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RESUMEN

En el siguiente trabajo se reporta la sintesis verde de nanoparticulas de oro
(AuNP) mediante el extracto de la planta endémica de México Hippocratea
excelsa H.B.K. Se empled un método simple utilizando el extracto acuoso de la
planta y el precursor metalico acido cloroaurico HAuCls. La sintesis se llevo a
cabo a temperatura ambiente con agitacién constante y con proteccion de la luz
solar directa. La cantidad de extracto se vari6 desde 0.2 hasta 1 mL.
Posteriormente se modificd la concentracion del precursor en 0.25, 0.5y 1 mM.
Las AuNP obtenidas se caracterizaron mediante la técnica de espectroscopia
UV-vis. Los espectros obtenidos indicaron la formacion de las AuNP debido a la
presencia de la banda asociada al plasmoén de resonancia superficial (SPR) del
oro, alrededor de 535 nm. La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS)
permitié conocer que se formaron AuNP con tamafios promedio < 100 nm. La
microscopia electronica de trasmision (TEM) permitié observar la forma esférica
de las AuNP con HAuUCI4 [1 mM] que en su mayoria presentaron tamafios = 10

nm.

La actividad fotocatalitica de las AuUNP se midi6 a través de la degradacién del
colorante azul de metileno (AM) mediante la técnica de espectroscopia UV-vis y
revelé que las AuNP obtenidas con HAuCl4[0.25 mM] que se sometieron a un
lavado, presentaron un mayor porcentaje de degradacién, alrededor del 80 %.
Los ensayos de capacidad antioxidante ABTS y DPPH se realizaron primero al
extracto de H. excelsa H.B.K a diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50
uL/ mL) y se observé un aumento directamente proporcional del porcentaje de
inhibicion con la concentracion, alcanzando un porcentaje > 80 % a una
concentracion de 50 pL/ mL. Enseguida, los ensayos aplicados a las AuNP,
permitieron notar que las AuNP obtenidas con HAuCI4[0.25 mM] sin lavarse y
empleadas de manera directa, tuvieron un mayor % de inhibicion de 82y 37.1 %

frente a los radicales DPPH y ABTS respectivamente.
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INTRODUCCION

El desarrollo en nanotecnologia ha mejorado la productividad y la operacion a
nanoescala. En esto, las nanoparticulas metalicas (Au, Ag y Se, etc.) llaman la
atencion debido a que su tamafio y forma se puede adaptar para influir en su
funcionalidad, es decir, sus propiedades fisicas y quimicas se ajustan. Las
nanoparticulas estan siendo aplicadas en la industria biomédica, de suministro
de farmacos, 6ptica, quimica, ciencia e ingenieria de materiales, medicina,
cosmeéticos y alimentos (1-3). Las nanoparticulas de oro (AuNP) son las que se
han investigado mas intensamente de todos los metales debido a sus numerosas
aplicaciones como transporte de farmacos, la obtencién de imagenes quimicas

y bioldgicas, la catalisis, la terapia y el diagnéstico (4,5).

La obtencion de nanoparticulas (NP) mediante métodos quimicos como
reduccion fotoquimica, reduccion electroquimica y evaporacion, amenazan al
ambiente y a la vida al producir subproductos peligrosos, en este sentido, es vital
migrar a métodos amigables con el medio ambiente, de bajo costo y eficientes
(6,7). La quimica verde se esta implementando en la produccién de muchas NP
debido a su simplicidad, sustentabilidad y eficacia en comparacion con los
métodos de sintesis tradicionales (8—-10). En especial, la sintesis verde o
biosintesis a partir de extractos de plantas resulta ser algunas veces mejor que
los métodos quimicos, al proveer mas propiedades a las NP y ampliar su campo
de aplicacion, como en biomedicina (11,12). Las AuNP obtenidas por biosintesis
muchas veces muestran mejor actividad catalitica que las generadas por rutas
quimicas que emplean borohidruro de sodio, citrato de sodio, bromuro de
cetiltrimetilamonio, hidrazina, hidroxilamina o urea, ademas pueden ser usadas

como imitadores de enzimas (13-15).

La contaminantes organicos e inorganicos presentan un problema para el medio
ambiente y la salud humana, debido a que su presencia y persistencia genera
dafos a los ecosistemas naturales. Las aguas residuales provenientes de la

industria farmacéutica, quimica, petroquimica, de tintura etc., llevan
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contaminantes organicos e inorganicos como el naranja de metilo, el violeta de
metilo y el azul de metileno, que regularmente contienen compuestos
aromaticos, en particular series de nitro, sulfo, cloro y amidocianégeno,
perjudiciales para el medioambiente (16—18). En consecuencia, es importante
tratar a los contaminantes de aguas en busca un medio ambiente limpio para la
vida acuatica y terrestre (19,20). El proceso catalitico basado en NP metélicas
ha demostrado un gran potencial para la degradacion de tintes organicos, debido
a que las NP tienen una alta relacion superficie/volumen, gran cantidad de sitios
activos, fuerte capacidad de transferencia de electrones, alta eficiencia y rapida
degradacion del colorante (18,21,22). Las propiedades quimicas y el efecto
catalitico de las AuUNP dependen de su tamafio, forma y la operatividad de la
superficie que hace posible la unién de los fitoconstituyentes de las plantas a

través de fuerzas electrostaticas (23,24).

Las AuNP han sido exploradas en aplicaciones médicas y biolégicas, como el
suministro de farmacos y genes, el etiquetado fluorescente, imagenologia,
inmunoensayos, biosensores y terapia contra el cancer (25-27). Cuando las
AuNP se generan biolégicamente presentan ventajas sobre las que se obtienen
quimicamente, como el bajo costo, amigable con el medio ambiente, no toxicas

y con una mejor actividad antibacterial (28—30).

En este trabajo se reporta la sintesis biolégica (quimica verde) de AuNP a partir
del extracto acuoso de Hippocratea excelsa H.B.K. y se caracterizan por
espectroscopia UV-vis, dispersion de luz dinamica y microscopia electrénica de
transmision. Se mide la actividad fotocatalitica de las AUNP en la degradacion
del azul de metileno (AM), es decir, la NP se comporta como un nano-
fotocatalizador y después se prueba su efecto antioxidante mediante los ensayos
ABTS y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
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OBJETIVOS

General

Sintetizar nanoparticulas de oro mediante el extracto acuoso de la planta
Hippocratea excelsa HBK, estudiar su actividad fotocatalitica mediante la
degradacion de un colorante y medir su capacidad antioxidante mediante la
prueba DPPH y ABTS.

Particulares

1. Obtener AuNP a partir del extracto de H. excelsa siguiendo una ruta de
sintesis verde.

2. Caracterizar las AUNP mediante espectroscopia UV-vis, dispersion de luz
dindmica (DLS) y microscopia electrénica de transmision (TEM).

3. Estudiar la actividad fotocalitica de las AUNP mediante la degradacién del
colorante organico azul de metileno bajo luz solar.

4. Evaluar la actividad antioxidante de las AuNP por los métodos de

eliminacién de radicales libres DPPH y ABTS.

JUSTIFICACION

La sintesis verde favorece el cuidado al medio ambiente a través de minimizar o
anular la generacion de residuos toxicos y permite la obtencion de AuNP a un
bajo costo, a minima posibilidad de contaminacion, sencilla, segura de manejar,
de un solo paso, rapida, de estabilidad mejorada y se adecua a la produccion a
gran escala. La integracién de la nanotecnologia y la quimica verde proveen
alternativas sobresalientes para la sintesis de NP, debido a que son seguras,
ambientalmente buenas y proveen mas cualidades a las NP como actividad
bioldgica.
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HIPOTESIS

Las nanoparticulas de oro sintetizadas a partir del extracto de Hippocratea
excelsa HBK logran una degradacion del colorante azul de metileno bajo luz

solar superior al 50 % y muestran porcentajes de inhibicion de al menos 30 %

frente a los radicales libres ABTS y DPPH.
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CAPITULO 1-ANTECEDENTES

1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la combinacién de la ciencia, ingenieria y tecnologia en la
nanoescala, tipicamente del intervalo de 1 a 100 nm. Esta tecnologia ha sido
aplicada a muchos campos como la quimica, la biologia, la fisica, la ciencia de
materiales, la ingenieria y la medicina (31,32). Los materiales manipulados a
escala nanométrica, llamados nanomateriales, pueden estar formados por
carbono, metal, Oxidos metdlicos o materia organica y presentan un
comportamiento diferente en sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas en
comparaciéon con el material a granel (33). Las nanoparticulas (NP) se puede
presentar en diversas formas, como esferas, tubos, pirdmides triangulares,
barras, rodillos o fibras, y segun la forma, defectos e impurezas que presente,
las propiedades fisicas y quimicas pueden variar. En este sentido, es esencial
conocer el tamafio, la morfologia y la composicion quimica de las NP, dado que
estan intimamente relacionadas con las condiciones de sintesis (34,35)

La generacién de nanomateriales artificiales representa un avance fundamental
en la nanotecnologia y la ciencia de los materiales. EI mundo real debe crearse
trasladando estos productos mas alla del laboratorio. Miles de estos productos
estan disponibles en el mercado, de los cuales la gran mayoria estan integrados
en productos de cuidado personal, cosméticos y ropa de uso diario. Se espera
qgue el desarrollo de los productos modernos que necesitan los consumidores
afecte positivamente a casi todos los sectores industriales y de produccién,
relacionados con la administracion de medicamentos y farmacos. El crecimiento
continuo de la comercializacion de nanomateriales y los dispositivos nano-
asistidos es muy evidente. La comercializacibn de tecnologias disruptivas
exitosas es fundamental para numerosas implementaciones para los seres
humanos y el desarrollo global, pero es necesario un interés critico para el
potencial, la evaluacion de la salud y los efectos ambientales de estos materiales
(36).
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Los nanomateriales pueden ser clasificados fundamentalmente en dos
categorias: nanomateriales naturalmente y sintéticamente fabricados. Los
nanomateriales naturales incluyen virus, sustancias en matrices dseas (como
cristales de fosfato de calcio) y corales, mientras que los materiales sintéticos
pueden ser divididos en cuatro familias: basados en metales, basados en carbén,
dendrimeros y nanocompuestos. Los nanomateriales sintéticos basados en
metales, pueden ser de cobre (Cu), hierro (Fe), paladio (Pd), oro (Au), aluminio
(A, zinc (Zn) y plata (Ag). Las propiedades de las NP metalicas sostienen varias
aplicaciones que incluyen, actuar como catalizadores, componentes de
deteccion, dispositivos Opticos y aplicaciones biomédicas (37). Por tal
combinacion, diversas propiedades pueden ser incorporadas hacia una sola
aplicacién, tal como sensores electroquimicos y biosensores, ingenieria de

tejidos, ingenieria de cultivo celular y medicina regenerativa (38).

1.2. Nanoparticulas NP

Generalidades

Las NP son coloides sélidos, cuyo tamafio es de 100 a 10,000 veces mas
pequefio que moléculas biolégicas como los enzimas, los receptores y los
anticuerpos. De modo que el trabajo de los cientificos, procura manipular atomos
para construir nanomateriales mas fuertes y eficientes (39). Entre las
propiedades de las NP destacan las épticas, quimicas, y electronicas. Las
propiedades fisicoquimicas se atribuyen a su pequefiisimo tamafo, al area
superficial, a la distribucion de tamafio, a la composicién elemental, a la pureza,
a la cristalinidad y a las propiedades electronicas. Y no menos importantes, el
arreglo superficial, la reactividad superficial, los grupos funcionales superficiales
o la existencia de capas o recubrimientos organicos e inorganicos tienen un

efecto considerable (40).

La sintesis de NP inorganicas puede ser lograda a través de métodos

convencionales, que son los métodos fisicos y quimicos. Los métodos quimicos
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involucran el uso de reactivos, como el borohidruro de sodio, que actian como
agentes reductores o estabilizadores de las NP. Mientras que los métodos
fisicos, involucran el uso de agentes externos como temperatura y presion, para
descomponer los materiales hacia NP. En resultado, estos métodos
convencionales producen subproductos toxicos que afectan y amenazan al
medio ambiente y a los organismos vivos. Asimismo, el uso de solventes
quimicos durante el proceso de sintesis, provoca dificultad en la extraccidon
posterior de las NP y presenta significantes obstaculos para aplicaciones
médicas (41,42).

Los campos principales de aplicacion de las NP son la medicina, la genética, la
electrénicay la biologia. Actualmente, ya se incorporan al mercado en productos
de cuidado personal, cosméticos, farmacos, incluso ropa, situacion que impacta

a los sectores industrial y manufacturero (36).

