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CAPITULO |

Introduccion
Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia es un area multidisciplinaria que estudia los fendmenos observados
en estructuras y sistemas mesurables en escala nanométrica e investiga las
propiedades fisicas, quimicas o biologicas de estructuras a nivel atbmico, molecular,
o lo que es lo mismo, se encarga del estudio de las estructuras que tienen un tamafio
de entre 1y 100 nanémetros, convencionalmente un nanémetro se define como una
mil millonésima parte de un metro (10°m). Por lo tanto, los nanomateriales deben
tener en al menos una de sus dimensiones una de sus medidas dentro de esta
escala [1,2]. La nanotecnologia comprende el estudio, disefio, creacion, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través
del control de la materia a nanoescala, y la explotacion de fenémenos y propiedades
de la materia a nanoescala [3]. Estos materiales nanoestructurados son el objeto de
trabajo de la nanotecnologia, que comprende el disefio, la caracterizacion, la
produccion y la aplicacion de estas estructuras o sistemas, mediante el control de
la forma y el tamafio de la materia a escala nanométrica [2].

Durante las ultimas décadas, el estudio de diferentes nanoestructuras
metalicas ha experimentado un creciente interés entre los investigadores debido a
las propiedades fisicas y quimicas Unicas que poseen y a sus potenciales
aplicaciones en diferentes sectores de la industria. Las nanoparticulas de oro y
plata, por ejemplo, poseen propiedades que son de interés para aplicaciones que
van desde catalizadores, mejora de métodos diagnésticos, actividad antibacteriana
y entrega de farmacos, por mencionar algunos.

El desarrollo de estos materiales trae consigo la necesidad de apoyarse de
otras areas de investigacion como la ingenieria, la biologia, la bioquimica, entre
muchas otras, lo que convierte a este campo de investigacion en un campo

multidisciplinario.



La cadena de valor en la industria nanotecnoldgica

Una cadena de valor es un conjunto de actividades realizadas en una industria o
empresa para transformar los insumos primarios en productos y servicios finales.
Cada una de estas actividades aporta un valor econémico al producto final; de aqui
que se utilice el término cadena de valor como un conjunto interconectado de
actividades utiles para aportar valor o, dicho de otra forma, una cadena de valor son
los diferentes pasos por los que transita un producto, desde su disefio hasta el
consumidor final.

En este contexto, Lux Research una consultora financiera en
nanotecnologias, presentd en el afio 2004 una propuesta para la cadena de valor
en relacion a la nanotecnologia, donde identificé 3 diferentes etapas misma que fue
afios mas tarde modificada por Zayago y cols. quienes propusieron una cadena de
valor dividida en 4 etapas: nanoherramientas, hanomateriales, nanointermediarios,
y productos nanohabilitados [4,5] (v. figura 1.1). Donde las nanoherramientas son
instrumentos y equipo para manipular, visualizar, modelar materiales o
componentes en nanoescala. Los hanomateriales son materias primas en la escala
nanometrica con propiedades cuanticas y reactivas derivadas de su tamafio, y que
han sido parcialmente procesadas. Los nanointermediarios que son productos que
incorporan los nanomateriales y adquieren sus ventajas funcionales ejemplo de
ellos son algunos tipos de recubrimiento, cables superconductores o pinturas. Y
finalmente los productos nanohabilitados, son productos manufacturados finales
que se pueden adquirir en el mercado como automoviles, teléfonos celulares o

computadoras donde nanomateriales o nanointermediarios han sido incorporados.

Nanotecnologia e industria. Del contexto mundial a México

La nanotecnologia tuvo un surgimiento importante en la década de 1980 y el interés
por incursionar en la industria nanotecnolégica se increment6 de manera importante
a nivel mundial. A partir del afio 1990 organizaciones internacionales como el Banco
Mundial (BM) han estado promoviendo la estrategia de desarrollo conocida como
"economia del conocimiento”, en la que el desarrollo estd estrechamente
relacionado con la innovacién y las altas tecnologias y en este contexto la
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nanotecnologia se incorpord rapidamente como una de las areas estratégicas de
investigacion y desarrollo [6]. En 2019 a nivel mundial, se estim6 que existen
aproximadamente 40 empresas con una participacion realmente significativa en el

desarrollo de materiales nanoestructurados [7].

Durante la década del 2010, muchos paises latinoamericanos incluyeron a la
nanotecnologia (NT) como un area estratégica para fomentar la competitividad.

Nanocherramientas

Nanomateriales

Nanointermediarios

Productos
Nanohabilitados

Equipo y software Productos
para visualizar, intermedios con
manipular caracteristicas
y modelar de nanoescala
¥ ¥ ¥ ¥
Microscopios de DS cne e Recubrimientos Automdviles, ropa
fuerza atémica, nanotubos, quantum - o HLEEE R
nanoimpresion, dots. fabricados, chips, aviones,
litografia, R compo_nentes computa@oras,
Nanomanipuladores. e opticos consumibles,
’ electrénica,
dispositivos,
farmacéuticos,
alimentos
procesados,
contenedores
plasticos,
electrodomésticos

Figura 1.1. Diagrama de cadena de valor de la nanotecnologia. Fuente: Adaptado de E. Zayago
Lau et al. 2013

En América Latina paises como México, Brasil, Argentina, Uruguay, Ecuador,
Colombia, Peru y Venezuela empezaron a incursionar cada vez con mas fuerza en
sectores industriales nanotecnoldgicos [8].
2000-2010,

nanotecnologica y con ella vinieron avances importantes: Se cre0 la Red de

Durante los afos México implementd una politica
Nanociencia y Nanotecnologia (2009), se construyeron dos Laboratorios Nacionales
de Nanotecnologia (2007), y se desarrollaron parques de ciencia y tecnologia donde

estuvieran integrados las empresas, el gobierno y la academia. Para el afio 2010,
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diferentes programas de investigacion y desarrollo nanotecnoldgico se llevaban a
cabo en diferentes universidades o centros publicos de investigacion en México,
actualmente se destacan algunos de ellos con importantes areas de investigacion

en nanomateriales (v. tabla 1.1).

Tabla 1.1. Principales universidades o centros publicos de investigacion en nanomateriales en

México.
Universidad o Cetro de Area de Investigacion
Investigacién
Desarrollo de  materiales nanoestructurados como
Universidad Nacional catalizadores de mejora ambiental. Red interna de
Auténoma de México nanotecnologia (regina-red de grupos de investigacion en
nanociencias).
Cuenta con un Laboratorio de  Nanoestructuras
CINVESTAV Semiconductoras. También investigan fisica de nanoparticulas
en el campus de Mérida.
El Instituto Potosino de Estudio de las propiedades de los materiales
Investigacién Cientificay nanoestructurados. El IPYCyT participa del consorcio
Tecnoldgica (IPICyT) NANOFORUMEULA con la Unién Europea.
Benemérita Universidad Destaca en el area de semiconductores. Sede de la Red
Auténoma de Puebla Internacional de Nanociencia y Nanotecnologia
Universidad Auténoma de Laboratorio de Nanotecnologia e Ingenieria Molecular
México especializado en superficie de nanopatrticulas.
Universidad Auténoma de Laboratorio de Nanociencias con proyectos de aplicacion a la
Nuevo Ledn salud.
Centro de Investigacion en Micro y Nanotecnologia
Universidad Veracruzana Especializado en sensores magnéticos.
Universidad de Sonora Diferentes lineas de investigacion en hanomateriales.

En el afio 2012 el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
presento los resultados de la primera encuesta sobre Investigacion y Desarrollo
Tecnologico y Modulo sobre Actividades de Biotecnologia y Nanotecnologia
(ESIDET), donde identific6 un estimando de 188 empresas trabajando con
nanotecnologias en México [9]. Sin embargo, al ser sus fuentes confidenciales, no
se sabe qué tipo de compaiias eran las encuestadas, a qué sector de la industria
pertenecian o qué producto nanotecnoldgico se obtenia como resultado. Un afio
mas tarde, Zayago y Cols. publican los resultados de su primer censo sobre
industria nanotecnoldgica en México [5], encontrando alrededor de 100 empresas
distribuidas en diferentes entidades federativas, concentrandose un importante

namero de ellas en Nuevo Lebén y Ciudad de México, destacando el sector de



industria quimica con el 17% de las empresas nanotecnoldgicas ubicadas en este
sector. Donde ademas son clasificadas a partir de una cadena de valor
nanotecnologica.

Tres afios mas tarde, en 2016, Zayago y cols., presentaron un segundo
inventario de empresas nanotecnoldgicas en México, identificando un total de 139
empresas, con la mayor parte de estas (69% de total) ubicadas en las entidades
federativas de Ciudad de México y Nuevo Ledn. Hasta ese momento el sector de la
industria quimica seguia siendo el sector con el mayor numero de empresas
nanotecnoldgicas [10]. El trabajo publicado por Zayago y cols., nuevamente clasificd
a las empresas a partir de una cadena de valor ubicando 21 empresas en
nanomateriales, 41 empresas en produccion de nanointermediarios, 72 empresas
en productos nanohabilitados siendo el sector de la construccion el mas importante

y 5 empresas ubicadas en nanoherramientas.

Nanoparticulas. Generalidades

Las nanoparticulas (NP’s), de acuerdo con la definiciébn estandar de la Sociedad
Americana para Pruebas y Materiales (ASTM por sus siglas en inglés), son
particulas con longitudes que varian de 1 a 100 nandmetros en dos o tres
dimensiones y se comportan como una unidad completa en términos de su
transporte y propiedades [11].

En general, las NP’s se pueden sintetizar por métodos fisicos, quimicos y
biologicos (v. tabla 1.2). Sin embargo, los meétodos fisicos
pueden implicar costos primarios de inversion con relacion a equipo de trabajo que
suelen ser muy altos, por otra parte, los métodos quimicos pueden ser
potencialmente peligrosos para el medio ambiente debido a que implican el uso de
reactivos toxicos, mismos productos quimicos que pueden ser responsables de
diversos riesgos bioldgicos. Por lo tanto, se necesita una forma de sintesis que
reduzca la toxicidad de las nanoparticulas metalicas para permitir su uso en una
amplia gama de aplicaciones en la industria del sector salud y se ha sugerido que
esto podria lograrse utilizando métodos biologicos [12-14].



Las técnicas que utilizan reactivos de origen natural, como extractos de
plantas, hongos, azlcares, bacterias, polimeros biodegradables, entre otros, como
agentes reductores y estabilizantes podrian considerarse alternativas para la
sintesis de nanoparticulas metalicas [15—17]. En el caso concreto de la sintesis que
emplea como agentes reductores y estabilizantes extractos de plantas proporciona
ventajas sobre otros métodos, ya que son reacciones de un solo paso, de bajo
costo, amigables con el medio ambiente y relativamente reproducibles [18—20].

Para la sintesis quimica de nanoparticulas por reduccion y estabilizacion de
una sal metélica, se pueden emplear solventes polares o solventes organicos,
presentando cada entorno o solvente sus ventajas y desventajas Unicas pudiendo
este influir en la geometria y el tamafio de las particulas obtenidas [21-23], por
ejemplo, la sintesis de nanoparticulas metalicas en solventes organicos requiere un
esfuerzo considerable para desarrollar procesos que permitan obtener un tamafio y
geometria de particula especifico, el control de estos parametros por ejemplo resulta
muy importante cuando trabajamos nanoestructuras con aplicaciones biomédicas
[24,25]. En este contexto, la transferencia de fase de nanoparticulas permitiria tomar
ventaja de la sintesis de NP’s en solventes acuosos para ser posteriormente
transferidas a diferentes solventes polares y de esta manera maximizar sus
potenciales aplicaciones. La necesidad de utilizar estos métodos de transferencia
de nanoparticulas metélicas entre solventes polares y no polares radica en poder
tomar ventaja del proceso de sintesis, que se traduciria en un control favorable del
tamafio y la morfologia de la particula de interés. Diversos procedimientos de
preparacion en solventes polares o solventes organicos se encuentran bien

descritos en la literatura [15,26].



Tabla 1.2. Métodos cominmente utilizados en la sintesis de nanoparticulas metalicas.

METODOS COMUNMENTE UTILIZADOS EN LA SINTESIS DE

NANOPARTICULAS METALICAS

Fisicos QuiMICOS BIOLOGICOS

REDUCCION POR

MECANICOS - 5
SO-ERECIEITACION EXTRACTO DE PLANTAS
DEPOSITO DE VAPOR SOL GEL ; z
METODOS ENZIMATICOS
ELECTRODEPOSITO MICROEMULSION REDUCCION INTRACELULAR
POR BACTERIAS
TECNICA DE HAZ DE IONES SINTESIS HIDROTERMAL
REDUCCION EXTRACELULAR
CRECIMIENTO EPITAXIAL SONOQUIMICA

. POR BACTERIAS
POR HAZ MOLECULAR

REDUCCION DE LA SAL SINTESIS MEDIADA POR
METALICA HONGOS

Fuente: A.B. Moghaddam, F. Namvar, M. Moniri, P. Tahir, S. Azizi, R. Mohamad, Nanoparticles

Biosynthesized by Fungi and Yeast: A Review of Their Preparation, Properties, and Medical
Applications, Molecules. 20 (2015) 16540-16565. doi:10.3390/molecules200916540.

