Instituto de Ciencias
Centro de Investigaciones en Dispositivos Semiconductores
Posgrado en Dispositivos Semiconductores

“Estudio de compositos de celulosa bacteriana asistida por Nanoparticulas de oro”

Presenta:
Natanael Victoriano Huerta # Matricula 219570201
Dirigida por:

Dr. Salvador Alcantara Iniesta
Director

Dra. Blanca Susana Soto Cruz
Co director

Dr. Marlon Rojas Lépez
Co Director Externo

Generacion
2019 — 2022

©BUAP, Diciembre 2024.
Todos los derechos reservados.

Beca CONACYT # 625256



Tabla de contenido

Contenido
Tabla 08 CONTENIAOD ...ttt bt b e 1
RESUIMBN ... b bbb e bbb e b e s e b e e b e e bbb e e e b nr e 4
(@F 1o 1 (1] o 00 USSR 6
oL (e o [N ToTod o] o OSSO RT RSO PRPR PSRN 6
I N 111 o Tox o OO OO SRTRR 10
1.2 ODBJELIVO GENEIAL ......eviieieieee ettt sttt e e e et e e se e s te e te e e e ereesreeneeareenreens 10
1.3 ODJEtiVOS PATICUIAIES.........eeiieeieie ettt et ae e et e e be e e e sreesreeseeeneenneens 11
(O Vo1 (1] [0 I 1Y o (oo I =To] T OSSOSO PP RRPR PRI 12
2.1 CelUlOSA DACTEITANG ... .ccveeeeeeeie ettt bbbt bbbt n s 12
2.1.1 MetaboliSmO DACEITANO .........cviiiiieiei et 15
2.1.2 CFISEAIINIAAU ...t bbbkttt nes 23
2.1.3 Espectroscopia FTIR de la celulosa bacteriana.............cccceoeveiiiiniiiniceee e 24
2.2 NANOPAITICUIAS G OF0 ......veuiiiieeeeie ettt b et b e b et ne et e nee e ere e 27
2.2.1 MEt0d0S d& ODLENCION ... ettt 28
2.2.2 Mecanismo de sintesis de nanoparticulas (AuNPs) de oro coloidales por reduccion................ 30
2.2.3 NUCIBACION ...ttt bbbt b ettt b e bbbttt e s 32
2.2.4 Teoria de NUCIEACION 08 LAMET ......c.ooiiieiiieiece et 32



2.2.5 Sintesis Verde de nanoparticulas de 0ro (AUNDP’S) ..cccuviiiiiiiiiiniiiiniiie e 34

Capitulo 3. Desarrollo EXPerimental ...........cccooiiiiiiioii ettt nne e 37
3.1 Medio de cultivo para crecimiento de celulosa bacteriana mediante Kombucha..............ccccceeenen. 37
3.2 Esterilizacion de medios A& CUILIVO ........ooveieieiiiiiici et 38
3.3 Obtencidn de celulosa bacteriana a partir de medio liquido ...........ccoveveiiieiicie i, 38
3.4 Lavado y secado de celulosa DacCteriana .............cccoveiuiiieiecie e 40

3.4.1 Materiales para lavado y secado de celulosa bacteriana...........ccvevveeerieeniesinseese e 40
3.4.2 Lavado de Celulosa DACIEIIANA. .......ccvviieiieieiie sttt nnees 40
3.4.3 Secado de CeluloSa DACLEIIANA.........cuiieieieiei e bbb 41
3.4.4 Sintesis verde para la obtencion de nanoparticulas de Or0...........cccccvvevieeviiie i s 42

Capitulo 4. ReSUItAd0S Y QISCUSION .......c.eivirieiiiieieiieiieie ettt ettt se et b et st e e b b ene e 43
4.1 Obtencion de membranas de celulosa Dacteriana ............ccccveverieieie i 43
4.2 Peso y grosor de las muestras de celulosa bacteriana...........cccccveveieeveiieieece e 46
4.3 Morfologia de la celulosa bacteriana mediante microscopia electronica de barrido ........................ 50
4.4 Espectroscopia FTIR de membranas de celulosa bacteriana .............ccooovieiiiiiniiiiiiiceee, 53
4.5 Espectroscopia UV-visible de nanoparticulas de oro obtenidas mediante té negro. .........cc.ccccvenee. 60

4.6 Andlisis de SEM de compositos de Celulosa Bacteriana con Nanoparticulas de Oro (CB-AuNps).62
(OF: 011 (V] [0 T T @0 o o] [V TSy To] 1= TSRS 65

YN 0122 (o T TR RRTRTTRRRR 67



N 10 T 68

e (= =] [ - T TSR RURRRRR 69



Resumen

En este trabajo se realizé el estudio y la obtencion de compositos de celulosa bacteriana (CB) con
nanoparticulas de oro (AuNPs). Se uso un consorcio microbiano conocido como Kombucha para la
formacion de celulosa bacteriana usando medios de cultivo a base de té negro para investigar la cinética de
crecimiento usando como fuente de carbono la sacarosa, a su vez, se realizé una variacion del porcentaje
de sacarosa en 5, 10, 15y 20 % correspondiente a 50, 100, 150 y 200 (g/l) identificado como lote CB. Se
trabajo con otro medio, en el cual, ademés de variar la sacarosa se afiadio cacao identificado como CBCA.
Tanto para el lote CB como para el lote CBCA se obtuvieron mayores grosores y pesos durante el
crecimiento a medida que se aumenta el porcentaje de sacarosa; por otro lado, en el lote CB obtuvieron
membranas sin purificar con pesos entre 6.2 a 12.66 g con grosores de 3.18 a 4.63 mm respectivamente,

mientras que en el lote CBCA los pesos van de 7.51 a 16.61 g con grosores de 2.5 a 8.35 mm.

Las muestras secas cuyos pesos Yy grosores eran similares fueron analizadas con espectroscopia FTIR
observandose que conforme se aumentd la sacarosa en el medio de cultivo, se tenia un decaimiento en el
indice de bandas de hidrégeno, asi como un aumento en el indice del orden lateral, ademas de que el indice
de cristalinidad total también tuvo una tendencia creciente, comparando entre CB y CBCA nos indica que
aumenta el porcentaje de celulosa lo aumenta, la cual tiene menos impurezas como hemicelulosa y lignina,
que como en cualquier polimero puede reflejar mayores propiedades como flexibilidad, absorcion de agua

y tolerancia a la temperatura.

Se llevd a cabo la obtencién de nanoparticulas de oro mediante métodos de sintesis verde, utilizando el té
negro Camelia Sinensis como reductor. Se realiz6 una infusion variando en proporciones de 1.0, 0.5, 0.2 y
0.05 % correspondientes a 0.5, 2, 5y 10 (g/l), obteniendo picos en UV-Vis desde 534 a 568 nm, lo cual
sugiere la formacion de nanoparticulas de oro, debido a la aparicion de la banda de resonancia de plasmon
superficial longitudinal transversal (TSPR). Ademas, en la sintesis verde el porcentaje de té resulto ser un
factor crucial en la formacion de las AuNPs, puesto que en el proceso se deben filtrar las particulas grandes
de las hojas, dejando solo particulas pequefias de los fitoquimicos, indicando que un mayor porcentaje de
té implica una mayor cantidad de residuos. Estos hallazgos podrian tener aplicaciones en el desarrollo de
nuevos materiales compuestos con propiedades mejoradas para diversas aplicaciones tecnoldgicas y

biomédicas.



Abstract

In this study, bacterial cellulose (BC) composites with gold nanoparticles (AuNPs) were synthetized to
investigate their formation Kinetics. Variations in the carbon source using sucrose were performed, and the
effect of cocoa addition as a nutrient was evaluated. It was observed that increasing the sucrose
concentration resulted in thicker BC layers, indicating higher cellulose production by the bacteria.
Furthermore, the samples with added cocoa exhibited improved properties compared to those without

COcCoa.

Additionally, a green synthesis approach was employed for the formation of gold nanoparticles, with
variations in the percentage of tea used. It was found that reducing the amount of tea led to a more
pronounced luminescence peak, suggesting successful formation of AuNPs. These results indicate that the
formation kinetics of BC can be controlled by varying the carbon source, and the addition of cocoa as a
nutrient enhances the material's properties. Moreover, the green synthesis proved effective in the formation
of AuNPs, with the percentage of tea being a crucial factor for their luminescence. These findings could
have implications in the development of new composite materials with improved properties for various

technological and biomedical applications.
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Capitulo 1

Introduccion

En la actualidad el desarrollo de equipos electronicos se ha desarrollado principalmente en diversos
tipos de materiales solidos cristalinos, policristalinos, amorfos, los cuales tienen aplicaciones en los campos
de electrdnica, optoelectrénica, medicina, optica, micro optica, diagnostico médico, entre otros [1, 2]. En
su mayoria los diversos dispositivos son basados silicio cristalino (c-Si) el cual se puede clasificar como
material 3D, mediante diferentes técnicas se pueden modificar obleas de c-Si para obtener diferentes
nanomateriales OD (puntos cuanticos, nanoparticulas de silicio), 1D (nanohilos de silicio) o 2D(siliceno).

Aunque el silicio cristalino sigue siendo el material dominante en la industria de los dispositivos
electronicos, y sus ventajas estan en su rendimiento y disponibilidad; el avance es tal, que ahora la exigencia
se enfoca en la miniaturizacion y en el desarrollo de equipos electronicos flexibles utilizados en teléfonos
celulares, pantallas enrollables, pantallas tactiles, sensores, celdas solares e incluso dispositivos para

almacenar energia [3, 4].

En este sentido, los materiales compuestos comparados con el cristalino tienen ventajas; las
propiedades mecénicas son superiores, por su mayor resistencia a la traccion y resistencia al impacto;
flexibles y elasticas superiores; su conductividad eléctrica también puede ajustarse con nanomateriales o

algunos otros materiales y ligeros.

La mayoria de estos materiales (también llamados compdsitos), pueden servir de matriz trabajando
en conjunto con un material de refuerzo o relleno, usualmente para aumentar la resistencia mecanica,

rigidez, conductividad térmica y resistividad eléctrica, entre otros. [5, 6]

Un compdsito es un material formado por la combinacién de dos o0 mas componentes diferentes,
que tienen propiedades distintas y se mantienen separados a nivel macroscépico. Los componentes
individuales se conocen como fase matriz y fase dispersa, donde la fase matriz actia como el material de
soporte y la fase dispersa se encuentra distribuida dentro de la matriz. Estructuralmente, es un material con
propiedades mecanicas y fisicas que se mejoran enormemente en comparaciéon con las propiedades del

material por separado.



Los compuestos pueden tener una amplia variedad de formas y configuraciones, como particulas
dispersas en una matriz, fibras incrustadas en una matriz, laminados con capas alternas de diferentes
materiales, entre otros. La distribucion y la orientacidn de las fases en el material pueden ser controladas

durante el proceso de fabricacidn para optimizar las propiedades deseadas del compdsito.

Dado que el composito es un material formado por la combinacién de diferentes componentes,
donde uno de ellos puede ser un polimetro (la matriz) y el otro, algin otro material (fase dispersa);
entenderemos que los polimeros del griego [polys] "mucho™ y [meros] “"parte” o "segmento™ son
macromoléculas, es decir moléculas grandes, mismas que se forman por la unién de moléculas mas
pequefias comunmente conocidas como mondmeros; la union de las macromoléculas permite una gran
variedad de microestructuras (por ejemplo, cadenas lineales o ramificadas, redes densamente

interconectadas, etc.) [7].

Por otro lado, la IUPAC define polimero como una sustancia compuesta de moléculas caracterizadas
por la repeticion multiple de una o mas especies de atomos o grupos de atomos (unidades constitucionales
repetitivas) unidas a cada uno en cantidades suficientes para proporcionar un conjunto de propiedades que

no varien notablemente con la adicion de una o algunas de las unidades constitucionales repetidas [8-10].

Lo polimeros pueden obtenerse de forma sintética (nylon, polietileno, etc.) o natural (celulosa, lana,
seda, caucho, etc.); muestran un alta constante dieléctrica y pueden ser considerados como materiales
conductores o semiconductores; esto fue observado en 1977 cuando las investigaciones de Hediki
Shirikawa, Alan Macdiarmid y Allan Heeger sobre el poliacetileno, reforzaron el concepto de que los

materiales organicos no necesariamente son aislantes, sino que pueden ser dopados [10].

