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Resumen

En los altimos afios, la sintesis de nanomateriales metalicos, especialmente aquellos hechos
de plata, ha atraido el interés de la investigacion debido a sus multiples aplicaciones
potenciales en campos tecnoldgicos y especialmente médicos. Las propiedades
antimicrobianas de las nanoparticulas de plata (AgNPs) en bacterias han sido ampliamente
estudiadas. Sin embargo, el mecanismo de accion en las células eucariotas aun es incierto.
Por esta razon, es importante conocer la citotoxicidad en levaduras ya que es poco explorada
en ciencia de materiales. Ademas, su estudio es una alternativa viable en salud humana ya
que estos microorganismos tienen la misma estructura celular en organizacion vy

procesamiento en comparacion con células de mamiferos como los humanos.

Por otro lado, los nanocables de plata (AgNWSs) estan siendo investigados por su alta
conductividad eléctrica, lo que les permite tener un alto potencial en campos como la
deteccion Optica, la catélisis, los sensores quimicos y la biomedicina. Sin embargo, la
mayoria de los métodos utilizados para sintetizar estos nanomateriales son caros, complejos

y generalmente utilizan reactivos nocivos para el medio ambiente.

Por tal motivo, la presente investigacion se enfoca en sintetizar nanoestructuras de Ag
mediante un método verde simple, empleando la planta Lavandula angustifolia como agente
reductor de las sales precursoras y estabilizante de los nanosélidos obtenidos. Ademas, se
determinaron los tamafios, formas, dispersion y estructura cristalina mediante diferentes
técnicas de caracterizacion como espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis),
espectroscopia infrarroja (FT-IR), resonancia magnética nuclear (RMN), difraccidn de rayos
X (XRD), microscopia de barrido (SEM) y microscopia de transmision (TEM). A partir de
la informacién obtenida se determiné el mecanismo quimico y de formacion de las
nanoestructuras sintetizadas. Se evaluaron iones de plata, nanoparticulas y nanocables como
complemento en cuatro cepas de levadura, empleando ensayos de viabilidad y crecimiento

celular para determinar su toxicidad.

Palabras clave: Lavandula angustifolia, nanoalambres, agente nucleante, Kaempferol-3-O-

ramnosido,citotoxicidad.
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Abstract

In recent years, the synthesis of metallic nanomaterials, especially those made of silver, has
attracted research interest due to many potential applications in technological and especially
medical fields. The antimicrobial properties of silver nanoparticles (AgNPs) in bacteria have
been widely studied. However, the mechanism of action in eukaryotic cells is still uncertain.
For this reason, it is important to know the cytotoxicity in yeasts since it is little explored in
materials science. In addition, their study is a viable alternative in human health since these
microorganisms have the same cellular structure in organization and processing compared to

mammalian cells such as humans.

On the other hand, silver nanowires (AgNWs) are being investigated for their high electrical
conductivity, allowing them to have high potential in fields such as optical detection,
catalysis, chemical sensors, and biomedicine. However, most of the methods used to
synthesize these nanomaterials are expensive, complex, and generally use environmentally

harmful reagents.

For this reason, the present investigation focuses on synthesizing Ag nanostructures using a
simple green method, employing the Lavandula angustifolia plant as a reducing agent of the
precursor salts and stabilizers of the obtained nano solids. In addition, the sizes, shapes,
dispersion, and crystalline structure were determined by different characterization techniques
such as ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), infrared spectroscopy (FT-IR), nuclear
magnetic resonance (NMR), X-ray diffraction (XRD), scanning microscopy (SEM) and
transmission microscopy (TEM). The chemical and formation mechanism of the synthesized
nanostructures was determined from the information obtained. Silver ions, nanoparticles, and
nanowires were evaluated as a complement in four yeast strains, employing cell growth and

viability assays to determine their toxicity.
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CAPITULO I

INTRODUCCION.

En los ultimos afios, la contaminacion ambiental ha aumentado en el mundo debido al
crecimiento industrial y demogréfico, esto causado por la alta demanda de diversos productos
consumibles por el hombre [1], que en su elaboracién o procesamiento emplean un gran
numero de reactivos quimicos, teniendo como consecuencia la generacion de una mayor
cantidad de residuos peligrosos que son perjudiciales para la salud humana [2]. Con el
desarrollo de la nanotecnologia, se ha investigado una diversidad de técnicas de sintesis en
distintos campos para la elaboracion de diversos nanomateriales, siendo éstos la fisica del
estado solido, la quimica y el area de ingenieria [3]. En el caso de los nanomateriales
compuestos de plata, la forma mas estudiada es la de nanoparticulas, en donde el método
quimico convencional ha sido empleado en mayor medida para la sintesis de éstas mismas
debido a su alto rendimiento y control, no obstante, uno de sus mayores problemas es el
empleo de reactivos toxicos utilizados en el proceso de reduccion y estabilizacion de los
nanomateriales, los cuales resultan dificiles de eliminar al quedar impregnados de residuos,
generando mayor toxicidad. Por el contrario, la sintesis verde ha encontrado una solucién a

muchos de estos problemas.

De hecho, en la actualidad existe una gran cantidad de informacion acerca de este método
para obtener nanoparticulas de plata (AgNPs) con tamafios y formas controladas empleando
procesos de ingenieria genética, clonacion molecular, extractos de plantas y otras técnicas
bioldgicas, que permiten el avance cientifico en el campo de la nanobiotecnologia [4]. Por lo
cual, el empleo de métodos verdes se ha convertido en una alternativa maravillosa, debido a
que tiene un enfoque no toxico, respetuoso con el medio ambiente, limpio, menos costoso,
casi nuevo Yy sencillo, ya que, puede ser realizado a presion y temperatura ambiental [4-6].
Ademas, se puede considerar como un método biocompatible, ya que, conecta el area de
ciencia de materiales y la biotecnologia [4]. Los materiales compuestos de plata, en especial
las nanoparticulas, son empleadas en aplicaciones de la vida diaria como en el uso de
productos de limpieza, limpiadores de telas, para mejorar la transferencia de calor en los

colectores de energia solar, como recubrimientos antirreflejantes, en productos electronicos
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de alto rendimiento [7]. Sin embargo, debido al efecto bactericida de los iones Ag*, la
aplicacion mas importante es en el campo médico como agente antibacterial. No obstante,
ésta puede ser trasladada a otras formas (cubos, alambres, triangulos, etc.) y tamafios de las
nanoestructuras de Ag, con base en que las propiedades cambian de acuerdo a estas
caracteristicas [8, 9]. Por otro lado, las levaduras han sido empleadas como modelo celular
eucariota por mucho tiempo, esto se debe a su similitud a las células de los mamiferos y son
econdémicamente mas accesibles. Por esta razon, es importante conocer aquellos mecanismos
por los cuales algun agente externo dafia a este tipo de microorganismos, ya que con ellos se

puede hacer una primera aproximacion del posible efecto sobre los seres humanos [10].

Por lo tanto, la idea central de esta investigacion es sintetizar nanoalambres de Ag (AgNWs),
empleando la planta Lavandula angustifolia como agente reductor de las sales precursoras y
estabilizantes de los nanosolidos obtenidos. Ademas, se determinaran los tamafios, formas,
dispersion y estructura cristalina por distintas técnicas de caracterizacion como son
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR),
resonancia magnética nuclear (RMN), difraccién de rayos X (DRX), microscopia de barrido
(MEB) y microscopia de transmision (MET). Por otro lado, se evaluara la toxicidad de la

plata en forma de nanoparticulas mediante ensayos de crecimiento y viabilidad celular.
Justificacion

La sintesis de diversos nanomateriales metalicos ha sido lograda en mayor medida través del
método quimico convencional debido a su alto rendimiento, no obstante, este proceso emplea
reactivos perjudiciales para la salud y el medio ambiente. De hecho, se ha comprobado que
el Borohidruro de sodio (NaBHa4) y la anilina (CeHsNH2), que son usados como agentes
reductores de diversas sales metalicas, causan irritacion, nauseas y vomitos, si se tiene
continua exposicién [11, 12]. Ademas, se ha corroborado que las nanoparticulas que son
sintetizadas por medio de NaBH4 quedan impregnadas de boro, por esta razon, su empleo en
el area biologica se ve limitada. En el caso de la anilina, ésta presenta mayor
potencial de toxicidad hacia los humanos, ya que modifica perjudicialmente la hemoglobina
y ocasiona dafio oxidativo del ADN, causando numerosas condiciones patologicas
incluyendo el cancer [13]. Otro de los puntos en contra de este tipo de procesos es su

complejidad, ya que, cuando se requiere sintetizar otras estructuras como alambres, rodillos,
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triangulos entre otros, se necesitan modificadores de forma, que ademas, tienen un elevado
costo [9].

Por este motivo, con el fin de minimizar las sustancias que afectan al medio ambiente y la
salud humana, la sintesis verde asistida por medio de la planta Lavandula angustifolia se
convierte en una alternativa viable en la produccion de distintas nanoestructuras de Ag,
principalmente, porque es una planta de facil adquisicién, costo accesible en México [14].
De hecho, ésta planta se ha empleado por afios en la medicina tradicional mexicana para
aliviar dolores, infecciones, y como agente de relajacion y sedacion. Ademas, se ha empleado
para erradicar enfermedades antiinflamatorias, degenerativas, infecciosas y carcinogénesis
[15-17]. Sin embargo, la principal razon de emplear el extracto acuoso de esta planta se debe
a su potencial reductor causado por una gran proporcion del flavonoide kaempferol malonil
glucdsido [18]. Ademas, estd conformada por otros compuestos antioxidantes presentes en
concentraciones mas bajas como lo son el &cido ursélico, acido clorogénico, acido cafeico,
acido ferulico-4-O-glucdésido, &cido rosmarinico, apigenina ramnosil glucésido e i-vitexina
kaempferol-3-cumaroyl glucésido [18], en donde los compuestos organicos como azucares,
fenoles, flavonoides, cetonas, aldehidos, cidos carboxilicos y antocianinas que fungen como
agentes reductores, estabilizadores y modificadores de forma a través de reacciones redox
por parte de los flavonoles del tipo de los kaempferoles hasta compuestos derivados del acido
benzoico, en donde finalmente la nanoestructura se estabilizard mediante aductos entre los
compuestos organicos formados y el metal [19, 20]. Es conveniente destacar, que el costo de
esta via de sintesis es mucho mas econémica y sencilla en comparacién con el método
convencional, ya que, se han logrado controlar tamafios y formas a temperatura ambiente.
Ademas, de ser biocompatibles en distintos procesos bioldgicos, lo que facilita su empleo en

el area de la nanomedicina [4-6].

Por otro lado, ha sido ampliamente estudiada la actividad antibacterial de las AgNPs en una
gran cantidad de bacterias y su toxicidad en algunas lineas celulares, pero aunque existen
algunas hipdtesis centradas en el dafio celular, pocos estudios han sido enfocados en
determinar y mostrar el mecanismo de accion de las nanoparticulas en levaduras [7]. Es
necesario mencionar que las cepas empleadas en el presente trabajo son del género de

Saccharomyces cerevisiae MC4 y W303, y Kluyveromyces marxianus OFF1 y SLP1, en



donde la diferencia radica en la capacidad de tolerar altas temperaturas. En ambas cepas, esta
tolerancia estd relacionada con su resistencia hacia el estrés oxidativo y capacidad
antioxidante, ya que el incrementar la temperatura aumenta el estrés oxidativo y la
sobreexpresion de genes de enzimas antioxidantes en Saccharomyces cerevisiae [21]. Aqui
radica la principal diferencia entre las cepas de levaduras, debido a que tienen una
composicion de &cidos grasos saturados menores del 50%. El porcentaje de la suma de &cidos
grasos saturados es de 45, 48 y 47% para el W303-1A, cepas MC4 y OFFL1. Los acidos grasos
saturados encontrados en las cepas de levadura son miristico, palmitico, estearico y
araquidico. La cepa con mas viabilidad es la (SLP1) ya que contiene la mayor concentracion
de &cido graso araquidico. El acido palmitoleico es el acido graso insaturado &cido con mayor
concentracion en la cepa W303-1A y OFF1, mientras que en las levaduras MC4 y SLP1, el
acido oleico esta presente en mayor concentracion. En resumen, la levadura SLP1 contiene
la mayor concentracién de acidos grasos saturados, es decir, existe una mayor resistencia a
factores externos cuando la composicién de acidos grasos saturados es mayor a la de
insaturados [22]. Por esta razon, es de suma importancia sintetizar nanoestructuras de Ag,
para asi evaluar el crecimiento y viabilidad en las cepas de levaduras, con el objetivo de

conocer su comportamiento ante diferentes factores externos.
1.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoestructuras de Ag por medio de un método verde empleando la
planta Lavandula angustifolia como agente reductor-estabilizador, y evaluar su toxicidad en

levaduras.

1.1.1 Obijetivos especificos
e Realizar el analisis bromatolégico y fitoquimico de la planta Lavandula angustifolia,
asi como ensayos de determinacion de azUcares reductores, saponinas, flavonoides,
entre otros.
¢ Sintetizar mediante un método verde nanoestructuras de Ag a partir del extracto de la
planta Lavandula angustifolia.
e Caracterizar morfoldgica y estructuralmente los nanomateriales de Ag.

o Estimar la concentracion quimica elemental de los nanomateriales.



e Proponer un mecanismo quimico de formacion de acuerdo a la informacion obtenida
mediante técnicas espectroscopicas.
» |dentificar el efecto antibacteriano de las nanoestructuras en E. coli y S. aureus.

e Evaluar la toxicidad de las nanoestructuras en levaduras.

1.2 Hipdtesis

Sera posible la obtencidén de nanoparticulas de plata con tamafio inferior a los 50 nm y
nanoalambres con alta relacion de aspecto y longitudes superiores a los 100 um a partir de
las flavonas glicosiladas presentes en el extracto de la planta Lavandula angustifolia. La
sintesis se lograra mediante reacciones redox debido a la naturaleza quimica y alta capacidad
antioxidante de los metabolitos involucrados, en donde el Kaempferol-3-O-ramnosido
favorecera la reduccion de una molécula de AgNO3 para generar Ag®. Ademas, la toxicidad
de los nanomateriales de Ag disminuird a medida que el tamafio de las nanoestructuras
incremente. Por lo tanto, se identificara mayor dafio celular en las levaduras expuestas a las

nanoparticulas en comparacion con los nanoalambres de Ag.



CAPITULO II
REVISION BIBLIOGRAFICA

A través de este capitulo hablaremos de los fundamentos basicos que gobiernan el estado
nanomeétrico, asi como la importancia de estos materiales en la actualidad. También, se hara
énfasis en porqué emplear las células de levaduras como un modelo de estudio. Ademas,
conoceremos la estructura, composicion funcion y transporte de la membrana plasmaética con
el objetivo de tener conocimientos generales para asi estudiar el proceso o mecanismo de

accion de las nanoestructuras de plata.

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

En el afio de 1935 Richard P. Feynman en una de sus célebres conferencias llamé la atencion
de los cientificos sobre las grandes ventajas tecnoldgicas que se derivarian de la posibilidad
de controlar la estructura de la materia &tomo por atomo, por esa razon es un error pensar que
la nanotecnologia es un invento humano reciente, de hecho existen muchos organismos y
microorganismos a lo largo de millones de afios, que mediante procesos tan comunes como
la fotosintesis logran manipular la materia en la escala atdmica, ya sea para separar cargas
eléctricas, transportar protones y convertir la energia solar en energia quimicamente Gtil con
la finalidad de construir subestructuras especializadas, como almacenar informacion,

reproducirse o moverse [23].