Existen numerosos protocolos con una considerable variedad de ligandos
utilizados para la transferencia de fase entre diferentes solventes, la transferencia
de fase de nanoparticulas metalicas de solventes polares a no polares se ha llevado
a cabo exitosamente utilizando liquidos i6nicos, grupos hidroxilo fendlicos, ligandos
tiolados, etc., [23,27-30].

Nanoparticulas metalicas de oro.

Las nanoparticulas metéalicas son particulas que tienen al menos una de sus
dimensiones dentro de la escala nanométrica. El oro coloidal, también conocido

como nanoparticulas de oro, es una suspension (o coloide) de particulas de oro de
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tamafio nanométrico. Estas nanoparticulas tienen interesantes propiedades oOpticas
que se deben a su interaccion unica con la luz [31]. En presencia de un campo
electromagnético oscilante, los electrones libres de las nanoparticulas metélicas
experimentan una oscilacién con respecto a la red metélica [32,33]. Este proceso
resuena a una frecuencia particular de la luz y se denomina plasmén de resonancia
de superficie localizada (LSPR por sus siglas en inglés). Después de la absorcion,
el plasmon superficial se desintegra radiativamente, 1o que produce dispersion de la
luz o de forma no radiativa al convertir la luz absorbida en calor. Esto se puede
visualizar cuando realizamos un estudio de espectroscopia de ultravioleta visible
(UV-vis) para nanoesferas de oro con un tamafo de particula de alrededor de 10
nm de diametro, las cuales tienen una fuerte absorcién maxima del espectro de Uv-
vis de alrededor de 520 nm en solucion acuosa debido a su LSPR. Estas
nanoparticulas muestran un cambio o desplazamiento de la longitud de onda
méaxima de absorcién a medida que se presenta un incremento de su tamafo debido
a que ese incremento de tamafio genera un retraso electromagnético de la
absorcion cuando las particulas son mas grandes. Ademas, las propiedades y
aplicaciones de las nanoparticulas de oro coloidal también dependen de su
geometria [34,35].

El método utilizado mas frecuentemente para la sintesis de nanoparticulas
de oro esféricas monodispersas fue propuesto por primera vez por Turkevich et al.,
en 1951 y luego refinado por Frens et al., en 1973 [36,37]. Este método utiliza la
reduccion quimica de sales de oro como el tetracloroaurato de hidrégeno (HAuCls)
utilizando citrato de sodio como agente reductor. La sintesis produce nanoparticulas
de oro esféricas monodispersas en el rango de 10-20 nm de diametro. Brown y
Natan informaron la sintesis de nanoparticulas de oro mas grandes con didmetros
entre 30 y 100 nm mediante la reaccion de Au3* e hidroxilamina [38]. Investigaciones
posteriores condujeron a la modificacion de la forma de estas nanoparticulas de oro
dando como resultado barras, primas, nanoestructuras poligonales y particulas
esféricas [39—-41].



Mecanismos de reaccion para la formacion de nanoparticulas de oro.

Método de formacién con citrato

El método de sintesis propuesto por Frens et al. en los afios de 1970, se convirtid
en uno de los métodos de sintesis mas utilizados actualmente [37]. Aunque la
mayoria de las reacciones que ocurren durante la formacion de nanoparticulas y los
intermediarios formados en el proceso se conocen, algunos de los fenémenos que

ocurren durante la sintesis aun no se comprenden completamente.

Brevemente, el periodo de reaccién previo a la nucleacion de las particulas
de oro esta asociado con la formacion de productos de oxidacion del citrato, como
la acetona-1,3-dicarboxilato. Los iones de Au®* se reducen en solucién por la
presencia del citrato a Au*, que forma un complejo multimolecular con la acetona-
1,3-dicarboxilato. EI complejo se desproporciona formando atomos de oro. Estos
atomos adsorben Au* y por complejacién con la acetona-1,3-dicarboxilato, forman
grandes agregados. Una mayor desproporcion conduce a la formacién de aln
mayores agregados de atomos de oro. Cuando el tamafio del agregado alcanza un
valor critico, se forma un nacleo de atomos de oro. Los &tomos de oro producidos
por desproporcidén son absorbidos por la particula, o que resulta en su crecimiento.
El equilibrio entre la velocidad de nucleacion y la degradacion de la acetona-1,3-
dicarboxilato es lo que determina el tamafio de particula en el proceso de sintesis.
Es esta caracteristica la que puede explicar la dependencia inusual del tamafio
medio de particula de la relacion de concentracion de citrato a sal de oro. También
se encuentra que la coagulacion juega un papel importante en la determinacion del

tamafio de particula a altas concentraciones de citrato [42,43].

Nanoparticulas metalicas de plata.

Las nanoparticulas de plata debido a sus propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas,
han atraido la atencion de diversos investigadores académicos, propiedades como
su alta conductividad térmica y eléctrica, su estabilidad quimica, su actividad

catalitica, entre otras, las han colocado como parte de los materiales que podrian



ser utilizados en campos como la electrénica o en sectores de la industria como el
sector salud [44].

Las nanoparticulas metalicas de plata han sido reconocidas por sus
propiedades antimicrobianas contra bacterias, hongos y virus y es debido a esta
propiedad que se investigan para ser utilizadas en productos comerciales de uso
diario, como plasticos, envases de alimentos, jabones y textiles, entre otros [45,46]
Su importancia se puede juzgar por el hecho de que estas particulas pueden ser
utilizadas en diversas formas por ejemplo, se puede incorporar a esmaltes,
revestimientos y pinturas, entre muchos otros materiales [47].

Los métodos de sintesis de nanoparticulas de plata mas utilizados son los
métodos quimicos por reduccion de una sal metdlica, debido a la facilidad para
sintetizarlos en solucién con posibilidad de variar su tamafo y su morfologia.
Normalmente la sintesis de nanoparticulas de plata por métodos quimicos se basa
en tres factores: el precursor de Ag, el o los agentes reductores y el agente
estabilizador [48].

Junto con los métodos quimicos, varias técnicas alternativas también se han
desarrollado. Los métodos fisicos generalmente son técnicas que tienen como
inconvenientes mas comunes un mayor requerimiento de energia y tiempo, aplican
presién mecdnica, radiaciones de alta energia, energia térmica o energia eléctrica
para causar abrasion, fusién, evaporacién o condensacion del material para generar
nanoparticulas, ejemplo de ello son los métodos de evaporacion y condensacion o
descomposicion térmica. Estos métodos aunque son ventajosos ya que estan libres
de contaminacién por solventes y producen particulas monodispersas tienen el
inconveniente de ser procesos econdmicamente costosos [49].

Las nanoparticulas de plata también presentan un plasmén de resonancia de
superficie localizada que se puede visualizar cuando realizamos un estudio de
espectroscopia de UV-vis para nanoesferas de plata con un tamafio de particula de
alrededor de 40 nm de diametro, las cuales tienen una fuerte absorcion maxima del
espectro de Uv-vis de alrededor de 430 nm en solucién acuosa debido a su LSPR
[50].
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Mecanismo de reaccion para la formacién de nanoparticulas de plata

Actualmente el mecanismo de reaccién para la formacion de nanoparticulas de plata
no esta claramente establecido. EI mecanismo de formacion de nanoparticulas
metalicas consta principalmente de tres etapas: reduccion de iones, agrupamiento
para la formacion de nucleos y crecimiento de las nanoparticulas. Las
caracteristicas de cada etapa dependen de la naturaleza del agente reductor, su

concentracion, la concentracion de la sal metalica (AgNO3), entre otros factores.

En términos generales el mecanismo de crecimiento se puede dividir en
cuatro pasos. El paso inicial es la rapida reduccion del precursor de plata. En un
segundo paso, estos atomos metalicos reducidos forman dimeros, trimeros, etc.
estos grupos / nanopatrticulas coalescen ain mas hasta que las particulas adquieren
cierta estabilidad lo que detiene el proceso de coalescencia. Estos dos pasos
ocurren dentro de los primeros segundos del proceso de sintesis, después de lo
cual las particulas tienen un tamafio de alrededor de 2 a 3 nm de radio. El tercer
paso describe una fase intermedia de estabilidad en la que las particulas mas
grandes de 1 nm ya no estan creciendo en radio. En cierto punto de la sintesis o
punto de conmutacion, la estabilidad coloidal disminuye abruptamente. Este cambio
de estabilidad electrostatica es muy probable que este correlacionado con la
hidrolisis de borohidruro e induce un mayor crecimiento debido a la coalescencia y
eventualmente se producen las nanoparticulas. Esto comprende el cuarto y ultimo

paso de la sintesis. Después de este cuarto paso, las particulas son estables [51].

Nanoparticulas metalicas por métodos de sintesis bioldgicos

La quimica verde en la sintesis de nanoparticulas metalicas aborda mdultiples
desafios, trabajar con procesos y productos quimicos mediante la utilizacion de
extractos obtenidos a partir de diferentes plantas, sugiere que se podrian maximizar
los productos deseados y minimizar los subproductos, asi como el disefio de nuevas
estrategias sintéticas que simplificarian operaciones en producciones quimicas y la
busqueda de solventes verdes que sean ambiental y ecolégicamente benignos.

El uso de materiales eco-amigables y biodegradables en la produccion de

nanoparticulas metalicas es importante para las aplicaciones farmacéuticas y
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biomédicas, entre otras. La generacion de nanoparticulas con frecuencia requiere
de agentes reductores quimicos que pueden resultar téxicos como el borohidruro y
la hidracina de sodio respectivamente, agentes estabilizantes como el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y en algunos casos de solventes organicos volatiles
como el tolueno o el cloroformo. Aunque estos métodos pueden producir
exitosamente nanoparticulas metalicas puras y bien definidas, el material y los
costos de produccion pueden ser nocivos para la salud y el medio ambiente, por lo
gue es necesario desarrollar alternativas mas rentables y benignas con caracter de

urgencia.

Sintesis verde de nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas.

Durante los ultimos afios numerosos trabajos reportaron en la literatura métodos de
sintesis verde para la elaboracion de NP’s metalicas utilizando como agentes
reductores y estabilizantes de particulas el empleo de extractos obtenidos de
diferentes plantas [52-54], asistida por bacterias [55,56], hongos [57-59], levaduras
[12,60,61], entre otros, demostrando que estos métodos resultan efectivos en la
reduccion de los iones metalicos con la consecuente formacion de las NP’s
metalicas, si lo comparamos con las particulas que se obtienen por métodos de
reduccion quimica [62]. La reduccion del ion metélico es posible debido a los
metabolitos propios de cada organismo [63].

Sin embargo, el uso de microorganismos como bacterias u hongos requiere
cuidados especiales, a veces complejos y que conllevan a numerosos pasos previos
a la obtenciéon de las moléculas o entidades de interés bioldgico, que ademas
pueden resultar costosos cuando se tiene la necesidad de cultivar, aislar y crecer
estos microorganismos [59].

En el caso particular de las plantas como sistema bioldgico empleado en la
formacion de nanoparticulas, es posible utilizar compuestos naturales extraidos de
diferentes partes de esta como son el tallo, la raiz, el fruto, las semillas, las cascaras,
las hojas y la flor [64,65]. Los extractos obtenidos a partir de ellas contienen una
variedad muy amplia de metabolitos como proteinas, azucares, aminoacidos,

enzimas, aldehidos, entre otros, los cuales participan en la reduccién de los iones
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metalicos y su estabilizacion. Estas moléculas se adhieren a través de enlaces
quimicos o por adsorcion fisica formando una capa protectora en la superficie de
las nanoparticulas metalicas, manteniéndolas estables en la solucion y evitando asi
Su agregacion y precipitacion [66—68]. La reaccion quimica utilizando extractos de
plantas es relativamente sencilla, una vez preparado el extracto este se adiciona a
la sal metélica en solucion a temperatura ambiente y la reaccién se completa en
algunos casos en cuestion de minutos [69-72] (v. figura 1.2, figura 1.3).

En todos los casos, se siga un protocolo de sintesis verde o no, es importante
conocer la concentracion de la sal metdlica, las condiciones de temperatura, el pH
de las soluciones y, cuando se trabaja sintesis verde a través de la obtencién de
extractos de plantas, es importante registrar el tiempo de recoleccion, la(s) parte(s)
de la planta que se van a utilizar, el método de extraccion de los metabolitos, entre

otros parametros [59,64,73].

