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Las nanoparticulas estan presentes en nuestras vidas desde hace varios siglos, ,’ _
siendo en las pasadas décadas cuando adquirieron gran interés debido a la
variedad de posibles aplicaciones en diferentes areas del conocimiento por sus
caracteristicas morfoldgicas, estructurales y fisicoquimicas. A lo largo de estos
afnos, se ha observado que los residuos, provenientes de los agentes reductores
utilizados generan contaminacion, por tal motivo se busca a través de extractos
naturales realizar biosintesis de nanoparticulas, para generar nanoparticulas
biocompatibles y amigables con el medio y que puedan competir en eficacia con las
convencionales sintetizadas quimicamente. En el presente trabajo se probé el uso
de extracto vegetal de café (Coffea arabica L.), debido a la gran cantidad de
antioxidantes que posee, como agente reductor durante la biosintesis de
nanoparticulas metélicas de oro (AuNP), mediante el método de reduccién quimica,
obteniendo nanoparticulas estables, esféricas, monodispersas y polidispersas, con

un tamano de 8 a 17nm, y con una densidad de hasta 4.5E+013 particulas/mL.

Palabras clave: Nanoparticulas de oro, café, extracto, agente reductor, biosintesis.

1. Introduccion

Desde hace varios siglos las nanoparticulas han formado parte de nuestras vidas
con usos mas simples pero no menos especializados, pues las antiguas
civilizaciones quizas sin tener conciencia o percepcion del uso de las nanoparticulas
o de su dimension las utilizaban para la elaboracion de ceramica (Heiligtag &
Niederberger, 2013), pigmentos como el azul egipcio, tintes de cabello (Chen et al,
2016) y en la fabricacion de vidrios de colores con ciertos efectos de luz y color
(Schaming & Remita, 2015; Louis, 2017).

Las nanoparticulas cuentan con multiples cualidades y ventajas: como mayor
preservacion, estabilidad, la posibilidad de ser sintetizadas especificamente con un
propoésito, se pueden sintetizar a partir de diferentes materiales y por diferentes
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Resumen

Las nanoparticulas estan presentes en nuestras vidas desde hace varios siglos,
siendo en las pasadas décadas cuando adquirieron gran interés debido a la
variedad de posibles aplicaciones en diferentes areas del conocimiento por sus
caracteristicas morfologicas, estructurales y fisicoquimicas. A lo largo de estos
afos, se ha observado que los residuos, provenientes de los agentes reductores
utilizados generan contaminacion, por tal motivo se busca a través de extractos
naturales realizar biosintesis de nanoparticulas, para generar nanoparticulas
biocompatibles y amigables con el medio y que puedan competir en eficacia con las
convencionales sintetizadas quimicamente. En el presente trabajo se probo el uso
de extracto vegetal de café (Coffea arabica L.), debido a la gran cantidad de
antioxidantes que posee, como agente reductor durante la biosintesis de
nanoparticulas metalicas de oro (AuNP), mediante el método de reduccion quimica,
obteniendo nanoparticulas estables, esféricas, monodispersas y polidispersas, con

un tamafio de 8 a 17 nm, y con una densidad de hasta 4.5E013 particulas/mL.

Palabras clave: Nanoparticulas de oro, café, extracto, agente reductor, biosintesis.

1. Introduccién

Desde hace varios siglos las nanoparticulas han formado parte de nuestras vidas
con usos mas simples pero no menos especializados, pues las antiguas
civilizaciones quizas sin tener conciencia o percepcion del uso de las nanoparticulas
o de su dimension las utilizaban para la elaboracion de ceramica (Heiligtag &
Niederberger, 2013), pigmentos como el azul egipcio, tintes de cabello (Chen et al,
2016) y en la fabricacién de vidrios de colores con ciertos efectos de luz y color
(Schaming & Remita, 2015; Louis, 2017).

Las nanoparticulas cuentan con multiples cualidades y ventajas: como mayor
preservacion, estabilidad, la posibilidad de ser sintetizadas especificamente con un
propésito, se pueden sintetizar a partir de diferentes materiales y por diferentes
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metodologias, lo que ha provocado que tengan aplicaciones en mdultiples areas
como la medicina, electronica, biorremediacion, alimentos y materiales
principalmente. Actualmente las nanoparticulas se han incorporado como parte de
nuestra vida diaria, pues cada vez son mas las empresas que las incorporan a sus
productos como la empresa Samsung que desde méas de una década incorpord
nanoparticulas de plata como parte de su tecnologia antibacteriana en sus

electrodomésticos. (Jeevanandam et al, 2018).

Sin embargo, se ha vuelto evidente la contaminacion generada por los desechos y
residuos de la sintesis de nanoparticulas, principalmente provenientes del agente
reductor, dando paso a la busqueda de agentes reductores biocompatibles con el
ambiente. Se busca la implementacion de estos extractos naturales como agentes
reductores, los cuales han tomado una mayor relevancia y se estan utilizando en
todas las areas de la ciencia debido a que pueden obtener o adquirir diversas
propiedades de las plantas, hongos y microorganismos, para usarse con diversos
fines (Kohane, 2008).

Las nanoparticulas convencionalmente se sintetizan a partir de productos quimicos
gue fungen como agentes reductores que acarrean riesgos biolégicos debido a su
toxicidad para el medio ambiente y los organismos que lo habitan incluido el ser
humano, por lo cual se ha propuesto el uso de fuentes organicas y vegetales
principalmente, para llevar a cabo una sintesis verde o biosintesis de nanoparticulas
gue sea amigable con el ambiente, de bajo costo de produccién, energéticamente
eficiente, rentable y que pueden ser igual de eficaces que las sintetizadas de forma
normal o con agentes reductores quimicos ya estandarizados (Ahmed et al, 2016;
Singh et al, 2016).

Los extractos vegetales utilizados para realizar biosintesis de nanoparticulas,
principalmente metalicas buscan encontrar fuentes vegetales (plantas, tallos, hojas,
frutos, semillas) con un alto contenido de antioxidantes como flavonoides y acidos

fendlicos, que servirdn como agentes reductores (Sulaiman et al, 2013), lo cual



proporcionara que la sintesis se lleve a cabo de forma ventajosa y ecologica,
ademas de cumplir con los requerimientos minimos necesitados segun cada caso
como: forma, tamafo, propiedades fisicas, quimicas, electronicas y Opticas (Patel
et al, 2011).

En el actual trabajo se utilizd el extracto vegetal de café, que es una planta que
contiene una gran cantidad de antioxidantes (acidos clorogénicos), como agente
reductor para llevar a cabo una biosintesis de nanoparticulas de oro (AuNP’s), con
el fin no solo de observar y analizar su desempefio, sino también para proveer de
nuevas posibilidades a la industria en sustitucidon a agentes reductores quimicos
convencionales como el citrato de sodio, ademas de aprovechar todas las
caracteristicas que puede otorgarle el extracto a las nanoparticulas como
propiedades antimicrobianas.

2. Antecedentes

2.1Nanoparticulas

2.1.1 Definicion y caracteristicas

La naturaleza tiene formas elegantes e ingeniosas de crear los materiales
funcionales miniaturizados mas eficientes como lo son las nanoparticulas (NP’s),
las cuales son particulas ultrafinas y como su nombre lo dice, su tamafio se
encuentra dentro de la escala de los nanémetros (1-100 nm). También es definida
COmMo un nano objeto con sus tres dimensiones externas dentro de esta nanoescala.
Debido a sus propiedades tan particulares y Unicas se han descrito como atomos
artificiales, es estudiada por la nanociencia y aplicada por la nanotecnologia (Fowler
et al, 2020; Geszke-Moritz & Moritz, 2016).

La nanociencia es la ciencia encargada del estudio de la materia dentro de la

nanoescala, que ocupa comprender su tamafio y propiedades dependientes de la



estructura 'y compara la aparicion de &tomos o moléculas individuales o en conjunto

(Jeevanandam et al, 2018).

La nanotecnologia se ha definido como la manipulacion y control de la materia en
nanoescala (3Chen et al, 2016), es una ciencia interdisciplinaria porque funciona
con otras disciplinas como fisica, quimica, biologia e ingenieria: Se encarga de
investigar el comportamiento de la materia nanométrica para construir estructuras
diminutas para su implementacion o adaptacion en diferentes areas con el propdsito

de facilitar los procesos y miniaturizarlos (Cinar et al, 2020; & Duncan & Gaspar,

2011)

La definicibn de las nanoparticulas varia segun los materiales, campos y
aplicaciones para las que se utilicen. Pueden sintetizarse de diferentes materiales:
organicos, inorganicos, metales, polimeros, liposomas, entre otros (Jeevanandam
et al, 2018). Las nanoparticulas ofrecen ciertas ventajas, debido a que se pueden
aplicar y adaptar a varios tipos de sistemas, también pueden ser empleadas en
diferentes areas de trabajo y estudio, pues su uso comprende desde la creacién de
materiales hasta fungir de vehiculo en el transporte de sustancias activas

farmacoldgicas (Kawasaki & Player, 2005; Kohane, 2008).

2.1.2 Métodos de sintesis de Nanoparticulas

En la actualidad se conocen diferentes metodologias para sintetizar nanoparticulas
a partir de diferentes materiales y condiciones. Elegir el método correcto de sintesis
y componentes de las nanoparticulas entre otras caracteristicas fisicoquimicas,
hace posible controlar el tamafio (nm) y forma (esferas, tubos, discos, laminas,
estrellas, entre otras) (Mourdikoudis & Liz-Marzan, 2013). Pueden sintetizarse a
través de una gran variedad de materiales organicos e inorganicos (Grzelczak et al,
2018).

Los métodos de sintesis de las NP’s se basan en dos grupos principales: Top- Down

(de arriba hacia abajo) y Bottom- Up (de abajo hacia arriba) (imagen 1):



1.

2.

Top- Down (de arriba hacia abajo): consiste en realizar una molienda o
desgaste de un material de dimensiones mas grandes que los hanémetros, es
decir deconstruirlo, atreves de diferentes métodos quimicos y volatiles hasta
obtener la nanoparticula o microparticula deseada (Yu et al, 2013). Dentro de
este grupo se encuentran los métodos de: litografia éptica, deposicion quimica
en fase de vapor (CVD), ablacion laser, implantacion de iones y molienda
mecanica por mencionar algunos de los mas importantes y utilizados (Arevalo
et al, 2019; Fu et al, 2018).

Bottom- Up (de abajo hacia arriba): estos métodos suelen utilizar un precursor
para construir o fabricar estructuras de entidades moleculares y atbmicas. Entre
los métodos més utilizados se encuentran la sintesis por reducciéon quimica,
método de reduccién fotoquimica y radioquimica, irradiacion por microondas,
sintesis solvotermal y método sol-gel (Kimling et al, 2006; Li et al, 2010 & Biswas
et al, 2012).

Métodos de sintesis de nanoparticulas

Top-Down / Arriba hacia abajo

Crecimiento

T Condensacion
¢ Energia

Nanoparticulas

Nucleacién lonizacién
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Imagen 1: Métodos de sintesis de nanoparticulas.



2.1.3 Caracterizacion

Debido a la mindscula dimension de las NP’s es necesario establecer parametros

de control y calidad, ademéas de una forma de caracterizarlas o clasificarlas segun

las propiedades morfologicas, fisicas y quimicas que presenten.

