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RESUMEN

La nanotecnologia se ha encargado de lograr avances importantes en la sintesis y aplicaciones de
nanoparticulas con propiedades sobresalientes en Optica, electronica, catalisis, biomédicas. Sin
embargo, la incursion del ensamblaje de estos nanomateriales ha Ilamado la atencion
por las caracteristicas potencialmente diferentes a las nanoparticulas por si solas. En este trabajo
se muestra que mediante la utilizacion del extracto acuoso de la planta Sedum praealtum fue
posible sintetizar nanoparticulas de Ag (AgNPs) y autoensambles (AgNEs) de diferentes
morfologias y tamafios a través de la variacion de pardmetros como la concentracion de extracto,
sal precursora (AgNOs), temperatura y agitacion magnética. La caracterizacion se realizéd
mediante microscopia electronica de barrido (MEB) y transmision (MET), difraccion de rayos X
(DRX) y espectroscopias UV-Vis, de infrarrojo FTIR y resonancia magnética nuclear de
hidrogeno ('H RMN). Ademas, se evalué de forma comparativa de las AgNPs respecto a las
AgNEs las propiedades cataliticas en la degradacion de azul de metileno en presencia y ausencia
de NaBHg; actividad antibacterial contra Escherichia coli (Gram negativa) y Staphylococcus
aureus (Gram positiva) y, citotoxica sobre la levadura Saccharomyces cerevisiae W303-1. Los
resultados obtenidos indicaron la formacion de AgNPs esférica con tamafio promedio de 17 nm, y
AgNEs micrométricas de morfologia esférica y de tipo flor de diferentes tamanos y rugosidad. El
analisis espectroscopico indicd que los glucosidos y flavonoides glicosilados son los principales
participantes en la formacion de los AgNEs. Asimismo, tanto los AgNEs como las AgNPs
mostraron actividad catalitica para la degradacion de colorante orgénico independiente de la
morfologia y uso de NaBHjy a los 24 h de reaccion. Mientras que, en la actividad biologica contra
bacterias y levaduras, los AgNEs no presentaron toxicidad aparente, so6lo las AgNPs presentan
baja toxicidad generado por estrés oxidativo. La baja bioactividad se atribuye a la diferencia de
tamafio y al recubrimiento por parte de las biomoléculas de S. praealtum. Por lo tanto, el extracto
acuoso de S. praealtum permite con éxito obtener en un solo paso AgNEs y AgNPs biogénicas
seguras para aplicaciones que implica contacto con mamiferos y organismos superiores.

Palabras clave: Sintesis verde, caracterizacion, crecimiento cristalino, antibacterial, catalisis.
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ABSTRACT

Nanotechnology has been responsible for achieving important advances in the synthesis and
applications of nanoparticles with outstanding properties in optics, electronics, catalysis, and
biomedicine. However, the foray into assembling these nanomaterials has drawn attention to
potentially different characteristics from nanoparticles alone. This work shows that by using the
aqueous extract of the Sedum praealtum plant it was possible to synthesize Ag nanoparticles
(AgNPs) and self-assemblies (AgNEs) of different morphologies and sizes through the variation
of parameters such as extract concentration, salt precursor (AgNO3), temperature and magnetic
stirring. The characterization was carried out using scanning electron microscopy (SEM) and
transmission (TEM), X-ray diffraction (XRD) and UV-Vis, FTIR infrared, and hydrogen nuclear
magnetic resonance ('"H NMR) spectroscopy. In addition, the catalytic properties in the
degradation of methylene blue in the presence and absence of NaBHs were evaluated
comparatively concerning AgNEs; antibacterial activity against Escherichia coli (Gram-negative)
and Staphylococcus aureus (Gram-positive) and cytotoxic against the yeast Saccharomyces
cerevisiae W303-1. The results obtained indicated the formation of spherical AgNPs with an
average size of 17 nm and micrometric AgNEs with spherical and flower-like morphology of
different sizes and roughness. The spectroscopic analysis indicated that glycosylated glycosides
and flavonoids are the main participants in the formation of AgNEs. Likewise, both the AgNEs
and the AgNPs showed catalytic activity for the degradation of the organic dye independent of
the morphology and use of NaBH, after 24 h of reaction. While, in the biological activity against
bacteria and yeasts, the AgNEs did not show apparent toxicity, only the AgNPs show low
toxicity generated by oxidative stress. The low bioactivity is attributed to the difference in size
and to the coating by the biomolecules of S. praealtum. Therefore, the aqueous extract of S.
praealtum allows the successful obtaining in a single step of safe biogenic AgNEs and AgNPs for
applications that involve contact with mammals and higher organisms.
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1.1 Introduccion

En los ultimos afios se ha conseguido avances significativos en el proceso de sintesis de
nanoparticulas [1]. No obstante, se ha logrado obtener la formacion de nanoestructuras
autoensambladas con estructuras ingeniosas e interesantes que contienen propiedades
colectivas ajustables a diferencia del material a granel y de las solas nanoparticulas
individuales, lo que las hace destacar en una amplia gama de campos de aplicacion [2]. La
estrategia de abajo Botton up han sido fundamental para la fabricacion de estas estructuras,
debido a que se forman por el balance de muchas de las fuerzas participantes, en el proceso
se cree pueden ser parte de fuerzas de atraccion y repulsion como: puentes de hidrogeno,
interacciones electrostaticas, fenomenos hidréfobos, apilamiento m-n, coordinacion metal-
ligando, fuerzas de Van der Waals, que se logran controlar ajustando parametros, como
temperatura, disolvente y proceso de nucleacion [3, 4].

Por su parte, las nanoestructuras de metalicas estan integradas por el ensamble organizado
auténomo y espontaneo de bloques de construccion que forman estructuras 0D, 1D, o 2D.
Dicho autoensamblado puede suceder por crecimiento fractal o por ensamblaje jerarquico a
través de unidades mas pequefias. Asi, sus propiedades dependen de la morfologia y
tamafio de dichas estructuras ensambladas, ya que surgen de la combinacién de las
propiedades de los componentes individuales y sus interacciones mutas [3, 5].

Diversidad de metodologias han surgido para sintetizar estas nanoestructuras de la que
incluyen el uso de surfactantes [6, 7], uso y mezclas de diferentes solventes [8-10],
induccion de campos magnéticos [11], aplicando ultrasonido [12, 13] y bioldgicos a partir
de plantillas [14, 15]. Sin embargo, un gran nimero de las técnicas anteriores se hace uso
de agentes quimicos considerados toxicos. Para ello, una alternativa es el uso de extractos
de planta en la sintesis de nanoparticulas de metales nobles al ser un método econdémico,
facil y seguro [16, 17], ya que son fuentes de biomoléculas que actian como agentes
reductoras y estabilizantes [18, 19]. Tales como, azucares, proteinas entre otras bioactivas
[20]. Dependiendo de la naturaleza quimica, algunos de estos compuestos son clave para la
formacidon de nanoestructuras autoensambladas al tener comportamiento como agentes
aglutinantes y directores que funcionan como tensoactivos que permitan el crecimiento
anisotropico de los nanomateriales. En consecuencia, para desarrollar una morfologia
autoensamblada mediante sintesis verde, es necesario la presencia de agentes reductores
eficientes que provoquen una nucleacion relativamente rapida, bajas cantidades de agentes
estabilizantes y agentes directores o ligandos que den forma a la nanoestructura
autoensamblada [5]. Aun asi, son pocos los trabajos que han hecho uso de plantas para la
sintesis de nanoensambles de Ag [9, 21-23].
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Por otro lado, la planta S. praealtum tiene aplicaciones en el tratamiento antiinflamatorio,
espermicida y analgésico en el tratamiento del dolor de muelas, amigdalitis, enfermedades
oculares, erupciones cutaneas y regeneracion de tejidos [24-26]. Ademas, se ha
comprobado que familia de plantas S. praealtum contienes compuestos con actividad
antioxidante, sustancias hepatoprotectoras y anticancerigenas [27]. Estudios fitoquimicos
en S. praealtum demuestran la presencia moléculas de acidos carboxilicos, flavonoides,
alcoholes, cumarinas, azucares reductores, alcaloides, taninos, flavonoides y glucésidos. Se
cree que los antioxidantes polifendlicos kaempferol y la quercetina reconocidos en la planta
S. praealtum, se pueden usar para reducir los iones de plata a plata metalica [27-29].

Por otro lado, se han reportado las propiedades cataliticas, [30-33]. Antibacterial [34-36] y
citotoxica [36-38] de AgNPs. Sin embargo, bajo las mismas condiciones, es importante
conocer el comportamiento de los nanoensambles de Ag (AgNEs) en cuanto a estas
propiedades. Por lo tanto, en este trabajo se llevd a cabo el estudio de la sintesis y
caracterizacion de AgNEs y AgNPs utilizando extracto acuoso de S. praealtum como
agente reductor, estabilizantes y de direccion. Ademads, se reporta de forma comparativa
entre AgNEs y AgNPs, los resultados de la evaluacion de propiedades cataliticas en la
degradacion de azul de metileno (MB); antibacterial contra bacterias Gram negativas
(Escherichia coli) y Gram positivas (Staphylococcus aureus) y citotoxicas utilizando la
lavadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de célula eucariota, mediante ensayos de
crecimiento, viabilidad y generacion de especies reactivadas de oxigeno (EROs).

1.2 Objetivo general

Realizar la sintesis verde de nanoensambles de plata (AgNEs) por medio del extracto de
S. praealtum, su caracterizacion fisica, quimica, morfoldgica, estructural, asi como evaluar
de forma comparativa el mecanismo de citotoxicidad en levadura como modelo eucariota,
entre las AgNPs y AgNEs.

1.3 Objetivos particulares

1. Efectuar la sintesis de AgNEs por medio de extracto de S. praealtum.

2. Estudiar el mecanismo de crecimiento y formacion de AgNEs.

3. Realizar la caracterizacion fisica, quimica, morfologica y estructural de los
nanomateriales obtenidos por medio de diversas técnicas como lo son: espectroscopia
ultravioleta visible (UV-Vis), microscopia electrénica de barrido (MEB), Microscopia
electronica de transmision (TEM), difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR), resonancia magnética nuclear ('"H RMN) y espectroscopia de
absorcion atomica.
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4. Evaluar la capacidad antibacterial y catalitica de forma comparativa de las AgNPs y
AgNEs

5. Estudiar los mecanismos de dafio y citotoxicidad de los nanomateriales en levadura
como modelo eucariota.

1.4 Justificacion

La nanotecnologia se ha encargado de manera satisfactoria en los ultimos afios de descubrir
nuevos materiales, logrando avances importantes en la sintesis y aplicaciones de
nanoparticulas con propiedades sobresalientes en Optica, electronica, catalisis, biomédicas.
Sin embargo, la incursion del ensamblaje de estos nanomateriales ha llamado la atencion
por las caracteristicas potencialmente diferentes a las nanoparticulas por si solas. Pero solo
se han logrado obtener bajo condiciones especificas. De ahi parte la atencién a conseguir
métodos de sintesis controlada y reproducible que puedan partir de enfoques que permitan
manipular las morfologias y la composicion quimica para dar paso al autoensamblaje de
nanoestructuras [39]. Para ello, existen una variedad de métodos fisicos y quimicos de
sintesis, que por un lado, en los fisicos se traduce a sistemas complejos y de alto coste
econémico y energético y por el otro lado, los métodos quimicos, que aunque ofrece
mejores oportunidades de disefio y homogeneidad quimica, presentan como desventaja el
uso de agentes toxicos como reductores, estabilizantes y agentes de recubrimiento, lo que
restringe su uso en gran medida, en aplicaciones biomédicas y clinicas.

Para superar los problemas anteriores, la sintesis verde se ha convertido en una nueva
alternativa eco amigable, no toxico, facil y econdmico para la produccion de estas
nanoestructuras, usando agentes reductores, estabilizantes y ligantes de origen natural. Los
metales nobles han llamado mucha atenciéon por los amplios campos de aplicacion. Lo que
conlleva a una extensa exposicion a los seres humanos por el uso de productos con estos
nanomateriales, por ejemplo: uso y presencia de estos nanomateriales en geles, dispositivos
médicos, cremas, procesamiento de alimentos, etc., Ademds, muchos de ellos se han
disefiado para aplicaciones en el campo biomédico, utilizandolos en gran medida como
antibacteriales, insecticidas, antifungicos, transportadores de farmacos e indicadores
bioldgicos, lo que exige disefiar y buscar los efectos minimos de toxicidad para su segura
utilizacion [40]. Aunque las AgNPs son utilizadas de forma desenfrenada en muchos de los
aspectos antes mencionados, se tienen como inconveniente aun su toxicidad. Que aunque,
se establecen una serie de posibles mecanismos de accidn citotoxica, aun se debate la
comprension mas certera sobre la toxicidad de estos nanomateriales [41]. Por ello, en el
presente trabajo, se pretende realizar la biosintesis usando el extracto de S. praealtum,
debido a su alto contenido de agentes reductores, estabilizantes, ligantes y biomoléculas
modificadores de forma que favorecen la formacion de arreglos que propician el
ensamblaje de nanoestructuras en forma de AgNEs, mismos que se evaluaran de forma
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comparativa con AgNPs, su citotoxicidad para dilucidar el posible mecanismos de mayor
influencia de la misma.

1.5 Hipotesis

Los biocompuestos extraidos del extracto de la planta S. praealtum serviran como agentes
reductores de iones de Ag y, sus derivados oxidados como agentes estabilizadores y
ligantes. Esto debido a la velocidad de reduccion lenta que estos ofrecen y la interaccion
Ag-ligante, que permitira un crecimiento del tipo ensamble de unidades nanométricas de
Ag. Asi mismo, los AgNEs presentaran menor toxicidad en contacto con la levadura S
cerevisiae, en comparacion con las nanoparticulas de plata individuales (AgNPs), debido al
area superficial expuesta que les impediré tener un contacto mayor con las células. Obtener
un material con estas caracteristicas podria ser Util en el transporte de farmacos dentro del
cuerpo humano.
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REVISION Y DISCUSION DEL ESTADO DEL ARTE

El capitulo a continuacion desarrolla lo referente al contexto tedrico del problema de
investigacion, con el objetivo de conocer los conceptos basicos necesarios en el
entendimiento del proyecto y sea base para la discusion de los resultados.

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

En materiales llamados a granel, se puede predecir sus propiedades y comportamiento
mediante la mecanica clasica o la termodindmica. Sin embargo, existen materiales no
convencionales con tamafio menor a 100 nm, en los cuales sus propiedades pueden ser
unicamente explicadas haciendo uso de la mecanica cuantica y temas de fisica y quimica
del estado solido [42]. Asi, surge una nueva disciplina llamada nanociencia, encargada del
estudio de los fendmenos y manipulacion de la materia a escala manométrica (1 al00 nm)
tratandose de la billonésimas parte de un metro. A diferencia del tamafio de los atomos
(mucho menores a 1 nm) y de la escala de materia a bulk o macro, sobresale las
propiedades particulares y sobresalientes dependientes del tamafio. [43] y a la
nanotecnologia a la comprension, manipulacion, disefio, control y aplicacion de materiales
a escala manométrica. Los fendmenos unicos dependientes del tamafio permiten
propiedades particulares para novedosas aplicaciones [44, 45]. En la nanotecnologia
convergen campos de conocimiento como fisica, quimica, ciencia de los materiales,
ingenieria, biologia, medicina, etc., combinando con ello, infinitas oportunidades y retos en
desarrollo tecnologico [46].

2.2 Nanomateriales

La materia constituida que se caracteriza por poseer alguna de sus dimensiones en el rango
de 1 a 100 nm, es conocida y definida ampliamente como nanomaterial. Esta nueva clase de
materiales sobresale por sus propiedades unicas que ofrece vastas aplicaciones practicas
[47]. Estas nanoestructuras son un puente entre &tomos-moléculas y sistemas de materiales
a granel. A medida que se reduce el tamafio y se acerca a la escala manométrica, su area
superficial expuesta aumenta, favoreciendo en mayor medida las interacciones
interatdmicas e intermoleculares. Con ello, se provoca diversas atracciones, repulsiones e
interacciones superficiales que ocasionan efectos electronicos y confinamiento cudntico que
repercuten en el comportamiento y las propiedades Opticas, magnéticas, eléctricas y
quimicas de los nanomateriales [48, 49]. Se consideran nanoestructuras individuales
aquellas como nanocristales, nanoalambres, puntos cuanticos, nanotubos, etc. Mientras que
las matrices, ensambles y superredes de nanoestructuras individuales son nanoestructuras
formados por agregados [50, 51].
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En nanotecnologia existen dos enfoques principales de obtencion de nanomateriales: por
reduccion de tamafio o de arriba hacia abajo (Top-Down) y por aumento de tamafo o de
abajo hacia arriba (Bottom up) [52]. Mientras Top-Down (descendente), se basa en el
disefio y obtencion de estructuras a nanoescala a partir de materiales de mayor tamafo, en
los que se somete a su fragmentacion con el hecho de disminuir su tamafo hasta una escala
nanométrica. En el caso contrario, Bottom up (ascendente) se ajusta a la construccion de
formas mas grandes a partir de la manipulacion y esamblaje de a&tomos o moléculas por
medio de reduccion quimica [53].

2.3 Clasificacion de nanomateriales

Los nanomateriales son principalmente clasificados en base a 4 factores caracteristicos de
estos. Generalmente, los nanomateriales han sido clasificados segiin su dimensionalidad,
morfologia, estado de aglomeracion y uniformidad y por su composicion [54].

2.3.1 Dimensionalidad

La clasificacion mas atinada para los nanomateriales y de mayor importancia por
encontrarse expresada en la definicion de un nanomaterial, es en base a las dimensiones que
lo conforman. Dicha clasificacién incluye cuatro categorias: 0D, 1D, 2D y 3D. Esta
nomenclatura ayuda a establecer las dimensiones de la nanoestructura que superan la
nanoescala [55-57].

Los nanomateriales 0D se caracterizan por que todas sus dimensiones se encuentran dentro
de la escala nanométrica (puntos cuanticos); en los 1D dos de sus dimensiones aun
pertenecen a la nanoescala (nanotubos, nanoalambres); mientras que los 2D sélo una
dimension es nanométrica (nanolaminas) y finalmente, los 3D son ensambles de otros
nanomateriales que pueden o no estar dentro de las dimensiones nano [58, 59].

2.4 Nanoparticulas y autoensambles
2.4.1 Nanoparticulas

Las NPs son una exclusiva y amplia gama de materiales que incluye material en forma de
particulas individuales que se encuentran en dimensiones nanométricas (1 a 100 nm) [60]
que se caracterizan por sus propiedades poco comunes, que no solo dependen de la
estructura y de la composicion, sino que ademas, son afectadas principalmente por el
tamafio de escala nano y con ello otros pardmetros como: la forma, area superficial,
confinamiento cudntico (espacio en que se encuentra un ente, por ejemplo el electron, su
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longitud de onda es comparable a una onda de electrones inscidente, conocida como onda
de de Broglie), composicion, cristalinidad y estructuras de las particulas [61].

Las NPs no se considera un caimulo de moleculas o 4&tomos simples en si mismas, si no por
el contrario, pueden estar compuestas de tres capas:

e La capa superficial, que puede o no estar funcionalizada por alguna variedad de
compuesto, iones, surfactantes o polimeros.

e La capa de cubierta, que en el sentido quimico difiere del nticleo en todos los
aspectos.

e Elnucleo, que se considera la parte central y escencial de la NPs.

Las NPs, al igual que los nanomateriales en general se pueden clasificar, dependiendo de su
forma y tamafio. Pero algunas clases bien conocidas estan dadas de manera importante, en
cuanto a sus caracteristicas fisicas y quimicas:

e NPs a base de carbono: los fulerenos y los nanotubos de carbono (CNT) son los
dos miembros principales que conforman estas NPs basado en una estructura
puramente de carbono organizados en forma pentagonal y hexagonal con
hibridacion sp2.

e NP ceramicas: s6lidos inorganicos no metéalicos que encuentran en forma: amorfa,
policristalina, densas, porosas o huecas. Son aplicadas en catalisis, fotocatalis, etc.

e NPs semiconductoras:materiales que por poseer propiedades entre metales y no
metales ostentan de intervalos amplios de bandgap (banda prohibida), y son muy
utilizadas en dispostivos electronicos.

e NPs poliméricas (PNP): son nanoesferas o capsulas cuya matriz es generalmente
solida en su totalidad, absorbiéndose otras moléculas en parte exterior de la
superficie esférica. Por lo que estas PNP se funcionalizan de manera bastante facil.

e NPs en base a lipidos: éstas contienen restos de lipidos, son utilizadas en amplias
aplicaciones biomédicas como portadores y suministro de farmacos. Son esféricas
al igual que las poliméricas, poseen nucleos so6lidos formado de lipidos y una
matriz de moleculas liofilicas solubles, son estabilizadas por surfactantes o
emulsionantes.

e NPs metdlicas: son puramente formadas de precursores metalicos y presentan el
fenomeno de resonancia de plasmon superficial localizada (LSPR) con
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propiedades optoeletronicas unicas, donde los metales nobles y alcalinos como Cu,
Ag, Au, etc., contienen una extensa banda se absorcién en el espectro solar
electromagnético. La sintesis de NPs metélicas de vanguardia, se controla por
facetas, tamafio y forma de las NPs [60].

2.4.2 Autoensambles de Ag

Aparte de los nanomateriales de los que poseen por lo menos una de sus dimensiones en el
tamafio nano, se debe hacer una clara distincidn respecto a los materiales
nanoestructurados, que son constituyentes de agregados de nanomateriales en forma de
nanocristales y nanofibras [62].

No obstante, hay una serie de materiales particulares que sobresalen de los dos anteriores
en el aspecto de ser construidos utilizando componentes organicos € inorganicos que
permiten coordinar la nucleacion, crecimiento y la organizacién para producir objetos
integros y de orden superior al micrémetro. Constituyendo asi, los nanomateriales que se
ensamblan bajo condiciones de equilibrio y no equilibrio en un proceso de ensamblaje y
autoensamblaje, por unidades nanométricas como bloques de construccion basicos tales
como: metales y nanoparticulas de ellos (Au, Ag), sales de iones metalicos (CaCOs3,
Ca3(POyy), puntos cudnticos, nanoparticulas magnéticas (Fe3;O4), 0xidos (Ti0,) asi como
solidos vitreos (SiO,) que se integran quimica y fisicamente en nanoestructuras discretas
[63, 64].

Los procesos de construccion de autoensambles se dividen en tres enfoques de manera
sistemdtica: encarcelamiento a nanoescala, envoltura supramolecular y plantillas de
nanoestructuras:

e Encarcelamiento a nanoescala: comprende componentes inorganicos que son
atrapados por medio de una preorganizacion de arquitectura organica. Logrando la
formacion de nanoestructuras por la adicioén inorgénica bajo condiciones apropiadas
(concentraciodn, velocidades de reaccion lenta, estequiometria, etc.) del tipo ntcleo-
coraza, por ejemplo utilizando proteina supramoleculares como la capside viral, en
el que los reactivos inorganicos impregnan la cubierta y se difunden (si bien puede
ser pasiva, se puede inducir por modificacion de pardmetros como el pH) a través
de canales moleculares dentro de la arquitectura autoensamblada de la cépside,
produciéndose la nucleacion especifica dentro de la cavidad organica, que sirven
para uso en: hidrogenacion catalitica y almacenamiento magnético. De igual forma,
se puede llevar a cabo el proceso inverso, en el que a partir de una nanoparticula
como preforma, se ensamblan proteinas sobre la superficie, produciendo una
nanoestructura funcionalizada.
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Asimismo, también sucede bajo condiciones especiales que conlleva a
confinamientos dentro de mesofases organicas liotropicas. En este, los
nanoestructuras adoptan interiores mesoestructurados inusuales y diferentes a las
nuclea-coraza. Por ejemplo nanoparticulas esféricas tipos cebollas, en las que se
dispone en mesoestrutura laminar con la ayuda de algun tensoactivo. Dando
también nanoparticulas elipcoidales en forma hexagonal debido a la rapida dilucién
de las mezclas inorgéanica-organica induciendo la trasformacioén de formas durante
la nucleacion.

e Envoltura supramolecular: dentro de este enfoque los conjuntos macromoleculares
con construccion tridimensionales (polisacaridos, proteinas, enzimas y ADN) se
envuelven de forma continua del componente inorganico pero sin patrones de
superficie, dando nanoestructuras con morfologias cilindricas, helicoidales, etc., por
ejemplo: nanocinta a base de porfirina recubierta con silice y fibrillas de colageno.
Se cree que idealmente el componente organico y su funcionalidad se mantendrian
después de la asimilacion del componente inorganico, soportando incluso, estimulos
externos adversos permaneciendo intactas estructuralmente y manteniendo su
funcionalidad.

e Nanoestructuras de plantillas: dentro de éste enfoque se utiliza una amplia gama de
arquitecturas orgénicas autoensambladas que funcionan como plantillas, que por
medio del control de: velocidades de reacciones lentas, niveles de sobresaturacion
bajas y relaciones estequiométricas de los reactantes, se facilita las interacciones de
manera especifica la deposicion inorgénica a nanoescala sobre la superficie
organica accesible de la plantilla. Esto logra una marcada selectividad de sitio para
la preorganizacion de las unidades nanométricas inorganicas individuales, lo que se
traduce en uniones, en la mayoria de los casos, de cationes metalicos en la
superficie organica que da paso a la disposicion, adiciéon de iones o moléculas,
seguida de la cristalizacion, mejorando la exposicion secuencial de la plantilla.