1.3. Bio-nanotecnologia

El desarrollo cientifico global tiene un gran interés en la nanotecnologia verde o
bio-nanotecnologia, algunas veces nombrada fito-nanotecnologia por el prefijo
fito de origen griego (python) que significa “planta o vegetal”. Este campo
resultante de la nanotecnologia, tiene una gran perspectiva en la fabricacion de
diferentes nanomateriales mediante el uso de extractos de distintas partes de
plantas, como hojas, semillas, flores y raices (36). La investigacion encaminada
en esta area permite obtener soluciones para disminuir los efectos negativos de
la produccion y aplicaciéon de nanomateriales, disminuyendo el riesgo de la

nanotecnologia. La Fig. 1.1 muestra los beneficios clave de la sintesis verde.
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Figura 1.1. Beneficios de la sintesis verde.

La sintesis verde o ecoldgica basada en plantas para obtener NP, tiene mas
beneficios en comparacion con los métodos clasicos que utilizan materiales
toxicos y peligrosos. En primer lugar, los extractos de plantas son de naturaleza
renovable, segundo, las condiciones de reaccion utilizadas en los procesos de
obtencion son sencillas y, por ultimo, los extractos de plantas y los bio-
nanoproductos son baratos, sin riesgos y energéticamente eficientes (43,44).

Algunos principios basicos de la sintesis verde son:

* Prevencioén o minimizacion de residuos

» Sintesis quimica menos peligrosa
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» Disolventes y auxiliares mas seguros
* Reduccion de derivados o contaminacion

» Disefio para la eficiencia energética

1.4. Sintesis de NP

La produccion de nanomateriales puede ser generalmente dividido en dos
categorias: “de arriba hacia abajo” y “de abajo hacia arriba”, la sintesis de arriba
hacia abajo se define como el desglose de materiales a granel hacia estructuras
mas pequefias. Este proceso hace la produccién a granel de nanomateriales
mas fécil, pero un mayor inconveniente es la imperfeccion de las estructuras de
superficie resultantes y el significante dafio cristalografico que podria resultar.
Estas limitaciones afectan notablemente las propiedades fisicas y la quimica
superficial de los nanomateriales, por ultimo, influenciando sus aplicaciones si
no es bien controlada. Por otro lado, el enfoque de abajo hacia arriba es el
ensamble de una combinacion de blogues constructores a través de métodos
qguimicos o biolégicos. La sintesis de abajo hacia arriba juega un papel
importante en la fabricacién de nanoestructuras que resultan en productos con
una composicién quimica mas uniforme. Sin embargo, este método tiende a
introducir tension interna, por tanto, se incrementa la posibilidad de defectos

superficiales y contaminaciones (45).

En términos de sintesis de “abajo hacia arriba”, la generacion de nanoparticulas
a través del desarrollo de la ciencia ha empleado métodos quimicos. Estas
técnicas son complejas, de alto costo y tienen el gran inconveniente de que
liberan productos toxicos en la naturaleza durante el proceso. Por si fuera poco,
tales métodos convencionales, han estado utilizando agentes reductores y
estabilizantes de alta radiacion y en alta concentracion que dafan el medio
ambiente y la salud humana (43). Debido a estas limitaciones, los cientificos han
forjado una alternativa para la sintesis de NP. Esta alternativa es la sintesis
“verde” de NP metalicas mediante tecnologias ecoldgicas en la ciencia de los

materiales (46). La sintesis verde ha avanzado con respecto a los métodos
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convencionales, porque entre otras cosas, se puede escalar facilmente para la

sintesis a gran escala (47).

1.4.1. Meétodos convencionales

Enfoque quimico. En el enfoque quimico, los componentes principales son los
precursores metalicos, los agentes estabilizantes y los agentes reductores (tanto
inorganicos como organicos). Se utilizan agentes reductores tales como citrato
de sodio, ascorbato, borohidruro de sodio (NaBH4), hidrogeno elemental,
proceso de poliol, reactivo de tollens, N,N-dimetilformamida (DMF) y copolimeros
en bloque (43).

1.4.2. Meétodos verdes

En la dltima década, los cientificos migraron a métodos de obtencién de
nanomateriales mas faciles y amigables con el medio ambiente. Y al seguir
técnicas propias de la quimica verde, dieron el nombre de sintesis verde o
biosintesis cuando creaban NP. De modo que, otros compuestos de origen
biolégico, ademas de las plantas, de origen procariota o eucariota, como las
algas, las bacterias, las levaduras y los hongos también han sido bases para la
obtencion de NP. La Fig. 1.2 muestra el método simple de un solo paso para la
sintesis verde de NP (31,45).
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Figura 1.2. Esquema general de la formacion de NP de diferentes fuentes.

Las plantas tienen la habilidad de aprovechar casi el 75 % de la energia solar y
transformarla en energia quimica. Cuentan con un alto contenido de
antioxidantes y azucares, Yy la literatura las considera una féabrica principal en la
biosintesis de NP. Es conveniente utilizar extractos de plantas para la sintesis
de NP debido a sus bondades sobre otros biosistemas, incluido lo econémico, lo
rapido, no toxico y la tendencia a la produccién a gran escala de NP que sélo
poseen los extractos de plantas. Y en el escenario actual de contaminacion
ambiental, es necesario adoptar y utilizar métodos seguros y ecoldgicos para la

produccion y aplicacion de materiales (48).

En especial, la presencia de varios fitoquimicos funcionales en diferentes
extractos de plantas como hojas, tallos, raices, flores y semillas ha sido la razén
de su capacidad para funcionar como agente reductor y agente estabilizador.
Varios fitoquimicos como cetonas, terpenoides, aldehidos, fenoles, &cidos
carboxilicos, flavonoides, etc., ayudan a reducir los iones metalicos en
nanoparticulas metalicas. Experimentalmente sucede que, por la adicion de
extracto recién preparado, el color del &cido cloroaurico cambia de amarillo claro
a violeta y los iones de Au se reducen completamente a nanoparticulas de oro
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(AuNP). EI cambio de color se debe a las vibraciones de los plasmones de la
superficie (SPR, por sus siglas en inglés) de las AuNP, que son ausentes en los
materiales a granel, es decir, solo se puede observar dicha resonancia del
plasmon superficial del oro en su forma de nanoparticulas. El SPR se puede
observar en un espectro UV-Vis como un maximo de la banda de absorcion en

un intervalo de longitud de onda de 520 a 560 nm (49).

Cuando se utilizan plantas para sintetizar NP, uno de los principales problemas
es que los tamafios y formas esperados, asi como la calidad de las
nanoparticulas son muy dificiles de obtener. Hay que recordar que la naturaleza
no homogénea del tamafo, la morfologia y la pureza de las nanoparticulas
puede impedir su uso en aplicaciones que requieren nanoparticulas de una
forma, tamafo y consistencia particulares. Por lo tanto, es importante realizar la
investigacién necesaria que ayude a conocer las condiciones experimentales
especificas para obtener de cierta planta ciertas caracteristicas de las AuNP
(44). En la sintesis verde de AuNP, diferentes plantas han cumplido su objetivo,

algunas de ellas se muestran en la Tabla 1.1 (50).

Tabla 1.1. Plantas empleadas en sintesis verde de AuNP.

No. Planta AuNP Referencia
Forma y tamafio
1 Hojas de Acalypha indica Rodillo; 20 nm (52)
2 Hojas de Coleus aromaticus | Esférico; <100 nm (52)
3 Hojas de Pinus pinaster Esférico; 100 nm (53)
4 Hojas de Vitis vinifera Esférico; 35.3 £ 5.2 nm (54)

El uso de plantas para generar NP es una técnica sencilla y ecologica. En

contraste al uso energético requerido, la temperatura, la alta presion y el uso de
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quimicos contaminantes en la sintesis convencional. La sintesis mediada por
plantas suma otros beneficios: es econdmica y los fitoconstituyentes o
componentes caracteristicos de las plantas juegan dos papeles muy
importantes, el ser agentes reductores y estabilizadores al mismo tiempo de las
NP (55). Ademas, tales fitocomponentes brindan mejores cualidades a las NP,
de las que podemos mencionar una buena actividad antibacteriana, antioxidante
y por si fuera poco anticancerigena (50). Por ejemplo, recientemente Shin et al.
(2022) obtuvieron AUNP mediante sericina de seda (SS), una proteina que se ha
empleado en la sintesis de materiales inorganicos como la hidroxiapatita y la
silice. Los autores demostraron que la SS funciona como un agente reductor y
protector verde en la sintesis de las AuNP, y proponen que las AuNP cubiertas
de SS pueden aplicarse en biomedicina, como bioimagen y diagnostico en un
futuro (56). Por otra parte, en el area de medicina, Kumari y Meena (2020)
obtuvieron AUNP mediante la planta de insulina Chamaecostus cuspidatus, éstas
se aplicaron a la restauracion de los niveles normales de glucosa, glucégeno e
insulina en la sangre, mediante la evaluacién de la actividad cicatrizante de

heridas in vivo (6).

En resumen, la sintesis verde permite reducir, estabilizar y potencialmente tener
un nanomaterial funcional que puede ayudar en la remediacién del medio
ambiente (57). Abren un campo de oportunidad en las ciencias de la salud, la
ecologia y la tecnologia médica. En esta ultima, las NP tienen aplicacién en la
administracion de farmacos y genes, también en deteccién de patdgenos o
proteinas asociado a un efecto antifungico y larvicida en las NP. Incluso, se habla

de estudios en ingenieria de tejidos (9).

1.5. Fotocatalisis

La contaminacion del agua debida a las diversas actividades antropogénicas es
una preocupacion mundial por los problemas ambientales, sociales econémicos
y especialmente de salud publica que genera. En las ultimas décadas, la

fotocatalisis ha sido ampliamente estudiada debido a sus aplicaciones
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potenciales para el tratamiento de aguas contaminadas con moléculas
organicas. La fotocatdlisis se basa en las reacciones que ocurren en la superficie
del fotocatalizador, que bajo irradiacion de luz UV genera agentes oxidantes y
radicales reductores que por distintas rutas de reacciobn son capaces de
descomponer cualquier tipo de materia organica en didxido de carbono y agua,
proceso denominado mineralizacion (58). Es importante mencionar que el
fotocatalizador no forma parte de los reactantes ni de los productos, ni se
consume en la reaccién quimica la cual se lleva a cabo a temperatura ambiente.
Entre las ventajas mas importantes de la fotocatdlisis se pueden mencionar: la
posibilidad de reutilizar el material fotocatalizador, lo que hace que este proceso
sea barato, asi como la posibilidad de utilizar la energia solar como fuente

luminosa (59).

Un nanocatalizador es el término empleado cuando una nanoparticula puede
comportarse como catalizador bajo la presencia de luz, en consecuencia,
favorecer o acelerar ciertas reacciones quimicas (fotocatalisis). Una reaccion
fotocatalitica importante en torno al cuidado del medio ambiente, es la
degradacion de colorantes organicos en medio acuoso (48). La reaccion
fotocatalitica inicia a partir de la interaccion de la luz con las nanoparticulas
metalicas conductoras, y las longitudes de onda de la luz asociadas con la
actividad fotocatalitica de las nanoparticulas metélicas se encuentran
principalmente en la regién visible (60). La buena estabilidad de las AuNP en
este tipo de mediciones, las hacen atractivas en acciones de remediacion
ambiental, principalmente en la reduccion de contaminantes organicos en aguas

residuales (48).

1.6. Actividad antioxidante

Las NP juegan un papel fundamental en investigaciones cientificas recientes,
una de ellas es como vehiculos de suministro de antioxidantes. Un antioxidante
(AO) interactua con los radicales libres poniendo fin a las reacciones adversas

en cadena y convirtiéndolas en productos inofensivos. Sin embargo, la eficacia
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de los antioxidantes naturales o sintéticos se ve limitada por tres situaciones
principales: su mala absorcion, las dificultades para atravesar las membranas
celulares y la degradacion durante el suministro, lo que contribuye a su limitada
biodisponibilidad. Para abordar estos problemas, se han tomado las siguientes
acciones: utilizar AO enlazados covalentemente a NP, AO en nanogeles, AO
dentro de particulas huecas o encapsulados en NP de diverso origen. En otras
palabras, se ha echado mano de las NP para proporcionar una mejor estabilidad,
liberacion gradual y sostenida, biocompatibilidad y entrega dirigida de los
antioxidantes con mejores resultados (61). Estudios recientes, demostraron que
las AuNP “verdes” tienen buen potencial antioxidante, que se atribuye a las
propiedades de los diversos fitoquimicos o fitocomponentes de la planta
incrustados sobre la superficie de las NP. En consecuencia, los
fitoconstituyentes se comportan como agentes de proteccidn y proporcionan una

excelente actividad antioxidante a las NP. (62).