Para entender el concepto de nanociencia y nanotecnologia es importante definir el prefijo
nano, el cual proviene del griego vdvoc que significa enano y corresponde a la
milmillonésima parte de un metro (10° m) [24]. Por ello, la nanociencia se define como el
area de estudio que se encarga de la sintesis, creacion, manipulacién y principalmente del
entendimiento y explicacion de los fendmenos que ocurren en los materiales a escalas
nanoscopicas (1-100 nm) [24-26]. En el caso de la nanotecnologia, la definicion es similar,
ya que se explica como el area que se encarga de controlar la materia &tomo por atomo con
la finalidad de disefiar y fabricar materiales con alguna aplicacion practica, aunque hoy en
dia la nanociencia también se enfoca en este aspecto [26]. Pero, sea cual sea la definicion
adoptada, lo més importante es que la frontera entre lo micro y lo nanométrico no solo es

cuestion de tamafo, sino que implica un cambio drastico en las propiedades fisicas y
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quimicas que experimenta el material en bulk, cuando su tamarfio caracteristico disminuye
por debajo de cierto valor (100 nm). También, es importante sefialar que los nanomateriales
muestran comportamientos intermedios entre los solidos microscopicos y un nanosistema
agregado con unos cuantos &tomos o moléculas, por esta razon y debido a que se encuentran
cerca de las dimensiones atémicas, las leyes que los gobiernan son las de la fisica cuantica
[23, 26, 27].

Debido a que en este nivel de tamafio se observan propiedades y fendmenos totalmente
nuevos, la nanotecnologia arroja el descubrimiento de nuevos materiales, procesos,
desenvolvimiento de nuevas técnicas experimentales y teoricas para el desarrollo de
nanosistemas innovadores y materiales nanoestructurados [28]. Lo anterior ha ayudado a
avanzar en distintas areas de la tecnologia como es la electrénica, la construccion, agricultura,
biotecnologia, energia y principalmente en areas de la salud como la medicina 'y farmacéutica
[29]. La figura 2.1 presenta un comparativo de tamafios de distintas moléculas,
microorganismos, células y objetos en la cual es totalmente apreciable las diferencias de
tamafos entre micromateriales y nanomateriales.

Glucosa ADN Pproteinas Célula .
Granos de sal Pelota de tenis

. D of® k2
£ i @ ¥ e

0100 108

Nandmetros

Tamano nanométrico
(1-100 nm)

Figura 2. 1 Comparacion de objetos a diversas escalas.

2.2 Métodos de sintesis de nanoestructuras

Primeramente, es necesario conocer la diferencia entre un nanomaterial y un material
nanoestructurado. El primero es definido como un material compuesto de cristales o
nanoestructuras en las cuales al menos una de sus dimensiones se encuentra dentro del rango

nanométrico o debajo de los 100 nm, ademas, éstos se encuentran separados por una interfase.
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Por el contrario, se entiende como material nanoestructurado aquel material compuesto por

cristales nanometricos, los cuales se encuentran separados por una frontera de grano [30].

Las nanoestructuras metalicas con diferentes morfologias se pueden identificar de acuerdo a
sus dimensiones dentro o fuera del rango nanométrico. Por lo tanto, éstas pueden ser
clasificadas en dimensién cero (0D), una dimension (1D), dos dimensiones (2D), y tres
dimensiones (3D). En las nanoestructuras 0D, los nanomateriales incluyen pequefios
agregados atomicos (cluster) compuestos por una pequefia cantidad de atomos, en donde
comdnmente son nanoparticulas esféricas. En el caso de los nanomateriales 1D son
nanoestructuras con grandes aspectos de radio como nanorodillos, nanoalambres, nanocintas
y nanotubos. Por su parte los nanomateriales 2D estan compuestos de pequefias laminas
delgadas como nanohojas, nanoplatos y nanoprismas. Finalmente, los 3D incluyen
estructuras mas complejas como varios poliedros o bien ensambles de estructuras 0D, 1D y
2D [31]. En la figura 2.2 se muestran las 4 diferentes nanoestructuras mencionadas. En el
apartado a) se ilustran nanoparticulas, b) Nanoalambres, nanocintas y nanorodillos, c)

nanoplatos y nanolaminas, d) nanoensambles.

Nanoparticulas Nanoalambres, cintas, Laminas Nanoensambles
rodillos.

Figura 2. 2 Clasificacion de las nanoestructuras de acuerdo a sus dimensiones [32].

En la actualidad existen dos enfoques en la sintesis y fabricacion de nanomateriales y
materiales nanoestructurados como son: métodos de arriba abajo (Top-Down) y de abajo a
arriba (Bottom-Up). En el primero, se parte de un material a granel (parcialmente
desmantelado, procesado o depositado) y mediante un proceso fisico se da paso a la
formacion de entidades nanométricas, siendo la mas comun la molienda mecanica [33],

aungue en algunos casos las nanoestructuras pueden ser sintetizadas por medio de métodos



quimicos y la volatilizacion de un sélido seguido de la condensacién del componente
evaporado [34, 35]. Para el caso de los procesos Bottom-Up, los nanomateriales se ensamblan
a partir de bloques de construccién basicos como son atomos, moléculas o clusteres que
crecen a partir de precursores elementales [35], en donde el ejemplo més claro es la dispersion
coloidal que forma parte del método de reduccion quimica convencional. También, en esta
categoria se engloban los métodos sol-gel, hidrotermales, solvotermales, pirolisis quimica,
sonoquimicos, electroquimicos, deposicion de vapor, micelas, entre otros [34, 36]. Ademas,
existe la posibilidad de sintetizar nanoestructuras con la ayuda de métodos hibridos, siendo
el proceso mas comun la litografia, que consiste en el crecimiento de ldaminas delgadas
(Bottom-Up) y posteriormente se realiza un grabado (Top-Down). Los dos enfoques
anteriores son muy importantes en nanotecnologia, pero el mayor problema de trabajar con
técnicas Top-Down, en especial la litografia, es la imperfeccion de la estructura superficial,

que conlleva a la formacion de defectos e impurezas [33].

La figura 2.3 ilustra de manera general la formacion de nanoparticulas (NPs) a través de los
dos enfoques distintos de sintesis. En la parte superior se ejemplifica el avance en la
formacion de NPs a partir de pequefios agregados moleculares, en el caso de la parte inferior
se exhibe un material a granel esférico el cual por medio de atricion es fragmentado hasta

tamafnos nanométricos.
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Figura 2. 3 Enfoques de sintesis de nanoestructuras a) proceso bottom-up, b) proceso top-
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2.2.1 Teoria de formacion de nanoestructuras

Los métodos quimicos a través de la reduccion de sales precursoras son las técnicas mas
empleadas en la actualidad, esto se debe a que pueden ser escalados, permitiendo controlar
tamarios, formas y distribuciones de los nanomateriales [7]. Por otro lado, la sintesis verde
asistida por extracto de plantas sigue los principios fundamentales de nucleacion vy
crecimiento de la sintesis quimica convencional, por esta razon es fundamental conocer

algunos de ellos.

Primeramente, se hablara del proceso mas comdn de crecimiento, siendo éste el de las
nanoestructuras 0D (nanoparticulas). Por esta razon, es importante conocer su concepto, el
cual se define como aquel material con propiedades morfoldgicas en al menos una dimension,
restringiéndose su tamafio de 1-100 nm [37]. Es importante el manejo de estos
nanomateriales porque sus propiedades cambian de acuerdo a como se comportan los
electrones, ya que su movimiento es mas limitado por las dimensiones del mismo material.
Ademas, la proporcion de atomos en la superficie es mayor respecto a su interior en
comparacion con aquellos materiales de tamafio micrométrico [25]. Los metales a escala
nano poseen propiedades Opticas, electronicas, cataliticas y magnéticas que difieren de
aquellas presentes a mayor escala, por ello estan fuertemente relacionadas con el tamario,

forma, composicion y estructura cristalina de la particula [38].

Las diversas técnicas de sintesis se pueden agrupar en dos categorias: enfoque de equilibrio
termodinamico y cinético. Desde el punto de vista termodinamico el proceso de sintesis
consiste en 3 pasos: 1) sobresaturacion, 2) nucleacion y 3) crecimiento. En el caso del
equilibrio cinético, éste se logra limitando la cantidad de precursores [39]. Por lo cual, de

manera general el proceso de formacion se resume en los pasos siguientes:

1. Nucleacién: Formacion veloz de pequefios nlcleos por medio de especies poco
solubles o alta sobresaturacion.
2. Crecimiento: Adicion de particulas pequefias para lograr particulas méas grandes

3. Terminacion: Estabilizacidn o repulsion de las nanoparticulas mediante surfactantes.
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2.2.1.1 Nucleacion

La nucleacion se define como el proceso mediante cual los &tomos sirven como plantillas o
semillas para el crecimiento de los cristales [40]. Este proceso puede clasificarse en tres
categorias como son: nucleacion homogénea, heterogénea y secundaria. La primera consiste
en dar paso a la formacién de cristales desde el seno del liquido, la segunda es lograda a
través de la formacion de una segunda fase sobre la superficie de otro material y la Ultima es

por medio de la agregacion de particulas [3].

El primer paso de formacidn es dar inicio a la nucleacidbn homogénea, que ocurre por una
combinacion de moléculas del soluto para producir un nicleo en ausencia de una interface
solida, y sucede debido a la fuerza impulsora generada por una solucion supersaturada que
no es estable energéticamente. Esta condicion es lograda por medio de la disminucién de la
temperatura de una mezcla en equilibrio o mediante reacciones quimicas in situ a través de
la conversién de productos quimicos altamente solubles a menos solubles. Cuando la
concentracion de un soluto en un disolvente excede su equilibrio, la solubilidad
o la temperatura disminuye por debajo del punto de transformacién de fase, apareciendo
una nueva fase [33, 39]. Para describir lo mencionado con anterioridad, se puede considerar
un caso de nucleacién homogénea a partir de una solucién supersaturada, donde el soluto
excede la solubilidad poseyendo una alta energia libre de Gibbs y por lo tanto la energia total
del sistema se reduciré segregando la solucion, esto se observa mejor en la figura 2.4, la cual
muestra la reduccién de la energia global de Gibbs de una solucion sobresaturada formando
una fase sélida y manteniendo la concentracion de equilibro en la solucion, en donde la

reduccion de la energia libre de Gibbs es la fuerza impulsora de la nucleacion.

El cambio de energia libre es la suma de la energia generada por la formacion de un nuevo
volumen y la energia debida a la superficie creada; es por ello que la minimizacion de la
energia consta de estos dos términos: 1) volumen de la transicion liquido-sélido y 2) la

superficie de formacion.
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Figura 2. 4 Reduccion de la energia libre total de Gibbs de una solucion sobresaturada
formando una fase solida y manteniendo una concentracién de equilibrio en la solucion
[33].

Adicionalmente, la figura 2.5 ilustra esquematicamente el cambio de energia libre de
volumen (Apv), la energia libre superficial (Aps), y la energia total (AG) en funcion del radio
del nacleo. Se observa que un nucleo recién formado sélo es estable cuando su radio alcance
un tamarfio critico r", en otras palabras, un nicleo que no ha alcanzado el radio critico
(embrion) se redisolvera en la solucion para reducir la energia libre global, mientras que
aquel que supere el r*, ser estable y continuara creciendo (ntcleo). Por ello, la formacion de
un gran namero de ndcleos se ve favorecida por una alta concentracion inicial, baja
viscosidad y baja energia critica. Por consiguiente, para una concentracion elevada de soluto,
habra una mayor cantidad de nucleos que se relaciona con tamafios mas pequefios en los
solidos. Ademas, es importante mencionar que la temperatura también influye en la energia
superficial, asi como el uso de diferentes solventes, aditivos en la solucién y la incorporacién

de impurezas en fase solida.
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Figura 2. 5 Cambio de energia de volumen en funcion del radio critico [33].

La figura 2.6a ilustra el proceso de nucleacién y su crecimiento posterior a lo largo del tiempo
en tres etapas, en la cual se aprecia que la nucleacion se produce sélo cuando la
sobresaturacion alcanza cierto valor, superior a la solubilidad que corresponde a la barrera
de energia para la formacion de ndcleos. Por lo cual, una vez que se tiene la nucleacién
inicial, la concentracion o la sobresaturacion de la especie en crecimiento disminuye y el
cambio en la energia libre de Gibbs de volumen se reduce. Cuando la concentracion de soluto
decrece por debajo de cierto valor de la energia critica, no se forman mas nucleos, mientras
que el crecimiento procede hasta que la concentracion de especies en crecimiento alcanza el
equilibrio o limite de solubilidad. Por otro lado, la figura 2.6b muestra desde otra perspectiva
las relaciones entre la nucleacion, velocidad de crecimiento y concentracion de las especies.
En donde, el proceso de crecimiento no procede cuando no hay nucleo, aunque, la
concentracion supere la solubilidad de equilibrio y la velocidad esté por encima de cero. Por
el contrario, cuando los agregados atémicos (cluster) se forman, el crecimiento se produce
de forma simultanea. No obstante, por encima de la concentracion minima, la nucleacion y
el crecimiento son procesos inseparables que contintan a diferentes velocidades. Por otro
lado, la distribucion de tamafios es dependiente del crecimiento posterior de los nucleos, el
cual puede ser de dos tipos: 1) crecimiento en la superficie y 2) Coagulacion (nucleacién

secundaria). EI primero consiste en la deposicion o adicion de las moléculas de soluto en la
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superficie de una particula. Mientras, que en el segundo las particulas chocan y se adhieren
entre si para formar agregados, las cuales se convierten en particulas individuales por medio

de la maduracion de Ostwald (coagulacion coalescente) [39].
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Figura 2. 6 a) Procesos de nucleacidn y posterior crecimiento, b) relacion entre las tasas de

nucleacion y crecimiento y la concentracion de especies de crecimiento [33].

2.2.1.2 Etapas del crecimiento de los nucleos

El proceso de crecimiento esta envuelto por mdltiples etapas que son descritos a

continuacion:

1. Generacion de las especies de crecimiento

2. Difusién de las especies provenientes de todo el volumen hasta la superficie.

3. Laadsorcion de las especies sobre la superficie

4. Crecimiento superficial a través de la incorporacion irreversible de las especies sobre

la superficie sdlida.

Los pasos anteriores pueden ser agrupados en dos procesos principales. EI suministro de las
especies de crecimiento se denomina difusién e incluye la generacién, propagacion y
adsorcion de especies sobre la superficie de crecimiento (pasos 1, 2 y 3). Mientras que la
incorporacion de especies adsorbidas sobre la superficie de la estructura sélida se denomina

crecimiento en la superficie (paso 4).

El crecimiento controlado por difusion ocurre cuando la concentracion de especies de

crecimiento se reduce por debajo de la concentracion minima de nucleacion, ésta se detiene
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y el crecimiento continda. En este caso, la difusién promueve la formacion de nanoparticulas
de tamafio uniforme, debido a que la diferencia de tamafios en los radios de los nucleos

disminuye al paso del tiempo.

Por otro lado, se denomina crecimiento controlado por un proceso de superficie cuando la
difusion de las especies se da desde el volumen hasta la superficie de crecimiento, es decir
donde la concentracién de la masa es la misma que el volumen, para lo cual existen dos

mecanismos: mononuclear y polinuclear.