Asimismo, las investigaciones en polimeros permitieron identificar a la celulosa como un material
gue contaba con ventajas importantes, era abundante en la Tierra y se encontraba disponible en forma de
biomasa y puede ser sintetizada por organismos, como plantas, algas, bacterias o animales [11-16]. Otra
ventaja era por sus propiedades quimicas, tiene alta resistencia mecanica, es biodegradable y biocompatible.
Adicionalmente, puede ser modificado quimicamente para alterar sus propiedades haciéndolo compatible
con otros polimeros, con los cuales puede mezclarse (polietileno, polipropileno, polyester, y otros)

mejorando sus propiedades para otras aplicaciones especificas.



La investigacion actual de la celulosa se ha orientado a ampliar el nimero de aplicaciones y mejorar
sus propiedades, en este sentido, existen diferentes tipos de celulosa, a) celulosa nanocristalina, b) celulosa
bacteriana, ¢) celulosa microcristalina y d) celulosa de origen vegetal. Dentro de las m&s comunes se
encuentran las celulosas de origen vegetal como son la madera, el algodén y las plantas; sin embargo, su
forma de sintesis hace que existan diversas impurezas y defectos como poca 0 escasa cristalinidad, una
opcion a estas limitaciones es la celulosa bacteriana (CB), la cual es una forma de celulosa reportada en la
literatura que crece debido a las bacterias pertenecientes a los géneros Acetobacter, Rhizobium,
Agrobacterium y Sarcina[15, 17]. En particular la bacteria Gluconacetobacter Xylinus y sus subgeneros

como la Komagataeibacter xylinus presentan una amplia habilidad para producir CB[18].

La celulosa bacteriana presenta una estructura Gnica y un alto indice de cristalinidad debido a que
esta formada por enlaces covalentes entre el carbono 1y el 4 (B;-,) conformando una cadena lineal;
asociadas por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, las cuales forman una estructura de
microfibrillas (figura 1) [16]. La capa delgada resultante presenta una estructura 3D porosa, de alta
cristalinidad, capacidad de absorcion de agua, y aislante, debido a estas propiedades puede ser usada en el
desarrollo de compositos de matriz polimérica (CMP) o polimeros conjugados, si es infiltrada por
nanoparticulas, hojuelas o algun otro relleno conductor o aislante, mejorando sus propiedades fisicas,
quimicas o eléctricas [18-20]. Actualmente se han investigado diversos compdsitos de CB asistida por
diferentes rellenos enfocados a aplicaciones de electrodos o dieléctricos con posibles aplicaciones a células
fotovoltaicas, diodos emisores de luz y almacenamiento de datos, baterias, sensores quimicos, biosensores,
etc. [20]. Ademas, la obtencion, puede ser a temperatura ambiente, de bajo coste y temperatura de
degradacion entre 200-300 °C [21-24]

Actualmente, entre los trabajos mas importantes de CB usado como electrodo, se han estudiado
peliculas de CB con polipirrol conductivo [25-28], oxido de grafeno [29], nanoparticulas de
oro(AuNPs)[30] o nanotubos de carbono[31], mismos que tienen aplicaciones al desarrollo de
supercapacitores flexibles[31- 35].
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Figura 1. (A) Estructura de la CB. (B) Microestructuras de CB: 1) Cadena lineal de CB, 2) Microfibrilla de CB, 3) Paquete de
microfibrillas (Figura obtenida de referencia [6]).

Existen varias posibilidades para producir celulosa bacteriana, las cuales dependen de factores como
la escala de produccion y disponibilidad de recursos. Dentro de las mas comunes, esta la de fermentacion
en laboratorio y cultivo en superficies estaticas, en ésta se busca cultivar las bacterias productoras de
celulosa en un medio de cultivo liquido o sélido en condiciones controladas. Se utilizan cepas especificas
de bacterias del género Gluconacetobacter, como la Gluconacetobacter Xylinus. Sin embargo, los
protocolos para su preparacion y manipulacion son muy exigentes dado que se necesita garantizar la calidad
y la seguridad en los procesos. Las precauciones y cuidados que deben seguirse son: 1) higiene de
laboratorios exhaustiva para evitar la contaminacién de los cultivos; (area de trabajo en todo momento
estéril, campanas de flujo laminar y ambiente controlado para manipular las muestras) 2) la preparacion y
manipulacion de los medios de cultivo se realiza bajo rigurosas medidas de esterilizacion y el uso de agua
destilada de alta calidad para evitar contaminacion cruzada; 3) controlar la temperatura y las condiciones
de crecimiento, implicando el uso de incubadoras, asi como monitorizacion de pH y oxigeno, entre los méas

importantes.

En este estudio, se exploro el uso del kombucha, una bebida fermentada naturalmente, como medio de
bajo costo para la produccion de celulosa bacteriana. Se investigd la optimizacion de las condiciones de
cultivo, como la concentracion de nutrientes y la duracion del cultivo, para mejorar el rendimiento y la
calidad de las muestras obtenidas. Se espera que sean Utiles para su aplicacion en diversos materiales, pues
dentro de las caracteristicas puede incluir propiedades mecanicas superiores, biocompatibilidad, capacidad

de absorcion de agua y capacidad de formar peliculas delgadas y flexibles.



1.1 Justificacion

Los nanomateriales estan en el centro de la innovacion en diversas disciplinas, desde la medicina hasta la
electronica, comprender como las nanoparticulas de oro interactdan con la celulosa bacteriana puede abrir
nuevas posibilidades en el disefio de materiales avanzados. Actualmente la celulosa bacteriana es aplicada
tanto en las industrias del papel, textil, alimentaria, cosmética y la medicina. Las nanoparticulas de oro
poseen propiedades Opticas y electronicas unicas a nivel nanométrico, que al combinarlas con la celulosa
bacteriana, se pueden lograr compuestos con propiedades aun mas destacadas, lo que puede tener
implicaciones en areas como la deteccion y sensores, ademas, pueden tener aplicaciones prometedoras en
el campo biomédico como, por ejemplo, utilizarse en sistemas de liberacion controlada de farmacos,
terapias de imagenologia o incluso en tratamientos para enfermedades especificas. Esta investigacion
combina conocimientos en nanotecnologia, biotecnologia y materiales, fomentando la colaboracién entre

diferentes disciplinas, lo que puede llevar a avances significativos y al desarrollo de soluciones innovadoras.
1.2 Objetivo General

"El objetivo de esta investigacion es explorar rutas de crecimiento de la celulosa bacteriana para
obtener membranas con las mejores propiedades, para comprender sus rutas de crecimiento, y
posteriormente conjugarlas con nanoparticulas de oro sintetizadas mediante un proceso de sintesis verde
utilizando té negro como agente reductor, buscando caracterizar exhaustivamente con el fin de evaluar sus
propiedades morfoldgicas, Opticas y sus éareas potenciales de aplicabilidad a biotecnologia vy

semiconductores."
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1.3 Objetivos particulares

e Optimizar el Proceso de Sintesis y Fabricacion: de la Celulosa Bacteriana: Buscar formas de
mejorar y escalar el proceso de produccion para la celulosa bacteriana considerando factores como

la eficiencia, reproducibilidad, economia y amabilidad con el medio ambiente.

e Evaluar el efecto del Tratamiento con NaOH en la Celulosa: Mediante este punto se busca
evaluar el impacto del tratamiento de la celulosa bacteriana con NaOH 1M en sus propiedades
morfoldgicas y quimicas midiendo la variacion en la masa y posteriormente evaluar la eficacia del

lavado para remover impurezas o residuos.

e Obtencidén de Nanoparticulas de Oro mediante sintesis verde: Mediante este paso se busca
optimizar el proceso de sintesis verde de las nanoparticulas de oro, considerando variables clave
como tiempo, temperatura y concentracion de reactantes, ademas, de que se espera ser de bajo coste
y amable con el medio ambiente.

e Obtencidn de compdsitos de Celulosa Bacteriana asistida por Nanoparticulas de Oro: Lo que
se busca es investigar la interaccion entre la celulosa bacteriana y las nanoparticulas de oro,
mediante una técnica experimental de deposicion In-Situ, analizando posibles cambios en las
propiedades de la celulosa después de la interaccién con las nanoparticulas.

e Evaluacion de Propiedades Fisicas, Quimicas y morfologicas de las muestras obtenidas: con
este objetivo se determinara las propiedades fisicas, quimicas y morfoldgicas de las muestras
obtenidas en el trabajo, tanto de la celulosa bacteriana como de las nanoparticulas de oro, asi como

los compdsitos CB-AuNp’s mediante caracterizaciones Opticas y morfologicas.

11



Capitulo 2. Marco Teorico

Actualmente el campo para encontrar materiales enfocados al area de los compdsitos es amplia, y
un material ya trabajado para el area es la celulosa bacteriana, la cual es de enorme interés debido a sus
propiedades como alta elasticidad, ya que esta compuesta por fibras y aunque es un polimero altamente
aislante que puede ser conjugado con diferente tipos de rellenos conductores o aislantes como

nanoparticulas, nanohilos modificando sus propiedades Opticas, morfologicas y eléctricas entre otros.
2.1 Celulosa bacteriana

En el campo de la investigacion hay una diversidad de materiales de amplias aplicaciones, muchos
inorganicos que dejan un exceso de desechos no biodegradables, no solo cuando su vida Gtil ha terminado,
sino inclusive durante su formacion, por lo que un area de investigacion mas amigable con el medio
ambiente es el de los biomateriales poliméricos degradables, que aparte de sus ventajas de descomposicion
son ideales para diferentes areas gracias a sus propiedades. En los polimeros biodegradables podemos
encontrar a la celulosa, referido en trabajos de investigacion como el biomaterial mas abundante en la tierra,
sintetizado principalmente por plantas y bacterias [37], usado en diferentes areas como la textil, fabricacion
de papel, biomedicina, entre otros, como se aprecia ademas de sus propiedades fisicas, quimicas, es muy
versatil porque es un recurso renovable y se puede obtener mucha biomasa. La celulosa es un biopolimero
formado a partir de monoémeros de B-d-glucosa unidos por enlaces B (1-4), lo cual debido a la naturaleza
del enlace cada molécula esta girada 180° entre si, lo cual hace que varias cadenas paralelas se unen
mediante puentes de hidrégeno, formando ramificaciones llamadas microfibrillas las cuales a su vez se
unen con otras formando fibrillas y formando fibras como se puede ver en la figura 2, razén por la cual los

entramados hacen que estas formaciones de fibras sean rigidas e insolubles al agua [38].

12
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Figura 2. Estructura de celulosa. La celulosa consta de cadenas largas de unidades de -d-glucosa unidas por enlaces 8 (1 — 4),
con unidades alternadas giradas 180 °, siendo la celobiosa, la unidad que se repite, ademas, el polimero forma una cadena lineal.
Varias cadenas de celulosa estan unidas entre si para formar una fibrilla de celulosa. La mayor parte de la fibrilla tiene cadenas de
celulosa en un orden tridimensional preciso y, por lo tanto, muestra propiedades cristalinas; otras partes son amorfas o no
cristalinas.

La celulosa de las plantas cuenta con desventajas, puesto que la pared celular tiene elementos como
la hemicelulosa y la lignina, y varia su porcentaje de pureza, cominmente al estar seca varia de un 40 a
50% de celulosa, 15 a 25% de hemicelulosa, 20 a 25% de lignina y 5 a 10% de otros componentes [39].

13



Ahora buscando una celulosa abundante con mejores propiedades y un menor tratamiento de purificacion
se han optado por alternativas como la celulosa bacteriana, un biopolimero con muchas aplicaciones
biotecnoldgicas, muchas en la biomedicina, cosmética, alimentos, electronica, optica, entre otros [40], por
sus propiedades como alta cristalinidad (60-80 %) [41], alto nivel de pureza en sus microfibrillas [42],
biocompatibilidad, biodegradabilidad, resistencia mecanica, alta capacidad de retencion de agua y alta
modificacion quimica en la biosintesis. [40], la tabla 1 muestra articulos de crecimiento de celulosa
bacteriana con diferentes cepas [112].