Una amplia gama de moléculas organicas sintéticas son utilizadas como: lipidos quirales,
tensoactivos a base de péptidos, copolimeros de bloque, etc., que promueven
nanoestructuras anisotropicas en forma de filamentos, tubos, helicoidales, etc., originando
el ensamblaje de nanomateriales hibridos integrados en plantilla. En la mayoria de los
casos, las moléculas o iones se autoensamblan en medio acuoso en proceso entalpicos y
entropicos, adoptando formas anisotrdpicas debido a las formas complejas, tamafio
molecular y las interacciones intermoleculares especificas.
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2.5 Meétodos de sintesis de nanomateriales

Con anterioridad se habia hablado de los métodos de sintesis Top down y Bottom up, de los
cuales, este ultimo, se basa en formar nanomateriales desde niveles atomicos. apartir de
atomos o moleculas como bloques que se ensamblan y se dirigen a la construccion de
nanomateriales con caracteristicas (tamafo, morfologia y composicion)bien definidas. Los
métodos Bottom up de sintesis se clasifican deacuerdo a la fase [44] (Figura 2.1). En fase
solida son CVD y descomposicion térmica o fisica (PVD); en fase liquida se divide en
metodos liquido/liquido; que incluye reduccion quimica, reduccion indirecta, reduccion
biologica, spry pyrolysis, solvotermal y spray drying y, sedimentararios, en los que se
engloban la técnicas sol-gel, co-precitacion, precipitacion alcalina e hidrolisis [59].

Bottom-Up
methods
) ! !
Solid-phase methods Liquid-phadse methods
] ]
v ‘ ' ¥
Chemical Physical Liquid/Liquid Sedimentation

— ¢
Chemical vapor ~ Thermal Physical vapor

" " deposition
decomposition P
deposition p Sol-gel

Chemical reduction <= Co-precipitation
Photoreduction
Biological reduction 4—
Spray drying <=
Spray pyrolysis =
Solvothermal <«

Figura 2.1. Métodos Bottom up de sintesis de nanomateriales que pertenecen de acuerdo a Srivastaba y col. [59] .

2.5.1 Sintesis por reduccion quimica verde

Para que se lleve a cabo la sintesis por reduccion quimica en fase acuosa, se emplean tres
elementos generales: (I) el precursor del metal, (II) el agente o agentes reductores y (III)
agentes estabilizantes, e implica dos etapas de formacion de AgNPs: nucleacion y
crecimiento. La nucleacion se puede controlar por ajuste de pardmetros de reaccion como
son el caso de la temperatura, pH, precursores, agentes de reaccion y agitacion [65]. En esta
se usa agentes reductores fuertes como citrato de sodio, el ascorbato, borohidruro de sodio
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(NaBHy4), hidrogeno elemental y polialcoholes (comunmente llamado método del poliol),
para reducir los iones metalicos en soluciéon. Ademas, es necesario el uso de agente
estabilizantes como: polivinilpirrolidona (PVP) y otros polimeros, ligantes y surfactantes
sintéticos, que en general son considerados toxicos, considerandose una desventaja al
aumentar la contaminacién en el proceso de sintesis por generar residuos dafiinos,
incrementar los costos de produccién y lo mas importante la citotoxicidad en celulas,
limitando su uso en aplicaciones médicas [64, 66, 67].

La biosintesis por otro lado, es igualmente un método coloidal basado en utilizar principios
de la quimica verde y se enfocan en tener tres aspectos elementales; el solvente, el agente
reductor y agente estabilizante. Regularmente, como solvente es utilizando el agua, pero
inclusive se ha utilizado etanol y metanol, y como caracteristica principal es que posee
agentes reductores y estabilizantes simultaneamente actuando, incluso algunos agentes
reductores pueden actuar tanto como reductores y estabilizantes. Por lo tanto, ya no es
necesario agregar agentes estabilizantes adicionales. Los agentes reductores y estabilizantes
que se utilizan provienen a través del uso de microorganismos y plantas. Sin embargo, la
sintesis con el uso de extractos de plantas se considera mas practica, versatil, rapida y
barata [59]. Asi, los agentes se reductores y estabilizantes son reemplazan por moléculas o
compuestos producidos por elementos vivos (bacterias, hongos filamentosos, levaduras,
algas o plantas) como metabolitos reductores y estabilizantes, como son el caso de:
terpenoides, taninos, alcaloides, esteroides, saponinas, polifenoles, acidos fendlicos y
proteinas, que a través de grupos funcionales como carboxilo, amina, hidroxilo, etc., juegan
un papel importante como potenciales reductores de los iones metalicos. Un ejemplo de
ello se ilustra en la Figura 2.1, en el que un acido tanico se desprende de 2 electrones y 2
protones de sus grupos hidroxilo, se oxida actuado como agente reductor para llevar a cabo
la reduccion de los iones de plata, de igual manera sucede con el geraniol y los flavonoides.
Como comparacion al método quimico, la sintesis verde tiene la ventaja de ser rapido,
ecoamigable, no requiere altas presiones, temperaturas y su mecanismo para la formacion
de AgNPs consta de una sola etapa, ya que el extracto contiene los agentes reductores y
estabilizantes en un solo medio, que involucra los mecanismos de nucleacion y crecimiento

[67, 68].
2.6 Mecanismo de nucleacion y crecimiento

En la sintesis quimica verde se sintetizan nanoparticulas metélicas, donde ademas de la
reduccion de los iones metalicos, se lleva a acabo procesos de nucleacidon y crecimiento.
Asi, el proceso de sintesis se puede llevar a cabo bajo enfoque termodinamico o equilibrio
cinético. Para el caso del enfoque de equilibrio termodindmico, el proceso de sintesis
consiste en una serie de etapas consecutivas: generacion de una condicion de
supersaturacion del sistema; nucleacion y crecimiento. No obstante, en el enfoque cinético,
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que se presenta principalmente en métodos como microemulsion, pirolisis, deposicion
basada en plantilla, se logra limitando la cantidad de precursores disponibles [69].

De manera general el proceso de formacion de las nanoparticulas puede ser vista por medio
de tres etapas posteriores a la reduccion quimica:

1) Nucleacion: proceso en el que se da la formacion veloz de pequefias agregaciones o
clusters de una nueva fase sdlida termodindmicamente estables llamados nucleos
por medio de especies poco solubles o alta sobresaturacion. Forméndose en el seno
de la fase que constituye el medio liquido o gaseoso (nucleacion homogénea), en
contacto con la interface de algin sustrato de otro material solido (nucleacion
heterogénea) o por agregacion de particulas (nucleacion secundaria).

2) Crecimiento: Agregacion de dtomos, moléculas o particulas pequefias para lograr
particulas mas grandes.

3) Terminacion: Estabilizacion o repulsion de las nanoparticulas por medio de
surfactantes.

2.6.1 Nucleacion

La nucleacion es la formacion de pequefios agregados de dtomos o moléculas llamados
nucleos cuando la concentracion de un soluto disuelto en un solvente rebasa la solubilidad
de equilibrio (supesaturacion); la temperatura se encuentra por debajo del punto de
transformacion de fase o se tiene baja viscosidad en el sistema. Ademads, bajo otras
condiciones se puede lograr la condicion de supersaturacion, por ejemplo: por medio de la
disminucién de la temperatura de una mezcla en equilibrio o por reacciones
quimicas in situ mediante la conversion de productos quimicos que transforman productos
quimicos altamente solubles en productos menos solubles. Pudiendo ser sintetizadas por
nucleacion homogénea en medio liquido, solido o gaseoso, o bajo nucleacion heterogénea
al contacto con una interface en una fase substrato, aunque también se da la nucleacion
secundaria a partir del contacto con mismos cristales de soluto como se puede observar la
clasificacion de nucleacion en la Figura 2.2 [69-71].
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Nucleacion en usencia " Homogénea
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solida
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v

Cristal de soluto

Figura 2.2. Clasificacion del fendmeno de nucleacion.

a) Nucleacion homogénea

Dada debido a la supesaturacion del sistema por los reactantes involucrados en la reaccion,
tales como los precursores, agentes reductores, estetizantes y aditivos. También, la
disminucién de temperatura de una mezcla de reaccion que presenta saturacion, puede
conducir a una supesaturacion. Por lo tanto, cuando se excede el equilibrio de solubilidad se
genera una transformacion a una nueva fase solida. Para entender este fendmeno de
formacion de una nueva fase, se parte de que hay la transformacion de una fase vieja a una
nueva fase sélida solamente cuando se cumple que el cambio de energia libre de Gibbs
AG <0 [69]. Es asi que tal cambio de energia es debido a la suma de energia libre de
formacion de un nuevo volumen (volumen de transicion liquido-so6lido) y la energia debido
a la nueva superficie creada en la transicion de fase. Lo que permite la creacion de
pequetios clusters sobre el seno del liquido con radio r. Donde, un valor de r por debajo del
valor critico r*, los nucleos no son estables y se re disuelven en el medio. No obstante, una
vez alcanzado el valor de radio critico, el nticleo contintia su crecimiento (véase Figura 2.3)
[70, 72].
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Figura 2.3. Representacion de las Ap,, Ay, y AG energias libres volumétricas, de superficies y totales en funcion del
radio del nucleo [72].

b) Nucleacion heterogénea

La nucleacion heterogénea es conducida por la presencia de superficies extrafias en el
sistemas, consideradas como impurezas (varias superficies), conducen a un proceso de
nucleacion heterogénea caracterizado por ocurrir en sobresaturaciones bajas [71].

¢) Nucleacion secundaria
En la nucleacion secundaria es favorecida por la presencia de una semilla cristalina

formada del soluto de la misma solucién, que actua como catalizador para la formacion de
nucleos en presencia de particulas de la misma fase [71, 73].

2.6.2 Crecimiento

En la sintesis de nanoparticulas la distribucion de tamafio uniforme depende directamente
de dos aspectos: si los nucleos se forman en un tiempo muy corto, se asegura que los
nucleos sean del mismo tamafio considerando que se forman bajo las mimas condiciones y
ademas, del proceso subsecuente de crecimiento. Este proceso de crecimiento posterior de
los ntcleos implica multiples pasos:

1) Generacidn de especies de crecimiento (mondmeros).

2) Difusion de los mondémeros a partir del volumen del sistema a la superficie de
crecimiento.

3) Adsorcion de mondmeros sobre la superficie de crecimiento.
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4) Crecimiento superficial por la incorporacion irreversible de monémeros sobre la
superficie solida.

Los pasos anteriores estan implicitos dentro de dos procesos de los cuales pueden suceder
durante el crecimiento de la nanoparticulas. Por una parte, los pasos del 1 a 3 se consideran
un fenomeno por difusidon, que incluye la generacion, la difusion y la absorcion de
mondmeros sobre la superficie del ntcleo. Mientras que, la incorporacién de monomeros
por adsorcion sobre la superficie solida, se denomina crecimiento en la superficie.

a) Crecimiento controlado por difusion

Después de que en la sintesis de nanoparticulas se haya llevado a cabo la nucleacion, y
haya disminuido la concentracion por debajo de la minima de nucleacién, la formacion de
nuevos nucleos se detiene, dando paso al crecimiento de los ya formados, promoviendo la
formacion de NPs por el crecimiento mediado por la difusion de mondmeros desde el
volumen del liquido hacia la superficie de la particula.

El crecimiento contralado promueve la formacion de nanoparticulas de tamafio uniforme,
debido precisamente a que la diferencia de tamafio del radio en cada uno de las particulas
disminuye con el paso del tiempo [72].

b) Crecimiento controlado por proceso de superficie

Cuando se habla de la difusion de monomeros donde la velocidad de crecimiento sera
controlada por un proceso superficial, se considera una velocidad suficientemente mas
rapida, en donde la concentracion de la masa es la misma que en el volumen. Este tipo de
crecimiento cuenta con dos mecanismos de crecimiento: mononuclear y polinuclear.

El crecimiento mononuclear se realiza capa por capa, incorporandose las especies de
crecimiento solo una capa a la vez, es decir, continua con la capa posterior solo si la
primera capa ha sido completada. Existe un tiempo lo necesariamente suficiente para que
las especies se difundan sobre la superficie.

Para el crecimiento mononuclear, el crecimiento ocurre capa por capa; la especie de
crecimiento se incorpora en una capa y se procede a otra capa después que el crecimiento
de la capa anterior se ha completado. Hay un tiempo suficiente para que las especies de
crecimiento se difundan hacia la superficie. Donde la velocidad de crecimiento sera
proporcional al 4rea superficial, lo que provoca una marcada diferencia de radios con el
paso de tiempo; asi este mecanismo no favorece el crecimiento de tamafio uniforme.
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Por otro lado el crecimiento polinuclear, se lleva a cabo debido a que la concentracion
superficial es elevada, son muy rapidos los procesos superficiales que la formacion de una
segunda capa se realiza sin haber terminado la capa previa. Por lo que en este caso, la
velocidad de crecimiento de las particulas es independiente del tamafio de particula o del
tiempo en si, manteniéndose la velocidad de crecimiento constante. Al contrario al anterior
la diferencia absoluta del radio permanece inalterada e ird siendo inversamente
proporcional al radio de las particulas y al tiempo de crecimiento. Lo que significa que al
ser mas grande las particulas la diferencia entre sus radios se hara mas pequena, lo que
favorece la formacion de particulas de tamafo uniforme.

Adicionalmente, existe otro mecanismo de crecimiento llamado crecimiento secundario
basado en el crecimiento de particulas debido a la agregacion de unas particulas con otras.
El crecimiento debido a este proceso es mas rapido que por la adicion de especies
moleculares o atdmicas, y ocurre cuando las particulas mas grandes y estables se combinan
con otras de menor tamafo y que se consideran inestables por si solas [72, 74, 75].

2.7 Planta

Se ha comprobado ampliamente que por medio de los extractos las plantas, se sintetizan
nanoparticulas de plata [36, 76-78], cobre [79, 80], oro [81-83] y aleaciones Ag-Au [84,
85], etc., que es atribuido a los compuestos fitoquimicos reductores que contienen de
manera especifica cada planta [86]. Estos compuestos pertenecen en gran medida a los
metabolitos secundarios, llamados asi al ser sintetizados por rutas biosintéticas, no
esenciales para las principales funciones de la planta. Sin embargo, estos compuestos
vegetales ayudan a la sobrevivencia de la misma al tener funciones importantes como:
soporte estructural, brindar colores llamativos, fungir como antioxidante como respuesta al
estrés producido por condiciones ambientales externas del medio ambiente [87, 88].

2.7.1 Caracteristicas de la planta Sedum praealtum

La planta que se pretende utilizar en el presente trabajo es nombrada Sedum praealtum
(tradicionalmente llamada siempre viva) que se encuentra en México y Guatemala, crece en
los estados de Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, sobre suelos pedregosos y humedos, esta
relacionada con la vegetacion perturbada de matorral xerofilo, laderas de cerros y bosques,
con clima templado entre los 2400 y los 2700 msnm (metros sobre el nivel del mar) [25,
89]. demostraron la presencia de compuestos como 4acidos carboxilicos, flavonoides,
alcoholes, cumarinas, azicares reductores, alcaloides, taninos, compuestos cianogénicos y
glucosidos como (kaempferol y quercetina), como los principales encontrados en mayor
cantidad y que atribuyen actividades antiinflamatorias y antioxidantes [29, 90]. En torno a
estos ultimos, se encontraron 4 tipos de flavonoides glicosilados que prevalecen en el
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extracto de S. praealtum (Tabla 2.1), ademas evaluaron, su poder espermicida y establecen
que esta propiedad se debe a que actian como aglutinantes del esperma debido a ser
inhibidores enzimaticos o agentes tensoactivos o alquilantes, que inhiben la movilidad y
metabolismo de espermatozoides [91]. Los mexicanos tratan con esta planta el dolor ocular
e inflamacion (como antiflamatorio) y via vaginal como agente anticonceptivos [24, 92].

Tabla 2.1. Principales metabolitos encontrados en el extracto de hoja de S. praealtum [90].

Flavonoides glicosilados

kaempferol 3-O- -rhamnopyranosyl-(1—2)-glucopyranoside-7-O-glucopyranoside

Kaempferol 3-O-_-rhamnopyranosyl-
(1-2)-_-glucopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside

kaempferol 3-O- -
rhamnopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside(kaempferitrin)

kaempferol 3-O- -
glucopyranoside-7-O-_-rhamnopyranoside

2.8 Levadura

Las levaduras son microorganismos eucariotas de forma ovalada, esférica o cilindrica,
aunque algunas pueden formar filamentos (como Candida albicans) [93]. En cuanto al
tamafio, varia de 1 y 5 um de anchura y de longitud entre 5 a 30 um [94]. Estos
microorganismos son mesoéfilos, en la mayoria de los casos, crecen entre los 24 y 48 °C
[95]. Estan constituidas a grandes rasgos por una pared celular (estructura rigida de 100 a
200 nm de espesor constituida por cuatro componentes principales: glicoproteinas con un
grado alto de glucosilacion (manoproteinas), quitina y dos tipos B-glucano [96]), un espacio
periplasmico, membrana plasmatica y citosol. La envoltura celular constituye (15 % del
total del volumen de la cé€lula) el principal actor en el control de las propiedades osmoticas
y permeabilidad celular [97].

Por su parte, la levadura S. cerevisiae es una importante herramienta para la utilizacion de
modelos bioldgicos eucariotas, debido a que conservan algunos procesos basicos: ciclo
celular, metabolismo, algunas funciones de organulos, procesamiento de proteinas y
respuesta al estrés [98].
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2.9 Antecedentes
2.9.1 Sintesis de AgNEs

Actualmente, la sintesis quimica constituye en la industria asi como en la investigacion el
método preferido en manipulacion y control de materiales a nivel atdbmico y molecular,
técnica mas comunmente clasificada dentro de la nanotecnologia en la categoria de abajo-
arriba (botom-up), es por ello que en la literatura se encuentran algunos trabajos de
investigacion que hacen de este método uno de los mas usados para nanomateriales de

plata. A continuacion se presentan algunos de ellos.

Por ejemplo Bai y col. [99] realizaron la sintesis de microestructuras esféricas de Ag que se
encuentran compuestas por unidades nanométricas con cierta relacion de aspecto
(nanorodillos) en donde su diametro era 50 nm, mientras que su longitud alcanzaba los 300
nm. Ademas, también demostr6 la formacion de esferas a partir de otras subunidades
manomeétricas, por ejemplo nanoplatos y nanoesferas (ver Figura 2.4), Se caracterizaron por

técnicas tales como: DRX, microscopia electronica de barrido y trasmision.

El método de sintesis lo realizaron a través del uso como agente reductor el 4cido ascorbico
y como estabilizante el PVP (polivinilpirrolidona). A través de este proponen un
mecanismo de formacion y de crecimiento de estas nanoestructuras que implica tres etapas
de acuerdo al esquema mostrado en la Figura 2.5: formacién de semillas, formacion de
subunidades primarias (el proceso de crecimiento de las semillas) y agregacion de

subunidades primarias.
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Figura 2.4. Micrografias de microscopia de barrido mostrando que estan formadas por subunidades manométricas [99].
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Figura 2.5. Diagrama esquematico para el proceso de formacion de plata jerarquica con diferentes microestructuras [99].

También encontraron que el valor de pH inicial afecta las reacciones a través de los

siguientes tres aspectos: 1) control de la tasa de liberacion de iones de plata para disminuir

la tasa de reduccion de atomos de plata, 2) control de la tasa de reduccion de atomos de

plata para disminuir el crecimiento tasa de semillas, 3) control de las reacciones en

condiciones alcalinas para inducir la adsorcion no especifica de PVP.

Algo similar realiz6 Z Liu y col. [100], al aplicar el método de reducciéon quimica,

igualmente con el uso de acido ascorbico, solamente que en esta ocasion se utilizé6 goma
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arabiga como dispersante, sintetizaron estructuras de plata esféricas y monodispersas de

tamafio promedio de 1 a 2 um y de alta densidad.

Ellos variaron la concentracion de los reactivos y el pH de la solucion. Lo que dio como
resultado una variacion de tamano y diferentes distribuciones de tamafio y también se
encontro que la morfologia de las particulas de plata se podia transformar de una forma

esférica a poliedral y la densidad también aumenta al prolongar el tiempo de mezcla de los

reactivos (véase Figura 2.6).
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Figura 2.6. Imagenes de SEM de diferentes muestras (a). y el efecto de la variacion de la sal de [AgNO;] = 1.45 mol/L,
(b) [AgNO;] = 1.55 mol/L, (c) [AgNO;] = 1.65 mol/L, (d) [AgNO;] = 1.75 mol/L (b) [100].

Se ha observado que algunos parametros fisicos como la agitacién y quimicos como: pH, la
concentracion de reactivos y uso de agentes estabilizantes como PVP y goma arabiga,
influyen de manera importante en la optimizacion de la sintesis de estructuras esféricas de
plata formadas o no con componente nanométricos. Pero un aspecto importante, son la
influencia de diferentes compuestos como modificadores de forma. Asi como el trabajo
realizado por Kang y col. [1], donde demostraron que algunos aminoacidos de diferente
naturaleza quimica, sirven como agentes de direccion para la sintesis de estas microesferas
ensambladas por nanolaminas. Llegando a morfologias bien definidas y con superficie

limpia.
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El método al que recurrieron para la sintesis quimica fue a través del uso de 4cido ascorbico
como agente reductor y AgNOs; como sal precursora. Para ello, primero mezclaron la
solucion de sal precursora con una pequeia cantidad de algiin aminoéacido y posteriormente
agregaron el agente reductor, llevandose a cabo una reaccion rapida. En este método los
aminoacidos desempefian un papel importante en la estructura de las microesferas, en la
que los aminoacidos, dependiendo de su naturaleza quimica y complejidad de las
moléculas son agentes de direccion eficientes que ayudan a ensamblar las AgNPs en
estructuras complejas. Es asi que, demostraron que aminoacidos con estructura molecular
simple como glicina y alanina de 2—3 atomos de carbono conlleva a microesferas de Ag
mas compactas. Mientras que, tanto la glutamina y la asparagina de estrutura molecular
mas compleja y mayor niimero de 4&tomos de carbono, arrojan microesferas mas compactas
y grandes pero definidas por estar ensambladas con nanoldminas mas delgadas y definidas
(Figura 2.7). Con esto creen que los aminodcidos, por su naturaleza quimica y
caracteristicas estructurales de la molécula, puede cambiar la forma de ensamblaje las NP

cuando se absorben en los nucleos de Ag.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

23



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

OH

-

NH; alanine

o

Iy

NH; glycine

NH,
histidine
o o
OH

NH;

glutamine

o

OH
o M,
asparaaine

Figura 2.7. Imagenes SEM de estructuras Ag preparadas por la asistencia de cada aminoacido diferente [1].