El crecimiento mononuclear procede capa por capa, en donde las especies de crecimiento se
incorporan en una capa Yy solo se procede a otra capa cuando la anterior ha sido completada.
Aqui existe tiempo suficiente para que las especies de crecimiento se difundan hacia la
superficie. Ademas, la velocidad de crecimiento es proporcional al area superficial, esto
causa que la diferencia de radios se prolongue a través del tiempo; por lo tanto, este
mecanismo no favorece al crecimiento de particulas con tamafo uniforme [41] (ver figura
2.7a).

En contraparte, el crecimiento polinuclear ocurre cuando la concentracion superficial es muy
alta, aqui el proceso de superficie es tan rapido que la segunda capa de crecimiento procede
antes de que la primera sea completada. Por consiguiente, la velocidad de crecimiento es
independiente del tamafio de la particula o el tiempo, es decir la velocidad es constante. Por
esta razén, cuando las particulas se hacen mas grandes, la diferencia de radios se hace mas

pequefia, favoreciendo la formacion de particulas monodispersas [41] (ver figura 2.7b).

Por este motivo, cuando los nucleos son pequefios el mecanismo de crecimiento monocapa
debe dominar, mientras que el crecimiento polinuclear llega a ser predominante a medida

que los nucleos se hacen mas grandes.
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Figura 2. 7 a) Crecimiento capa por capa, b) crecimiento al azar.

2.2.1.3 Fendmeno Ostwald ripening

Cuando los reactivos son agotados debido al crecimiento de las particulas, ocurre un
fendmeno llamado Ostwald ripening, que consiste en el crecimiento de las particulas grandes
a expensas de las pequefias, hasta que éstas Gltimas disminuyen su tamafio, para finalmente
disolverse en el liquido [42]. En esta etapa la relacion de saturacion decrece y el tamafio
critico del nucleo se incrementa, ocasionando que cualquier particula con menor radio critico
se redisuelva. Cuando se presenta el fendmeno de Ostwald en la etapa de crecimiento, se
complica la obtencidn de particulas monodispersas. Una vez que en la etapa de crecimiento
se presenta el fendmeno de Ostwald, es complicado la obtencién de particulas
monodispersas, a menos que la reaccion se extienda hasta que todos los reactivos se agoten
o la supersaturacion termine, eliminando los nicleos méas pequefios, lo cual conllevara a que

las particulas tengan un régimen micrométrico.

Las particulas pueden crecer por via adicion molecular, donde las especies solubles se
depositan sobre la superficie solida o por agregacion con otras particulas (crecimiento
secundario), donde la velocidad de crecimiento de esta segunda es mayor en comparacion a
la via de adicion molecular. Después de que las particulas crecen hasta un tamafio estable,
éstas continuaran creciendo por combinacion de nucleos inestables y no por colisiones con
otras particulas estables. En contra parte, una manera de controlar la maduracion de Ostwald

es mediante la adicién de pequefias concentraciones de sal precursora, con el objetivo de
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mantener la condicion de sobresaturacion y asi evitar la formacion de particulas grandes [43,
44]. La figura 2.8 ejemplifica lo descrito con anterioridad, en la cual se aprecia que las
particulas mas grandes crecen a expensas de las pequefias, mientras que éstas Ultimas se

redisuelven en el liquido.
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Figura 2. 8 Fenébmeno de maduracion de Ostwald ripening.

2.2.1.4 Terminacion o estabilizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas son pequefias y no son termodinamicamente estables al crecimiento
cinético del cristal. Por ello, para producir nanoparticulas estables, estas deben ser arrestadas
durante la reaccion mediante adicion de reactivos que protejan su superficie como ligantes
organicos o un material inorganico que las rodee. Las dispersiones de las nanoparticulas son
estables si la interaccion entre los grupos que las rodean y el solvente es favorable, colocando
una barrera energética para contrarrestar las atracciones de VVan Der Waals. Para ayudar al
arresto de estas nanoparticulas, se emplean diferentes solventes que cambian la solubilidad o

la velocidad de la reaccién [45].

Un método muy comun de dispersion es mediante la repulsion electrostatica resultante de las
interacciones entre las dobles capas eléctricas que rodean a las particulas, se logra ajustando
el pH de la solucion o con la adsorcidén de moléculas tensoactivas cargadas en las superficies.
Esta estabilizacion es generalmente eficaz en sistemas diluidos de los medios organicos
acuosos o polares, siendo muy sensibles al pH y los efectos de otros electrolitos en la

solucion.

Por otro lado, la estabilizacion estérica consiste en cubrir las particulas con polimeros

impidiéndoles acercarse al rango de las fuerzas de atraccion [46, 47]. La figura 2.9 muestra
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un comparativo de los dos tipos de estabilizacion, en la cual el papel de los estabilizadores
es prevenir el crecimiento incontrolable de las particulas, evitar la agregacion, controlar su

tamario y permitir la solubilidad de las mismas en varios disolventes.

Estabilizacion estérica Estabilizacion electrostatica

Figura 2. 9 Tipos de estabilizacion de nanoparticulas.

2.2.1.5 Crecimiento en nanoestructuras metalicas 1D

Las nanoestructuras unidimensionales tienen una diversidad de formas, las cuales incluyen:
nanowhiskers, nanofibras, nanohilos, nanovarillas, nanotubos, nanocintas y nanoalambres.
Generalmente, se considera que los whiskers y nanorodillos tienen una relacion de aspecto
menor en comparacion a las nanofibras y nanoalambres [33]. Por lo tanto, definiremos a un
nanoalambre como aquel material unidimensional, en el cual la relacion de aspecto del largo
es por lo menos 10 veces mayor en comparacion al ancho [48], donde su ancho debe ser
inferior a los 100 nm. La definicién anterior se ha extendido a alambres atomicos y
moleculares, ya que, aungue no poseen las caracteristicas geométricas, si poseen propiedades
fisicas diferentes a las del material a granel [49]. Se han desarrollado muchas técnicas en la
sintesis de las nanoestructuras 1D por medio de métodos convencionales, éstos comprenden
el crecimiento espontaneo, sintesis basada en templetes, electrospinning y litografia [33]. El
primero consiste en la reduccion de energia libre causada por una transformacion de fase o

reaccion quimica.

Hablaremos del proceso de formacion de AgNWs a traves de diversos fendmenos fisicos y

quimicos. El método del poliol ha sido la ruta mas exitosa para producir estas estructuras con
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calidad y a gran escala, ademas de que el proceso de formacion es similar al que sucede en

la sintesis verde asistida por plantas, en la cual se emplea un agente reductor y estabilizante.

El método del poliol puede resumirse en los siguientes pasos que consisten primeramente en
la obtencion de dtomos de plata a partir de la reduccion de la sal precursora AgNOs, en el
cual por medio de la sobresaturacion de la solucion comienzan a experimentar nucleacion y
crecimiento en forma de nanoparticulas monocristalinas y macladas, siendo la tltima forma
la mas dominante debido a su baja energia. A través de este mecanismo, las AgNPs son
incapaces de coalescer en particulas de mayor tamafio, gracias a la tasa de reaccion de las
semillas de Ag y a que el agente estabilizante (PVP) actla como agente de cobertura entre
particulas. La mayoria de las AgNPs méas grandes pueden ser dirigidas por el agente de
recubrimiento a crecer en nanorodillos y éstos a su vez contintan creciendo en AGNWSs con
la presencia de PVP u otros agentes de recubrimiento (ver figura 2.10) [48]. Por ello, se
requiere un crecimiento anisotropico, es decir el cristal crece a lo largo de cierta orientacion
mas rapido en comparacion a otras direcciones, en el cual, los defectos e impurezas en las
superficies de crecimiento desempefian un papel importante en la morfologia de los
productos finales [33]. Existen otros factores en el crecimiento que determinan forma,
longitud, tipo de espesor de los AgNWs como son: multiple maclado en las particulas,
adicién de agentes nucleantes, la temperatura, influencia de oxigeno, concentracion de la sal
precursora, efecto del agente estabilizante, la influencia de los iones bromuro y cloruro [48].
Estos factores se tocardn mas a fondo en el apartado del estado actual de los métodos de

sintesis para la obtencion de los AGNWs.

AgNO, . ,. ..."0 Nucleacion
i ;.. *s **,.| Proceso
Ag(0)

—— Crecimiento
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Rodillos Alambres

Figura 2. 10 Esquema del proceso de formacion de AgNWs a través del método del poliol
[48].
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2.3 Aplicaciones de los nanomateriales de plata

Como se ha visto a lo largo del documento, la manipulacion de la materia en la escala nano
es muy importante porque a este nivel de tamafios se observan propiedades y fendmenos
totalmente nuevos, por este motivo promete un enorme potencial en una amplia variedad de
aplicaciones en distintas areas que incluyen la industria textil, alimentaria, eléctrica, quimica,
medicina, tecnologias de la informacién y energia. De hecho, se ha demostrado que la
principal aplicacion de las AgNPs es en el sector salud como agente antibacterial, en el cual
se han realizado diversos estudios del efecto toxico en diversas bacterias, asi como su efecto
antifangico. También, algunos estudios han indicado que estas nanoparticulas tienen
naturaleza antinflamatoria, que puede ayudar a la aceleracion de la cicatrizacion de heridas.
Otra aplicacion importante en el sector salud es como sustituto de articulaciones artificiales
en los cementos 6seos con la finalidad de inducir la actividad antimicrobiana [7]. La
nanoplata también tiene la capacidad de ser utilizado en biosensores que pueden biosensar
una gran cantidad de proteinas que los comunes encuentran dificiles de detectar. La ventaja
que tiene la nanoplata es que puede utilizarse para detectar anomalias y enfermedades en el
cuerpo humano incluido el cancer. También, las propiedades plasmonicas lo convierten en
un candidato para bioiméagenes, ya que, a diferencia de los colorantes fluorescentes, éste no
presenta fotodecoloracion y pueden usarse para monitorear eventos dindmicos a lo largo de
un tiempo prolongado [50, 51]. Por otra parte, en el a&rea comercial se ha comprobado que las
NPs son empleadas en el tratamiento de aguas residuales, asi como en pinturas, ropa,
cosméticos, alimentaria, donde la principal funcion de éstas en su mayoria es como agente
bactericida [52].

Por otro lado, los nanoalambres metalicos han sido modelo interesante de estudio, causado
por la potencializaciobn de sus propiedades fisicas como conductividad eléctrica,
conductividad térmica, propiedades opticas y magnéticas; por lo cual presentan una amplia
gama de aplicaciones en componentes electronicos, optoelectrénicos y magnéticos [53]. De
igual forma que las AgNPs, estos nanomateriales exhiben comportamiento antibacteriano.
Por las razones anteriores, los AQNWs proporcionan reemplazos ideales para los materiales
conductores tradicionales debido a su tamafio y alta relacion de aspecto. En el caso de las

propiedades Opticas, proporcionan un gran potencial para fabricar peliculas conductoras
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transparentes. Otra opcion es formar un material hibrido mediante la combinacion del
nanoalambre metalico con nanotubos de carbono (CNT) para formar peliculas con el objetivo
de aumentar la conductividad de los AgNWs. Debido a su similitud con los CNT, el grafeno
también ha sido utilizado como material conductor a base de carbono para la fabricacién de
peliculas conductoras. En este caso, la funcion del grafeno es similar a los CNT, como relleno
conductor para las redes de los AgNWs. La ventaja que presenta este nanomaterial hibrido
es que el costo del grafeno es menor en comparacion con los CNT. Adicionalmente, tiene
mejor estabilidad térmica y quimica, pero su conductividad es menor. Aqui se limita el uso
del grafeno en dispositivos que requieren alta conductividad. Los ejemplos anteriores son
algunos de los méas conocidos, no obstante, la combinacion de AgNWs con otros materiales
para la obtencion de peliculas conductoras es amplia, siendo algunos ejemplos adicionales
los hibridos con 6xidos metalicos (ZnO y TiOz), adhesivos conductivos isotropicos con una

resina de matriz, hibridos y compuestos de polimeros conductores [48].

2.4 Caracteristicas y constituyentes fitoquimicos de la planta Lavandula angustifolia

La planta Lavandula angustifolia es cominmente conocida como lavanda y su nombre
proviene del latin “lavare” debido a que los romanos utilizaban esta planta para tomar bafios
[54]. Es un arbusto perenne, de tamafio medio e intenso perfume, pertenece a la familia de
las Labiadas y alcanza una altura generalmente de 50 a 80 cm [55]. En relacién a su aspecto,
su follaje es gris con flores parpuras ubicadas en las espigas terminales, en grupos de 6 a 10
flores que son las encargadas de concentrar la mayor cantidad del aroma. Este tipo de planta
prefiere la plena exposicion solar y tolera los terrenos secos y puede encontrarse en lugares
de alto transito debido a que su color, su forma esférica, fragancia, duracion de sus hojas y
su follaje verde grisdceo permanecen durante todo el invierno [54]. Su hébitat natural es en
terrenos secos, soleados, llenos de piedras junto a otros arbustos y plantas como el romero,
abrotano y tomillo; preferentemente en suelos pobres de naturaleza calcarea [56]. Los
componentes quimicos de las plantas se concentran generalmente en las semillas, flores y
hojas de cada planta [57]. La figura 2.11 muestra la formay color de la planta de lavanda en

su habitat natural.

Sus constituyentes principales son los compuestos fenolicos, siendo aproximadamente 19

flavonas y 8 antocianinas [19]. Se han caracterizado pigmentos en la planta como la
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delfinidina y la malvidina, asi mismo, estd compuesta de dos acidos hidroxicindmicos como
el acido rosmarinico y el &cido clorogénico. Adicionalmente, la planta de lavanda posee
fracciones de aceites volatiles como son la cumarina y 7-metoxicumarina. Estos
constituyentes son los compuestos principales a los que se le es atribuida la reduccion y

estabilizacion de diversas nanoestructuras metalicas.

Figura 2. 11 Planta Lavandula angustifolia en la naturaleza.

2.5 Levadura como modelo celular eucariota

La levadura se ha utilizado por mucho tiempo como modelo celular eucariota, esto se debe a
que este microorganismo funciona de manera similar a las células humanas. Esto quiere decir,
gue se aproximan en términos de organizacion y metabolismo, que se traduce en reacciones
qguimicas necesarias para la vida y multiplicacion de las células. La principal diferencia
consiste en que el ser humano esta formado por millones de células, mientras que la levadura
es unicelular, haciéndola facil de estudiar y manipular. Otras de las ventajas del empleo de
levaduras es su fécil escalabilidad para anélisis bioquimicos y su corto tiempo de generacion.
Por ello, es muy importante emplear inicialmente este microorganismo como modelo
bioldgico [58, 59].
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2.5.1 Metabolismo celular de las levaduras

Antes de conocer el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos fisicoquimicos que
ocurren en la célula, es necesario definir el concepto de levadura, asi como identificar su
forma, estructura y composicién. Por esta razon, este microorganismo se define como un
hongo unicelular que presenta la misma estructura subcelular fundamental de células
animales y plantas [60]. Generalmente, las células entre levaduras muestran una gran
diversidad con respecto al tamafio, forma y su color, incluso, las células de una misma cepa
en ocasiones muestran heterogeneidad morfoldgica. Respecto a su tamafio, este varia
ampliamente entre ellas, donde algunas células pueden tener una longitud comprendida entre
2-3 um, mientras que otras especies alcanzan longitudes de hasta 50 um. En el caso del
ancho, este es menos variable, estando su rango de tamafio comprendido entre 2-3 um. Las
formas de las levaduras son variadas, aunque muchas especies son elipsoidales u ovoides
como es el caso de la levadura comercial Saccharomyces cerevisiae. No obstante, existen
otros géneros con distintas formas como el Schizosaccharomyces, que son cilindricas con
extremos hemisféricos, Candida albicans y Yarrowia lipolytica, que son en su mayoria
filamentosas o levaduras esféricas como las especies Debaryomyces con formas alargadas
[61].