Agentes Establibizadores

Acido citrico, proteinas extracelulares, enzimas,

aminas, acidos carboxilicos, péptidos, etc.

Agentes
Reductores
Aldehidos —
Flavonoides
Terpenos O
Saponinas O .
Proteinas .
Aminaacidos . .
Carbohidratos w
Alcoholes
NADP reductasa Extracto Sal metalica en solucion Nucleacion, crecimiento y
estabilizacion de
particulas

M.S. Akhtar, J. Panwar, S. Pilani, Y. Yun, Biogenic synthesis of metallic nanoparticles by plant extracts, (2013).

Figura 1.2 Esquema general de formacion de nanoparticulas metdlicas por reduccion y

estabilizacion con un extracto acuoso de una planta.
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Figura 1.3 Representacién esquematica de los metabolitos primarios y secundarios mas abundantes

de las plantas.

Mecanismo de reaccion de sintesis de nanoparticulas con extractos

Nanoparticulas de oro

Los extractos de plantas han demostrado tener un tremendo potencial para la
sintesis de AuNPs debido a sus caracteristicas ecoldgicas, rentables y renovables.
Las moléculas bioactivas presentes en estos extractos juegan un papel importante
en la direccion de la eficiencia bioldgica y catalitica de las nanoparticulas para sus
diversas aplicaciones industriales [20,62]. Numerosos esfuerzos para explicar la
formacion de nanoparticulas utilizando extractos de plantas han sido llevados a
cabo por diversos investigadores; sin embargo, el mecanismo de reaccién exacto
aun no se ha explicado completamente debido a la naturaleza compleja de los

biocompuestos implicados en la reaccion.

Actualmente se sabe que las plantas que contienen una mayor cantidad de

compuestos fendlicos muestran una alta actividad antioxidante. Estos compuestos
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poseen una excelente capacidad quelante y una buena tendencia a donar
electrones [37].

Los compuestos fendlicos interactian con los iones Au*® debido a su
extraordinaria capacidad de union y liberacion de electrones, reduciendo asi al ion
Au*® a AU®. Se ha propuesto la formacién de un complejo durante la reduccion de
los iones Au*3 que pudiera llevar a la formacién de quinonas y a la consecuente
formacion de las AuNPs. Las quinonas pueden adherirse a la superficie de las
nanoparticulas a través de grupos carbonilo y generar fuerzas repulsivas, que
impidan la agregacion de estas y mejorar su estabilidad coloidal durante largos
periodos de tiempo [74,75].

Por otra parte diversos estudios han informado también la contribucion
colectiva de grupos hidroxilo y carbonilo de compuestos flavonoides en la
estabilizacion de las nanoparticulas durante un largo periodo de tiempo [76]. Se ha
propuesto que la eficacia estabilizadora de los flavonoides en la biorreduccién de
iones metdlicos depende del numero de grupos hidroxilo y carbonilo presentes en
los anillos de estos flavonoides y que estos grupos estén disponibles para donar
electrones. Se ha informado que las quinonas actiian como agentes de biocapa que
se unen a las AuNPs a través de grupos carbonilo cargados. Por tanto, un
mecanismo de reaccidn para la sintesis de AuNPs utilizando flavonoides, podria
proponer que los iones de oro se reducen y forman semiquinonas por oxidacion de
catequina. Las semiquinonas se oxidan alun mas para producir quinonas estables,
que cubren la superficie de atomos de oro reducidos a través de grupos carbonilo
cargados negativamente formados debido a la oxidacion de grupos hidroxilo. Los
electrones generados durante la conversion de enol a quinonoide se han propuesto

como responsables de reducir los iones Au*3 a Au°[77].

Nanoparticulas de plata

Actualmente no se conoce a ciencia cierta el mecanismo que explique la formacion
de nanoparticulas de plata utilizando como agentes reductores y estabilizantes
extractos de plantas. De manera general se sabe que el mecanismo de formacién

de nanoparticulas consta principalmente de tres etapas: reduccion de iones,
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formacién de nudcleos y crecimiento de nanoparticulas [78]. Las caracteristicas de
cada etapa dependen de la naturaleza del agente reductor, su concentracion, etc.
Segun algunos investigadores, cuando se utilizan extractos de plantas, los grupos -
OH presentes en moléculas como los flavonoides pueden ser responsables de la
reduccion de iones de plata a AQNPs. Es posible que la transformacién tautomérica
de flavonoides a partir de la forma endlica a la forma ceto puede liberar un atomo
de hidrégeno reactivo que reduce los iones de plata a nanoparticulas de plata. Se
ha informado que la quercetina tiene un alto potencial de reduccion, por lo tanto,

actlia como agente reductor [75,78-80].

Cambio de fase

Los diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas tienen sus propias ventajas y
desventajas, por ejemplo, en el caso del tipo de morfologia de nanoparticulas, las
nanovarillas, nanoesferas, nanocubos, nanoprismas, etc., se pueden obtener a
través de métodos de sintesis quimica en entornos polares y no polares [81,82]. Los
protocolos de sintesis en solventes organicos se basan en la transferencia de iones
metalicos en la fase acuosa a través de moléculas de transferencia de fase con la
posterior reduccion de los iones metalicos en la fase organica en presencia de
agentes reductores [83]. Este método proporciona un buen control sobre el tamafio
y la monodispersidad de las nanoparticulas, pero muy poco control sobre por
ejemplo, la morfologia de las mismas, es por ello que a través de los afios se ha
buscado desarrollar procedimientos en los que sean las propias nanoparticulas
metalicas y no los iones metalicos los que se transfieran de la fase acuosa a la fase
organica, con el fin de maximizar las ventajas que ofrecen estos entornos basados

en el procesamiento y en las consideraciones para sus aplicaciones.

El método de Brust-Schiffrin es uno de los métodos mas antiguos utilizado
para la transferencia de fase de iones metalicos presentes en una fase acuosa a
una fase organica para su posterior reduccién y formacion de nanoparticulas. En
este enfoque de dos pasos, los iones por ejemplo de oro en una solucién acuosa se
extraen primero a una fase organica, por ejemplo, tolueno, utilizando bromuro de

tetraoctilamonio (TOAB) como agente de transferencia de fase. La transferencia de
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iones metalicos es facilitada por la atraccion electrostatica entre los aniones de
tetraoctilamonio cargados positivamente y los cationes por ejemplo
tetracloroauricos cargados negativamente. Subsecuente las reacciones de
reduccion tienen lugar en la solucion organica utilizando una solucién acuosa de

NaBHa4 en presencia de un alcanotiol, produciendo asi las nanoparticulas [83,84].

Modificaciones posteriores a este método incluyen el uso de diferentes
moléculas como alcanetioles de variadas longitudes, tioles aromaticos, disulfuros

de dialquilo, entre otras.

Otras propuestas se basan en lugar de transferir iones metalicos de una
solucién acuosa a un medio orgénico seguido de la reaccion de reduccion, en la
posibilidad de una transferencia de fase que implica el intercambio de ligandos y
que aprovecha la sintesis de nanoparticulas con las propiedades y grupos
funcionales deseados [23,84]. Las nanoparticulas se preparan primero en las
condiciones optimizadas y luego se someten a intercambio de ligandos para realizar
la transferencia de fase de la solucion acuosa a medios organicos, 0 viceversa.
Aunque este enfoque implica un proceso de dos pasos y emplea agentes
estabilizantes adicionales, ha proporcionado un mayor control del tamafo, forma y
dispersidad de las particulas. En 1992 Hidefumi Hirai y Hotaka Aizawa reportaron
uno de los primeros trabajos de transferencia de fase de nanoparticulas metélicas
en solucion acuosa a un solvente organico y un afio mas tarde en 1993, reportando
la preparacion de dispersiones estables de oro coloidal en n-hexano y ciclohexano
por transferencia de nanoparticulas de oro de una fase acuosa a una fase de n-
hexano y a una fase de ciclohexano, respectivamente, utilizando para ello cloruro
de magnesio afiadido a la emulsién de hexano en la solucion acuosa de oro con
oleato de sodio [85,86]. La transferencia de fase de nanoparticulas de plata de

soluciones acuosas a organicas se ha llevado a cabo utilizando 1-aminooctadecano.
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Técnicas de caracterizaciéon

El desarrollo de la nanotecnologia en diversas areas de investigacion condujo a la
necesidad de utilizar técnicas analiticas para el andlisis y la caracterizacion de
nanomateriales. Diferentes técnicas de caracterizacion estan actualmente
disponibles, como microscopicos, espectroscopios, entre otros. Las nanoparticulas
generalmente se caracterizan por su distribucion de tamafio, morfologia,
propiedades superficiales, estabilidad e interacciones. Las principales técnicas de
caracterizacion de nanoparticulas en general son espectroscopia de Ultravioleta
visible, espectroscopia (XPS), espectroscopia infrarroja, potencial zeta, microscopia
electronica de barrido (SEM) Microscopia de transmision por electrones (TEM),
Dispersion dinamica de luz (DLS). Entre muchas otras técnicas disponibles.

Dispersion dinamica de Luz.

La Dispersién Dinamica de la Luz (DLS) es una de las técnicas mas utilizadas
para determinar el coeficiente de difusion, radio hidrodinamico, radio de giro y
polidispersion de particulas o agregados en suspension. La dispersion de la luz
puede ser medida en estado estacionario en un espectrofluorimetro, o de forma
dindmica en un instrumento equipado con un laser [87].

La técnica DLS se basa en hacer incidir un haz de radiacién de longitud de
onda A y vector de onda g — 27N sobre una muestra con particulas en movimiento.
Al interactuar la radiaciéon con/}as particulas una parte de la energia es absorbida,
otra es transmitida sin modificacion del vector de onda incidente y otra es dispersada

en todo el espacio.

La luz dispersada a un cierto angulo es colectada por un detector
(fotomultiplicador). Estudiando la dispersion de la muestra suponiendo que la
energia incidente es igual a la energia transmitida y correlacionando las
intensidades de dispersion a diferentes tiempos se construye una funcion de
correlacion. La funcion de correlacion puede ser ajustada por un modelo fisico
acorde al tipo de particulas o estructuras presentes en la muestra para determinar

el coeficiente de difusion, la distribucion de tamafios y la polidispersion. En términos
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generales todos los equipos de dispersibn de luz contienen los mismos
componentes como son: una fuente de radiacion, un detector situado al &ngulo de
dispersion y un correlador digital que conjuntamente con un software especifico,
permiten obtener de primer orden la intensidad de luz dispersada a cada angulo. En
el andlisis de dispersion de luz dinamica el movimiento browniano de las particulas
induce un ensanchamiento del espectro lo que se relaciona con la forma y tamafio
de las particulas. La dispersion de luz dinamica es uno de los métodos mas
empleados para estimar el radio hidrodinAmico promedio de particulas en
suspensioén y su indice de polidispersidad, cubriendo un rango desde unos pocos
nandémetros hasta um [88].

Potencial zeta

El potencial zeta indica la carga neta que hay en la superficie de una
particula. El desarrollo de la carga neta en la superficie de una particula afecta a la
distribucion de los iones en la region interfacial que rodea, lo que resulta en un
aumento de la concentracion de iones (iones de carga opuesta a la de la particula)
cerca de la superficie. Por lo tanto, existe una capa doble eléctrica alrededor de

cada particula.

La capa de liquido que rodea la particula se divide en dos regiones, una
llamada capa de Stern, donde los iones estan fuertemente unidos y una regién
exterior difusa en la que estan sujetos con menos firmeza. Dentro de la capa difusa
hay un limite tedrico en el cual los iones y particulas forman una entidad estable.
Cuando una particula se mueve (debido a la gravedad), los iones dentro de los
limites se mueven con él, pero los iones mas alla de la frontera no viajan con la

particula. Este limite se denomina superficie de cizallamiento hidrodinamico.

El potencial que existe en este limite se conoce como potencial zeta, que es
la carga global que adquiere una particula en un medio particular. La magnitud del
potencial zeta es un parametro que se utiliza para conocer la estabilidad potencial
de un sistema coloidal. Un sistema coloidal estable es cuando uno de los tres
estados de la materia: gaseoso, liquido y sdlido, estan finamente disperso uno en

otro. Entre mayor es el valor absoluto del valor del potencial zeta (cargas negativas
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0 positivas), las particulas en suspension tienden a repelerse entre si y no hay
tendencia a agregarse y flocular. En cambio, si las particulas tienen valores de
potencial zeta bajos, no hay fuerzas de atraccion para impedir que las particulas se
unan y entonces se agregan y floculan. Generalmente un sistema coloidal se
considera estable cuando los valores de potencial zeta absolutos superan 20 mV
[88].