Las nanoparticulas de metales: oro (Au), plata (Ag), platino (Pt) y de 6xidos de
metales de transicidbn como 6xido de cobre (CuO) y oxido de niquel (NiO) son
las comunmente usadas y probadas para determinar su actividad antioxidante.
Las propiedades antioxidantes de estas nanoparticulas dependen de su
naturaleza, composicién quimica, carga superficial, tamafio de particula, relacion
superficie/volumen y recubrimiento superficial. Las NP ofrecen varias ventajas
sobre los métodos tradicionales de administracion de antioxidantes como son, el
aumento de la biodisponibilidad, la administracion dirigida de antioxidantes y la
liberacién controlada en el sitio de accién. Los principales desafios para las
aplicaciones in vivo de estos nanomateriales son el estrés oxidativo, la activacion

de las células inmunitarias, la respiracion mitocondrial y la genotoxicidad (63).

1.7. La planta Cancerina < Hippocratea excelsa HBK>

Hippocratea excelsa HBK es una especie nativa de México y América central, la
corteza de la raiz de esta planta conocida como “Cancerina” (Fig. 1.3), es usada

en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de Ulceras pépticas,
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infecciones gastrointestinales, afecciones en la piel, enfermedades renales,
trastorno menstrual y como antihipertensivo (64). Ademas, el extracto de la raiz
(corteza) de H. excelsa HBK posee actividad insecticida contra la plaga de
Sitophilus zeamais (65) y cuenta con diversos metabolitos: alcaloides, quinonas,
cumarinas, saponinas, resinas, fenoles, taninos, flavonoides, terpenos y
principios amargos y astringentes (66). Los terpenoides y los alcaloides
sesquiterpénicos son de los compuestos mas estudiados de la planta (67,68).
Los principios 0 esencias amargas tienen propiedades medicinales, como

aumentar la funcién del aparato digestivo al tiempo que mejora el apetito (69).

b)

Figura 1.3. a) Tallo y hojas y (b, c y d) corteza de la raiz de H. excelsa.
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1.8. Estado del arte
1.8.1. Biosintesis de AuNP

Gonnelli et al. (2018) escribieron en su trabajo: “Los métodos rentables y
respetuosos con el medio ambiente para obtener nanoparticulas metélicas
representan un problema importante en la ciencia de materiales moderna. En
particular, las rutas sintéticas que dependen de la quimica verde parecen ser
prometedoras para la produccion a gran escala” (70). Keijok et al. (2019)
investigaron los principales mecanismos que afectan el control de la sintesis,
utilizando disefio factorial para la preparacién de AuNP con extracto de Coffea
arabica. Obtuvieron nanoparticulas estables (con medicién de potencial zeta,
espectroscopia UV-vis y dispersion de luz), monodispersas y cuasi esféricas (por
microscopia electronica de transmisién), que presentaban moléculas aromaticas
adsorbidas (por espectroscopia FTIR y Raman) y estructura cristalina definida
(por difraccion de rayos X). Comprobaron que el extracto vegetal actué como un
agente reductor, asi como un estabilizador y funcionalizador de las
nanoestructuras sintetizadas (57).

Ying et al. (2020) demostraron la sintesis de AuNP utilizando extracto de hoja de
Lycoris aurea. Las AuNP preparadas mostraron un tamafio promedio de 24 nm
segun la caracterizacion por microscopia electrénica de transmision. Los
investigadores aplicaron las AuNP biosintetizadas para la modificacion de la
superficie de un electrodo. El electrodo modificado se utilizé con éxito para la
determinacion electroquimica de aspirina. El electrodo modificado logr6 detectar
aspirina de 2.6 mM a 100 M con un limite de deteccion de 11.3 M (71).

Doan et al. (2020) reportaron en un método simple de un paso la sintesis verde
de AuNP utilizando extracto de fruta de Litsea cubeba (LC) como agente reductor
y estabilizador simultaneamente (Fig. 1.4). Los principales parametros que
afectan la formacion de AuNP, incluida la concentracion de iones de oro, el
tiempo de reaccion y la temperatura de reaccion, se optimizaron utilizando

mediciones de espectroscopia UV-vis. Los grupos funcionales responsables de
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reducir los iones de oro a AUNP se examinaron mediante espectroscopia FTIR.
Las mediciones de microscopia electrénica de transmision (TEM) mostraron que
las AuUNP biosintetizadas eran en su mayoria esféricas con un tamafio promedio
de 8 — 18 nm (72).

En la sintesis de las AuNP, los autores explican que una vez que se agreg6 la
solucién de HAuCl4 al extracto de fruta LC, el color de la mezcla obtenida cambi6
de amarillo palido a purpura debido a la formacion de las AuNP y proponen que
la reaccion es impulsada por fitoquimicos. Los fitoquimicos presentes en el
extracto de fruta LC, incluidos los alcaloides, flavonoides, amidas, lignanos y
esteroides, pueden actuar como agentes reductores para la conversion de iones
Au* en Au®, seguido del proceso de aglomeracion de atomos de Au en particulas
nanométricas. Con esto, las AuNP obtenidas fueron inmediatamente
estabilizadas por los residuos fitoquimicos para dar AuNP esféricas. Para
controlar el tamafio de las AuNP, este grupo de trabajo se encamino a investigar
tres condiciones de sintesis principales, la concentracion de iones de oro, la
temperatura de reaccion y el tiempo de reaccion. EI cambio de color de la
solucién de AuNP debido a la resonancia de plasmoén de superficie localizada
(SPR) junto con la presencia de la banda caracteristica UV-vis a 535 nm les sirvio

como método de inspeccién visual para la optimizacion.

10 g/400 mL H,O

90°C, 1 h —e— ]
Litsea cubeba (LC) plant Litsea cubeba fruits LC fruit extract
r—
i’ HAuCly
e

LC-AuNPs
Figura 1.4. Procedimiento de sintesis de AuNP utilizando extracto de fruta de

Litsea cubeba.
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En primer lugar, Doan et al. (2020) investigaron el efecto de la concentracion de
iones de oro en la formacion de AuNP ajustando la concentracion de la solucion
de HAuCls en un intervalo de 0.5 - 2.0 M, mientras que la temperaturay el tiempo
de reaccion se mantuvieron constantes a 45° C y 60 min, respectivamente
(Figura 1.5(a)). Los autores observaron a través de espectroscopia UV-Vis que
todos los espectros mostraban una banda de absorcion alrededor de 535 nm,
que se atribuye a la banda SPR de las AuNP, y la concentracion de iones de oro
afecta fuertemente la formacion de AuNP. El aumento en la concentracion de
iones de oro condujo a una mayor absorbancia UV-vis. Sin embargo, los autores
notaron que con una concentracion de iones de oro superior a 1.5 M, se observé
un ligero desplazamiento de la longitud de onda méaxima hacia valores mayores,
lo que indica la formacién de AuNP de mayor tamafio. Por lo tanto, concluyeron
que la concentracion apropiada de HAuCls para formar AUNP mas estables fue
de 1.5 M.

Como se observa en la Figura 1.5(b), a medida que aumenta el tiempo de
reaccion de 30 a 60 min, la intensidad de la banda aumentd gradualmente y
alcanz6 un maximo después de 60 min. Cuando dejaron el tiempo de sintesis
hasta 80 minutos, la absorbancia UV-vis disminuy6 significativamente; esto lo
explicaron por una aglomeracion de AuNP recién formadas. Por lo tanto,
establecieron el tiempo de reaccion de 60 min para realizar una mayor sintesis
de AuNP.

Finalmente, los autores investigaron la temperatura 6ptima de reacciéon en el
rango de 30 — 80°C, mientras que la concentracién de Au®* y el tiempo de
reaccion se mantuvieron constantes (1.5 mmol/L y 45 min). Los resultados a los
que llegaron se muestran en la Fig. 1.5(c) e indican que la temperatura de
reaccion también afecté significativamente la formacién de AuNP. Hallaron que
el aumento de la temperatura a 45 °C proporcion6 una cantidad adecuada de
energia a los iones Au®* para su conversién en nanoparticulas. En cambio, a
temperaturas mas altas, descubrieron que los iones de oro podrian moverse mas

rapido y el nimero de colisiones efectivas podria aumentar rapidamente, lo que
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daria como resultado una coagulacién parcial de las nanoparticulas recién
formadas con un tamafio mayor, lo que provocaria una disminucion de la
densidad Optica. Por lo tanto, la temperatura de 45 °C la eligieron como Optima

para la sintesis de AuNP.

2.4
2.0
E 1.6 -
2 1.2
§ |
= 0.8
0.4
0'0 T T T T T T T T
400 450 500 550 600
Woavelength (nm)
— 05M — 15M
— 1.0M — 20M
(a)
2.4
2.0
g
_b:
g 1292
) —=
=
0.8 A
04 T T T T T T T T
400 450 500 550 600
Wavelength (nm)
—— 30 min —— 60 min
—— 45 min —— 80 min
(b)

30



2.0

Absorbance (a.u.)

0.4 T T T T T T T T
400 450 500 550 600
Wavelength (nm)
— 30°C 60°C
—— 45°C 80°C

(c)
Figura 1.5. Espectros de absorcion UV-Vis de LC-AuNP sintetizadas a (a)
diferentes concentraciones de HAuCla4, (b) diferentes tiempos de reaccion y (c)

diferentes temperaturas de reaccion.

En su analisis espectral FTIR, los espectros del extracto seco de la fruta LC y las
AuUNP cubiertas con extracto de fruta LC se muestran en la Fig. 1.6. Los autores
observaron que los espectros de ambas muestras indicaron la similitud en las
bandas de absorcion. Las bandas anchas centradas en 3276 cm™ se asignaron
a las vibraciones de estiramiento de los grupos O—H de alcaloides, flavonoides,
lignanos y esteroides presentes en el extracto. Los picos en 2933 y 2883 cm™
estan asociados con vibraciones de estiramiento C-H de los enlaces -CH3 y -
CH2- . Los picos en 1716 y 1627 cm corresponden al estiramiento aciclico de
cetonas y al estiramiento de enlaces C=C aromaticos, respectivamente. El pico
en 1412 cm esta relacionado con —C=C- del estiramiento del enlace aromatico.
Los picos en 1242 y 1028 cm! se identifican con el estiramiento de la banda C-
O aromatica y C-O alifatica relacionado con la naturaleza ciclica del éter y el

grupo funcional &cido carboxilico, respectivamente.
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Figura 1.6. Espectros FTIR de extracto de fruta LC y AUNP con capuchdn de
extracto de fruta LC.

En el estudio de dispersion de luz dinamica, Doan et al. (2020) hallaron que en
comparacion con el nucleo seco de AuNP dentro de las AuNP cubiertas con LC
examinadas por microscopia TEM, las AuNP hidrodinamicas en el extracto
acuoso tienen un tamafio promedio mayor de aproximadamente 65 nm (Fig. 1.7).
En resultado, la diferencia en el tamafio de los AUNP medidos por TEM y los
AuNP cubiertos por LC hidrodinamicos les permiti6 ver que las AuNP
biosintetizadas estan rodeadas por una capa gruesa de moléculas organicas,
gue desempefian un papel en la separacion de las AuNP de los procesos de

aglomeracion y coagulacion (72).
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Figura 1.7. Distribuciones de didmetro de dispersion de luz dindmica de AUNP

biosintetizadas.

El estudio morfolégico que realizaron se muestra en la micrografia TEM de las
AuUNP de la Fig. 1.8. Como se puede ver, las AuNP biosintetizadas son en su
mayoria de forma esférica y se dispersan bien en la solucion acuosa de extracto
de fruta LC. Las AuNP coloidales tienen un tamafio de particula TEM que varia

de 10 a 18 nm y se ubican por separado (72).

Figura 1.8. Imagen TEM de las AuNP biosintetizadas.

Gonnelli et al. (2018) prepararon y caracterizaron AuNP a partir de extractos de
hojas de Cucurbita pepo L. (subproducto agricola de gran difusién y abundante
biomasa). Su investigacion se realizo en plantas de diferentes edades (de 1 a 4

meses) y se correlaciond la produccion de nanoparticulas (en términos de
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tamafo, forma y rendimiento) con la concentracion de clorofilas y carotenoides
en los extractos. La sintesis la llevaron a cabo utilizando extractos puramente
acuosos a temperatura de 70 °C y con soluciones diluidas del precursor de oro:
HAuUCls en [5 x 1075 M a 1073 M] en las muestras finales. La microscopia TEM
evidencié que una concentracion mas baja de Au** promueve la formacién de
particulas anisotrépicas y plaquetas, mientras que concentraciones mas altas
favorecen una gran produccion de AUNP mas monodispersas con un tamario de
10 a 15 nm (Fig. 1.9). Ademas, demostraron que la edad de las plantas
desemperfia un papel en el control de la forma y el tamafio de las AuNP. Sus
resultados abren nuevas perspectivas para el control de forma y tamafo de

nanoparticulas obtenidas por métodos verdes de cara a sus aplicaciones en

campos tecnoldgicos, que pueden ir desde la nanocatalisis hasta la biomedicina
(70).