2131

2.1.3.2

2.1.33

Espectroscopia UV/ Vis

Utiliza la luz UV en un intervalo de 200 a 40 nm, donde la diferencia
de energia entre el estado fundamental y el estado de mayor energia
se convierte en igual a la cantidad de energia que absorbe. Esta
técnica se basa en la ley de Beer- Lambert que establece que un haz
de luz monocromética pasa a través de una solucién, en la cual la tasa
de reduccion en la intensidad de la radiacion ademas al espesor de la
solucién absorbente es directamente proporcional al incidente de

radiacion y a la concentracion de la solucion (Chirayil et al, 2017).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Dirige un haz de electrones hacia la muestra, permitiendo analizarla a
través de un barrido de haces de electrones de alta energia.
Posteriormente se liberan tres tipos de electrones: retrodispersados,
secundarios y de Auger, que permiten analizar las imagenes
generadas para identificar la composicion elemental de la muestra
analizada (Echlin, 2009).

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Utiliza un haz de electrones y lentes electromagnéticos que atraviesan
la muestra analizada observandose las imagenes en una pantalla, con
lo cual proporciona detalles sobre la morfologia de las NP’s, desde la
estructura, el tamafo, hasta la cristalinidad y la composicion. (Mayer
et al, 2007; Sun et al, 2006).



2.1.3.4 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Es una técnica no destructiva para la muestra, pues escanea con una
punta afilada que se desvia cuando se acerca a ésta, debido a que un
pequefio laser detecta las fuerzas de atraccion entre la punta y la
superficie (Hoo et al, 2008). Se pueden observar muestras con una
alta resolucion atémica que permite escanear la rugosidad de la
superficie y nos brinda una imagen morfolégica (LOpez- Lorente,
2016).

2.1.3.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Es una técnica espectroscopica que utiliza como fundamento la
absorcion de la energia en el rango infrarrojo para generar vibraciones
en los enlaces atomicos de la materia. Esta técnica tiene mas de 50
afios y proporciona informacion sobre las interacciones moleculares,
como la estructura de un material especifico mediante la absorcion de

luz infrarroja (Katumba et al, 2008).

2.1.4 Areas de aplicacion

La nanociencia ha madurado significativamente durante la Gltima década a medida
que ha pasado de la ciencia de referencia a la tecnologia aplicada. En la actualidad
las areas de la nanociencia son variadas y tienen muchas subdivisiones debido a la

versatilidad de las NP’s, estas pueden aplicarse en diferentes areas (imagen 2).
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Imagen 2. Areas y caracteristicas de las nanoparticulas

2.1.4.1 Nanomateriales

Un nanomaterial es definido como un material con una o mas dimensiones de su

estructura interna en el rango de la nanoescala, que puede exhibir caracteristicas

novedosas en comparacion con el mismo material sin nanoescala. La versatilidad

gue se da en los nanomateriales permite su aplicacion en diferentes areas. Hay

distintos tipos de nanomateriales, actualmente se siguen desarrollando mas,

mejorando a los ya existentes. En la tabla 1, podemos observar los diferentes tipos

de nanomateriales mas comunes.

Tabla 1: Tipos de nanomateriales

Nombre Descripcion

Funcién

Nanotubos Son cilindros de escala nanométrica que pueden ser
sintetizados de diferentes materiales, entre los mas
comunes estan los de grafito o carbono (NTC), tienen

paredes miltiples con un tdbulo central de didmetro

Son utilizados para
formar estructuras mas
complejas como puntas

para microscopios de




nanométrico rodeado por capas separadas, su
morfologia esta dictada por el angulo de enrollamiento
de los hexagonos formados por los enlaces de carbono
y tienen 3 morfologias: sillén, quiral y zig-zag, lo cual
influye en las propiedades de los NTC (Hamada et al,
1992; Romero, 2002). Hay de dos tipos, con paredes
multiples (MWNT) y de pared simple (SWNT) (Rao,
2001). Debido a que son derivados de los fullerenos
fullerenos tubulares o
1991).

pueden funcionalizarse con diferentes compuestos y

también son llamados

buckytubos (Kroto et al, Estos nanotubos
también pueden ser recubiertos por diferentes metales

como el oro y la plata.

sonda, para almacenar
hidrégeno, para fabricar
sensores y crear nUevos
materiales (Baughman,
2002).

Nanofibras

Son fibras con diametros nanométricos, pueden ser
sintetizadas a partir de diferentes polimeros que les
otorgaran diversas propiedades fisicas (Tong et al,
2012). Estas nanofibras se han hecho mas comunes en
la industria moderna, debido a los avances en el
electrohilado que es un proceso viable para creacion y
control de la formacion de fibras y tecnologias
relacionadas con su sintesis. Tienen caracteristicas
Unicas con muchas aplicaciones biomédicas e
industriales, pues se puede controlar la composicion del
material, la flexibilidad, el diametro, la porosidad, la
textura y la formaciéon de patrones especificos para

formar estructuras mas complejas (Gopal et al, 2006)

Se utilizan activamente
en diversos productos
industriales de catalisis,
fitrado y barrera como
las nanomembranas
para tratamiento de
aguas, también pueden
liberar de forma
controlada farmacos y
son utilizadas en la
ingenieria de tejidos, en
la industria textil, 6ptica,
y nanoelectrénica.

(Burger et al, 2006).

Nanocables

Son cables de tamafio nanomeétrico, tienen propiedades
eléctricas y opticas principalmente, pueden fabricarse
con carburos, silicio, MgO, CaO, GaN, y péptidos
(Zhang et al, 2000). Ademas, se han desarrollado
sistemas complejos elaborados con nanocables, con el
fin de transformar energia solar de forma mas eficiente
y ayudar con los problemas crecientes de energia y
ambiente (Law et al, 2005).

Son unos de los

componentes mas
importantes para la
creacién de chips
moleculares y circuitos
l6gicos a nanoescala

(Yan & Yang, 2009).




Nanocristales

Son cristales con un tamafio dentro del rango de los
nanometros, también pueden ser definidos como NP’s
con caracteristicas de cristales (Torchilin, 2006). Los
nanocristales se sintetizan a partir de precursores
moleculares de diferentes elementos constitutivos.
Suele utilizarse cominmente la quimica coloidal debido
a la optimizacién para eliminar las impurezas y controlar
la forma y tamafio de los nanocristales (Alivisatos,
2000). Anteriormente se creia que la formacion de
nanocristales era de forma desordenada, pero se ha
demostrado que la formacién de estas nanoestructuras
cristalinas, debido a su tamafio es mas perfecta y
estable que los materiales grandes que tienden a tener
expuestas las impurezas (Peng et al, 2000). Uno de los
métodos mas utilizados para el crecimiento de cristales
es la epitaxia de haz molecular, a base de precursores
moleculares sobre un sustrato caliente, lo cual posibilita
controlar el tamafio y la forma para crear estructuras

més complejas (Wang et al, 2019).

Tienen diferentes
aplicaciones eléctricas y
Opticas como la
capacidad de cambiar
una particula
magnetizada en baterias
y discos duros, modificar
el color de emision de
luces semiconductoras
como el marcaje
fluorescente de células 'y
en laseres (Lin et al,

2012).

Puntos
cuanticos

Son nanocristales individuales fluorescentes o puntos

semiconductores  coloidales cuanticos también
conocidos llamados qdots (Michalet et al, 2005), se les
puede controlar la forma y tamafio debido a los avances
en sus sintesis y son llamados puntos cuanticos debido
a su tamafio, ya que los niveles de energia se
cuantifican con valores directamente relacionados con
el tamafio del punto g, que es un efecto de
confinamiento cuantico, ademas de que los defectos de
Su estructura sirven como trampa a los electrones, lo
cual impide que se conviertan en puntos radioactivos

(Dahan et al, 2001).

En las dltimas décadas
se han utilizado en
diferentes areas, desde
materiales electrénicos
como los diodos laser
emisores de luz, hasta
aplicaciones biologicas
como realizar tinciones
de estructuras mas
complejas y especificas

(Efros & Rosen, 2000).
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2.1.4.2 Alimentos

Las NP’s han tenido una amplia participacion en el area de los alimentos,
principalmente en la industria agroalimentaria que esta implicada desde el
mejoramiento de los alimentos a través de suplementos hasta la prevencion del
deterioro de los productos ya envasados o enlatados (Ditta, 2012), asi como la
creacion de pesticidas mas eficaces y menos nocivos para el ambiente
(Mukhopadhyay, 2014). Esta colaboracion surgié con el estancamiento de la
agricultura convencional, para buscar una solucion que eliminara gradualmente el
uso excesivo de semillas milagrosas, fertilizantes, antibidticos e insecticidas.
(Goswami et al, 2010). La nanotecnologia busca impulsar y aprovechar el
rendimiento del uso de nutrientes a través de nanoformulaciones de fertilizantes,
fortalecimiento de fibras naturales, aumentar la vida Util de los alimentos, tratamiento

de suelos, detener procesos de erosion, entre otros (Shrivastava & Dash, 2009).

También se ha desarrollado la entrega de nutrientes y farmacos a través de NP’s
bioconjugadas (Rai et al, 2012) para el mejoramiento genético de plantas, ademas
del uso de nanofertilizantes que cumplen de mejor manera su objetivo sin
contaminar o acumularse en los mantos acuiferos (Chau et al, 2007). Las NP's de
silice (PHSN) cargadas con validamicina (pesticida) se han utilizado desde hace
méas de una década, como un sistema eficiente contra diferentes plagas, son
solubles en agua y tienen liberacion controlada, al igual que las opciones aun mas
amigables con el ambiente que se encuentran cargadas con aceites esenciales (Liu
et al, 2006). Actualmente hay diferentes areas de aplicacion dentro de la
nanoagricultura, entre ellas se encuentra la conservacion de los alimentos,
nanoproductos como nanofertilizantes o nanofungicidas, la transferencia de genes

y aditamentos alimenticios (Usman et al, 2020).

2.1.4.3 Biorremediacion

Las NP’s tienen diferentes propiedades fisicas y quimicas que las hacen perfectas

para llevar a cabo trabajos de biorremediacién y purificacién principalmente en
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mantos acuiferos y suelos, pues poseen atributos Unicos que hacen posible su
aplicacion en la limpieza de hidrocarburos, pesticidas, metales, desechos

radioactivos y propiedades antimicrobianas (Rathianaraj, 2019).

Actualmente la descarga de metales pesados de aguas residuales industriales,
agricolas y domésticas es una seria amenaza contra el ambiente, pues contiene
diferentes sustancias tdxicas y microorganismos dafinos para la salud, por lo que
el uso de las NP’s ha demostrado su eficacia para la absorcion vy filtracion de
contaminantes (Mallikarjunaiah et al, 2020). Se ha nombrado como
nanorremediacion, al proceso de utilizar NP’s o nanomateriales para prever,
detectar, monitorear y remediar la contaminacion. Entre los métodos mas utilizados
se encuentran la aplicaciébn de nanomateriales reactivos como zeolitas, 6xidos
metélicos, nanotubos y fibras de carbono, ademéas de nanoparticulas bimetélicas

para llevar a cabo el proceso de desintoxicacion (Rajan, 2011).