Tabla 1. Rendimiento de Celulosa bacteriana para diferentes cepas bacterianas.
Dias de Referencias
Medio Cepas bacterianas incubacién | CB producida g/L
Glycerol Gluconacetobacter sp. RKY5 6 4.59 [123]
Acetobacter xylinum K086 0.14-0.39
Acetobacter xylinum K975 1.11-1.55
Caldo de extracto de levadura
con glucosa Acetobacter xylinum K428 7 0.09-0.22 [124]
Acetobacter xylinum K1011 0.57-1.46
Acetobacter xylinum KX 1.14-1.84
Glycerol Acetobacter sp. V6 7 4.98 [125]
Melaza Komagataeibacter 8.2+0.2,81+0.2 [126]
Sucrofernentaris H110 14
Komagataeibacter hansenii [127]
Vinaza C110 9.5+0.1,9.2+0.1
Solucién de residuos de citricos 7.2
. Gluconacetobacter intermedius 8 [128]
Medio HS Cls26 2.1
Citricos (Medio HS modificado) 5.7
Glucosa 2 1.33
Glucosa (Me_dio HS n.10dificado) Gluconacetobacter hansenii 14
Mannitol(Medio HS 14.72 [129]
modificado) 20
Jugo de cdscara de pina Gluconacetobacter swingsii 13 2.8 [130]

14



2.1.1 Metabolismo bacteriano

Las bacterias son células procariotas (del griego pro "antes ", y karion "nticleo”) microorganismos que
carecen de un nucleo rodeado de membrana. Pertenecen al dominio Bacteria, la mayoria en sus paredes
celulares contienen peptidoglicano, su forma de reproduccion es la fision binaria, estos organismos pueden
ser clasificados en 3 tipos segun su forma: cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (bastones rectos o curvos)
y espirilos (espirales), con ejemplos que se pueden ver en la figura 3. Los cocos tienen diversas
configuraciones, como diplococos, cadenas largas, racimos irregulares, tétradas o sarcinas. Los bacilos
presentan variaciones en su longitud, anchura y forma de la punta, pudiendo agruparse en duplas o cadenas
después de la division celular. Las espiroquetas son aun mas flexibles y poseen una estructura flagelar

interna caracteristica, conocida como endoflagelo [45, 46].

La bacteria mas grande hasta el momento es Thiomargarita , de didmetros mayores a 500 um, mientras que
las més pequefias estan en los grupos filogenéticos, mostrando espiroquetas méas delgadas de didmetros de
0,1a0,15 umy de 5 a6 um de longitud [44], otros trabajos ubican el tamario entre las 0.5y 3 um, pudiendo

Ilegar en algunos tipos a 10 um y las bacterias de interés médico oscilan entre 0.4y 2 um [45, 46].

) z
-y -
¥ »
L { > -
' - 14

Meningococcus sp. Lactobacillus sp. Helicobacter pylori

Staphylococcus sp. Yersinia pestis Treponema palidum

(a) (b) (c)

Figura 3. (a) Ejemplo de bacterias del tipo coco, es comun que este tipo de células existan en pequefos clusteres. (b) Ejemplo de
bacterias tipo bacilo; es comun encontrar flagelos que usan para moverse. (c)Ejemplo de espirilos.
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El diagrama en la figura 4 muestra un esquema general de la célula procariota que consta de un nucleoide,
citoplasma, Ribosomas, plasmido, una membrana de plasma una pared celular, la capsula que lo contiene
la cual est& rodeada tiene un apéndice en la parte inferior llamada flagelo que le permite moverse en medios
de cultivos, algunas bacterias también constan de apéndices adicionales denominados fimbrias y pili, estos
permiten una adhesion mejor a las paredes del cuerpo que contiene el medio de cultivo, permitiendo una

mayor generacion de poblacion y supervivencia[48].

Capsula
Pared celular
Membrana plasmatica

Citoplasma

Ribosomas
Plasmido

Pili y Fimbrias

Flagelo
Nucleoide

Figura 4. Diagrama de una célula procariota. Imagen obtenida de referencia [48]

La mayor parte de la actividad se da en el citoplasma el cual es un liquido espeso, semitransparente y similar
a un gel que reside dentro de la membrana plasmatica y contiene organulos de membrana, proteinas
(principalmente enzimas), carbohidratos, lipidos e iones orgénicos. Aqui se encuentra el nucleoide en el
centro, una estructura similar al nucleo de las células eucariotas, generalmente compuesta de una sola
molécula de ADN cromosémico circular, compuesta en gran parte por aproximadamente un 60% de ADN,
mientras que el resto son proteinas y una pequefia cantidad de ARN, también se aprecian los ribosomas en
el citoplasma, donde ocurre la sintesis de proteinas, usando ADN para producir ARN y otros componentes

son los plasmidos que transportan genes o metales toxicos.[49]

Los componentes en el citoplasma estan envueltos por una membrana plasmatica o celular, compuesta por
una bicapa de fosfolipidos incrustada con proteinas que determina qué entra y sale de la célula, separando

el interior del entorno exterior. La membrana es selectivamente permeable a iones y moléculas organicas
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como azucares y lipidos, facilitando transportar materiales necesarios para sobrevivir. La membrana celular
se cubre de la pared celular y es una capa resistente, generalmente flexible, pero a veces bastante rigida,
sirve para dar soporte y proteccion estructural a las células y actia como mecanismo de filtrado. Su funcién
mas importante es actuar como un recipiente a presion, evitando la sobre expansion cuando el agua ingresa
a la celula. Las paredes de las células procariotas estan formadas principalmente por el material
peptidoglicano, el cual consta de unidades disacaridas conectadas por polipéptidos para formar una red,
importante en los mecanismos de accidn del metabolismo bacteriano. La capa externa Ilamada cépsula se
puede encontrar en bacterias de tipo gram-negativas esta compuesto por polisacaridos, pero también puede

incluir polipéptidos entre ciertas cepas bacterianas [45, 46].

Clasificando de forma més especifica las bacterias, estas pueden distinguirse entre gran-negativas y gram-
positivas por su pared celular. La pared celular de las células grampositivas consta de una Unica capa gruesa
de peptidoglicano que rodea la membrana citoplasmatica. El peptidoglicano es un polimero que consta de
una columna vertebral de residuos alternos de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico conectados
a cadenas peptidica. La pared celular gramnegativa es mas compleja, la capa de peptidoglicano es mucho
maés delgada y esta rodeada por una membrana externa que encierra un espacio periplasmico, que contiene
enzimas involucradas en la adquisicion de nutrientes, transporte de electrones y proteccién de toxinas. Por
el contrario, las paredes celulares de las arqueas tienen una estructura quimica variable, que consta de
proteinas, glicoproteinas y polisacaridos, pero no contienen peptidoglicano, la figura 5 muestra a detalle las

paredes celulares de bacterias gram-negativas y gram-positivas [50].
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Figura 5. Paredes celulares de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

La reproduccion mediante fision binaria es un método de division celular donde la célula se divide en dos
mitades por cualquier plano de divisiéon. La célula duplica su tamafio, duplica el material genético y
finalmente se divide en dos. En primer lugar, la duplicacién del ADN se produce con la ayuda de la accién
de proteinas y enzimas. Luego, el ADN se segrega a los polos extremos de la célula para que permanezca
intacto durante la division y cada célula recibe un complemento de genes mientras se conserva la alta
fidelidad. El sitio de escision encuentra el ensamblaje del aparato de division que estd compuesto por FtsZ
que es un homologo de tubulina eucariota, es decir, es una proteina de divisién celular clave en la mayoria
de los procariotas, una clase de proteinas que forman una estructura anular en el centro de la célula con sus
monomeros [51]. Gradualmente, los nuevos materiales de la pared celular se acumulan después de la

invaginacion de la envoltura celular y se producen dos copias de células idénticas.[52]

La reproduccion mediante fision binaria es caracterizada por la progresion geométrica rigiéndose por la

siguiente ecuacion [53]:

G=t/n (1)
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Donde G es la tasa de generacion, t el tiempo y n es el nUmero de generaciones.
También hay que tomar en cuenta los siguientes parametros:
B = cantidad de bacterias al inicio de un intervalo de tiempo.

b = cantidad de bacterias al final de un intervalo de tiempo.

b = B x 2n (ecuacién que describe el crecimiento por fision binaria), donde la solucion para n sera:

logb = logB + nlog?2 (2)

Despejando queda

__logb—-logB
- log2 (3)
__logb-logB
0301 4)

Finalmente queda
n =33log (3) (5)
Por lo tanto, la solucién para G es:

‘ (6)

= n3.3log (b/B)

La gréfica de la figura 6 muestra como es que crece la poblacion de bacterias.
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Figura 6. Grafica de crecimiento poblacional de bacterias. Imagen de referencia [54]

Una vez vista su reproduccion y su estructura, es necesario analizar el metabolismo bacteriano, que en este
caso tanto reciclan elementos utilizados previamente por otros organismos, como que puede haber bacterias
que viven de sustancias inorganicas, conociéndose como bacterias quimioautétrofas. El término
metabolismo designa la totalidad de las reacciones quimicas que se producen en un organismo vivo, dado

que las reacciones liberan o consumen energia.

En el metabolismo hay reacciones catabdlicas, referentes a reacciones quimicas reguladas por enzimas que
liberan energia, es decir, degradacién de compuestos complejos para su conversién en compuestos mas
simples, mientras que por otro lado estan las reacciones anabdlicas, las cuales también son reguladas por
enzimas, pero en este caso forman moléculas complejas a partir de moléculas simples. De las reacciones
catabdlicas se obtienen moléculas simples y liberacion de energia para darse las reacciones anabolicas. El
ejemplo mas comun es el de la sintesis de ATP (adenosin trifosfato), la molécula productora de energia en
las especies conocidas, definiéndose como un nucle6tido libre, formado por una base nitrogenada, siendo
adenina, un azucary tres grupos fosfato en union éster, es decir, el ATP produce energia ya que su hidrdlisis

es una reaccion exergonica, al liberarse un fosfato inorganico, la reaccion es la siguiente

ATP — ADP +®i + energia

La energia liberada por reacciones catabolicas se usa para recombinar ADP y Pi obteniéndose ATP:

ADP +@i + energia — ATP

20



Las reacciones catabdlicas sintetizan ATP mientras las anabolicas degradan ATP, como se muestra en el

diagrama de la figura 7.

Liberacion
de calor

Molecvlars simples
glucos. aminoacidos.
glicerol y acidors gravors

Reaciones catabélicas
liberan energia de molé-
culas complear al ATP

AD P+ €))

Reaciones anabélicas
liberan energia del ATP
a molecvlas complejos

Moleculas complejos
almidon.
proteinas y lipidos,

Liberacion
de calor

Figura 7. Funcion del ATP en el acoplamiento de reacciones anabdlicas y catabdlicas. Grafica de referencia [55]

Las reacciones hasta ahora analizadas necesitan de enzimas, la mayoria consisten en una fraccion proteinica

Ilamada apoenzima y una fraccion no proteica llamada cofactor, que si es una molécula organica se

denomina coenzima, la apoenzima y el cofactor forman una holoenzima, o una enzima completa como se

ve en la figura 8, estas actlan sobre una sustancia quimica denominada sustrato catalizando una sola

reaccion, por ejemplo, la sacarosa (azUcar de mesa) es el sustrato de la enzima sacarasa. Se obtendria

complejo enzima-sustrato denominado la unién temporal de la enzimay los reactivos, que, comparado con

reacciones quimicas sin enzimas, se reduce la energia necesaria para que haya una reaccion, las enzimas se

involucran en los procesos de metabolismo y las ribozimas actian especificamente sobre cadenas de RNA

de las que eliminan segmentos para luego empalmar los segmentos residuales.
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Sustrato —A"

Coenzima

+éﬂ—‘

Cofactor

Holoenzima

Apoenzima

Figura 8. Componentes de una holoenzima. Apoenzima (fraccién proteica) + cofactor (fraccién no proteica, puede ser un ién
metéalico o una molécula organica) + Sustrato (reactivo sobre el cual actia la enzima).
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2.1.2 Cristalinidad

La cristalinidad de un polimero se refiere al grado en que hay regiones donde las cadenas de polimero estan
alineadas entre si [56]. La cristalinidad de la celulosa es una propiedad inherente que gobierna sus
propiedades mecanicas, afinidad por el agua y accesibilidad a los reactivos quimicos. Dado que la
cristalinidad es el resultado del enlace de hidrogeno entre cadenas, los cambios en la cristalinidad reflejan

disminuciones o aumentos en este enlace.

Ya que la celulosa bacteriana consiste en una red ultrafina de nanofibras de celulosa (3-8 nm) que estan
altamente orientadas uniaxialmente [57]. Esta estructura 3D resulta en una mayor cristalinidad (60-80 %)
de la celulosa bacteriana y propiedades mecanicas y fisicoquimicas extraordinarias, pero aun se pueden

encontrar celulosa amorfa, hemicelulosa y lignina.

La hemicelulosa se compone en su mayoria de azUcares distintos de glucosa, pentosas y hexosas, y estan
ramificadas y de peso molecular mucho menor que la celulosa. Mientras que la lignina sirve como agente
endurecedor dentro de las fibras y como barrera contra la degradacion enzimatica de la pared celular. Se

definen como polimeros de red tridimensional de unidades de fenilpropano [58].

