: Histograma de la distribución de diámetros de 152 AgNPs
sintetizadas, elaborado midiendo distintas imágenes TEM con el programa
ImageJ; con ajuste gaussiano con media y desviación típica igual a 22.79 y
4.24, respectivamente.

4.3. Detección de fenol

Para el estudio de detección de fenol, en primer lugar, se aplicó DPV a la celda
electroquímica, que tiene como electrodo de trabajo al sutrato FTO/AgNPs,
conteniendo solamente agua desionizada. Luego, se agregó fenol a la celda con
agua desionizada, quedando una solución de 100µM de concentración de fenol y
se mide DPV nuevamente. La Figura 4.3.1, muestra que después de añadir fenol
aparece un peak aproximadamente a 0.4 V, lo que indica una detección exitosa
del sensor.
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Figura 4.3.1: Voltamperograma del sensor FTO/AgNPs usando DPV antes y
después de la adicción de 100µM de fenol

Ahora, se disminuye gradualmente la concentración de fenol a 50, 20, 10, 9, y 5µM
y se aplica DPV cada vez. En el Cuadro 4.3.1 se muestra una comparación de
los rangos de concentración detectados con otros sensores de fenol, demostrando
que este trabajo se encuentra entre los rangos de detección más bajos. Como
muestra el voltamperograma en la Figura 4.3.2, el peak disminuye a medida que
la concentración también disminuye, estableciendo una relación directamente
proporcional entre la corriente y la concentración de fenol. El límite de detección
del sensor en agua desionizada se determinó en 5 µM.
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Figura 4.3.2: Voltamperograma del sensor FTO/AgNPs usando DPV para
distintas concentraciones de fenol

El Cuadro 4.3.1 recopila una serie de sensores de fenol reportados por otros autores
que utilizan técnicas electroquímicas para la detección, como la voltamperometría
y la cronoamperometría. Algunos trabajos utilizaron electrodos de trabajo sin
modificar, como el electrodo de carbono vítreo (GCE, por sus siglas en inglés) y el
electrodo de diamante dopado con boro (BDD, por sus siglas en inglés), mientras
que otros modificaron electrodos con nanopartículas y con nanotubos de carbono
multipared (MWCNT). Jebril et al. modificaron GCE con nanopartículas de plata
sintetizadas a partir de extracto de Melia azedarach (síntesis verde) [15] y Goulart
et al. modificaron GCE con MWCNT y nanopartículas de plata sintetizadas por
procesos químicos [53]. En el Cuadro 4.3.1 se comparan los rangos de concentración
de fenol detectados por esta serie de sensores, demostrando que este trabajo se
encuentra entre los rangos de detección más bajos. Entre las ventajas y diferencias
con respecto al trabajo de Jebril et al., este estudio emplea un material de electrodo
más económico, lo que reduce el costo del dispositivo. Además, se utiliza una pasta
que mejora la adhesión de las AgNPs, lo que proporciona mayor durabilidad y
estabilidad al sensor. Todo esto se logra en un rango de detección comparable al
del estudio antes mencionado.
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Electrodo Técnica Rango (µ M) Ref.
GCE CVe 20-1000 [54]
BDD DPV 50-1000 [16]

MnO2
a/SPCEb SWVfy CrAg 10-1000 [55]

Ni/a-MWCNTc/GCE CVe 10-480 [56]
AgNPs/GCE DPV 0.8-20 [15]

AgNPs/MWCNT/GCE SWVf 2.4-152 [53]
CPEd/poly(zincon) DPV 21-992 [57]

AgNPs/FTO DPV 5-100 Este trabajo
a Dióxido de manganeso (Manganese dioxide)
b Electrodo de carbono serigrafiado (Screen-printed carbon electrode)
c Nanotubo de carbono multipared acidificado (Acidified multiwalled
carbon nanotube)
d Electrodo de pasta de carbono (Carbon paste electrode)
e Voltamperometría cíclica (Cyclic voltammetry)
f Voltamperometría de onda cuadrada (Square wave voltammetry)
g Cronoamperometría (Chronoamperometry)

Cuadro 4.3.1: Comparación del rango de concentración de fenol detectado con
otros trabajos

Se elaboró una curva de calibración con los datos obtenidos del voltamperograma
de la Figura 4.3.2, calculando la diferencia de corriente entre el caso base (agua
desionizada) y cada concentración de fenol a 0.4 V, es decir, donde se observan los
peaks. El resultado se muestra en la Figura 4.3.3, donde el ajuste lineal es descrito
por la ecuación y = 1,09× 10−3[fenol](µM) + 6,45× 10−2 con un coeficiente de
determinación R2 igual a 0.85, lo cual indica que es un buen ajuste.