2.1.4.4 Cosmética

Desde hace mas de una década se han desarrollado una gran cantidad de
productos cosméticos con NP’s para el cuidado de la piel o skincare, como
magquillaje, cremas, desodorantes, jabones y perfumes, es decir las NP’s se han
vuelto un ingrediente esencial en casi todos los productos de cuidado personal,
creando asi las primeras generaciones de nanocosmeéticos que tienen potencial en
términos de viabilidad industrial, ademas de ofrecer mejores resultados (Patel et al,
2011). La Cooperacion Internacional en Regulacion Cosmética define un
nanomaterial en cosmética como un ingrediente insoluble, fabricado
intencionalmente con dimensiones de 1 a 100 nm (ICCR, 2010). Ademas, debe
tener una caracterizacion fisicoquimica para identificar los compuestos de las
nanoparticulas antes de la evaluacion toxicolégica de acuerdo con la normativa
ISO/TR13014 (ISO/TR, 2012), y seguir la directriz emitida por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos que dice que solo se podran utilizar NP’s
en cosméticos cuando sus caracteristicas o cualidades son esenciales para el

producto (FDA, 2014). Hay diferentes formas de utilizar las NP’s, como las
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nanoemulsiones que suelen estar presentes en productos como acondicionadores
y lociones donde combinan ingredientes tradicionales y un sistema acuoso para
dispersar gotas de 50 a 100 nm (Soneville et al, 2004). Otro tipo de NP’s que ha
adquirido importancia en la rama de la cosmética son las vesiculas, que proveen de
estabilidad y tolerancia cutanea de los ingredientes principalmente en protectores
solares que utilizan particulas minerales de zinc vy titanio para dispersar la luz UV
que es dafina para la piel (Popov et al, 2005). Las nanoparticulas de plata y oro
también han tomado relevancia en el dmbito cosmético, pues se han incluido
principalmente como ingredientes dentro de pastas dentales, jabones, cremas y
desinfectantes, por su actividad antimicrobiana, incluso se han encapsulado
diferentes compuestos con el fin de amplificar y hacer durar mas los efectos
estéticos de los mismos (Sondi & Salopek-Sondi, 2004). En contraparte también hay
estudios que evallan la toxicidad de estos compuestos y sus efectos a largo plazo
(Lu et al, 2015).

2.1.45 Nanomedicina

La nanomedicina se ha centrado en el uso de NP’s para encontrar soluciéon a
diferentes enfermedades y padecimientos, se define como la aplicacion de la
nanotecnologia en la medicina, empleada para mejorar la calidad de vida de los
seres humanos mediante la prevencion, diagnéstico y tratamiento de las
enfermedades (Duncan & Gaspar, 2011). Tiene muchas aplicaciones entre ellas se
encuentran: etiguetados biologicos fluorescentes, entrega de farmacos y genes,
deteccién de patdégenos y proteinas, sondeos de ADN, ingenieria de tejidos,
hipertermia, separacion y purificacion de moléculas y células, realce de contraste
de resonancia magnética y estudios fagocinéticos (Salata, 2004). Actualmente hay

tres areas principales que se estan desarrollando rapidamente:

¢ Nanodiagnostico
Es el area encargada de la aplicacion de nanoparticulas para diagnostico
(Nanodiagndstico), en esta area se busca desarrollar y aplicar nanobiosensores, los

cuales son dispositivos que buscan a través de métodos menos invasivos, detectar
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a tiempo real o en muy poco tiempo problemas graves en etapas muy tempranas,
con la finalidad de generar un diagnéstico rapido con alta sensibilidad y selectividad
(Anselmo & Mitragotri, 2019). Los biosensores estan hechos con dispositivos y
receptores biolégicos como proteinas, hay de dos tipos: los biosensores
nanofotdnicos que hacen uso de la luz que se transmite en los circuitos Gpticos con
los cuales se puede evaluar y analizar diferentes tipos de muestra, y los biosensores
nanomecanicos que emplean una especie de micropalanca que interacciona con la
sustancia a analizar, los cuales son especializados y pueden detectar diversos
parametros en una simple muestra en una escala de tiempo muy corta (Xie et al,
2020; Shi et al, 2020).

¢ Nanomedicina regenerativa
La segunda area es la nanomedicina regenerativa, cuyo objetivo es reparar y
reemplazar tejidos y o6rganos dafiados mediante la aplicacion de métodos
procedentes de la terapia génica, la terapia tisular y la ingenieria de tejidos, donde
se busca disefiar estructuras adecuadas para favorecer el crecimiento de tejidos en
las zonas dafiadas, la estimulacion y proliferacién del crecimiento celular y tisular
(Fowler et al, 2020).

¢ Nanoterapia

La tercera area de la nanomedicina abarca la liberaciébn de farmacos para el
tratamiento de diferentes padecimientos (nanoterapia) (Chen et al, 2016). Esta area
se enfoca en el desarrollo de biomateriales nanoestructurados para construir
sistemas que transporten y administren farmacos de manera controlada (Barreto &
Brandelli, 2016), ademas de permitir la implementacion de terapias nuevas y la
mejora de productos ya existentes (Kawasaki & Player, 2005). Entre sus principales
objetivos esta aprovechar las propiedades de la materia a nanoescala, para
desarrollar farmacos innovadores con mayor eficacia y menos efectos secundarios
gue las terapias estandar, ademas se han creado sistemas de transporte para la
entrega de sustancias que pueden o no ser de origen medicamentoso en el érgano
blanco (Utreja et al, 2019).
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2.1.5 Biosintesis de nanoparticulas

La contraparte de los usos de las NP’s que mejoran significativamente la vida de
las personas, son los productos tdéxicos que contaminan durante su sintesis, y el
desecho de estas que se realiza sin control o regulacion; por este tipo de razones
se ha popularizado la sintesis verde o la biosintesis de NP’s, que busca a través de
extractos vegetales u orgénicos naturales (Patel et al, 2020), la obtencién de NP’s
sin desechos toxicos en el ambiente, principalmente se enfoca en sustituir los
agentes reductores y demas compuestos téxicos, por materiales naturales

biodisponibles y biodegradables (Bhandari, 2018).

La Sintesis verde de NP’s, consiste en la reduccién o eliminacion de productos
nocivos resultantes de su sintesis sin reducir la calidad (Philip, 2010), es decir, que
las NP’s tengan la forma, tamafio, propiedades fisicas, quimicas, Opticas y
electronicas deseables, al igual que la sintesis realizada con diferentes agentes
reductores de naturaleza quimica (Sulaiman et al, 2013).

Hay algunos tipos de NP’s que utilizan distintas rutas verdes en diferentes sustratos
COmo microorganismos, enzimas, bacterias y extractos de plantas, que ayudan a
ser mas amables con el receptor, debido a la reduccién de toxicidad que pueda

generarse por utilizar diferentes sustancias quimicas. (Mirzaei & Darroudi, 2017).

Los recursos bioldgicos para la biosintesis de NP’s metalicas también pueden
actuar como andamio, desempefiando no sélo el papel de agente reductor y
protector, sino que pueden otorgar propiedades farmacoldgicas a las NP’s, pues
existen una diversidad de metabolitos secundarios como: alcoholes, fenoles,

terpenos, alcaloides, saponinas y proteinas (Ovais et al., 2018).

Se han utilizado distintos tipos de extractos vegetales, principalmente de plantas
con alto contenido de antioxidantes, en especial para la sintesis de nanoparticulas
metalicas de oro, plata, cobre, platino, selenio, hierro, zinc y paladio, entre ellas se
encuentran: Acalypha indica (Krishnaraj et al, 2010) , Allium sativum (Ahamed et al,
2011), Aloe vera (Chandran et al, 2006), Anacardium occidentale (Sheny et al,
2012), Camelia Sinesis (Vilchis-Nestor et al, 2008), Chenopodium album (Dwivedi
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& Gopal, 2010), Citrus sinensis (Kaviya et al, 2011), Curcuma longa (Sathishkumar
et al, 2010), Memecylon edule (Elavazhagan & Arunachalam, 2011), Mentha piperita
(Mubarak Ali et al, 2011). Por mencionar algunas especies de plantas que tienen un
buen desempefio como agentes reductores durante la biosintesis de

nanoparticulas.

2.1.6 Biosintesis de nanoparticulas de oro

El oro es un elemento que pertenece al grupo IB del sistema periddico; su nimero
atomico es 79 y su masa atomica es de 196.97 uma. Los compuestos de oro son
poco solubles en agua. Sus propiedades bacteriostaticas fueron descubiertas por
Robert Koch que utilizé cianuro de oro frente al bacilo de la tuberculosis en 1920.
Sin embargo, las nanoparticulas de oro se han utilizado desde la antigiiedad por
civilizaciones antiguas para tefir vidrios y darles efectos decorativos,
posteriormente fue Faraday quien observo por primera vez soluciones de oro
coloidal en 1857 (Faraday, 1857), casi 100 afios después Turkevich en 1950
propuso una metodologia de sintesis por reducciéon quimica para nanoparticulas de
oro (Turkevich 1951). Actualmente se ha reportado en los compuestos de oro,
actividad antimicrobiana mediante el aumento de la respuesta en el sistema inmune,

ademas de poderse eliminar o excretar mediante heces y orina (Mohr, 2009).

En general, las nanoparticulas de oro se sintetizan a partir del método de reduccién
quimica o método de Turkevich (imagen 3), que consta de producir nanoparticulas
de oro, esféricas monodispersas, suspendidas en agua, de diametros que van de
10 a 30 nm. El método involucra la reaccion de pequefias cantidades de &cido
tetracloroaurico HAuCla, caliente con pequefias cantidades de solucion de citrato de
sodio el cual funge como agente reductor. En esta reaccion los cationes de oro
(Au*) sean reducidos a atomos de oro neutral (Au®). A medida que mas y mas de
estos atomos se forman, la solucidn se vuelve sobresaturada, y el oro poco a poco
comienza a nuclear en forma de particulas nanométricas. El resto de los atomos de

oro que se forman, se adhieren a las particulas existentes, obteniendo una
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suspension coloidal (suspensién de AuNP’s de tamafio nanométrico) de

nanoparticulas (Dong et al., 2020).

Sintesis por Reduccion Quimica

Agente Sal
reductor metalica

Nanoparticulas Nucleacién Crecimiento

Imagen 3: Diagrama de sintesis de nanoparticulas de oro (AuNP’s) por método de reduccion

quimica.

Las nanoparticulas de oro (AuNP’s) tienen multiples aplicaciones, pueden
elaborarse para transportar selectivamente sustancias medicinales, que controlen
la liberacion, el espacio y el tiempo del compuesto terapéutico mediante estimulos
bioldgicos, también pueden ser usadas como biosensores, como terapia contra el
cancer y para inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos (Kumar et al,
2013). Se han realizado investigaciones utilizando nanoparticulas de oro con el fin
de demostrar su actividad antimicrobiana en bacterias Gram negativas y Gram
positivas (Shamaila et al, 2016), estas nanoparticulas suelen ser mas eficaces
debido a las propiedades extras brindadas por la biosintesis con los extractos

vegetales como se observa en la siguiente tabla.

Tabla 2: Extractos utilizados como agentes reductores en la sintesis de

nanoparticulas de oro

Planta Caracteristicas como agente reductor | Referencia
Anacardium Reduccion y estabilizacion Sheny et al, 2012
occidentale

Citrus maxima Reduccion y estabilizacion Yu et al, 2016
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Magnolia kobus Alto poder reductor y diferentes formas | Song et al, 2009
de nanoparticulas: triangular,
pentagonal y hexagonal
Diopyros kaki Alto poder reductor y diferentes formas | Song et al, 2009
de nanoparticulas: triangular,
pentagonal y hexagonal
Juglans regia Alto poder reductor, estabilizador y baja | Izadiyan et al,
citotoxicidad 2018
Salvia officianalis | Estabilidad y biocompatibilidad Zeiri et al, 2014
Lippia critriodora | Estabilidad y biocompatibilidad Zeiri et al, 2014
Pergornium Estabilidad y biocompatibilidad Zeiri et al, 2014
graveolens
Punica granatum | Estabilidad y biocompatibilidad Zeiri et al, 2014
Ziziphus zizyphus | Estabilidad y biocompatibilidad, | Aljabali et al,
propiedades antimicrobianas y | 2018
antifangicas

2.2 Extractos vegetales

2.2.1 Definicion y aplicaciones

Los extractos vegetales son una mezcla compleja de compuestos fitoquimicos,
obtenibles por procesos fisicos, quimicos o microbioloégicos a partir de una fuente
natural (planta) y generalmente con algun tipo de solvente. Los extractos vegetales
pueden tener varios usos: energético, alimenticio, farmacéutico y cosmético. Los
extractos vegetales buscan aislar o recuperar el principio activo de la planta, que
puede proceder o no del metabolismo primario o secundario, los mas comunes son
los metabolitos secundarios los cuales pueden ser terpenos, derivados fendlicos y
alcaloides (Friedman et al., 2002; Singh y Mishra, 2014).