Figura 1.9. Imagenes TEM obtenidas de la muestra 1IMAu-5 (AuNP
biosintetizadas con planta de 1 mes de crecimiento y mayor concentraciéon de
oro). Escala de barras 100 nm.

Irfan et al. (2022) comentan que “las modulaciones meticulosas de tamafio y
morfologia son un desafio para producir AUNP mediadas por plantas. Ademas,
el papel especifico de los fitoquimicos para preceder a la reaccion de
bioreduccién y el recubrimiento de las nanoparticulas también es un misterio y
debe abordarse”. En la misma linea de accion, informan sobre un método verde,
ecologico, eficiente y de un solo paso para la sintesis de AUNP de tamafo y

forma personalizados y controlados por varios parametros de proceso, incluidos
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el pH, el volumen de extracto y la concentracion de precursor de oro. El proceso
de bioreduccion y la formacion de AuNP lo identificaron mediante diversas
técnicas de caracterizacion, incluidas UV-vis, TEM, DLS, FTIR, XRD y XPS.
Ademas, los autores realizaron un andlisis TEM para observar la forma y el
diametro proyectado de las particulas. Sus imagenes TEM demostraron que la
mayoria de las particulas son esféricas junto con algunas otras particulas que
eran cuasi esféricas y de forma irregular, como se muestra en la Fig. 1.10 a.
También notaron que las particulas se dispersaron bien en solucion sin ninguna
aglomeracion. Los tamafios de particulas de AUNP se observaron en un intervalo
de 4.14 a 25.48 nm con un tamafio de particula promedio de 9.49 nm, como se
muestra en la Fig. 1.10 b.

Un examen minucioso de las AuNP revelo la fabricacion de una esfera de halo
alrededor de su superficie que respalda la presencia de la capa de encapsulacion
para mejorar la estabilidad coloidal, como se revela en la Fig. 1.10 c. Esta capa
es bastante facil de observar debido a la disparidad entre el fondo y la superficie
de las nanoparticulas. La existencia de esta capa de encapsulacion también fue
reconocida por analisis DLS. Generalmente, el andlisis DLS mide el diametro
hidrodinamico (ha) que comprende el tamafio del ndcleo junto con cualquier
material de recubrimiento o capa de solvente adherida a la particula. Sin
embargo, el analisis TEM proporciona informacion solo para el diametro
proyectado del nucleo inorganico sin tener en cuenta la capa protectora que
encapsula las nanoparticulas. La Fig. 1.10 d, mostré el ha de AuNP como 168
nm, que fue lo suficientemente mayor en comparaciéon con el tamafio de
particulas observado por el andlisis TEM. La diferencia en estos valores
demostroé la presencia de una capa protectora de biomoléculas alrededor de la
superficie central de las AuNP sintetizadas (73).
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Figura 1.10. Andlisis de imagenes TEM que exhibe la (a) forma de AuNP
sintetizadas observadas predominantemente esféricas, (b) distribucién de
tamafio de AuNP, (c) un examen detallado de una sola AUNP que muestra un
recubrimiento que encapsula las AuNP y (d) un analisis DLS que muestra la
distribucién de tamafio de las AuNP.

1.8.2. Degradacion fotocatalitica

Singh et al. (2021) obtuvieron AuNP mediante extracto de hojas de té verde y
estudiaron su actividad fotocatalitica en la degradacién del colorante azul de
metileno (AM) bajo luz solar con borohidruro de sodio (NaBHs4). En estado
oxidado el AM es de color azul, pero cuando se expone a un agente reductor se
reduce a azul de leucometileno (ALM) que es incoloro. Los autores encontraron
que después de 1 min la banda de absorbancia se reduce y calcularon la

degradacion catalitica en 36 %, que se puede verificar comparando el color azul
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mas claro. El color azul de la solucion desaparece gradualmente y finalmente se

vuelve incoloro (leucoforma) Fig. 1.11 a, b.

=
o
1

(A) — (0 min

e | min
2 min
3 min|

o
n
1

— o
hn ]
1 1

Absorbance (a.u.)
=

550 600 650 700 750
Wavelength (nm)
|

[

[ oas'siigg ]
T

a) 0min  b) 1 min c¢)2 min d) 3 min

Figura 1.11. a) Espectro de absorcion que compara la degradacion
fotocatalitica de AM por AuNP con b) fotografias de la degradacién del AM en

diferentes intervalos de tiempo.

Por lo tanto, las AuNP permiten la transferencia de electrones entre el
borohidruro (donante) y la solucion de colorante (aceptor). Los autores
calcularon la degradacion catalitica después de 2 y 3 minen =79y 96 %
respectivamente y explican que el NaBH4 siendo un agente reductor débil ayudo
en la reduccion del AM, pues la actividad catalitica de las AuNP facilité la
transferencia de electrones de los iones BH4 al AM (Fig. 1.12). Es decir, las
AuUNP se comportan como un sistema de transmision de electrones que inicia del
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NaBH4 al AM, lo que da como resultado la reduccion del colorante a ALM.
También investigaron la tasa de catalisis del AM en ausencia de AuNP y vieron
que el efecto era insignificante. Por lo tanto, concluyen que las materias primas
utilizadas en su estudio, al ser econémicas y respetuosas con el medio ambiente,
justifican un esfuerzo por realizar mas investigaciones a favor de aplicaciones

practicas (60).
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Figura 1.12. Mecanismo de reduccion del AM catalizado por AuNP.

Vijayakumar et al. (2021) evaluaron la actividad catalitica de AUNP obtenidas con
extracto de laminarina en presencia de H20z2, y al seguir la degradacion del AM
bajo luz solar observaron una degradacién gradual del AM y completa en 60
minutos (74). Alikhani et al. (2022) obtienen AuUNP mediante extracto del fruto de
Rosa canina y analizan la degradacién del AM en presencia de NaBHas. La
reduccion del AM se corroboro por la pérdida del color azul en un lapso de 60 s
(75).

1.8.3. Actividad antioxidante

Chahardoli et al. (2018) estudiaron la reduccién de iones de oro en AuNP
utilizando extracto de hoja de Nigella arvensis. La formacion de las
nanoparticulas mediadas por N. arvensis (NA-AuNP) se confirm0 mediante

espectroscopia UV-vis, XRD, FT-IR y TEM. El patrén XRD confirmo la estructura
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cristalina de las nanoparticulas y la imagen TEM mostré una distribucion de

tamario de 3 — 37 nm de AUNP con forma casi esférica.

Las pruebas fitoquimicas les revelaron que el extracto de N. arvensis contenia
212 pg/ml de flavonoides totales y 145 pug/ml de compuestos fendlicos totales en
la concentracién més alta de extracto (500 pg/ml), mientras que los contenidos
de fenoles y flavonoides de las NA-AuNP fueron 68 y 189 pg/ml respectivamente
(Fig. 1.13 a, b). Estos resultados obtenidos mostraron el papel de los compuestos
antioxidantes polifenélicos en la reduccion y funcionalizacion de las AuNP

mediante la transferencia de electrones m a los iones Au3*.
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Figura 1.13. a) Contenido fendlico total y b) contenido total de flavonoides del

extracto de N. arvensis y las NA-AuNP a distintas concentraciones (pg/ml).

Enseguida, los autores midieron el % de inhibicion de DPPH frente a diferentes
concentraciones de las NA-AuNP y el extracto de N. arvensis y observaron que
la actividad de eliminacion del DPPH por los extractos y las NA-AuUNP aumento
al aumentar la concentracion de cada uno (Fig. 1.14). El extracto y las NA-AuNP
(a la concentracion mas alta: 500 pug/ml) mostraron una actividad maxima de
eliminacién del DPPH de 32y 12 % respectivamente, de modo que las NA-AuNP
no mostraron mejores propiedades antioxidantes comparadas con el extracto de
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la planta. Los autores explican que la reduccion de la concentracion de
metabolitos de las plantas durante la formacion de las AuNP conduce a una

disminucién de la actividad antioxidante de las NP (76).
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Figura 1.14. Actividad de eliminacion de DPPH del extracto de N. arvensis y

AUNP en varias concentraciones.

Hosny et al. (2022) obtuvieron AuNP usando el extracto acuoso de las hojas de
T. capensis y al medir la actividad antioxidante tanto de las AuNP como del
extracto llegaron a resultados del 70.7 y 85.6 % respectivamente. El DPPH de
color violeta originalmente se decoloro debido a que recibié electrones de las
AuNP o del extracto, es decir ambas sustancias actuaron como hidrégeno o
donadores de electrones (77). También Sekar et al. (2022) sintetizaron AuUNP
con extracto acuoso de Physalis minima y obtuvieron buenos resultados de %
de inhibicion del DPPH para el extracto como para las AuNP de

aproximadamente 86 y 90 % (78).

En resumen, la produccién de AuNP es facil y simple cuando se trata de sintesis

verde. La reaccion se puede realizar en ambientes suaves sin elevacion de
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temperatura y presion. La velocidad de reaccién depende del agente reductor
verde o fitoconstituyentes de la planta. Normalmente, un agente reductor a base
de plantas da la reaccibn mas rapida, que varia de minutos a horas en

comparacion con otros materiales verdes (79).

A pesar de las ventajas logradas por la sintesis verde, se necesita mas trabajo
para lograr comercializar y aumentar la produccién de AuNP. A diferencia de la
sintesis fisica y quimica, todavia existen muchos factores desconocidos que
impiden que este método gane el lugar que le corresponde en la medicina. Se
han realizado diferentes investigaciones utilizando materiales verdes debido a la
presencia de compuestos organicos y grupos funcionales en los materiales. Sin
embargo, el mecanismo de produccion no esta claro y una investigacion mas
detallada debe centrarse en las propiedades de los agentes reductores (45).
Dentro de esto, la determinacion de los principales componentes reductores o
grupos organicos debe realizarse de manera que se pueda establecer un método
preciso y repetible. Deberia estudiarse el mecanismo y la unién de la reaccion,
asi como para proporcionar informacién para la utilizacion de las NP. Por tanto,
es necesario dominar los detalles de la formacion de NP antes de adaptarlos a
diferentes areas (80). En la Tabla 1.2 se muestran trabajos destacados.

Tabla 1.2. Trabajos recientes en sintesis de AUNP mediante extractos de

plantas.
Autor/afio Planta Técnicf':ls d.e Formay Aplicacion
caracterizacion tamafio
(81) Frutos de Garcinia | UV-Vis; FT-IR; | Esféricas con | Antioxidante
indica (Gl) y Garcinia | XRD; EDX; HR- | una forma | Antibacterial
cambogia (GC) TEM; DPPH; | triangular y sus
' " Actividad tamafos
citotoxica y | promedio
antibacterial oscilaron entre
2y 10 nm.
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(82) Aceite de Persea | UV-vis, TEM, | Esféricas, Antioxidante
americana (aguacate) | DLS, XRD, | cuasi Fotocatalisis
FTIR esféricas,
decaédricas y
triangulares:
Avocado () 48.8 + 24.38
ol 9o nm.

(83) Extracto de corteza de | TEM, DRX, UV- | Exhiben Antioxidante

Mimosa tenuiflora Vis, FTIR, XPS | mdltiples Fotocatalisis
formas con
tamafios entre
20y 200 nm.

(79) Hojas de Myristica | UV-vis, FT-IR, | Particulas de | Fotocatélisis
fragrans. XRD, HR-TEM, | 18.72 nm,

EDX polidispersas,
hexagonales y
triangulares en
forma de
placa, con la
mayoria en
forma casi
esférica.

(84) Nanoparticulas de | UV-Vis, TEM, | Esféricas bien | Sensores,
lignina (LNP) a | XPS, FT-IR, | dispersos en | material sensible
temperatura ambiente. | 31P las LNP. Con |y actuadores.
)“"‘”,:: ‘ diametros de
# | T\E 10 a 30 nm.