Se ha demostrado también que estas nanoestructuras de tipo flor pueden ser obtenidas por
moléculas simples como la dextrosa. Asi, lo demostr6 Eid y col. [101] al obtener particulas
de Ag de tipo flor hueca con bordes ramificados y superficies rugosas y multicapa entre 0.2
y 1.6 um, con el la utilizacion de dextrosa como agente reductor y estabilizante, evaluando
el efecto en concentracion de AgNO;, NaOH, tricitrato de sodio. Observaron que en
funcion del aumentos de estos componentes anteriores, las estructuras eran de mayor
tamafio y definidas a compactas como se ven en la Figura 2.8. También evaluaron la
temperatura de reaccion 25°C y 70°C, de lo cual no tuvo un efecto significativo sobre el
tamafio o la forma de las particulas.
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Figura 2.8. Micrografias electronicas de barrido de nanoestructuras de plata de tipo flor. Variando las concentraciones de
AgNO; 2-8 uM (A—C), dextrosa 3—9 mM (D-F); NaOH 0,1-0,5 mM (G-I) [101].

Molina y col.[102] usando extracto de Kalanchoe Daigremontiana sintetizaron AgNPs vy,
evaluaron el efecto de la temperatura de reaccion a 80 °C, sin que produjeran la formacion
de AgNPs, atribuido a la degradacion de los compuestos fitoquimicos de la planta a dicha
magnitud de temperatura. Asi, lograron sintetizar AgNPs a temperaturas por debajo de 80
°C. Sin embargo, al someterlas a lavados utilizando tolueno y dimetilsulféxido (DMSO)
como solventes descubrieron la formacion de particulas microscopicas de plata de tipo flor
como las vistas en la Figura 2.9. Estds estructuras de superficie rugosa, se encuentran
formadas por unidades nanométricos (AgNPs) ensamblas formando laminas nanométricas.
Dicha formacién de ensambles, fue atribuida al recubrimiento natural del extracto que fue
altamente susceptible en su superficie y potencial electrocinética a los solvente, causando
su aglomeracion.

De la misma forma que en el trabajo anterior, donde se utiliz6 la sintesis verde mediante
extracto, asi lo hizo Jaffar y col. [103] utilizando solucion de Carrageenan como agente
reductor y estabilizante. Logrando obtener particulas con morfologia tipo flor de Ag
mediante la utilizacion de etanol como solvente de lavado. El etanol modificd las
propiedades de los estabilizadores induciendo agregacion (Figura 2.10).
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Figura 2.9. Micrografias de nanoflores de Ag obtenidas con medios de lavado con tolueno (a-b) y DMSO (a-d) [9].
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Figura 2.10. Analisis morfologico de AgNPs (a), histograma (b) y particulas de tipo flor obtenidas después de lavado con
etanol (c-d) [103].

Por otra parte, bajo ciertas condiciones de reacciéon se puede lograr la sintesis de
nanoensambles de Ag utilizando solamente extracto acuoso de plantas como agente
reductor y estabilizante. Asi lo demostr6 Chavez y col. [23], utilizando extracto de la
planta de Hamelia patens a temperatura ambiente con relacion precursor (AgNO;3)-extracto
de 10:1 y 12:1. Logrando particulas de plata autoensambladas simplemente variando las
concentraciones de las especies participantes en la reduccion, atribuyendo su capacidad
para ensamblar a los compuestos fitoquimicos de la planta.
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Por su parte, Gonzalez-Garcia y col. [21] a través del fruto de la planta Arctostaphylos
pungens Kunth, y modificando la concentracion de precursor (AgNOs) sintetizo particulas
esféricas con morfologia de flor y estructuras fractales a 6 mM y 10 mM (AgNO3),
respectivamente. Dichos resultados fueron atribuidos a que el fruto de la planta ademas de
contener agentes reductores, cuanta con la presencia de agentes de direccion que forman
estructuras anisotropias en forma de flores y dentriticas de Ag.

Figura 2.11. Particulas esféricas de Ag, obtenidas a diferentes aumentos para relaciones de volumétrica sal precursora-
extracto 10:1 (a—c)y 12:1 (d-f) col. [23].

| . § i

Figura 2.12. Micrografias electronicas de barrido obtenidas con diferentes amplificaciones de nanoflores de Ag (a—c) y
dendritas de Ag (d—f) [21].
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2.9.2 Actividad catalitica en colorantes de AgNEs y AgNPs

Desde hace mucho tiempo industrias como la textil, farmacéutica, alimentaria, pléstica,
cosmética, tintas, fotografica y pepaleras han utilizado colorantes y desechadados a
efluentes de agua, contaminando recursos hidricos con colorantes organicos e inorganicos.
Su impacto radica al origen estructural de la molécula y origen del tinte, ya que existen
colorante acidos, basicos, dispersos, azoicos, diazoicos, reactivos, complejos metalicos y
con base de antraquinona. Muchos al tener origen en la bencidina y naftalina, se convierten
en carcindgenos en sistemas bioldgicos de animales y humanos. Por lo que, el tratamiento
de desechos de colorantes es muy importante. Por lo que ha implementado varias
estrategias fisicas (adsorcion, radiacidon), quimicas (oxidacion electroquimica) y bioldgicas
(enzimatica, aerdbica y anaerdbica) para el tratamiento de estos contaminantes [104]. Un
objetivo de la degradacion de la molécula de colorante, es reducirla a un componente no
toxico, situacion dificil debido a su estructura quimica que le proporciona alta estabilidad
[105]. En las ultimas décadas, el uso de nanoparticulas como catalizadores en la
degradacion de tintes organicos se ha convertido en una alternativa confiable debido a los
beneficios como ser rapida, practica y econdémica [106]. Se han utilizado nanoparticulas de
metales nobles como AgNPs, AuNPs [107], asi como nanoparticulas de Pt, Pd, ZnO, CuO,
Fe,03, TiO; [108].

La actividad catalitica en la degradacion de colorante, ademas de NPs, también ha sido
evaluada en nanoestructuras ensambladas de morfologia de flor. Asi, Molina y col. [9]
utilizando las nanoestructuras y AgNPs combinadas con NaBH4. Los resultados sobre el
colorante de azul de metileno (MB) mostraron degradacion del casi 100 % con un tiempo
de degradacion de 1.5 a 1 min en la mejor muestra que fueron las estructuras de tipo flor
obtenida en la sintesis al ser lavada con tolueno (véase Figura 2.13). Lo que demostraron
que las nanoestructuras ensambladas demuestran mejoras en la actividad cataliticas
respecto a las AgNPs semiesféricas por si solas. Supusieron, que la causa principal de esta
eficiencia es la alta area de superficie rugosa de las estructuras mejora la tasa de
trasferencia de electrones de superficie.

Por su parte, también Chavez y col. [23] evaluaron la actividad catalizadora de
nanoestructuras ensambladas de Ag sin agente reductor extra (NaBH4), en azul de metileno
(MB), naranja de metilo (MO) y rodamina B (RhB). En la Figura 4.14 se muestra los
espectros UV-Vis de dicha degradaciéon para los tres colorantes, en donde la mejor
degradacion la obtuvieron en las nanoestructuras de relacion 10:1, ya que estas presentaba
una superficie de mayor rugosidad y porosas con una mejor tasa de degradacion y
eficiencia del 97.5 % (RhB), 92.5 % (MO) y 98 % (MB) después de 90, 70 y 80 min de
reaccion, respectivamente.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

28



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

(a) 064 water T (b) 100 —
0.4 4 .AH.Q,O B *
v ) * /a ,',

.2 6 min s 80+ | /:5 e

— : * : .y

2 Sall? 4 Kyater=1-879

< 54/ Komso=0-392

o © ! i o

E 'gj 40 - I!J' /o Kioiuene=0-115

B o L ,'

& i ® i

g : 204 5 '/ Y:A'Q(Uk}+b ﬁg_gs

/

024 Toluene | 0_*' x  KD-2T
01 - ) 0 1 2 3 4 5 6
o <l Time (min)

550 600 650 700
Wavelength (nm)
Figura 2.13. (a) Espectros UV-Vis de la degradacion fotocatalitica del azul de metileno en presencia de nanoflores de Ag

con diferentes disolventes: agua (nanoparticulas), DMSO y tolueno y (b) su cinética de degradacion [9].
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Figura 2.14. Espectros UV-visible de degradacion del tinte de las nanoestructuras obtenidas bajo dos proporciones

volumétricas, la primera (10:1); (a) RhB, (b) MO y (c) MB. el segundo (12:1); (d) RhB, (d) MO y (f) MB.

Es importante también analizar la actividad catalitica de las NPs por si solas, para ello
utilizando residuos de coliflor kadam y col. [109] sintetizaron AgNPs de tamafio promedio
de 35 nm y forma esférica que fueron utilizadas para evaluar la degradacion catalitica en
MB utilizando 5 mg de AgNPs en 50 mL de solucion de MB (5 mg/L) (Figura 2.15a). La
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eficiencia lograda fue de 97.57 % en un tiempo de 150 min. Ademads, evaluaron la
capacidad de reusabilidad de las AgNPs mediante el uso de estas en varios ciclos de
degradacion. Resultando que hasta son altamente reutilizables hasta el 4to ciclo. Ya que se
sigue alcanzando el total de eficiencia y, solo va aumentando el tiempo para alcanzarla en
cada ciclo. Por lo que, dichas AgNPs, presentan eficaz capacidad catalitica en la
degradacion del colorante MB.
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Figura 2.15. Espectros UV-visible de degradacion sobre azul de metileno usando AgNPs (a), y grafico que muestra la

reusabilidad de las AgNPs hasta el 4to ciclo [109].

En la literatura existe una gran variedad de trabajos de sintesis verde de AgNPs utilizando
extractos de plantas donde evaliian la actividad catalitica. En el trabajo anterior, las AgNPs
se evaluaron por si solas. Sin embargo, esa capacidad la han podido potencializar a través
del uso de agentes reductores extras como el NaBH,4. Chikkanayakanahalli y col. [110] es
un ejemplo de ello, al sintetizar AgNPs utilizando las saponinas extraidas del extracto de
semillas oleaginosas de Simarouba glauca, que posteriormente utilizaron junto con NaBH4
para la reduccion de diferentes colorantes: azul de metileno (MB), naranja de metilo (MO),
rojo congo (CR) y 2-cloro 4-nitrofenol (NP). Los resultados sobre MB mostrados en la
Figura 2.16, revelan una degradacion eficiente en un tiempo de 80 min y una k=0.0054
min”'. También valoraron la reutilizacion de las AgNPs por varios ciclos de degradacion
(Figura 2.17). En cada ciclo recuperaron las AgNPs por centrifugacion y, conforme se
utilizaba en cada uno de los ciclos la eficiencia disminuia ligeramente, debido a las
pérdidas de material catalizador en el proceso de recuperacion de cada ciclo ya que no
existido modificacion en los patrones de DRX ni en el espectro FTIR después del ciclo, lo
que confirma la estabilidad de las AgNPs.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

30



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

4.0

20
A e B k = 5.4x10% min*
4 - ——MB g
=
3.0 E
S 3 - =
= 3 & -
-.: 8 ] o 20 30
o -]
= o
& R g 20 1
2 £
g 2
< 2
1- 1.0 -
0 . . .
550 600 650 700 750 0.0 4 : : : :
Wavelength (nm) 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

Figura 2.16. Espectros UV-Vis de reduccion de azul de metileno en presencia de solo NaBH, y (B), espectros UV-Vis de

reduccion de azul de metileno en presencia de AgNPs con NaBH, [110].
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Figura 2.17. Rendimiento de reutilizacion de AgNPs después de la reduccion de colorantes [106].

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

31



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

2.9.3 Actividad antibacterial de AgNEs y AgNPs

En Ia historia médica se ha visto a través de los afios el surgimiento de nuevas infecciones,
aunado a la creciente resistencia por parte de agentes bacterianos, por lo cual es motivo
suficiente para buscar nuevos agentes antibacterianos, ecologicos, eficientes, irresistibles y
seguros [111]. El agente antibacteriano ampliamente utilizado desde la antigliedad ha sido
la plata y, debido al creciente surgimiento de la nanotecnologia, la investigacion de la
capacidad antibacteriana de nanomateriales de Ag con propiedades unicas dependientes de
su tamafio es un camino evidente para encontrar nueva generacion de antibioticos [112-
114]. Ademas, en los tltimos tiempos ha llamado la atencién el uso de AgNPs biogénicas
obtenidas por extractos de planta bajo un enfoque de seguridad biologica. Por lo que, el uso
de NPs biogénicas parece una alternativa altamente confiable para la accion antibacterianas
[107].

Muchos trabajos han estimado la actividad antibacterial de los nanomateriales de Ag,
enfocado principalmente en AgNPs. Sin embargo, la aplicacion de nanoestructuras
autoensambladas es de interés comparativo para ver las ventajas y desventajas respecto a
las AgNPs. Asi, Gonzalez-Garcia y col. [21] a través de nanoestructuras sintetizadas
mediante extracto de tostaphylos pungens Kunth de morfologias de nanoflores y dendriticas
en concentracion de 20, 50, 100 y 150 mg/L evaluaron la accidon antibacteriana contra las
bacterias E. coli y S. aureus mediante el método de difusion de disco (Figura 2.18 y tabla
2.2). Sus resultados mostraron zonas de inhibiciébn para ambas morfologias en las dos
cepas, indicando efecto actividad antimicrobiana. Sin embargo, las dentriticas fue
ligeramente mayor y la cepa E. coli mas sensible. La concentracion minima inhibitoria
(MIC) después de 24 h de una concentracion de 5 mg/mL al no presentar turbidez en E. coli
y has 20 mg/mL en S. aureus. Sugieren que el mecanismo de dicha actividad se basa en la
adherencia a la membrana bacteriana que impide la permiabilidad de nutrientes a espacios
intracelulares y ademas, la difusion de especies iones de Ag al interior causando dafio
significativo en interaccion con el ADN y proteinas.

K. Chavez y col. [115] a través del extracto de Hamelia patens obtuvieron nanoestructuras
de Ag tipo flor que permitieron ensayar por zons de inhibicion y MIC en E. coli y S. aureus
la actividad antimicrobial a concentraciones de 20, 50, 10, 120 y 150 ppm mostrados en la
Figura 2.19. También, al igual que otros trabajos mostraron actividad antibacterial con
mejor inhibicion en E. coli al ser Gram negativas los iones metalicos influyen de mayor
manera. Para las nanoflores de Ag se encontré un MIC de 20 ppm para S. aureus y 15 ppm
en E. coli, por lo que presentar una mayor sensibilidad que el anterior trabajo.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

32



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

al

Extract” 20

120 dw-u\

— e —— -

T
100 50

O @

120

>

Figura 2.18. Ensayos antibacterial de Ag nanoflores contra E. coli (a). S. aureus (b). Y dendritas contra E. coli (¢) y S.

aureus (d).

Tabla 2.2. Resultados de la actividad antibacteriana de nanoestructuras de Ag frente a E. coli y S. aureus.

Ag nanoflowers Zone of inhibition {mm) Ag dendrites Zone of inhibition {mm)

Concentratinn Escherichia coli Staphylececcus aureus Concentration Fxchericiia coli Staphylocaccus aureus
Fruit extract 0 0 Fruit extract 0 0

20 mgn 8.5 0 20 mgh 83 1.7

50 mg/l 9.5 9 50 mgfl 9.8 10

100 mgA 10 9 100 mgA 10.3 10

120 mgA1 10 9 120 mpd 10.6 10.2

150 mgA 11 9.5 150 mg/1 11 10.7

a) 1o WM S Aureus
W . Coli

-—
®» o O
1 L 1

Inhibition (cm)

0 50 100 150
Concentration (ppm)

Figura 2.19. Antibiograma de las nanoflores de Ag (a) contra (a-b) S. aureus, (c) MIC, (d-e) y E. Coli, (f) MIC y grafico

de las zonas de inhibicion en funcién de la concentracion.
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La Figura 2.20 muestra los resultados obtenidos de la actividad antibacterial en E. coli y S.
aureus utilizando AgNPs ensambladas en forma de flor sintetizados a través del extracto de
carrageenan [103]. En donde la actividad dependi6 de la concentraciéon y también, con
efecto mas evidente en E. coli que para S. aureus.

S. aureus

Figura 2.20. Placas representativas del ensayo de difusion en disco de AgNPs en forma de nanoestructuras con una

concentracion de 0.5-4 mg/mL contra (a) E. coli y (b) S. aureus.

2.9.4 Actividad citotoxica de AgNEs y AgNPs

Las AgNPs biogénicas se cree que sean las mas convenientes para el uso en biomedicina
[116], principalmente cuando ya ha sido demostrada el potencial antibacterial de las
AgNPs. Por eso, para ser consideradas en el uso de humanos, es de importancia considerar
su efecto toxicologico. Aunque, se ha demostrado la citotoxicidad en algunas células
especificas, por ejemplo algunas de tipo cancerigenas, aiin no tiene con certeza el impacto
toxicologico en células eucariota [117].

Kasemets y col. [118] evaluaron la citotoxicidad de AgNPs comerciales con tamafio de 10
y 80 nm y recubiertas con citrato y polietilenimina ramificada respecto a control positivo
i6nico constituido la solucion de AgNO; en S. cerevisiae (Figura 2. 21). Los resultados del
ensayo de citotoxicidad mediante analisis de crecimiento y analisis micrograficos,
revelaron la toxicidad dependiente del tamafio de la NP y la carga superficial. En donde las
AgNPs de 10 nm presentaron mayor toxicidad. Mientras que, las AgNPs recubiertas con
polietilenimina que tiene carga positiva, también mostraron mayor toxicidad debido a la
atraccion con la pared celular de la levadura con carga negativa. Aunque, en todos los casos
se demostro el ingreso de la AgNPs dentro de las células, los estudios de disolucion de las
AgNPs podrian indicar que ese el principal motivo de la citotoxicidad de las AgNPs.
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Figura 2.21. Curvas de viabilidad celular dosis-respuesta de S. cerevisiae BY4741 expuesta a AgNPs de 10 y 80 nm
recubiertas con citrato y AgNOs (A) y AgNPs de 10 y 80 nm recubiertos con polietilenimina (B) [118].

Rasmussen y col. [119] desarrollaron un método que es muy 1til para la evaluacion de
citotoxicidad de los nanomateriales en células eucariotas. Para ello, estudiaron la
interaccion cuantitativa de AgNPs de diferentes tamaiios (10, 20 y 40 nm) y su dosificacion
sobre la levadura S. cerevisiae mediante espectrometria de masas de plasma (ICP-MS). Los
resultados mostraron que las células de levaduras captan rapidamente las AgNPs y que las
proporciones de masa de Ag /celula que se introducian a la células frente a las adsorbidas
sobre la superficie eran similares en diferentes tamano de AgNPs.
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Figura 2.22. Concentracion de absorcion de AgNPs contra concentracion de dosificacion Ag Ag/célula en la evaluacion

de diferentes tamarfios de AgNPs.

En cuanto a AgNPs biogénicas de tamafio promedio de 18 nm con morfologia esférica y
triangular, que fueron obtenidas por extracto de Lavandula angustifolia, Villalpando y col
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[38] evaluaron la citotoxicidad de estas AgNPs sobre S. cerevisiae y Kluyveromyces
marxianus mediante ensayo de crecimiento y ensayo colorimétrico (MTT) (Figura 2.23).
En cuanto a los resultados de viabilidad, en este trabajo las AgNPs no presentaron una
disminucioén de crecimiento ni viabilidad significativa en ambas levaduras. Aunque si se
verificd que el género K. marxianus presenta una mayor resistencia en comparacion a S.
cerevisiae.
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Figura 2.23. Gréaficos de barras que muestran los ensayos de crecimientos para las cepas de S. cerevisiae (a-b) y K.

marxianus(c-d) expuestas a AgNPs sintetizadas por extracto de Lavandula angustifolia.
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METODOLOGIA
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este capitulo describe el proceso experimental llevado a cabo para la obtencion de AgNEs
y AgNPs mediante sintesis por reduccion quimica verde utilizando como agente reductor y
estabilizante el extracto acuoso de la planta de S. praealtum, las técnicas por las cuales
fueron caracterizadas asi como su evaluacion de propiedades (antibacterial, citotoxica y
fotocatalitica). En la Figura 3.1 muestra el diagrama metodoldgico general llevado a cabo
en este trabajo.

Etapas
experimentales
Condiciones Analisis

f Preparacion de 60 °C, agitacion Bromatologicos,
—| extractoacuosoy | Planta S. praealmum [===»| constante, 30 min Fitoquimicos

Lanahsm dela planr.a‘ 20 mg/mL

r B
| Preparacion de sal —_ AgNO, > Condiciones

prectisola - Solucion madre de 20 mM
\ )

i N

MEB, MET, DRX,
= Caracterizacion || UV-Vis, FTIR,

H-RMN
Evaluacion de Antibacterial,
propiedades S citotoxicay
fotocatalitica

Figura 3.1. Procedimiento general a seguir en el proyecto de investigacion.
3.1 Preparacion de extracto acuoso y analisis de S. praealtum
3.1.1 Adquisicion de la planta

Se recurrio6 a la adquisicion de la planta S. praealtum de forma seca en un mercado local en
la ciudad de Morelia, Michoacan. Una vez adquirida la planta, solo fueron seleccionadas las
hojas y se sometieron a un proceso de molienda por maceracion mediante un mortero hasta
conseguir un polvo fino de tamafio uniforme. La reduccion de tamaio de las particulas del
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polvo de la hoja de la planta ayudd a una maés efectiva lixiviacion de los compuestos
fitoquimicos de la planta.

3.1.2 Preparacion de extracto acuoso de S. praealtum

Se prepard extracto acuoso de la planta S. praealtum a una concentracion de 2 % p/v como
solucion madre. Para ello, 2 g de polvos de planta anteriormente obtenidos se agregaron en
100 mL de agua desionizada a una temperatura de 60 °C bajo agitacion magnética durante
30 min usando un termoagitador marca Termo Scientific. Transcurrido el tiempo se filtr6 a
través de un papel filtro marca Whatman No. 4, con un tamafio de poro promedio entre 20 a
25 pum. El extracto acuoso resultante se dejé enfriar y se almaceno bajo refrigeracion en
recipiente herméticamente cerrado para su posterior uso.

Se determind la concentracion del extracto de S. praealtum en mg/mL mediante la técnica
de solidos disueltos totales por triplicado. Una vez preparado el extracto, se prosiguio a
filtrar el material organico no disuelto durante la preparacion, utilizando un papel filtro de
1.5 um de tamafio de poro a temperatura ambiente. Posteriormente, los filtros con el
material orgénico retenido se colaron en una estufa para secarlos completamente y, una vez
secos se prosiguio a pesarlos. El valor de peso obtenido se restd al sdlido total utilizado al
inicio de la preparacion del extracto (2g/100 mL) y se determind que aproximadamente se
consigue una concentracion de 20 mg/mL en el extracto.

3.1.3 Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu

El contenido total fenolico del extracto de la planta S. praealtum se llevo a cabo por el
ensayo colorimétrico usando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método esta basado en la
transferencia de electrones en medio alcalino de moléculas fendlicas hacia complejos
fosfolibdico/fosfotingstico, pasando de un morado a un azul indicativo de la reaccion de
oxido-reduccion [120]. De acuerdo a lo metodologia detallada en [121], se agregaron 100
uL de la muestra de extracto de S. praealtum por triplicado en tubos de ensaye,
consecutivamente se agregd 400 pL de agua destilada y 300 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu a 2 M y se agitd toda la mezcla en un vortex 10°°-15°“. Cuando se hallaron
homogeneizadas las muestras se le adiciond 1200 pL de Na,CO; (carbonato de sodio) a 0.7
M vy se procedi6 a incubar por 2 h en ausencia de luz bajo temperatura ambiente. Pasado el
tiempo, se evalud la absorbancia a 765 nm en el espectrofotometro antes mencionado. Los
resultados obtenidos se fijaron mediante una curva de calibracion realizada a partir de acido
galico 0.1 mg/mL.
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3.1.4 Cuantificacion de flavonoides totales

El analisis cuantitativo de flavonoides totales en S. praealtum se determind por reaccion
con AICl;, cuantificando mediante la medicion de absorbancia de acuerdo con [122]. En el
cual la muestra de extracto acuoso diluido con etanol se mezcld con la solucioén de AICI al
2 % también en etanol. Se dejo reaccionar 1 h y, se midi6 la absorbancia de la muestra a
420 nm. Las cantidades de flavonoides en el extracto se establecieron de acuerdo a la curva
de absorbancia estandar de quercetina y se calcularon dicha cantidad como equivalentes de
quercetina (mg/g de extracto).