El género Saccharomyces cerevisiae es muy importante por sus diversas aplicaciones en la
fabricacion de bebidas y alimentos como es la cerveza y el pan [62]. Ademas, el empleo de
este microorganismo como modelo celular eucariota se debe a que refleja componentes
macromoleculares similares a las células de los mamiferos. De hecho, la pared celular es la
Unica estructura en la cual difieren células animales y levaduras. Es importante tener en
cuenta este aspecto para una posible evaluacion de toxicidad como un modelo de
comparacion, ya que esta estructura situada en la parte exterior de la célula desempefia un
papel fundamental en el transporte de materiales dentro y fuera de ella, fungiendo como la
primera linea de defensa contra agentes externos [61, 63]. La cubierta tiene un espesor
comprendido entre 100-200 nm y constituye el 25 % de la masa seca total. Su composicion
quimica esta sujeta a variaciones de acuerdo a condiciones de crecimiento, pero entre sus
componentes principales se encuentran 4 clases de macromoléculas como son:

glucoproteinas altamente glicolisadas (manoproteinas), dos tipos de f-glucanos y quitina (ver
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figura 2.12). En el caso de la Saccharomyces cerevisiae la envoltura celular abarca
aproximadamente el 15 % del volumen celular total y tiene la funcién principal de controlar
las propiedades osmoticas y permeabilidad de la célula.

Glucomanoproteinas
B-(1,6)-glucano

B-(1,3)-glucano
Proteinas Atrapadas
Quitin-B-(1,4)-poli-N-
acetilglucosamina

>
g

L\
o

Citosol

Tres Sintetasas ligadas a la membrana

Csh1 Enzima reparadora

Csh2 Formacion de tabique involucrado

Csh3 (Csh2) Maduracion de la pared celular y formacion de anillo

Figura 2. 12 Composicién quimica de la pared celular [61].

Por lo tanto, la jerarquia de manera general vista de adentro hacia afuera de la célula consiste
en el citosol de la levadura rodeada por la membrana plasmatica, el espacio periplasmico y
la pared celular. La figura 2.13a ilustra una imagen de la levadura Saccharomyces cerevisiae
vista a través de un microscopio. Por otro lado, la figura 2.13b ejemplifica la division de las

celulas de ésta misma, asi como sus componentes mayoritarios y organulos principales [61].

Mitocondria b)
Periplasma

Huso

S
Pared celular

Figura 2. 13 Imégenes de MEB de levaduras Saccharomyces cerevisiae [61].
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2.5.2 Definicidén y composicion de la membrana plasmatica

Como se menciond con anterioridad, la diferencia entre células de levaduras y mamiferos es
la pared celular, esto quiere decir que, en el caso de éstas Ultimas, la primera estructura que
rodea a la célula es la membrana plasmatica. Por consiguiente, nos centraremos un poco mas
en esta estructura, debido a que tienen funciones enzimaticas, de comunicacion entre células
y de control en el paso de sustancias desde el exterior hasta el interior de la célulay viceversa
[64, 65].

A través de los afios han existido diversos modelos de la membrana plasmatica, pero, aunque
el modelo de mosaico fluido ha evolucionado con el tiempo todavia proporciona una buena
descripcion de la estructura y comportamiento de las membranas de diversas células. De
acuerdo a este modelo, la membrana es un mosaico de componentes que se pueden mover
fluida y libremente en el plano de la misma. El término de fluidez se puede ejemplificar por
medio de la insercion de una aguja fina a través de la membrana, en donde ésta se separara y
rodeard la aguja y cuando ésta es retirada, la membrana se une sin problemas. A pesar de que
la membrana tiene la capacidad de fluir, el transporte de componentes es especifico, aunque
las Unicas moléculas que pueden difundir sin necesidad de energia son las pequefias como
Oz, CO2y N2 [66].

La membrana plasmatica estd compuesta principalmente por lipidos y proteinas que
representan la mayor proporcién de la masa de la membrana y por carbohidratos como parte
de glicoproteinas y glicolipidos. Es importante mencionar que todas las membranas
bioldgicas tienen una proporcion de lipidos y proteinas diferente y como consecuencia
presentan una funcién distinta, pero a su vez estan conformadas por una estructura bésica,

por esta razén hablaremos de ella [67].

La bicapa lipidica ha sido establecida como la base universal de la estructura de la membrana
celular, en donde éstas constituyen aproximadamente el 50 % de la mayoria de las
membranas plasmaticas de células animales, siendo el resto proteinas. Todas estas moléculas
son anfipaticas, es decir tienen un extremo hidrofilico y otro hidrofébico. La méas abundante
de estas moléculas son los fosfolipidos que tienen una cabeza polar (afin al agua) formada
por un glicerol, un fosfato y una base nitrogenada (inositol, colina, etanolamina y serina). A

la parte no polar (no afin al agua) se le denominan colas y estan compuestas de acidos grasos
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que van desde 14 hasta 24 atomos de carbono, en donde una de ellas es saturada (sin dobles
enlaces) y la otra insaturada (con uno 0 mas enlaces cis). Lo anterior es muy importante, ya
que los &cidos grasos insaturados se orientan en un mismo plano y por consiguiente permiten
que el transporte sea fluido. En contraparte, los acidos grasos saturados son los que les dan
rigidez a las membranas. Para ejemplificar lo mencionado con anterioridad, en la figura 2.14
(a-d) se muestra esquematicamente la fosfatidilcolina, su formula quimica y modelo espacial
compacto. Se puede apreciar la composicion de éste y su curvatura debido a doble enlace cis
[66, 68].
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Figura 2. 14 Zonas de una molécula de fosfolipido [66].

La fluidez de las membranas es biol6gicamente importante, ya que procesos de transporte y
actividades enzimaticas se detienen cuando la viscosidad aumenta. Esta fluidez depende de
la temperatura y su composicion, es decir, si las cadenas hidrocarbonadas son mas pequefias
o hay mayor cantidad de enlaces cis, el empaquetamiento de las cadenas sé dificulta,
causando que la bicapa sea mas dificil de congelar. En el caso de las levaduras, éstas
controlan la composicion de los acidos grasos de sus lipidos para mantener la fluidez

constante. En el caso de una disminucidn de temperatura, se sintetizan mas acidos grasos con
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dobles enlaces cis, con el objetivo de evitar una pérdida de fluidez. Sin embargo, la bicapa
de las membranas celulares no esta compuesta exclusivamente de fosfolipidos, también
contienen colesterol y glicolipidos. En el caso de células eucariotas, éstas contienen
cantidades elevadas de colesterol que refuerzan el caracter de barrera permeable. De manera
general, se puede decir que existen 4 fosfolipidos que componen la membrana plasmaética de
las células de los mamiferos, siendo éstos fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfaditidilserina
y fosfaditidiletanolamina (ver figura 2.15). Por otro lado, los glicolipidos se encuentran en la
mitad no citoplasmatica de la bicapa y se autoasocian formando microagregados mediante la
formacion de enlaces hidrégenos entre ellos. Sus funciones principales son las de permitir

interacciones de la célula con su entorno o en procesos de reconocimiento celular [66].
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Figura 2. 15 Principales fosfolipidos de la membrana plasmatica en células de mamiferos
[66].

Otra de las estructuras importantes en la composicion de la membrana son las proteinas y
esto se debe a que la mayoria de las funciones especificas son realizadas por éstas. Al igual
que los fosfolipidos, la cantidad y tipo de proteinas son variables entre células. Existen dos

tipos de proteinas en la membrana plasmatica siendo extrinsecas (periféricas) e intrinsecas
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(transmembranales o integrales). Las primeras estan expuestas en una u otra cara de la
membrana y estan sujetas a ella mediante su interaccion con las cabezas lipidicas o con las
proteinas integrales de la membrana, mientras que las segundas estan enterradas dentro de la
membrana (en forma de a-hélice y B-laminar), expuestas en ambas caras de las mismas. Su
funcidn principal es intervenir en la transmision de sustancias especificas o sefiales quimicas
a través de las membranas. Las proteinas de la membrana poseen caracteristicas especiales
que las diferencian de otras proteinas globulares, siendo éstas la proporcion elevada de
aminoacidos hidréfobos, en especial en las zonas de las moléculas proteicas que estan
embebidas en la membrana. También, hay estructuras Ilamadas glicoproteinas
(oligosacaridos unidos covalentemente al lado polipeptidico de la proteina) que son
principalmente intrinsecas y tienen funciones estructurales y de reconocimiento entre celulas
[65, 66, 68].

En manera de resumen, la figura 2.16 muestra un modelo actualizado de la membrana de
mosaico fluido que contiene informacién compleja sobre las estructuras de dominios de
membrana, estructuras extracelulares y citoesqueléticas asociadas a la membrana. Ademas,
se observan en diferentes colores estructuras como proteinas integrales, glicoproteinas,
lipidos y oligosacaridos, siendo evidente que el cercado del citoesqueleto restringe la difusion
lateral de algunas glicoproteinas transmembranales. También, se representan otros
mecanismos de restriccion de la difusion lateral, como los dominios lipidicos, la formacion
del complejo integral de glicoproteinas de la membrana (observada en el corte de la
membrana), las asociaciones de polisacarido-glicoproteina (en la parte superior izquierda) y
la unidn directa o indirecta de los dominios de la membrana de la superficie interna a los
elementos del citoesqueleto (en la parte inferior izquierda). Aunque, esta figura sugiere
algunos posibles mecanismos de restriccion de movilidad de lipidos y proteinas de membrana
integrales, no presenta con precision los tamafos o estructuras del citoesqueleto,
polisacaridos, lipidos, proteinas de membrana integrales, dominios de tamafio submicro,

nano o estructuras de citoesqueleto asociadas a la membrana [69].
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Figura 2. 16 Actualizacion del modelo de la membrana de mosaico fluido [69].

2.5.3 Transporte a traves de la membrana

El transporte celular es el proceso mediante el cual la célula intercambia sustancias del
exterior al interior y viceversa. Las diversas formas en que las moléculas se transportan son
englobadas en tres categorias las cuales son: pasivo, facilitado y activo. Estos tipos de
transporte muy diferentes entre si y como consecuencia son empleados para distintos

propositos en la célula [66, 68].

El transporte pasivo o también llamado de difusion pasiva se realiza mediante el movimiento
aleatorio de las moléculas a través de las membranas. Este proceso, es el mismo que ocurre
con el movimiento browniano de las moléculas en cualquier liquido. Lo que conlleva este
proceso es la difusion, donde la concentracién libre de la sustancia debe ser igual en ambos

lados de la membrana, es decir a favor del gradiente de concentracion [66].

Con el tiempo suficiente, cualquier molécula acabara difundiendo en una bicapa lipidica libre
de proteina a favor de su gradiente de su concentracion. Sin embargo, la velocidad a la que
se produce la difusion es variable y depende del tamafio de la molécula y de su solubilidad
relativa en aceite. Esto quiere decir, que cuanto mas hidrofébica o no polar, mas rapido
difunde a través de una bicapa. Ejemplo de estas moléculas pequefias y no polares son el O

y CO,. También, las moléculas polares no cargadas difunden rapidamente si su tamafio es
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suficientemente reducido. Por el contrario, las moléculas cargadas como los iones son
practicamente impermeables por muy pequefias que sean, la carga y el elevado grado de
hidratacion impiden que éstos la atraviesen [66, 68]. La figura 2.17 ilustra aquellos
compuestos donde es mas rapida la difusion a través de la membrana, es decir aquellos donde

el nimero de enlaces hidrogeno que se establecen con el agua es menor [66].
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Figura 2. 17 Permeabilidad relativa de una bicapa lipidica a diferentes tipos de moléculas
[66].

El segundo tipo de transporte se denomina facilitado o de difusion acelerada, debido a que
existen proteinas que realizan la misma funcion de dos formas distintas. Este mecanismo
tiene la funcion de que elementos como iones, azucares, aminodcidos, nuclettidos y
metabolitos celulares atraviesen la membrana. Las dos clases mayoritarias de proteinas de
transporte de membrana son: proteinas transportadoras y las de canal. Las primeras de ellas
se unen a un soluto especifico sufriendo cambios conformacionales que permiten la
transferencia del soluto a través de la membrana. Mientras, que las segundas forman un tipo
de poro hidrofilico que atraviesa la bicapa. Cuando los poros estan abiertos, permiten que
solutos tales como iones inorganicos de tamafio y carga apropiados puedan pasar a través de

ella y por lo tanto de la membrana. En resumen, se debe destacar que la velocidad de
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transporte en el caso de la difusion pasiva es mayor porque los sistemas de transporte
facilitado son saturables, ya que cualquier membrana tiene un numero limitado de
transportadores y poros, ademas de ser especificos. En el caso de este ultimo, los poros
transportan mas rapido porque proporcionan puertas abiertas y los transportadores aumentan

de manera eficaz la solubilidad de sustancias de la membrana (ver figura 2.18) [66, 68].
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Figura 2. 18 Mecanismos de transporte facilitado a) moléculas transportadoras, b) poros

proteicos [66].

Las células también necesitan proteinas de transporte que bombeen activamente ciertos
solutos cuesta arriba. Este proceso es denominado transporte activo y aqui las sustancias
atraviesan la membrana en contra de un gradiente de concentracion, el cual siempre es
mediado por proteinas transportadoras, en donde el acoplamiento de la hidrolisis del ATP
proporciona la energia necesaria. EI mecanismo del transporte activo es semejante a una
reaccion enzima-sustrato, en la cual los transportadores se comportan como enzimas
especializadas ligadas a la membrana, es decir cada una de ellas tiene uno o0 mas lugares
especificos para la union del soluto o sustrato. Cuando estos sitios son ocupados, la velocidad
de transporte es maxima. Existen tres formas de transporte mediados por transportadores
especificos que son uniporte, simporte y antiporte. Para entender mejor o mencionado con
la anterioridad, la figura 2.19 ilustra las tres formas actuando, en la cual, la primera transporta
una molécula en un solo sentido de la membrana y actia a favor del gradiente de
concentracion, la segunda ocurre cuando dos moléculas de diferente carga se complementan
y se mueven a favor del gradiente al interior de la célula (frecuentemente un protén H*) y
finalmente la tercera que consiste en el movimiento en conjunto de dos moléculas, pero en

direccion contraria. Por esta razon, muchos procesos de transporte activo son explicados por

31



las tres formas anteriores. Dos ejemplos de ellos es el transporte activo primario como el caso
de la bomba sodio-potasio y el intercambiador calcio-sodio que se le denomina transporte
activo secundario o de cotransporte [66].

molécula transportada ion cotransportado

|
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bicapa
lipidica
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Figura 2. 19 Mecanismos mediados por proteinas transportadoras [66].

A manera de resumen, se puede entender que las principales diferencias entre los dos tipos
de proteinas es que el mecanismo a través de proteinas de transporte puede ser activo o
pasivo, mientras que el mediado por proteinas de canal es siempre pasivo. La figura 2.20
muestra la comparacion entre los dos tipos de transporte a favor y en contra del gradiente
electroquimico. Se puede apreciar que la difusion simple y el transporte pasivo son mediados
por proteinas de transporte y ocurren de manera espontanea, en contraparte el transporte

activo requiere de una entrada de energia [66, 68].