% |
<«

(85) Extracto de semilla de | UV-Vis Esféricas Nanofertilizantes,
Citrullus colocynthis l):($_||3éSEMy oscilaron entre | aplicaciones

7
y 33 nm (SEM)

bioherbicidas,
biomédicas

farmacéuticas.

y
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Es importante comentar que las AuNP se pueden utilizar en diferentes areas
como la medicina, la tecnologia, la quimica y la industria. De modo que es
necesario realizar mas estudios para determinar los usos potenciales de las
AuNP en el area médica debido a sus propiedades Unicas. Ya que una
caracteristica notable de las AUNP es que son capaces de emitir fluorescencia.
Esta propiedad se puede utilizar como marcador de enfermedades. Otra
propiedad es su funcionalidad multisuperficie, que los convierte en posibles
candidatos para transportar medicamentos para un tratamiento especifico. Y
aungque muchos investigadores han demostrado que las AuNP no son téxicas,
se debe realizar una prueba de toxicidad detallada para determinar la seguridad

de las AuNP en lo que respecta a su aplicacion y uso (80).
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1. Obtencion del extracto de H. excelsa

Para la obtencidn del extracto se pesan 10 gr de corteza de tallo de cancerina,
enseguida, se colocan en un matraz de bola con 100 ml de agua tridestilada.
Después, la mezcla se somete a ebullicion durante 15 minutos, se detiene el
calentamiento y se deja enfriar. De este modo, el extracto obtenido se filtra para
apartarlo de los restos de cancerina y se deja reposar durante una noche. Al dia
siguiente, el extracto se coloca en una centrifuga para acelerar la separacion de
sus componentes a 6000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el extracto se filtra

y se deja en refrigeracion. La Fig. 2.1 indica la metodologia descrita.

Ebullicion
15 min Centrifugado
6000 rpm por 5min

10 g de Enfriamiento

Cancerina/100 ml de
agua

Obtencién
Extracto

Filtracion

Figura 2.1. Diagrama de bloques del método de obtencién del extracto de H.

excelsa.

2.2. Sintesis de AuNP

Para la sintesis verde de AuNP se empled acido tetracloroaurico trihidratado
(HAUCls * 3H20) como precursor metalico. En primer lugar, se prepara una
solucién del precursor metélico a diferentes concentraciones (0.25, 0.5y 1 mM).
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Después, se colocan 10 ml de precursor metélico en diferentes frascos de vidrio.
Enseguida, se afiaden diferentes cantidades de extracto (0.2, 0,4,0,6,0,8y 1 ml
respectivamente) y de inmediato se inicia la agitacion en la mezcla de reaccion.
Al transcurrir poco mas de 1minuto, se observa un cambio de color de la mezcla
hacia un tono violeta oscuro. La reaccidon se mantiene en agitacion durante 2

horas. La Fig. 2.2 muestra la sintesis verde de AuNP.

Preparacion

Solucién de
precursor metalico 0.2,0.4,0.6,0.8y

1ml
0.25,0.5y 1 mM

Extracto acuoso

Temperatura 25°C

Obtencion

AuNP estables Agitacion

constante

Figura 2.2. Diagrama de bloques del método simple para la produccion de
AuUNP.

2.3. Caracterizacion de las AuNP
2.3.1. Espectroscopia UV-VIS

La espectroscopia UV-Vis se basa en el proceso de absorcion de la radiacion
ultravioleta-visible con longitud de onda de 160 a 780 nm. La absorcion de esta
radiacion provoca la promocion de un electrén a un estado excitado. Es una
técnica robusta, sencilla, econémica y rapida (86). Se emplearon dos equipos
para realizar las mediciones: 1) espectrofotometro Perkin EImer en FIQ BUAP y

Varian Cary en Ecocampus BUAP.
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2.3.2. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés Dynamic light
Scattering), espectroscopia de correlacion de fotones (PCS por sus siglas en
inglés Photon Correlation Spectroscopy) o QELS (Quasi Elastic Light scattering),
es una técnica fisicoquimica empleada para la determinacién de la distribucion
de tamarfos de particulas en suspension o macromoléculas en solucién tales
como proteinas o polimeros (87). La luz laser al alcanzar las numerosas
particulas que hay en una suspension, se dispersa en todas las direcciones
posibles. Si las particulas se mueven rapidamente (particulas pequefas), se
acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas

lentas (grandes) llevan a variaciones mas lentas (88).

Para estas mediciones fue necesario realizar una dilucion de la muestra de AUNP
(50 pL de AuNP con 1600 pL de agua tridestilada). Después se somete a
sonicacion durante 5 minutos para dispersar bien a las nanoparticulas,
enseguida la muestra se coloca en una celda adecuada, que consta de 4 caras
Opticas que hacen posible su medicion en el equipo de dispersiéon de luz. El
equipo de medicion fue un Zetasizer nanoseries de Malvern Panalytical. Se
establecié realizar 3 corridas por medicién en el equipo, en los resultados se
muestran los graficos con 3 curvas correspondientes a cada corrida. Después
de las primeras mediciones, se coloco el grafico obtenido con la primera corrida

Unicamente.

2.3.3. Potencial Z

La medicion del potencial Z (PZ) permite conocer la carga superficial de las
AuNP. La carga superficial es el potencial eléctrico entre una solucion acuosa y
la capa de iones estacionarios unida a las AUNP. Se considera que valores mas
positivos de 30 mV o mas negativos de -30 mV demuestran que las
nanoparticulas son mas estables (89). El PZ se mide en el equipo de DLS, para
esto se tomo una cantidad de 1600 pL de agua tridestilada en 50 uL de AuNP.

La celda que se emplea se muestra en la Fig. 2.3.
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Figura 2.3. Celda para medir potencial Z llena de AuNP.

2.3.4. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

TEM es uno de los microscopios mas potentes, produce aumentos que son 2
millones de veces mejores que los obtenidos por el microscopio 6ptico. La
imagen se construye a través de un haz de electrones que impacta sobre una
muestra delgada y cuya longitud de onda corta produce imagenes de alta

resolucién (90).

La morfologia y el tamafio de las AuNP sintetizadas se determinaron mediante
un microscopio JEOL-JEM-2010 en modo de transmisiébn convencional,
operando a 80 kV (91). Para esta caracterizacion, las muestras se prepararon
colocando una gota de la solucion en una rejilla de Cu recubierta de carbono
antes de secarlas al aire. Se realizé un andlisis estadistico de los tamafios de las
NP, se contaron de 460 a 500 particulas, se digitalizaron y se calcularon sus

dimensiones utilizando el software Image J (92).

2.4. Pruebas fotocataliticas
Fotodegradacion del tinte azul de metileno

La actividad fotocatalitica de las AuNP se evaluara con la capacidad de
degradacion del colorante azul de metileno. Basicamente, el AM presenta dos
bandas de absorcion UV-Vis caracteristicas, una en = 664 nm proveniente del
monomero y la otra en = 612 nm surgen debido al dimero del AM.
Adicionalmente, el espectro posee dos bandas en la region UV alrededor de 245

y 292 nm provocadas por el benceno sustituido (93). Debido a peculiaridad de
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resonancia plasmonica superficial de las AuNP, estas nanoparticulas pueden
considerarse un agente fotocatalitico potencial en el tratamiento de aguas

residuales industriales (94).

Se preparé una solucion del AM a concentracion de 5 ppm para llevar a cabo los
experimentos. Se mezclaron 40 ml de la solucién de AM con 5 ml de las muestras

de interés. Las muestras de interés corresponden a:

- Extracto de H. excelsa diluido en agua en relacion 1:1.

- AuNP con HAuCI4[0.25 mM] sin lavado.

- AuNP con HAuCI4[1 mM] sin lavado.

- AuNP con HAuCI4[0.25 mM] sometidas a un proceso de lavado.

- AuNP con HAuCI4[1 mM] sometidas a un proceso de lavado.

Se utilizd una solucion exclusivamente con AM como blanco. Las muestras se
colocaron bajo la accion directa de sol con agitacién constante durante 1 hora 'y
media. Para monitorear el cambio en la composicion quimica del colorante se
recolectaron 5 muestras (suspension de 2 a 3 ml) cada 20 minutos para evaluar
la degradacién fotocatalitica del tinte a intervalos de tiempo especificos.
Finalmente, las muestras recolectadas de cada contenedor se analizaron por
espectroscopia UV-Vis. La reduccion de la intensidad de la banda de absorcién
principal del AM a 665 nm, refleja la disminucion de la concentracion de colorante
en solucién. Por tanto, la degradacion del azul de metileno se calculé en términos

de porcentaje de degradacion mediante la ecuacion (2.1):

Ag

% degradacion = x 100 (2.1)

donde A, es la absorbancia inicial de la solucién del colorante y A; es la
absorbancia de la solucion del colorante después de la degradacion fotocatalitica
(93).
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A partir de los graficos de absorbancia vs tiempo se construyeron los graficos de
concentracion del AM mediante la ecuacién (2.2), que relaciona la absorbancia

con la concentracion del tinte de la siguiente forma:

AxC
A=KC
A():KCO
A KC
A, KC,
4. (22)

4 Gy '

De modo que el porcentaje de degradacion se obtiene a partir de la ecuacién
(2.3) (93):

C
% degradacion = (1 - C_) X 100 (2.3)
0

2.5. Pruebas Antioxidantes: ABTS y DPPH

Se determind la actividad antioxidante tanto del extracto de H. excelsa, como de
las AUNP (95). En primer lugar, se preparé una solucion de 50 ml de DPPH
diluido en metanol a concentracién 0.00037 M, se tomé 3900 L de la solucién
del DPPH y se mezclo con 100 pL de la muestra de interés. Se realizaron 5
muestras del extracto de H. excelsa diluido en metanol a 10, 20, 30, 40 y 50
puL/mL. Las AUNP se emplearon de modo directo frente al radical debido a que
al realizar la medicién de la absorbancia con las AuNP diluidas, no mostro un
cambio significativo en la reduccion de la misma. Las pruebas se realizaron por
duplicado para cada concentracion a temperatura ambiente y se dejo un periodo
de 30 minutos de reaccion entre el radical y la muestra de interés para después
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medir el cambio en la absorbancia. Se usé metanol para la correccion de la linea
de base. La absorbancia de las muestras se midio a 517 nm. El cambio notorio
en la disminucion de la absorbancia del radical indica una alta capacidad
antioxidante de las muestras de interés. En otras palabras, la actividad de
captacion de radicales DPPH se logra expresar como un porcentaje de inhibicion

del radical y se calculé mediante la siguiente ecuacion (2.4) (95).

A .y
% de inhibicion DPPH = Cicontrot ~ Aprueva) 4o (2.4)

Acontrol

Donde A.,ntro1 €S la absorbancia del radical solo, sin mezclarse con las muestras

Y Apruena €S la absorbancia del radical mezclado con la muestra bajo estudio

después de 30 minutos de reaccion a temperatura ambiente.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1. Espectroscopia UV-Vis

3.1.1. Sintesis de AuNP variando la cantidad de extracto
de H. excelsa

Los espectros de absorcion obtenidos para el agua tridestilada, el acido
cloroaurico 0.25 mM, el &cido cloroaurico 1 mM, el extracto puro y el extracto
diluido en agua en relacion 1:1 en volumen se muestran en la Fig. 3.1. Estas
soluciones se denominan blancos. El espectro obtenido para el acido cloroaurico
presenta dos bandas caracteristicas de la molécula, una en 220 nm y la otra
alrededor de 300 nm, asignadas a la transferencia de carga entre los ligandos
de cloro y oro (96-98).

10

—— Agua
—— Acido cloroaurico 0.25 mM
8 —— Acido cloroaurico 1 mM
< Extracto puro
P Extracto diluido 1:1
c
G
2
3 4
o)
<
2 \
04 \h*

200 360 400 500 600 700 800
Longitud de onda [nm]

Figura 3.1. Espectro UV-vis de los blancos.

En la primera reaccion de sintesis de AUNP se emple0 el extracto puro y el acido
cloroaurico (ImM). El primer cambio que se percibe en la mezcla de reaccion es
un cambio de color, de amarillo a un café claro hasta llegar a un violeta oscuro

que indica que se han formado AuNP de manera exitosa (99). El color ambar del

51



extracto H. excelsa HBK puro, el color café claro del extracto diluido, el color
amarillo tenue del HAuUCls y el color violeta oscuro de las AuNP obtenidas con
distintas cantidades de extracto: 0.6. 0.8 y 1 ml se muestran en la Fig. 3.2. El
cambio de color de la mezcla ocurre debido al fendmeno de resonancia
plasmonica superficial (SPR) que Unicamente ocurre en particulas a nanoescala.
Suceso que se crea por la excitacion de todos los electrones libres de la banda
de conduccién y que genera una oscilacion colectiva de todos los electrones
(100).