Microscopia

La microscopia es una herramienta importante para la caracterizacion de la
estructura de los nanomateriales, esta técnica de formacion de imagenes se puede
utilizar para examinar de forma detallada, el tamafio y distribucion de micro y
nanoparticulas metdlicas. Hay diferentes clases disponibles de técnicas de
microscopia, como la microscopia optica tradicional, barrido electronico microscopia
(SEM), microscopia electronica de transmision (TEM) y microscopia de sonda de
barrido (SPM), entre otros

Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica valiosa para el
examen y analisis de las caracteristicas microestructurales de los objetos solidos,
con una resolucion de 5 nm. La microscopia SEM es una herramienta que puede
proporcionar informacion de la composicion de nanomateriales, ademas de que
permite la observacion de materiales organicos e inorganicos heterogéneos en
escala mesoscopica. En un experimento tipico de SEM, un haz de electrones se
enfoca para obtener un tamafio de haz de electrones muy fino que se hace insidir
sobre la superficie, y un detector apropiado que recoge los electrones emitidos
desde cada punto. De esta forma, una imagen con una gran profundidad de campo
y una notable apariencia tridimensional se construye linea por linea. La muestra
suele ser recubierta con una pelicula conductora antes del examen para mejorar la

conductividad electrénica y, por lo tanto, mejorar el contraste de la imagen.

El microscopio electronico de barrido es capaz de generar imagenes en
condiciones de alto vacio, para ello consta de un cafion de electrones en la parte

superior que crea un haz de electrones divergentes, estos pasan a través de una
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columna que se encuentra al vacio, donde una serie de aperturas electromagnéticas
conducen y enfocan el haz de electrones, posteriormente un campo electrostatico
impulsa los electrones a través de un pequefio punto llamado cruce donde se
aceleran atravesando la columna hasta la camara de muestra, a través de un
sistema de deflexion el haz de electrones se mueve en forma de zig zag realizando
el barrido de la muestra. Las sefiales resultantes de la interaccién haz-muestra son
finalmente, construidas como una imagen virtual a partir de la sefial emitida por la
muestra. Esto se logra escaneando el haz de electrones linea por linea a través de
un patrén rectangular en la superficie de la muestra. El patrén de escaneo define el
area representada en la imagen. En cualquier momento, el rayo ilumina sol6 un
punto en el patron. A medida que el rayo se mueve de un punto a otro, las sefiales

gue genera varian en intensidad, reflejando diferencias en la muestra [89].

Espectroscopia de Ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica donde una molécula
absorbe una longitud de onda de luz especifica, después de lo cual un electrén se
excita a un nivel de energia méas alto. Se utilizan dos tipos de longitudes de onda,
un haz de referencia que no interactiia con el nanomaterial y otro que se ha elegido
especificamente para excitar el material. Luego, el detector registra la relacion entre
estos dos haces de luz y determina la concentracion del nanomaterial. Esto es
posible porque, cuando el nanomaterial (0 molécula, nanoparticula, etc.) esta
absorbiendo la luz, la intensidad de la transmisién de esta se reduce, y luego se

puede utilizar de manera cuantitativa.

Dado que el nanomaterial debe disolverse en un disolvente para que se lleve
a cabo el andlisis, la espectroscopia de UV-Vis tiene aplicaciones limitadas en
nanotecnologia en comparacion con otras técnicas, pero se utiliza con bastante
frecuencia para nanoparticulas en suspensiéon. Ademas de determinar la
concentracion de una suspension de nanoparticulas, esta técnica también puede
utilizarse para determinar las propiedades de absorcion del color de las

nanoparticulas metalicas (a través del plasmén resonancia de superficie), asi como
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las propiedades de absorcion, difusion y liberaciobn de las nanoparticulas /

nanomateriales [90]

Transformada de Fourier para infrarrojo (FT-IR)

El analisis de una muestra por FT-IR provee como resultado un espectro de
absorcion de infrarrojo el cual proporciona informacion de la estructura y
concentracion molecular. Todas las moléculas pueden manifestar una serie de
bandas de absorcién, cada banda corresponde con un movimiento de vibracion de
un enlace especifico dentro de la molécula, a este conjunto de sefiales se les
conoce como la "huella dactilar" del compuesto. La mayoria de los componentes de
un enlace quimico tienen movimientos vibracionales con frecuencias dentro del
infrarrojo medio (4000 a 650 cm™), moléculas tales como lipidos, proteinas,
carbohidratos, acidos nucleicos y otras presentes en una muestra bioldgica tienen
cada una un espectro de infrarrojo especifico. La radiacion es absorbida por un
enlace cuando la frecuencia vibracional de la onda electromagnética usada es la
misma que la del propio enlace, haciendo posible la asignacion de picos de
absorcién a grupos funcionales especificos. Estructuras quimicas grandes como es
el caso de las biomoléculas tienen picos de absorcion predecibles, los cuales
pueden variar ligeramente dependiendo de las distintas interacciones moleculares
y propiedades fisicas de las muestras. El nimero de onda absorbida por un enlace
vibracional depende de los &tomos que forman el enlace, el tipo de enlace formado

y el tipo de vibracién inter e intramolecular [91].
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Objetivos Generales y Especificos

Objetivo general

El objetivo principal del presente trabajo es:

1. Modificar la superficie de nanoparticulas de oro y plata mediante ligandos
gue permitan la transferencia de estas nanoparticulas de fase acuosa a fase
organica.

2. Sintetizar nanoparticulas de oro y plata siguiendo los principios basicos de la
sintesis o quimica verdes utilizando un extracto acuoso de hojas de palo

verde (Parkinsonia florida).

Objetivos especificos

1. Sintetizar un ligando basado en acido oleico que permita su acoplamiento a
nanoparticulas de oro y de plata.

2. Probar la efectividad del ligando en la transferencia de fase usando
nanoparticulas de oro y plata sintetizadas por técnicas convencionales.
Preparar un extracto acuoso utilizando la planta Parkinsonia florida.

4. Evaluar la efectividad del extracto para la sintesis de nanoparticulas de oro y
de plata.

5. Evaluar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de plata obtenidas con

el extracto.
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CAPITULO Il

Transferencia en fase acuosa-organica de nanoparticulas de oro y plata

usando acido oleico modificado con tiol

Introduccién

Las nanoparticulas metalicas son de gran interés debido a sus propiedades
fisicoquimicas, lo que las hace adecuadas para una amplia gama de aplicaciones
industriales. En este sentido, las nanoparticulas de oro son una de las particulas
metalicas mas estables que ofrece caracteristicas que incluyen propiedades
electronicas, magnéticas y oOpticas relacionadas con el tamafio de particula, son
biocompatibles, poseen una baja citotoxicidad, es posible utilizarlas en mdultiples
tipos de ensamblaje y funcionalizarlas en su superficie para utilizaras una amplia
gama de aplicaciones biomédicas [92,93]. Asi mismo, las nanoparticulas de plata
presentan propiedades Opticas, electrénicas y antibacterianas que dependen de su
geometria, distribuciébn de tamafio y entorno fisicoquimico, lo que las hace
adecuadas para importante de aplicaciones industriales [2,46].

Estas nanoparticulas pueden sintetizarse en solventes polares y no polares
presentando cada uno sus ventajas y desventajas y cuyas propiedades pueden
afectar desde la morfologia, tamafio de particula hasta sus potenciales aplicaciones
[21,57,94]. Sin embargo, en general, la sintesis de nanoparticulas metélicas en
disolventes organicos es muy sensible y, por lo tanto, requiere un esfuerzo
considerable para desarrollar procesos que resulten convenientes para manipular
de manera controlada el tamafio y forma que se desea obtener, mientras que la
sintesis de aquellas nanoparticulas en soluciones acuosas proporcionan la ventaja
de controlar de manera exitosa el crecimiento y morfologia de las particulas y es
posible encontrar numerosos procedimientos de preparacion bien definidos en la
literatura [13,49,95,96]. En este contexto, la transferencia de nanoparticulas de oro
entre solventes polares y no polares es necesaria para obtener las ventajas del
proceso de fabricacion que ofrece la sintesis en solventes polares. La transferencia
de fase de nanoparticulas de oro de disolventes polares a no polares se ha

estudiado utilizando liquidos iénicos [96], grupos hidroxilo fendlicos [29], ligandos
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tiol [27,97], etc. Existen varios informes que presentan muchas metodologias
particulares que se han establecido para la transferencia de fase de nanoparticulas
metalicas desde una fase acuosa a un medio organico o viceversa [98]. Para los
casos en que el uso de un ligando se aplica en la transferencia de fase de
nanoparticulas metélicas, también hay informes que muestran los ligandos de
modificacion de superficie de uso comun [99]. El &cido oleico (OA) se ha utilizado
como un ligando para la transferencia de fase de nanoparticulas de 6xido de
hierro[28] y nanoparticulas de plata [100]. También se ha utilizado para sintetizar
nanoparticulas de oro recubiertas con acido oleico [101].

En este capitulo se presenta un trabajo que tiene como objetivo estudiar la
sintesis de un ligando de tiol preparado a través de la modificacion del acido oleico
con 2-aminoetanotiol, y la transferencia de fase acuosa-organica de nanoparticulas
metélicas usando este ligando, con un enfoque particular en nanoparticulas de oro
y plata. Sin embargo, las estrategias propuestas podrian ser de naturaleza general

y funcionar de manera similar a otras nanoparticulas metalicas.

Materiales y métodos

Materiales

El Citrato de Sodio (citrato de Nas), acido tetraclorodurico 11l (HAuCls), nitrato de
plata (AgNOs3), acido ascorbico y el clorhidrato de hidroxilamina se compraron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El OA fue adquirido de Fermont (Monterrey,
NL, México). N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) se compré a Alsa Aesar (Ward
Hill, MA, EE. UU.). DCM se adquirié de Fisher Scientific Inc. (Fair Lawn, NJ, EE.
UU.). El 2-aminoetanotiol se adquiri6 de TCI (Portland, OR, EE. UU.). Otros

reactivos fueron de grado analitico.

Preparacion de acido oleico tiolado (OAS)

La modificacion de OA con 2-aminoetanotiol se realiz6 después de una reaccion de
acoplamiento comun encontrada en la literatura [102], misma que se presenta en la
figura 2.1. Brevemente, 3.54 mmol de OA y 3.54 mmol de DCC se disolvieron en

metanol (otros disolventes como dimetil sulféxido también podrian ser utilizados). A
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continuacion, se afiadieron 2-aminoetanotiol (3,54 mmol) a la solucion de metanol y
se agité suavemente durante dos horas a temperatura ambiente. La diciclohexilurea
precipitada se eliminé mediante un ciclo de centrifugacion a 2348 x g durante 20
minutos en el equipo Sigma 3-30 KS Ultracentrifuge (Osterode, Alemania). El
sobrenadante se almacené a 4° C durante 12 horas para asegurar la terminacion
de la reaccion de acoplamiento. Posteriormente, se realiz6 un ciclo de centrifugacion
en las mismas condiciones descritas anteriormente para eliminar posibles

precipitados (diciclohexilurea).

HS
" NH,
2-Aminoetanotiol o-Acilisourea

Intermediario

o

NH PS
N~ NH
o \/\ N

OAS SH
Diciclohexilisourea

Figura 2.1 Representacion esquematica de la modificacion de OA para obtener el ligando de acido

oleico con grupo terminal tiol (OAS).

Preparacién de nanoparticulas de oro (AuNPs) y de plata (AgNPs)

Las soluciones de AuNPs se prepararon de acuerdo con el método de Frens [37].
Brevemente, se preparé una solucion de HAuCls al 0,01% en peso (solucion 1) y una
solucion de citrato de sodio al 1% en peso (solucion Il). Diez ml de la Solucion | se
calentaron hasta el punto de ebullicion, después de lo cual se afadieron 0,2 ml de

solucion 1. Después de unos 25 segundos, la solucion se volvio ligeramente azul.
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Aproximadamente 70 segundos después, el color azul cambio6 repentinamente a un
rojo brillante, lo que indica la formacion de particulas esféricas [37]. Se dej6
completar la reduccion del cloruro de oro durante 10 minutos en el punto de
ebullicion.

En el caso de las nanoparticulas de plata se prepararon soluciones de AgNPs
a 60°C anadiendo 100 mmol de borohidruro de sodio a una solucion bajo agitacion
magnética (90 ml) que contenia 0,2 mmol de nitrato de plata y 0,5 mmol de citrato
de sodio. La solucion de plata se dejo reaccionar a 60 °C mientras se agitaba
durante un minimo de dos horas observando un color amarillo caracteristico de la
formacion de las particulas. A continuacion, se llevd a cabo el crecimiento de
particulas de plata afladiendo 200 mmol de hidrocloruro de hidroxilamina a la
solucion de plata, seguido de la adicién de 0,7 ml de AgNOs 0,1 M, bajo agitacion
magnética. Las nanoparticulas de plata en crecimiento cambiaron el color de la
solucién a un amarillo mas oscuro o naranja en funcion de la cantidad de AgNOs

adicional segun lo descrito por Prevo y colaboradores [103].