Finalmente, existe otro mecanismo que involucra el transporte de macromoléculas o
particulas grandes que se denomina transporte en masa. Este mecanismo es por medio de la
invaginacién de los solutos al interior celular (endocitosis) o la secrecion de sustancias del
interior al exterior de la célula (exocitosis). La endocitosis consiste en tres procesos
principales como es la pinocitosis (la célula bebe) que consiste en la ingestion y solutos

mediante vesiculas pequefias, la fagocitosis (la célula come) a través de la ingestion de
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particulas grandes en vesiculas llamadas fagosomas y la endocitosis mediada por un receptor

o ligando que tiene la funcion de capturar macromoléculas especificas del ambiente a través

de proteinas ubicadas en

bicapa
lipidica

difusion
simple

la membrana plasmatica (ver figura 2.21) [70].
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Figura 2. 20 Comparacion entre transporte activo y pasivo de acuerdo al gradiente

electroquimico [66].
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Figura 2. 21 Transporte de macromoléculas a) endocitosis, b) exocitosis [71].
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2.6 Estado actual

Ahora en esta seccion hablaremos del trabajo que se ha realizado en la actualidad de acuerdo
a los objetivos trazados en el proyecto. Al igual que la informacion general presentada con
anterioridad iremos paso a paso describiendo lo realizado por otros investigadores. Primero,
nos centraremos en el proceso de sintesis, asi como la caracterizacion de nanoestructuras de
plata, en especial nanoalambres. Posteriormente, analizaremos la toxicidad de los
nanomateriales, detallando el posible mecanismo de accién en diversos tipos de células

eucariotas.

2.6.1 Sintesis y caracterizacion de nanoalambres de plata

Se ha logrado sintetizar AgNWs a través de diferentes métodos, en donde el método del poliol
ha sido empleado mayormente. No obstante, pocos estudios han sido enfocados en procesos
que emplean plantas. Las principales variaciones en los diversos estudios son a través de la
concentracion de la sal precursora, modificadores de forma y templetes usando micelas,
polimeros y surfactantes. También, se han utilizado compuestos que pueden aportar la
presencia de iones cloro y bromo. Sin embargo, algunos investigadores han centrado sus
estudios en la sintesis de AgNWs empleando semillas o agentes nucleantes de sales de cobre
gue son mas econdmicas en comparacion con las de plata. En contraparte, algunas
investigaciones muestran la sintesis de AgNWSs con agentes nucleantes exo6ticos con un costo

muy elevado como el caso del platino [48].

Primeramente, hablaremos del trabajo de Banica y col. [72] en el cual se sintetizan AQNWs
por medio de un método del poliol hibrido en 2 pasos. El primer paso de este método consiste
en formar AgNWs con una relacion de aspecto baja a través de la reduccién quimica de la
sal AgNOz asistido de polivinilpirrolidona (PVP) como agente tensoactivo. Posteriormente,
estas nanoparticulas sirven como semillas que crecen bajo la influencia de un proceso
solvotérmico. De los aspectos a destacar en el proceso de sintesis es que las semillas de los
AgNWs son elaboradas a partir de la mezcla de AgNOz y NaCl para formar una solucion
etanolica de AgCl. Ademas, la reaccion es asistida por temperatura a 160 °C, donde la mezcla
resultante se separa empleando centrifugacion por 10 min a 4000 rpm. Finalmente, el
sobrenadante es desechado y el precipitado resuspendido en etanol. En el caso del proceso
solvotérmico, éste se realiz6 con una autoclave sin agitacién, cony sin la presencia de alcohol
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isopropilico (IPA, por sus siglas en inglés) a una temperatura de 120 °C por 20 h. Por altimo,
los AgNWs son separados de la misma manera que las semillas. La figura 2.22 (a-c) ilustra
las semillas obtenidas por el método modificado, asi como su caracterizacion estructural por
DRX y espectroscopia UV-Vis. En el apartado a) es apreciable la indexacién del cristal
cubico de plata, en el cual se puede notar que los nanoalambres crecen preferentemente en
los planos (1 1 1), no obstante, en el difractograma se observan algunos picos que
corresponden a trazas de AgCl, que indican este compuesto es dificil de retirar por un proceso
de centrifugacion. En cuanto a la morfologia mostrada en el apartado b) se alcanzan a
observar AgNWSs con una forma semicilindrica, ancho de 80 nmy longitud de 3 pum. Por otro
lado, en el apartado c) correspondiente al espectrograma de UV-Vis se muestra la banda de
absorcion de las semillas a 377 nm y 352 nm, lo anterior es de suma importancia, ya que
algunos autores mencionan que de acuerdo a las propiedades Opticas vistas por la
espectroscopia UV-Vis se puede determinar la forma de los nanoalambres. Esto es debido a
que la resonancia del plasmoén de superficie (SPR, por sus siglas en inglés) es atribuida a
nanoalambres largos con tamafio similar a la plata micrométrica, modo transversal y
longitudinal de éstos, asi como una combinacion de diferentes estructuras de plata en especial

nanoparticulas [48].
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Figura 2. 22 Semillas de AgNWs a) patron de DRX, b) imagen de TEM y c) espectro de
UV-Vis [72].
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Como objeto de comparacion, la figura 2.23 (a-d) presenta los AgNWs obtenidos con el
método solvotérmico. En los apartados (a-b) se muestran los nanoalambres sin alcohol
isopropilico, en donde se observa una mezcla de ellos con diferentes estructuras de plata.
Ademas, el patron de rayos X revela la presencia de una gran cantidad de AgCI. En
contraparte, los apartados (c-d) ejemplifican los nanoalambres obtenidos con la presencia del
alcohol isopropilico, apreciandose una gran cantidad de éstos, ademas, el difractograma
revela que las trazas de AgCl disminuyeron con la presencia del alcohol. Por lo tanto, se
confirma que el alcohol isopropilico actia como agente de control, ya que disminuye la
velocidad de los iones de plata y aumenta la velocidad de difusion en la zona transversal del
alambre que conllevo a un aumento en el ancho original siendo este de 80 nm hasta un
maximo de 250 nm, ademas de ser importante en la disminucion de otras estructuras de Ag.
Se debe destacar en el presente trabajo, que, a pesar de hacer uso de técnicas fundamentales
de caracterizacion, es necesario un estudio composicional mas amplio por medio de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés) o mapeo quimico de las
distintas nanoestructuras de plata. Ademas, es fundamental presentar los distintos espectros
de UV-Vis para identificar la relacion de los plasmones de superficie con la seccién
transversal y longitudinal de las semillas, y nanoalambres con o sin la presencia de alcohol

isopropilico, ya que la relacién cambio.

ik . o

Figura 2. 23 Iméagenes de MEB y patrones de DRX de AgNWSs preparados por reaccion
solvotérmica (a-b) ausencia de alcohol isopropilico (c-d) presencia de alcohol isopropilico
[72].
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Otro trabajo que emplea particulas de AgCl como semillas es el realizado por Wang y col.
[73], los cuales sintetizan AgNWs a partir del método del poliol modificado. Para este
trabajo, las semillas provienen de la reaccion de NaCl y AgNOs como en el caso anterior, la
diferencia es que la solucion estabilizante (PVP) se mezcla con CuCl; a temperatura de 150
°C antes de reaccionar con la solucion de AgCl. Una vez enfriada la mezcla se separa por
diferentes disolventes como agua desionizada, acetona, amoniaco y etanol. El objetivo del
amoniaco es eliminar los residuos de AgCl, mientras que el etanol es para mantenerlos en
suspension. En este estudio se demuestra también el efecto de diversos parametros como son
la concentracion de la sal precursora AgNOs, NaCl, el efecto de la temperatura, tiempo de

reaccion y el posible mecanismo de crecimiento.

La figura 2.24 muestra la evolucion de la reaccidn a diferentes tiempos, en la cual se puede
apreciar como la morfologia de las nanoestructuras de plata cambia. EI panel a) ilustra que
la SPR de los espectros de UV-Vis es diferente para cada una de las estructuras. Las particulas
de AgCI de todas las mezclas analizadas se eliminaron a través de amoniaco para rastrear
solamente el cambio de la Ag. Los picos en 423, 350 y 380 nm podrian atribuirse a la SPR
de nanoparticulas, el modo longitudinal y el modo transversal de AgNWSs, respectivamente.
El cambio hacia el rojo de 380 a 387 nm se atribuye al aumento del didmetro del nanoalambre.
Los paneles (b-e) identifican el crecimiento paso a paso, en el cual los nédulos pequefios
unidos a los grandes se deben al AgCIl. También, se reconoce una particula con un maclado
pentagonal unida a la estructura de AgCl, de la cual crecen los nanoalambres por un proceso
de maltiple maclado sobre una direccion especifica de crecimiento a partir de la elongacion
de los nddulos de Ag inmersos. Por esta razon, es un proceso de nucleacion y crecimiento
heterogéneo, en el cual la adicién simultanea de AgNOs y NaCl genera la inmediata
formacion de cubos de AgCl y algunos pequefios grupos de AgNPs con facetamiento
pentagonal que se forman en la superficie. En este caso el papel principal del Cu es evitar la
formacion de una mayor cantidad de AgNPs, es decir, ayuda a la pureza de la solucion final
de los AgNWs.

Otro de los aspectos a destacar en el trabajo, es que el tamafo de las particulas de AgCl
influye en la forma de los nanoalambres, esto es porque a tamafio mayor de las particulas,

mas gruesos y cortos son los AgNWs. Por otro lado, la temperatura es un parametro
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importante, ya que cuando ésta se incrementa, se genera mayor cantidad de nanoparticulas
con multiple maclado (MTP, por sus siglas en inglés), lo que conlleva a particulas de tamafio
méas grandes, una velocidad de reaccion mas rapida, que finaliza en la formacién de
nanorodillos de plata y AgNWSs con una menor relacion de aspecto, debido a cantidades

limitadas de &tomos de Ag.
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Figura 2. 24 a) Espectros de absorcion UV-Vis a diferentes tiempos (b, ¢) imagenes de
MET e (d, ) imagenes MEB de alicuotas tomadas de la solucion de reaccion. Las alicuotas
fueron removidas 8 (b, ¢) y 20 (d, €) min después de la adicion gota a gota de solucién de
AgNOs3[72].

Otra investigacion enfocada a la sintesis de AgQNWs es la realizada por Jeevika y col. [74], la
diferencia con los trabajos descritos con anterioridad, es que éste tiene un enfoque mayor en
la sintesis verde, esto se debe a que se emplea el aceite de la plata Syzygium Aromaticum,
conocido comdnmente como clavo. La funcion de la planta es la de fungir como agente
reductor de las nanoestructuras de plata. La reaccion se realiz6 a temperatura ambiente a
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partir de la mezcla de AgNOz con aceite de clavo. Se corroboro la formacion de sintesis por
medio de un cambio de color en la solucién que va desde un amarillo pélido hasta un tono
grisaceo. En este caso, el mecanismo de purificacion es por medio de un lavado con diferentes
solventes, siendo éter de petréleo para eliminar la naturaleza aceitosa del clavo, acetona y
finalmente agua. Posteriormente, se centrifuga la solucion a 3000 rpm por 15 min, se filtra,
se seca al vacio y los AgNWs son resuspendidos en metanol. El procedimiento de
estabilizacion fue con la ayuda de un método de recubrimiento por caida, que consiste en la
preparacion de una mezcla de AgNWSs y alcohol isopropilico. Finalmente, en un portaobjetos
de vidrio se adicion6 una gota de tinta y sobre estos dos la solucion purificada de

nanoalambres. El sustrato recubierto se recocié a 100 °C durante 1 h (ver figura 2.25).
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Figura 2. 25 Representacion esquematica de la sintesis de AGQNWs empleando el aceite de
la planta Syzygium Aromaticum [74].

La formacion de los AgNWs se estudié con la espectroscopia UV-Vis, la morfologia por

medio de MET con imagenes de alta resolucion. Para el andlisis estructural y composicional
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emplearon DRX vy las técnicas de MET de patron de area selecta (SAED) y EDS, de forma
respectiva.

La figura 2.26a presenta los espectros de UV-Vis de distintas nanoestructuras de plata tales
como AgNPs y AgNWs con diferente relacion de aspecto, siendo sus maximos en la banda
de plasmoén de superficie ubicados en 415, 395 y 387 nm, respectivamente. EI SPR en 415
nm se debe al modo longitudinal de la plata con forma esférica (nanoparticulas). En el caso
de las bandas de color rojo y morado que pertenecen a los nanoalambres, es notorio que la
banda se hace mas angosta y aparecen multiples picos que indica la formacion de Ag
micrométrica y nanoestructuras. En el caso de la figura 2.26b, se presenta el patron de DRX
de los AgNWs con una serie de picos ubicados en 38.14, 44.32, 64.48, 77.41 y 81.60 ° que
corresponden a los planos (111), (200), (220), (311) y (222) de las reflexiones de Bragg de

la Ag con estructura clbica centrada en la cara (FCC, por sus siglas en inglés).
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Figura 2. 26 Analisis de formacion de AgNWs a) espectros de UV-Vis [(a) AgNPs-0.5
mM de AgNOs, (b) AgNWs- 100 mM de AgNOs y (c) AgNWs-150 mM of AgNOs y b)
difractograma de rayos X [74].

El analisis de MET se ejemplifica en la figura 2.27 con iméagenes a diferentes aumentos en
las cuales se identifica la forma anisotrépica de las AgNPs con facetamiento pentagonal, que
es atribuido al mecanismo de crecimiento de los nanoalambres (a-c). Para el estudio por
medio de MET, los autores mencionan que obtuvieron una mayor cantidad de nanoalambres

a medida que aumenta la sal precursora, lo que coincide con otros estudios [48], aunque no
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presentan imagenes en el articulo o material complementario que lo corrobore. La
distribucion de tamarfios se presenta insertada en el panel c) a través de un histograma que
arroja como resultado aproximadamente 39 nm de ancho y 3 um de longitud. El apartado d)
muestra la forma de los nanoalambres crecidos bajo la influencia del maclado pentagonal,
mientras que el panel e) indica que el aceite de clavo fungié como agente estabilizante. La
imagen de alta resolucién (HRTEM, por sus siglas en inglés) mostrada en f) indica la
naturaleza cristalina de los alambres, perteneciendo al cristal de Ag y coincidiendo con lo
analizado con anterioridad por UV-Vis. También, el panel g) ilustra el analisis composicional
EDS arrojando como resultado la Ag elemental y Cu que proviene de las rejillas empleadas
en el portamuestras. Finalmente, el patron de &rea selecta ilustrada en el panel f) revela el
espaciamiento d de la red, siendo 2.30 Ay 2. 14 A que corresponden a los planos (11 1) y
(2 0 0) de la estructura FCC del cristal de plata.

-

Figura 2. 27 Iméagenes de TEM a) forma anisotropica de nanoparticulas de plata (0.5 mM
de AgNO3, b) AgNWs (100 mM de AgNO:s), ¢) AgNWSs (150 mM AgNO:3) e histograma de
tamafos, d) unién de AgNWs, €) AgNW individuales cubierto por aceite de clavo, f) HR-
TEM, g) espectro EDS y h) patron SAED de AgNWs [74].
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Pocos trabajos han sido enfocados en la obtencion de nanoestructuras 1D empleando plantas,
tal es el caso de Taheri y col. [75], donde se sintetizan nanoagujas de plata, asistiéndose de
dos plantas como son chalota (Allium ascalonicum) y goma de albaricoque como agente
reductor y estabilizante respectivamente. EI empleo de chalota como reductor se debe a los
flavonoides presentes, siendo el mas importante la quercetina, isoharmentina y

monosacaridos como la glucosa.