4.4. Detección de cobre 27

Figura 4.3.3: Ajuste lineal de voltamperograma de distintas concentraciones de
fenol. Los datos representan la diferencia de corriente obtenida entre el caso base
(agua desionizada) y cada concentración de fenol a 0.4 V. El ajuste está descrito
por la ecuación y = 1,09× 10−3x+ 6,45× 10−2, con coeficiente R2 igual a 0.85

4.4. Detección de cobre

Para estudiar la detección de cobre, se midió el espectro UV-Visible de una
solución de AgNPs y agua desionizada en una razón 1:299, respectivamente, este
se muestra en la Figura 4.4.1. Podemos notar una banda de absorción en 451 nm,
que corresponde a la SPR de las AgNPs. Luego, el agua desionizada se reemplaza
con solución al 6mM de sulfato de cobre y se aplica espectroscopía UV-Visible
nuevamente. Como también se puede observar en la Figura 4.4.1 aparece una
banda de absorción en 809 nm, atribuible a la presencia de iones de cobre [58, 59].
La adición de estos, provoca una disminución de la intensidad del peak de absorción
a 451 nm.
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Figura 4.4.1: Espectro de absorción obtenido con espectroscopía UV-Visible de
las AgNPs antes y después de la adición de Cu2+.

Luego de esto, se disminuye la concentración de sulfato de cobre a 5, 4, 3, 2 y 1
mM y se miden nuevamente los espectros UV-Visible obteniendo la Figura 4.4.3.
Es evidente que el máximo de absorbancia a 809 nm disminuye a medida que
la concentración de sulfato de cobre disminuye, mientras que el peak a 451 nm
aumenta. Esto podría ser explicado por la interacción entre los iones de cobre y las
AgNPs. Luego de la adición de CuSO4, los iones de cobre se unen a la superficie
de las AgNPs, desplazando los agentes estabilizadores, es decir, los compuestos
bioactivos provenientes de las hojas de boldo presentes en las nanopartículas
[20], provocando una desestabilización; en consecuencia, comienza a ocurrir una
agrupación. Este mecanismo se ilustra en la Figura 4.4.2. A medida que mayor sea
la concentración de iones de cobre, mayor cantidad de ellos se unirán a la superficie
de la nanopartículas, lo que conduce a una mayor aglomeración de AgNPs. Esta
agrupación provoca un ensanchamiento de la banda de absorción y una reducción
de la intensidad del peak de esta misma [58].
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Figura 4.4.2: Posible mecanismo de detección de iones de cobre. Los iones de
cobre se unen a la superficie de la AgNPs y remueven los agentes estabilizadores
provenientes del extracto de planta, provocando una desestabilización y por lo
tanto una agrupación.

Figura 4.4.3: Espectro de absorción obtenido con espectroscopía UV-Visible de
las AgNPs con distintas concentraciones de Cu2+

A partir de esto, se realiza una curva de calibración, la cual se efectuó utilizando la
relación entre la intensidad de los peaks a 451 y 809 nm para cada concentración
y repitiendo el experimento 3 veces. El ajuste lineal se muestra en la Figura 4.4.4
y fue descrito por la ecuación y = 2,81[Cu2+](mM)− 2,05, con un coeficiente de
determinación R2 igual a 0.887, lo que significa que es bastante preciso.
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Figura 4.4.4: Ajuste lineal de espectro UV-Visible de distintas concentraciones
de cobre. Los datos representan la relación entre la intensidad de los peaks de
absorbancia a 451 y 809 nm (A809/A451). El ajuste está descrito por la ecuación
y = 2,81x− 2,05, con coeficiente R2 igual a 0.887.
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Capítulo 5

Conclusión

Esta investigación ha demostrado que la síntesis de nanopartículas de plata es
posible en una vía amigable con el medioambiente, utilizando extractos de hojas
de romero y boldo, mostrando además que el boldo presentó un resultado más
eficiente, pues, permitió la formación de una mayor cantidad de nanopartículas y de
tamaños uniformes. Con el objetivo de profundizar el análisis, se realizó un estudio
de rendimiento para encontrar las concentraciones óptimas de la sal precursora
(nitrato de plata) y del extracto, las cuales fueron de 5mM y de 10 % de volumen,
respectivamente. La caracterización de las nanopartículas fue llevada a cabo
midiendo espectroscopía UV-Visible, técnica de la cual se obtuvieron las bandas
de absorción que permitieron analizar el caso más eficiente de síntesis, tanto para la
elección de la planta como para encontrar las concentraciones óptimas. Asimismo,
se utilizó microscopía electrónica de transmisión, cuyas imágenes mostraron que
las nanoparticulas formadas fueron esféricas con un diámetro promedio de 22.8 ±
4.2 nm.

El sensor de fenol fue fabricado modificando una placa de FTO con estas
nanopartículas, utilizando un método electroquímico, y en particular, la técnica de
voltamperometría de pulso diferencial, demostró una alta sensitividad, detectando
en un rango de concentración de 100 µM a 5 µM, estando dentro de los rangos
más bajos reportados por la literatura. La detección de iones de cobre fue llevada
a cabo con las nanopartículas sin modificar, usando un método óptico. Se detectó
en un rango de 1 mM a 6 mM. Para ambas detecciones se obtuvieron ecuaciones
que modelan los ajustes lineales de cada caso, con las cuales se podrían encontrar
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las concentraciones de las sustancias en cuestión, en función ya sea de la corriente
o de la absorbancia, según el caso.

Todo esto indica el potencial de las nanopartículas de plata sintetizadas a
partir de extractos de planta para aplicaciones prácticas en la monitorización
medioambiental y la detección de contaminantes. Este método de síntesis verde
es sostenible y eficiente, y es capaz de producir nanopartículas con propiedades
ópticas y eléctricas óptimas, ideales para el desarrollo de sensores.
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