Los dominios cristalinos en BC son limitados y se mezclan con regiones no cristalinas o estructura cristalina
polimorfas: en madera, celulosa bacteriana, naturaleza (celulosa I); la celulosa Il la sintetizan bacterias o

algas. Mientras, la celulosa I1-1V se pueden obtener a partir de tratamientos quimicos de la celulosa I [59].

La celulosa bacteriana nativa existe en dos estructuras cristalinas diferentes, es decir, celulosa Ia y celulosa

IB siendo esta la mas pura pudiendo obtener un moédulo de Young de 15 a 35 (GPa), tension de rotura de

200-300 (MPa)[57].

Estas fibras tienen aproximadamente 200 veces el area superficial de las fibras de celulosa vegetal, debido
a la nanomorfologia Unica junto con su capacidad para formar enlaces de hidrogeno que explican sus
interacciones unicas con el agua, la celulosa bacteriana puede absorber hasta 200 veces su masa seca de
agua. Cuando la celulosa bacteriana se utiliza en suspension, presenta propiedades espesantes

pseudoplasticas.
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2.1.3 Espectroscopia FTIR de la celulosa bacteriana

El indice Total de Cristalinidad (TCI) es una medida que se utiliza para evaluar la cristalinidad de materiales
poliméricos, como la celulosa en este caso, mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR). EI TCI se calcula dividiendo la intensidad del pico a una longitud de onda especifica, que esta
relacionada con la cristalinidad, entre la intensidad de otro pico que no representa la cristalinidad. En el
caso de la celulosa bacteriana, se utiliza la relacion entre la intensidad en los picos a 1373 cm™1 y
2900 cm™1.

El picoa 1373 cm™! se asocia a las vibraciones C-H en las regiones cristalinas de la celulosa, mientras que
el pico a 2900 cm™1 se relaciona con las vibraciones C-H en las regiones amorfas. Al dividir la intensidad
de estos dos picos, se obtiene una relacion que refleja la proporcion de celulosa en estado cristalino con

respecto a la celulosa amorfa. Un valor mayor del TCI indica una mayor cristalinidad en el material.[60]

El indice de Orden Lateral (LOI por sus siglas en inglés, lateral order index) es otro método utilizado para
evaluar la cristalinidad y el orden lateral en la estructura de materiales, como la celulosa, a través de la

espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

En este caso, el LOI se calcula dividiendo la intensidad del pico a una longitud de onda especifica, que esta
relacionada con el orden lateral en la estructura de la celulosa, entre la intensidad de otro pico que no
representa dicho orden. En el contexto de la celulosa bacteriana, el LOI se calcula como la relacion entre

la intensidad de los picos a 1427 cm™1 y 895 cm ™. Hurtubise and Krassig [60, 62].

El pico a 1427 ¢cm™! se relaciona con las vibraciones C-H en los grupos metilo de la celulosa, y su
intensidad esta influenciada por el orden lateral en la estructura cristalina. El pico a 895 cm™1, por otro
lado, no esta directamente relacionado con la cristalinidad. Al dividir estas dos intensidades, se obtiene una
relacién que puede proporcionar informacion sobre la ordenacion de los grupos metilo en la estructura de

la celulosa.

El LOI es Gtil para evaluar la organizacion molecular en las regiones laterales de la cadena de celulosa, lo
que puede contribuir a comprender mejor las propiedades fisicas y quimicas de este material. Como con

otros indices de cristalinidad y orden estructural, es importante considerar que el LOI también debe
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interpretarse en otras técnicas de caracterizacion y analisis para una comprension completa de la estructura

y la cristalinidad de la celulosa bacteriana.

La Intensidad de Bandas de Hidrogeno (HBI por sus siglas en inglés, Hydrogen Bonding Index) es otro
indice utilizado en la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para evaluar la
cristalinidad y la organizacion de los grupos hidroxilo en materiales como la celulosa, incluida la celulosa

bacteriana.

El HBI se calcula dividiendo la intensidad del pico a una longitud de onda especifica, relacionado con las
vibraciones de los grupos hidroxilo (OH) que estan involucrados en enlaces de hidrogeno, entre la
intensidad de otro pico que no representa esos enlaces. En el contexto de la celulosa bacteriana, el HBI se

calcula como la relacién entre la intensidad de los picos a 3350 cm ™1 y 1337 cm™[61]..

El pico a 3350 cm™! estd relacionado con las vibraciones de los grupos hidroxilo -OH, que estan
involucrados en enlaces de hidrégeno en la celulosa. El pico a 1337 cm ™1 no esta relacionado directamente
con estos enlaces. Al dividir las intensidades de estos picos, se obtiene una relacion que puede indicar la
presencia y la fuerza de los enlaces de hidrégeno en la estructura de la celulosa, lo que a su vez esta

relacionado con la organizacién y la cristalinidad del material.

El HBI es una herramienta valiosa para evaluar la interaccion de los grupos hidroxilo y la formacion de
enlaces de hidrégeno en la celulosa, al igual que con otros indices, es importante interpretar los resultados
en conjunto con otras técnicas y analisis, los picos que usualmente se estudian se muestran en el espectro
FTIR de la figura 9, mientras que en la tabla 2 se muestran los picos usuales y su banda a la que pertenecen

segun diversos trabajos [62,109].
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Figura 9. Espectro FTIR Celulosa bacteriana con los picos caracteristicos. [59]

Tabla 2. Grupos funcionales FTIR Celulosa bacteriana.

Numero de onda Banda (grupo funcional) Tipo de Referencias.
(cm-1) vibracion
3350 OH Stretching [131]
2895 C—H simétrica Stretching [131]
1724 C=0 Vibracion [131]
1654 OH Bending [132]
1506 C=C aromatico Symmet_r ical [133]
stretching
1423 HCH and OCH in-plane Bending [134]
1373 CH en el plano Bending [133]
1153 C-O-C asimétrica Stretching [132, 135]
1020 - 1030 C-C, C-OH, C-H Vibracién [132]
994 C-C, C-OH, C-H Vibracion [134]
895 COC, CCOycCCH Stretching [136]
662 C-OH Bending [134]
710 Celulosa la fraccion triclinica de celulosa tipo [ Sin dato [59]
750 Celulosa Ip fracci(')nt _morlloclinica de celulosa Sin dato [59]
ipo
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2.2 Nanoparticulas de oro

Los nanomateriales se encuentran en el rango de 1 a 100 nm, sin embargo segln el comité cientifico sobre
riesgos para la salud emergentes y recientemente identificados (SCENIHR por sus siglas en ingles
SCIENTIFIC COMMITTEE ON EMERGING AND NEWLY IDENTIFIED HEALTH RISKS ) las
nanoparticulas se pueden clasificar en tres rangos de tamafio: mayores de 500 nm, entre 100 y 500 nm y
entre 1 y 100 nm [63]. Dependiendo del tamafio las nanoparticulas pueden exhibir propiedades, por
ejemplo, si son pequefias menores o igual al radio de Bohr, las moléculas pueden exhibir confinamiento
cuantico, algo mencionado es que las nanoparticulas de oro aparecen rojas en solucion o coloide, ademas
de que la temperatura de fusion es menor comparada con su forma en bulto. Dependiendo del material, las
nanoparticulas pueden ser metalicas, dieléctricas, semiconductoras, magnéticas o multiferroicas y se les
conoce como coloides al ser dispersadas en agua [64]. Aungue se han obtenido nanoparticulas metalicas
desde tiempos antiguos con fines estéticos como lo fue la copa de Licurgo [65], se puede decir que se
empezaron a estudiar con Michael Faraday en 1857, cuando publico un trabajo de sintesis de nanoparticulas
de oro mediante la reduccion de una solucion de tetracloroaurato de sodio reducido por fosforo en disulfuro
de carbono [66, 67], dandose importantes avances en la obtencion de nanoparticulas de oro mediante el

método Turkevich desarrollado en 1951, mejorado por Frens en 1973 [68].

En particular para el tema de la tesis, hay un interés especial en las nanoparticulas de oro(AuNPs) las cuales
tienen unas propiedades muy generosas, como actividad catalitica, caracteristicas Opticas y
biocompatibilidad [64], lo cual ha cobrado mayor relevancia debido a sus enormes aplicaciones a
transistores de efecto de campo [69, 70], transistores de electron simple [71-73], catélisis [74-76],
aplicaciones a la medicina, industria alimentaria, depuracion de agua, aplicaciones bioldgicas,

administracion de farmacos, la terapia fototérmica y la formacion de iméagenes, entre otros [77].
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2.2.1 Métodos de obtencion

Hay muchas técnicas de sintesis de AuNPs, centrandose en el control de su tamarfio, forma, solubilidad,
estabilidad y funcionalidad, existiendo dos metodologias principales: “Top-Down” (manipulacion fisica) y
"Bottom-Up” (transformacion quimica) [64]. La metodologia “Top-Down” gira en torno a la fabricacion
mediante la descomposicion de material en bulto o unidades de gran tamafio para lograr estructuras mas
pequefias como lo son las nanoparticulas cuando se aplica una fuente de energia [78]. La energia puede ser
mecanica, quimica, térmica u otra forma como la irradiacion laser. En la ablacion laser pulsada (PLA) y la
deposicion laser pulsada (PLD), la energia es absorbida por el material y se transforma en energia quimica
o0 térmica para romper los enlaces intermoleculares. Como resultado, se obtienen particulas mas pequefias
y suele haber una gran desventaja, pues hay una amplia distribucién de tamafios, algo que puede superarse
con un haz de iones o litografia, pero eso requeriria que el coste del equipo se elevara [79].

En contraste, la metodologia "bottom-up” implica que las estructuras se construyen atomo por atomo o
molécula por molécula a través de interacciones covalentes o supramoleculares [78]. El precursor es
tipicamente un liqguido homogénea y particulas de tamafios uniformes y mas pequefios diametros que con
metodologias "Bottom-Up” [79]. La figura 10 es un esquema de las metodologias junto con varias técnicas
usadas, por lo que en estos temas se explican los métodos del diagrama, mas claros existen mas técnicas de

sintesis de nanoparticulas metalicas.
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Figura 10. Esquema de metodologia Top-Down y Bottom-Up para nanoparticulas metalicas. Imagen obtenida de referencia [80]
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2.2.2 Mecanismo de sintesis de nanoparticulas (AuNPs) de oro coloidales por reduccion.

La razon de colocar el tema aparte del método de obtencion es debido a que es un tema amplio para analizar
a fondo, ya que es el mecanismo de crecimiento que se contempla para la tesis en curso. La figura 12
muestra un diagrama de como es que se realiza la reduccién quimica por el método Turkevich, donde la
nucleacion de iones de oro se realiza mediante la reduccion de sales de oro acido tetracloroaurico (HAucCl,)
por un agente reductor, el cual es citrato de trisodio, el cual, ademas, ayuda a estabilizar la superficie de las
nanoparticulas, lo que previene la agregacion de AuNPs, los diametros que se pueden obtener se encuentran
entre 10 a 20 nm de diametro ademas de que este método esta limitado por el estrecho rango de tamafio de
los AuNP sintetizados, algo que fue mejorado por Frens al variar proporciones de agente reductor [102].

Na*
() 0
0 o
| !

HAUCI, (aqs) + Na' O 0 N
OH / /<

., . e Y‘\ A
Citrato de trisodio
,‘ “YY \ o4

p

Figura 11. Método Turkevich. Imagen obtenida de referencia [102]

La formacion de las nanoparticulas metalicas por reduccién quimica se debe a los fendmenos de agregacion
y coalescencia, ademas de que el tamafio final depende del aumento de la barrera de agregacion con el
aumento del tamafio de particula. EI mecanismo general en 3 pasos se puede observar en la figura 13. El
paso 1 es la rapida reduccién de iones metélicos, donde los atomos se agrupan para formar pequefios
clisteres como se ve en el paso 2, finalmente en el paso 3 los clisteres se juntan por agregacion y

coalescencia hasta alcanzar un tamafio en el que se estabilizan las nanoparticulas
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3. Formacién de nanoparticulas
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Figura 12. Mecanismo de 3 pasos de crecimiento de nanoparticulas debido a la coalescencia. Imagen obtenida de referencia [103]

La figura 14 muestra el diagrama general de una nanoparticula de oro, donde claramente se observa el
resultado final de una nanoparticula formada mediante la coalescencia de &tomos de oro, formando varias
capas, para que no se sigan juntando mas atomos de oro, la superficie necesita ligandos organicos o
tensioactivos, los cuales varian dependiendo del tipo de surfactante, el nicleo metalico determina la

direccion cristalina de crecimiento y por lo tanto la estructura predominante [102].