Figura 3.2. a) Extracto de H. excelsa HBK puro, b) extracto de cancerina diluido
1:1, c) solucion de HAuCls a [1 mM]. AuNP sintetizadas con diferentes
cantidades de extracto de cancerina diluido: d) 0.6, €) 0.8 y f) 1.0 ml en

combinacion con la solucion de HAuCls [1 mM] a 23 °C. La fotografia fue

tomada a los 125 min.

Los espectros que se obtuvieron al sintetizar AUNP con HAuCls [ImM] con

diferentes cantidades de extracto puro: 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ml a los 45 minutos
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de reaccion se muestran en la Fig. 3.3. De acuerdo con Khatua et al. (2020) la
banda de la resonancia plasménica superficial en el espectro UV-vis ubicada en
el intervalo de 525 a 540 nm indica la presencia de AuNP esféricas, de 10 — 18
nm de diametro (101). En la Fig. 3.3 se observa que la banda del SPR para las
reacciones con 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ml de extracto se encuentra alrededor de 540
nm, sugiriendo AuNP de forma esférica. Sin embargo, en las AuNP sintetizadas
con 0.2 ml de extracto el SPR se desplazé a mayor longitud de onda o hacia el
color rojo del espectro visible (red shift, por su nombre en inglés), con una
amplitud de banda mayor. Estos resultados sugieren que las nanoparticulas
obtenidas con una pequefia cantidad de 0.2 ml de extracto son mas grandes y
podrian poseer formas diferentes a la esférica (102).

Por otro lado, con el incremento de la cantidad de extracto, la banda de absorcion
presenta un aumento en la intensidad y un desplazamiento hacia el azul (blue
shift por su nombre en inglés), indicando que el tamafio de las AUNP disminuye,
en otras palabras, el tamafio de las AuNP es inversamente proporcional a la

cantidad de extracto empleada (103).

SN
1

Absorbancia [A]
N

0 - ——T - .
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda [nm]

Figura 3.3. Espectros UV-vis de las AuNP obtenidas con diferentes cantidades

de extracto de cancerina.
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A continuacién, se presentan los espectros de UV-vis para la sintesis de las
AuUNP con extracto diluido en agua tridestilada en relacién 1:1, con un tiempo de
reaccion es de 2 horas (Fig. 3.4). Al incrementar la cantidad de extracto, la
absorbancia aumenta desde 0.5 a 3.7 u. a., indicando la formacion de una mayor
cantidad de AuNP. Para 0.2 y 0.4 ml de extracto no se forma la banda
caracteristica del SPR en la region de 500 — 550 nm, sugiriendo la presencia de
AuNP anisotrépicas, observe que la banda de absorcién se ubica a partir de 600
nm (104). Este comportamiento sugiere que no hay suficientes biomoléculas
capaces de cubrir y estabilizar a las nanoparticulas. Sin embargo, cuando el
volumen de extracto es de 0.6, 0.8 y 1 ml, la intensidad de la banda SPR aumenta
de 2.2 hasta 3.7 y la longitud de onda de la banda de absorcion en su punto
Maximo (A,,4x) Se desplaza de 573 a 545 nm. Este comportamiento sefiala que
la cantidad de AuNP aumenta, el tamafio tiende a disminuir (100) y son
monodispersas (105). Es importante recalcar que el recurso biolégico que se

emplea aqui es minimo, del mismo modo que en la literatura (106).

—_— 0.2 ml
— 0.4 ml
4 545, 3.7) — 0.6 ml
— — 0.8 ml
<
= 555, 3.2 L0mi
'S
[
®
= \J
B 2- \\\\\~,
O
< \—
\/
0

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda [nm]

Figura 3.4. Espectros UV-vis de las AuNP obtenidas con diferentes cantidades

de extracto de cancerina diluido 1:1.
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A partir de los resultados obtenidos se opto por realizar una segunda sintesis de
AUNP empleando el extracto diluido, pero sin tomar en cuenta el volumen de 0.2
y 0.4 ml de extracto de cancerina por no mostrar un efecto considerable. La
medicion de espectroscopia UV-vis de la formacion de las AuNP desde el inicio
hasta el final de la reaccion a diferentes intervalos de tiempo se presenta en la
Fig. 3.5. Es posible observar un incremento gradual de la absorbancia al
aumentar el tiempo. Para 1 ml de extracto, la absorbancia se incrementa de 0.4
a 4.9 demostrando que se gener6 una mayor cantidad de AuNP. Sreedharan et.
al sintetizaron AUNP mediante el patdgeno Macrophomina phaseolina y sefialan
que el incremento en la absorbancia se debe a la continua reduccion de los iones
metalicos (107). Por otra parte, durante toda la reaccion, la 4,,,, para la sintesis
gue emplea un volumen de 1 ml de extracto es de ~543 nm, valor menor a los
correspondientes para 0.6 y 0.8 ml de extracto. Este comportamiento indica que
el tamafio de las nanoparticulas es menor para la reaccién con 1 ml de extracto
(83). Patil et al. (2019) sintetizaron AUNP con extracto de A. pilosa, cuyo pico de
absorcion maxima lo observaron en 535 nm, reportando tamafios que van de 20
a 50 nm (108).

Por otra parte, cuando se emplea un volumen de 0.6 ml de extracto, la 4,,,, S€
desplaza de 540 a 544, 559, 558 y hasta 559 nm para 5, 15, 35, 65 y 125 min
respectivamente. Keijok et al. (2019) indican que cuando existen
desplazamientos de la A,,,, hacia la derecha o hacia valores mayores ademas
de un incremento en la absorbancia, las nanoparticulas se agregan y pierden
estabilidad (57).

a) 5 min b) 15 min
— —0.6ml — —o0.6ml
L4 ——0.8ml <4 ——0.8ml
3 ——1.0ml § (542,2.5) | — 1.0 ml
[
© 5] N (
S 5] (540, 0.5) S5] >“ (546, 2.3)
2 ? \-'/ (544, 0.6)
Q0 o)
< < e~
0
950 500 550 600 650 700 450 500 550 600 650 700
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c) 35 min d) 65 min
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0
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Figura 3.5. Espectros UV-vis obtenidos durante la formacion de las AUNP con
extracto de cancerina diluido 1:1 a diferentes intervalos de tiempo: a) 5, b) 15,

c) 35, d) 65y e) 125 minutos. Temperatura de sintesis 23 °C.

Desde otro punto de vista, los espectros UV-vis en la sintesis de AuNP
empleando 0.6, 0.8 y 1 ml de extracto, muestran un desplazamiento de la banda
del SPR hacia la derecha al aumentar el tiempo de reaccion (Fig. 3.6). Como se
comento antes, el red-shiftimpacta en el tamafio de las AuNP, las cuales crecen.
El intervalo de desplazamiento hacia la derecha de 540 a 545 nm cuando se
emplea 1 ml de extracto en la sintesis, es menor que para 0.6 y 0.8 ml (Fig. 3.6

c). Este comportamiento sugiere que una mayor cantidad de extracto en la
reaccion promueve que las AUNP sean mas pequefias.
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De manera sorprendente, se aprecia un pequefio desplazamiento de la A,
hacia la izquierda de los 35 a los 65 minutos en los tres volimenes de extracto
empleados en las sintesis. Un corrimiento hacia el azul se asocia a que existe
una mayor distancia entre las nanoparticulas, es decir, las AuUNP son mas

pequefias y posiblemente esféricas (109).

Las bandas del SPR més amplias y de menor absorbancia ocurren para un
volumen de 0.6 ml de extracto (Fig. 3.6 a). Mariychuk et al. (2020) comentan que
bandas amplias indican la presencia de AuNP polidispersas, es decir, tamafios
diferentes y grandes y que se ubican en un medio con mayor concentracién de
iones oro (Au®*) (110).
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Figura 3.6. Espectros UV-vis de las AuNP con a) 0.6, b) 0.8 y ¢) 1 ml de

extracto de H. excelsa K diluido 1:1.

A partir de 3 mediciones de espectroscopia UV-vis con volumenes de 0.6, 0.8y
1 ml de extracto diluido, se calcul6 la desviacion estandar de la absorbancia y la
Amax de las bandas del SPR a diferentes tiempos (Fig. 3.7). La absorbancia es
mayor para la reaccion con 1 ml de extracto por tanto, la cantidad de AuNP
formadas es mayor que en 0.6 y 0.8 ml de extracto (Fig. 3.7 a) (111). Por otra
parte, la reaccion con 1 ml de extracto genera una banda a menor longitud de
onda, indicando la formacién de AuNP de menor tamafio (112). Ademas, se
presume una reaccién mas controlada debido a que la 4,,,, Se desplaza en un
pequefio intervalo de 536 a 541 nm (Fig. 3.7 b) (113).
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Figura 3.7. Cinética de formacion de las AuNP en a) absorbancia y b) longitud
de onda vs. tiempo para 0.6. 0.8 y 1 ml de extracto de H. excelsa diluido 1:1. La

desviacion estandar se representa con barras de error en cada tiempo.

3.1.2. Sintesis de AuNP variando la concentracion del
precursor metalico

De acuerdo con los resultados obtenidos, se decide trabajar con la sintesis que
emplea 1 ml de extracto. En esta sintesis se modifica la concentracion del acido
cloroaurico trihidratado (HAuCls - 3H20) en: 0.25, 0.5y 1 mM.

Al finalizar la reaccién, se obtiene un color violeta oscuro, el color es mas intenso
cuando se emplea una concentracién del precursor de 1 mM (la concentraciéon
de precursor esta al cuadruple comparado con 0.25 mM) (Fig. 3.8) (83). El color

uniforme indica la reduccién de los iones Au®*a Au® metalico (114).

a) 0.25 mM b) 0.5 mM c) 1mM

|
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Figura 3.8. AUNP coloidales a diferente concentracion de HAuCla4: a) 0.25, b)

0.5y c¢) 1 mM con un tiempo de reaccién de 52 min a 23 °C.

En el espectro UV-vis a una concentracion de 0.25 mM del precursor, la banda
del SPR ubicada en 540 nm no cambia en posicidbn ni en absorbancia, en
consecuencia, la reaccién fue tan rapida que desde los 15 minutos se completo
(Fig. 3.9 a) (101). El espectro a 0.5 mM muestra un comportamiento idéntico a
partir de los 45 minutos, después de ese tiempo no hay variacion significativa
(Fig. 3.9 b). La reaccion que empleo HAuCl4[1 mM] llevo a cabo la formacion de
las AUNP en aproximadamente 75 minutos (Fig. 3.9 c). El comportamiento de las
muestras es estable a 105 min (Fig. 3.9 d).
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Figura 3.9. Espectros UV-vis de las AuNP a partir de concentracion 0.25, 0.5y
1 mM del HAuCl4 con extracto diluido 1:1; e) absorbancia y f) longitud de onda

vs. tiempo.

Enseguida se realizan 4 mediciones a concentracion 0.25y 1 mM, para verificar
su reproducibilidad. La reaccién termina a los 35 minutos en la sintesis que
emplea acido cloroaurico 0.25 mM y en 65 minutos para la que emplea acido
cloroaurico 1 mM, debido a que la intensidad de la banda de resonancia
plasmoénica no cambia (Fig. 3.10 a, b). Este fendmeno se explica porque la
sintesis que emplea &cido cloroaurico [0.25 mM] contiene menor cantidad de
ilones oro y, en consecuencia, los agentes reductores contenidos en el extracto
interactian comodamente con ellos para formar las AUNP de un modo mas
rapido. Sin embargo, la sintesis que emplea una concentracion de 1 mM toma
mas tiempo, porque los agentes reductores tienen que reducir una mayor
cantidad de iones oro presentes (100). A partir de cuatro mediciones de
espectroscopia UV-vis para HAuCls [1 y 0.25 mM] se obtienen graficos con
barras de error que indican la desviacion estandar en cada intervalo de tiempo
(Fig. 3.10 c, d).
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Figura 3.10. Espectros de absorbancia UV-vis de las AUNP con HAuUCl4: a)
[0.25 mM] y b) [1 mM] durante 2 horas a 25 °C; cinética de formacion de las
AuNP con extracto de H. excelsa diluido 1:1 en c) absorbancia y d) longitud de

onda vs. tiempo.