3.1.5 Analisis proximal y fitoquimico de S. praealtum

Con el fin de conocer las caracteristicas bromatologicas y fitoquimicas en la planta S.
praealtum y sean base para el entendimiento del proceso de sintesis y crecimiento en la
formacion de AgNEs. Los ensayos a continuacion permitieron realizar un analisis
cuantitativo de los principios inmediatos (hidratos de carbono, las proteinas y grasas) y
cualitativo de cierto grupo de compuestos presentes en el extracto. La consideracion de
estos ultimos estudios es que su interpretacion en su mayoria se reduce a un resultado
positivo o negativo, funcionando s6lo como indicadores de la presencia de compuestos
fitoquimicos en la planta S. praealtum.

3.1.5.1 Analisis proximal

Con el fin de conocer mas ampliamente la composicion de la planta S. praealtum, el
andlisis proximal permitié conocer la presencia de cenizas, humedad, proteinas totales,
carbohidratos totales y lipidos totales. La metodologia coincidié con la realizada por
Razack y col. [123] Silva y col. [19] y Susanto y col. [20].

3.1.5.2 Deteccion de compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos.

La prueba permitio la determinacion de compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos a
través de la adicion de 0.1 g de planta en 2 mL de agua desionizada y posteriormente, a la
mezcla previa se afiadid gota a gota una solucion de KMnO4 al 2%. Se continu6 afiadiendo
hasta observar el desvanecimiento del color purpura propio de la solucion de KMnO4. La
decoloracion completa indicaria respuesta positiva.
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3.1.5.3 Deteccion de saponinas

Este método consistio en colocar 1 mL del extracto de la planta en un tubo de ensaye que se
le afiadio agua caliente, se prosiguid a agitar la solucidon vigorosamente hasta la formacion
de espuma. La formacion de espuma estable indica que el ensayo fue positivo a saponinas
[124].

3.1.5.4 Deteccion de flavonoides

Para este ensayo llamado prueba de Shinoda se detectan los nucleos benzopirona
(flavonoides). Para ello, se emplearon 1 mg del extracto de la planta y 0.5 mL de HCl al 10
% y de inmediato se anadio limadura de Mg, llevandose a cabo la formacion de una
reaccion exotérmica que denota una tonalidad rojiza (palido oscuro), en este caso la prueba
es positiva.

3.1.5.5 Deteccion de taninos

La presencia de taninos se determino por este ensayo, el cual consistié en poner en contacto
unas gotas de FeCl3 al 5 % en algunos cuantos miligramos de la muestra del extracto de la
planta, donde una tonalidad azul-verdoso indica la presencia de taninos en la muestra a
[124, 125].

3.1.5.6 Deteccion de alcaloides

En éste ensayo se llevo a cabo la preparacion de dos disoluciones de manera separada; en
primera instancia se disolvieron 1.36 g de HgCl, en 60 mL de agua desionizada y
seguidamente una en la que se disolvera 5 g de Kl en 60 mL. De manera inmediata, ya
disueltas de forma separada se procedid a mezclarlas en un matraz aforando a 1000 mL
(reactivo de Mayer). De esta solucion anterior se agregd cuatro gotas a la muestra
del extracto de la planta previamente acidificada con HCl diluido, dando pie a un
precipitado. Al adicionarle el reactivo de Mayer a la muestra, si el precipitado es disuelto se
considera la presencia de alcaloides en el extracto [124, 126].

3.1.5.7 Deteccion de compuestos aromaticos

Para esta prueba se prepard una solucion con 30 mg de la planta en 1 mL de hexano. Se
anadieron dos gotas del reactivo que se prepar6 al momento, el cual consiste en una gota de
formalina (formaldehido al 40 %) en 1 mL de H2SOs concentrado. La mezcla se agitd
ligeramente. Se observo el color del reactivo, cuando pasa de una coloracidn rosa, naranja,
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azul, verde, purpura y que, con mayor tiempo cambia a un café o negro es positiva a
compuestos aromaticos.

3.1.5.8 Deteccion de monosacaridos por Reactivo de Barfoed.

En el ensayo se prepar6 el reactivo disolviendo 16.6 g de Cu (CH3COO)2 en 245 mL de
agua destilada y 2.4 mL de acido acético glacial. Posteriormente, se tomaron 2 mL de este y
se anadieron 15 mg de extracto de la planta en un tubo de ensaye y se calento a través de un
bafio maria por un tiempo de 3 min. Si hay formacion de un precipitado amarillo-naranja en
los primeros 6 minutos dicard un resultado positivo monosacaridos; si por el contrario
aparece después de los 6 minutos es positivo para disacaridos [15].

3.1.5.9 Deteccion de azucares reductores

Para esta, se prepar6 una solucion a partir de 0.2 g de la planta, 5 mL de agua desionizada y
5 mL de solucién de Benedict. Cuando se produce un precipitado amarillo o amarillo
verdoso; se calienta la mezcla hasta su ebullicion para posteriormente examinar algin
precipitado presente y un color rojo indica la presencia de azlicares reductores [127].

3.1.6 Actividad quelante de extracto de S. praealtum mediante iones ferrosos

Se llevo a cabo la evaluacion de la actividad quelante de iones ferrosos en el extracto
acuoso S. praealtum a través de la formacion del complejo Fe(Il)-ferrozina. Para ello, se
prepar6 una mezcla (1.5 mL) con 500 uL de extracto acuoso de S. praealtum (1.25, 2.5, 5,
10 y 20 mg) o como control positivo 500 uL de Na,EDTA 2H,O (0-25 pg), 100 puL de
FeCl, a 0.6 mM y 900 pL de etanol. La reaccion se agita para homogeneizar, para
posteriormente dejar reaccionar 5 min a temperatura ambiente. Pasado el tiempo, a la
mezcla se le agregd 100 pL. de Ferrozina (5 mM) dejandola 10 min y para que se formara el
complejo Fe(Il)-ferrozina. En seguida, se midi6 la absorbancia respecto a un blanco de
etanol a A=562 nm. El porcentaje de efecto quelante se calculd de acuerdo a la siguiente
formula y se represent6 en un grafico efecto vs concentracion.

Muestraj=se¢2 nm

Actividad quelante% = (1 — ) * 100 3.1

Controly =562 nm
3.2 Preparacion de sal precursora
La sal precursora se prepar6 en una solucion acuosa de madre de 1 L a una concentracion

de 20 mM de AgNO; (299.9 %, Sigma-Aldrich) utilizando agua desionizada. Finalmente,
se almacend en un frasco &mbar para su uso posterior.
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3.3 Sintesis de AgNPs y AgNEs

Para la obtencion de los nanomateriales AgNPs y AgNEs, regularmente los ensayos de
sintesis se llevaron a cabo en una relacion volumétrica 1:1 extracto-sal y, s6lo en algunos
ensayos se modificd dicha relacion con el objetivo de lograr alguna condicidon experimental
de concentracion de sal o extracto. Dichas condiciones experimentales se describen a
continuacion de acuerdo a las variables evaluadas. Cada uno de estos parametros fueron
variadas en funcion del comportamiento y resultados que se observaron en la sintesis
dirigida hacia la optimizacién de materiales con caracteristicas homogéneas (tamafio,
morfologia, estructura, porosidad, etc. de los materiales). Ademas, debido a que se trata de
sistemas nanométricos, estos son inestables y dificulta un modelo experimental preciso. Por
lo tanto, para ver de manera mas clara posible el efecto de cada una de las variables
estudiadas, estas fueron variadas uno a la vez, manteniendo el resto de pardmetros
constantes.

3.3.1 Sintesis de AgNPs

Las AgNPs se prepararon utilizando el extracto acuoso de S. praealtum como agente
reductor-estabilizante. En un primer método se obtuvo AgNPs adicionando 5 mL de la
solucion de AgNOs (10 mM) a 5 mL del extracto vegetal a temperatura ambiente (2 % p/v)
(20 mg/mL), consiguiendo una concentracion final de la mezcla de reaccion de 5 mM y 0.5
% p/v (5 mg/mL) de sal-extracto. Dejando reaccionar la mezcla por 1 h, el cambio de color
de amarillo a marron oscuro se obtuvo después de 30 min de reaccion indicando la
formacion de AgNPs.

En una segunda metodologia que fue optimizada, se adicion6 solucion de AgNOs (10 mM)
en extracto acuoso vegetal (1 % p/v 10 mg/mL) a una temperatura de 60 °C. Se mantuvo
bajo agitacion constante por 1 h, consiguiendo AgNPs con mejores y homogéneas
caracteristicas (tamafio y morfologia). Finalmente, en ambas metodologias las AgNPs
formadas se lavaron por centrifugacion 3 veces dispersando en agua desionizada para su
posterior uso y caracterizacion.

3.3.2 Sintesis de AgNEs
3.3.2.1 Concentracion del extracto

Por otro lado, los AgNEs se obtuvieron de una manera anéaloga a las AgNPs. Asi, partiendo
de un extracto acuoso de concentracion de 2 % p/v (20 mg/mL), se hicieron las
correspondientes diluciones para obtener concentraciones tales como: 10, 5, 2.25y 1.25 y
0.625 mg/mL y en cada ensayo se agrego la solucion de AgNO; (20 mM). Las mezclas de
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reaccion se homogeneizaron manualmente y se dejaron reaccionar a temperatura ambiente.
Finalmente, el sistema se dejoé envejecer 24 h, y los productos se lavaron con agua
desionizada a 10.000 rpm, repitiendo el procedimiento 3 veces.

3.3.2.2 Concentracion de sal precursora (AgNO3)

De la misma manera que la concentracion de la planta, se parti6é de una disoluciéon madre de
20 mM de AgNO; y a partir de esta se realizaron correspondientes diluciones a 10, 8, 6, 5,
4 y 3 mM. Se mantuvo constante la concentracion de planta a 10 mg/mL y temperatura para
poder observar la influencia de la concentracion de iones metalicos en el sistema de
reaccion de sintesis de AgNEs. Una vez envejecido el sistema por 24 h los productos de
reaccion se lavaron con agua desionizada a 10.000 rpm, repitiendo el procedimiento 3
veces.

3.3.2.3 Temperatura y agitacion

Con el objetivo de observar el efecto de la temperatura y la agitacion sobre la sintesis de
AgNEs, se sintetizaron AgNEs mezclando solucidon acuosa de AgNO;3 (20 mM) a extracto
de planta (5 mg/mL) con temperatura previamente ajustada a valores de temperatura:
temperatura ambiente (T~22 °C), 60 y 80 °C. Una vez agregada la sal, se homogeneizo la
mezcla de reaccion y se dejo reaccionar bajo reposo por 1 h bajo dicha temperatura.
Finalmente, se dejo envejecer el sistema por 24 h para su correspondiente caracterizacion.

3.4 Caracterizacion
3.4.1 Espectroscopia de absorcion ultravioleta visible (UV-Vis)

Los espectros ultravioleta-visible (UV-Vis) se midieron utilizando un espectrometro Perkin
Elmer Lambda 25 y una celda de cuarzo a temperatura ambiente. Mediante esta técnica se
lograba conocer de forma rapida la formacion de AgNPs y AgNEs, al observar las bandas
caracteristicas de absorcion debidas a la resonancia del plasmon de superficie de la plata
metalica y con ello proporcionar informacion de la distribucion de tamafio y las formas de
las particulas [128].

3.4.2 Microscopia electronica de barrido (MEB) y transmision (MET)
La morfologia y distribucion de las particulas se determinaron utilizando el microscopio

electronico de barrido (SEM) JEOL modelo JSM-7600F que incluia un andlisis de
espectrometro de dispersion de energia (EDS). Finalmente, también se registraron
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micrografias de microscopio electronico de transmision (TEM) en un instrumento Phillips
Tecnai F20.

3.4.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron en un equipo Bruker D8 Advance
DAVINCI (ojo de lince) utilizando radiacion Cu Ko (AK0o=0.1542 nm). Mediante esta
técnica de polvos se realizaron los analisis estructurales de las particulas de plata. También
permitié la estimacion del tamano promedio del cristalito de las nanoestructuras mediante
la ecuacion de Debye Scherrer’s. Dicho dato es comparado con los hallazgos en las
microscopias electronicas.

3.4.4 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion de las nanoestructuras por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) se obtuvo en un espectrometro infrarrojo Bruker Tensor 27 con un rango de
4000-400 cm ' y una resolucién de 1 cm ™. Las muestras fueron analizadas por el método
de disco de bromuro de potasio (KBr). Los espectros infrarrojos permitieron identificar
grupos funcionales de moléculas organicas presentes en el extracto de S. praealtum y que
intervienen en el proceso de sintesis y estabilizacion de las nanoestructuras de plata.

3.4.5 Resonancia magnética nuclear de hidrogeno (‘H-RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (‘"H-RMN) se midieron a 400
MHz en un espectrometro Varian Mercury 400 a partir de soluciones de tetrametilsilano en
DMSO-d6 como referencia interna. Los valores de desplazamiento quimico se expresan en
partes por millon. Al ser una herramienta valiosa para los estudios de metabolitos naturales,
se logr6 identificar de manera mas clara grupos fitoquimicos presentes en el extracto S.
praealtum y principales posibles participantes en la sintesis y estabilizacion de
nanoestructuras metalicas.

3.5 Evaluacion de propiedades de las nanoestructuras de plata
3.5.1 Antibacterial

La plata es conocida desde hace mucho tiempo por poseer excelente capacidad antibacterial
y, actualmente existe una gran cantidad de investigaciones que evaluan esta propiedad en
nanomateriales de plata [21, 111, 129]. La propiedad antibacterial de AgNEs y AgNPs se
evalu6 mediante el método Kirby Bauer de susceptibilidad por difusion en discos en
bacterias de tipo Gram-positivo y Gram-negativo, S. aureus (ATCC 25922) y E. coli
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(ATCC 25922), respectivamente. El cual consiste en impregnar discos de papel con una
concentracion conocida de agente antimicrobiano y se colocan sobre una superficie de agar
que previamente se ha inoculado con el microorganismo en cuestion. El efecto se observa
por formacion y tamafio de una zona de inhibicién de crecimiento bacteriano provocada por
la difusion del antimicrobiano, desde el disco hacia el medio de acuerdo con la
concentracion utilizada. El tamafio de la zona de inhibicion se relaciona con la
concentracion minima inhibitoria (CMI).

Para ello, se prepararon y esterilizaron el medio de cultivo Muller-Hinton y material
biologico respectivo. El medio se vertié a las correspondientes cajas de Petri. La densidad
optica o turbidez de cada cultivo bacteriano se ajusto al estandar de Mc Farland 1.5X108
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) y se sembr6 en cada una de las
cajas por duplicado. Posteriormente, en circunstancias estériles se impregnaron discos de
papel filtro de 5 mm con concentraciones de 25, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pg/mL, tanto
de AgNEs como de AgNPs y se expusieron en los cultivos bacterianos. Finalmente, se
incubaron a 35 °C por 24 h y se midieron las zonas producidas de inhibicion.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) se determindé mediante el ensayo de
microdilucion en caldo. En el cual, se tomé 1 mL de un tubo de ensaye con indculo
estandarizado bajo la escala de Mc Farland y se agregd a cada uno de los tubos que
contenian 1 mL de caldo de cultivo con las concentraciones evaluadas de AgNPs y AgNEs
a 200, 250, 300, 350 y 500 pg/mL. Los tubos conteniendo 2 mL se incubaron por 24 h a 37
°C. Después de este tiempo, se tomaron 100 uL de las muestras con nula turbidez y se
depositaron sobre una caja Petri estéril con agar y se incubaron a las mismas condiciones.
La ausencia de crecimiento bacteriano en alguna concentracion, corresponderia al valor de
la MIC.

3.5.2 Propiedad catalitica en la degradacion de colorantes

Se investigo la degradacion catalitica de MB a una concentracion de 0,003 mM por AgNPs
y AgNEs realizada bajo luz visible. Ademas, se estudio el efecto de la actividad catalitica
de los nanomateriales de plata afiadiendo NABH4 como agente reductor auxiliar. Por lo
tanto, se mezclaron 0.5 mg de AgNPs y 0.5 mg de AgNEs con 2,5 ml de colorante MB con
y sin NaBH4 (5 mM). Mediante espectroscopia UV-Vis (espectrofotometro Lambda 25
Perkin Elmer) se monitore6 la tasa de degradacion. En el caso de las AgNPs, los
experimentos de degradacion se realizaron en funcion de la cantidad, utilizando 0.25, 0.5,
0.75, 1, 1.25 y 1.5 mg. Ademas, se llevaron a cabo experimentos de reciclaje de
catalizadores en 5 ciclos con una cantidad constante de 1.5 mg de AgNPs.
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3.5.3 Actividad bioldgica y citotoxicidad

3.5.3.1 Determinacion de curvas de crecimiento celular de levadura de
Saccharomyces cerevisiae

Para la construccion de la curva de crecimiento se prepard el medio de cultivo YPD
(extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, dextrosa al 2%). Los medios y el material a
utilizar, se esterilizaron mediante autoclave a 121 °C y 15 psi por 20 min. Se prepararon los
cultivos iniciadores en dos tubos con 9 mL de medio YPD, los cuales se inocularon con un
asa bacteriologica, incubando bajo agitacion orbital a 180 rpm y 30 °C para su crecimiento
por 24 h. Pasado este periodo de tiempo, se agreg6 5 mL de los cultivos iniciadores a 4
matraces con medio YPD y se prosiguié a leer la densidad oOptica a 600 nm en
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 18 UV-Vis cada 2 h por 12 h y una lectura final a
las 24 h. Finalmente, para la determinacion de la curva y los pardmetros de crecimiento se
utilizd el modelo matemdtico para el crecimiento de Gompertz mediante el software
Graphpad prims 8.01.

3.5.3.2 Inhibicion de crecimiento en levadura

Como modelo de estudio para células eucariotas, la cepa de levadura S. cerevisiae W303—1
se cultivo en un medio acuoso que contenia AgNPs y AgNEs. En tubos que contenian 10
mL de medio YPD (levadura peptona dextrosa), se afiadi6 1 mL de glucosa al 20%
masa/volumen, mezclado con 200 pL de preindculo de cepa de levadura. La concentracion
de las AgNPs y AgNEs vari6 con la concentraciéon més alta que se pudo lograr obtener (200
nug/mL). Una vez evaluada estas pruebas preliminares, se prosigui6 a seleccionar y evaluar
de manera detallada la mejor muestra (AgNPs) de la siguiente manera: 20, 40, 60, 80, 100 y
200 pg/mL. Cada ensayo se realizd por triplicado. Las mezclas se incubaron durante 24 h a
30 °C con agitacion mecanica [120 revoluciones por minuto (rpm)]. El porcentaje de
disminucion del crecimiento de microorganismos se determinod por turbidimetria, midiendo
su densidad dptica en un espectrofotometro PerkinElmer Lambda 18 UV-Vis a 625 nm. El
control consistio Unicamente en el medio y la levadura.

3.5.3.3 Ensayo de viabilidad celular mediante azul de Tripano

Conocida el efecto de inhibicion de crecimiento de levaduras por parte de los
nanomateriales, se prosigui6 a realizar el ensayo de viabilidad celular utilizando azul de
Tripano que permite identificar células vivas y muertas. Esto con el fin de conocer si los
nanomateriales presentan efecto citotoxico sobre la levadura S. cerevisiae. Para ello, se
prepar6 una solucion stock de azul de Tripano 1:1, afiadiendo 1 mL de colorante al 0.4 %
en 1 mL de bufer PBS (solucién salina tamponada con fosfato a pH 7.4). La suspension de
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células de levadura después de la exposicion a AgNPs durante 24 h, se obtuvo por
centrifugacion a 100*g por 5 min y suspension en PBS. Posteriormente, se tomo
100 pL de la solucion stock del colorante y se agregaron en 100 pL de la suspension de
células de levadura. La mezcla del colorante y las células se dejo reposar durante 3 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, una gota de la mezcla fue agregada a un
hemocitometro para ser observada en un microscopio oOptico. Se registraron imagenes de
cada muestra y se realizo el conteo de células viables (no tefiidas) y células no viables o
muertas (tefiidas de azul). La viabilidad se calcul¢ utilizando la siguiente formula:

, . Numero tatal de células viables
% células viables = * 100 (3.2)

Numero total de células

3.5.3.4 Determinacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)

Las levaduras en medio YPD fueron expuestas a AgNPs a diferentes concentraciones (0,
50, 150 y 250 pg/mL) durante 24 h. La concentracion de levadura se ajustd a 1x105
células/mL. Después del contacto de las levaduras con las AgNPs, se lavaron dos veces
(5100 RPM, 4 °C durante 5 min) en PBS frio. Posteriormente, se incubaron en la oscuridad
durante 30 min a 37 °C utilizando 2 mL de medio de oximetria que contenia diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) 12,5 uM 2'-7'. Finalmente, se estimo la generacion
de ROS en un espectrofotdémetro Shimadzu; modelo RF-5301pc, midiendo la intensidad de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) a longitudes de onda de excitacion y emision de 491 nm y
518 nm, respectivamente. Todas las muestras se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez definida la metodologia llevada a cabo para esta investigacion, en este apartado se
presenta y analizan los resultados obtenidos al estudiar el proceso de sintesis de AgNPs y
autoensamblaje de AgNEs. Describiendo el efecto de cada una de las variaciones
empleadas en la sintesis de AgNEs respecto a sus caracteristicas quimicas, estructurales y
morfologicas, asi como el estudio de los mecanismos de formacién propuestos en estas
nanoestructuras. Todo lo anterior, mediante técnicas de caracterizacion quimica, estructural
y morfologica. Ademas, se evaluaron propiedades de las nanoestructuras en aplicaciones
tales como antibacteriales, fotocataliticas y citotdxicas.

4.1 Analisis fitoquimicos del extracto y la planta S. praealtum
4.1.1 Analisis proximal

El analisis proximal de las hojas secas de S. praealtum se presenta en la tabla 4.1. Los datos
expuestos de forma porcentual, muestran que las hojas de S. praealtum contienen un
porcentaje mas alto de carbohidratos (42.39 %), seguido de fibra cruda (19.63 %), cenizas
(17.67 %), humedad (10.00 %) y grasa (6.47 %). Esto quiere decir que, casi el 50 % total de
las hojas de la planta utilizada para el extracto la constituyen carbohidratos totales. Este
grupo de compuesto tiene gran importancia estructural y funcional en la planta, asi como
para su aprovechamiento en dieta por su alto contenido energético y materia primera en la
industria en la producciéon de diferentes productos como biocombustibles, bebidas
alcoholicas, etc. [130, 131]. Ademas, en este grupo se incluyen los llamado azlcares
reductores, a los que se atribuyen propiedades antioxidantes y son usados en algunas
investigaciones como agentes reductores importantes [132, 133]. Por otro lado, otros
autores han determinado el contenido proximal de diferentes extractos de plantas
(Eragrostis Teff Straw [134], Carduus edelbergii Rech.f [130]) y hongo (Pleurotus florida
[135]) que fueron utilizados para en la sintesis verde de nanomateriales. En estos tltimos, el
contenido mas alto, regularmente se presenta de proteina y fibra cruda. Asi, la composicion
de S. praealtum parece ofrecer ventajas fitoquimicas para ser aplicado en la sintesis verde
de nanomateriales.

Tabla 4.1. Analisis proximal de las hojas secas de la planta S. praealtum.

Parte de Humedad Materia Grasa Cenizasy  Proteina Fibra  Carbohidratos
la planta (%) seca (%) (%) minerales cruda cruda (%)
(%) (%) (%)
Hojas 10.00 90.00 6.47 17.67 3.84 19.63 42.39
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4.1.2 Analisis fitoquimicos

La tabla 4.2 se muestran los resultados de las pruebas fitoquimicas cualitativas hechas al
extracto de S. praealtum que buscaron la presencia de compuestos con enlaces etilénicos y
acetilénicos, saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides, aromaticos, monosacaridos y
azucares reductores. Estos mismos resultados se presentan de manera visual en la Figura
4.1.