Para ejemplificar el proceso de elaboracion, la figura 2.28 muestra los pasos de sintesis, en
la cual, primeramente, se lavo y molid la chalota en agua destilada, para que con ayuda de
un proceso de centrifugacion se lograra la separacion del sélido y el extracto, con la finalidad
de emplear este ultimo en el proceso de sintesis. El calculo de la concentracion se realiz6 por
medio de la evaporacidn del extracto en un horno al vacio a través de las particulas solidas
restantes. La reaccion de sintesis se realizé como cualquier método verde por medio de la
mezcla de la sal precursora AgNOs con el extracto de la planta de chalota con ayuda de
agitacion por 15 min. Se monitored la solucion, hasta un cambio de color que indica la
formacion de sélidos, siendo cominmente AgNPs. Posteriormente, para evitar aglomeracion
y coalescencia de las particulas se centrifug6 por 20 min a 4000 rpm y se adiciono la goma
de albaricoque (ATG) para hacer crecer las nanoagujas con ayuda de un dispositivo de
ultrasonido.
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Figura 2. 28 Mecanismo de nanoagujas de plata en dos pasos [75].
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Lafigura 2.29a presenta el espectro de UV-Vis de las AgNPs formadas en una etapa primaria,
donde se aprecia un maximo en la banda SPR a una longitud de onda de 320 nm. Este
resultado no coincide con la mayoria de los trabajos enfocados en la sintesis verde exclusiva
de AgNPs, donde generalmente el maximo en la banda SPR se presenta en un rango
comprendido entre 400-550 nm. Ademas, se informo que el cambio de color de la solucién
fue de transparente a un tono amarillo, cuando la mayoria de los trabajos mencionan
tonalidades marrén, gris o negro [76]. Algo que puede causar el efecto anterior es un tamafio
de particula muy pequefio, ya que cuando el maximo de la banda es recorrido hacia el violeta
indica que los tamafios decrecen. Ademas, el cambio en la tonalidad de la solucion puede ser
ocasionado por el cambio de diversas propiedades dentro del mismo rango nanométrico,
como es el caso del Au [77]. Adicionalmente, la figura 2.29b ilustra el patron de difraccién
de rayos X donde se demuestra la cristalinidad de las AgNPs a través de la indexacion de los
picos a 38 °, 44 °, 64 °y 77 ° correspondientes a los planos (11 1), (200),(220)y (311),
respectivamente de la estructura FCC de plata. En el trabajo es mencionado que los picos
agudos en el patron de difraccion revelan que las AgNPs estan altamente cristalizadas, con
diametros de 5 a 15 nm de acuerdo a la ecuacion de tamarfio de cristal de Debye-Scherrer. Lo
anterior puede ser erroneo, ya que la ecuacion de Debye-Scherrer no es valida para tamafios
de cristal inferiores a los 10 nm, por lo tanto, su porcentaje de error es mayor. No obstante,
aungue es una buena aproximacion, se debi6 considerar emplear la ecuacion de Williamson-
Hall para un resultado méas exacto, ya que considera variaciones en el ancho del pico por
efectos instrumentales y tensiones tal como es el caso del maclado en las AgNPs [78, 79]. En
contraparte, la figura 2.29c manifiesta la presencia de nanoparticulas (8-20 nm) en conjunto
de una mayor cantidad de estructuras fuera del rango nanométrico en forma de rodillos y
esferas. Estos resultados ya no coinciden con el espectrograma de UV-Vis, puesto que esas
estructuras deberian ser reflejadas en el ancho del SPR o en la aparicidén de otro maximo
cercano a los 350 nm correspondientes a la Ag micrométrica. Una explicacion de lo
mencionado con anterioridad, es que el pico de SPR presentado a 320 nm corresponde a la

plata micrométrica y no a las AgNPs (ver figura 2.29a).
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Figura 2. 29 AgNPs sintetizadas a) espectro de UV-Vis, b) patron de difraccion de rayos X
e ¢) imagen de MET [75].

Finalmente, la figura 2.30 (a-c) exhibe la formacion de nanoagujas a partir de la agregacion
de AgNPs con ayuda del agente estabilizante goma de albaricogue. Se distingue una gran
cantidad de nanoparticulas y pocas nanoagujas con diametros comprendidos entre 50-60 nm
y longitudes entre 5-10 um. Esto puede indicar que el proceso planteado no es eficaz o
simplemente que es necesario modificar otros parametros como el tiempo de formacion, el
tiempo de adicion del agente estabilizante, concentracidn de la sal precursora, agente reductor
o0 la presencia de una semilla como en otros trabajos. Cabe destacar, que hay una enorme
cantidad de variaciones como es la de temperatura, modificadores de pH, de forma, pero no
se hace referencia a ellos porque ya cambiaria la simplicidad del método y la esencia o

novedad del trabajo, ya que pasaria de ser un método verde a uno hibrido.
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Figura 2. 30 Imagenes de MEB de las nanoagujas de plata (a- b) AgNPs conectadas entre
si formando una estructura en forma de aguja y c) Nanoalambres con diametros entre
60—80 nm [75].

La Gltima investigacion que abordaremos en esta parte es la realizada por Lin y col. [80], los
cuales sintetizan AgNWs de plata a partir de un método verde usando la hoja de la planta
Cassia fistula mejor conocida como cafa fistula o lluvia de oro. A diferencia del trabajo
anterior, aqui solo es empleada una sola planta que tiene la doble funcidn de agente reductor
y estabilizador. El proceso de sintesis es muy sencillo, ya que solo consiste en la preparacion
de una infusion de la planta, que posteriormente es mezclada con la sal precursora AgQNO3
empleando una temperatura de 30 °C, agitacion a 150 rpm, en la oscuridad por un tiempo de
48 h. En la figura 2.31g se exhibe el monitoreo de la reaccion mediante un espectrograma de
UV-Vis, donde es notoria la aparicién de una banda de SPR débil en aproximadamente 430
nm al inicio de la reaccion. A medida que pasa el tiempo, ésta incrementa y adicionalmente
aparece un segundo pico cercano al violeta, que se puede atribuir al plasmon transversal de
los AgNWSs. También, es evidente la presencia de la banda de plasmén original que es
concedida a las AgNPs, por lo tanto, en la solucién habria una mezcla de ambas

nanoestructuras.
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La figura 2.31 (a-f) muestra imagenes de MET de diferentes etapas del proceso para
comprender lo visualizado en los espectros de UV-Vis. Se puede apreciar que el mecanismo
principal de formacion es por medio de la maduracion de Ostwald, donde las particulas mas
grandes crecen a expensas de las pequefias (a-b), una vez que predominan las particulas de
tamafio mayor comienzan a aparecer estructuras 1D como es el caso de los rodillos (c-d).
Posteriormente, éstos se alinean unos con otros y forman estructuras de mayor tamafio como

son los nanoalambres (e-f).
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Figura 2. 31 Imagenes de MET en diferentes etapas de reaccion: a)t =0.5h,b)t=4h, c) t
=8h,d)t=12h,e)t=24h, f)t=48 hy h) espectros de UV-Vis [80].

En forma de resumen de este apartado, referente a la sintesis de AgNWs, hemos explorado
diversos métodos de sintesis basados en la reduccién y estabilizacion de las nanoestructuras.
Se ha demostrado que es posible sintetizarlos empleando estrategias tales como la adicion de
agentes nucleantes, empleando templetes de crecimiento, dosificando los reactivos, cambio
de temperatura, agitacion, variando nimero y concentracion de agentes reductores,
estabilizantes y sales precursoras, entre otros. Se debe tener en cuenta que sea cual sea el
método empleado, cada uno de ellos tendrd un mecanismo distinto de crecimiento, ya sea por
medio de maclado, sobre un sustrato o asistido de un estabilizante con la funcion de actuar

como modificador de forma [48]. Por otro lado, se ha observado que uno de los mayores
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problemas es la purificacion de los AgNWs, esto se debe a que en la mayoria de los trabajos
siempre hay una mezcla nanoestructuras-nanoparticulas. Entre los métodos més comunes,
analizamos el de la centrifugacion sin o con el uso de distintos solventes (agua, amoniaco,
alcoholes) en dos 0 més pasos. Latécnica de purificacion empleada en los métodos del poliol
consiste en mezclar el producto de reaccion con acetona y centrifugar a 4000 rpm por 20 min.
Después, se elimina el sobrenadante y se afiade alcohol isopropilico (IPA) al sistema de
precipitacion y se centrifuga a 3000 rpm durante 20 min. El paso anterior se repite de 3a 4
veces Y el precipitado se dispersa en IPA y se guarda para almacenamiento. Otro método
similar fue realizado por Prabukumar y col. [81], que consiste en una decantacion con ayuda
de una precipitacion con solventes para eliminar AgNPs. Para explicar la técnica, en la figura
2.32 se esquematiza el proceso paso a paso, que consiste en mantener en decantacion por 12
horas la mezcla de reaccion. El producto que permanece como sobrenadante se retira del
matraz y se afiade acetona. La mezcla se somete a ultrasonido durante 2 min y se asienta en
el fondo para eliminar posteriormente el sobrenadante resultante. Posteriormente, se afiade
el solvente IPA y se disuelven los precipitados para convertirlos en una solucién. A
continuacion, se deja precipitar los productos dispersados en un tiempo de 15 min y
finalmente se elimina la mitad superior de la solucién y se conserva la mitad del producto

sedimentado en el tubo.
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Figura 2. 32 Representacion esquematica del proceso de decantacion y purificacion con
disolventes [81].
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2.6.2 Mecanismo de accion de las AgNPs en células eucariotas

Es conocido que las nanoparticulas de plata han tenido un amplio estudio en los Gltimos afios,
debido a la cantidad de aplicaciones que presentan. El &rea mas explotada ha sido la de la
medicina como agente antibacteriano, debido a su alta capacidad. Actualmente, el estudio en
el area bioldgica ha incrementado, debido a que se han estudiado efectos de las AgNPs en
hongos, bacterias, células tumorales, entre otros. No obstante, pocos estudios han sido
enfocados en el mecanismo de dafio en células sanas. Por esta razon, a lo largo de este
apartado analizaremos algunos estudios enfocados a dafios celulares a través de diversas
técnicas. El primer articulo del cual hablaremos es una recopilacion realizada por Du y col.
[10], engloba de manera general la toxicidad de las AgNPs en distintas especies tales como
bacterias, células, plantas, animales acuaticos y mamiferos. En el caso de las células de
mamiferos se ha demostrado que el mayor efecto de dafio es dependiente del tamafio de la
nanoparticula y la linea celular que se evalte. Un ejemplo de lo anterior, es lo realizado por
Park y col. [82], en el cual el efecto de una particula de 20 nm tiene mayor citotoxicidad en
comparacion de una de 80 nm. En contraparte Suazo y col. [83], indicaron que la
citotoxicidad y la genotoxicidad inducidas por AgNPs de 100 nm fueron mayores que las
inducidas por los de 10 nm para lineas celulares CHO-K1 y CHOXRS5. Ademas, en el caso
de este ultimo estudio se ha demostrado que el tamafio de nanoparticulas no ha afectado a
células tumorales como la Hela y U937, sino al contrario en éstas causaron un efecto
antitumoral denominado caballo de Troya. Otro de los factores que compete es la forma, un
ejemplo es el realizado por Stoehr y col. [84], donde encontraron que los nanoalambres de
Ag reducen la viabilidad celular y aumentan la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)
en células epiteliales, mientras que AgNPs esféricas no presentan efecto. Algunas
investigaciones mencionan que las nanoparticulas pueden suprimir los efectos
antiinflamatorios e inducen a estrés oxidativo. Ademas, otro estudio relacionado a la
evaluacion de AgNPs demostrd que éstas afectan la proliferacion, dafian la membrana e

inducen a apoptosis celular [85].

Es importante conocer los diversos mecanismos posibles por los cuales las nanoparticulas
dafian a las células. Entre ellos, se encuentran el estrés oxidativo, dafio al DNA,

lipoperoxidacion, dafio a la membrana y dafio mitocondrial. Un posible mecanismo que
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puede ocurrir en las células es una reaccién en cadena, que consiste en una elevada
produccion de ERO causada por el estrés oxidativo que generan las AgNPs, que a su vez
causan la peroxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados dafiando la permeabilidad de la
membrana. Finalmente, la célula con el objetivo de equilibrar el nivel de ERO activa sistemas
enzimaticos y no enzimaticos antioxidantes causando dafios en el ADN, apoptosis,
inflamacién y fibrosis celular. Cuando las particulas son muy pequefias éstas pueden penetrar
la membrana e interactuar directamente con la cadena respiratoria 0 ADN. Por Gltimo, otro
mecanismo sugiere la liberacién de Ag™ por parte de las AgNPs. En este caso, los iones
metalicos pueden ingresar al sistema circulatorio o a las células del organismo por deglucion
intracelular. La obstruccién del intercambio ionico y la interrupcion del proceso de exocitosis
son los que inducen a la citotoxicidad ante un exceso de nanoparticulas en la superficie de
las células [10, 86, 87].

Ahora nos centraremos en las técnicas y metodologias in vitro para estudiar el mecanismo de
accion y toxicidad de AgNPs. Una de las pruebas empleadas comdnmente en
microorganismos como bacterias es el ensayo de concentracion minima inhibitoria (MIC) y
concentracion minima bactericida (MBC) como el caso de Das y col. [88], los cuales
emplearon este método para el estudio bactericida de las AgNPs en Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Los resultados arrojaron que la proliferacion disminuye con el
incremento en la concentracion de las AgNPs, teniendo mayor actividad para los
microorganismos gramnegativos (E. coli). Esto puede explicarse por las diferencias en la
pared de peptidoglicano de cada cepa, siendo mas ancha las de la grampositiva en
comparacion con las gramnegativas. Sin embargo, las bacterias gramnegativas poseen una
membrana externa fuera de la capa de peptidoglicano [89]. La membrana externa en el caso
de E. coli es asimétrica y contiene en su mayoria cadenas de fosfolipidos compactas, mientras
que la ldmina externa estd compuesta de lipolisacéaridos (LPS). Por esta razon, es de suma
importancia un analisis centrado en la interaccion de las AgNPs con la membrana plasmatica
de distintas células o microrganismos, ya que como vimos en el area de revision bibliografica
su composicion es variable entre organismos y desempefia un papel esencial en la
permeabilidad de compuestos ajenos a ella. Entre los otros ensayos para determinar la
inhibicion del crecimiento celular se encuentra el método de Kirby- Bauer o método de

difusion de disco o el de crecimiento celular en liquido por medio de turbidimetria.
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Uno de los ensayos caracteristicos para identificar la citotoxicidad es mediante métodos
colorimétricos de viabilidad celular, que consiste en la interaccion de distintas células con el
material que conduce a la toxicidad. Tal es el caso de Jang y Col. [90], los cuales centran su
investigacion en el efecto de las AgNPs sintetizadas por un método verde asistido de la planta
Lonicera hypoglauca sobre lineas células de cancer de mama MCF-7. En este trabajo, se
evalUa la viabilidad celular empleando el reactivo 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2-
h-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT). La figura 2.33 (a-b) exhibe el comparativo de la
viabilidad celular entre células MCF-7 y normales (RAW 264.7). Primeramente, el panel a)
ejemplifica el estudio en las células sanas, en donde se observan los diferentes efectos de
exposicioén en las células con o sin un agente externo (control). Es notorio, que para este tipo
de células la disminucion de la viabilidad no es muy alta para la solucion expuesta a las
AgNPs (500 pg/ml). Para el caso del extracto de la planta hay un incremento en la viabilidad
celular que puede ser causado por la cantidad de azlcares que favorecen a los procesos
metabdlicos de la célula. En contraparte, el panel b) expone las células cancerosas MCF-7,
en las cuales la viabilidad disminuye por debajo del 20 % para las AgNPs, lo anterior resulta
algo benéfico, debido a que el dafio se exhibe méas para células enfermas en comparacién a
las sanas, que es lo que se busca en las terapias contra este padecimiento. EI comportamiento
del extracto de la planta en esta ocasion fue el mismo, aunque para la doxorrubicina (DOX),
la disminucion en la viabilidad fue parecido al de las AgNPs. En consecuencia, se habla de
un efecto similar entre el farmaco y las AgNPs al menos para este tipo de células. Aunque,
es conocido que el DOX dafia a todo tipo de células, hubiera sido interesante que se mostrara
el comparativo en la evaluacion de células RAW 264.7. Por otro lado, la figura 2.34 (a-d)
presenta 4 iméagenes que corresponden a la exposicion de las células MCF-7 con los reactivos
experimentales. Es apreciable, que las células expuestas al farmaco y a las AgNPs estan
disgregadas, con morfologia circular causadas por el dafio y con poca confluencia. Por el
contrario, las células del control y las expuestas a la planta crecen juntas unas con otras en
forma triangular (alta confluencia).
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Figura 2. 33 Efecto de las AgNPs en la viabilidad celular a) RAW 264.7 Y b) MCF-7
[90].