Transferencia de fase acuosa-organica de AUNPs y AgNPs

La transferencia de fase acuosa-organica de las AUNPs y las AgNPs se llevo a cabo
utilizando la molécula OAS obtenida previamente. Brevemente, se mezclaron 2 mi
de AuNPs o AgNPs en solucion acuosa con un volumen de solucién de metanol que
contenia OAS. La mezcla se agit6 vigorosamente hasta que se forméd una emulsion
y se dejo reaccionar durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agregaron secuencialmente 2 ml de DCM y 1 ml de metanol, y la soluciéon se agité
vigorosamente hasta que las AuNPs o las AgNPs comenzaron la transferencia en
la fase organica, lo que puede observarse a simple vista. Después de la
transferencia completa de AuNPs o AgNPs a la fase organica, ambos se separaron

de la fase acuosa mediante decantacion.

Caracterizacion

Las estructuras del OAy los derivados fueron analizados y confirmados por analisis
de espectroscopia de infrarrojo utilizando un espectrometro FT-IR (Perkin Elmer,

Llantrisant, Reino Unido). Para las mediciones de FT-IR, la muestra se coloco
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directamente sobre cristal de ATR, y el espectro se recolectdé en un rango entre
4.000 y 500 cm* con una resolucion de 4 cm™ (16 exploraciones por muestra). Las
morfologias de AuNPs y AgNPs se observaron mediante STEM a través de un
microscopio electréonico de exploraciéon de campo (JEOL JSM-7800F) y mediante
microscopia electronica de transmision de alta resolucién (JEOL JEM-2200FS).
Para el estudio por microscopia, las muestras de nanoparticulas se prepararon a
través de su inmovilizacion sobre rejillas de cobre revestidas con carbono de 400
mallas (Ted Pella Inc., Redding, CA, EE. UU.). El estudio de las distribuciones de
tamafio de nanoparticulas se llevé a cabo usando un equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las mediciones de los
tamafios de nanoparticulas se realizaron por DLS. Cada muestra se midié tres
veces con diez carreras cada vez. Los promedios que se reportan se obtuvieron a
partir de al menos cinco experimentos independientes. Los espectros de absorcion
de UV-vis para las muestras de nanoparticulas en ambas fases se recogieron con
un espectrofotometro UV-6300PC (VWR, Radnor, PA, EE. UU.). Se realiz6 un

estudio de analisis de repetibilidad, como control de calidad.

Resultados
Preparacién de acido oleico terminado en tiol (OAS)

Se registraron los espectros infrarrojos para OA y acido oleico terminado en tiol
(OAS). La Figura 2.2 muestra el espectro de transmision infrarroja de a) OA, b) 2-
aminoetanotiol y c¢) OAS. Los espectros IR de OA y OAS indican que el 2-
aminoetanotiol es de hecho parte del compuesto. En el espectro de transmisién
infrarroja del acido oleico puro, la banda de infrarrojos a 1707 cm esta relacionada
con el modo de estiramiento C=0. Generalmente, los grupos COOH implican
enlaces de hidrogeno a concentraciones mas altas para formar las especies
diméricas de COOH. Tras el enlace de hidrogeno, la ubicacion de la banda para el
modo de estiramiento C=0 que implica la especie monomérica de COOH se
desplaza a un numero de onda inferior debido a la perturbacion del modo de
vibracién. El hombro débil a 1656 cm y 1245 cm™ se puede atribuir al modo de
estiramiento C=C para el acido oleico y el estiramiento C-O, respectivamente.
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Finalmente, la banda de infrarrojos a 1434 cm! esté relacionada con la flexién en el
plano de C-OH[104,105]. Para el analisis infrarrojo de la molécula de 2-
amoniethanethiol, la banda de infrarrojos a 2780 cm™ esta relacionada con el
estiramiento de N-CH2. Las bandas IR a 1131, 1150, 1175 cm™ se atribuyen al
estiramiento C-N alifatico, las bandas IR a 750 y 758 cm™ se atribuyen a la
ondulacioén y torsién NH, y la banda IR 660 cm™ esta asociada con el estiramiento
C-S. Finalmente, la banda IR en 2494 cm se atribuye al estiramiento S-H [104]. En
el espectro de transmision infrarroja de la OEA, la banda de infrarrojos a 3260 cm™
se puede atribuir a la amida secundaria de estiramiento N-H. La banda de 1650 cm~
! se atribuye al estiramiento C=0 de amida secundaria, y 1556 cm se puede atribuir
a un N-H de flexion y C-N de estiramiento de una amida secundaria. Finalmente, la
banda de infrarrojos a 642 cm esta relacionada con el estiramiento C-S. Como se
presenta, la modificacion OA para obtener OAS se llevo a cabo con éxito debido a
la desaparicion de la banda de 2780 cm relacionada con el estiramiento N-CHz y
la consiguiente aparicién de una banda a 1556 cm™, que puede atribuirse a la flexion
N-H y estiramiento C-N de una amida secundaria.

Las sefiales resultantes para Resonancia Magnética Nuclear NMR *H y NMR
13C para OAS se presentan en la figura 3. Las sefiales para 1H NMR —CH2SH y —
N — CH2 se encontraron en dH = 2.90 (2H, s, H-21) y 3.41-3.66 (2H, d, H-20).
Mientras que las sefales para protones de metileno equivalentes CH = CH- se
encontraron en 6H = 5.31 (1H, s, H-9 y H-10), las sefiales para los protones
alquilicos de la cadena de acido oleico estan en 6H = 0.99-1.5 (22H, m, H2-7, H12-
15) y 6H = 1.5-1.75 (6H, m, H-15 y H-16). Finalmente, los protones —CH2- se
encontraron en 6H = 1.75-2.0 (6H, m, H-8, H-11 y H-17). La sefal de protén de
Mercapto se encontro solapada 6H = 1.21 (1H, s, H-22), terminal —-CH3 se encontré
en 6H = 0.85 (2H, s, H-1) (v. figura 3a). Las sefales correspondientes para 13C
RMN, que se muestra en la figura 3b, son CH2 — SH (26.92, C-21), NH — CH2-
(57.28, C20), —CH2C =0 (38.65, C17), NHC = O (180.26, C18), —CH2- (22.40, C2),
—CH2- (24.79, C16), -CH2- (28.86, C6 y C13), —-CH2—(29.03, C15), —CH2- (29.24,
C5y C14), -CH2- (29.35, C4), -CH2—(29.48, C7 y C12), -CH2- (31.61,C8 y C11),
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—CH2-(33.0, C3),—-CH =CH-(129.67, C9y C10). La RMN muestra una sefial Unica
patrén, correspondiente a un compuesto quimicamente puro.

Transmitancia (%)

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

Figura 2.2. Espectros FT-IR de (a) OA, (b) 2-aminoetanetiol y (c) OAS.
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Figura 2.3 (a) Espectro de RMN 1H de OAS en CDCI3; (b) Espectro 13C NMR de OAS en CDCls.

Sintesis de nanoparticulas de oro y plata

El analisis de microscopia evaluado mediante microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM) de las nanoparticulas de oro (AuNPs) mostré una
morfologia esférica, (figura 2.4a). Las AuNPs presentaron una buena dispersién en
solucién acuosa con un tamafio de particula de 13 + 2 nm evaluado mediante
histograma de distribucién de tamafio presentado en la figura 2.4b. La linea continua
en esa figura es un ajuste gaussiano de los datos. La reaccidon a temperaturas de
100°C dejo una distribucion de tamafo de particula mas pequefia y morfologia
uniforme [93]. Zhao y Friedrich informaron que las nanoparticulas de oro esféricas
uniformes de alrededor de 10, 25 y 50 nm eran producidas a través del mismo
método [93].

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) presentaron una morfologia

principalmente esférica, pero se hizo evidente la presencia de algunas varillas, como
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se puede ver en la micrografia STEM que se muestra en la figura 2.4c. Las AgNPs
presentaron una buena dispersion en solucion acuosa y con tamafios de particula
de 57 £ 7 nm como se puede observar en el histograma de distribucion de tamafios
mostrado en la figura 2.4d. La linea continua en la figura es un ajuste gaussiano de
los datos. Tamafos de nanopatrticulas similares fueron reportados por Prevo et al.
[106], quien utilizé el mismo método. Estas particulas de plata se pueden usar como
centro de nucleacion para un crecimiento adicional al agregar mas nitrato de plata
e hidrocloruro de hidroxilamina. Un aumento directo en la absorbancia en el pico de
400 nm, relacionado con el plasmén de resonancia superficial de las nanoparticulas
de plata, al aumentar la concentracion del nitrato de plata, se informa ha informado

en la literatura [106].

Transferencia de fase acuosa-organica de AUNPs y AgNPs

Las soluciones acuosas de AuNPs y AgNPs se transfirieron al solvente
diclorometano (DCM) usando el ligando OAS. Las soluciones que contenian las
nanoparticulas se mezclaron con OAS, formando una emulsiéon. La emulsion se
rompio luego mediante la adicion secuencial de DCM y metanol para permitir la
transferencia de fase. Después de algunos minutos, las particulas se transfirieron
efectivamente de agua a DCM, como se puede ver en la Figura 2.5. La transferencia
de fase de particulas metalicas se llevé a cabo por intercambio de ligandos, (tiol de
OAS se uni6 a la superficie de la particula). Los grupos tiol han mostrado una gran
afinidad con las superficies de los metales nobles, particularmente con el oro.

Este acoplamiento se ha llamado quimioabsorcion y también se ha
observado como un enlace covalente, mientras que los procesos exactos y la
naturaleza microscOpica todavia estan sujetos a investigacion y discusion
[28,37,99-105,107].

La Figura 2.6 muestra el espectro de absorcion de las AuNPs y las AgNPs
en solucion acuosa y en DCM. Los espectros de adsorcion de ultravioleta-visible
(UV-vis) mostraron un maximo pico de absorcion para las AuNPs de alrededor de

525 nm y alrededor de 407 nm para las AgNPs en soluciones acuosas.
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Figura 2.4 Micrografias electrénicas de transmision de nanoparticulas de oro dispersas en agua; (b)

histograma de distribucion de tamafio de particulas de oro dispersas en agua (c) Micrografias

electrénicas de transmisidon de nanoparticulas de plata en agua; (b) histograma de distribucion de

tamafio de particulas de plata en agua.
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Figura 2.5 (a) AuNPs antes de la transferencia de fase y (b) después de la transferencia de fase. (c)

AgNPs antes de la transferencia de fase y (d) después de la transferencia de fase.
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Las propiedades Opticas como la absorcion maxima y la intensidad de
absorcidén dependen del tamafio de particula [108]. Un pico de absorcion intenso a
525 nm generalmente se atribuye a la excitacion superficial del plasmén de
pequefias particulas esféricas de oro, que, segun la teoria Mie para nanoparticulas
metalicas, representa una forma esférica y un tamafio de diametro de particula
pequefio [109]. El espectro de absorcion de las AuNPs y las AgNPs en solventes
organicos también se muestra en la Figura 2.6. Después de la transferencia de fase,
la desaparicion de la sefial de plasmon para las AuNPs y las AgNPs sugiere una
transferencia alrededor del 100%, a la fase organica. El metanol es un solvente
intermediario para obtener la transferencia de fase de las nanoparticulas. De
acuerdo con Alkilany et al., [110], el metanol podria inducir una transferencia de fase
completa, asi como ayudar en la concentracion de nanoparticulas en el solvente
DCM. Los espectros de absorcion UV-vis muestran que las propiedades épticas de
las nanoparticulas se mantienen a través del proceso de transferencia de agua a
DCM. El desplazamiento de resonancia de plasmén de superficie en color rojo
observado en ambos espectros UV-vis normalizados, para nanoparticulas de oro y
plata (v. figura 2.6), podria deberse a la modificacion en el indice de refraccion de

los medios.
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Figura 2.6 (a) AuNPs. (b) AgNPs. Espectros de UV-vis normalizados de nanoparticulas metalicas

en solucién acuosa (linea negra) y en el solvente DCM (linea discontinua roja).