La farmacognosia es la ciencia que se ocupa del estudio de los componentes y las
sustancias medicamentosas de origen natural, bien sea vegetal, microbiano o
animal. Se encarga también de estudiar las formas y técnicas mas eficientes para

obtener estos extractos naturales (Heinrich et al, 2017)

La fitoquimica es una disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento,

analisis, purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad
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biolégica de diversas sustancias producidas por los vegetales (metabolitos
secundarios), hay una gran variedad de compuestos fitoquimicos dentro de los tres
grupos de metabolitos secundarios como los fenoles, los terpenos, y los alcaloides.
Estos compuestos no forman parte de los macronutrientes de la planta. Sin
embargo, albergan muchas funciones que les otorgan diferentes caracteristicas
como actividad antimicrobiana, pigmentos y atraccion de polinizadores a través de

aceites esenciales (Drago et al, 2006).

2.2.2 Metabolismo secundario

Las plantas producen una gran cantidad y variedad de metabolitos secundarios con
diferentes actividades biolégicas. Los metabolitos secundarios son compuestos
organicos, los cuales no estan directamente involucrados con la supervivencia del
organismo. Suelen jugar un papel importante en la defensa contra patdgenos y
depredadores. Los metabolitos secundarios se pueden dividir en tres clases
principales como los terpenoides, compuestos fendlicos y alcaloides o compuestos
nitrogenados (Nobuzaku, 2016; Saklani & Kutty, 2008).

2.2.2.1 Alcaloides

Son un grupo grande y diverso de metabolitos secundarios, responsables por una
gran variedad de efectos beneficiosos con actividad farmacologica utilizados en la
medicina y efectos nocivos como venenos. Se sintetizan a través de la via de
formacion de los aminoécidos alifaticos a través del ciclo del &cido tricarboxilico
(ciclo TCA) y compuestos arométicos y de la via del acido 4-hidroxibenzoixo (acido
shikimiko) (Huang et al, 2016; Boberek et al, 2010) Los alcaloides se caracterizan
por la presencia de un atomo de nitrdgeno basico. Estos compuestos son complejos
estructuralmente, por lo cual comunmente son aislados a partir de plantas en vez
de ser producidos de forma sintética (Facchini & De Luca, 2008). Se encuentran en
el 20% de las especies de plantas que existen y se conocen mas de 12 000

alcaloides vegetales que exhiben una potente actividad biol6gica, son un grupo
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diverso con origen biosintético independiente. Los alcaloides poseen diversas
propiedades entre las mas conocidas se encuentran la actividad antimicrobiana,

antiinflamatoria y antitumoral. (Cushnie et al., 2014).

2.2.2.2 Fenoles

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos con un anillo
fendlico sustituido, es decir, un anillo aromatico funcionalizado por un hidroxilo.
Entre los fenoles se encuentran una gran diversidad de metabolitos secundarios
como compuestos fendlicos simples, quinonas, flavonoides, cumarinas, flavonas,
acidos clorogénicos, isoflavonoides, lignanos y taninos. Se sintetizan a partir de la
via del acido shikimiko y la via del acido maldnico. Los flavonoides de los
compuestos fendlicos se encuentran en una variedad de alimentos principalmente
frutas, verduras y algunas hierbas, tienen actividad especial antioxidante y efectos
farmacoldgicos especificos. Los compuestos fendlicos tienen la capacidad de quelar
iones metalicos y de volatilizarse cuando tienen bajo peso molecular (Parr & Bolwell,
2000; Rempe et al., 2017).

2.2.2.3 Terpenoides

Son una basta y diversa clase de compuestos organicos derivados del isopreno
que es un hidrocarburo de cinco atomos de carbono. Constituyen a los aceites
esenciales de diversas plantas y flores. Dentro de este grupo se encuentran los
terpenos, isoprenoides, triterpenos, carotenoides, esteroides y esteroles. Se
sintetizan a partir de la via acetil coenzima A, via del acido mevaloénico y via MEP.
También tienen diversas funciones bioldgicas y fisiolégicas, muchos de estos
metabolitos tienen actividad farmacologica. Los terpenoides forman la familia mas
grande de plantas, se conocen mas de 30,000 compuestos, la mayoria estos
compuestos tienen una alta importancia biol6gica y econémica, debido a que sus

aceites esenciales son ampliamente utilizados en la medicina, en la cosmética, en
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la farmacologia y el comercio en general (Oz et al., 2015; Guimaraes et al., 2019;
Shanker et al, 2003; Dong et al., 2020).

2.2.3 Extracto de café (Coffea arabica L).

La planta del café (imagen 4) pertenece a la familia de las Rubiaceae, compuesta
por arboles, arbustos y hierbas. Son plantas dicotiledoneas de habitos terrestres,
hermafroditas, perennes, con hojas opuestas o verticiladas, con inflorescencias
terminales, son plantas cosmopolitas y crecen principalmente en areas tropicales.
La planta del café tiene alta importancia econémica, pues la bebida producida por
sus granos se consume en todo el mundo no solo por su sabor y olor, también por
su efecto estimulante o relajante. Anualmente en el mundo se estima una

produccion de 8E® toneladas (Priftis et al, 2018).

PLATE XI.—Coffea arabica (Coffee). (From Jackson: Experimental
Pharmacology and Materia Medica.)

Imagen 4: llustracion boténica de la planta de Coffea arabica L. (café) tomado de Jackson:

Experimental Pharmacology and Materia Medical
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El café tiene diferentes tipos de metabolitos secundarios, comenzando por el mas
conocido: la cafeina que es un compuesto alcaloide el cual también contiene
compuestos fenolicos como los acidos clorogénicos y las melanoidinas, que se
encuentran presentes en mayor cantidad en el fruto de esta planta (granos), los
cuales son compuestos antioxidantes potentes contra especies reactivas de
oxigeno (ROS) y son capaces de inhibir el desarrollo microbiano. El extracto de café
ademas tiene otras propiedades como hipoglucemiante, antiviral, hepatoprotector,
nutraceutico, de indole cosmético, alimentario y quimico entre otras (Chaves-Ulate
et al., 2019).

Se estima que hay 14% de compuestos fendlicos en un grano de café. Sin embargo,
se conoce muy poco de los efectos de esos compuestos. En extractos con café
tostado se ha encontrado actividad antimicrobiana efectiva para bacterias Gram
negativas y Gram positivas. Estos compuestos tienen diversos mecanismos de

accion entre los cuales destacan la accion de las melanoidinas (Runti et al., 2015).

Las melanoidinas son compuestos quimicos distribuidos en alimentos como el café,
su actividad antimicrobiana puede estar relacionada con la bioactividad, es decir su
capacidad de quelar cationes metalicos como magnesio, hierro, zinc y cobre que
resultan esenciales para el crecimiento y supervivencia de las bacterias. Existen
tres mecanismos por los que se atribuye el efecto inhibidor de la melanoidina: 1) En
bajas concentraciones son bacteriostaticas, quelan el hierro. 2) Para bacterias
capaces de sintetizar sideréforos, la formacidn de complejos sideroforos-
melanoidina disminuye la virulencia de esos microoganismos. 3) Altas
concentraciones de melanoidinas logran quelar magnesio de membranas externas,
desestabilizando su estructura y provocando dafio celular con pérdida de

componentes intracitoplasmaticos (Rufian-Henares y de la Cueva, 2009).

Se han realizado ensayos para observar la actividad antimicrobiana de diferentes
extractos de café y utilizando granos, pulpa, hojas y tallos, obteniendo un amplio
espectro de inhibicion de bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis; para bacterias Gram negativas Pseudomonas.
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aeruginosa y Escherichia coli, ademas reportan que se encontraron presentes en

estos extractos: melanoidinas y acidos clorogénicos (Duangjai et al., 2016).

En el trabajo de Monete et al. en 2015, se realizaron extractos de café normal y de
café usado para hacer bebidas, se presentd actividad antimicrobiana en varias
cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas que son comunes en
alimentos, se les realizé un andlisis de los compuestos que contenian encontrando
que solo los extractos de café usado tenian una mayor cantidad de acidos
clorogénicos y que ambos extractos inhibieron el mismo porcentaje de UFC’s.
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3. Justificacion

Las nanoparticulas han tomado mucha relevancia en diferentes campos donde se
aplican, son una herramienta que nos permite alcanzar nuevos limites gracias a sus
cualidades morfologicas, fisicas, quimicas, Opticas y estructurales. Las
nanoparticulas se incluyen en muchas areas donde pueden desempefiar un papel
importante, como en el area de la salud donde tienen la oportunidad de brindar a

las personas tratamientos novedosos.

Las nanoparticulas pueden sintetizarse a partir de diferentes materiales, siendo las
metalicas y en especial las de metales nobles como el oro, un tipo de nanoparticula
ampliamente utilizada en diferentes areas. Sin embargo, la forma en la que se
producen o sintetizan, produce desechos toxicos que pueden perturbar esta calidad
de vida que nos brindan. Por lo cual se ha popularizado el uso de los extractos
vegetales a través de la biosintesis para generar nanoparticulas metélicas de oro
(AuNP’s), que se caracterizan por tener un bajo costo, ser eficientes, no toxicas y

gue cumplan con las cualidades fisicoquimicas como la forma y el tamafio.

Por lo anterior, el actual trabajo de tesis propone la utilizacién de extracto vegetal
de café (Coffea arabica L.), que posee una amplia variedad de metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos y nitrogenados, los cuales son capaces de
actuar como agente reductor y estabilizador durante la biosintesis de nanoparticulas
metélicas de oro que pueden competir en tamafio, forma, costo y produccién con

las sintetizadas de forma estandar con agentes reductores quimicos.
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4. Hipbtesis

El extracto vegetal de café (Coffea arabica L.), favorece la sintesis de
nanoparticulas de oro (AuNP).

5. Objetivos

5.1 Objetivo General:

» Analizar las nanoparticulas de oro resultantes, sintetizadas con el extracto de

café (Coffea arabica L.)

5.2 Objetivos Particulares:

* Sintetizar nanoparticulas de oro (AuNP) con extracto vegetal de café (Coffea

arabica L.) como compuesto reductor.

» Caracterizar las nanoparticulas de oro (AuNP) resultantes de la biosintesis
con el extracto de café (Coffea arabica L.).

« Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de oro

(AuNP) sintetizadas con extracto café (Coffea arabica L.).

* |dentificar metabolitos secundarios presentes en las nanoparticulas

sintetizadas y del extracto de café (Coffea arabica L.).
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6. Material y métodos

6.1 Extractos

La extraccion de café se realizé6 mediante macerados hidroalcohdlicos con etanol
para obtener una mayor concentracion de sus metabolitos y compuestos. Se
elaboraron 400 ml de cada extracto, posteriormente a cada extracto se le medio el
pH y se realizaron pruebas fitoquimicas cualitativas (determinacion de la presencia
de saponinas, fenoles, antraquinonas, alcaloides, cumarinas, esteroides,
triterpenos, flavonoides y esteroles), de los compuestos extraidos. Finalmente, los

extractos se liofilizaron y se realizé la sintesis de nanopatrticulas.

Para la obtencién de extractos se utilizaron dos marcas diferentes de café artesanal,
organico, tostado y molido de Colombia, una marca comercial certificada “Juan

Valdez” y una marca no certificada la cual lamamos Artesanal.