Iy ) Empaquetado de capas
atomicas de oro

Capa atomica sobre la
superficie

Ligandos/Surfactantes

Figura 13. Representacion de una particula de oro obtenida por reducciéon quimica. Imagen obtenida de referencia [102]

31



2.2.3 Nucleacion

La nucleacion es un modelo puramente termodinamico que describe el proceso del primer paso en una
transicion de fase de primer orden. Describe la aparicion de una nueva fase, el nucleo, en la fase primaria
metaestable. La gran mayoria del trabajo teorico disponible sobre nucleacién aplicando la termodinamica
del equilibrio se basa en la teoria clasica de nucleacion desarrollada por Becker y Déring, la cual dice, que
un sistema termodinamico tiende a minimizar su energia libre de Gibbs (es decir, la entropia todo el sistema
aumenta). Esta teoria termodindmica también fue transferida a procesos de crecimiento de nanoparticulas
como la teoria de LaMer. El crecimiento posterior a la nucleacion se puede explicar a través de diferentes
procesos de crecimiento, como el crecimiento limitado por difusién, la agregacion o la maduracion de
Oswald.

La nucleacion se divide en heterogénea y homogénea, la que se produce en los sitios de nucleacion de
superficies sélidas que entran en contacto con el liquido o el vapor se denomina nucleacion heterogénea.
Esta se produce cuando en la formacién de nanoparticulas en la superficie de las particulas envueltas en la
reaccién proporcionan sitios de nucleacién, que sirven como semillas para la formacion. La nucleacién
homogénea se produce de forma espontanea y aleatoria, requiriendo un estado supercritico como una

sobresaturacion.

2.2.4 Teoria de nucleacion de LaMer

LaMer y sus colegas en la década de 1950 proponen el concepto de nucleacion en rafagas a partir de su
investigacion sobre varios aerosoles de aceite e hidrosoles de azufre, en el cual, los nlcleos se generan al
mismo tiempo debido a la nucleacién homogénea y posteriormente crecen sin nucleacion adicional, es
decir, esta teoria se interpreta como la identificacion de una fase homogénea de una heterogénea. El

mecanismo se muestra en la grafica de la figura 15 mostrando los siguientes pasos:

Etapa | (Induccion): la concentracion de iones o cationes aumenta y alcanza un nivel critico de

sobresaturacion en el que se puede la nucleacion homogénea.
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Etapa Il (Nucleacién): La saturacion alcanza su maximo pico Cmax y luego disminuye a Cmin superando

energia de activacion para la nucleacion, formando los primeros nucleos.

Etapa 11l (Crecimiento): En esta parte los niveles de saturacion caen hasta Cs donde la concentracion se

mantiene constante, finalizando el periodo de nucleacion, posteriormente los nucleos crecen incorporando

iones o cationes de la solucion sobre la superficie.

Limite critico de supersaturacion

Co - T T e es
Nucleacion y

sc |\ crecimiento

S ~min :

2

‘é Crecimiento

B b —

» Csg

Figura 14. Modelo de nucleacion propuesto por LaMer. Gréfica adaptada de referencia [103]



2.2.5 Sintesis Verde de nanoparticulas de oro (AuNp’s)

Pard la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNp’s) se realizard mediante sintesis verde en la cual haremos
énfasis puesto que en cada método para procesar nanoparticulas metalicas se tiene una ventaja, sin embargo,
en su mayoria deja un exceso de residuos contaminantes al medio ambiente o dan un producto de

nanoparticulas contaminado que puede requerir de procedimientos para ser biocompatibles.

La sintesis de nanoparticulas metalicas mediante extractos de plantas se desarrolla en tres fases principales:
la etapa inicial, donde ocurre la reduccion de los iones metalicos y la nucleacion de los &tomos de metal
reducido; la fase de activacion, donde la agregacion facilita la formacién de diferentes formas de
nanoparticulas; y finalmente, la fase de terminacion, donde las nanoparticulas adoptan la conformacién mas

energéticamente favorable gracias a la estabilizacion proporcionada por el extracto de planta.

Los metabolitos responsables de esta reduccion incluyen terpenoides, acidos fendlicos, azlcares, alcaloides,
polifenoles y proteinas, que desempefian un papel crucial en la unién y bioreduccién de los iones metalicos.
Entre los principales tipos de metabolitos destacan los terpenoides (como el eugenol), flavonoides (como
la luteolina y quercetina), aminoacidos como el triptéfano y una variedad de fitoquimicos como polifenoles,

glutation, metalotioneinas y ascorbatos.[110]

La sintesis verde se muestra en la figura 11, aqui los extractos pueden ser obtenidos de la naturaleza, como
lo son: algas, plantas acuaticas, diferentes tipos de hierbas, hongos, plantas de tierra, levaduras, células
humanas, bacterias, probidticos, enzimas, proteinas, vitaminas, entre otros, demostrado producir
nanoparticulas seguras y no toxicas de hierro, cobalto, oro, plata, platino, 6xido de hierro, éxido de zinc,
etc.[99-101]. Dadas las propiedades que se puedan tener se suman a la biocompatibilidad, no solo necesario
para dejar menos residuo y a que son de un gran estudio a la medicina y la biotecnologia, ya que sirven
para biosensores y para diagndstico y tratamiento de enfermedades. En este trabajo se usé té negro, el cual
es conocido por sus fitoquimicos particularmentte por los polifenoles (catequinas, antocianinas y acidos
fenolicos) que es un tipo de antioxidante, ademas de aportar vitaminas B2, C y E que son compuestos

naturales presentes en plantas que han demostrado tener propiedades terapéuticas y antioxidantes.
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Figura 15. Proceso de reduccién quimica. Figura adaptada de referencia [99].

Este enfoque sostenible y respetuoso con el medio ambiente ofrece mdltiples beneficios, como la

produccién de nanoparticulas de oro de alta pureza, menor generacion de residuos y la posibilidad de

aprovechar las propiedades beneficiosas de los fitoquimicos en las aplicaciones finales de las

nanoparticulas. Ademas, la sintesis verde también ofrece la oportunidad de utilizar recursos renovables y

promover la economia circular al utilizar subproductos de la industria agricola, en la tabla 3 se encontrara

algunos ejemplos de extractos de plantas [111]. En resumen, el uso de fitoquimicos y la sintesis verde en la

produccidn de nanoparticulas de oro ofrece una alternativa mas sostenible y abre nuevas posibilidades para

desarrollar materiales avanzados con aplicaciones en campos como la medicina, la electronicay la catalisis.

Tabla 3. Comparativa de diferentes hojas de plantas para la formacion de nanoparticulas de oro con
diferentes tamarios y formas

Planta Compuestos reactivos Sales usadas ;I;]arrr?)ano Forma Referencias

Polyphenoles Esfera, [137]
Artemisia vulgaris yphe ' . HAucCl, 50-100 | triangular,

flavonoides, terpenoides

hexagonal

Clitoria ternatea [138]
(Asian Alcohol, aminas HAuCl, 100 varas
pigeonwings)
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Murraya koenigii

quercetin, quercetin-3-

[139]

Spreng (Hojas de glucosida, flavonoides HAucCl, 20-40 | Esfera
Curry)
Artocarpus hirsutus | Polyphenoles, [140]
(arbol de Yaca) flavonoides, terpenoides HAuCl, 5-40 Esfera

Lignans[(+) [141]
Justicia glauca pinoresinol, (+), HAuCL 3H.0 | 32 Hexagonal,
(Thaasi murungai) | medioresinol], 402 esfera.

alkaloidws, flavonoidws,
Terminalia arjuna leucoanthocitos- [142]
(Arbol de Arjun) yanidinas, HAuCl, 20-25 | Esfera
Memecylon olyphenoles Esfera, [143]

y PoTyph ' HAuCl, 15-25 | triangular,
umbellatum carbohidratos
hexagonal
i - Terpenoides, [144]

Mangifera indica Flavonoides. Thiamina HAucCl, 3H,0 | 17-20 Esfera
Oliva Pr(_)teln_as, olorope_lna, HAuCL, 3H,0 | 50-100 Triangular, | [145]

apigenin-7-glucoside, esfera,
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Capitulo 3. Desarrollo Experimental

3.1 Medio de cultivo para crecimiento de celulosa bacteriana mediante Kombucha

Se uso como medio de cultivo té negro que esta conformado por los reactivos de la tabla 4 como medio de
cultivo para crecimiento de CB, el cual ha mostrado buenos resultados en los experimentos realizados

mediante el uso de Kombucha.

Tabla 4. Medio de cultivo Té negro

Té negro 10.0 g/I

Sacarosa 200.0 g/I

Agua destilada 1000.0 ml

Extracto de levadura 10g/I
Peptona 1 g/I

Para crecer la celulosa bacteriana se deben realizar los siguientes pasos:

56

e Esterilizacion de medio liquido de cultivo

e Siembra en medio liquido

e Secado de celulosa bacteriana

Figura 16. Proceso para obtencién celulosa bacteriana.

37



3.2 Esterilizacion de medios de cultivo

Es vital esterilizar los medios de cultivo para asegurar la ausencia de organismos no deseados. Para este
propdsito, se requieren ciertos materiales, como una olla de presion programable 6 en 1 Instant Pot LUX
Mini, bolsas de plastico de polipapel y cinta testigo. Cuando se cuenta con los medios de cultivo, que suelen
colocarse en matraces Erlenmeyer, se realizan los siguientes pasos. Primero, se introducen los matraces con
la mezcla en una bolsa que se cierra adecuadamente y se le coloca cinta testigo. A continuacion, se coloca
la bolsa con el matraz dentro de la olla a presion programable. Se afiade de 750 a 1 litro de agua destilada
en la olla'y se programa la funcién de vapor durante 45 minutos a alta temperatura, aproximadamente 110
°C. Al finalizar el ciclo, se abre la puerta de sellado y se retiran los medios de cultivo. Es esencial comprobar

que la cinta testigo presenta lineas negras expuestas, indicando la efectividad del proceso de esterilizacion.

3.3 Obtencidn de celulosa bacteriana a partir de medio liquido

Los medios liquidos son soluciones acuosas que contienen nutrientes disueltos, utilizados para generar
suspensiones con una alta concentracion de microorganismos. Estos caldos favorecen el desarrollo
bacteriano de células estresadas. EL proceso de obtencién de celulosa bacteriana se puede explicar en dos
fases, siendo la primera la creacion de precultivo, posteriormente se usa el precultivo para el proceso de

obtencion de celulosa bacteriana que se nos describe en el siguiente diagrama.
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Método de obtencion de celulosa bacteriana mediante cepa Kombucha

utilizando Té negro como medio de cultivo

Pasos para el precultivo:

1. Preparar una solucién de 15 ml de
té negro azucarado como medio de

cultivo

2. Esterilizar el medio té negro
azucarado para garantizar eliminacion

de organismos no deseados.

3. Anadir 5 ml de té de Kombucha
marca Alive a los 15 ml de medio de

té negro azucarado

4. Colocar los medios preparados en
una incubadora a una temperatura de
26 £ 2 °C durante 7 dias. Muestra

resultante en la figura 17

) W= :

Figura 17. Foto de 20 ml del precultivo.

Pasos para el cultivo de celulosa bacteriana:

1. Preparar una solucion de 100 ml de medio de cultivo té
negro azucarado, variando en 5, 10, 15y 20 % el contenido
de sacarosa correspondiente a 5, 10, 15y 20 ¢

respectivamente.

2. Esterilizar el medio de cultivo té negro
azucarado para garantizar eliminacion de

organismos

3. Afiadir los 20 ml de precultivo al medio de
té negro esterilizado.

4. Colocar los medios preparados en una
incubadora a una temperatura de 26 £ 2 °C
durante 7 dias. Medio de cultivo té negro con
el inoculo en la figura 18

Figura 18. Foto de cultivo en su
primer dia.

39



3.4 Lavado y secado de celulosa bacteriana

3.4.1 Materiales para lavado y secado de celulosa bacteriana

. Hidroxido de sodio (NaOH)

. Papel cromatografico o papel filtro

. Caja Petri de vidrio o portaobjetos de vidrio
. Embudo de 100 mm

3.4.2 Lavado de celulosa bacteriana.

Una vez transcurridos los7 dias de crecimiento en el medio liquido, con unas pinzas de teflon estériles se
extrae la CB obtenida y se purifica lavandola en 1 Molar de NaOH a 90 °C durante 30 minutos como se

observa en la figura 19.