Figura 2. 34 Imégenes morfologicas de MCF-7 después de la exposicion a reactivos

experimentales (barra de escala 50 um) [90].

o1



Por otro lado, Sun y col. [91] enfocan su trabajo en el efecto de dosis bajas de AgNPs con
tamafio aproximado de 20 nm en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC).
En el presente estudio se evalla la viabilidad y determinacion de las especies reactivas de
oxigeno. EI método de medicion de ERO fue a partir del empleo de una sonda fluorescente
diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). Para el ensayo, las células se
colocaron en placas y se expusieron a AgNPs y AgNOs (para evaluar la actividad de Ag®)
durante 1 h. Se lavaron con un buffer fosfato salino (PBS) y se incubaron con DCFH-DA
durante 30 min. Después de la incubacion, las células se lavaron y resuspendieron en PBS
frio. Para el analisis se emple6 microscopia confocal. En otro orden de ideas, la apoptosis fue
detectada con un kit de tincion anexina V-FLUOS. Brevemente, las células se sembraron en
placas de 6 pocillos y se trataron con AgNPs o AgNO3z durante 1 h. Luego, las células se
recogieron con tripsina, se lavaron dos veces con PBS previamente enfriado y se
resuspendieron en una solucion de unién de anexina-V-FLUQOS que contenia conjugado
anexina-V-FITC y yoduro de propidio (para diferenciar apoptosis de necrosis). Después de

15 min de incubacion, las muestras se analizaron mediante un citémetro de flujo.

La figura 2.35 (a-d) engloba los resultados de las pruebas descritas con anterioridad. En el
panel a) muestra la citotoxicidad de las AgNPs a diferentes concentraciones, en donde el
efecto de éstas es minimo, de hecho, el mayor efecto fue para la concentracion mas alta (10
mg/ml) con una viabilidad del 95.4 %, siendo nula debajo de ésta. Como referencia el panel
b) exhibe el efecto de los iones Ag después de 1 h de exposicidn, la cual demuestra que para
concentraciones inferiores de 1 mg/ml, no hay efecto de toxicidad. Para confirmar que las
particulas no causan dafio en la célula, el panel ¢) muestra los niveles de ERO después de la
exposicion a AgNPs (2 y 4 mg/ml) o Ag* (0.4 mg/ml) durante 1 h, empleando el H,O2 como
control positivo. En comparacién con este no hubo un aumento significativo de la
fluorescencia en las HUVEC con las concentraciones seleccionadas de AgNPs o iones Ag,
lo que indica que no hay exceso en la generacion de ERO. Como consecuencia, las AgNPs y

Ag" no pueden inducir la apoptosis celular (panel d).
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Figura 2. 35 Evaluacion de citotoxicidad, generacion de ERO y apoptosis de AgNPs iones

de plata en HUVECs. a) ensayo MTT en AgNPs, b) viabilidad celular de iones de plata, c)

determinacion de ERO y d) ensayo de apoptosis celular utilizando tincién con anexina V /
PI[91].

La ultima herramienta de estudio la que hablaremos en esta seccién es la microscopia
electronica. Para hacer referencia a ello explicaremos brevemente el trabajo realizado por
Ahmed y col. [92], el cual tiene como objetivo el explicar el como afectan las diferentes
funcionalidades de superficie de las AgNPs a las células hepéaticas de los mamiferos
(HepG2). La funcionalizacion fue a través de diferentes agentes tensoactivos como bis (2-
etilhexil) -sulfosuccinato de sodio (AOT, por sus siglas en inglés), PVP, albumina de suero
bovino (BSA, por sus siglas en inglés), poli-L-lisina (PLL, por sus siglas en inglés) y bromuro
de cetil trimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés). La figura 2.36 (a-h) ilustra de
manera clara la captacion de AgNPs por parte de las células HepG2. Es evidente, que todas
la AgNPs funcionalizadas con los agentes tensoactivos mencionados con anterioridad se
encontraron principalmente dentro de la célula unida a la membrana. En el caso de los

compartimentos celulares como el nucleo, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi
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no contuvieron nanoparticulas. Los paneles (a-b) son los controles, es decir células sin
tratamiento de AgNPs, por ello no hay presencia de éstas. Por el contrario, en los paneles (c-
h) se aprecian AOT, PVP, BSA, PLL y CTAB-AgNPs dentro de las células, respectivamente.
Es importante hacer un énfasis en panel f), debido a que se percibe que las BSA-AgNPs
fueron capaces escapar de las vesiculas limitadas a la membrana y alcanzar las mitocondrias.
Otro aspecto a destacar es que las PLL y AOT-AgNPs fueron absorbidas por las células

HepG2 como agrupaciones y particulas individuales.

Figura 2. 36 Imagenes de TEM de la localizacién de las AgNPs en células HepG2 (a-b)
células no tratadas sin cambios morfoldgicos, ¢c) AOT-AgNPs encontrado en endosoma
después de 24 h, d) Proceso de internalizacion de AOT-AgNPs en células HepG2, €)
aglomerados de PVP-AgNPs encontrados en la estructura de membrana, f) BSA-AgNPs
encontrado en mitocondrias de células HepG2, g) agregados y particulas individuales de
PLL-AgNPs en lisosomas y h) CTAB-AgNPs encontrado en lisosomas [92].
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A lo largo de esta seccion hemos observado diversas tecnicas para determinar la
citotoxicidad. No obstante, existen metodologias méas especificas para poder determinar
algin mecanismo en alguna zona de la célula, sin embargo, son muy costosas y en ocasiones
es complicada su disponibilidad, aunque, no por ello la investigacion se debe de limitar. En
manera de resumen, es importante mencionar que los resultados de toxicidad dependen de la
forma, estructura y tamafio de nanoparticulas, aglomeracion, carga eléctrica, asi como el
método de sintesis por las cuales fueron elaboradas; por lo tanto, cada uno de los resultados
anteriores siempre seran distintos a otros, debido a que cada grupo de AgNPs depende de una
gran cantidad de aspectos o variaciones, pese a que siempre habra un comportamiento general
que puede ser relacionado. Por esta razén, el estudio de la evaluacién de las AgNPs
sintetizadas por la planta Lavandula angustifolia explora un nuevo conocimiento en el area

ciencia béasica y posiblemente en la tecnoldgica.
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CAPITULO 111
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo veremos paso a paso el procedimiento experimental de la presente
investigacion. A continuacion, la figura 3.1 describe de manera general las principales etapas
del proceso que consisten, primeramente, en la adquisicion de la planta Lavandula
angustifolia en un mercado local de la ciudad de Morelia, México, asi como la preparacion
de las sales precursoras y nucleantes. Posteriormente, se realizaron los analisis fitoquimicos
y bromatoldgicos de la planta. Una vez preparadas las materias primas de trabajo, se realiz
la sintesis de los nanomateriales con las diferentes estrategias planteadas y éstas se
caracterizaron por las diferentes técnicas estructurales y espectroscopicas. Finalmente, se
evaluaron los nanomateriales sintetizados en levaduras del género Saccharomyces Cerevisiae

y kluyveromyces marxianus.

Sintesis de nanoestructuras
Adquisicion de la planta Andlisis de bromatoldgico de plata
Lavandula angustifolia y fitoquimico

Evaluacién
Del mecanismo de accién en
AgNPs sintetizadas levaduras

Figura 3. 1 Estrategia general del procedimiento experimental.

3.1 Molienda de la planta Lavandula angustifolia

Una vez adquirida la planta de un mercado local de la ciudad de Morelia, México, se

sometieron tanto el tallo como la hoja a un proceso de molienda mecéanica hasta formar
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polvos finos homogéneos, sin un tamafio de particula especifico. El propoésito de la molienda
es incrementar el area superficial de contacto del polvo con el solvente, para permitir una

mejor extraccion de las sustancias contenidas en la planta.

3.1.1 Preparacion de la infusion

Se pesaron 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 g de la planta molida con anterioridad para ser colocados en
vasos de precipitados con 100 ml de agua desionizada. Posteriormente, las soluciones fueron
cubiertas con papel aluminio, y se colocaron en un termoagitador (Termo Scientific) para
extraer los compuestos provenientes de la planta mediante una infusion a una temperatura de
60 °C, agitacion constante por un tiempo de 20 min. Finalmente, el extracto preparado se
filtr6 a través de un papel filtro Whatman No. 4 con tamafio de poro comprendido entre 20-
25 um. Una alternativa en la preparacion del extracto se realiz6 mediante la variacion de la
temperatura, la cual cambié desde 60 °C hasta temperatura ambiente, conservando el tiempo
y agitacion constante. Sin embargo, las mejores condiciones se presentaron para la

temperatura de 60 °C, indicada al principio del parrafo.
3.2 Analisis bromatologico y fitoquimico

A continuacién, se presentan diferentes ensayos que nos permiten hacer un analisis
cualitativo de ciertos compuestos presentes en la planta Lavandula angustifolia. La
interpretacion de los resultados es por medio de dos criterios, siendo estos positivo o
negativo. Por lo tanto, estas pruebas fungen solo como indicadores de la presencia de
determinados compuestos tales como esteroles, etilénicos, acetilénicos, saponinas,
benzopirona (flavonoides), taninos, compuestos aromaticos, monosacaridos, nafto y
antraquinonas. Las metodologias planteadas para el desarrollo de este trabajo se describen

enseguida:

1. Prueba de permanganato de potasio: Se adiciond 0.1 g de la planta en 2 ml de agua
desionizada, y se afiadio una solucion de KMnOgs al 2% gota a gota con agitacion, hasta
la desaparicion del color parpura del KMnOas. La prueba es positiva con la decoloracion

del permanganato para compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos.
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Prueba de espuma: Se colocd 1 ml de la planta en un tubo de ensaye para afadirle agua
caliente. Se agito la solucion hasta identificar la posible formacion de espuma, en donde
si ésta es estable, indica la presencia de saponinas (prueba positiva).

Prueba Shinoda: Esta prueba sirve para indicar nacleos benzopirona (flavonoides). Se
empled 1 mg de la infusién de planta con 0.5 ml de HCI al 10%. Inmediatamente, se
afiadié limadura de Mg para producir una reaccion exotérmica mostrando una tonalidad
roja (palido-oscuro) si la prueba es positiva.

Prueba de cloruro férrico: Consistid en poner en contacto unas gotas de FeCls al 20%
con unos cuantos mg de la muestra del extracto de planta. La prueba es positiva para
taninos si aparece un precipitado de un tono azul-verdoso.

Prueba de Mayer para alcaloides: Se preparo el reactivo disolviendo por separado 1.36
g de HgCl2y 5 g de Kl en 60 ml y 10 ml, respectivamente. Inmediatamente, se mezclaron
ambas soluciones y se aforaron a 100 ml. Se afiadieron cuatro gotas del reactivo a la
solucién que contenia la muestra previamente acidulada con HCI diluido (se obtiene un
precipitado). El criterio positivo de la prueba ocurre cuando al adicionarle el reactivo a
la solucion, el precipitado se disuelve.

Prueba formaldehido-acido sulfarico: Se prepard una solucion con 30 mg de la planta
en 1 ml de hexano. Se le afiadieron 2 gotas del reactivo preparado al momento, el cual
consistio en una gota de formalina (formaldehido al 40 %) a 1 ml de H>SO4 concentrado
(agitando ligeramente la solucion). En este caso, se debe observar el color en la capa
superficial del reactivo, posterior a la adicion de la planta, y el color del reactivo después
de que el tubo sea agitado. Los indicativos de que la prueba es positiva para compuestos
aromaticos, es la presencia de una coloracion rosa, naranja, azul, verde, purpura, que con
un mayor tiempo cambiara a café o negro.

Reactivo de Barfoed: Para la preparacion del reactivo, se disolvié 16.6 g de Cu
(CH3COOQO), en 245 ml de agua desionizada y 2.4 ml de acido acético glacial. Una vez
preparado el reactivo, se tomaron 2 ml de este y se le afiadieron 15 mg de extracto de la
planta en un tubo de ensaye y se calentd en bafio Maria por 3 min. La formacion de un

precipitado amarillo-naranja indica resultado positivo para monosacaridos.
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3.2 Analisis proximal

La metodologia de las pruebas descritas a continuacion coincide con las realizadas por Silva
y col., en conjunto de la propuesta por Susanto y col. [93, 94]. Primeramente, para la
determinacion de la humedad del polvo fino de la planta, éste se secd en una cépsula de
aluminio de aproximadamente 2 g de muestra hasta peso constante a una temperatura
comprendida entre 95-100 °C en un horno cuya presion no excediera los 100 mm Hg. La
operacion requirié un tiempo aproximado de 5 h y se considero la humedad como la pérdida
de peso. Para el caso de la determinacidn de materia mineral o cenizas, se pesaron 2 g de la
muestra en un crisol de porcelana y se calcinaron durante 3 h en una mufla precalentada a
550-600 °C. Se enfrid el crisol en el desecador y se pes6 rapidamente calculando el % de
ceniza hasta la primera cifra decimal. Es de suma importancia mencionar, que se debe evitar
abrir la mufla durante el periodo de calcinacion para evitar pérdidas de la misma. Por otro
lado, para la determinacion de proteina cruda o nitrégeno total en forma de amonio (esta
prueba no determina el contenido de N en forma de nitratos o nitritos) se emple6 el método

Kjeldahl. Los reactivos y metodologia son descritos enseguida:

a) Acido sulfurico concentrado (93-95).

b) Catalizador; mezcla de K2SO4 con HgO en proporcion 20:1 con CuSO4 5 H20 en la misma
proporcion.

¢) Solucién de hidréxido de sodio aproximadamente al 33% (500 g NaOH en 11t H20). La
densidad de la solucién debe ser 1.36.

d) Zinc en granulos

e) Solucion de acido borico; 40g en 1 L de H20.

) Solucion aproximadamente 0.1 N de HCI, titulada con Na2CO3, anhidro, usando naranja
de metilo como indicador.

g) Solucidn indicadora de rojo de metilo-verde de bromocresol. Mezclar 1 parte de una
solucion alcohdlica de rojo de metilo al 0.2% con 5 partes de una solucion de alcohélica de
verde de bromocresol al 0.2%.