Cada extracto se elabor6 con 10 gramos de café macerados en una solucién
hidroalcohdlica 1:1 que se dej6 reposar durante 24 horas a -4°C. Posteriormente se
filtr6 utilizando gasas estériles para retirar la materia organica y se coloco a destilar
a presion reducida en el rotavapor Hahnvapor de la marca Witeg a 60°C en bafio
maria y con 50 rpm por 40 minutos para separar la fase alcohdlica. Finalmente se
esterilizo por filtracibn con una membrana estéril de 0.45 uM y se almacené a -4°C

en un frasco Schott ambar estéril.

6.2 Pruebas Fitoquimicas

Para determinar los metabolitos secundarios presentes en cada uno de los extractos
de café, se realizaron diferentes pruebas colorimétricas por duplicado. Para evaluar

la coloracion de cada prueba se utilizaron extractos de referencia.

6.2.1 Prueba para Saponinas

Se pesaron 0.2 g de materia, se agregaron 5 ml de agua destilada a una temperatura
de 90 °C, se agitd vigorosamente durante 1 min. La presencia de saponinas se

considera positiva si esta produce espuma/ burbujas estables.
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6.2.2 Pruebas para Esteroides

Se pesaron 0.2 g de materia, se agregd 1 ml de cloroformo, se agit6é levemente por
unos minutos, después se agreg6 1 ml de anhidrido o &cido acético y por ultimo se
agregaron 3 gotas de acido sulftrico. La presencia de esteroides se considera

positiva si su color cambia a negro y presenta una reaccion exotérmica.
6.2.3 Prueba para Fenoles

Se colocaron 0.2 g de materia vegetal en un tubo de ensayo, se agregaron 2 ml de
metanol y 3 gotas de cloruro férrico (FeCls). La presencia de fenoles es positiva si

su color cambia a azul oscuro, verde o negro.

6.2.4 Prueba para Flavonoides

Se colocaron en un tubo de ensayo 0.2 g de materia vegetal, 2 ml Mg, 2 ml de 4cido
clorhidrico, 1 ml de etanol, 1 ml de anhidrido acético y por altimo se le agregd una
viruta de magnesio para oxidar. La presencia de flavonoides es positiva si la muestra

vira a color rojo o negro.

6.2.5 Pruebas para Antraquinonas

Se pesaron 0.2 g de materia, se agregé 5 ml hidroxido de potasio 0.5 N, se dejé
reposar a bafio maria hasta punto de ebullicién, posteriormente se dejé enfriar y se
agrego 1 ml de perdxido de hidrégeno al 6%, se agitd y se filtrd. Se adiciono 1 ml
de benceno y se agitd; se recuperé la fase del benceno y se agregaron 3 ml de
hidréxido de amonio. La presencia de quinonas se considera positiva si la fase del

benceno cambia a color rojo.
6.2.6 Pruebas para Cumarinas

Se mezclaron 0.2 g de materia con 3 ml de hidréxido de sodio, la mezcla se agitd

levemente por unos minutos y, por ultimo, se agregaron 2 ml de acido clorhidrico.
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La presencia de cumarinas se considera positiva si la muestra empieza a tener una

decoloracion de amatrillo a blanco.
6.2.7 Pruebas para Terpenos

A 0.2 g de materia vegetal se le adicionaron 3 ml de solucion reveladora de terpenos.
La presencia de terpenos se considera positiva cuando tienen un color

fosforescente.
6.2.8 Prueba para Antronas

Se pesaron 0.2 g de materia vegetal y se agregaron 3 ml de hidréxido de sodio. La

presencia de antronas se considera positiva cuando tienen un color amarillo o café.
6.2.9 Prueba para Alcaloides

Se pesaron 0.2 g de materia vegetal y se mezclaron con 3 ml de reactivo de
Dragendoff, colocando una contratapa de papel filtro y se espera que vire de color.
La presencia de alcaloides se considera positiva cuando el papel filtro vira a color

negro.

6.3 Liofilizacion de los extractos

Una vez que se realizaron las pruebas fitoquimicas se sometieron a un proceso de
liofilizaciéon para conservar las cualidades de los extractos, tener un mayor tiempo

de conservacion y para realizar la sintesis de nanoparticulas.

El proceso de liofilizacion se llevé a cabo con una liofilizadora LABCONCO,
FREEZONE DRY SYSTEMS, donde se colocaron tubos falcon estériles con 30 mL
de extracto previamente congelado a -4°C en un periodo de 8 horas y a -80°C en
un periodo de 3 dias, posteriormente se cubren los tubos con papel Parafilm y se
realizan pequefas aberturas, al comenzar el proceso de liofilizacion se espera que

la maquina llegue a -52°C para prender el vacio (se espera que el vacio llegue a un
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rango de -0.016 a -0.022 libras), se dejaron las muestras durante 7 dias y por ultimo

se retiraron y almacenaron los extractos liofilizados a -4°C.

6.4 Sintesis de nanoparticulas

Se realiz6 la sintesis verde de nanoparticulas de oro utilizando el método de
reduccion quimica o método de Turkevich, el cual consiste en la reduccién de iones
de la sal metalica de acido tetracloroaurico (HAuCls4) (imagen 5), en atomos con
valencia cero, mediante el uso de un agente reductor, que en este caso fue el
extracto de café, a través de una reaccion en agua en presencia de calor. El
procedimiento consiste en mezclar 1 ml de &cido tetracloroaurico (HAuCls) al 4 %
en agua desionizada (poner 40 pL de HAuCls en 960 pL de H20), posteriormente
se le agregaron 0.5 ml de esta solucién a 200 ml de agua desionizada, se llevé a
ebulliciébn (aproximadamente entre 97-98 °C) y la solucidon se sometio a agitacion
constante. Se vigil6 que la temperatura de la solucion no se alterara y una vez que
la muestra empez6 a ebullir (94° C) se le agregaron 3 ml de extracto de café al 1%.
La solucién se dejo ebullir por 30 minutos. Durante este tiempo se observaron los
cambios de color en la solucién pasando por incolora hasta llegar a una coloracién
roja o violeta, esto nos indicé que la solucion coloidal de nanoparticulas de oro ha
concluido, se obtuvo un volumen final cercano a 100 ml. Después de que la solucion
se enfrio, se realiz6 un lavado, es decir las nanoparticulas de oro se centrifugaron
a 3500 rpm durante 40 minutos; posteriormente se retird el sobrenadante y las
nanoparticulas se resuspendieron con 1 ml de agua desionizada y se almacenaron
a una temperatura de -4 °C. Es de gran importancia destacar que las particulas
sintetizadas por reduccién con los extractos de café deberdn ser esferas

monodispersas de tamafios menores a 30 nm.
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Imagen 5: Diagrama de sintesis de nanoparticulas de oro con extracto de café por método de

reduccion quimica o método de Turkevich.

6.5 Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé posteriormente a su sintesis y
nos ayudé a obtener informacion de las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas; como tamafio, densidad, concentracién y que grupos funcionales
provenientes del extracto, quedaron conjugados o recubriendo las nanoparticulas.
Se aplicaron dos técnicas espectroscopicas para la caracterizacion: UV-Vis y FTIR

y una técnica de microscopia electrénica de barrido SEM.

6.5.1 Caracterizacién por espectroscopia UV-Vis

Este tipo de caracterizacion nos permite obtener el tamafio, la concentracion y la
densidad de nuestra sintesis de nanoparticulas es decir las cualidades fisicas. Se
utilizo un espectrofotometro UV-Vis, modelo GENESYS 50, de la marca Thermo
Scientific™ (imagen 6) para medir las muestras, para posteriormente procesar los
datos obtenidos con ayuda de los modelos matematicos de Haiss (Haiss et al,
2007), que nos proporcionan un método sencillo para saber el tamafio de particula,

la concentracion y la densidad.
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Imagen 6: Espectrofotdmetro UV-Vis, modelo GENESYS 50, de la marca Thermo
Scientific™:

6.5.1.1 Modelo matematico de Haiss

La primera ecuacion de este modelo utiliza los cocientes de las absorciones maxima
(plasman) y minima del espectro UV-Vis de las AuNPs. Utiliza un minimo local como
punto de referencia para todos los espectros en 450nm (A450) asi como las
propiedades del oro que son constantes Bi= XXX y B2=XXX que nos permiten

calcular el tamafio de particula (d) en una solucion de oro coloidal:

Aspr
d = exp (By’5,c0 — B2)

Ecuacién 1: Modelo matematico de Haiss para obtener el tamafio de particula, donde d=tamafio de
particula, B1 y B2= propiedades del oro, Aspr=Absorbancia del plasmoén, A450=Absorbancia a
450nm

La segunda ecuacion nos permite obtener la densidad (N) de las nanoparticulas a
partir de la primera ecuacion y conocer la concentracion de nanoparticulas presente

en las sintesis:
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A450 x 101*
N —_

d2[-0.295 + 1.36 exp (—(

d— 968
52’

Ecuacion 2: modelo matematico de Haiss para obtener la densidad de las nanoparticulas, donde N=

densidad de nanoparticulas, d= tamafio de nanoparticula, A450= Absorbancia a 450nm y los

ndmeros equivalen a derivados de los parametros del oro.

Una vez realizados los calculos, se analizaron y graficaron los resultados obtenidos
con el programa Origin (Pro) version 6. Estos resultados permitieron visualizar de
una mejor manera si existe alguna variacion o diferencia entre los agentes
reductores (extractos de café), asi como caracterizar y evaluar la uniformidad de las

nanoparticulas obtenidas.

6.5.2 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

Imagen 7: Espectrometro modelo Vertex 70 de la marca Bruker Optics con un sistema de

reflexion total atenuada (ATR)

El andlisis por FTIR nos permiti6 obtener la composicibn quimica de las
nanoparticulas, principalmente para identificar algunos de los grupos funcionales

conjugados a la nanoparticula a partir de una pequefia cantidad (monocapa) de
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muestra, gracias al efecto amplificador de la nanoparticula, que nos permite detectar
en este caso a los extractos que la recubren de forma equiparable al extracto sin
sintetizar para poder atribuir ciertas cualidades propias del extracto y afirmar su

presencia.

Para la caracterizacion de las muestras por FTIR se utilizd un espectrémetro de la
marca Bruker Optics, modelo Vertex 70 con un sistema de reflexion total atenuada
(ATR) en el cual se leyeron las muestras por separado de cada extracto de café
(Juan Valdez y Artesanal) al igual de las nanoparticulas sintetizadas con estos
extractos (AuNPJV y AuNPA), se coloc6 una microgota sobre el cristal ATR y se
esperod a que se secara, se prosiguio a leer el espectro para posteriormente extraer

todos los datos y analizarlos con el programa Origin (Pro) version 6.

6.5.3 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido (SEM)

Se seleccionaron las muestras de nanoparticulas con espectro de absorcion UV-Vis
mAas simétrico, los cual nos garantiza la homogeneidad de las nanoparticulas, y
posteriormente se inmovilizo una gota de este coloide en sustrato de silicio
monocristalino, dejandose secar para ser analizadas en el microscopio electrénico

de barrido (SEM) del Cinvestav-Querétaro.
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7. Resultados

7.1 Extractos

Se elaboraron los extractos acuosos de café colombiano organico Juan Valdez y
café colombiano organico artesanal y se corroboré que no tuvieran presencia de

bacterias y se almacenaron en frascos ambar a temperatura de 4°C.