Figura 19. CB lavada a 1 M NaOH a 90 °C durante 30 min.
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3.4.3 Secado de celulosa bacteriana

Una vez es lavada la celulosa bacteriana se seca, esta puede obtenerse a diferentes medidas, dependiendo
el estudio a realizarse, posteriormente son colocadas encima de hojas de papel filtro, en particular se usaron
de marca Eisco Labs, 85 GSM, tamafio de poro de 10 micras y puestas entre dos portaobjetos de vidrio en
forma de acorde6n como se muestra en a la figura 20, en algunos trabajos antes de realizar el arreglo la

celulosa bacteriana se filtra al vacio o mediante gravedad para aumentar la velocidad de secado al disminuir

la cantidad de agua.[104].
a) b

Figura 20. (a) Arreglo de acordedn con papel filtro o cromatogréfico. (b) arreglo de celulosa bacteriana humedad en papel filtro entre
dos portaobjetos de vidrio.

Posteriormente la CB se secan a temperatura ambiente, donde las peliculas son colocadas en configuracion

de acordeodn a temperatura ambiente durante 4 dias hasta que se secan completamente [105].
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3.4.4 Sintesis verde para la obtencion de nanoparticulas de oro.

En este método, se utilizd té negro como agente reductor del acido tetraclorodurico (HAuCl,) en la sintesis
de nanoparticulas de oro, se probaron diferentes concentraciones de té negro (0.05%, 0.2%, 0.5% y 1%)

para evaluar su eficacia en la reduccidn y estabilizacion de las nanoparticulas. El procedimiento se describe

a continuacion:

Sintesis Verde de Nanoparticulas de Oro.

1. Se calienta 200 ml de agua a 80 °C y se vierte 0.05%, 0.2%, 0.5% y 1% correspondiente a .1, 0.4,

1y 2 gramos respectivamente de té negro.
2. Sediluye 20 pl de HAuCl, en 480 pl de agua desionizada
3. Se filtra el té negro del paso 1 con papel filtro.
4. Se calienta los 200 ml de té negro hasta llegar a 80 °C
5. Una vez alcanzado los 80 °C se vierte la solucidn del paso 2 por goteo en el té negro del paso 1.

6. Mantener durante 30 minutos a agitacion constante la solucién obtenida en el paso 5 y verter en

tubos de centrifuga

7. Centrifugar a 9000 rpm a 4°C durante 50 min para precipitar las nanoparticulas de oro.

8. Separar con pipeta el liquido acuoso y transparente con pipeta de 1ml, dejando intacto el coloide

precipitado en la base del tubo de centrifuga
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Capitulo 4. Resultados y discusion

4.1 Obtencion de membranas de celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana (CB) es un polimero natural producido por ciertas cepas de bacterias, para el presente
trabajo se usé un consorcio microbiano denominado Kombucha, se prepara utilizando un medio de cultivo
adecuado que contenga fuentes de carbono, nitrégeno y otros nutrientes necesarios para el crecimiento

bacteriano.

La celulosa bacteriana exhibe caracteristicas morfoldgicas notables y unicas que la distinguen en el mundo
de los biomateriales, su apariencia gelatinosa y tridimensional es evidente en la membrana que la compone,
la cual est4d formada en capas, lo que la convierte en un recurso adaptable a diversas aplicaciones, la
caracteristica sobresaliente de la celulosa bacteriana es su capacidad de ser flexible y elastica, una propiedad
que le permite ajustarse a diversas formas y usos, desde peliculas suaves hasta estructuras mas robustas y
elasticas, su transparencia natural, lo que la convierte en un candidato idoneo para aplicaciones que exijan
membranas transparentes y flexibles. La porosidad de la membrana es otro rasgo distintivo, permitiendo el
flujo de gases y liquidos a través de ella, para aplicaciones en filtracion y otros campos, cuando se observa
bajo el microscopio de barrido electrénico (SEM), se revela una microestructura de microfibrillas
entrelazadas que subyacen en la celulosa bacteriana, esta disposicion microscépica confiere la resistencia

mecénica tan inherente a este material.

En el proceso de sintesis de celulosa bacteriana, se realizaron dos lotes, se emple6 como formulacion de
medio de cultivo especificamente disefiada para favorecer el crecimiento y la produccion de celulosa, los
componentes y sus respectivas concentraciones en el medio fueron los siguientes: té negro en una
concentracion de 10.0 g/l, proporcionando nutrientes y componentes bioactivos beneficiosos; sacarosa en
una concentracion de 5, 10, 15 y 20 % correspondiente a 50, 100, 150 y 200 g/l respectivamente, como
fuente de carbono para impulsar el crecimiento bacteriano y la produccion de celulosa, formando la base
del medio; extracto de levadura en una concentracion de 10.0 g/l, suministrando nutrientes esenciales como
vitaminas y minerales; y peptona en una concentracion de 1.0 g/l, una fuente rica en nitrégeno y

aminoacidos para promover el desarrollo de celulosa bacteriana y que correspondera al lote CB, todo
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mezclado de manera homogénea en agua destilada la cual es libre de orgnismos que puedan contaminar el
medio de cultivo.

Se realizo el segundo lote CBCA afadiendo cacao en una concentracion de 10 g/l, una substancia adicional
poco estudiado en el proceso de sintesis de celulosa bacteriana, enriqueciendo la matriz nutricional y
afiadiendo compuestos bioactivos, el cacao, con su contenido caracteristico de antioxidantes y nutrientes,
puede influir en el crecimiento bacteriano y potencialmente impactar las propiedades de la celulosa
bacteriana resultante, como las muestras de la figura 21.

Figura 21. Muestras de celulosa bacteriana crecidas usando té negro como medio de cultivo adicionado con CACAO

Tras el crecimiento de las membranas de celulosa bacteriana para el lote con CBCA y CB, se pasan por una
fase crucial de purificacién, se someten a un proceso de lavado y limpieza para eliminar residuo de
nutrientes, bacterias y otros componentes presentes en el medio de cultivo como las celulosas degradadas,
para ello se sumerge en una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) con una concentracion de 1 molar, y

esta solucidn alcalina actua efectiva en la eliminacion de impurezas y en la purificacion de la membrana.
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Figura 22. Muestras de Celulosa Bacteriana después de lavado a 1M de NaOH

Una vez completada esta etapa de limpieza, se retira cuidadosamente la membrana de la solucion alcalina
y se realiza un proceso de secado, que se realiza a temperatura ambiente, permitiendo que la membrana se
deshaga de la humedad residual, figura 23. Este proceso de lavado, limpieza y secado es esencial para

garantizar que la membrana de celulosa bacteriana esté libre de contaminantes para su posterior empleo.

Figura 23. Membranas de celulosa bacteriana secadas a temperatura ambiente.
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4.2 Peso y grosor de las muestras de celulosa bacteriana

Las primeras caracterizaciones se centraron en medir los grosores (figura 24. (a)) y los pesos (figura 24.
(b)) de las muestras obtenidas. Estas mediciones resultan cruciales para comprender las propiedades de la

celulosa bacteriana producida en diferentes condiciones.

Se observd una relacion entre los pesos y grosores de las muestras de celulosa bacteriana y el porcentaje de
sacarosa presente en el medio de cultivo. Especificamente, se obtuvo el maximo peso en las muestras con
un mayor porcentaje de sustrato, siendo este del 20%. Comparando con los medios de crecimiento sin
cacao, se pudo apreciar que las muestras a las cuales se les habia agregado cacao presentaban grosores de
hasta un 200% mayores. Este podria deberse a que el cacao se conoce por sus altas propiedades debido al
su contenido de contenido de teobromina, cafeina y teofilina, fuente de vitaminas como tiamina o B1 y
acido folico en el extracto de cacao, que aceleran el metabolismo de los microorganismos productores de
CB. [113]

Sin embargo, es importante destacar que, al secar las capas de celulosa bacteriana, no se aprecio una
diferencia significativa en los grosores entre las muestras. No obstante, al realizar analisis mas detallados
utilizando técnicas como FTIR (Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier) y examinar indices
de cristalinidad e indice de celulosa alfa, se pudo observar la contribucién y las diferencias en las

propiedades estructurales y quimicas de las muestras.

El grosor de la celulosa bacteriana influye directamente en sus propiedades mecanicas, como resistencia y
elasticidad. Un mayor grosor suele estar asociado con una mayor resistencia y rigidez del material. Estas
propiedades son cruciales en aplicaciones donde se requiere una alta resistencia a la traccidon, como en la
ingenieria de tejidos, la fabricacion de biocompuestos y la produccion de materiales de construccion
sostenibles.

La relacién entre el grosor de la celulosa bacteriana y su capacidad para retener agua es un aspecto
fundamental que afecta tanto a sus propiedades intrinsecas como a sus aplicaciones practicas. La celulosa
bacteriana es un material biopolimérico producido por ciertos microorganismos, y su estructura altamente
organizada consiste en fibrillas entrecruzadas que forman una red tridimensional. Esta estructura da a la

celulosa bacteriana propiedades unicas que la hacen valiosa en investigacion y desarrollo.
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La estructura porosa es una caracteristica distintiva de la celulosa bacteriana. Esta porosidad esta
relacionada directamente con el grosor del material. Cuanto mayor sea el grosor, mayor sera la cantidad de
espacio poroso disponible. Esta porosidad y la gran superficie especifica resultante son esenciales para su
capacidad de absorcién y retencion de agua. Los poros actian como sitios de almacenamiento de agua,
permitiendo que el material absorba y retenga cantidades significativas de liquido en comparacion con otros
materiales. Ademas, la estructura porosa también facilita la circulacion de agua a través del material, lo que

contribuye a una absorcién y distribucién uniforme.

La capacidad de retencion de liquidos de la celulosa bacteriana la hace valiosa en una amplia gama de
aplicaciones. En productos absorbentes, asi como para mantener la sequedad y comodidad. En materiales
de filtracion, la celulosa bacteriana puede atrapar particulas y contaminantes debido a su estructura porosa,
permitiendo una purificacion eficaz del agua o el aire. En campos como la bioingenieria y la biomédica, la
capacidad de la celulosa bacteriana para retener agua es especialmente Gtil para mantener un ambiente

himedo en cultivos celulares o heridas lo que promueve la cicatrizacién y el crecimiento celular. [114-116]

Ademas de su capacidad para retener agua, la celulosa bacteriana también presenta propiedades
biocompatibles, biodegradables y mecéanicas adecuadas para diversas aplicaciones. Su versatilidad y la
posibilidad de ajustar su grosor y porosidad mediante técnicas de fabricacién ofrecen oportunidades
emocionantes para la innovacién en areas como la medicina regenerativa, la ingenieria de tejidos y la

fabricacion de dispositivos médicos.

El grosor de la celulosa bacteriana es esencial en la determinacion de su volumen y en su capacidad de
carga y retencion. Un mayor grosor implica que la celulosa bacteriana puede acumular una mayor cantidad
de material por unidad de area superficial. Esta propiedad tiene implicaciones significativas en una serie de

aplicaciones donde la capacidad de carga y la retencidn son factores criticos.

En los sistemas de liberacion controlada de farmacos, el grosor de la celulosa bacteriana es un factor
determinante para la cantidad de farmaco que puede incorporarse y liberarse gradualmente. Un mayor
grosor permite una mayor carga de farmacos, lo que puede ser beneficioso en situaciones donde se mantiene
una liberacion sostenida y controlada de sustancias terapéuticas. La estructura porosa de la celulosa
bacteriana actia como una matriz que retiene los farmacos y permite su liberacion gradual a medida que el

material se descompone. . [115-116]
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En aplicaciones de cultivos celulares e ingenieria de tejidos, el grosor de la celulosa bacteriana es un aspecto
importante en la creacion de sustratos para el crecimiento y la proliferacion celular. Mas material da un
entorno mas tridimensional y semejante al tejido, lo que puede ser beneficioso para el cultivo de células.
La celulosa bacteriana puede actuar como un andamio para el crecimiento celular y la formacion de tejido,

y un mayor grosor brinda mas espacio para que las células se adhieran, se multipliquen y se diferencien.