3.2. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La distribucion de tamafio de las AUNP empleando una solucién acuosa de acido
aurico [0.25 mM] se presenta en la Fig. 3.11. La distribucion de tamafio con
respecto a la intensidad muestra una distribucién bimodal con dos poblaciones
de distintos tamafios de AuNP, una en =5 nm y en = 40 nm (Fig. 3.11 a). El
diametro de particula promedio es de 41 nm con un PDI de 0.46. La distribucién
de tamafio con respecto a nhimero muestra un comportamiento unimodal o de
una poblacion, alrededor de 5 nm, es decir, de las dos poblaciones de tamafios
de particula que se encuentran hay un mayor nimero de AuNP de tamafo = 5
nm (Fig. 3.11 b). Cabe destacar que este comportamiento fue reproducible, pero
los resultados arrojados por el equipo no fueron de buena calidad. Este
comportamiento sugiere que la solucion coloidal tiene nanoparticulas

heterogéneas y polidispersas (115).
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Figura 3.11. Distribucion de tamafio de las AuNP obtenidas con extracto de H.
excelsa diluido 1:1 y HAuCl4 [0.25 mM] con respecto a a) intensidad y b)

ndmero.

La cinética del tamafio promedio de particula y el PDI durante la reaccion se
muestra en la Tabla 3.1. El tamafio promedio fluctia entre 80 y 55 nm y el PDI
entre 0.2 y 0.9, sugiriendo que la muestra es polidispersa con posibles
agregados o cumulos de AuNP (116). Es importante retomar que DLS mide el
diametro hidrodinamico de la nanoparticula, en otras palabras, considera a los
compuestos bio-organicos que rodean a la particula. En este caso, se sugiere
que en la solucién coexisten diversas fuerzas de interaccibn como las de Van
der Walls, que posibilitan la unibn de AuNP en grupos o aglomerados con

diametros mayores (115).

Tabla 3.1. Tamafio de particula e PDI para AuNP obtenidas con 1 ml de extracto
de H. excelsa K diluido 1:1 y HAuCl4 [0.25 mM] a diferentes lapsos de tiempo.

Tiempo (min) Tamafio promedio (nm) Indice de polidispersidad (PDI)

5 53.5 0.32
15 82 0.25
35 64 0.24
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65 44 0.44

125 41 0.46

La distribuciébn de tamafio respecto a intensidad y numero para las AuNP
obtenidas mediante extracto de H. excelsa diluido 1:1 y &cido aurico [1 mM] se
muestra en la Fig. 3.12. El tamafio promedio de particula es de 60.2 nm y un PDI
de 0.33. La cinética del tamafio y el PDI durante la reaccién se muestra en la
Tabla 3.2. Los valores reportados en la tabla sugieren que las AUNP son mas
homogéneas debido a que la literatura cientifica sefiala que un PDI < 0.25 indica
la presencia de particulas monodispersas, es decir, con un tamafio y forma
similar (117).
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Figura 3.12. Distribucion de tamafio de las AuNP obtenidas con extracto de H.

excelsa K diluido 1:1 y HAuCls [1 mM] en formato de intensidad y numero.

Tabla 3.2. Tamafio de particula e PDI de las AuNP obtenidas con 1 ml de extracto

de de H. excelsa K diluido 1:1 y HAuCls4 [1 mM] a diferentes lapsos de tiempo.
Tiempo (min) Tamafo promedio (nm) indice de polidispersidad (PDI)
5 58 0.4
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15 62.5 0.27

35 66.3 0.27
65 66 0.27
125 60.2 0.33

Los resultados presentados en UV-vis estan en correspondencia con DLS,
debido a que las AuNP obtenidas con HAuUCIs [0.25 mM] presentan un SPR
localizado a longitud de onda menor en comparacion con las AuUNP generadas
con HAuCls [1 mM] (Fig. 3.10 d). A su vez, en DLS el tamafio promedio de
particula de 41 nm para las AUNP con HAuCls [0.25 mM] es menor para las AUNP
con HAuCIs [1 mM] con 60 nm. El resultado esta de acuerdo con el trabajo de
Seku et al. (2019) que comentan que al aumentar la concentracion de HAuUCIa4,
la cantidad de AuUNP también aumenta (118). También Du et al. (2020) reportan
que el empleo de HAuUCls [1 mM] les genera la mayor banda de absorcion a 525
nm (119).

3.3. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se obtuvieron imagenes TEM de las AUNP obtenidas con extracto de H. excelsa
K y acido aurico [1 mM] sin lavar. Las nanoparticulas presentaron una forma
semiesférica y con ayuda del software Image J, se construyo la distribucién de
tamafio de las AuNP, ver histograma de la derecha en la Fig. 3.13. Las tres
imagenes presentaron un tamafio promedio de 10 nm. Los tamafios reportados
por DLS son mas grandes que los reportados por TEM debido a que la técnica
DLS mide el diametro hidrodinamico de la particula que se encuentra en solucion

y puede aglomerarse (120).
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Figura 3.13. Imagenes TEM de las AuNP formadas con 1 ml extracto de H.
excelsa diluido 1:1 y HAuCl4 [1 mM] sin lavar, con su respectiva distribucion de

tamarnio.

3.4. Lavado de AuNP
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3.4.1. UV-VisyDLS

El espectro UV-Vis de las AuNP biosintetizadas mediante HAuCls [0.25 y 1 mM]
sin lavar (SL) y lavadas (L) se muestran en la Fig. 3.14 a y b, respectivamente.
El lavado de las AuNP se realiz6 dos veces. Se observa en el espectro de las
muestras lavadas que la banda se desplazé ligeramente hacia la derecha para
ambas concentraciones de acido clorodurico (Fig. 3.14 b). Es decir, las AUNP
lavadas presentan ligeramente un mayor tamafio, posiblemente, el centrifugado
gue se realiza durante el lavado provoco que las AuNP se aglomeraran (121).
Con respecto a la intensidad de la banda, ésta disminuye en ambos casos,
sugiriendo que al aglomerarse las NP disminuye su cantidad en la solucién. El
sobrenadante (SN) o agua de lavado que se retird de las AUNP se midi6 por
espectroscopia UV-vis (Fig. 3.14 c). El espectro del SN, tanto del primer lavado
(SN1) como del segundo lavado (SN2), no mostro sefial alguna en la regién de

500 a 600 nm, indicando que no contiene AuNP.

Con respecto a las mediciones de tamafio (mediante técnica DLS) para las AUNP
lavadas, se obtuvo un tamafio promedio de 150 nm e PDI = 0.3 para las
nanoparticulas sintetizadas con HAuCl4[0.25 mM] y un tamafio promedio de 125
nm e PDI = 0.37 para las que emplean HAuCls4[1 mM] (Fig. 3.14 d, e). Las AuNP
lavadas, en ambas concentraciones [0.25 y 1 mM], incrementan su tamafio
después de la centrifugacién. Este comportamiento sugiere que las AuNP
lavadas se aglomeran y el proceso posterior de sonicacion no es suficiente para
separar los cumulos de AuNP formados.
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Figura 3.14. Espectros UV-vis de a) AuNP sin lavar, b) AUNP lavadas y del ¢)

sobrenadante de cada muestra. Distribuciones de tamafo de las AUNP en

formato de d) intensidad y e€) nimero.
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3.4.2. Potencial Z (P2)

“El valor del potencial zeta se utiliza como un indicador clave de la estabilidad de
las particulas” (122). Las AuNP [0.25 y 1 mM] lavadas mostraron un valor de
potencial Z de - 41.1y - 30.1 mV respectivamente, ver Fig. 3.15 a, b. Stozhko et
al. (2019) observaron que al disminuir el didmetro promedio de las AuNP se
incrementaba el potencial Z y la estabilidad de las AuNP (123). También Rey
Méndez et al. (2022) encontraron un resultado similar en sus tres dispersiones
coloidales de AuNP denotadas como Au@HPF, Au@HPS y Au@HPL con
cargas superficiales de — 39.24, - 23.74 y - 1858 mV con diametros
hidrodindmicos en el andlisis DLS de 45.9, 139.7 y 141.4 nm respectivamente
(87). Por consiguiente, las moléculas organicas que cubren a las AuNP son
superficies altamente cargadas negativamente. La fuerte carga negativa de las
AuNP biosintetizadas les proporciona estabilidad coloidal. En consecuencia, las

NP no se aglomeran y ganan estabilidad a largo plazo (124).
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Figura 3.15. Grafico de potencial Z de las AUNP obtenidas con extracto de H.
excelsa diluido 1:1 y HAuCls a) [0.25 mM] y b) [1 mM] lavadas.

3.5. Pruebas de fotocatalisis
Degradacion del colorante azul de metileno (AM)

Los resultados obtenidos en la fotodegradacion del AM se muestran en la Fig.
3.16. Para el AM como blanco de las pruebas, no se noté un cambio drastico en
su degradacion (Fig. 3.16 a). En el caso del extracto se formaron dos bandas a
628 y 682 nm (Fig. 3.16 b) sugiriendo la creacion de otros compuestos organicos
(125). Las AuNP[0.25 mM] sin lavar presentan mejor degradacion que la muestra
lavada, la absorbancia disminuye de 0.54 a 0.16 u. a. a los 5 minutos de reaccion
(Fig. 3.16 c y d). Posiblemente una parte de las AuNP lavadas se aglomeré y
eso impidié un mayor contacto de la superficie de la nanoparticula con el AM
(126). Las muestras de AuNP [1 mM] sin lavar y lavada muestran que la banda
situada en 665 nm disminuye; sin embargo se generan otras bandas en 614 nm
caracteristico del AM (127). La banda a 536 nm se asocia la formacion de una
forma leuco del AM (Fig. 3.16 e y f) (128).
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d) AuNP con HAuCl4 [0.25 mM] lavadas

1.00
12 . [—e— AUNP [0.25 mM] L
0 min
—5min || _,
< 0.9 25min | < 075
‘E' p— 45 min| | .©
8 665, 0.54396) 65 min| | 2 )
e 85 min| & 0-50
8 0.6665 ——85min| o
8 (665 5
5 AR S
8 665 < 0.25 \\ ¢
< 0.3 *—
0.00
0.0== 0 25 50 75
540 585 630 675 720 765 Tiempo [min]
Lond. Onda [nm]
e) AuNP con HAUClIs4 [1 mM] sin lavar
1.00
1.2 . [—— AUNP [1 mM] sL
0 min
=5 min —
< 0.9 25min | < 075
1 (618, 0.52104) ——45min | ©
O p— 65 Min 8 b
% 0.6 529 04492) 85 min 8 0.50 ‘\‘
o S R e 6 s SN
2 - 2 025 ¢
2 03 P~ <
| 0.00
0.0 : | . e~ 0 25 50 75
540 585 630 675 720 765 Tiempo [min]
Lona. Onda [nm]
f) AUNP con HAuUCI4 [ImM] lavadas
1.00
1.2 |—e— AUNP [1 mM] L
0 min
— — 5 min = 0.75
< 09 — 25 min %
8 (614,048845) ol | 2 ook
g 0.6 = 85 min 2 \
8 V07536, 0.37314) S . R R .
S 2 025 M
8 (- <
0.00
| N 0 25 50 75
0.0 ; : ) .
540 585 630 675 720 765 Tiempo [min]
Lond. Onda [nm]

Figura 3.16. Espectros de degradacién y graficos absorbancia — tiempo de: a)
AM a [5 ppm], b) extracto de H. excelsa H.B.K. diluido 1:1 + AM a [5 ppm], ¢)
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AuUNP con HAuCl4 [0.25 mM] sin lavar + AM a [5 ppm], d) AuNP con HAuCls
[0.25 mM] lavadas + AM a [5 ppm], €) AuNP con HAuCls [1 mM] sin lavar + AM
a [5 ppm] y f) AuNP con HAuCls [1 mM] lavadas + AM a [5 ppm].

El cambio de color durante la degradacion del AM por medio del extracto y las
AuUNP se observa en la Fig. 3.17. EI AM sin alguna otra sustancia no sufre una
degradacion, pero cuando se combina con el extracto se nota el cambio de color
a un verde. En cambio, la interaccion del AM con las AuNP a [0.25 mM] sin lavar
mostro un cambio de color a un azul casi invisible, que puede atribuirse al
pequefio tamafio de las NP, que con una alta area superficial se favorecio el
intercambio de electrones entre los fitoquimicos que rodean a las NP (radicales
hidroxilo) y el AM, en consecuencia, desaparecer cataliticamente al AM (23)
(129). Por otro lado, las AUNP a [1 mM] sin lavar y lavadas alcanzaron un color

morado, posiblemente se generaron productos de la oxidacion del AM (27,32).
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¢) AuNP con HAuCI4 [0.25 mM] sin lavar

e) AuNP con HAuCl4 [0.25 mM] lavadas

f) AUNP con HAuUCIs [1 mM] sin lavar

i

g) AuNP con HAuCls [1mM] lavadas

Vil

Figura 3.17. Imagenes de las muestras de degradacion del a) AM a [5 ppm]

solo, del extracto diluido con el AM y de las AuUNP a [0.25 y 1 mM] sin lavar y
lavadas con el AM.