Imagen 8: Extracto de café JV en rotavapor

7.2 Pruebas Fitoquimicas

Se realizaron las pruebas fitoquimicas y todos los resultados se recopilaron en la
siguiente tabla (2) donde se puede apreciar de forma cualitativa siendo a mayor
ndmero de (+) la intensidad en la coloracion o la reaccion indicandonos la presencia
en cada prueba fitoquimica. También se puede observar que ambos cafés no
presentaron actividad en antraquinonas y terpenos lo cual no significa la ausencia
parcial de los metabolitos, también puede interpretarse como una baja cantidad de
estos mismos. Mientras que, para los demas metabolitos como alcaloides, antronas,
cumarinas, esteroides, fenoles, saponinas y flavonoides se observa la presencia o
actividad de estos en las muestras vegetales de café y se puede apreciar la
presencia de los tres grupos de metabolitos: fenoles (fenoles, antronas, flavonoides
y cumarinas), terpenoides (esteroides y saponinas) y alcaloides.
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Tabla 3: Pruebas fitoquimicas realizadas en 2 variedades de café (JVy A)

Café Jv

Alcaloides +++ +++
Antraquinonas - -
Antronas +++ +++
Cumarinas ++ +
Esteroides +++ +++
Fenoles ++ A5
Flavonoides +++ +++
Saponinas - +
Terpenos - -

Alta presencia: +++, presencia mediana: ++, baja presencia: + y sin presencia: -

7.3 pH

Se midi6 el pH a los extractos previamente elaborados con las dos variedades de
café, la medicion se realizd con tiras reactivas de pH y con un potencibmetro. Se
puede observar en la tabla 3 que los extractos de café tuvieron un pH acido de 5y
para potenciometro ligeramente mas acido para el extracto de café JV (Juan Valdez)
con un pH de 4.9, el extracto de café artesanal no tuvo variaciones en ambas

mediciones.

Tabla 4: pH de extractos de café

Café JV 5 49
Café A 5 5
Tiras Potenciémetro

7.4 Extractos liofilizados

Los extractos obtenidos llevaron un proceso de liofilizacion, no solo para conservar
por mayor tiempo las cualidades del extracto y su forma de almacenamiento,
también porque para la técnica de sintesis de nanoparticulas se requiere una

concentracion especifica. Al momento de liofilizar (imagen 9), su rendimiento fue
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para 90 mL de extracto se obtuvo 2.4 gr de peso seco de extracto liofilizado de café

(cualquier variedad usada).

Imagen 9: Liofilizacion de extractos de café Ay JV.

7.5 Sintesis de nanoparticulas

Imagen 10: Sintesis de AuNP de oro sintetizadas con extracto de café Juan Valdez

(izquierda) y Artesanal (derecha) al 1%.

Se realiz6 la sintesis de nanoparticulas de oro mediante el método de reduccién
guimica, utilizando como agentes reductores a los extractos de café liofilizados por
separado (Juan Valdéz y Artesanal respectivamente), vigilando que las diferentes
variables de temperatura, agitacion y tiempo fueran uniformes para cada sintesis

gue se llevo a cabo.
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Se realizaron un total de veinte sintesis, diez para cada variedad de café JV y A,
durante cada sintesis se observo que al agregar el agente reductor (extracto JV) y
(extracto A) respectivamente, fue casi instantaneo en un lapso no mayor a un minuto
el cambio de coloracion de la solucion coloidal, la cual present6 una coloracion vino
(JV) y guinda (A), (imagen 10). Este tipo de sintesis con extracto de café posee
cierta similitud con la sintesis estandar utilizando citrato de sodio como agente
reductor. Lo que indica que el extracto de café también es una buena opcién como
agente reductor para sintetizar nanoparticulas. Posteriormente se realiz6 el lavado

de las nanoparticulas y su preparacién para realizar la caracterizacion (imagen 11).

Imagen 11: AUNPJV despues de centrifugarse y retirar el sobrenadante (izquierda), a la derecha se

observan ya almacenadas en tubos eppendorf.

7.6 Caracterizacion de las AUNPJV y AuNPA

La caracterizacion se realiz6 con dos técnicas de espectroscopia y una de
microscopia para determinar el tamafio, concentracion, densidad y composicion del
extracto y el conjugado de las AuNP, lo que permitié hacer una evaluacién de las
nanoparticulas obtenidas y la eficiencia del extracto como agente reductor, ademas
de corroborar si se encuentra presente el extracto recubriendo las nanoparticulas y

los grupos funcionales que lo conforman.
7.6.1 Caracterizaciéon por espectroscopia UV-Vis

Los datos obtenidos mediante espectroscopia de UV-Vis fueron analizados con el

programa Origin (Pro)6, el cual nos permiti6 obtener y analizar los siguientes
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espectros UV-Vis. En la figura 1 se observa el espectro resultante de la sintesis de
AuNP’s con café artesanal donde diversas sintesis producen espectros similares,
lo cual indica la reproducibilidad de la técnica. En esta figura se pueden observar
tres caracteristicas, la intensidad: la cual se asocia a la densidad de nanoparticulas,
longitud de onda: asociada al tamafio de la particula, tomando como indicativo al
pico que se encuentra en 540 nm y por ultimo el ancho medio: asociado a la

uniformidad del tamafio de las particulas 0 monodispersidad.

4.0

1 Artesanal
3.5

3.0 1

2.5+
2.0 H

1.5+

Absorbancia

1.0

0.5+

0.0 T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 1: Espectros UV-Vis de AUNPA’s.

En la figura 2, se muestra el espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro sintetizadas
con café JV como reductor, donde son observadas algunas diferencias entre las
sintesis realizadas, principalmente en la intensidad, longitud de onda del maximo de
absorcion (plasmoén) y ancho medio espectral. En algunos casos la densidad de
particulas es mayor que en otros, las diferencias entre la posicion de los maximos
indica diferente tamafio promedio de particula, y finalmente el ancho medio: nos
indica que hay polidispersidad (varios tamafios de nanoparticulas) debido al ancho

del pico de los espectros y su posicion.
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Figura 2: Espectros UV-Vis de AUNPJV's.

Los datos obtenidos de las sintesis de nanoparticulas con ayuda del
espectrofotometro UV-Vis se procesaron y analizaron con ayuda del programa
Origin (Pro) versién 6, posteriormente con este programa se recopilaron en la tabla
4, para calcular el tamafio y densidad de particula con ayuda del modelo matematico

de Haiss. Todos estos datos se graficaron para una mejor interpretacion.

Para las variables del modelo matematico de Haiss las absorbancias: Aspr y A450
de la tabla 3, se tomaron directamente de cada espectro obtenido con el programa
Origin (Pro) 6 y, con los datos de la tabla se realizaron dos graficas (figura 3 y 4)
gue nos permiten saber el tamafio promedio de particula (d) y la densidad de

nanoparticulas (N).
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Tabla 5: Tamafio y densidad de particula con el modelo de Haiss

i Absorbancia (d1-96.8)
Cﬁ&;‘:ﬁ B 1 mama | Ad50 | B1 | B2 =" |
(Aspr)

aunpjv2 1.9025503 [1.170215] 3 22 14.54775575 -1.05181898  [1.10632317 357075E+12
aunpiv3 2.838909691.793987 3 2.2 12.77353286 -1.074507252 115456584 8.22587E+12
aunpiv4 23569256 | 147672 3 22 13.30532685 -1.067706818  |1.13999785 5.96018E+12
aunpivs 298363 191283 3 22 11.93405999 -1.0852422 117775063 1.08452E+13
aunpive 2.983036971.916823) 3 22 11.80734023 -1.086862657 |1.18127043 1.12350E+13
aunpiv7 2.804515681.772695| 3 22 12.75838717 -1.074700931  [1.15498209 8.15844E+12
aunpjv8 3.3662845122113%4 3 22 10.66252688 1101502214 [1.21330713 1.78109E+13
aunpjvi0 3.32697707| 21646 | 3 22 11.1449 -1.09533376  [1.19975604 1.51905E+13
aunpv11 34749649 357277 3 22 9.229748028 -1.119824194 125400623 2.97258E+13
aunpjv12 3.50877398 2440805 3 22 8.270076669 -1.132096206  [1.28164182 4.32519E+13
aunpal 342805335(223504| 3 22 11.03786398 -1.096702507  |1.20275639 1.61634E+13
aunpa2 300397754 1.942677| 3 22 11.46072176 -1.091295118  |1.19092503 1.24962E+13
aunpa3 321396818 [2.013687| 3 22 13.30557813 -1.067703604  [1.13999099 8.12695E+12
aunpa4 268464 1180835 3 22 0.523282567 1116070555 |1.24561348 2.06926E+13
aunpas 3.05252691(1.880323| 3 22 14.44310511 -1.053157224  [1.10914014 5.86895E+12
aunpab 3ATTIT452.027726) 3 22 12.18875096 -1.081985282  |1.17069215 1.07634E+13
aunpa’ 3.33670561[2.112282| 3 22 12.66706543 -1.075868729  |1.15749352 9.94204E+12
aunpa8 2.873278411.704319] 3 22 17.42040453 -1.015084341  [1.03039622 2.9506E+12
aunpad 319214613 1.960671| 3 22 14.64745409 -1.050544065 [1.10364283 5.85589E+12
aunpa10  [3.30755853[2.102657| 3 22 12.41758147 -1.07905906  |1.16436846 1.05313E+13

*B1y B2 son propiedades el oro

En las siguientes figuras (3 y 4), se puede observar que a mayor tamafio de
nanoparticula menor es la densidad de particulas (particulas por mL), es decir
particulas grandes implican una dispersion coloidal con baja densidad y a particulas
mas pequefias hay mayor densidad o cantidad de nanoparticulas por mL, por lo
tanto, para las nanoparticulas sintetizas con extracto de café artesanal, su tamafio
de nanoparticulas estd en un intervalo de 9.5 nm a 17.5 nm, su produccién de
nanoparticulas mas alta que corresponde para el tamafio de nanoparticula de 9.5
nm es de 2.10E+013 particulas/mL. Mientras que en la figura 4 se observa que
utilizando café JV como reductor, se genera un tamafio de particula en un rango de
8.4nm a 14.5nm y una produccion para su tamafo de particula menor en 8.4nm de
4.5E+013 particulas/mL, por lo cual a pesar de presentar polidispersidad, podemos
decir que hay un tamafio de particula dominante que son las de interés.
Comparando ambas figuras podemos observar que las sintesis de café JV tienen

un menor tamafio de particula siendo su rango mas reducido que las sintesis de
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café Ay que las sintesis con café JV tienen el doble de produccién de nanoparticulas

que las sintetizadas con café A; esta doble produccion puede deberse a grupos

funcionales presentes o en mayor cantidad en el café JV.

Densidad de particula (part/mL)

2.20E+013 S

2.00E+013

1.80E+013

1.60E+013

1.40E+013

1.20E+013 +

1.00E+013

8.00E+012 +

6.00E+012

4.00E+012 +

2.00E+012

Artesanal

0.00E+000

T
10

T T T T T T
11 12 13 14 15 16

Tamaro de particula (nm)

T T
17 18

Figura 3: Dependencia funcional de la densidad de AUNPAS, con el tamafio de particula.