Las plantas de tipo medicinales contienen fitoconstituyentes de los cuales incluyen
flavonoides, alcaloides, taninos, compuestos fenolicos, saponinas, carbohidratos,
aminoacidos, entre otros que son responsables de las caracteristicas fisioldgicas y
terapéuticas de las plantas [130, 136]. Muchos de estos compuestos también son
considerados los responsables de la sintesis verde [137]. Los resultados fitoquimicos
demostraron que, de la forma seca de la planta S. praealtum y preparada como extracto
acuoso, permite la extraccion de compuestos aromaticos, algunos con enlaces etilénicos y
acetilénicos, saponinas y azucares reductores. Por lo que, existe la posibilidad de que algin
grupo dentro de estos compuestos, sean los responsables de forma unica o conjunta, de
sintesis y ensamblaje de los AgNEs.

Tabla 4.2. Analisis fitoquimicos del extracto de S. praealtum.

Fitoquimico Resultado
Compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos Positivo
Saponinas Positivo
Flavonoides Negativo
Taninos Negativo
Alcaloides Negativo
Aromaticos Positivo
Monosacaridos Negativo
Azucares reductores Positivo
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Compuestos con enlaces =
5 Saponinas Flavonoides l[aninos
etilénicos v acetilénicos
3 )
) :

Figura 4.1. Pruebas cualitativa para la identificacion de fitoconstituyentes de la planta y extracto de S. praealtum.
4.2 Sintesis de AgNEs mediante el extracto acuoso de Sedum praealtum
4.2.1 Evidencia en el cambio de color

La Figura 4.2(a-d) muestra, de izquierda a derecha, el extracto acuoso de S. praealtum que
se compara con los respectivos cambios de color a través del tiempo de la reaccion tipica de
sintesis de AgNEs bajo 3 diferentes condiciones de sintesis. En la reaccion, el color
amarillo claro evoluciona a un café obscuro muy cercano a negro conforme avanza la
bioreduccion de iones de plata. Dependiendo de las condiciones experimentales, la reaccion
evoluciona a diferentes velocidades y, el color oscuro-negro se llegd a alcanzar en algunos
casos de manera rapida en 5 min o en algunos otros inclusive a los 30 min. Debido a que el
cambio de color en la sintesis verde de nanoparticulas metalicas, es un indicativo preliminar
confiable que revela la formacién de nanoparticulas y ha sido reportado en una variedad de
investigaciones [138, 139]. Dicho cambio demuestra la capacidad de la planta S. praealtum
para la sintesis verde.
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Figura 4.2. Extracto acuoso de S. praealtum (a) y cambio de coloracion de acuerdo a la evolucion reacciones de sintesis
de AgNEs utilizando S. praealtum (b-d).

4.2.2 Efecto de la concentracion del extracto Sedum praealtum

La Figura 4.3 muestra los espectros de absorcion de los AgNEs obtenidos después de 24 h
de reaccion en funcion de la concentracion de extracto de S. praealtum (0.625, 1.25,2.5, 5
y 10 mg/mL) utilizando una solucién de sal precursora constante AgNO; (10 mM). En los
espectros aparece el pico de absorcion maximo a 435 nm, tipico de la resonancia del
plasmon superficial (RPS) de plata nanométrica [140]. El aspecto de la banda es ancho en
todos los caso y, la intensidad de absorbancia aumenta en relacion con al incremento de la
concentracion de extracto. Sin embargo, a la concentracion de 10 mg/mL, se tiene una
disminucion de intensidad y la presencia de un segundo pico en 350 nm el cual, en base a la
literatura, se sugiere se trate de una respuesta plasmoénica de crecimiento de la plata
nanométrica en relacion a su aspecto longitudinal. Por lo tanto, una concentracion alta de
extracto parece dar paso a una mayor reduccion de iones Ag y con ello, un crecimiento de
la plata nanométrica, consolidando a los AgNEs en particulas que han tenido en algin
grado un crecimiento unidimensional (1D) dentro de su estructura [14, 15]. Ademas,
también no se descarta que la segunda sefial a 350 nm se atribuye a compuestos con grupo
carboxilato [141, 142]. Ya que el pico de carboxilato aparece debido a la deslocalizacion de
electrones en la transicion 1 — m* de los grupos carbonilo. Lo que podria indicar la
interaccion de este grupo con la plata nanométrica al respecto de su estabilizacion.

—— 0.625 mg/mL|
—— 1.25 mg/mL
3 —— 2.5 mg/mL
—— 5 mg/mL
—— 10 mg/mL

Absorbancia (u.a.)

300 400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (nm)

Figura 4.3. Espectros UV-Vis de las variacion de la concentracion del extracto S. praealtum.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

53



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

Las micrografias de MEB de las AgNEs obtenidas en funcion de la concentracion del
extracto, se presentan en la Figura 4.4(a-e). En estas, se observa una distribucion
homogénea de esferas en cada condicion. Mientras que, en las micrografias de mayor
aumento, los AgNEs sobresalen como microestructuras esféricas jerarquicas con diferentes
tamafios y rugosidad superficial. Asi, parecen ser formadas por particulas ensambladas y
orientadas de manera aleatoria, formando una especie de nanopétalos que difieren en sus
caracteristicas de acuerdo a la cantidad de extracto, obteniendo una morfologia parecida a
estambres. A medida que la concentracion de planta aumenta, la separacion entre cada
pétalo se reduce produciendo AgNEs mayormente compactas. Ademas, el tamafio de la
particula oscila entre 2.5 um (0.625 y 1.25 mg/mL ), 6 um (2.5 mg/mL), 3 um (5 mg/mL) y
1.5 pm (10 mg/mL). La diferencia de morfologia y tamano en funcidén del extracto es
atribuido al crecimiento descontrolado como consecuencia de exceso de iones de Ag
reducidos y cantidad de agentes estabilizantes-ligantes como lo sefiala el trabajo realizado
por Karina y col. [23]. Que se adhieren posiblemente, de manera mas lenta y rapida en altas
concentraciones, respectivamente. Ademads, el andlisis quimico elemental EDS (Figura 4.5),
confirmo que las estructuras se componen enteramente de Ag.

0.625,b) 1.25,¢) 2.5, d) 5, ¢) 10 mg/mL.
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Figura 4.5. Analisis quimico elemental EDS de los AgNEs.

Los productos se caracterizaron estructuralmente mediante DRX con el fin de determinar su
naturaleza cristalina. La Figura 4.5 revela el patron de difraccion de la muestra de 10
mg/uL y 10 mM (AgNO:s3), donde las reflexiones aparecen a 38 ©, 44°, 64 °, 77 ° y 82°
angulos que se indexan a los planos de la plata (111), (200), (220), (311) y (222)
respectivamente y que indican una estructura fcc tipica de la plata cristalina [JCPDS 04-
0783]. Los picos tienen una forma estrecha y aguda, lo que indican la existencia de un alto
grado de cristalinidad. Sin embargo, algunos otros manifiestan la existencia de cristales
nanométricos bajo la evidencia de picos angostos y bajos. Esto es debido en primera
instancia, a la gran cantidad de iones reducidos que se adhieren a la superficie de las
AgNEs y llegan a coalescer generando crecimiento mas alld del tamafio nanométrico. Sin
embargo, la presencia de extracto que contiene estabilizantes, impide el crecimiento en gran
medida de las particulas de plata existiendo el ensamble de nanoparticulas.
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Figura 4.6. Patron de difraccion de DRX de la muestra a 10 mg/mL de extracto y 10 mM de AgNOs.
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4.2.3 Efecto de la concentracion de la sal precursora (AgNO3)

El efecto de concentracién de iones de plata Ag' sobre la formacién de AgNEs fue
evaluado a diferentes concentraciones: 5, 10 y 15 mM (AgNOs;) con una concentracion
constante de extracto de 2.5 mg/mL. En la Figura 4.7 se muestran los espectros de
absorcion UV-Vis de dicho ensayo, en los que se puede observar la presencia de la banda
debido al SPR de la plata nanométrica. La intensidad de la banda SPR aumenta con el
incremento de la concentracion de sal, excepto para la concentracion de 15 mM que
disminuye incluso por debajo de los demés y su pico adopta una forma mdas ensanchada.
Ademés, la posicion de los picos maximos de absorcion presentan un corrimiento hacia
longitudes de onda mayores en funcidn al aumento de concentracion de sal desde 423, 432
y 440 nm para las muestras a 5, 10 y 15 mM, respectivamente. Esto es debido a que con el
aumento de las concentraciones de AgNO;, la cantidad de iones Ag’ disponible en el
sistema es mayor, por lo tanto conduce a la formacion de mas cantidad de Ag nanométrica,
lo que se traduce en un aumento de intensidad de los picos [143]. Ademas, también el
aumento en cantidad de iones disponibles trae consigo mayor cantidad Ag reducida que
puede adherirse a la superficie generando crecimiento de las particulas lo que da respuesta
al desplazamiento de los picos y disminucion del SPR en la muestra a 15 mM. Aunado a un
exceso de Ag, puede suceder que la cantidad de agentes estabilizantes sea insuficiente, lo
que daria como resultado un sobrecrecimiento por coalescencia de nanoparticulas
generando un tamafio de cristal por encima de la escala nanométrica.

| 5 mM
0.8+ 423 nm — 10 mM]

Absorbancia (u.a.)

T T T T T
300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 4.7. Espectros UV-Vis de la variacion de concentracion de AgNO;.

En la Figura 4.8 (a-c), se observan las micrografias de SEM de los productos obtenidos
bajo la variacion de la concentracion de AgNO; bajo condiciones de temperatura ambiente
y a la concentracion constante del extracto S. praealtum (2.5 mg/mL). En el inciso (a) se
muestran micrografias de AgNPs sintetizadas a 5 mM (AgNOs3), con morfologia esférica y
tamafio uniforme de aproximadamente 20 nm. En la imagen de baja resolucion, se revelan
cumulos de AgNPs como si comenzaran a autoensamblarse. Mientras que en los incisos (b-
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¢) se puede observar particulas de Ag (AgNEs) sintetizadas en 10 mM y 15 mM de AgNOs3,
respectivamente. Estas particulas estan dispersas y tienen una distribucion de tamafio
relativamente uniforme, donde muestran una morfologia similar a una flor. Las
micrografias SEM de alto aumento ilustran particulas individuales para la muestra a 10
mM, donde los AgNEs presentan un tamafio ~ 1,5 pum presentan una topografia
nanotexturizada caracterizada por franjas irregulares, abiertas y cruzadas en diferentes
direcciones dispuestas en la superficie. Estas particulas son porosas y tienen nanolaminas
de ~ 30 nm de espesor. Mientras tanto, en los AgNEs a 15 mM (AgNOs) presentan
particulas més grandes de hasta ~ 2,5 um, mostrando espacios mas estrechos entre laminas
de ~ 20 nm de espesor, haciéndolas mas esféricas y compactas. Las diferencias
morfoldgicas y de tamafio entre estos dos tipos de particulas denotan la influencia de la
concentracion de sal en el proceso de nucleacion y crecimiento.

Asi, una nanoestructura grande y compacta crece con mas iones de Ag™ reducidos. En el
estado nanométrico, la alta energia de la superficie provoca una mayor adsorcién de &tomos
para formar particulas similares a flores. Ademas, el extracto de S. praealtum parece
contener compuestos que participan como agentes de direccion para el crecimiento en el
extracto induciendo la agregacion y el desarrollo anisotropico a través del autoensamblaje
de las unidades (AgNPs). Es evidente que dado el alto nimero de sustancias orgénicas en el
extracto acuoso, los atomos reducidos se difundieron lentamente hacia la superficie de
crecimiento. La superficie de crecimiento adsorbe atomos, y el agente director de
biomoléculas en la superficie permite su agregacion en forma de nanolaminas que crecen
progresivamente en diferentes direcciones para que, en su conjunto, la particula sea esférica
siguiendo los requerimientos minimos de energia [144-146]. Tipicamente, la formacion de
estas particulas nanoestructuradas se reporta en 2 pasos usando varios agentes reductores y
estabilizadores como aminoacidos, 4cidos organicos, peroxido de hidrégeno, acido citrico,
entre otros [1, 147-149].

Es fundamental mencionar que las AgNPs se forman para la concentracion de 5 mM de
AgNOs, lo que indica que atn existe una cantidad suficiente de agentes estabilizantes que
impiden el crecimiento de las particulas. Sin embargo, se produce un cambio dréstico en la
morfologia de las particulas al aumentar la concentracion de sal de plata para obtener
particulas similares a flores, superando obviamente la capacidad estabilizante del agente en
el extracto de la planta S. praealtum.
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Figura 4.8. Micrografias (MEB) de AgNEs obtenidos a diferentes concentraciones de AgNO;: a) 5 mM, b) 10 mM y
¢) 15 mM.

La Figura 4.9 muestra los patrones de difraccion DRX de los AgNPs obtenidos con AgNO3
5 mM (linea negra) y los AgNEs formados con 10 mM y 15 mM (lineas roja y azul,
respectivamente). En todos los patrones, las reflexiones de Bragg aparecen en los angulos
38.28°, 44.13°, 64.66°, 77.52° y 81.45° indicando la estructura fcc tipica de Ag segun los
planos (111), (200), (220), (311 ) y (222), respectivamente (JCPDS 00-003-0931). De
acuerdo con la ecuacion de Debye-Scherrer, el tamafio promedio de los cristalitos para las
AgNPs fue de 12 nm, mientras que para los AgNEs; fue de 15 nm y 16 nm,
respectivamente. Por lo tanto, al aumentar la concentracion de AgNOs, se produjo el
crecimiento de AgNEs al incorporar la especie a su superficie debido a la ausencia de
agentes estabilizadores [150]. Por otro lado, en cuanto a las intensidades de los picos DRX,
son casi idénticos en las muestras, lo que implica que la sintesis del extracto de S.
praealtum no refleja un crecimiento anisotropico a lo largo de un plano particular. Sin
embargo, los compuestos fitoquimicos de S. praealtum dirigen las particulas para que se
autoensamblen en conjuntos de nanoldminas que posteriormente forman estructuras
complejas similares a flores [147], lo que demuestra la eficacia de S. praealtum para reducir
y auto-autoensamblar nanocristales de Ag.
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Figura 4.9. Patrones de difraccion XRD de AgNPs y AgNEs.

4.2.4 Efecto de la temperatura y la agitacion sobre la sintesis de AgNEs

Los AgNEs preparados con extracto de hoja de S. praealtum en condiciones de 10 mM
(AgNOs3) y 2.5 mg/mL de extracto acuoso variando la temperatura de ~22, 60 y 80 °C se
caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis. En la Figura 4.10 se presentan los
espectros a dichas temperaturas, donde se observa principalmente un pico de absorcion
maxima a 432 nm atribuido a la RPS de Ag nanométrica [151, 152]. También, aparece de
nuevo una segunda sefial a 360 nm que se atribuye a compuestos con grupo carboxilato que
interacciona con las AgNPs [141, 142]. Por otra parte, la intensidad del pico de RPS
aumenta respecto a la temperatura, revelando que la temperatura favorece la formacion de
una mayor cantidad de unidades nanométricas de Ag.

3
Temperatura ambiente
—60°C
—280°C
2]

Absorbancia (u.a.)

300 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 4.10. Espectros UV-Vis de AgNE:s sintetizados usando extracto acuoso de S. praealtum bajo diferentes valores de
temperatura: ambiente (22 °), 60 °C y 80 °C.

La Figura 4.11(a-1) muestra micrografias representativas MEB bajo diferentes aumentos de
los productos obtenidos a temperatura ambiente (incisos a-c), 60 °C (incisos d-f) y 80 °C
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(incisos g-1). Todas las muestras exhiben estructuras micrométricas que tienden, en funcion
de la temperatura, a una morfologia esférica més definida y alcanzar una distribucion de
tamafio uniforme de 2-2.5 um (incisos a, d y g) y a constituirse a partir de ramificaciones
que se van compactando hasta formar nanoldminas bien definidas y compactas de ~25 nm
(inciso 1). Por lo que, una temperatura a partir de 80 °C favorece el autoensamblaje de Ag al
conseguir estructuras altamente esféricas, formadas por nanoldminas compactas y de
tamafio uniforme. Dichas evidencias, demuestran que a temperaturas elevadas por encima
de la temperatura ambiente se induce un incremento en las velocidades de reduccion,
nucleacion y agregacion de AgNPs dando como resultado un crecimiento isotropico [146].
Estos resultados difieren a los obtenidos por Molina y col [9]. Que obtuvieron estructuras
de plata de tipo nanoflores ensambladas de nanoparticulas usando extracto acuoso de
Kalanchoe Daigremontiana. Ellos observaron que solo a 30 °C se formaban las AgNPs
como bloques de construccion, mientras que a 80 °C no se formaban, lo que atribuyeron a
que a altas temperaturas se producia la degradacion de los agentes fitoquimicos
responsables de la reduccion.

Temperatura
Temp. Ambiente (22 °C) 60 °C 80 °C

Figura 4.11. Micrografias SEM a diferentes aumentos de los AgNEs a temperatura ambiente (a-c), 60 °C (d-f)
y 80 °C (g-i).
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Un analisis micrografico composicional de los AgNEs por la técnica LABE (Low Angle
Backscatter Electron) en funcioén de la temperatura es mostrado en la Figura 4.12 (a-f). En
estas imagenes se revela que a bajas temperaturas estan presentes una cantidad importante
de nanoparticulas libres sin ensamblar. No asi para la muestra a 80 °C, donde la cantidad es
relativamente pequefia en contraste a las muestras de menor temperatura. También, se
observa como se desarrolla el acomodo de las AgNPs al autoensamblarse (incisos b, d y f),
lo que confirma que la temperatura aumenta la velocidad de agregacion de las AgNPs
generando su crecimiento en por autoensmable en nanolaminas compactas mejor definidas.

diante

la técnica LABE de AgNEs sintetizadas a temperatura ambiente (a-b), a 60 °C
(c-d) y 80 °C (e-f).

Figura 4.12. Micrografias MEB me

La Figura 4.13 presenta el mapeo y el analisis quimico puntual EDS, en el cual se aprecia la
composicion de los AgNEs obtenidos en funcion de la temperatura. En este, se aprecia que
las AgNEs se encuentran constituidos de manera integra inicamente del elemento plata, lo
que confirma la efectividad por parte del extracto acuoso de S. praealtum en obtener
autoensambles de composicion uniforme.

La Figura 4.14(a) presenta una comparacion cinética de la formacion de AgNEs sin
temperatura y con temperatura, mediante espectroscopia UV-Vis por medio del aumento de
absorbancia en A (RPS de la plata a 432 nm). Se eligi6 relacionar la absorbancia y no la
concentracion debido a que el coeficiente de extincion molecular (€) de la ley de Lambert-
Beer en AgNEs depende de una distribucion de tamafio estrecha y morfologia definida vy,
estas caracteristicas se tienen y fueron demostradas en las anteriores micrografias. En la
cinética se presentan dos procesos definidos como la nucleacion y crecimiento de las
particulas, marcados por un cambio dréstico de absorbancia en el tiempo [153]. Dicho
cambio se lleva a cabo a los 15 min para la muestra a temperatura ambiente y a los 5 para
60 °C. Ademas, a partir de las pendientes, se tienen los siguientes valores de velocidad
aparente para el proceso de nucleacion: 0.0078 s™ y 0.068 s y de crecimiento: 0.0018 cm™
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y 0.0063 cm™ para la muestra a temperatura ambiente y a 60 °C, respectivamente. Esto
revela que el proceso de nucleacion y crecimiento de los bloques de construccion
relativamente pequenos (AgNPs) para la formacion de AgNEs es beneficiada al aplicar
temperatura. Lo cual es expresado en una tasa de velocidad de reaccion y nucleacion rapida
que asiente tamanos de AgNPs pequenos y uniformes como los mostrados en la Figura
4.12(a-d). Como el proceso de sintesis llevado a cabo en este trabajo es por reduccion
quimica, en la que fitoquimicos se oxidan para reducir los iones Ag', dando como resultado
la liberacién de iones H' y presencia de derivados 4cidos [154-156]. Otra forma de conocer
como la temperatura afecta la velocidad de la reaccion de reduccion es mediante el
decremento de valores de pH. En la Figura 4.14b se presenta el registro de los valores de
pH en funcion del tiempo y el ajuste lineal (recuadro superior) mostrando el valor las
pendientes de 8x10™® y 2x10°® mol/L con una R*=0.922, para las reacciones de sintesis a dos
temperaturas: temperatura ambiente y 60 °C, respectivamente. Se observa un primer y
significativo cambio de pH a los 5 min en ambas muestras iniciada la reaccion, que al
relacionarla con la cinética del inciso b, este cambio corresponde a la reduccion en la etapa
de nucleacion. Sin embargo, en la muestra a 60 °C, el cambio es mayor y se vuelve
constante después de 45 min, no para la de temperatura ambiente, que sigue disminuyendo,
demostrando que contintia la reduccién de los iones Ag". Por lo tanto, esto seria otra ruta
que demuestra la relacion que tiene la temperatura con el aumento de la tasa de reduccion.

Por otra parte, cabe sefialar el valor relativamente pequefio de la velocidad de reaccion en
ambas muestras, pero mas adn a la de temperatura ambiente (8x10™ mol/L). De acuerdo a
la literatura, las bajas tasa de reaccion son atribuidas a la presencia de compuestos
organicos quelantes de iones metalicos. Que permiten primero la complejacion,
produciéndose ahi la nucleacion provocando una reaccion lenta que impide a los nucleos o
particulas pequefas, crecer rapidamente por difusion y, para reducir su energia superficial
pueden agregarse asistidos por agitacion o en su caso, estos mismos compuestos participan
como agentes directores y ligantes que ensamblan los nanocristales [1, 146, 147, 157] y
permite crecer mas tarde mediante la difusion atdmica hacia la superficie, lo que favorece
la formacién de estructuras anisotropicas [148]. En este caso, se cree la energia cinética
introducida mediante temperatura ayuda también a un crecimiento por agregacion aunado
con los compuestos organicos de la planta que forman complejos y son agentes de
direccioén, comprobado en la muestra a temperatura ambiente. Esto justifica la morfologia,
la distribucion de tamafo y mas que nada la mayor rugosidad en los AgNEs sintetizadas a
temperatura ambiente, en la que existiria una combinacion de procesos de crecimiento por
agregacion de AgNPs y difusion atomica.
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Figura 4.13. Imagenes de mapeo quimico y EDS de AgNEs sintetizadas a temperatura ambiente (a-c), a 60 °C (d-f) y 80
°C (g-).
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Figura 4.14. Curvas cinéticas de la produccion de AgNPs construida a partir de la absorbancia del RPS de Ag (a), y
cambio de pH (b).

Con el hecho de comprobar que se puede inducir un crecimiento por agregacion de AgNPs
y adhesion de iones de Ag reducidos sobre la superficie para obtener AgNEs con
morfologia altamente esférica y compacta, se llevd a cabo un ensayo, en el que la mezcla de

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

reaccién se sometié a agitacion magnética por 5 h. En la Figura 4.15 se revelan los
espectros UV-Vis de dicho ensayo con el control (10 mM de sal y 2.5 mg/mL de extracto
sin agitacion) y la muestra con la misma relacion sal-extracto  pero
expuesta a agitacion. Se puede observar en la muestra control un pico Aysx de gran
intensidad a 432 nm de RPS tipico de plata nanométrica. Mientras que en la muestra
agitada, dicho pico es bajo, ancho y su punto méximo tiene un ligero desplazamiento
hacia los rojos del espectro, resultado de la deslocalizacion extendida de los electrones en el
nanomaterial, lo que implica agregacion de AgNPs con posible coalescencia de
nanocristales [158]. Otro aspecto a resaltar, es la presencia de las dos pequenas sefiales a
265 y 355 nm visualmente presentes en los dos espectros, pero resaltadas en la muestra con
agitacion. Este tipo de sefiales se asocian a compuestos organicos de S. praealtum,
especificamente a los grupos carboxilatos formados por la oxidacidon de aztcares reductores
y a la estructura del esqueleto de compuestos de polifenoles que han reaccionado con la
plata y pueden también estar recubriendo los AgNEs [9].
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Figura 4.15. Espectros UV-Vis de AgNEs sintetizadas usando extracto acuoso de S. praealtum para ver el efecto de la
agitacion.