La transferencia de fase acuosa-organica de las AuNPs y las AgNPs se
realizé utilizando la molécula OAS. La morfologia de las nanoparticulas, analizada
por microscopia electronica de transmision de exploracién (STEM), se mantuvo
esférica, como se muestra en la figura 2.7 a 'y c, respectivamente. Los histogramas
de los diametros de las particulas se representan en la figura 2.7 b y d, para las
AuNPs y las AgNPs, respectivamente. Las lineas continuas en esas figuras son un
ajuste gaussiano de los datos, lo que revela particulas con didmetro de 15+ 3 nmy
50 + 6 nm para las AuNPs y las AgNPs respectivamente, y que indica que el tamafo
de particula se mantiene en el proceso de transferencia de fase. Ademas, las
nanoparticulas presentaron buena estabilidad en el solvente organico por varios
dias sin que ocurriera precipitacién. Las nanoparticulas metélicas dispersas en el
disolvente no polar podrian ser transferidas nuevamente a un solvente polar usando

a-ciclodextrina en la fase polar y agitando, segun los protocolos de la literatura.
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Figura 2.7. Micrografias electronicas de transmision de nanoparticulas de oro en solvente organico;
(b) histograma de distribucion de tamafio de particulas de oro en DCM; (c) Micrografias electronicas
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tamafio de particulas de plata en DCM.
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Figura 2.8. Esquema de transferencia de fase para AuNPs estabilizadas con citrato utilizando OEA.

Conclusiones

Se demostro la capacidad de un ligando recién sintetizado basado en acido oleico
para ayudar a la transferencia de fase acuosa-organica de nanoparticulas de oro y
plata. El diametro y la morfologia de las nanoparticulas se conservan cuando se
utiliza este ligando de transferencia de fase, como se verifica mediante DLS,
espectroscopia UV-vis y mediciones STEM. Los altos rendimientos de transferencia
y la sintesis directa de este ligando lo hacen adecuado para lograr varios procesos

de autoensamblaje modificando el acido oleico con diferentes grupos funcionales.
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CAPITULO Il

Sintesis verde de nanoparticulas de oro y plata con extracto acuoso de hojas

de Parkinsonia florida

Introduccién

Los métodos para la sintesis de nanoparticulas metalicas actualmente se investigan
ampliamente debido a sus posibles aplicaciones en diversas areas. Los principales
métodos para sintetizar nanoparticulas incluyen vias quimicas y fisicas
[21,37,103,111], pero a veces estas rutas son costosas y perjudiciales para el medio
ambiente. Los métodos de sintesis ecoldgica disminuyen estas complicaciones al
lograr la sintesis de nanoparticulas mediante el empleo de extractos de plantas o
microorganismos [20,73,111-113]. La formacion de nanoparticulas metélicas por
fuentes naturales, como extractos de plantas, esta sustentada por la presencia de
metabolitos primarios o secundarios derivados de los procesos metabdlicos de las
plantas donde moléculas como carbohidratos, proteinas, aminoacidos, fenoles,
flavonoides, terpenoides, alcaloides y muchos otros pueden ser capaces de llevar
a cabo la reduccién de iones metalicos [18,114]. La extraccion de estas moléculas
de interés de una planta implican la separacién de porciones activas que estan
presentes en las hojas, flores, raices, entre otros, utilizando solventes
especialmente seleccionados y métodos estandarizados.

Por lo general, el producto final obtenido de la extraccidbn es una mezcla
relativamente compleja de moléculas activas. Naturalmente, la presencia de estas
moléculas, responsables de la reduccion de los iones metalicos, puede ser muy
diferente de una muestra a otra [73]. La sintesis de nanoparticulas metélicas
utilizando extractos de plantas (hoja, corteza, tallo, raiz, etc.) se puede obtener

mezclando el extracto con una solucion de sal metalica, donde se puede hacer la
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reduccion quimica de las sales en nanoparticulas sin agentes estabilizadores /

protectores externos y a temperatura ambiente (v. figura 3.1) [18,115,116].
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Figura 3.1. Esquema general de formacion de nanoparticulas metélicas por reduccién y

estabilizacion con extracto acuoso de hojas de P.florida.

Se ha reportado la sintesis verde de nanoparticulas de oro usando extracto
acuoso de semillas de Abelmoschus esculentus [117], extracto de hojas de Neem
[118], Salvia officinalis, Lippia citriodora, Pelargonium graveolens, Punica granatum
[66], Hibiscus tiliaceus [119], extracto de hoja de Indigofera tinctoria [120], entre
otros. Las principales aplicaciones de las nanoparticulas de oro incluyen
administracion dirigida de farmacos [121], administracion de genes [122],
antitumoral y terapia contra el cancer [108,120,123], bioimagen [124,125] y otras
aplicaciones potenciales [126]. Por otro lado, la sintesis verde de nanoparticulas de
plata se encuentra ampliamente documentada en la literatura, estas nanoparticulas
de plata (AgNPs) se han sintetizado utilizando un extracto acuoso de Neem [95],
extracto de cascara de platano [127], extracto de Trianthema decandra [128],
extracto de hoja de Abutilon indicum [129], extracto de hoja de Psidium guajava L.
[130], entre otros. Ademas, las nanoparticulas de plata presentan actividad

antibacteriana tanto contra microorganismos Gram-negativos como Gram-positivos,
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mostrando una mejor actividad antimicrobiana contra Gram-negativos [73,131]
debido a la diferencia en las caracteristicas estructurales de la especies bacterianas.
Parkinsonia florida (P. florida), generalmente llamada Cercidium floridum o
paloverde azul, es un arbol de la subfamilia Caesalpinioideae [132,133], también
conocida como familia del pavo real (Leguminosae), que comprende
aproximadamente 180 géneros y aproximadamente 3000 especies. Incluye muchas
legumbres econdémicamente importantes como Bauhinia forficata, Caesalpinia
gilliesii, Caesalpinia spinosa, Ceratonia siliqua, Cercis siliquastrum, Gleditsia
triacantos, Gymnocladus dioica, Parkinsonia aculeata y Senna multiglandulosa
[134]. P. florida se encuentra principalmente en el desierto de Colorado, el sureste
de California, el desierto de Sonora, el sur de Arizona y en el noroeste del estado
de Sonora (México). Parkinsonia spp., contiene potentes antioxidantes y
fitoquimicos en flores, hojas y tallos como glucésidos, flavonoides, esteroles y
minerales. Las hojas también contienen C-glicosil flavonas como orientina, vitexina
e iso-vitexina, Parkinsonin A, Parkinsonin B y Parkintin (v. figura 3.2) [132,135].
Este capitulo comprende la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando
un extracto de hojas de P. florida como agente reductor y estabilizante en la sintesis
de nanoparticulas de oro y plata, mientras que el acido tetracloroadrico y el nitrato
de plata se utilizan como precursores. Se realizd un estudio fitoquimico del extracto
de hojas de P. florida, y las nanoparticulas metélicas obtenidas se caracterizaron
por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia
de absorcién Optica, microscopia electronica de transmision de barrido (STEM) y
potencial zeta. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata se evalu6

contra microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos.
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Figura 3.2. Metabolitos mas abundantes en Parkinsonia spp. Fuente B. Divya, K. Mruthunjaya, S.N.
Manjula, Parkinsonia aculeata: A Phytopharmacological review, Asian J. Plant Sci. 10 (2011) 175-
181. d0i:10.3923/ajps.2011.175.181.
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Materiales y métodos

Materiales

El &cido tetracloroaurico (I1l) (HAuCls), el nitrato de plata al 99% (AgNOs), el cloruro
férrico (FeCls), el 2,2-difenil-1-picilhidrazilo (DPPH), el &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) y el acido sulfurico (H2SO4) se compraron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El acido nitrico (HNO3), el &cido clorhidrico
(HCI) y el acido acético glacial (CH3COOH) se adquirieron de Fermont (Monterrey,
NL México). Los discos de antibibticos de tetraciclina y vancomicina se adquirieron
de Becton Dickinson (Sparks, MD, EE. UU.), el agar Mueller-Hinton (MHA), la sal de
manitol y el agar eosina azul de metileno (EMB) se compraron de MCDLAB
(Tlalnepantla. Edo de México). El Cultivo de células de Escherichia coli ATCC25922
y Staphylococcus aureus ATCC 25923 fueron proporcionados por el laboratorio de

microbiologia de la Universidad de Sonora.

Preparacién de extracto de hojas de Parkinsonia florida

El extracto de P. florida se utiliz6 para preparar las nanoparticulas metélicas
adaptando métodos de literatura bien conocidos de extraccion [38]. Brevemente, se
recogieron hojas frescas de P. florida del campus de la Universidad de Sonora
(Hermosillo, Sonora, México) (Latitud 29.081890, Longitud — 110.959947) en abril,
noviembre y enero. Se limpiaron con agua corriente y agua destilada para eliminar
los desechos y otros contenidos organicos contaminados. Posteriormente, las hojas
limpias se secaron al aire a temperatura ambiente durante 2 h. A continuacion, 3 g
de hojas secas finamente cortadas se agregaron a un matraz de vidrio que contenia
100 ml de agua desionizada y se dejaron en ebullicion durante 30 minutos. El
extracto se dej6é enfriar a temperatura ambiente y se filtré con papel de filtro
Whatman n.° 1y se almacend a 4°C para su uso posterior. Un pequefio volumen de

extracto fue liofilizado para su posterior analisis.
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Analisis fitoquimico del extracto de P. florida

Se investigaron las caracteristicas fitoquimicas del extracto de P. florida para
detectar la presencia de carbohidratos, alcaloides, saponinas, proteinas, fenoles,
flavonoides y glucosidos cardiacos siguiendo los métodos de bioquimica estandar
[38]. Mediciones de FT-IR se llevaron a cabo mediante reflectancia total atenuada
(ATR) utilizando un espectrometro Spectrum Two FT-IR (Perkin-Elmer), colocando
las muestras liofilizadas directamente en el cristal ATR y el espectro se recogio en

el intervalo de 4000-500 cm™! con una resolucién de 4 cm™.

Ensayo de eliminacion de radicales sin DPPH

Uno de los métodos para evaluar la actividad antioxidante de los extractos fue
mediante el uso del radical libre DPPH que previamente fue reportado por Cheel y
col. con algunas modificaciones [39]. El ensayo se basa en las diferencias de
absorbancias producidas por la reaccion de radical libre de DPPH con el hidrégeno
proporcionado por el agente antioxidante. Brevemente, se afiadieron en una
placa de 96 pozos de ELISA marca Costar Corning N.Y. USA, 20 pl de extracto a
varias concentraciones (125, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml), y 200 uL de una solucién
de 0.06 nM DPPH Sigma en metanol ajustando la absorbancia a 0.7 a una longitud
de onda de 515 nm, se uso6 Trolox como control y una solucién blanco, preparada
de la misma manera que las mezclas de prueba, usando metanol en lugar de
extracto o Trolox y DPPH. Las placas se incubaron por 30 min en la obscuridad y a
temperatura ambiente. La absorbancia se medid en un espectrofotometro a 515
nm. Todos los ensayos se hicieron por triplicado. El grado de decoloracién es
proporcional a la eficiencia del extracto. El porcentaje de decoloracién (efecto
inhibitorio, IE%) se calcula a partir del porcentaje de la diferencia entre la
absorbancia del control y la muestra sobre la absorbancia del control, y los
resultados se informan como equivalentes de Trolox. Las pruebas se realizaron por

triplicado.
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Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) se realiz6 adaptando los métodos
de sintesis verde de la literatura [73,136]. Brevemente, Se prepararon 10 ml de
solucion madre 0.1M AgNOs. Luego, el nitrato de plata se mezclé con diferentes
concentraciones del extracto de hoja de P. florida (4.35, 8.70, 13.05, 17.4 y 21.5
pMg/ml de equivalentes Trolox), manteniendo constante la concentracién final de
nitrato de plata a 0.2 mM. La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente
durante 24 h. Finalmente, las AgNPs se lavaron por centrifugacion a 5000 rpm (2598
x g) durante 20 min y se resuspendieron en agua desionizada (DI). Una alicuota de
la suspension purificada se liofilizo y se analizé por FT-IR. La suspension restante
purificada de nanoparticulas se mantuvo a temperatura ambiente y se analizo

durante varias semanas.

Sintesis de nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) se sintetizaron de manera similar a las
nanoparticulas de plata. Diferentes cantidades de una solucién madre de HAuCl4
0.01% en peso se mezclaron con el extracto de P. florida con 4.35, 8.70, 13.05, 17.4
y 21.5 pyg/ml de equivalentes Trolox respectivamente y se dejaron reaccionar
durante 24h, manteniendo constante la concentracion final de oro (2mM).
Finalmente, las AuNPs se lavaron por centrifugacién a 5000 rpm (2598 x g) durante
20 minutos y se resuspendieron en agua desionizada (DI). Una alicuota de la
suspension purificada se liofilizé y analizé por FT-IR. La solucidn restante purificada

se mantuvo a temperatura ambiente y se analizdé durante varias semanas.