Densidad de particula (part/mL)

5.00E+013

4.00E+013

3.00E+013 -

2.00E+013 H

1.00E+013

0.00E+000

Juan Valdez I

7

9 10 11 12 13

Tamafo de particula (nm)

14 15 16

Figura 4: Dependencia funcional de la densidad de AUNPJVs, con el tamafio de particula.
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Absorbancia

7.6.2 Caracterizaciéon por espectroscopia FTIR

Los datos que se obtuvieron en el espectrémetro de FTIR, fueron procesados con
el programa Origin (Pro) 6, donde se graficaron los espectros obtenidos de cada
sintesis y de cada extracto, para comparar no solo la presencia de grupos
funcionales en cada uno, si no para observar que grupos o que partes de nuestro
extracto se encuentran recubriendo o conjugados a las nanoparticulas los cuales se
sefalaron dentro de cada espectro FTIR. Cabe resaltar que para algunos picos hay
uno o mas grupos funcionales que coinciden por lo cual se consideré el que tuviera
mayor reporte bibliografico. También se graficaron los espectros de las sintesis de
nanoparticulas con un su respectivo extracto de café, para poder comparar entre
ellos y posteriormente se realizaron comparaciones entre las mismas sintesis y los

mismos extractos con el fin de poder observar las diferencias y similitudes entre

c=0
— AuNP JV ?;331 1649
1| —— Extracto JV c=C
1546 c=C

0.30 N CH3 C-H

OH 2929 1242 C-0O-C
1 3264 CH2 1078
2862

0.24 1

ellos.
0.36

0.18

0.12

0.06

0.00 ; ,
4000 3000

T T
2000 1000

Numero de onda (cm'1)

Figura 5: Espectro FTIR de AuNPJV y del extracto de café JV, resaltando los grupos funcionales

mas importantes.
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En la figura 5 se observa el espectro FTIR resultante de la sintesis de AuUNP’s con
el extracto de café JV, donde se resaltan los picos mas importantes que indican la
presencia de grupos funcionales conjugados a la superficie de la nanoparticula
(linea negra), algunos de estos picos a su vez coinciden con el espectro del extracto
de café JV que se encuentra en color rojo. Los picos que se encuentran en los
numeros de banda: 1242 y 1417cm, coinciden con la huella digital (fingerprint) para
acidos clorogénicos (Keijok et al, 2019), mientras que los picos con numero de
banda en: 1649 y 1701cm™, coinciden con el fingerprint para cafeina (Keijok et al,
2019). Por lo tanto, se corrobora que el extracto no solo sirvié de agente reductor,
sino que también estabiliza y se encuentra adherido a la hanoparticula, ademas de

la presencia de dos compuestos importantes: la cafeina y los acidos clorogénicos.

0.7

i —— AuNP Artesanal ﬁ'oﬂ'é:
0.6 — Extracto Artesanal 1338

Absorbancia

0.0 L I L I L I L]
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm'1)

Figura 6: Espectro FTIR de AuNPA y del extracto de café A, resaltando los grupos funcionales mas

importantes.
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En la figura 6, se muestra el espectro FTIR correspondiente al extracto de café
artesanal (linea roja) y la sintesis de AuNPA (linea negra). Se puede observar al
igual que en el caso anterior, el niumero de banda de los picos detectados tienen
cierta cercania con los numeros de banda del extracto. Al igual que el espectro
anterior se encuentran picos que coinciden con los reportados para cafeina (1650-
1700cm?) y para acidos clorogénicos (1150-1400 cm?). Los nimeros de banda que
se encuentran en 1728 y 1656 cm™ pertenecen a la cafeina, mientras que los
nimeros de banda centrados en 1417, 1338 y 1217 cm™ pertenecen a &cidos
clorogénicos. También se observa la presencia de agua ligada alrededor de 3257
cm? y algunos autores coinciden en que las bandas en 2933 y 2887 cm™ también
pertenecen a la cafeina. Por lo tanto, también se afirma la presencia de cafeina y
acidos clorogénicos provenientes del extracto los cuales se encuentran recubriendo

a la nanoparticula.

0.32 c-0-c
Extracto JV B ?;% 1088
| Extracto Artesanal (1:5_3(:7—” %21
C-H
1263
0.24 -
8
o
c
@ 0.16
2
o}
)
o]
<
0.08 —
0.00 y T y T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm'1)

Figura 7: Espectro FTIR de extracto JV y A, resaltando los grupos funcionales importantes.
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En la figura 7, se hizo la comparacién entre los espectros de ambos extractos de
café (JV: linea azul y A: linea roja), donde se observa que las bandas de absorcion
coinciden en su mayoria, también se observa que el extracto artesanal tiene algunas
bandas con mayor nitidez, lo cual puede deberse a que tiene una menor variedad
de compuestos afines, mientras que JV tiene una mayor variedad de compuestos
por lo cual algunas de sus bandas no son tan nitidas. El espectro FTIR reportado
para cafeina coincide para las bandas 2922, 2854, 1647 y 1700 cm™, mientras que
el reportado para acidos clorogénicos coincide con las bandas en 1263, 1377 cm™?;
otros autores han reportado que para acidos clorogénicos también coinciden con

los nimeros de banda en 1068 y 1031 cm™.

AUNP Artesanal c-0-C
0.6 -
AuNP JV 1TB

| CH
05 @ 1338

Absorbancia

0.0 1 l 1 I L] I L] l L) I 1 I L] I
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NUmero de onda (cm'1)

Figura 8: Espectro FTIR de AuNPA y AuNPJV, resaltando los grupos funcionales méas importantes.
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En la figura 8, se muestra la comparacion de espectros entre ambas sintesis de
nanoparticulas AuNPA (linearoja) y AUNPJV (linea azul), en los cuales se observan
diferencias en los picos ubicados en 1728 cm,1656,1217, 1016 y 929 cm-%, algunos
son mas pronunciados como el pico 1016 cm™ en café artesanal o los picos de 1728
y 1656 cm™ en café JV. Ademas, ambas sintesis presentan una fuerte definicion en
sus picos, al igual que se observan mas picos en la region de 1750 a 1000 cm* en
AuNPJV vy para AuNPA hay mayor expresion de picos en la region de 1500 a 750
cm™ lo cual indica que en ambas sintesis se conjugaron grupos funcionales de los
respectivos extractos pero en diferente cantidad, excepto por los picos que se
encuentran en la zona de 1750 a 1250 cm™ que corresponden a la cafeina en
AuNPJV, los cuales podrian ser los responsables de la doble produccién de
nanoparticulas durante la sintesis, que a comparacion de AUNPA no se encuentran

presentes o con esa intensidad.

La Tabla (4) muestra el nUmero de banda, modo de vibracion y su referencia de los
picos FTIR observados en los extractos, AUNPA y AuNPJV. Se ordenaron los
nameros de banda que corresponden para los extractos y las sintesis de
nanoparticulas, si habia ausencia o presencia de estas bandas en las sintesis y que

tanto se recorria, asi como el desplazamiento de la posicion “original” del extracto.

Posteriormente se realiz6 una busqueda bibliografica para localizar los grupos
funcionales y el compuesto a los cuales pertenece cada banda, asi como su modo
de vibracién de cada grupo, con el fin de poder detectar mas facil las diferencias

entre cada sintesis y poder hacer una interpretacion de cada espectro.

Como se observa en la tabla 4 los extractos presentaron un total de 15 bandas o
picos que se presentaron en los extractos, para la sintesis AUNPJV se observa que
hay solo 13 picos y finalmente para la sintesis de AUNPA hay 14 picos, por lo cual

ambos extractos se estan conjugando a la superficie de la nanoparticula de oro.
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Tabla 6: Namero de banday grupos funcionales del extracto y AUNP (A'y JV) en FTIR.

NUmero
de
banda
extracto
(cm™)

Ndmero
de
banda
AuNPJIV
(cm?)

Numero
de
banda
AuNPA
(cm™)

Grupo
funcional

Compuesto

Modo de
vibracion

Referencia

3265

3264

3257

OH

Agua

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

2922

2929

2933

C-H

Cafeina

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

Dhan et al, 2016.
Paradkar et al, 2002.

2854

2862

2887

C-H

Cafeina

Asymetric
Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

Dhan et al, 2016.
Paradkar et al, 2002.

2100

2117

2113

CHO

Carbohidratos/Acidos
clorogénicos/
Proteinas

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

1700

1701

1728

Cafeina/ Aldehidos/
Quetonas/
Compuestos
aromaticos

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Keijok et al,
2019. Paradkar et al,
2002.

1647

1649

1656

Cafeina

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Dhan et al,
2016. Paradkar et
al, 2002.

1587

1546

Cafeina

Stretching

Keijok et al, 2019.
Dhan et al, 2016.
Paradkar et al, 2002.

1377

1417

1417

Acidos clorogénicos

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Keijok et
al, 2019. Dhan et al,
2016. Paradkar et al,
2002.

1263

1242

1338

Acidos clorogénicos/
Sacarosa

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Keijok et
al, 2019. Dhan et al,
2016. Paradkar et
al, 2002.

1215

1217

Acidos clorogénicos

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Paradkar et
al, 2002.

1118

1124

1124

Acidos clorogénicos/
Arabinogalactanos

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021. Keijok et
al, 2019. Dhan et al,
2016. Paradkar et
al, 2002.

1068

1078

1016

C-0-C

Acidos clorogénicos

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

1031

929

C-O/
C=0

Arabinogalactanos

Stretching

Paradkar et al, 2002.
Dhan et al, 2016.
Barrios-Rodriguez et
al, 2021.

813

806

817

C-H

Stretching

Keijok et al, 2019.
Dhan et al, 2016.

763

748

779

CHO/
C-X

Stretching

Barrios-Rodriguez et
al, 2021.
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Dentro de los principales grupos funcionales que se encontraron en el espectro FTIR
de ambos extractos y sus respectivas AUNPs se encuentran la cafeina y acidos
clorogénicos. También se encontrd la presencia de agua ligada, de proteinas y
carbohidratos como la sacarosa y los arabinogalactanos que son macromoléculas

presentes en la mayoria de las plantas.

Todos estos grupos funcionales presentes en los extractos y en las sintesis de
nanoparticulas corresponden a modos vibracionales stretching o de extension, esto
quiere decir que son lineales o que los atomos estan unidos por enlaces simples,
dobles o triples se acerca y alejan siguiendo la misma linealidad o direccién, dentro
de este modo de vibracion hay dos subgrupos de vibracién de tension simétrica y
asimétrica, como se observa en la tabla 4 todos los grupos funcionales son

simétricos excepto uno en el niumero de banda 2854 cm™.

También se observa que los picos en: 763, 1031, 1215, 1263, 1377 y 1587 cm™,
tienen mas de un grupo funcional reportado por diferentes autores, lo cual sugiere
gue si bien pertenecen al mismo compuesto descrito, puede surgir la variacion de
los grupos por los enlaces que se cancelan o se crean durante la sintesis o que
esos grupos funcionales vibran de forma parecida, por lo cual son cercanos, también
la presencia de compuestos en cada extracto de café puede variar, ademas de que
para poder separar y distinguir cada grupo deberia llevarse a cabo un proceso de
separaciéon mas fino, que nos permita analizar individualmente cada grupo y los

compuestos que contiene cada extracto.

7.6.3 Caracterizaciéon por Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las micrografias obtenidas de las muestras de nanoparticulas (AuNPJV y AuNPA)
gue se analizaron por SEM se realizaron con 3 escalas de amplificacion (x50000,
x100000 y x150000) como se observa en las imagenes (12, 13 y 14), donde se
aprecia que las nanoparticulas de oro sintetizadas con las dos variedades de café

tienen tamafos similares (monodispersidad) y son esféricas.
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A..,' -
100nm LIDTRA 10/20/2021 —_— 100nm LIDTRA 10/20/2021
X 50,000 1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.5mm 12:04:12 X 50,000 1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.5mm 12:43:45

.