La Figura 4.16(a-e) revela las imagenes MEB de la muestra control (incisos a-c) y la
muestra agitada (d-e) a varias amplificaciones. En contexto a las tres amplificaciones y en
contraste al control, se puede indicar que el efecto de la agitacion trajo consigo la
formacion de AgNEs altamente esféricos, de tamafio uniforme (~1.7 um), menor rugosidad
y ensamblada por lo que parece laminillas nanométricas formadas por aglomeracion de
nanoparticulas (inciso e). Por lo tanto, si dichas nanoldminas son agregados de AgNPs, el
uso de la agitacion magnética en la sintesis de AgNEs descarta un crecimiento por
maduracion de Ostwald, ya que dicha maduracion implicaria monocristales maduros en
lugar de policristales [159]. Por lo que, estos resultados sefialan que la agitacion magnética
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dirige el autoensamblado de nanocristales de Ag hacia un mecanismo de crecimiento
agregativo en menor tiempo.

Agitacion

Figura 4.16. Micrografias MEB de AgNEs a diferentes amplificaciones, control sin agitacion (a-c) y bajo agitacion
magnética (c-¢).

4.3 Sintesis de AgNPs

Ademas de las nanoestructuras AgNEs, también fue de interés del presente trabajo realizar
la sintesis de AgNPs por motivos de comparacion de propiedades. La reaccidon de sintesis
se llevo a cabo a temperatura ambiente bajo condiciones de 10 mM (AgNOs) y extracto
acuoso de S. praealtum a 5 mg/mL, dejando reaccionar la mezcla por 30 min. La Figura
4.17a muestra el espectro UV-Vis que ilustra la banda SPR de las AgNPs situados a 434
nm. Este resultado prueba la formacion de AgNPs utilizando el extracto acuoso de S.
Prealtum [151, 152].

La técnica DRX determind la estructura cristalina de los productos biosintetizados. La
Figura 17b muestra el patron de difraccion, que ilustra reflexiones ubicadas en 38,30°,
44,49°, 64,70° y 77,56°, que se indexaron a los planos cristalograficos (111), (200), (220) y
(311) de Ag fcc segun tarjeta N° 00-065-2871. Los reflexiones distribuidos en los angulos
de 260 no indexados fueron dificiles de identificar, lo que presumiblemente pertenece a los
residuos de la fase organica debido a varios compuestos fitoquimicos presentes en la planta.
Los picos mas anchos indican tamafos de cristal pequefios. La ecuacion de Debye-Scherrer
y la medicion FWHM determinaron que el tamafio del cristalito era de alrededor de 17 nm,
lo que indica la presencia de cristales nanométricos de Ag [152, 160]. El espectro UV-Vis y
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los datos DRX demuestran que la biorreduccion de iones Ag proviene de biomoléculas
antioxidantes en el extracto de S. praealtum y formacion de AgNPs. Ademas, estos
resultados coinciden bien con investigaciones anteriores [161].
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Figura 4.17. AgNPs sintetizadas utilizando extracto acuoso de S. praealtum un espectro UV-Vis y un patron de difraccion
DRX.

El tamafio y la estructura de las AgNPs se analizaron mediante la técnica MET. La Figura
4.18(a-b) muestra micrografias MET de campo claro de AgNPs con morfologia
semiesférica. El histograma obtenido (recuadro) con aproximadamente 300 NPs ilustra una
distribucion de tamafio entre 5 y 50 nm, con la frecuencia mas alta entre 5 y 25 nm y un
tamafio promedio de 14 nm. Estos tamafios de particulas concuerdan con las mediciones
previas de DRX (17 nm). También es de destacar que no hay aglomeracion sino agregacion
entre las AgNPs, lo que demuestra cantidad suficiente en el niumero de biomoléculas
estabilizadoras de S. praealtum. Por lo tanto, la morfologia semiesférica de las AgNPs
sugiere un proceso de crecimiento controlado por difusion [162, 163]. Es esencial tener en
cuenta que las particulas semiesféricas se obtienen comunmente utilizando métodos
ecologicos [164, 165].

La Figura 4.18(c—d) muestra un par de micrografias TEM de alta resolucion (HRTEM) de
algunas AgNPs con morfologia esférica y su transformada rapida de Fourier (recuadro). Se
observa un espaciamiento d correspondiente a 0.24 nm, perteneciente a los planos de Ag
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(fce) [166]. Por lo tanto, el analisis TEM también confirma la formacion, el tamafo, la
cristalinidad y la morfologia semiesférica de las AgNPs biosintetizadas.

Figura 4.18. Micrografias MET de los AgNPs: (a-b) micrografias de campo claro, (c-d) micrografias HRTEM con su
rapida transformada de Fourier.

Con el fin de optimizar las caracteristicas de las AgNPs (morfologia, distribucion de
tamafio, etc.), la sintesis se llevo a cabo a las temperaturas de 60 y 80 °C y se compard con
las obtenidas a temperatura ambiente. Las muestras, se mantuvieron a temperatura
constante por una hora e inmediatamente transcurrida el tiempo de reaccion se analizd por
UV-Vis y MEB (Figura 4.19a-d), en donde se observo picos estrechos con incremento en
su intensidad a medida que aumenta la temperatura y definidos a una Aps de 432 nm
(inciso a), propios de nanocristales de Ag uniformes con tamafio promedio de
aproximadamente 13-20 nm (incisos b-c), observandose ligeramente mas pequenas a altas
temperatura. Ademds, se produce una mayor cantidad de AgNPs con el aumento de
temperatura. Lo que indica que la temperatura ayuda a una mayor produccién de AgNPs
debido a una velocidad de reaccion rapida provocada por la energia cinética de las
moléculas que permite que los iones de plata se reduzcan a una tasa mayor, evitando al
mismo tiempo, un crecimiento mayor y no uniforme de particula [154].
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Figura 4.19. Espectro UV-Vis de las muestras después de una hora de reaccion a diferentes temperaturas y lavado

exhaustivo (a), e imagenes MEB de AgNPs a 22 °C (b), 60 °C (c¢) y 80 °C(d).
4.4 Analisis de reduccion y crecimiento y mecanismo de formacion de AgNEs

Una herramienta valiosa para los estudios de metabolitos naturales es la espectroscopia de
'H RMN [167]. El espectro de RMN de 'H del extracto de S. praealtum se muestra en la
Figura 4.20a, que ilustra sefiales caracteristicas en los rangos de compuestos aromaticos (o
7.00-6.00), compuestos de vinilo (& 5.80-5.00), carbohidratos (& 5.00 2.50), y protones
alifaticos (6 2,50-1,00) [160]. Los azucares aparecen como los principales componentes del
extracto [168]. También se analizd el sobrenadante de S. praealtum una vez realizada la
reaccion de bioreduccion de Ag. Para ello, después de la centrifugaciéon de los
nanomateriales, el sobrenadante se analizé mediante "H RMN (Figura 4.20b), revelando un
espectro similar al del extracto, con ligeras variaciones. Se observd un cambio quimico en
el rango de 6 4.2-3.2, relacionado con los protones H-2-H-6 de los esqueletos de azucar
(Figura 4.20c-d), lo que sugiere variaciones quimicas de los esqueletos de glucdsidos. Estos
hallazgos sugieren que moléculas de azlcar se convierten en derivados del 4cido glicolico
[169-171], lo que coincide con la disminucion del pH de 6 a 4 determinada durante el
proceso de reaccion. Por tanto, esta técnica seiala que los compuestos glucosidicos puntean
a ser los principales responsables de la reduccion de los iones Ag.

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

68



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

HO_ 6
5 2, H3 5, H6
HO\.}‘( o 2, H3, H4, H5, H6
| |
HO 34T 0H B.H1 ,
OH aHl | J )
| P ‘v'\u |
a) A 10\ V™ T ,l-‘ L
ot i AP e b o - N “‘M\Jv,/ »
\romn ny Carbohyd \liph
| | L | 1
r \ [ [ nml 1
| a
v
o Py ’l. I' |
Vo .
b) WAL AW
e\ At Y PO SO )
70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15
§3.39
| 6 3.45
53.79 0 i * | 16335
|
c)
HO 4 OHH OHOH
V4 CHz0H
O H OHH H
5339
§3.45 |
6379 \ v ’ 53.37
'../ a N A
/ A JV N VVAAL
d) / i TN 4
.’-’j ™\
T T S S S S S S S S S R
4.25 4.15 4.05 3.95 3.85 3.75 3.65 3.55 3.45 3.35 3.25

Figura 4.20. Espectros de "H RMN del extracto acuoso de S. praealtum. (a) Antes y (b) después de la reaccion, y su
respectiva expansion en la region de carbohidratos (c—d).

La medicion de FTIR se realizd para determinar grupos funcionales de metabolitos de S.
praealtum y sus modificaciones quimicas después de la reduccion, estabilizacion y
formacion de AgNEs (Figura 4.21a-c). Los espectros FTIR del extracto de la planta (Figura
4.21a) revelaron una banda de alta intensidad a 3300 cm™ asignada a las vibraciones de
estiramiento (OH) de compuestos glicosidicos, el componente mayoritario en el
extracto, segun el andlisis de RMN. Otras bandas tipicas de azlcar a 1380, 1078
y 1050 cm' de las vibraciones de los restos de alcohol primario resaltadas [172, 173].
Ademéds, se observaron vibraciones (C-H) a 2918 cm?, 2849 cm' y 1329 cm' de restos
alifaticos. Finalmente, una vibracion (COO) a 1654 cm’ aparecié como una pequefia
banda, lo que sugiere una concentracion débil de metabolitos con este resto.
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Por otro lado, el espectro IR del sobrenadante mostrd variaciones de banda significativas
(Figura 4.21b). Asi, se observo la aparicion de una banda 1605 cm’, mientras que la
intensidad de la banda a 1050 cm disminuy6. Sin embargo, en el espectro correspondiente
a las AgNEs, se observo un aumento en la transmitancia a 1605 cm ™' (vas COO-) junto con
la banda de vibracion revelada a 1442 cm™' (va COO-) del grupo carboxilato, deduciéndose
la oxidacion de azucares en el carbono 1 del grupo aldehido [174, 175]. A su vez, la banda
a 1050 cm ' perteneciente al grupo OH primario de azucares (aldehidos) disminuye en
intensidad, sugiriendo su participacion en la bioreduccion de Ag'. Ademas, los cambios en
los ntimeros de onda de v,(COO-) y vs(COO-) sugieren que los azucares oxidados
participan en la estabilizacion de las nanoestructuras de Ag, de manera similar a otros
informes [176, 177], lo que indica una interaccién constante del carboxilato de Ag [178-
180]. Segun los datos de FTIR y el analisis de '"H RMN, los compuestos glucosidicos en
mayor cantidad en S. praealtum son los responsables de la reduccion y estabilizacion de las
AgNPs.
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Figura 4.21. Espectros de FTIR obtenidos de (a) extracto de S. praealtum, (b) sobrenadante obtenido después de la

reaccion y (c) AgNEs.

De acuerdo a los resultados anteriores de espectroscopia, los azicares se perfilan como los
principales fitoquimicos del extracto de S. praealtum que participan en la reduccion y
estabilizacion, por lo que se esperaria un descenso en el valor de pH del sistema de sintesis
después de la reaccion debido a la presencia de derivados de acidos gliconicos o aldonicos
producidos por la oxidacion de moléculas de azlicares [155, 181]. En la Figura 4.22a se
presenta el registro de los valores de pH en funcion del tiempo de reaccion de sintesis de
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AgNEs. Conociendo, que el valor inicial del extracto acuoso preparado y al tiempo cero de
la reaccion es aproximadamente de 5.46, después de 40 min llega a un pH minimo sin
cambio aparente significativo de 4.69, de determina un ApH=0.76. Por lo que se confirma
la formacion de especies acidas derivadas de la oxidacion de azhcares por parte de los iones
metalico [147].

Cuando los iones de plata han sido reducidos por los azicares, se desprende iones
hidrégeno (H") como subproducto. Por lo que, la velocidad de generacién de H' se puede
considerar similar a la velocidad de reduccion de atomos de Ag. Se logré hacer una
estimacion calcular mediante el descenso de pH la velocidad de la reaccion de oxido
reduccion (Figura 4.22b) en base a la ecuacion 1, suponiendo que alguno de los azucares
participantes en el extracto fuera la molécula de glucosa. En dicha Figura, se aprecia la
curva del cambio de la concentracion de H' (curva negra), donde después de 40 min la
concentracion de H™ comienza a disminuir hacia un comportamiento asintético, indicando
el término de la reaccion. Mientras en rojo punteada, se muestra el ajuste lineal con un
valor de pendiente de 0.4x10° y una R=0.9692. Estos resultados indican una velocidad de
reaccion bastante inferior a lo reportado en la literatura, donde indican que una velocidad
lenta de reaccion favorece el autoensamblado de estructuras jerarquicas de Ag. Logrando
disminuir dicha a través de uso de glicina como sustancia estabilizadora de iones de plata al
formar complejos quimicos [148].
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Figura 4.22. Monitoreo del cambio de pH durante la reaccion de sintesis de AgNEs (a), velocidad de generacion de iones

H' (b).

HOCH,(CHOH),CHO + 2Ag* + H,0 » HOCH,(CHOH),COOH + 2Ag + 2H* (4.1)
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De acuerdo a los anteriores estudios, las moléculas de azicar contenidas en el extracto
acuoso de S. praealtum participan como agentes reductores y estabilizantes. Para demostrar
esto, se esperaria que posterior a la sintesis estos compuestos permanezcan sobre la
superficie de las AgNPs como agentes de proteccion que estabilizan. Por ello, se realizé un
estudio espectroscopico mediante UV-Vis para poder demostrarlo. En este estudio la
mezcla de reaccion de AgNPs se procedio a lavar exhaustivamente con el fin de eliminar
los residuos organicos después de la reaccion de bioreduccion. La Figura 4.23 muestra el
espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas. En dicho espectro aparece la banda de
absorcion a 434 nm atribuida a las AgNPs como se ha comentado anteriormente. Por otra
parte, se observa que aun después del lavado, también sigue presente la banda a 365 nm y
una tercer a 253 nm atribuidas al grupo carboxilato de los azucares del extracto debido a la
deslocalizacion de electrones en la transicion m1 — #* de los grupos carbonilo que
aparentemente estarian interaccionando con AgNPs. Por lo tanto, los datos de UV-Vis

también confirman la oxidacion de azlcares para formar carboxilatos que estabilizan las
AgNPs [141, 182].
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Figura 4.23. Espectro de UV-Vis de AgNPs posterior a lavadas exhaustivas.

De acuerdo con las evidencias anteriores, se puede sugerir un mecanismo de reaccion,
como se muestra en la Figura 4.24. La formacién aciclica es posible por azucares en el
medio acuoso (a), un proceso de oxidaciéon del carbono anomérico (C-1) que es
termodinamicamente favorecido con la reduccion concomitante de dos moléculas de
AgNO;s (b) para producir dos atomos de Ag’ y derivados del 4cido gluconico (c). La
estabilizacion de las AgNPs se logra mediante la bien conocida accion tensioactiva
proporcionada por los restos carboxilato formados durante el proceso redox (d).
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Figura 4.24. Mecanismo de reaccion de la sintesis de AgNPs usando extracto de hoja de S. praealtum y su estabilizacion

quimica.

Por otro lado, se realiz6 el mismo analisis espectroscopico mediante UV-Vis de la sintesis
de AgNPs. La Figura 4.25 muestra 4 espectros de UV-Vis que corresponden al extracto
acuoso de S. praealtum antes de la reaccion; los AgNEs sintetizados sin lavar; los AgNEs
después del lavado y el extracto después de la reaccion (sobrenadante). En este, se puede
ver bandas de absorcion a 435, 425, 350 y 250 nm, parecidas a las observadas en AgNPs.
Las dos primeras sefiales pertenecen al SPR de Ag nanométrica y, las dos restantes a la
absorcion de compuestos naturales de la planta S. praealtum. En la muestra de AgNEs
lavada, las sefiales a 365 nm y 250 nm desaparecen mientras que, en los espectros del
sobrenadante y AgNEs antes del lavado, esta sefial permanece. Lo que significa, que dichos
compuestos no estan presentes cubriendo los AgNEs como sucedio en AgNPs. Por otra
parte, debido a que el espectro del extracto presenta una tercera sefial a 317 nm, se presenta
a detalle por si solo en la Figura 4.26a. Se sugiere, que junto con las sefiales a 365 nm y 250
nm, el conjunto de sefiales indique también la presencia de moléculas de flavonoides en el
extracto. Ya que estas sefales de absorcion en los extractos de 240 a 360 nm se han
asociado al esqueleto de esos compuestos (Figura 4.26b). Donde, los maximos de absorcion
en el rango de 240 a 285 nm nombrada banda II, se origina por las transiciones electronicas
n — 7* en el anillo A. Mientras, que el méximo en el rango de 300 a 400 nm nombrado
banda I, es debido a transiciones en el anillo B. Se reporta que estos rangos varian de
acuerdo al tipo de flavonoide; mientras que las flavonas presentan un rango de absorcion de
304 a 350 nm en la banda I, los flavonoles absorben en un rango comprendido de 352 a
385 nm. Ademads, forman complejos metalicos por quelacion [183-185]. En base a lo
anterior, se sugiere que ademas de los azlcares por si solos, también moléculas de
flavonoides, que por su mayor solubilidad se trate de flavonoides glicosilados, estén
participando en la bioreduccion de Ag” y de manera mas importante en el autoensamble de
los AgNEs. En la literatura existen una amplia cantidad de trabajos de sintesis de
nanoparticulas metalicas utilizando moléculas de flavonoides aprovechando las propiedades
reductoras y quelantes de iones metalicos [9, 186-188].
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Figura 4.25. Espectros de UV-Vis de los AgNEs y las soluciones obtenidas antes y después del lavado.
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Figura 4.26. Espectro UV-Vis del extracto acuoso de S. praealtum que muestra las absorciones tipicas de los anillos de

flavonoides (a) y esquema de esqueleto de flavonol y bandas de absorcion de acuerdo a su estructura [183].

En la literatura se ha demostrado que el uso de moléculas como péptidos [189], lipidos
[190], glucosa [102] y acidos organicos [148] permite la obtencion efectiva de este tipo de
estructura de nanoensambles metalicos. Por otro lado, también se ha probado la influencia
que tienen los acidos, no solamente en la reduccion, sino en la etapa de ensamblaje. En el
trabajo de Zhang y col. [147] demostraron que la adicion de pequeiias cantidades acidos,
aparte de los agentes reductores, interviene al interactuar con iones plata, reduciendo la
velocidad de reaccion y al mismo tiempo como ligando para el autoensamblado de
unidades nanométricas en la estructura. Por esto, y junto con los dato de RMN y FTIR se
puede suponer que los acidos aldonicos, como subproducto de la oxidacion de azucares,
también estdn implicados como agentes estabilizadores-ligandos a causa de la interaccion
Ag-carboxilatos que estabiliza y ensambla las unidades nanométricas en este trabajo. Sin

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales

74



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

embargo, un andlisis espectroscopico mas profundo revelé que también moléculas de
flavonoides glicosilados participan en la formacion de AgNEs.

Ya que los compuestos flavonoides tienen una reconocida capacidad reductora y quelante
de iones metalicos [183-185] y para sustentar la participacion de los flavonoides
glicosilados en la sintesis de AgNEs, se llevo a cabo la determinacion de actividad quelante
por el método de formacion del complejo Fe(Il)-ferrozina. En la Figura 4.27a se presentan
los resultados del ensayo quelante realizado al extracto de S. praealtum representados
graficamente mediante curva de porcentaje de efecto quelante frente a concentracion de
extracto (mg/mL) y se compara con la actividad quelante de un compuesto de iones
metalicos hexadentado comercial conocido como EDTA. Este ensayo mostro la actividad
quelante del extracto acuoso de S. praealtum, al exhibir un comportamiento no lineal
dependiente de la concentracion, esto es debido a la compleja naturaleza fitoquimica del
extracto al contener varios quelantes con diferente afinidad por el hierro y que compiten
con la ferrozina [122]. En contraste con la curva obtenida con EDTA, esta tltima presentd
un comportamiento de reaccion lineal y alcanza la saturacion en 25 pg/mL. Es decir, la
actividad quelante del extracto S. praealtum a una concentracion 20 mg/mL equivale a 19
pg/mL de EDTA.

Existen metabolitos vegetales como los fenoles y flavonoides que, ademas de presentar
propiedades antioxidantes, han demostrado tener capacidad de disminucidén de estrés
oxidativo mediantes quelacion de elementos traza, metales y eliminacion de radicales libres
[89, 184, 191]. Ademas, de ser considerados como de los principales candidatos en la
redaccion de iones metalicos para formacion de nanoparticulas junto con los terpenoides,
azucares reductores y proteinas [192, 193]. Por ello, en la tabla 4.3 se presentan los
resultados de la determinacion de cantidades de fenoles y flavonoides totales en el extracto
de S. praealtum. Los valores fueron estimados en equivalentes de acuerdo a las curvas
estandar de acido galico (6.1652x-0.0016 y R*= 0.9992) y quercetina (0.016x-0.0114 y
R*= 0.9995) para fenoles y flavonoides, respectivamente. Se encontrd, que el extracto de S.
praealtum contiene una cantidad de compuestos fenolicos de 0.0101 pmoles AGE/mg
extracto seco y 10.375 umoles QeE/mg extracto. Aunque, la presencia de flavonoides en
este ensayo contradice con la prueba de deteccion rapida de Shinoda. Se podria justificar a
la cantidad de estos metabolitos que varian de acuerdo a la época del afio que se cosechan y
a las condiciones de estrés y nutrientes que son expuestas.

Por otro lado, si bien estos resultados no se puedan comparar directamente por la
equivalencia en la que se realizaron, concuerdan con otras investigaciones que afirman la
presencia de estos compuestos en el extracto de S. praealtum [194, 195], en los que han
cuantificado la cantidad de compuestos fenoles y flavonoides en la hoja de S. praealtum
expresado en mg equivalentes de acido galico/g extracto (10.53 mg AG/g extracto) y mg
quivalentes de catequina/g de extracto (7.01 mgECT/g extracto) [196]. Por lo tanto, ademas
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de la capacidad reductora, estos resultados confirman que el extracto de S. praealtum posee
actividad quelante de iones metalicos.

Tabla 4.3. Resultados de la determinacion de fenoles totales en umoles equivalentes de acido galico/mg de extracto y
flavonoides totales expresados en Equivalentes de pmoles de quercetina/mg extracto.

Planta pmoles AGE/mg extracto seco pmoles QeE/mg extracto seco
(Fenoles totales) (Flavonoides totales)

S. praealtum 0.010121326 10.375
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Figura 4.27. Actividad quelante del ion Fe (1) del extracto S. praealtum (a), control de quelante comercial EDTA (b).

A través de la revision de la literatura, los estudios fitoquimicos realizados a la planta S.
praealtum han demostrado que contiene compuestos valiosos para sintetizar nanoparticulas
metalicas, como acidos carboxilicos, flavonoides, alcoholes, cumarinas, azulcares
reductores, alcaloides, taninos, flavonoides, compuestos cianogénicos y glucdsidos [90].
Ademés, tiene cantidades significativas de compuestos de kaempferol y quercetina, que
atribuyen actividades antiinflamatorias y antioxidantes a cuatro flavonoides de kaempferol
glicosilados; siendo kaempferol 3-O-a-ramnopiranosil-(1 — 2) -B-glucopiranosido-7-O-a-
glucopiranosido, kaempferol 3-O-a-ramnopiranosil-(1 — 2)-B-glucopiranosido-7-O -a-
ramnopiranosido, kaempferol 3-O-a-ramnopirandsido-7-O-aramnopiranosido
(kaempferitrina) y kaempferol 3-O-B-glucopirandsido-7-O-a-ramnopirandsido [90].