En el campo de los biosensores, la capacidad de carga de la celulosa bacteriana puede ser aprovechada para
inmovilizar biomoléculas, como enzimas o anticuerpos, en su superficie. Esto permite la deteccion
especifica de analitos en muestras. Un mayor grosor proporciona una mayor area de superficie para la
inmovilizacion de biomoléculas, lo que puede mejorar la sensibilidad y la capacidad de deteccion del
biosensor. [117-119]

La diferencia de peso en la celulosa bacteriana durante el proceso de secado es de gran importancia y tiene
varias implicaciones clave y esta directamente relacionada con la eliminacion de la humedad presente en la
celulosa bacteriana. La determinacion precisa del contenido de humedad es fundamental en muchas
aplicaciones, ya que la presencia de agua puede afectar las propiedades fisicas y quimicas del material,
también esta relacionada con la estabilidad dimensional de la celulosa bacteriana, durante el secado, el agua
se evapora y la estructura de la celulosa bacteriana puede experimentar cambios en su volumen y forma.
La eliminacion adecuada de la humedad por el secado controlado puede minimizar la contraccién o
expansion no deseada de la celulosa bacteriana, esencial para mantener la integridad y la forma deseada del

material en aplicaciones especificas.
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Figura 24. Gréfica (a) Grosor vs Porcentaje de sacarosa, (b) Peso vs porcentaje de sacarosa de las muestras de celulosa
bacteriana sin purificar alos 7 dias de crecimiento.

El contenido de humedad residual puede influir en la densidad, porosidad, resistencia, rigidez y otras

caracteristicas del material. Ademas, el secado adecuado puede influir en la estructura cristalina de la

celulosa y en la organizacion molecular, lo que a su vez puede afectar sus propiedades quimicas y su

reactividad en diversas aplicaciones.

En resumen, la diferencia de peso durante el secado de la celulosa bacteriana es importante debido a su

relacion con el contenido de humedad, la estabilidad dimensional, las propiedades fisicas y quimicas, y los

procesos posteriores. Controlar y medir adecuadamente esta diferencia de peso es esencial para garantizar

la calidad, la estabilidad y las propiedades deseadas de la celulosa bacteriana en una amplia gama de

aplicaciones.
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4.3 Morfologia de la celulosa bacteriana mediante microscopia electronica de barrido

Las micrografias SEM de la figura 25 muestran una vision detallada de la morfologia caracteristica de las
muestras de celulosa bacteriana obtenidas mediante la metodologia de cultivo estatico. Al examinar las
iméagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido, se desvela una estructura visualmente

impresionante y distintiva en las membranas de celulosa bacteriana.

Figura 25. Micrografias SEM de grupo CB con sacarosa a (a) 5%, (b)15% y (c) 20%, grupo CBCA con sacarosa a (d) 5%, (e)15% vy (f)
20%

El anélisis de las micrografias SEM se realiz6 mediante el software ImageJ revelando una red altamente
compacta de fibras entrelazadas, que se sittan en un rango de 1,3 a 3,8 micrometros, segun muestra los

histogramas de la figura 27, acercandonos y usando la escala en las micrografias como se muestra en la
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figura 26, se alcanza a notar lo que se considera es el ancho de las fibras. Esta variedad de diametros resalta

la naturaleza heterogénea de la estructura que se desarrolla durante el cultivo estatico.

Figura 26. Micrografia SEM de grupo CB con sacarosa a 20%, realizando un zoom donde se muestra cémo se realizaron las
mediciones paraobtenre el diametro de las microfibrillas de CB.

Estas fibras forman una estructura entrelazada que es tipica de las microfibrillas de celulosa formadas bajo
condiciones de cultivo estatico. La disposicion densa de estas fibras es una caracteristica tipica de las
microfibrillas de celulosa generadas bajo condiciones de cultivo estatico. La trama de fibras, tejida de
manera tan compleja, es responsable de muchas de las propiedades excepcionales de la celulosa bacteriana,
incluyendo su capacidad para retener agua y otros materiales. Muchas de estas microfibrillas estan
conectadas entre si mediante puentes de hidrégeno, lo que contribuye a la formacién de una estructura de

red compacta durante su crecimiento [24].

Es interesante destacar que no se observan diferencias morfoldgicas significativas, esto sugiere que las
muestras se mantienen estables y no se ven afectadas por cambios en el contenido de sacarosa. Esta
apariencia rugosa se debe a la presencia de compuestos antioxidantes y nutrientes en el té negro y el cacao.
Durante la sintesis de la celulosa bacteriana, las moléculas de CB se secretan fuera de la superficie celular
por poros durante el crecimiento celular, ademéas de mostrar una apariencia caracteristica de una red densa

de fibras interconectadas.
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Figura 27.
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4.4 Espectroscopia FTIR de membranas de celulosa bacteriana

En las graficas de la figura 28 (a) se ve el espectro FTIR de Celulosa bacteriana usando té negro como
medio de cultivo liquido y en la figura 28 (b) el espectro FTIR de las muestras a las que se les afiadié

CACAO en el cultivo, todas secadas a temperatura ambiente.
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Figura 28. Espectros FTIR de muestras de celulosa bacteriana (a) lote CB, (b) lote CBCA.

A partir de las mediciones de FTIR se obtienen los indices relativos de cristalinidad. Un indice de
cristalinidad (CI) es la relacion entre la intensidad de un pico relacionado con la cristalinidad y un pico que
no representa la cristalinidad dentro del mismo espectro. De los cuales se tiene el indice Total de
cristalinidad (TCI) que es la razon de la intensidad de la longitud de onda 1373 cm ™1 y la intensidad a 2900
cm™~1.[60] Intensidad de bandas de Hidrogeno (HBI) que es la razén de las intensidades en el pico 3350
cm™~1 y el pico 1337 cm™1.[61] y el indice de orden lateral (LOI) que es la razon de intensidades en las

longitudes de onda 1427 cm™! entre 895 cm™?. Hurtubise and Krassig [60, 62].

El espectro FTIR de la celulosa bacteriana presenta varias bandas de absorcién que proporcionan

informacion sobre su estructura y composicion. En primer lugar, una banda en 3340 cm™ se atribuye a los
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modos de vibracion de extension de los grupos O-H. Esta banda indica la presencia de enlaces de hidrogeno

y la existencia de grupos hidroxilo en la celulosa bacteriana.

Por otro lado, el pico en la banda en 2895 cm™ se origina a partir de los modos de vibracion de extension
de los grupos C-H en la membrana de celulosa. Esta banda indica la presencia de enlaces de carbono-

hidrogeno en la estructura de la celulosa bacteriana.

El pico en la banda en 1726 cm™ esta relacionada con los modos de vibracion de extension del carbonilo
que pertenece al grupo aldehido. La presencia de esta banda sugiere la existencia de grupos aldehido en

forma de hemiacetal, acetal y/o hidrato en la celulosa bacteriana.

La intensidad de banda en 1651 cm™ corresponde a las vibraciones de deformacion de los grupos O-H de

la molécula de agua. Esta banda indica la presencia de agua absorbida en la celulosa bacteriana.

Ademas, diferentes bandas de absorcion en el rango espectral de 1600-1200 cm™ son sensibles a
transformaciones quimicas y estructurales. Por ejemplo, las intensidades en las bandas observadas en 1564,
1427, 1371, 1337 y 1313 cm son relevantes para determinar los indices de cristalinidad de las muestras
de celulosa bacteriana. La intensidad de estas bandas puede proporcionar informacion sobre el grado de
ordenamiento de las cadenas de celulosa y las transformaciones quimicas que pueden haber ocurrido en el

material.

Ademas de lo mencionado anteriormente, en el espectro FTIR de la celulosa bacteriana se pueden
identificar otras bandas de absorcion que brindan informacion adicional sobre su estructura y composicion.
Por ejemplo, las bandas de absorcién en 1159, 1107 y 1028 cm estan asociadas con los modos de vibracion
de extensién C-O/C-H de los azlcares presentes en la celulosa y los modos de vibracion de extension C-O-
C de los enlaces glucosidicos B-(1, 4) entre los azUcares. Estas bandas indican la presencia y la formaen la

que los azucares se encuentran unidos en la estructura de la celulosa bacteriana.

Adicionalmente, la banda de absorcion en 895 cm™ también es caracteristica del enlace glucosidico B-(1,
4) presente en la celulosa. Esta banda confirma la presencia de enlaces glucosidicos especificos en la

estructura de la celulosa bacteriana.
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En cuanto a las bandas de absorcion en 750 y 710 cm'?, estas bandas estan relacionadas con las fracciones
triclinica (Ia) y monoclinica (18 de la celulosa de tipo I. La presencia de estas bandas en el
espectro FTIR indica la existencia de diferentes formas cristalinas de celulosa en la estructura de la celulosa
bacteriana.

En el caso de las membranas CBCA, se observaron bandas de absorcion similares a las de CB, aunque con
diferentes intensidades de absorcion entre ambos tipos de membranas. Esto sugiere que las membranas
CBCA presentan caracteristicas estructurales y composicionales similares a las membranas de celulosa
bacteriana convencionales, pero con algunas variaciones en la intensidad de las bandas de absorcion, lo que
puede indicar diferencias en la estructura o en la interaccion de los componentes en las membranas. Estas
variaciones podrian ser atribuidas a factores como la presencia de aditivos o modificaciones en la

preparacion de las membranas CBCA.

El andlisis del indice de cristalinidad total (figura 28. a), muestra que, a mayor sustrato, es decir, sacarosa,
mayor, cristalinidad, correlacionando con los resultados anteriores indica también mayor grosor, aunque
menor HR [%], también nos indica que las muestras a las que se les adiciono CACAO cuentan con mayores
IC, esto es un indicador de mayor calidad, por lo cual se puede decir que esto es debido a las vitaminas

proporcionadas como B1, B2, etc. [113]

El indice total de cristalinidad (TCI) se puede analizar mediante el analisis del espectro FTIR de la celulosa
bacteriana. EI TCI se calcula utilizando la relacion entre las intensidades de dos bandas especificas: una en

1371 cm™ y otra en 2895 cm, segiin propuesto por Nelson y O'Connor en 1964 [28].

La Figura 29(a) muestra como el TCIl aumenta a medida que se incrementa la concentracion de sacarosa en
el rango del 5% al 20%. Este aumento sugiere un incremento en la cristalinidad o en el grado de regularidad
intermolecular en la celulosa bacteriana. Conforme se afiade mas sacarosa al medio de cultivo para producir

la celulosa bacteriana, se observa mayor cristalinidad en el material resultante.

Es interesante destacar que, en el caso del lote CBCA que es la celulosa bacteriana de Kombucha preparada
con Theobroma cacao, se obtuvo un TCI ligeramente superior al de la celulosa bacteriana de Kombucha
convencional (lote CB), alcanzando un valor del 13% para una concentracion de sacarosa del 20%. Esto

podria atribuirse al contenido de vitaminas y acido folico presentes en el extracto de cacao, los cuales
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podrian acelerar el metabolismo de los microorganismos productores de celulosa. Estos compuestos
bioactivos adicionales podrian influir en la formacidén y organizacion de la estructura cristalina de la

celulosa bacteriana, lo que se refleja en un mayor TCI.

Otro parametro estructural importante es la intensidad de los enlaces de hidrégeno (HBI), que proporciona
informacidn sobre la cantidad y la fuerza de los enlaces de hidrogeno presentes en la celulosa bacteriana.
Este parametro se puede estimar mediante el calculo de la relacion entre las intensidades de dos bandas
especificas en el espectro FTIR: una en 3340 cm™ y otra en 1337 cm™.

La Figura 29(b) muestra que el HBI disminuye a medida que aumenta la concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo. Esta disminucién indica que la cristalizacion de la celulosa aumenta de manera
inversamente proporcional a la cantidad de agua (hidrégeno) ligada en el material. En otras palabras, a
medida que se agrega mas sacarosa al medio de cultivo, se reduce la cantidad de agua ligada a la celulosa

bacteriana, lo que favorece la formacion de estructuras cristalinas mas ordenadas.

Es interesante destacar que la adicion de Theobroma cacao al medio de cultivo tiene un efecto en el HBI.
Para una concentracion de sacarosa del 20%, se observa que la presencia de extracto de cacao reduce la
magnitud del HBI en un 10% en comparacion con el lote CB. Esto es debido a que los compuestos presentes
en el extracto de cacao podrian influir en la organizacion y la fuerza de los enlaces de hidrégeno en la

celulosa bacteriana, lo que se refleja en una disminucion en el HBI. [113]

El HBI también puede estar relacionado con el grado de regularidad intermolecular en el sistema cristalino
de la celulosa bacteriana, en términos del nimero y la disposicién de los enlaces de hidrégeno. Una mayor
intensidad del HBI indica una mayor cantidad y fuerza de los enlaces de hidrégeno, lo que se asocia con

una mayor regularidad en la estructura cristalina de la celulosa. [120 - 122]

El indice de orden lateral (LOI) es una propiedad relacionada con la cantidad de estructura cristalina
presente en la celulosa. Este indice se calcula mediante la comparacion de las intensidades de dos bandas
especificas en el espectro FTIR: una banda ubicada en 895 cm™, que corresponde al enlace glucosidico -(1,

4) en la celulosa, y otra banda en 1427 cm™ [28].
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La Figura 29 (c) muestra cémo varia el LOI en funcién de la concentracién de sacarosa en el medio de
cultivo. Se observa un comportamiento exponencial, donde a medida que se incrementa la concentracion
de sacarosa (del 5% al 20%), se produce un aumento, esto indica que la cristalizacion de la celulosa se ve

favorecida por una mayor concentracion de sacarosa.
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El incremento en el LOI se explica por la cantidad de fuente de carbono disponible, que se incrementa con
la adicion de sacarosa. La sacarosa proporciona un sustrato rico en carbono para los microorganismos
productores de celulosa, lo que a su vez promueve una mayor formacién de estructuras cristalinas en la

celulosa resultante.