— 100nm LIDTRA 10/20/2021 —
X 100,000 1.00kv SEI GB_HIGH WD 4.5mm 12:06:23 X 100,000 1.00kV SEI

L

e — 100nm LIDTRA 10/20/2021 100nm LIDTRA 10/20/2021
X 150,000 1.00xV SEI GB_HIGH WD 4.5mm 12:15:38 150,000 1.00kxV SEI GB_HIGH WD 4.5mm 12:48:37

Imagen 14: Micrografias SEM, 1. AUNPJV y 2: AuNPA, aumento x150000.
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8. Discusion

Dentro de los resultados anteriormente mencionados hay algunas discrepancias
con otros autores, para comenzar durante la sintesis de nanoparticulas se utilizo el
extracto vegetal de café como agente reductor para reemplazar el uso convencional
del citrato de sodio. De acuerdo con varios autores como Keijok et al, 2019; realizar
sintesis de nanoparticulas de oro con extracto de café (grano) es mejor no solo para
el medio ambiente sino también la calidad de las particulas producidas es mayor,
ademas de que pueden tener multiples aplicaciones, mientras otros autores utilizan
la pulpa del café como Duangjai et al, 2016 y Bonilla-Nepomuceno et al, 2021;
afirman que hay mayor presencia de metabolitos en la pulpa; Bogireddy et al, 2017;
utilizan el café verde sin tostar cuyos resultados se asemejan con nuestras sintesis
de café JV y se observa que el pH de sus extractos fue de 6.7, mientras que para
nuestros extractos el pH fue de 5, es decir nuestros extractos fueron mas acidos

que los del autor.

Duangjai et al, 2016; también reportan un alto contenido de compuestos fendlicos y
alcalinos en los extractos de café, al igual que nuestros resultados de las pruebas
fitoquimicas obtenidas pues se observa la alta presencia de alcaloides y fenoles,
dicha presencia se ve reflejada en los espectros de FTIR de ambos extractos y
sintesis pues la cafeina es un metabolito alcaloide y los acidos clorogénicos son

metabolitos fendlicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante espectrofotometria UV-Vis, se
pudo observar la monodispersidad de acuerdo con el ancho medio de la banda del
plasmoén, asi como la relacién entre las diferentes sintesis que se llevaron a cabo
tamafo/concentracion. Las realizadas con extracto de café artesanal, compiten con
el método tradicional utilizando citrato de sodio como en el estudio que llevo a cabo
por Dong et al, 2019; en el cual manipularon diferentes variables para observar el
tamafio maximo y minimo de nanoparticulas obtenidas las cuales van de 15 nm a
30 nm. Sin embargo, este autor ha reportado la posibilidad de un tamafio maximo
con citrato de sodio de 50 nm, mientras que las sintesis obtenidas con extracto de

café Juan Valdez se encuentran en un rango de 8.4 a 14.5 nmy las de café artesanal
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en un rango de 9.5 a 17.5 nm, en ambas sintesis el tamafio de particula es
relativamente menor al ya reportado. Estas diferencias podrian deberse a la
cantidad de metabolitos presentes en cada café, mientras que la variacion de
tamafio entre las sintesis con café Ay JV, puede deberse a este mismo fenbmeno
gue se observa en los espectros de FTIR que muestran los grupos funcionales

presentes en cada extracto.

Para los resultados de espectros FTIR se observaron las siguientes bandas o picos
de absorcion en los extractos de café en 3265, 2922, 2854, 2100, 1700, 1647, 1587,
1377, 1263, 1215, 1155, 1068, 1031, 813 y 763 cm™, las cuales coinciden para la
mayoria de los espectros FTIR de distintos autores como Liang et al, 2016. Sin
embargo, para la clasificacién de los grupos funcionales y los compuestos a los que
pertenecen varian segun cada autor. Las bandas que coinciden en posicion y grupo
funcional con los espectros de otros autores son: 3265 cm (OH), que es una banda
encontrada en todos los extractos acuosos y compuestos vegetales, las bandas de
2854 y 2922 cm? (C-H) se ha reportado por algunos autores como Barrios-
Rodriguez et al, 2021; que estas bandas pertenecen a la cafeina, mientras que otros
solo hacen mencion del grupo funcional y el numero donde se encuentra cada
banda. Para la banda en 2100 cm™* (CHO), no se encuentra presente en ningln otro
espectro de cafeina o extracto perteneciente a la cafeina, solo Barrios-Rodriguez et
al, 2021; coinciden en su espectro con una banda en 2113 cm, en la cual
mencionan que puede pertenecer a varios grupos como carbohidratos, proteinas y

acidos clorogénicos.

Posteriormente en las siguientes bandas del extracto en 1700 y 1647 cm?, las
cuales si aparecen en todos los espectros revisados de otros autores corresponde
el grupo C=0, pero hay una controversia entre a que compuesto pertenece, segun
los nimeros de banda para cafeina son las bandas de 1600 a 1700 cm?,
informacion con la que coinciden Barrios-Rodriguez et al, 2021; Paradkar et al, 2002
y Keijok et al, 2019. Aunque Dhand et al, 2016; mencionan que las bandas
equivalentes a 1550-1750 cmt, también pertenecen a la cafeina debido a que los

espectros suelen tener ligeros desplazamientos segun diversos parametros.
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Mientras que para las bandas de 1400 a 1150 cm, es el fingerprint para
corresponder a acidos clorogénicos. Sin embargo, autores como Barrios-Rodriguez
et al, 2021; Paradkar et al, 2002; Keijok et al, 2019 y Dhand et al, 2016; sugieren
que las bandas pertenecientes de 1150 a 1000 cm, también pertenecen a Acidos
clorogénicos. Y algunas bandas especificas como 1031y 1118 cm™, pertenecen a
arabinogalactanos segun reportan Barrios-Rodriguez et al, 2021 y Dhand et al,
2016; la banda en 1263 cm™! también se ha reportado como sacarosa por Barrios-
Rodriguez et al, 2021.

Dentro de los grupos funcionales hay ciertas discrepancias en su clasificacion para
la banda en 1587 cm™, pues Dhan et al, 2016; entre otros autores la ubican como
un grupo C=C, pero Paradkar et al, 2002; como C=N, la siguiente banda en 1377
cm! esta reconocida como un grupo C=C, pero Dhan et al, 2016; mencionan que el
grupo correcto es COO-, motivo por lo cual se trata de dar relevancia al nimero de

autores que coinciden con un grupo Yy que tan reciente es la informacion.

Para la banda en 1031cm™ Rivera et al, 2013; documentaron diferentes grupos
funcionales como en las bandas de 1030 a 1060cm™, donde ellos indican un grupo
C-O-C y otros autores como Paradkar et al, 2002; clasifican esa banda con el grupo
C-O, mientras que Dhand et al, 2016; dicen que es un grupo C=0, ademas segun
la literatura todos los picos poseen cierto error, y cada grupo puede aparecer ciertas
veces en diferentes zonas segun el compuesto o la muestra que se esté midiendo
en el espectro, ademas de que algunas se hacen mas evidentes que otras segun el
ndamero de compuestos que compartan ese grupo. Ya que a mayor namero de
compuestos es menor la nitidez de las bandas y proporcionalmente al revés, a

menor nimero de compuestos es mayor la nitidez de cada espectro.

Pujol et al, 2013; trabajaron con desechos de café y realizaron un analisis FTIR
donde al igual que nosotros sefialan la presencia de agua ligada en 3400 cm™,
mientras que nosotros la encontramos en 3265 cm, posteriormente sefialan que
las bandas en 2925 y 2855 cm™ C-H pertenecen a la cafeina y que la banda en 1742
cm?es un C=0 al igual que Rivera et al, 2013.
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Lyman et al, 2003 y Wang et al, 2012; resaltan el fingerprint de cafeina y acidos
clorogénicos en general para las regiones de 1300 a 1150c my 1650 a 1600 cm-
1, pero explican que hay una amplia variedad de compuestos dentro del extracto de
café que puede hacer que este rango reportado sea mas ancho ademas de que
presentan en su espectro 2 bandas extras a las que nos aparecen en nuestro
espectro y en los de otros autores, este espectro es mas completo para esa zona
pues menciona por rango diferentes grupos y compuestos propios del café como:
acidos aromaticos, acidos alifaticos, quetonas, aldehidos, esteres alifaticos,
lactonas, entre otros lo cual brinda mas claridad para el momento de identificar

ciertos compuestos en las diferentes bandas.

Barcelo et al, 2015; hizo un andlisis de FTIR para la pulpa de café en el cual, registra
bandas en el mismo rango que las de nuestro espectro, pero para las bandas de
absorcion FTIR con nimeros de banda en 1043, 719, 1238 y 1458cm, los grupos
gue menciona son completamente diferentes a los que se han reportado por otros
autores, incluso el modo de vibracion es diferente, esto puede deberse a que se
utilizoé la pulpa del café y puede haber diferentes compuestos que modifiquen estos

grupos, pero dificulta la clasificacidén correcta de estos grupos.

Las micrografias obtenidas de las muestras de nanoparticulas (AUNPJV y AuNPA)
que se analizaron por SEM, muestran nanoparticulas esféricas y monodispersas,
mientras que las nanoparticulas de oro obtenidas por Zeiri et al, 2014; no tienen una
forma definida y son polidispersas, lo cual puede deberse a los compuestos

presentes en los extractos de Salvia officianalis y Punica granatum.

Yu et al, 2016; sintetizaron nanoparticulas de oro con extracto de Citrus maxima,
las caracterizaron por medio de microscopia TEM, donde se aprecian
nanoparticulas de tamafo de 25 a 10 nm, de forma esférica y tubular, y son
polidispersas. Keijok et al, 2019; también utilizaron microscopia TEM para sus
nanoparticulas de oro con las cuales utilizaron también extracto de café (Coffea
arabica) a una escala de x100000, donde se aprecia que las nanoparticulas tienen

forma esférica-triangular, un tamafo de 14 nm y son monodispersas, las diferencias
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en la forma pueden deberse a varios factores durante la sintesis como el porcentaje

y la cantidad de extracto, el tiempo de sintesis, entre otros.

Song et al, 2009; sintetizaron nanoparticulas de oro a partir de dos extractos
vegetales (Magnolia Kobus y Diopyros kaki), en las micrografias SEM que tomaron,
se observa que las nanoparticulas tienen diversas morfologias: triangulares,
bastones, hexagonales y que son polidispersas, al igual que con Izadiyan et al, 2018
que utilizaron extracto de Junglans regia y Sheny et al, 2012; que usaron extracto
de Anacardium occidentale, ambos autores utilizaron microscopia TEM, aunque son
diferentes técnicas se observan diversas morfologias y polidispersidad de las

nanoparticulas.
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9. Conclusiones

El extracto de café artesanal y el extracto de café Juan Valdez mostraron ser Utiles
para sintetizar nanoparticulas de oro. Las caracteristicas de estas nanoparticulas
compiten en tamafio, concentracion y estabilidad con las sintesis de nanoparticulas

de oro que utilizan citrato de sodio como agente reductor.

Las nanoparticulas sintetizadas con extracto de café artesanal resultaron ser
monodispersas y de un tamafo de particula de 15 a 30 nm a comparacion de las
nanoparticulas sintetizadas con café Juan Valdez que fueron polidispersas y su

tamafo de particula fue de 20 a 50 nm.

Con el extracto de café Juan Valdez se logré obtener el doble de produccién de
nanoparticulas sintetizadas a comparacion con las nanoparticulas sintetizadas con
extracto de café Artesanal, esto podria deberse a una mayor disponibilidad de
compuestos que participan en el proceso de reduccidén quimica en el extracto del
café Juan Valdez.

Las nanoparticulas sintetizadas con ambos extractos de café (A y JV) son estables
y tienen conjugado compuestos del extracto en su superficie, es decir estan
recubiertas por metabolitos secundarios, principalmente compuestos fendlicos y

alcalinos (acidos clorogénicos y cafeina).

Las caracteristicas de cada extracto son Unicas, mostrando diferencias en la

cantidad o la presencia de grupos funcionales conjugados a la nanoparticula.
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