De acuerdo con las evidencias anteriores, se puede sugerir un posible mecanismo de
formacion de los AgNEs, como se muestra en la Figura 4.28. Los iones Ag  pueden
interactuan en primera instancia, con compuestos de azucar aciclica en el carbono numérico
(C-1), favoreciendo la reduccion del ion metalico. En segunda instancia, los iones Ag"
forman complejos intermedios con moléculas de flavonoides (complejos metal-flavonoides
o también llamados quelatos) a través de sus grupos hidroxilo (comunmente reportado en 3-
hidroxil o 5-hidroxil del anillo C del esqueleto del flavonoide [184]). Estos grupos OH se
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oxidan reduciendo los iones Ag" a Ag’. Estos complejos formados, al mismo tiempo
pueden funcionar como centros de nucleacion y catélisis de iones restantes, lo que permite
el proceso de reduccion y nucleacion se lleven a cabo de manera simultanea.
Posteriormente, crecen a través de la agregacion de los iones o nucleos disponibles en el
sistema que se van depositando en la superficie y generando un crecimiento anisotropico
formando los AgNEs. Se han sugeridos mecanismos similares en la sintesis de
nanoparticulas y ensambles metalicos [9, 187, 188].

NUCLEACION

OH

Kaempferol 3-O-glucoside-7-O-rhamnoside

OM

2 AgNO
1 =283 4
H.0

_

CRECIMIENTO NP i &

ANISOTROPICO . c o & :
AGREGACION

Figura 4.28. Mecanismo propuesto para la formacion de los AgNEs usando extracto de hoja de S. praealtum.

4.5 Evaluacion de las propiedades de los AgNEs y AgNPs
4.5.1 Actividad catalitica

En esta seccion se estudio el comportamiento de degradacion del colorante azul de metileno
(methylene blue por su siglas en inglés MB) utilizando AgNEs y AgNPs con y sin un
agente reductor auxiliar (NaBH,4) que demuestre la efectividad de estas nanoestructuras por
si solas para su uso en un proceso catalitico limpio. Se utilizaron las AgNPs y los AgNEs
que se prepararon a las condiciones de 10 mg/mL de extracto constante y 5, 10 y 15 mM de
AgNO; para el caso de AgNPs y AgNEs, respectivamente. Inicialmente, se hizo uso de la
espectroscopia UV-Vis para examinar las caracteristicas Opticas de las NPs y a través de
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esta determinar la energia de band-gap de las particulas [197]. La Figura 4.29(a-c) muestra
los espectros de absorcion de los nanomateriales de Ag obtenidos en funciéon de la
concentracion de la sal precursora, AgNOs (5, 10 y 15 mM), y sus respectivas graficas Tauc
(insertadas en la parte superior derecha). Aparece una banda de maxima absorciéon entre
425-429 nm de RPS. El espectro UV-Vis a 10 mM y 15 mM muestra una baja intensidad
de absorbancia maxima, corrimiento al rojo y evidencia ampliada de diferentes grados de
deslocalizacion extendida de electrones (efecto del confinamiento cuantico) en particulas
autoensambladas [145, 198]. Por otro lado, la banda prohibida de los nanomateriales de
plata obtenidos por extrapolacion directa sobre la grafica Tauc fue de 2,39, 2,41 y 2,26 eV,
para las muestras de 5 mM, 10 mM y 15 mM, respectivamente. Estos resultados confirman
la naturaleza nanométrica de los productos de plata obtenidos por S. praealtum. Ademas,
debido al mismo efecto, los AgNEs y AgNPs presentan un valor de banda gap significativo
muy similar a la literatura [199, 200], util en aplicaciones optoelectronicas, de baterias,
sensores, semiconductores y cataliticas.
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Figura 4.29. Espectros UV-Vis con sus respectivos graficos Tauc (insertados en la parte superior derecha) que

corresponden a nanomateriales de Ag obtenidos a diferentes concentraciones de AgNO;, 5 mM (a), 10 mM (b) y 15 mM

(©).

En los espectros UV-Vis de la mezcla acuosa de MB + NaBH, (véase anexo 1) registrados
en el intervalo de tiempo de 0-60 min de la combinacion. Solo aparece un cambio minimo
en la intensidad de la banda MB después de 10 min, sin que quede ningiin cambio aparente
hasta los 60 min.

La Figura 4.30 presenta los espectros de absorcion UV-Vis de la degradacion del colorante
azul de metileno (MB) con la presencia de 0,5 mg de AgNPs y AgNEs. Los estudios de
degradacion se realizaron con el material en forma de polvo, a temperatura ambiente y bajo
la luz visible de la sala del laboratorio. Los espectros de reaccion en la columna de la
izquierda (Figura 4.30a-c) corresponden a los experimentos realizados en ausencia de
NaBHy4. Al mismo tiempo, los espectros de la derecha (Figura 4.30d-f) se realizaron
agregando NaBH4 (5 mM) como agente reductor. La reaccion se monitore6 mediante UV-
Vis desde unos pocos segundos hasta 120 min en intervalos de 10 min, la ultima medicion a
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las 24 h. Las bandas tipicas de absorcion de MB se identificaron entre 600-700 nm con un
maximo a 664 nm y un hombro a 614 nm [201].

La disminucion de la intensidad de las bandas indica la eficiencia fotocatalitica del
nanomaterial con el tiempo de reaccion. La decoloracion en las cubetas (inserto) resulta del
mismo proceso. La Tabla 4.4 resume los valores de degradacion obtenidos en funcion del
tiempo con y sin agente reductor (NaBH4), segun la cinética de cada material (véase anexo
2). Como se puede observar, alrededor del 50 % de la degradacion ocurre a los 120 min,
excepto para las AgNPs que alcanzan el 94 % en presencia de NaBH4. Los AgNEs pueden
actuar como un fotocatalizador en la reduccion de colorantes por si mismas, y la adicion de
NaBH, aumenta la transferencia de electrones de estos nanomateriales. Por lo tanto, el
excelente desempefio de las AgNPs en presencia de NaBHj; sugiere que el area de
superficie mas grande disponible en las AgNPs influye mas que las texturas y las
porosidades superficiales presentes en las AgNEs [23], lo que permite mas sitios
fotoactivos disponibles que sirven como cintas transportadoras, en donde la transferencia de
electrones es fundamental para la degradacion, como se observa en la Figura 4.30, siendo
favorecida por la presencia de iones BH,', facilitando la reaccion redox en etapas
tempranas y, por tanto, su eficacia, como también han demostrado otros autores [202-205].

Ademas, los valores de degradacion superaron el 90 % a las 24 h con o sin NaBHy, lo que
significa que en los primeros 120 min de reaccidon, el NaBH, facilita la transferencia de
electrones acelera la degradacion del colorante. Por otro lado, los experimentos se
mantuvieron en un ambiente oscuro después de 120 min de exposicion a la luz visible.
Ademas, debido a la capacidad comprobada de las AgNPs para absorber colorante [23, 203,
206, 207], se sugiere que el resto de los no fotocatalizados el colorante se adsorbid en la
superficie de las particulas de Ag durante el tiempo restante. Estos aspectos justifican el
alto porcentaje de eliminacion de MB de AgNPs y AgNEs por si mismos después de 24 h.
Por lo tanto, este método sugiere un proceso de degradacion limpio independiente de la
estructura, el tamano y la morfologia de las particulas de Ag.
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Figura 4.30. Espectros UV-Vis de degradacion de MB en ausencia o presencia de NaBH, (columna izquierda y derecha,

respectivamente) utilizando AgNPs (a, d) y AgNEs a 10 mM (b, e) y 15 mM (c, f).

Tabla 4.4. Resumen cinético del proceso de degradacion obtenido en funcion del tiempo con o sin NaBH, como

catalizador.
Nanomaterial Catalizador Reac?i()n a 120 Reaccion a 24 h (%) K(minl)
min (%)

AgNPs NaBH4 94.38 94 0.02495
- 63.51 95 0.00689

AgNEs 10 mM NaBH4 59.31 89 0.01740
- 16.65 94 0.00171

AgNEs 15 mM NaBH4 41.38 90 0.00819
- 55.18 93 0.01230
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La Figura 4.31 ilustra el mecanismo propuesto para la degradacion de MB con y sin NaBHy
utilizando AgNPs y AgNEs como fotocatalizadores. La Ag nanométrica tiene el fenomeno
SPR al recibir luz visible, absorbiendo fotones que producen oscilaciones colectivas entre
la banda de valencia (BV) y la banda de conduccion (BC), generando un par electrén-hueco
(e/h"). Asi, las moléculas de H,O se descomponen al reaccionar con los huecos
fotogenerados, cediendo sus electrones y produciendo radicales hidroxilo (HO") [208, 209].
Si la energia de los fotones incidentes es lo suficientemente energética, el colorante acta
como un fotosensibilizador, se excita y dona su electréon fotogenerado al BC de las
particulas de Ag, produciendo la fotooxidacion del colorante (reportada regularmente bajo
la luz solar) [209, 210]. Ademas, como el potencial de reduccién de MB es bajo (+ 0.01 V),
sus moléculas pueden reducirse directamente capturando electrones del BC de las NPs
[207]. Sin embargo, también los electrones fotogenerados en el BC de las NPs se
transfieren al O, superficialmente absorbido produciendo radicales superoxido (O;) y
peroxido de hidrégeno ((OOH). La generacion de estas especies reactivas también es
responsable de la fotodegradacion del colorante [17, 210, 211], adicionalmente, en el caso
de las pruebas con NaBH4 como agente reductor. La presencia del ion BH4 se asocia con
una mayor eficiencia de inyeccion de electrones, promoviendo el movimiento de cargas a
través del fotocatalizador (AgNPs, AgNEs) hacia las moléculas de MB adsorbidas en la
superficie. La desorcion posterior de moléculas MB incoloras y degradadas proporciona
sitios adicionales para la descomposicion del colorante [212, 213].

Debido a que los nanomateriales precipitaron unos segundos después de ser agregados a la
mezcla de colorantes y permanecieron en reposo durante todo el proceso de degradacion, se
sugiere que el proceso catalitico en las reacciones sigue una combinacion del mecanismo de
Langmuir-Hinshelwood, donde las moléculas del colorante son adsorbidas, saturando la
superficie de la particula. Ademds, el mecanismo de Eley-Rideal menciona que las
moléculas de NaBH,4 se adsorben en la superficie y el colorante reacciona sin tocar la
superficie [214, 215].

Luz visible \ }( e

pR efecto AgNPs o AgNEs w—-—b Degradacion del colorante MB
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Figura 4.31. Mecanismo propuesto de degradacion del colorante azul de metileno utilizando AgNPs y AgNEs con y sin

NaBH,.
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Teniendo en cuenta la mayor eficiencia de degradacion por parte de las AgNPs (Figura
4.30a, d), se estudio la variacion de la cantidad de AgNPs (0,25-1,5 mg) en la eficiencia de
degradacion del colorante realizada entre 0-120 min en intervalos de 15 min como se ve en
la Figura 4.32(a-f). La intensidad del pico de MB disminuye con la cantidad de AgNPs
utilizada, siendo mas eficaz a 1.5 mg, donde se produce una degradacion del 95 %. Esta
eficiencia de degradacion fue equivalente a la obtenida utilizando NaBH4 y 0,5 mg de
AgNPs. Al mismo tiempo, también es similar al obtenido después de 24 h de reaccion.
Mientras tanto, la Figura 4.33(a) muestra la velocidad de degradacion registrada para las
cantidades anteriores de AgNPs (Figura 4.32). Utilizando 1,5 mg de AgNPs, la velocidad
de degradacion también es mayor, alcanzando el 98 % en 120 min. En el caso de los
AgNEs a 1,5 mg, su rendimiento es inferior al 90 % (véase anexo 3). Esta diferencia en la
degradacion se atribuye a la disminucién del tamafo de la particula del catalizador. Es bien
sabido que cuando el tamafio de las NPs disminuye, el area superficial aumenta, y con ello,
el nimero de atomos de Ag débilmente coordinados, mejorando la adsorcion superficial
activa que facilita la reduccion de MB [216]. Asi, los resultados anteriores sugieren que el
aumento de la cantidad del catalizador puede conducir a un proceso mas rapido y con altas
eficiencias en tan solo 120 min debido a la presencia de mdas particulas fotocataliticas
disponibles, demostrando ser mas ecoldgico sin necesidad de agentes toxicos externos.
Estos resultados son similares a los obtenidos en ausencia de NABH4 utilizando una fuente
de luz solar y visible [217, 218].

Por otro lado, la Figura 4.33(b) muestra el grafico de barras con la linea de tendencia
(inserto superior izquierdo) en funcion de la cantidad de AgNPs en la degradacion de MB.
En este grafico, el proceso de degradacion sigue una tendencia logaritmica en funcion de la
concentracion de AgNPs. Asimismo, luego de 120 min de reaccion, la concentracion
minima de AgNPs a la cual tiene 1% de degradacion fue de 0.08 mg de AgNPs, mientras
que a 1.6 mg de AgNPs puede llegar a la maxima degradacion, 100%.
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Figura 4.32. Mecanismo propuesto de degradacion del colorante azul de metileno utilizando AgNPs y AgNEs con y sin

NaBH,.

Es fundamental conocer la capacidad de reutilizacion del material como catalizador en el
proceso de degradacion. La Figura 4.34(a-e) presenta los espectros UV-Vis del proceso de
degradacion de MB en presencia de 1.5 mg de AgNPs durante 120 min y 5 ciclos de
reutilizacién de material. Después de cada experimento, el catalizador se recuperd por
centrifugacion y se secd para el siguiente ciclo sin ningin lavado adicional. La Figura
4.34(f) resume los resultados de degradacion obtenidos para cada ciclo. Se observa una alta
degradacion (90 %) hasta el 3er ciclo, mientras que cae al 66 % en el 5to ciclo, indicando la
reciclabilidad y estabilidad del catalizador hasta el 3er ciclo de proceso sin necesidad de
tratamiento superficial adicional. Estos resultados se deben a la saturacion del area
superficial de las AgNPs por los productos adsorbidos durante las reacciones. Por lo tanto,
los AgNPs deben lavarse a fondo con agua y etanol después de cada tratamiento para evitar
la pérdida de actividad catalitica. Se ha reportado que el lavado de las AgNPs en cada ciclo
permite obtener mas del 90 % hasta el 5° ciclo [109, 110, 219, 220].
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Figura 4.33. Curvas cinéticas de degradacion de MB en funcion de la cantidad de AgNPs (a); grafico de barras que
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Figura 4.34. Espectros UV-Vis de ciclos de reutilizacion de AgNPs (a), y grafico de barras del % de degradacion en cada

4.5.2 Actividad antibacterial

proceso (b).

La plata ha sido uno de los metales distinguidos en el campo de aplicacion en sistemas
biologicos y medicina [221]. Se ha utilizado para tratar heridas, quemaduras e infecciones
graves [222]. En consecuencia, los nanomateriales a base de plata se han vuelto atractivos
en este campo de investigacion por su eficacia antimicrobiana contra bacterias
multirresistentes, pero ain es necesario reforzar el conocimiento al respecto [222, 223]. El
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uso de antibioticos ha provocado que un gran nimero de microorganismos patdgenos
desarrollen resistencia a ellos [224]. Por ello, es importante desarrollar nuevos posibles
agentes antibacterianos que respondan a un uso alternativo ante este problema. En este
apartado se estudia de forma comparativa el efecto antibacterial de los AgNEs y AgNPs
frente a bacterias de tipo Gram positiva y Gram negativa.

Para este propdsito se utilizaron AgNPs y AgNEs sintetizados bajo condiciones
experimentales 10 mg/mL de extracto de S. praealtum y, 5 y 10 mM de AgNOs;,
respectivamente. En la Figura 4.35(a-b) se muestran las AgNPs y AgNEs obtenidos de la
reaccion de bioreduccion. En el inciso a, se resalta la presencia de particulas individuales
dispersas de Ag de morfologia esférica y tamafo relativamente homogéneo descrito en el
histograma (inserto) que proyecta el tamafio de las AgNPs en un rango ~ 10-40 nm con un
tamafio promedio de 22 nm. Mientras que en el inciso b, se puede observar una particula
AgNEs, altamente esférico y denso con un diametro de ~ 4.5 pum, ensamblados por
unidades nanométricas superficiales.
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Figura 4.35. Micrografias MEB que muestran AgNPs e histograma de tamafio (a) y una AgNEs esférica (b).

Para la actividad antibacterial de los AgNEs en forma esférica comparado a las AgNPs
frente a S. aureus y E. coli por medio del método de difusion de disco, se establecid de
manera de control positivo y negativo la soluciéon de AgNO; (fuente de iones Ag') y
extracto de S. praealtum, respectivamente. En la Figura 4.36 se observan los antibiogramas
de las dos cepas bacterianas expuestas a concentraciones de 25, 50, 100, 150, 200, 250 y
300 pg/mL de AgNPs y AgNEs. Los resultados mostraron nula actividad antibacteriana
para AgNEs asi como para el control (muestra extracto de S. praealtum). En tanto,
utilizando AgNPs, aparecieron apreciables zonas de inhibicion en ambas bacterias a partir
de 150 pg/mL, al igual que el control que consisti6 solo en AgNOs; como fuente de iones
Ag" (véase anexo 4). Ademds, las zonas de inhibicion en E. coli (Gram negativa) son
mayores en contraste a las de S. aureus (Gram positivas).
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Figura 4.36. Ensayos antibacterianos entre AgNEs y AgNPs en bacterias E. coli y S. aureus a diferentes concentraciones
de nanomateriales.

Al no presentar halo de inhibicion por parte de los AgNEs, en la Figura 4.37 se muestra el
comportamiento antibacterial s6lo de las AgNPs en funcion de la concentracién. Se
encontré que el didmetro de inhibicion fue aumentando proporcionalmente a la
concentracion de AgNPs en ambas cepas de bacterias. Donde, el didmetro de inhibicion de
AgNPs a 300 pg/mL es comparable al control positivo (AgNO3 a 100 pg/mL). Siento la E.
Coli la mas sensible debido a caracteristicas propias por ser Gram-negativa, atribuible a las
diferencias estructurales de la pared celular compuesta de peptidoglucanos en Gram
positivas y, ausente en Gram negativa [225], resultando mas susceptibles al contacto con
AgNPs como lo afirman otros autores [140]. En estos resultados, es evidente que el tamafio
nanométrico por parte de las AgNPs sintetizadas en este trabajo, permite mayor eficacia de
interaccion con la bacteria. Lo que significa que los factores de tamafio y forma son
importantes para la propiedad antibacteriana. Ya que una reduccion de tamafio elevara la

superficie de contactos, aumentando la liberacion de iones de Ag mejorando la toxicidad en
bacterias [226, 227].

La actividad antibacteriana de las AgNPs se ha relacionado con 1) la acumulacién de Ag
sobre las membranas celulares de las bacterias, causando la filtracién celular; ii) la
morfologia celular se deforma; iii) inhibe la replicaciéon del DNA y genera su rompimiento;
iv) estimula la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), daifiinas sobre el DNA y
membranas celulares y v) la inactivacion de enzimas desnaturalizando proteinas [222].
Teniendo como consecuencia por ejemplo, la inhibicion del proceso respiratorio, ya que
inactivan enzimas inherentes a este proceso bioquimico, dando como resultado la muerte
celular. Por ello, para el desarrollo de agentes antimicrobianos efectivos es una de las
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principales razones de la sintesis de AgNPs. Debido a que se ha informado que entre mas
pequenias son las AgNPs, son mas dafiinas para las células bacterianas [228].

Bl E. coli
74 ™A S aureus

Diametro de halo de inhibiciéon (mm)

Concentracion (ug/mL)

Figura 4.37. Grafico de barras del didmetro de inhibicion bacteriana de AgNPs en contra de E. coli y S. aureus.

A modo de comparacion, se evalu6 a mayores concentraciones de AgNEs y AgNPs (200,
250, 300, 350 y 500 pg/mL) (resultados no mostrados) para conocer si existia un valor de
MIC. Sin embargo, para ambos casos no se logré obtener el MIC (véase anexo 5).
Solamente las AgNPs mostraron una imbibicién parcial a partir de los 300 pg/mL.
Mediante estos resultados, se sugiere que el recubrimiento por parte de los estabilizadores
provenientes del extracto de S. praealtum en las AgNPs, influyen actuando como barrera
que limita la reactividad y una liberacién reducida de iones Ag, lo que disminuye su
reactividad y con ello actividad antibacterial [229]. Por otra parte, los AgNEs, a pesar de
estar compuestas de Ag tienen nula utilidad antibacteriana en contraste a las AgNPs. Lo
que significa, que el tamafio y la morfologia influye de manera importante para esta
propiedad en las AgNEs. Ya que para un tamaio grande es dificil una interaccion mas
directa con las células en el medio lo que dificulta la liberacion de iones [230]. Ademas, la
morfologia altamente esférica de las AgNEs disminuye el area superficial de contacto
efectiva, como la que poseen las particulas pequefias individuales como las AgNPs.

Los resultados de los AgNEs en este trabajo difieren con los encontrados en la literatura al
comparar la eficaz actividad antibacteriana de otras estructuras con altas area superficial
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expuesta, debido a su arquitectura jerarquica que las componen como nanoestructura
dentritica [231], nanolaminas [9, 225], nanoporos [226]. Por otra parte, como se menciond
anteriormente, se sugiere que el extracto de S. praealtum dota de estabilidad quimica y
fisica a las AgNPs y AgNEs, ya que al comparar nanoestructuras sintetizadas de manera
similar a este trabajo (sintesis verdes) utilizando extracto de plantas como Hamelia patens
[115] y Arctostaphylos pungens Kunth [21] de tipo flor y nanodendritas estas presentan una
clase actividad antioxidante ante las mismas cepas bacterianas. Por lo tanto, derivado del
recubrimiento de compuestos fitoquimicos de S. praealtum, las nanoestructuras de plata
evaluadas presentan baja bioactividad en bacterias.

4.5.3 Citotoxicidad en levaduras como modelo eucariota

Con el fin de conocer el comportamiento en cuanto a la cinética de crecimiento de S.
cerevisiae en la Figura 4.38 presenta la curva de crecimiento de la levadura para el medio
YPD. En la cual, se puede distinguir visualmente la fase de adaptacion aproximadamente
de 3 h, seguida de las fases de crecimiento y estacionaria, esta Ultima, sin cambio aparente
de crecimiento en el tiempo, después de 15 h iniciado la cinética.

Los parametros cinéticos exactos del crecimiento de la levadura, presentados en la tabla
4.5, como son la velocidad especifica de crecimiento (umax); duracion de la fase de latencia
(A) y tiempo de generacion (G), fueron determinados siguiendo el modelo empirico de
Gompertz mediante la siguiente ecuacion:

Y = ae~¢”™" (4.2)

En el cual Y corresponde al log (DO.iia/DOu a wemo ), 1a constante —&” como la asintota en
maximo crecimiento de las células, " velocidad maxima decrecimiento, - como tiempo
en el que se da la maxima velocidad de crecimiento y < como el tiempo en h. Se encontr6d
que estos parametros cinéticos son cercanos a los reportados en otros trabajos utilizando
otros medios como caldo de melaza [232].

Tabla 4.5. Parametros cinéticos de crecimiento la levadura S. cerevisiae.

Rinax= 0.6649936 h’! velocidad especifica de crecimiento
£= 2.875215641 h Duracion de la fase adaptacion
G= 1.042336619 h Tiempo de generacion

Por otro lado, este tipo de estudios preliminares son la base para determinar en qué fase es
afectada la levadura. Ya sea que el efecto citotoxico de disminucion de crecimiento se deba
a un aumento significativo en el tiempo en la etapa de adaptacion o, una disminucion en la
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tasa de crecimiento exponencial. Esto lo demostrd Penders y col. [233], al evaluar la
citotoxicidad de nanoparticulas de Au con diferentes morfologias sobre bacterias.
Indicando que la interaccidbn con materiales nanométricos, induce estrés local en las
bacterias lo que provoca una disminucion de la tasa de crecimiento y/o un aumento de la
etapa de latencia o adaptacion. Ademas se ha utilizado este modelo cinético de crecimiento
en estudios antimicrobianos de las AgNPs contra bacterias E. coli y S. aureus.
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Figura 4.38. Modelo de Gompertz para crecimiento de S. cerevisae.