Estudio de repetibilidad

Los estudios de repetibilidad de las mediciones determinan qué parte de la variacion
observada en el proceso se debe al sistema de medicion usado. La repetibilidad
puede ser expresada cuantitativamente en términos de la dispersion caracteristica
de los resultados. La misma se define, de acuerdo con el Vocabulario Internacional
de Metrologia, como la proximidad de concordancia entre los resultados de

mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo las mismas condiciones de
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medicion, donde: 1. Estas condiciones son llamadas condiciones de repetibilidad.
2. Las condiciones de repetibilidad incluyen: el mismo procedimiento de medicion,
el mismo observador, el mismo instrumento de medicién, utilizado bajo las mismas

condiciones, el mismo lugar, repeticion en un periodo corto de tiempo [137].

Caracterizaciéon de las nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM) utilizando un microscopio electronico de barrido de
emision de campo JEOL JSM-7800F equipado con un detector STEM
(DebenUKLtd, Londres). Las muestras se inmovilizaron en rejillas de cobre
recubiertas de carbono. La estabilidad coloidal fue evaluada midiendo el potencial
zeta de las nanoparticulas, utilizando un Malvern ZetaSizer Nano ZS equipado con
un laser He-Ne (A = 633 nm), utilizando células capilares plegadas (DTS1070). Los
espectros de absorcion éptica se adquirieron en un espectrofotometro UV 6300PC
(VWR, Radnor, PA, EE. UU.).

Actividad antibacterial de las nanoparticulas de plata

Los ensayos antibacterianos de las AgNPs se evaluaron mediante el método de
Kirby Bauer [138] contra microorganismos patdgenos humanos Gram positivos
(Staphylococcus aureus) y Gram negativos (Escherichia coli) cultivados en Medio
agar Mueller-Hinton a 37°C durante 24h. De las colonias bacterianas recientemente
cultivadas de los patdgenos probados se tomaron 0,05 ml de inéculo y se
extendieron en placas de agar Mueller-Hinton. Se prepararon discos (6 mm de
diametro) de papel filtro estéril Whatman que se cargaron con 2, 4 y 8 ug/ul de
AgNPs. El extracto vegetal de P. florida, discos de antibiéticos de vancomicina 5 ug
y tetraciclina 10 ug (BDBBL Sensi-disc) y AQNOs como control se colocaron en cada
placa y se incubaron a 37°C durante 24 h. Las placas fueron examinadas para
evaluar la presencia de zonas de inhibicién, indicadas por el area despejada
alrededor de los discos. Se midieron los diametros de las zonas de inhibicion y se

registro el valor medio para cada organismo.
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Resultados y Discusion

Evaluacion fitoquimica del extracto de hojas de Parkinsonia florida

Los resultados del examen fitoquimico para el extracto de P. florida mostraron la
presencia de contenido moderado de flavonoides, como se observa en la tabla 3.1.
Los flavonoides han sido reportados previamente en plantas de Parkinsonia spp.
[64]. Ademas, se ha informado de moléculas como orientina, vitexina y epi-orientina
en plantas de la especie Parkinsonia [132]. Los resultados también mostraron un
bajo contenido de saponinas. Estos resultados estan en concordancia con otros
informes, donde se observa la presencia de bajo contenido de saponinas, incluso
utilizando diferentes disolventes para extraccion [139,140]. Mediante el uso de
diferentes métodos de extraccion y diferentes solventes es posible obtener
diferentes contenidos de las moléculas de interés [64]. Los resultados del andlisis
fitoquimico del extracto de P. florida revelaron la presencia de contenido moderado
de carbohidratos, fenoles y proteinas. Ademas, no se encontraron glucosidos
cardiacos en el extracto de P. florida y también dieron negativo en la presencia de

alcaloides.

Tabla 3.1. Andlisis fitoquimico del extracto acuosos

de P. florida.

Componente Extracto de P. florida
Alcaloides NP
Carbohidratos +
Saponinas +
Fenoles +
Flavonoides +
Proteinas +
Glucésidos Cardiacos NP

+ = Presente
NP = No esta presente

La actividad de estabilizacion de radicales libres de DPPH se usé para
cuantificar el contenido de antioxidantes en el extracto de P. florida para asegurar
la reproducibilidad en la sintesis de nanoparticulas, dado que es una mezcla

compleja. El reactivo DPPH reacciona con el atomo de hidrogeno proporcionado por
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el agente antioxidante que pueden servir como agentes reductores. De esta manera,
la evaluacion de la actividad antioxidante puede servir como control de calidad
durante la reaccion, evitando las variaciones relacionadas con la variacion de planta
a planta o estacional en relacion al contenido de antioxidantes. Los valores de los
datos obtenidos del analisis de DPPH se presentan en la tabla 3.2. El extracto de P.
florida muestra una proporcionalidad logaritmica en relacion a los equivalentes
Trolox, como se puede observar en la figura 3.3. Este resultado podria ayudar a
predecir la cantidad de equivalentes Trolox relacionados a la concentracion del
extracto.

Tabla 3. 2. Actividad Antioxidante del extracto acuoso de P.
florida en equivalentes Trolox

Extracto P. florida (ug/ml) Equivalente Trolox (ug/ml)
125 4.35
250 8.70
500 13.05
1000 17.40
2000 21.50
25 1

15 +

10 }
. y = 6.2036x - 25.5529
R? = 0.9999

Equivalentes Trolox (ug/mL)

0 — —lt
4.5 5.5 6.5 7.5 8.5
In (C)

Figura 3.3 Relacion logaritmica de la concentracion del extracto de P. florida vs equivalentes Trolox.
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Andlisis de FT-IR del extracto de P. florida y las nanoparticulas

metalicas

El extracto de P. florida y las nanoparticulas metélicas se analizaron por FT-IR para
identificar las posibles biomoléculas responsables de la formacion y estabilizacion
de las nanoparticulas metalicas. Todas las muestras, incluyendo el extracto de P.
florida y las nanoparticulas, presentaron bandas intensas a 3209 cm™, 2932 cm™,
1580 cm™, 1392 cm™, 1282 cm™, 1073 cm™ y 843 cm™, relacionados con
diferentes grupos funcionales, como se puede observar en la figura 3.4. Estas
bandas corresponden a las biomoléculas adsorbidas en la superficie de la
nanoparticulas. Dado que las bandas estan presentes tanto en nanoparticulas como
en el extracto, también indica que las biomoléculas influyen en la formacién de
nanoparticulas metalicas y en su estabilizacion coloidal en el medio acuoso. La
banda fuerte observada a 3209 cm™ corresponde a las vibraciones de
estrechamiento O-H de acidos carboxilicos y grupos fendlicos. El pico a 2932 cm™
podria asignarse a vibraciones de estiramiento de -CHz-. La banda observada a
1580 cm™ se puede identificar como una amida | y surge debido a las vibraciones
de estiramiento de carbonilo en los enlaces amida de las proteinas. La banda
observada a 1385 cm™ corresponde al estiramiento de C-N en compuestos que
contienen nitrégeno. Las bandas centradas en 1078 cm™ y 1023 cm™ se suelen
asignar a vibraciones C-OH y a la vibracién en modo de flexién de - C-O-C,
respectivamente. La banda a 669 cm™ podria ser la flexiébn en el plano de
vibraciones de grupos N-H. Estos resultados sugieren que biomoléculas especificas
como fenoles, proteinas, aminoacidos, saponinas y los flavonoides presentes en el
extracto de hoja de P. florida podrian haber participado en la reduccién quimica de
las sales metalicas y proporcionar una mayor estabilidad coloidal.

Ademas, los grupos funcionales observados por FT-IR del extracto en
comparacion con los resultados del examen fitoquimico, respaldan el papel de la
modificacion de la superficie por la presencia de residuos de fenoles, proteinas,
aminodacidos, saponinas y flavonoides. Los flavonoides tienen grupos funcionales
gue puede quelar activamente iones metalicos y puede tener un papel importante

en la reduccion de metales debido a las transformaciones tautoméricas de la forma
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enol a la forma ceto que puede liberar un atomo de hidrégeno reactivo y a su vez
reducir iones metélicos [141]. Varios aminoacidos pueden desempefiar un papel de
agentes reductores en la formacidon de nanoparticulas metélicas y en la
estabilizacion de las mismas uniéndose a iones metalicos. Este papel de los

aminoécidos ha sido ampliamente discutido y analizado en la literatura [142,143].
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Figura 3.4. Espectro de FT-IR de extracto de P. florida, AUNPs y AgNPs.

Caracterizacion de nanoparticulas

Las AuNPs y AgNPs exhiben colores caracteristicos en soluciones acuosas debido
a las vibraciones de superficie derivadas de la excitacion de su plasmén de
resonancia respectivo. Estas soluciones coloidales exhiben un color rojo rubi en el
caso de las nanoparticulas de oro sintetizadas y un color marron amarillento en el
caso concreto de las soluciones de nanoparticulas de plata. La reduccion de los
iones de oro y plata para formar nanoparticulas durante su exposicion al extracto de
P. florida puede seguirse a través de espectroscopia de absorcidén Optica [127]. La
figura 3.5 (a) muestra las bandas de resonancia del plasmoén de superficie para
AuUNPs preparadas con extracto de P. florida con diferentes equivalentes Trolox. La
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méaxima absorcion se alcanz6 para AuNPs preparadas en el rango de 4.35 a 17.40
pg/ml de equivalentes Trolox mostrando absorbancias alrededor de 550 nm.

Un desplazamiento se observa de la banda de absorbancia a 562 nm cuando
se usan 21.50 pg/ml de equivalentes Trolox en la sintesis. Ademas, la intensidad de
la banda de absorbancia es inversamente proporcional a los equivalentes Trolox en
el rango de 4.35 a 17.40 pg/ml. Este comportamiento muestra que, al aumentar la
concentracion del extracto de P. florida, se mejora la reduccién de las
nanoparticulas de oro; por lo tanto, se puede obtener un numero reducido de
particulas pero con didmetros mayores. Cuando se usan 21.50 pg/ml de
equivalentes Trolox, se puede observar un aumento de la intensidad de una banda
de absorbancia con respecto a las concentraciones equivalentes de Trolox
anteriores. Este aumento de la intensidad puede indicar que pueden surgir otras
morfologias o0 agregaciones a concentraciones mas altas del extracto de P. florida.
Las bandas de resonancia del plasmén de superficie para AgNPs preparadas con
diferentes equivalentes Trolox son presentado en la figura 3.5 (b). Las bandas de
absorbancia maxima para AgNPs estaban en un rango cercano de 444 a 462 nm,
pero las preparaciones con 8.70 a 17.40 pg/ml de equivalentes Trolox presentaron
una banda maxima alrededor de 462 nm. Ademas, en el mismo rango de
equivalentes Trolox se pudo observar una proporcionalidad inversa con la
intensidad de la banda de absorcién. Este comportamiento, también observado en
la sintesis de AuNPs, podria deberse a cambios en el didmetro de las
nanoparticulas ademas del incremento de equivalente de Trolox. Adicionalmente, a
21.50 pg/ml de equivalentes Trolox, un aumento de la intensidad de la banda de
absorbancia, con respecto a las concentraciones de equivalentes Trolox anteriores,
se observa y también podria explicarse de manera similar a los AUNPs.

Se simularon los espectros de absorcion de nanoparticulas de plata 'y oro en
la region de la longitud de onda SPR para una distribucion lorentziana, segun la
teoria de Mie, como se informa en la literatura [144]. Los parametros desconocidos
se determinaron mediante un algoritmo de regresion no lineal de MATLAB®
(MathWorks, EE. UU.). Los ajustes lorentzianos para todas las nanoparticulas
preparadas en este trabajo se presentan en la figura 3.6.
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Figura 3.5 Espectros de absorcién éptica de (a) nanopatrticulas de oro y (b) plata sintetizadas con

diferentes concentraciones en Equivalente Trolox (ET) del extracto de hojas de P. florida .

Se obtuvieron buenos coeficientes de correlacion y similitudes entre las
bandas de resonancia de plasmones de superficie para los valores experimentales
y los valores tedricos para todas las preparaciones, como se puede observar en la

tabla 3.3; estos resultados indican que la teoria de Mie era adecuada para analizar
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los datos experimentales. El ancho estimado medio maximo se correlaciona con la
polidispersidad de nanoparticulas; entonces, la polidispersidad de las
nanoparticulas de oro aumenta con un aumento de concentracion de equivalentes
Trolox (v. tabla 3.3). Este resultado respalda la nocion establecida antes de que las
morfologias o agregaciones estan relacionadas a la concentracion del extracto de
hojas de P. florida. Similarmente, la polidispersidad de las nanoparticulas de plata
aumentd de 4.35 pg/ml a 17.40 pg/ml; luego, a mayores concentraciones de
equivalentes Trolox, la polidispersidad de las nanoparticulas de plata y su diametro
promedio disminuye considerablemente como se ve en la tabla 3.3.