Otros trabajos que buscan probar la actividad catalitica de las AUNP son el de
Hosny et al. (2021) emplean AuNPs en presencia de borohidruro de sodio
(NaBHa4) para degradar completamente al AM y lo logran en un tiempo de 10
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minutos con extracto de A. halimus (130). También Alikhani et al. (2022) usaron
AuNP obtenidas con el extracto del fruto de Rosa canina y degradaron AM con
NaBHa4 en un tiempo de 2 minutos, mas rapido que en trabajo previos (75). Por
lo tanto, la presencia del NaBH4 favorece la degradacion del AM (molécula
grande), al comportarse como un buen agente reductor (131) . En consecuencia,
se sugiere que la falta del NaBHa4 provoca que la interaccion de las AuNP con el
AM genere incluso, una reaccion inversa u otros compuestos, posiblemente por

el efecto plasmonico de las AuNP (132).

El siguiente paso fue calcular el porcentaje de degradacién de cada prueba
mediante la ecuacion (2.1), el AM a [5 ppm] como control no muestra un cambio
significativo en la concentracion, en este sentido, la composicion quimica de la
molécula no se ve afectada (Fig. 3.18 a). El extracto presenta un comportamiento
cadtico, marcado por variaciones en la concentracion (Fig. 3.18 b). En el caso
de las AuNP con HAuUCI4 [0.25 mM] sin lavar, suceden cambios inusuales antes
de alcanzar el porcentaje de degradacion cercano al 80%, del mismo modo para
las AUNP con HAuUCl4 [0.25 mM] lavadas que alcanzan un 65 % de degradacion
(Fig. 3.18 c, d). Las AuNP con HAuUCI4 [1 mM] sin lavar también muestran cierta
variacion en el trayecto del % de degradacion, alcanzando = un 40 %. Las AuNP
con HAuCls [1 mM] lavadas muestran un % de degradacion casi constante a

través del tiempo, pero solo alcanzan un = 35 % (Fig. 3.18 e y f).
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Figura 3.18. Gréficos de concentracion de AM y porcentajes de degradacion
para las soluciones del a) AM [5 ppm], del b) extracto de H. excelsa diluido 1:1
+ AM, c) AuNP con HAuCl4 [0.25 mM] sin lavar + AM, d) AuNP con HAuUCls
[0.25 mM] lavadas+ AM, e) AuNP con HAuCl4 [1 mM] sin lavar + AM y f) AUNP
con HAuCls [1 mM] lavadas + AM.

La degradacion del AM se llevo a cabo debido a las reacciones de oxidacion que
se llevan a cabo en la superficie de las AUNP bajo luz solar, de las cuales el AM
consigue electrones y se reduce. La destruccion del MB se favorece por areas
superficiales grandes de las AuUNP que promueven la velocidad de reaccion, y
podemos suponer que existen fitoquimicos unidos a la superficie de las AuNP
gue mejoran esta reaccion al atraer a las moléculas del AM sobre la superficie

catalitica por atraccion electrostatica (128). Respecto a las AUNP con HAuCls [1
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mM] que presentan bajos porcentajes de degradacion, es atribuible a una baja
area de sitios activos sobre las AuNP para la adsorcion del AM. Por lo tanto, la
cantidad de AuNP presentes en la solucion con &rea superficial disponible es
importante (24). EI comportamiento en la degradacion del azul de metileno,
debido al comportamiento inusual, sugiere un estudio adicional,
especificamente, sobre el mecanismo de degradacién y la interaccién del azul

de metileno con el extracto.

3.6. Pruebas de actividad antioxidante

Primeramente, se midio la actividad antioxidante del extracto de H. excelsa frente
a los radicales ABTS y DPPH. La concentracion del extracto se varié de 10 a 50
puL/mL y se alcanzé un porcentaje de inhibicion cercano al 90 % para la maxima
concentracion en ambos radicales (Fig. 3.19). Al agregar el extracto en
concentracion de 50 pL/mL a la solucién del ABTS, se observé un cambio de

color de azul a amarillo palido (Fig. 3.20).
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Figura 3.19. Capacidad antioxidante del extracto de H. excelsa diluido 1:1 a

distintas concentraciones frente a los radicales ABTS y DPPH.
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a) ABTS a) ABTS + extracto de H. excelsa

Figura 3.20. Cambio de color del radical ABTS frente al extracto de H. excelsa
a [50 pL/mL].

Las AuNPs se emplearon de manera directa (no hay concentracion) frente al

ABTS y se obtuvieron los siguientes porcentajes de inhibicion:

e Con HAuUCI4 [0.25 mM] sin lavar: 37.5 %
e Con HAUCI4 [0.25 mM] lavadas: 5.46 %
e Con HAuUCI4 [1 mM] sin lavar: 14.5 %

e Con HAuCls4 [1 Mm] lavadas: 3.8 %

En la prueba DPPH, la soluciéon cambio de un color purpura a amarillo pélido al
agregar el extracto (Fig. 3.21). Las AuNP también se emplearon de manera

directa y se obtuvieron los siguientes porcentajes de inhibicion:

e Con HAuUCI4 [0.25 mM] sin lavar: 82.1 %
e Con HAuCIl4 [0.25 mM] lavadas: 9.7 %

e Con HAUCIs [ 1 mM] sin lavar: 28.2 %

e Con HAuCls4 [1 mM] lavadas: 5.8 %

b) DPPH b) DPPH + extracto de H. excelsa
—

.i

el |

Figura 3.21. Cambio de color del radical DPPH frente al extracto de H. excelsa

a [50 pL/mL].
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Los resultados muestran que los porcentajes de inhibicion fueron mayores para
las AuNP sin lavar en ambas concentraciones de HAuCl4 [0.25 mM y 1 mM].
Zayed et al. (2020) comentan en su trabajo de sintesis de AUNP y AgNP con
extracto de Pimpinella anisum, que los compuestos fendlicos han sido
reportados como los componentes de las plantas mas importantes responsables
de la capacidad antioxidante. Por lo tanto, los autores mencionan que la actividad
de eliminacion del radical DPPH puede ser debida al recubrimiento de las
nanoparticulas con los compuestos fendlicos propios del extracto de P. anisum
(135). Se sugiere que las AuNP sin lavar cuentan con un mayor recubrimiento
de compuestos fendlicos provenientes del extracto de H. excelsa, en

consecuencia, alcanzan mayores % de inhibicion.

Al comparar al extracto de las plantas con las AuNP, Al-Radadi (2022) sintetiza
AuNP con extracto de la pulpa y semilla de Hylocereus polyrhizus y obtiene una
mayor actividad de eliminacion del DPPH en el extracto (13%) que en las AuNP
(3%) a una concentracion de 100 pg/mL. El autor explica que la actividad
antioxidante de los compuestos presentes en el extracto depende de
caracteristicas estructurales, como el nUmero de grupos fendlicos hidroxilo o
metoxilo y flavonas hidroxilo (136). También Dalavi et al. (2022) midieron la
actividad antioxidante del extracto de Saussurea obvallata frente al radical DPPH
y obtuvieron un porcentaje de inhibicion cercano al 60% a una concentracion de
100 pg/mL de extracto y = 10% para las AuNP a la misma concentracién. Pero
encontraron que al aumentar la concentracion de las AuNP aumentaba la
actividad antioxidante, alcanzando el 64% a 1000 pg/mL, atribuyéndole al
aumento de la concentracion del extracto que persistio en la superficie de las
AuNP. Sugiriendo que la actividad antioxidante de las AuNP esta ligada al
extracto de S. obvallata (133).

Después, Al-Radadi (2023) sintetiza AUNP con extracto de la planta Ephedra, y
obtiene una mayor actividad de eliminacion del ABTS por las AuNP que por el
extracto. El autor menciona que las propiedades de estructura, polaridad y
solubilidad influyen en la capacidad antioxidante de las AuNP (137). Antes, Al-
Radadi (2021) midio la actividad de eliminacién del DPPH y ABTS por AuNP en
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IC50 (concentracion requerida de la muestra para un 50% de inhibicién) de 74.5
y 77.65 pg/mL respectivamente. Las AuNP las obtuvo con extracto de la raiz de
regaliz, y el IC50 que obtuvo para el extracto frente a los radicales fue de 86.9
(DPPH) y 83.8 pg/mL (ABTS). De ahi que un IC50 menor en las AuNP refleja

una mejor capacidad antioxidante de las mismas (134).

En resumen, las AUNP con HAuCl4[0.25 mM] sin lavar destacan por su eficiencia
porque muestran los % de inhibicibn mas altos en la eliminacién del radical ABTS
y DPPH. Este resultado también es acorde a las pruebas de fotocatalisis, pues
la muestra llego a un % de degradacion = 75 % en 85 minutos. Ademas, los
resultados de distribucion de tamafio para las AUNP con HAuUCI4 [0.25 mM] sin
lavar estan en un promedio de = 40 nm (Fig. 3.11), que es menor a las AuNP
con HAuCI4 [1 mM] sin lavar con un valor de = 60 nm (Fig. 3.12). Por lo tanto, las
AuNP [0.25 mM] cuentan con una distribucion de tamafio adecuada y una
cantidad de fitoconstituyentes de H. excelsa considerable para llevar a cabo el

ataque a los radicales libres (DPPH y ABTS) y a la molécula del AM.

Conclusiones

En el presente estudio se sintetizaron nanoparticulas de oro siguiendo principios
de la quimica verde, a través del extracto de la corteza de H. excelsa, una planta
endémica de nuestro pais con propiedades medicinales. Comparada con otras
plantas, la corteza de H. excelsa tiene una abundante biomasa, cualidad que la
vuelve una opcion adecuada para la sintesis de AuNP. La sintesis fue
reproducible y se completdé durante dos horas de reaccion. El papel que jugaron
las biomoléculas activas del extracto de H. excelsa en la reduccion de los iones
de oro en atomos estables de oro metalico, fue la parte esencial para la

generacion “verde” de las AuNP.

La formacion exitosa de las AuUNP fue confirmada por espectroscopia UV-vis a
través de la aparicion de la sefal del plasmén de superficie localizado en un
intervalo de 520 a 580 nm. La técnica de dispersién de luz dinamica permitio

obtener la distribucion de tamafo de particula, que fue acorde a los espectros
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obtenidos por UV-vis. Las AuNP con HAuCls [0.25 mM] sin lavar alcanzaron el
tamafo promedio menor alrededor de 40 nm, que fue mayor al obtenido por
TEM, debido a la presencia de una capa de biomoléculas provenientes del
extracto de H. excelsa que cubre a las AUNP. TEM mostr6 que la mayoria de las

AuNP con HAuCl4 [1 mM] tienen forma semiesférica y un tamafio < 20 nm.

En las pruebas de degradacion, las AuNP con HAuUCIls [0.25 mM] sin lavar
alcanzaron un porcentaje de degradacion superior al 75 %. En las pruebas de
capacidad antioxidante, el extracto de H. excelsa obtuvo el mayor % de inhibicion
de = 85 % frente a los radicales ABTS y DPPH, mientras que las AuNP con
HAuCls [0.25 mM] sin lavar alcanzaron % de inhibicion del 37.5 y 82.1 %

respectivamente.

En conclusién, las AuNP sintetizadas con HAuCI4[0.25 mM] y sin lavar mostraron
un mayor % de degradacion del AM y un mejor % inhibicion de los radicales
ABTS y DPPH. En consecuencia, se sugiere que las AuNP con HAuCls [0.25
mM] sin lavar pueden ser aplicadas a estudios de degradacion de otros
colorantes, por ejemplo, rojo congo, naranja de metilo, rodamina B etc.
Asimismo, pueden ser candidatos en deteccion de metales pesados (Pb, Cu, Ni
etc.) en muestras de aguas reales y en remocion de antibioticos (amoxicilina,
doxiciclina etc.) en medios acuosos. Por esta causa, las AuNP tienen potencial
para tratar aguas residuales y proporcionar agua limpia, por ejemplo, al ser
usadas como una sonda en el tratamiento de aguas y saneamiento (125).

Finalmente, se sugiere que las AuNP con HAuCl4 [0.25 mM] sin lavar, asi como
el extracto de H. excelsa, sean investigados mas a fondo para aplicaciones
biomédicas, que incluye el tratamiento de enfermedades causadas por radicales
libres, biomedicina, efecto antimicrobiano, terapia contra el cancer, entrega
dirigida de farmacos, biosensores y agentes terapéuticos (138). Por lo antedicho,
el método de sintesis produce AuNP “verdes” efectivas, econémicas y con
propiedades fotocataliticas y antioxidantes en desarrollo, entre otras mas, que

son el futuro de la nanobiotecnologia.
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