Como efecto de toxicidad, se evaluo la inhibicion del crecimiento celular para determinar el
efecto toxicologico de los AgNEs y AgNPs utilizando la cepa S. cerevisiae como modelo
para células eucariotas. La Figura 4.39 presenta el grafico correspondiente a la prueba de
crecimiento de levadura después de haber sido expuesto a concentracion de 100 pg/mL de
AgNEs y AgNPs. Como control negativo y positivo se evalud a la misma concentracion en
solucion AgNO; como fuente de iones Ag' y extracto de S. praealtum, respectivamente.
Como control blanco se utilizd solo levaduras en medio de cultivo. Los resultados no
revelan un efecto toxicologico significativo tanto de los componentes fitoquimicos del
extracto como en AgNEs. Sin embargo, las muestras de AgNOs; y AgNPs presentaron
inhibicion de crecimiento de la levadura, al disminuir con respecto al control en un 95 %
(AgNO;) y 11 % (AgNPs).

En relaciéon a los resultados mostrados anteriormente, donde los AgNPs no presentaron
efecto citotoxico alguno y, la toxicidad mostrada solamente por las muestras de AgNOs y
AgNPs, se realizd la evaluacion de inhibicion de crecimiento de S. cerevisiae a
concentracion de AgNPs menores y mayores a 100 pg/mL (20, 40, 60, 80, 100 y 200
pg/mL). En la Figura 4.40 se muestra el grafico correspondiente a la prueba de crecimiento
de levadura a diferentes concentraciones de AgNPs. Se observa en la Figura que para 20
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pg/mL y 40 pg/mL de AgNPs, el crecimiento disminuye con respecto al control en un 4% y
un 7%, respectivamente. Ademas, a la concentracion de 60 pg/mL, el crecimiento se inhibe
enun 12 %, y asi para dosis mas altas de AgNPs.
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Figura 4.39. Efecto de inhibicién del crecimiento de S. cerevisiae W303-1 expuesto a muestras de AgNOs;, extracto,
AgNEs y AgNPs. Los valores se presentan como la media + DE.
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Figura 4.40. Efecto de inhibicion del crecimiento de S. cerevisiae W303-1 expuesto a diferentes concentraciones de
AgNPs.

Para conocer si los datos arrojados por el ensayo de crecimiento que muestran inhibicién en
presencia de AgNPs y AgNO; son resultados de dafio por muerte celular se realizé el
ensayo de viabilidad por azul de tripano. En la Figura 4.41 se presentan imagenes tomadas
a partir del microscopio Optico de las muestras celulares expuestas a azul de tripano
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(extracto, AgNPs y AgNO;) y un close up, la muestra de AgNO;3 que esquematiza la
identificacion de células viables (blancas) y células muertas (tefiidas). Como se puede
observar, todas las muestras excepto la muestra tratada con AgNO; exhiben 100 % de
viabilidad, ya que en ninguna imagen existe la presencia de células muertas (tefiidas). Sin
embargo, en la muestra con AgNOs; claramente se observa poca cantidad de unidades
celulares y de éstas, gran porcentaje se encuentran tefiidas de azul de tripano, lo que indica
dafio celular letal debido a la disrupcion de la membrana celular, misma que permite el
ingreso de colorante dentro de la levadura. Con base a lo anterior, se evalud la disminucion
de viabilidad de AgNO; a diferentes concentraciones de 50, 100 y 200 pug/mL (Figura
4.42), encontrando valores de viabilidad de 24, 16 y 6 %, respectivamente. Lo que
demuestra que, el dafo a las células de levaduras por parte de las AgNPs apunta ser de tipo
estrés en las fases de crecimiento.

Control Extracto S. praealtum AgNPs AgNO;

m ..
5
o a

Figura 4.41. Citotoxicidad celular de S. cerevisiae expuestas a extracto S. praealtum, AgNPs y AgNO; mediante el
ensayo de viabilidad celular por azul de tripano y representacion de células vivas y muertas.
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Figura 4.42. Viabilidad celular de S. cerevisiae expuesta a diferentes concentraciones de AgNO; mediante azul de
tripano.

Al no exhibir un dafio celular letal aparente en las levaduras por exposicion con AgNPs, se
explor6é un posible mecanismo de su citotoxicidad, en células eucariotas debido al estrés
oxidativo midiendo la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS mediante
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espectroscopia de fluorescencia [234]. Para esto, en la Figura 4.43 se presentan los
resultados en un grafico de barras el porcentaje de generacion de EROs respecto al control
(0 pg/mL) expresado como media + desviacion estdndar (DE) para diferentes
concentraciones de AgNPs (50, 150 y 250 ug/ mL). Se produce un aumento proporcional
de las barras hasta un 20 y un 42%, correspondiente a las concentraciones de 50 y 150
ug/mL, respectivamente. Esta tendencia revela que las AgNPs provocaron la produccion de
EROs. Sin embargo, a una concentracion de 250 pg/mL, el porcentaje de ROS generado se
mantuvo constante en 42 %, lo que sugiere que las EROs generadas en el rango de 150-250
png/mL no dependieron de la concentracion de AgNPs.
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Figura 4.43. Produccion relativa de ROS en células de levadura S. cerevisiae bajo exposicion a diferentes
concentraciones de AgNPs (0, 50, 150 y 250 pg/mL) durante 24 h.

Se ha reportado en la literatura potenciales aplicaciones en catalisis, fotoluminiscencia y
fluorescencia mejorada en superficie, debido a que contienen proporciones de superficie a
masa, altas densidades de bordes, esquinas y particulas dispuestas en forma escalonadas en
sus nanopétalos [9]. Sin embargo, los AgNEs sintetizados en este trabajo parecen tener una
nula reactividad, aun cuando contienen todas las anteriores caracteristicas morfoldgicas y
estructurales de una estructura jerarquica autoensamblada. Lo que sefiala, que el tamafio y
la estabilidad fitoquimica influyen en esta baja bioactividad por parte de los AgNEs en
levaduras.

Mientras tanto, la toxicidad de AgNPs y AgNOs; en la levadura parece ser atribuido
principalmente a la liberacion y presencia de iones Ag’. Sin embargo, el tamafio también
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influye, ya que la media de las AgNPs sintetizadas fue de 14 nm y mostré6 menor toxicidad
que las AgNPs mas pequenas (10 nm) obtenidas por otros autores [235]. Ademas,
basandose en el analisis de formacion de AgNPs en secciones previas, en las que se sefala
a los glucoésidos como los principales participantes en la reduccion, estabilizacion y ligante.
Se sugiere que los glucosidos que estabilizan las AgNPs pueden reducir la toxicidad de las
nanoestructuras, dado un contacto multivalente entre la pared de la levadura y los azucares
[177, 236]. Es decir, los monomeros de azucar podrian disminuir significativamente la
toxicidad debido a la biocompatibilidad de estas moléculas con los sistemas bioldgicos
[173, 177, 237].

Otros investigadores han demostrado la biocompatibilidad de las AgNPs sintetizadas por
extractos naturales con respecto a las AgNPs sintetizadas por vias quimicas bajo diferentes
modelos de células eucariotas. Por ejemplo, utilizando lineas celulares de fibroblastos
humanos, las AgNPs obtenidas por rutas convencionales tienen una toxicidad superior al
50 % utilizando 120 pg/mL de AgNPs. En tanto, al usar 240 ng/mL de AgNPs sintetizadas
por métodos verdes, la toxicidad alcanza alrededor del 20% [238]. En otro trabajo [239], la
toxicidad fue inferior al 5% utilizando 18 ng/mL de AgNPs obtenidas con el extracto de
Salacia Chinensis. Asimismo, 10 pg/mL de AgNPs comerciales disminuyen la viabilidad
en S. cerevisiae hasta en un 64% [240]. En contraste, las AgNPs biosintetizadas por
extracto acuoso de cascaras de marafion presentan una toxicidad de aproximadamente 40%
[241] considerando la norma ISO 10993-5:2009 para la evaluacion biologica de
dispositivos médicos. Se establece un efecto citotdéxico para una reduccion del crecimiento
superior al 30%. Por lo tanto, las AgNPs sintetizadas con extracto de S. praealtum que
muestran una inhibicion maxima del crecimiento del 12 % pueden considerarse seguras
para su aplicacion con células eucariotas.

Por su parte, los resultados arrojados por el ensayo de EROs difieren de algunos
encontrados en la literatura, demostrando el efecto toxico dependiente de la concentracion.
Por ejemplo, Chairuangkitti y col. [242] establecieron que la disminucion de la viabilidad
de las células de carcinoma de pulmén humano expuestas a AgNPs se debi6 a un aumento
de EROs debido a la concentracion de NPs. Por otro lado, Babele y col. [243] mostré la
misma tendencia de generacion de EROs en S. cerevisiae con la concentracion de AgNPs
biosintetizada por el extracto de grosella espinosa.

Por el contrario, Kasemets y col. [118] obtuvieron una disminucién en la generacion de
EROs en S. cerevisiae con el aumento de AgNPs, recubiertas de caseina y
polivinilpirrolidona (PVP), atribuyendo principalmente la toxicidad a la liberacion de iones
Ag". Mientras que Chang y col. [234] presentaron un comportamiento de disminucién de
EROs a la concentracion de 100 pg/mL de AgNPs en una linea celular derivada del
hipocampo de ratdn, atribuido al dafio mitocondrial con dosis crecientes de AgNPs. Por lo
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tanto, a altas concentraciones de AgNPs, en ausencia de inhibicion de EROs, se considera
que no hay dafio mitocondrial irreversible, como se muestra en otros trabajos [244, 245].

Estos datos se correlacionan directamente con los obtenidos de la prueba de crecimiento y
viabilidad por azul de tripano, donde no hubo un aumento considerable en la inhibicion
después de 100 pg/mL de AgNPs. Por lo tanto, los resultados muestran que las AgNPs
inducen un bajo porcentaje de citotoxicidad al inhibir el crecimiento celular través del
estrés oxidativo intracelular con producciéon de EROs. En consecuencia, se propone que
tanto el tamafo como los agentes protectores superficiales de las NPs, de fitoquimicos
provenientes de S. praealtum ayuden a disminuir la toxicidad de las nanoestructuras,
sintetizas con extracto acuoso de S. praealtum, en la levadura.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los analisis de los resultados obtenidos en el capitulo anterior, fue posible la
sintesis de AgNEs y AgNPs mediante sintesis verde empleando el extracto acuoso de la
planta S. praealtum. La planta S. praealtum ofrece ventajas fitoquimicas para ser utilizado
en la sintesis de nanomateriales por reduccion quimica verde. Siendo posible obtener
diferentes tamafnos y morfologias en particulas de Ag en funcién de la concentracion de
extracto, sal, asi como de la temperatura de reaccion y agitacion.

Se determin6d que la concentracion del extracto en la sintesis induce el crecimiento de
nanoestructuras como consecuencia al exceso de iones de Ag' reducidos y la cantidad de
estabilizantes-ligantes que participan como agentes de direccion. De la misma forma, un
exceso de Ag” debida a la concentracién de sal precursora, permite un exceso de iones que
se depositan sobre la superficie por difusién y permiten el crecimiento y formacion de
AgNEs, ya que bajas concentracion solo permitié formar AgNPs.

Mientras tanto, cuando se us6 una temperatura de reacciéon por encima de temperatura
ambiente aumenta la velocidad de reduccion de Ag y también facilita la agregacion de
AgNPs, al igual que una agitacion mecéanica que induce un crecimiento agregativo en
menor tiempo.

Los resultados obtenidos por técnicas espectroscopicas como 'H RMN, FTIR y UV-Vis,
junto con los conseguidos por cuantificacion fitoquimica y actividad quelante, sefalaron a
los compuestos glucosidos como los compuestos principales que participaron en la
reduccion y formacion de AgNEs y AgNPs. También, sefialaron que los grupos
carboxilatos formados por la oxidacion de azlcares reductores tienen interaccion con la
superficie de las particulas de Ag. Sin embargo, un analisis espectroscopico mas profundo
reveld que también moléculas de flavonoides glicosilados participan en la formacion de
AgNEs.

Al evaluar las propiedades cataliticas, antibacteriales y citotoxicas de forma comparativa
entre AgNEs y AgNPs, se determind que tanto las AgNEs como las AgNPs son
catalizadores eficientes para degradar colorantes organicos con eficacias de degradacion del
90 % para AgNEs y 98 % para AgNPs a s6lo 120 min. Ademas, se motrd una eficacia por
encima del 90 % después de 24 h, incluso sin un agente reductor adicional (NaBH4). Por
otra parte, las AgNPs presentaron actividad antibacterial parcial contra las bacterias E. coli
Gram negativa y S. aureus Gram positiva, en tanto los AgNEs poseen baja bioactividad al
no presentar efecto antibacterial para las mismas cepas.

Asimismo, los AgNEs no presentaron citoxicidad aparente sobre la levadura S. cerevisiae
como modelo de célula eucariota. En tanto, las AgNPs muestran toxicidad relativamente
baja. La baja bioactividad por parte de las particulas de plata de este trabajo se le atribuye a
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la diferencia de tamafio de las particulas y al recubrimiento por parte de las biomoléculas
del extracto de S. praealtum que estabilizan creando una barrera fisico-quimica que evita la
interaccion entre las NP y la membrana de la pared celular, evitando una mayor toxicidad.
Estableciendo que el principal mecanismo de accion de las AgNPs sobre las levaduras, es la
incitar un grado de estrés oxidativo.
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7..3 Anexo 3
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7.4 Anexo 4

(b).

Figura 7.4. Halos de inhibicion para el control positivo que consistié en AgNOj3 a concentraciones de 25, 50 y 100 ppm
en E. coli (a) y S. aureus (b).
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7..5 Anexo5
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Figura 7.5. Halos de inhibicion para las pruebas de MIC en AgNPs y AgNEs
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Abstract

This work used Sedum praealtum leaf extract to synthesize silver nanoparticles (AgNPs) in a single step. The cytotoxicity
of AgNPs was studied with the yeast Saccharomyces cerevisiae W303-1. In addition, the antioxidant activity of the DPPH
radical was studied both in the extract of S. praealtum and in the AgNPs. UV-Vis spectroscopy determined the presence
of AgNPs by the location of the surface plasmon resonance (SPR) band at 434 nm. TEM and XRD analyzes show AgNPs
with fce structure and hemispherical morphology. Also, AgNPs range in size from 5 to 25 nm and have an average size of
14 nm. '"H NMR, FTIR, and UV-Vis spectroscopy techniques agreed that glycosidic compounds were the main phytochemi-
cal components responsible for the reduction and stabilization of AgNPs. In addition, AgNPs presented a maximum of 12%
toxicity in yeast attributed to the generation of ROS. Consequently, there was low bioactivity because glycoside compounds
cover the biosynthesized AgNPs from S. praealtum. These findings allow applications of AgNPs involving contact with

mammals and higher organisms.

Keywords Silver nanoparticles - Sedum praealtum - Yeast cell - Cytotoxicity - Antioxidant potential

Introduction

Silver nanoparticles (AgNPs) have received considerable
attention due to their catalytic (Aravind et al. 2021), optical
(Jouyban and Rahimpour 2020), electrical (Chen et al. 2009;
Noh et al. 2021), antimicrobial (Hashim et al. 2020; Renuka
et al. 2020) and antioxidant properties (Govindappa et al.
2021). AgNPs have been synthesized using a wide variety
of physical and chemical methods, such as laser ablation
(Menazea 2020), thermal evaporation (Al-Masoodi et al.
2020), microwave-assisted (Araruna et al. 2020), chemical
reduction (Krishnakumar et al. 2018), hydrothermal (Akso-
maityte et al. 2013), spray pyrolysis (Shih and Chien 2013),
etching method (Kim et al. 2019), and green methods. How-
ever, some of them generate waste that is harmful to the
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environment. Green synthesis is an environmentally friendly,
relatively easy, and low-cost method that uses a variety of
media such as bacteria (Mathivanan et al. 2019; Saeed et al.
2020), yeasts (Fernandez et al. 2016), fungi (Bolbanabad
et al. 2020; Ma et al. 2017), microalgae (Princy et al. 2021),
cyanobacteria (Husain et al. 2019), enzymes (Talekar et al.
2016), and plant extracts (Sahayaraj et al. 2020; Sherin
et al. 2020). Among these, the AgNPs synthesis with plant
extracts is considered the most versatile, fast, and easy, lead-
ing to its large-scale application (Ahmad et al. 2021).

Nanoparticles synthesized by green methods allow
their use in biomedicine (Alomar et al. 2020; Pereira et al.
2020; Tripathi et al. 2019). For example, AgNPs are suit-
able for applications as antimicrobial and antioxidant agents
(Odeniyi et al. 2020) due to their broad spectrum against
Gram-positive and Gram-negative pathogenic cells (Ameen
et al. 2020; Biswal and Misra 2020). The antibacterial capac-
ity of AgNPs is due to their nanometric size, allowing unique
properties and a slow and controlled release of ions (Aadil
et al. 2019; Kdosaar et al. 2016). AgNPs are an excellent
biocidal alternative confirmed by various assays based on
cell growth and viability (Xiaozhou Wen et al. 2020).

On the other hand, the nanomaterials development and
their production for large-scale applications will lead to their
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ABSTRACT

This work shows that using Sedum praealtum extract, silver nanoparticles (AgNPs) and flower-like
silver self-assemblies (AgFLs) can be synthesized by varying only the concentration of AgNOs. In
addition, the comparison of its catalytic activity on the degradation of the methylene blue dye
(MB) was evaluated. SEM showed spherical AgNPs of ~15nm at 5mM (AgNOs) concentration, and
AgFLs are formed at 10 mM (AgNO3). XRD patterns confirmed the fcc crystal structure of the mate-
rials. FTIR spectroscopy determined that glycoside compounds are the main participants as reduc-
ing agents, stabilizers, and binders. UV-Vis spectroscopy confirmed the obtaining of Ag
nanomaterials through the characteristic resonance band of the surface plasmon (RSP). In addition,
the value of the band-gap was determined to measure the catalytic activity in the degradation of
MB. The photocatalytic activity was mainly favored by smaller sizes of AgNPs, over the texture and
surface porosity of AgFLs. However, it is independent of the morphology, and the use of an exter-
nal reducing agent (NaBH,) since a 90% degradation is obtained after 24 h of reaction due to the

KEYWORDS
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combined action of photocatalysis and dye adsorption.

1. Introduction

Noble metal self-assembling nanostructures have been of sci-
entific interest in nanotechnology because of their intriguing
properties and exciting applications in electronics, catalysis,
chemistry, electrochemistry, and biological detection (H.
Chen et al. 2014; Y. Zhang et al. 2018; Chéavez and Rosas
2021; Nourmohammadi Khiarak et al. 2021). Different
building blocks integrate self-assembly structures as 0D, 1D,
and 2D. Self-assembly is the autonomous and spontaneous
organization of molecular or nanometric units into patterns
or structures (Lee 2008; Q. Zhang et al. 2009; B. Zhang
et al. 2011; Liu et al. 2020). Thus, the properties and macro-
scopic behavior of complex 3D nanostructures arise from
combining the properties of the individual building blocks
and their mutual interactions (B. Zhang et al. 201l;
Generalova et al. 2021). Furthermore, the properties of the
assemblies depend on the morphology and the size of the
building blocks (L. Li, Sun, et al. 2021).

Self-assembly includes the use of surfactants (Luo et al.
2009; Ma et al. 2018), solvent mixtures (Xu et al. 2009; Shin
et al. 2021), induction of magnetic fields (M. Chen et al
2020), ultrasound (Moghimi-Rad et al. 2011; H. Li et al
2018), biological templates (M. Li, Cai, et al. 2021; M. Abdul
Hakkeem et al. 2021), and combinations thereof.

Alternatively, plant extracts have been used extensively
for the synthesis of noble metal nanoparticles. Plant extracts

contain a variety of biomolecules that can act as reducing
and stabilizing agents (Ahn and Park 2020; Behzad et al.
2021). Ecological methods are inexpensive, easy, and envir-
onmentally friendly (Roopan et al. 2013; Aravind et al.
2021). However, it is well known that plant extracts also
contain various binding agents, used as directing agents as it
works with surfactants for the formation and anisotropic
growth of metal nanostructures. Consequently, to develop
self-assembled morphology through green synthesis, it would
be necessary for the plant extract to contain efficient, reduc-
ing agents that cause relatively rapid nucleation, low
amounts of stabilizing agents, and directing agents or
ligands that shape the nanostructure self-assembled.
Although green synthesis with plant extracts is used exten-
sively for AgNPs, few works explore the formation of self-
assembly structures (Molina et al. 2019). Among these
works, Del Moral-G et al. (2021) synthesized Au self-
assemblies using Taraxacum officinale plant extract. Au Self-
Assemblies have dendritic morphology and mean size of
158 nm. The nanodendrites showed fluorescence at 280 u.a,,
which could be important for widespread applications such
as fluorescent biosensors in therapy and imaging. Chavez
and Rosas (2021) reported the self-assembly of silver spheres
using the Hamelia patens plant extract as a reducing agent.
The spheres obtained have an average size of 2um and are
made up of 20nm thick petals, showing good performance
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In recent years silver nanoparticles have generated interest for their unique properties about the macro
scale given rise to research focused on the synthesis and modification of these nanomaterials [1].
Nanoscience through a variety of synthesis methods such as physical, chemical and green has studied
the obtaining of nanoparticles. The latter offers the possibility of being economical and respectful to the
environment by using plants including fruits, medicinal plants, shrubs, and even undergrowth [2]. From
different parts of the plant are extracted the biomolecules antioxidant, and surfactants that work as
reducing and capping agents, depending on the plant species are specific in type and quantity that leads
to obtaining crystalline nanoparticles in a variety of shapes and sizes [3].

In this study, the synthesis of silver nanoparticles was carried out by chemical reduction of Ag* to Ag"
of silver nitrate (AgNO3), using of aqueous extracts of Sedum praealtum and Origanum vulgare plants,
as well as the mixture of them at room temperature. The extracts were prepared using the dried and
ground leaves in a mortar; Subsequently, the infusion was carried out with each of the plants separately,
mixing 100 mL of distilled water with 2 g of vegetable powder, heating to 60 °C for a period of 30 min,
and then filtering, the silver solution was elaborated at concentrations of 8, 6, 4 and 2 mM in deionized
water. In the synthesis procedure, 5 mL of Sedum praealtum extract and 5 mL of silver salt solution
were mixed in the first instance, generating a 1:1 volumetric ratio. In the same way, it was performed
with Origanum vulgare plant extract. For the case of the synthesis combining the extracts, 2.5 mL of
each extract and 5 mL of precursor salt was incorporated. The formation of nanoparticles was indicated
by the color change of the reaction mixture from light brown to dark. The presence and size distribution
were explored by UV-Vis (OceanOptics USB4000). The morphology, chemical analysis and distribution
of the nanoparticles through scanning electron microscopy (JEOLJSM-7600F). Finally, the composition
and crystal structure analyzed by X-ray diffraction (Bruker D8 Advance, DAVINCI Lynx eye). Fig. 1
shows the UV-vis spectra related to silver nanoparticles obtained by extracts of Sedum praealtum,
Origanum vulgare and mixtures thereof these at 8 mM salt, where specific signals between 400 and 500
nm are observed. In the UV-Vis spectrum, Sedum praealtum has an SPR peak at 490 nm. Meanwhile,
Origanum vulgare has an SPR peak at 480 nm. Regard to the mixture of them the maximum is found at
480 nm.

The three curves have a widened shape being more defined in the mix of both extracts, results that
indicate that combining the biomolecules of both plants generate more uniform nanoparticles in size [4].
Fig. 2 corresponds to the XRD pattern that shows the indexed planes (111), (200), (220) and (311)
which correspond to the angles 38 ©, 44.5 °, 64.5 °, and 77.5 °, of the silver fcc, respectively in the
extract mixture. Fig. 3a-c corresponds to the micrographs of the silver reduced by Sedum praealtum and
Origanum vulgare and the mixture of them respectively. It is observed, that spherical and uniform Ag
nanoparticles are obtained with Sedum praealtum extract. While, spherical, triangular and other
morphologies with different size distributions synthesize through Origanum vulgare extract. However,
by combining the plants, uniform nanoparticles are obtained in size and spheroid morphology. EDS
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