Las micrografias STEM y los histogramas de las AUNPs se presentan en la
figura 3.7. Las particulas presentan morfologia cuasiesférica. Los histogramas
muestran que el tamafio del didmetro de las AUNPs se mantiene dentro de un rango
cercano para todas las preparaciones. Ademas, la polidispersidad de las AuNPs es
baja para todas las preparaciones, excepto las preparadas en 4.35 ug/ml de
equivalentes Trolox, donde se observan mas variaciones de tamafo. El diametro
promedio de las AuNPs se obtuvo mediante un ajuste gaussiano de histogramas de
la figura 3.7), y se presentan en la tabla 3.3.

Los diametros promedio de las AuNPs presentan una tendencia a aumentar
a medida que aumentan los equivalentes Trolox del extracto agregado, pero sin
diferencias significativas. Se han reportado tamafios similares para las
nanoparticulas de oro sintetizadas con extractos acuosos y etandlicos de amaranto,
con diametros medios de 7.7 £ 2.0 nm y 17.5 + 5.3 nm respectivamente [145].

Las micrografias STEM y los histogramas de las AgNPs se presentan en la
figura 3.8. Las AgNPs presentan un aspecto casi esférico. La morfologia para todas
las preparaciones y los tamafios de diametro pueden variar con la concentracion del
extracto, como puede ser observado en la tabla 3.3. Los valores del tamafio del
diametro se obtuvieron a partir de un ajuste gaussiano de los histogramas de la

figura 3.8.
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Figura 3.6 Espectros experimentales de absorcién (lineas negras) y resultados de ajuste Lorentziano
(linea roja) para soluciones de nanoparticulas preparadas a diferentes concentraciones de
equivalentes Trolox (ET). a) y b) AuNPs y AgNPs respectivamente a 4.35 ug/ml ET; c) y d) AuNPs y
AgNPs a 8.70 ug/ml ET; e) y f) AuNPs y AgNPs 13.05 pg / ml ET. g) y h) AuNPs y AgNPs a 17.40
pug/ml ET; y finalmente i) y j) AUNPs y AgNPs a 21.50 pyg/ml ET.
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Las nanoparticulas obtenidas tienden a disminuir su tamafio a medida que aumenta
la concentracion del extracto, a excepcion de la menor muestra concentrada.

A medida que aumenta la concentracién del extracto, una cantidad mas
significativa de nucleos de particulas se forman, lo que resulta en un tamafo de
particula reducido. De los resultados mencionados anteriormente, se puede inferir
que el oro y la formacién de nanoparticulas de plata siguen diferentes mecanismos
de reaccion, un fendmeno que podria estar relacionado con las diferencias en
valencia y radios ionicos de los metales. Se sintetizaron nanoparticulas de plata con
un tamafio similar usando Brassica juncea (hojas de mostaza) y Medicago sativa
(alfalfa) [141].

Li et al., sintetizaron nanoparticulas de plata tratando iones de plata con
extracto de Capsicum annuum L. obteniendo AgNPs con un tamafo diferente de
entre 10 nm y 40 nm [146]. Xin-Huang et al, sintetizaron nanoparticulas de oro en el
rango de 7.2 a 12.8 nm [147] usando bayberry tanino.

Con base en la literatura, otros investigadores han encontrado el uso de
enfoques similares donde sintetizaron estructuras de nanoparticulas que siguen una
naturaleza cristalina con celosia cubica centrada en la cara para el oro [148,149], y
algo en la misma linea con una red cubica centrada en la cara para plata
[148,150,151]. Por lo tanto, esperamos tener una estructura bastante similar a las

reportadas en la literatura, ya que los procesos de sintesis son similares
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Tabla 3.3 Diametro del tamafio de particula de nanoparticulas de oro y plata sintetizadas con extracto de hoja de P. florida.

116.9634
16.1463

21.50 562 552 209.7456 15+2
8.70 462 462 183.5814 57+6
38+2

17.40 461 456 195.1128
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Figura 3.7 Micrografias STEM de las AuNPs formadas por reduccién de iones de oro usando

extracto de Parkinsonia florida como agente reductor, a diferentes concentraciones. a) 4.35, b) 8.71,
€) 13.05, d) 17.4 y e) 21.5 ug/ml de equivalentes Trolox respectivamente. Los recuadros muestran el
histograma de distribucion de tamafios de cada muestra.
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Figura 3.8. Micrografias STEM de AgNPs formadas por reduccién de iones de plata usando extracto

de Parkinsonia florida como agente reductor, a diferentes concentraciones. a) 4.35, b) 8.7, c) 13.05,
d) 17.4 y e) 21.5 ug/ml de equivalentes Trolox respectivamente. Los recuadros muestran el

histograma de distribuciéon de tamafios de cada muestra.

Potencial zeta

Las mediciones del potencial zeta se llevaron a cabo 24 h después de la sintesis de
particulas, y los resultados se presentan en la figura 3.9. Las AuNPs presentaron

57



valores negativos de potencial zeta en el rango de - 10 £ 1 a - 16 + 1 mV. Estos
resultados son similares a otros estudios donde preparan AuNPs utilizando
extractos de hojas [152]. Los valores de potencial zeta de las AUNPs son variables
y no presentan tendencia respecto a la concentracion de extracto utilizada en la
sintesis, similar a los resultados obtenidos del analisis STEM.

De manera similar, las muestras de las AgNPs presentaron valores negativos
de potencial zetaen elrangode -5+ 1 a-16 £ 1 mV. Los valores de potencial zeta
de las AgNPs tienden a disminuir a medida que aumenta la concentracion de
extracto de P. florida. Este efecto puede estar relacionado con un aumento en el
namero de sitios de nucleacién para la formacién de nanoparticulas; conduciendo a
un nuamero mas significativo de nanoparticulas que cuando se utiliza menos
extracto, pero con diametros mas pequefios (como se pudo verificar en Tabla 3.3).
Luego, se obtienen nanoparticulas con el area de superficie mas grande usando
mas extracto y mas moléculas podrian adsorberse en la superficie, aumentando su
carga neta y mejorando su estabilidad coloidal.

Heydari y Rashidipour informaron resultados similares cuando prepararon
AgNPs con extracto de fruta de roble (-25.3mV) [53]. Las nanoparticulas de plata
sintetizadas con extracto de hoja de Calliandra haematocephala mostraron un valor
de potencial zeta de —-17.2mV [54], y un valor potencial zeta de — 24.1mV se informd
en AgNPs sintetizadas utilizando un extracto de hoja de Urtica dioica Linn [55]. La
carga negativa obtenida a través de estos métodos no puede explicarse con certeza,
debido a la presencia de varias moléculas en los extractos que no han sido
identificados y su caracterizacion esté lejos del alcance de este trabajo. Aunque el
FT-IR discutido en la figura 3.4 muestra la presencia de enlaces C-S, estos grupos
generalmente indican la presencia de grupos funcionales similares a tiol; que a
cierto pH se puede desprotonar induciendo el cambio de potencial zeta hacia la

region negativa, asi como a otras moléculas del extracto [153].
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Figura 3.9. Valores de potencial zeta de nanoparticulas metalicas preparadas con diferentes
concentraciones de extracto de hojas de P. florida expresados en ug/ml de equivalentes Trolox de.
(a) AuNPs y (b) AgNPs.

Actividad antimicrobiana.

La actividad antibacteriana de las AgNPs se investigé contra S. aureus y E. coli
utilizando el método de difusion en agar. El didmetro de la zona de inhibicion
(milimetro) se muestra en la tabla 3.4 y en la figura 3.10 respectivamente. En el
presente estudio, se encontrd que la zona de inhibicion para las AgNPs era 12mm
contra S. aureus y 7.8 mm para E. coli. El extracto de P. florida no muestra actividad
antibacteriana contra bacterias Gram-positivas o Gram-negativas. Por otro lado, las
AgNPs mostraron una mejor actividad antibacteriana en comparacion con la
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solucion de AgNOs. Las AgNPs exhibieron buena actividad antibacteriana contra S.
aureus y menor actividad antibacteriana contra E. coli (v. tabla 3.4, figura 3.10).

Actualmente no esta bien definida la accion inhibitoria de las nanoparticulas
metalicas sobre los microorganismos, sin embargo se sugiere que la actividad
antibacteriana puede ser posible debido a la presencia de iones Ag* liberados por
las AgNPs, que actian como un agente antibacteriano [154]. Feng et al propusieron
dos mecanismos antibacterianos de iones de plata (1) los iones de plata pueden
interactuar con grupos tiol en proteinas que inactivan la actividad enzimatica y (2)
los iones de plata pueden condensar las moléculas de ADN y hacer que pierdan sus
habilidades de replicacion [32].

Ademas, Li et al propusieron un mecanismo antimicrobiano de las AgNPs
contra S. aureus, sugiriendo que las particulas probablemente puedan sobrepasar
la pared celular e interactuar con la membrana celular para paralizar algunas
enzimas e interferir con el metabolismo normal de las células, luego las AgNPs
entrarian en las células bacterianas y condensarian el ADN para evitar su
replicacion, evitando la reproduccién celular. Finalmente, la interaccion con la pared
celular y la membrana celular destruye a los microorganismos, induciendo la muerte
bacteriana [155].

Por otro lado, diferentes informes en la literatura concluyen que se producen
cambios significativos en la estructura de la membrana de E. coli como resultado de
la interaccion con iones de plata, lo que lleva a un aumento de la permeabilidad de
la membrana y la consiguiente muerte de la bacteria [32,45].
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Tabla 3.4 Resultados de la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos.

Diametro de zona de inhibicion (mm)

Controles AgNPs

Tetraciclina Vancomicina Extracto P. AgNO 8ug/ul 4 pg/ul 2 pg/ul

Patégeno (10 pg) (5 1g) florida a7

(8 Hg/ul) Hg/ul)
S. aureus 33 10 0 9.3 12.5 11.7 10.5
E. coli 27 0 0 7.2 7.8 6.5 5

c) I

8 pg/pul
4 pg/pl 8 pg/uL
4 pg/pl

2 g/l

4 ug/puL 8 pg/pL

2 pg/pl

Figura 3.10 Prueba de susceptibilidad microbiana de AgNPs contra S. aureus (a) - (d) y E. coli (e) -

(h).
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Conclusiones

Este trabajo describe un método para la preparacion de nanoparticulas de
oro y plata usando un extracto de hojas de P. florida como agente reductor y
estabilizador.

El extracto es un agente reductor activo para formar nanoparticulas metalicas
a temperatura ambiente sin ningun reactivo o tratamiento adicional. Biomoléculas
como aminoacidos, saponinas y flavonoides estan presentes en el extracto de P.
florida y pueden haber participado en la reduccion quimica de las sales metélicas y
ademas de proporcionar estabilidad coloidal. La biosintesis es eficiente y
reproducible y muestra potencial para aplicaciones practicas. Las AgNPs
sintetizadas mostraron una buena actividad antibacteriana en comparacion con los
antibiéticos convencionales contra S. aureus y E. coli. El método de sintesis de
AgNPs y AuNPs usando extractos de P. florida es ecolégico y sencillo.
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CAPITULO IV

Conclusiones y Recomendaciones

Las nanoparticulas metéalicas poseen interesantes propiedades fisicoquimicas que
les confieren diferentes aplicaciones. Actualmente, pueden ser sintetizadas y/o
modificadas a través de diferentes grupos quimicos funcionales que hacen posible
por ejemplo que nanoparticulas de oro puedan conjugarse con anticuerpos,
ligandos o farmacos de interés biolégico abriendo con ello la posibilidad de
aplicaciones potenciales para suministro dirigidos de farmacos, como vehiculos
para el desarrollo de terapias génicas, ademas de mejorar las técnicas de
diagnéstico por imagen, funcionando como agentes de contraste.

Las nanoparticulas metélicas de plata elaboradas en el presente trabajo
encuentran aplicacion en el area biomédica y farmacéutica como una alterativa
estratégica antimicrobiana que puede ser propuesta y evaluada en futuros trabajos
ante la aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos. Debido a que los métodos
de sintesis convencionales por medios quimicos pueden plantear riesgos biolégicos
y tener efectos adversos, la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos
de plantas surge como un enfoque alternativo a estas técnicas. Tentativamente las
nanoparticulas desarrolladas por sintesis verde durante el presente trabajo son
biolégicamente menos téxicas, amigables con el medio ambiente, y con la
posibilidad de ser sintetizadas rapidamente y de manera rentable. Las biomoléculas
del extracto utilizado de Parkinsonia florida estarian actuando como agentes

reductores y protectores, aportando estabilidad a las nanoparticulas.
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