Es importante destacar que se observa un aumento del 17% en el LOI cuando la concentracion de sacarosa
alcanza el 15%. Sin embargo, no se observan diferencias significativas en el LOI entre los lotes CB y CBCA
a5, 10y 20 %, solo el punto en 15% hay una diferencia.
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Figura 30. Espectro FTIR deconvolucionado para encontrar los picos a 750, 710y 660 cm™.

Finalmente, se estim@ la fraccion £, a partir de la deconvolucion lorentziana del espectro FTIR de la celulosa
bacteriana de Kombucha como se muestra en la figura 30. Esto se logré calculando el area de las bandas
especificas en 710 y 750 cm™ y utilizando las ecuaciones 1y 2 correspondientes. Esta propiedad estructural
esta estrechamente relacionada con la formacion de celulosa tipo I, como se ha establecido en
investigaciones anteriores (Kataoka y Kondo 1999) [106-108].

f,=255x fiz — 0.32 -

donde

f _ Ao
IR —
Azs0tA710
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58



En la Figura 31 se puede observar claramente como la fraccion £, aumenta a medida que se incrementa la
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo. Este aumento sugiere que la cristalizacion de la celulosa
se ve favorecida por una mayor concentracion de sacarosa. Sin embargo, lo interesante es que cuando se
afiade Theobroma cacao al medio de cultivo, se observa un aumento significativo en la magnitud de la
fraccion f,(21%) para una concentracion de sacarosa del 20%. Esto indica que la presencia de compuestos

presentes en el extracto de cacao tiene un impacto positivo en la cristalizacion de la celulosa.

Asi, las propiedades cristalinas de las membranas de celulosa bacteriana sintetizadas mediante fermentacion
liquida en té negro y té negro con adicion de cacao pueden controlarse y modularse ajustando la
concentracion de sacarosa en el cultivo. En resumen, la adicion de sacarosa y extracto de cacao en la
produccién de celulosa bacteriana de Kombucha tiene un impacto significativo en las propiedades
cristalinas de las membranas, lo que abre nuevas oportunidades para el disefio y la optimizacion de

aplicaciones basadas en celulosa bacteriana.
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4.5 Espectroscopia UV-visible de nanoparticulas de oro obtenidas mediante té negro.

En este estudio, se hicieron la sintesis de nanoparticulas de oro con un enfoque de sintesis verde, usando té
negro como agente reductor. Se exploraron diferentes concentraciones de té negro a 0.05%, 0.2%, 0.5% y
1% (figura 32) correspondientes a 0.5, 2, 5y 10 (g/l) para reducir el precursor HAuCl4. Para evaluar los

resultados, se utilizé la espectroscopia UV-Vis.

En los espectros UV-Vis obtenidos, se pudo observar un fenémeno interesante. A medida que se disminuia
la proporcion de té negro en la solucion de reaccion, la banda de absorcion caracteristica de las
nanoparticulas de oro a 538 nm se volvia més definida y prominente. Mostrando la presencia del fendmeno
de resonancia de plasmoén superficial transversal longitudinal (TSPR) un fendmeno dptico que ocurre
cuando las nanoparticulas metélicas, interactan con la luz incidente. Los resultados obtenidos muestran
que la concentracion de té negro utilizada en la sintesis tiene un impacto directo en el tamafio y
homogeneidad de las nanoparticulas de oro. A menor concentracion de té negro, se observa una mayor
definicion de la banda TSPR en el espectro UV-Vis, esto debido a que la filtracion de particulas negras de
los residuos organicos de las hojas del té es menor en comparacion de los elementos que son Gtiles como

los distintos fitoquimicos, polifenoles y antioxidantes. [146, 147]

AuNP 0.05 % Té negro
AuNP 0.2% Té negro
AuNP 0.5% Té negro
AuNP 1%  Té negro

Absorcion

T T T T T
400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (nm)

Figura 32. Espectro UV-Vis usando té negro a concentraciones de 0.05%, 0.2%, 0.5% y 1% como reductor de AuNp’s
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Esta interaccion produce una absorcion caracteristica en el espectro UV-Vis, y su posicion y forma
dependen del tamafio y forma de las nanoparticulas de oro (AuNPs). La absorcion del TSPR varia con el
tamario de la particula, afectando la posicidn de su pico de absorcion, actualmente se han reportado que las
AuNp’s esféricas de 13 nm absorben a alrededor de 520 nm, mientras que las de 99 nm lo hacen a 600 nm.

[148-154]

Estos hallazgos son significativos, ya que demuestran que la concentracidn de té negro en la sintesis verde
de nanoparticulas de oro puede ser un factor crucial para controlar y ajustar el tamafio y la uniformidad de
las particulas resultantes. Ademas, la sintesis verde utilizando té negro como agente reductor proporciona

una alternativa respetuosa con el medio ambiente y sostenible para la sintesis de nanoparticulas de oro.

En conclusion, los resultados de este estudio indican que la sintesis de nanoparticulas de oro mediante un
enfoque de sintesis verde utilizando té negro como agente reductor es prometedora. La concentracion de té
negro utilizada en la sintesis juega un papel importante en la definicion de la banda TSPR en el espectro
UV-Vis, lo que refleja el tamafio y la uniformidad de las nanoparticulas. Estos hallazgos contribuyen al

avance de la sintesis de nanoparticulas de oro de manera sostenible y controlada.
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4.6 Analisis de SEM de compositos de Celulosa Bacteriana con Nanoparticulas de Oro
(CB-AuNps).

Las micrografias de barrido electronico (SEM) mostradas en la figura 33 presentan la apariencia
morfoldgica caracteristica de las muestras de celulosa bacteriana (CB). En este estudio, se llevo a cabo la
adicién de nanoparticulas de oro (AuNPs) a las muestras de CB mediante un proceso de deposicion in-situ
durante un periodo de 7 dias bajo condiciones de cultivo estatico.

Figura 33. Micrografias SEM de compésitos CB-AuNp’s usando té negro diluido a 0.5%.

Al analizar las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido en las membranas de CB,
se observa una red densamente empaquetada de fibras que conserva la morfologia caracteristica de la CB
sin nanoparticulas. Ademas, se aprecia la presencia de depositos dispersos de nanoparticulas de oro que se
analiza con el software ImageJ principalmente usando las micrografias SEM, utilizando los mejores
resultados se observa tamafos en el rango de 10 a 100 nm con promedio de 50nm y una mayor
concentracion en 30 nm como se puede ver en el histograma de la figura 35, el cual analizo principalmente

la micrografia SEM de la figura 33(c) como se observa en la figura 34 donde se muestra cémo se obtienen

los tamanos de las AuNp’s.
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Figura 34. Zoom de micrografia SEM de compoésito CB-AuNp’s.

Los depositos se formaron simultdneamente con la celulosa bacteriana durante el proceso de deposicion in-
situ, posiblemente debido a la concentracidn inicial de nanoparticulas de oro utilizada. Estos resultados son
prometedores, ya que muestran la posible incorporacién de nanoparticulas de oro en la matriz de celulosa
bacteriana sin alterar significativamente su morfologia caracteristica. Ademas, la dispersion observada de
las AUNPs sugiere que existe la posibilidad de optimizar el proceso de deposicién in-situ para lograr una

distribucion méas uniforme y controlada de las nanoparticulas en la estructura de la celulosa bacteriana.

63



Cantidad AuNp's

\

N

40 60 80 100

Tamarfio de particulas(nm).

Figura 35. Histograma de AuNp’s

Estos hallazgos proporcionan una via eficaz para futuras investigaciones, ya que sugieren la posibilidad de
desarrollar métodos mejorados de sintesis y modificacion de la celulosa bacteriana con nanoparticulas de
oro. Estos materiales hibridos podrian ofrecer propiedades y aplicaciones Unicas en campos como la
nanotecnologia, la Optica, la catalisis y la electronica, entre otros. El estudio de la morfologia y distribucion
de las nanoparticulas de oro en la celulosa bacteriana es un paso importante hacia la comprension y el

control de las propiedades y funciones de estos materiales hibridos en diversas aplicaciones tecnoldgicas y
biomédicas.
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Capitulo 5. Conclusiones

Usando un consorcio microbiano conocido como Kombucha para la formacién de celulosa bacteriana se
hicieron dos tipos de medio de cultivo uno a base de té negro perteneciente al lote CB y otro de té negro
adicionado con cacao perteneciente al lote CBCA, estudiando la cinética de crecimiento variando el
porcentaje de sacarosa en 5, 10, 15y 20 %. Tanto para el lote CB como para el lote CBCA muestran que a

mayor porcentaje de sacarosa mayor la membrana de celulosa bacteriana.

El lote CB obtuvo membranas de Celulosa bacteriana sin purificar que varian en peso de 6,2 a 12,66 g con
grosores de 3.18 a 4.63 mm, mientras que el CBCA fue de 7.51 a 16.61 g con grosores de 2.5 a 8.35 mm,

luego al secarlos y purificarlos no mostraron diferencias significativas.

El andlisis FTIR mostr6 un decaimiento en el indice de bandas de hidrégeno, mientras que tiende a crecer
el indice de orden lateral el cual se refiere al ordenamiento de la estructura, ademas de que el indice de
cristalinidad total también tiene tendencia creciente tanto para lote CB como CBCA, todo esto conjugado
con el porcentaje de celulosa Ia nos indican que conforme se aumenta el porcentaje de sacarosa las muestras

son mas cristalinas, comparando con el lote CB que muestra ser menos cristalino que el lote CBCA.

Basandonos en los resultados obtenidos podemos observar que conforme se afiade la sacarosa al medio
aumentan la productividad de CB y que las muestras con el medio que solo consistia en medio de cultivo
de té negro eran capas de menores pesos y grosores que a las que se les agrego el CACAO, ademas de que
el andlisis de las mediciones FTIR manifiestan que conforme se aumenta la sacarosa en los medios de
cultivo, aumente el porcentaje de celulosa Ia, ademas de que los medios en los que se anadi6 CACAO
tienen resultados aun mayores que las muestras que no llevan. Las micrografias SEM muestran una densa

red de CB empaquetada conforme las muestras mas cristalinas.

Tambien se estudié la sintesis de nanoparticulas de oro empleando un enfoque de sintesis verde con té
negro como agente reductor. A través de la variacion de las concentraciones de té negro (0.05%, 0.2%,
0.5% y 1%), se exploraron los efectos sobre el proceso de sintesis y sus resultados. La caracterizacion de

las muestras se llevo a cabo utilizando espectroscopia UV-Vis.
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Uno de los hallazgos mas notables fue el fendmeno observado en los espectros UV-Vis. Al disminuir la
proporcion de té negro en la solucion de reaccion, se observo que la banda de absorcion caracteristica de
las nanoparticulas de oro a 538 nm se volvia mas nitida y prominente. Esta modificacidn en los espectros
indico la presencia del fendmeno de resonancia de plasman superficial transversal longitudinal (TSPR) en

las nanoparticulas sintetizadas.

La manifestacion del TSPR es un indicador clave de las propiedades Opticas y estructurales de las
nanoparticulas metélicas, como el oro. Ademas, este estudio respalda la viabilidad de utilizar enfoques de
sintesis verde en la fabricacion de nanoparticulas, lo que puede contribuir a la reduccion de impactos

ambientales en los procesos quimicos.

La investigacion no solo demostré la eficacia de la sintesis de nanoparticulas de oro utilizando té negro
como agente reductor en un enfoque de sintesis verde, sino que también resalto la importancia de las
concentraciones en la modulacion de las propiedades Opticas de las nanoparticulas resultantes. Estos
resultados ofrecen un avance significativo en la comprensién de la relacion entre la composicion de la
solucion y las caracteristicas de las nanoparticulas generadas, lo que puede tener aplicaciones prometedoras

en campos como la nanotecnologia y la optica.
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