Para la digestion los pasos del proceso a seguir se describen a continuacion:

1) Pesar de 1 a 2 g de muestra sobre una hoja de papel filtro, doblar cuidadosamente el papel

e introducirlo en un matraz Kjeldahl de 500 ml.
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2) Anadir 6 g de catalizador.

3) Adicionar 20 ml de H.SO4 concentrado.

4) Calentar en el digestor, primeramente, a temperatura moderada (80°C) hasta que la
formacion de espuma cese y después a modo de mantener una ebullicion activa hasta que la
solucion se clarifique. Continuar por 15 min mas después de alcanzar este punto.

5) Dejar enfriar y afiadir aproximadamente 200 ml de agua con agitacion constante.

El proceso a seguir es la destilacion:

1) Colocar 75 ml de solucion de acido borico en un matraz Erlenmeyer de boca ancha de 500
ml marcado a 225 ml. Afadir 2 0 3 gotas de indicador. Asegurarse de que la punta del
condensador se encuentre bajo la superficie del liquido en el Erlenmeyer.

2) Introducir unos 8 o 10 grénulos de Zn al matraz Kjeldahl.

3) Sosteniendo el matraz Kjeldahl en posicion inclinada, afiadir cuidadosamente una mezcla
de 100 ml de solucion de NaOH al 33%, a modo que resbale por las paredes y se formen dos
capas.

4) Conectar inmediatamente al destilador, mezcla el contenido del matraz Kjeldahl mediante
agitacion rotatoria y calentar hasta que todo el NHz haya sido destilado (150 ml de destilado
son generalmente suficientes).

5) Bajar el matraz Erlenmeyer de manera que el extremo del condensador quede fuera de la
solucidn de &cido bérico y apagar el sistema de calentamiento. Enjuagar con agua destilada
la punta del condensador.

El Gltimo paso del proceso es realizar una titulacion:

Titular con una solucién 0.1 N de &cido clorhidrico el contenido del matraz Erlenmeyer
hasta el cambio de color del indicador (debe titularse inmediatamente). Los calculos para

determinar el porcentaje de nitrogeno o proteina cruda utilizaron la siguiente ecuacion:

(ml de icido x normalidad del icido)x(1.40)

(peso de la muestra en gramos)

Ec.3.1 %N =

Ec.3.2 % Proteina calculada = %N x 6.25
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En el caso de la determinacion de extracto etéreo o grasa cruda, se cuantificaron las sustancias
extraibles en éter etilico. El procedimiento de manera general consistidé en extraer en un
aparato Soxhlet aproximadamente 2 g de muestra seca con el solvente en un dedal de papel
filtro que permitio el paso rapido del disolvente. El tiempo de extraccion es variable (4-16
h), dependiendo de la velocidad de condensacion, 5-6 gotas o 2-3 por segundo,
respectivamente. Se recuperd el éter y se evaporo el disolvente residual sobre bafio Maria en

un lugar ventilado. Se seco el residuo a 100 °C durante 30 min, se enfrid y peso.

El proceso de fibra cruda se realizd por el método de filtrado con fibras ceramicas. Este
andlisis determina la fibra comin como la pérdida por calcinacién del residuo de las
digestiones acidas y alcalinas de la muestra. Los reactivos empleados, asi como la

metodologia paso a paso es enunciada a continuacion:

a) Solucion de acido sulfurico 0.255 N (1.25 g de N2SO4/100 ml de agua).

b) Solucion de hidréxido de sodio 0.313 N (1.25 g de NaOH/100 ml de agua libre de
Na>CO:s).

c) Fibra cerdmica preparada. Se colocaron 60 g de fibra cerdmica (Cat. No. 1740 M Lab.
Safety Supply) en un vaso de licuadora y se le agregaron 800 ml de agua y se mezcl6 por 2
min a baja velocidad.

d) Alcohol etilico al 95%

e) Antiespumante (Antiespumante A de Dow Corning diluido 1:4 con éter de petréleo que a
su vez también esta diluido 1:4 con agua).

f) Fragmentos de porcelana como cuerpos para regular la ebullicion.

Los aparatos empleados para esta prueba, son los mismos que para el analisis anterior los
cuales son:

1) Aparato digestor con vasos de Berzelius de 600 ml. (Labconco Corp.)

2) Crisoles de porcelana de 70 x 15 mm de 30 ml.

3) Desecador con material desecante.

4) Aparato para filtracion con embudos Biichner cubiertos con criba No. 200 tipo 304 de
acero inoxidable tipo California (Labconco Corp.)

e) Aparato para succion de matraces en linea con embudos, con una valvula para detener la

succion.
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) Aparatos de calentamiento automatico para acido sulfarico, hidroxido de sodio y agua.

El procedimiento requiere tener la muestra totalmente molida en polvo fino, posteriormente
para la digestion acida se realizaran los siguientes pasos:

1) Pesar 2 gramos de muestra seca y desengrasada con éter etilico y transferirla a un vaso de
600 ml.

2) Agregar de 1.5 a 2 g en peso seco de fibra ceramica preparada (20-26 ml), 200 ml de &cido
sulfarico 1.25% hirviente y 1 gota de antiespumante. También se le agregaron algunos pocos
granulos para regular la ebullicion. Colocar el vaso inmediatamente en el digestor
precalentado y hervir exactamente por 30 min., rotando el vaso cada 10 min a manera de
mantener las particulas solidas dentro de la solucion.

3) Filtrar el contenido a través de una capa delgada de ceramica en un crisol Gooch y lavar
con 4 porciones de agua hirviente de 50 ml cada uno. Cuidadosamente se evito que la capa
de fibra ceramica no se secara antes de pasar todo el contenido restante a un vaso para la
digestion alcalina.

Seguidamente de la digestion &cida, se procedio a realizar la digestion alcalina, para lo cual
una vez transferido el residuo al vaso incluyendo la cubierta de fibra cerdmica de la filtracion
anterior, se le afiadieron 200 ml de la solucién de NaOH 1.25% hirviente y se colocé en una
estufa a hervir por 30 min. La filtracion, re realizo como el paso descrito con anterioridad en
la digestion &cida e inmediatamente se lavd con una porcion de 25 ml de H2SO4 1.25% con
tres porciones de 50 ml de agua y 25 ml de alcohol. Se secd el residuo y se transfirié a un
crisol de porcelana. Después, se secd en crisol con su contenido a 130 °C por 2 horas.
Posteriormente, se enfrié en un desecador y se pesé. Finalmente, se calcind a 600 °C por 30
min y se enfrié nuevamente en desecador para ser pesado (balanza analitica de precision +/-

5 mg). Las formulas para los calculos del % de fibra cruda se muestran a continuacion:

% fibra cruda en la muestra seca y desengrasada = C

(Peso del crisol conresiduo seco—Peso despues de la calcinacién)x 100

Ec.3.3 C =

Peso de la muestra

Ec.3.4 % FC = (€)(100 — % humedad — % grasa cruda)/100
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Una vez obtenidos los calculos de los procesos anteriores, se obtuvo el extracto libre de
nitrégeno (ELN) con la Ec. 3.5.
Ec.3.5 % ELN =100 — (%H + %M.M.+ %P.C.+%E.E.+%F.C.)

Donde:

% H= % Humedad

% M.M.= % Materia Mineral
% P.C. = % Proteina Cruda
% E.E = % Extracto Etéreo
% F.C. = % Fibra cruda

3.3 Sintesis de nanoestructuras de plata

Primeramente, se prepar0 la sal precursora AgNO3z con una pureza del 98 % de la marca
Sigma-Aldrich en agua desionizada a distintas concentraciones molares. Para el caso de los
agentes nucleantes el procedimiento de preparacion fue similar. Los agentes nucleantes que
se propusieron en el presente trabajo fueron: Cu (NO3). y Cu (CH3COO),H20 de la marca

Sigma Aldrich con pureza superior al 98 % de las sales de cobre.

Como primer ensayo de formacion, se empleo el extracto acuoso de la planta Lavandula
angustifolia a una concentracion final de 0.01 g/ml a temperatura ambiente. Primeramente,
se adiciond cada uno de los agentes nucleantes hasta una concentracién final de 5 mM.
Después de 24 h, se tomaron 8 ml de la mezcla formada (sal de cobre con extracto) para
combinarla con 8 ml de la sal precursora AgNOsz a una concentracion de 10 mM, con el
objetivo de formar una relacion volumétrica 1:1 entre ambas soluciones. La reaccion se llevo
a cabo a temperatura ambiente, sin la presencia de agitacion. Posterior al cambio de color, la
muestra se sometio a centrifugado a 12 000 rpm por un tiempo de 30 min en una
microcentrifuga (Premiere) con un rango de operacion comprendido entre 1000-12000 rpm.
El proceso anterior se realizé por duplicado e inmediatamente se analizé por medio de la
espectroscopia UV-Vis. Cabe destacar, que el analisis también se efectud con una solucion
sin centrifugar, asi como los sobrenadantes resultantes de la separacion. Las concentraciones
al final del ensayo fueron de 0.005 g/ml para el extracto de la planta, 2.5 mM de los agentes

nucleantes y 5 mM de la sal precursora AgNO:s.
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Es importante mencionar que la concentracion del extracto, sal precursora y agentes
nucleantes se variaron de acuerdo al comportamiento observado en la sintesis inicial. Por esta
razén, en la seccion de resultados se presentaron solo aquellos pardmetros que resultaron
significativos en el proceso de sintesis. Sin embargo, a continuacion, se enuncia de manera
resumida los parametros iniciales que fueron sujetos a modificacion. Es importante
mencionar, que solo una de las variables se modifico para cada uno de los ensayos, como

consecuencia, las demas se mantuvieron fijas.
3.3.1 Variacion de la concentracion del extracto de la planta Lavandula angustifolia

Las condiciones iniciales fueron los parametros mencionados con anterioridad y a partir de
ello se realizaron las variaciones correspondientes al extracto de la planta, mientras que las
demés relaciones se mantuvieron fijas para el caso de los agentes nucleantes (2.5 mM) y sal
precursora (5 mM). Por lo tanto, se consideraron como variables las concentraciones finales
del extracto de la planta (0.0025, 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.08 g/ml).

3.3.2 Variacion de la concentracion de la sal precursora

En este caso se mantuvieron fijas las relaciones finales del extracto de la planta (0.005 g/ml)
y agentes nucleantes (2.5 mM). En consecuencia, se trabajé un rango de concentracion final
comprendido entre 1-10 mM. Después del analisis mediante espectroscopia UV-Vis y MEB

se eligi6 el mejor resultado para su caracterizacion completa.
3.3.3 Variacion del agente nucleante

Las relaciones se mantuvieron fijas para una concentracion de la planta de 0.005 g/ml y sal
precursora de 5 mM. Por ello, las variaciones de los agentes nucleantes fueron para un rango
comprendido entre 1-5 mM. Del mismo modo que las muestras anteriores, se eligio el mejor

resultado.
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3.4 Resonancia magnética nuclear

3.4.1 Identificacién de compuestos mayoritarios

Se realiz6 RMN con el objetivo de identificar los posibles compuestos involucrados en el
proceso de formacion de nanoestructuras de Ag. Primeramente, se analizé el extracto de la
planta Lavandula angustifolia, sin ser sometido a un proceso de reaccion. La técnica
empleada consistio en la preparacion de la infusion de la manera descrita con anterioridad.
Posteriormente, la infusion se secé mediante un horno de secado a una temperatura de 60 °C,
hasta obtener polvos. Para el caso de la muestra que contuvo la reaccion de nanoestructuras
de plata, se realiz la separacion del material asistido por un doble proceso de centrifugacion
a 12 000 rpm por 20 min. Se monitored por espectroscopia UV-Vis, que la purificacion fuera
la indicada. El objetivo de separar la Ag metélica es para evitar que ésta interfiera con los
campos magneticos del equipo. El proceso de obtencion de polvos fue similar al realizado
para la infusion de la planta. Finalmente, ambas muestras se analizaron empleando como

solvente de los polvos agua deuterada (D20).
3.5 Extraccién de los compuestos principales de la planta Lavandula angustifolia

3.5.1 Maceracion de la planta Lavandula angustifolia

Se molieron 100 g de la planta seca Lavandula angustifolia y se colocaron en un frasco para
realizar maceraciones sucesivas con MeOH por 24 h. Posteriormente, el macerado se filtrd
en un rotavapor a presion reducida y se obtuvo el extracto total en forma de miel color café.
El producto obtenido se analiz6 mediante RMN de 'H para determinar la abundancia y
naturaleza de los componentes. Posteriormente, con la intencion de hacer extracciones
selectivas, al extracto completamente seco se le adicionaron diferentes disolventes y se
colocd en agitacion, obteniendose asi tres fracciones con CH2Cl,, Acetona y MeOH, los
cuales se analizaron con RMN de *H.

3.5.2 Separacion de los compuestos principales de la planta Lavandula angustifolia

La fraccién obtenida con MeOH se sometid a purificacion en columna cromatografica de 4

cm de diametro, usando gel de silice (230-400 mesh) como fase estacionaria (5 in de altura),
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como fase movil, se eluy6 primeramente con 50 ml de CH2Cl, y posteriormente se aumento
la polaridad usando sistemas 9:1 y 8:2 de CH2Cl>-MeOH. Las fracciones obtenidas se

monitorearon con cromatografia de capa fina y se analizaron por RMN de *H.

La cromatografia en capa fina mostro la presencia principal de dos compuestos mayoritarios.
Por esta razén, aquellas fracciones que contuvieron alguna proporcion de los compuestos se
mezclaron y se sometieron nuevamente a purificacion en una columna cromatogréafica abierta
(condiciones mencionadas anteriormente). La elucion de la muestra comenzd con la
polaridad 9:1 de CH.Cl,-MeOH y se aumenté a 8:2. Finalmente, las fracciones se

monitorearon con cromatografia de capa fina y se analizaron por RMN de *H.

3.6 Estimacion de la concentracion de las nanoestructuras de plata por medio de

espectroscopia de absorcion atomica.

Se empled un espectrometro de absorcion atomica (Perkin Elmer modelo 3100) con la
finalidad de conocer la concentracion y el rendimiento porcentual de la reaccion de sintesis
de los nanomateriales. EI primer paso consistid en la obtencion de una curva patrén a partir
de un estandar de plata de la marca Perkin Elmer grado puro. Posteriormente, las muestras
fueron lavadas por un proceso de centrifugacion, hasta la obtencion del sobrenadante
(solucién donde se encuentran los iones de Ag sin reaccionar). Finalmente, se analizaron los
valores de absorbencia de éstos. Mediante la curva patrén se les asigné un valor en
concentracion; por lo tanto, la diferencia entre los iones de Ag iniciales y los restantes en las
soluciones lavadas resulta ser proporcional a la cantidad de iones reducidos a sélidos de plata.

El rendimiento porcentual se calcul6 por medio de la (Ec. 3.8):

Agsal—-Agsobrenadante

Ec.3.6 % de Rendimiento = * 100

Agsal

En donde Agsal representa la cantidad de iones de plata presentes en la solucion inicial de la

sal precursora AgNOs, mientras que Agsobrenadante corresponde a los sobrenadantes.
3.5 Caracterizacion de los nanomateriales

Las diferentes técnicas estructurales empleadas fueron: MEB, DRX, MET y ademas las

espectroscopicas de: UV-Vis e infrarrojo.
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Se confirmd por medio de espectroscopia UV-Vis la sintesis de los nanomateriales,
observando el comportamiento de las variables presentadas en los objetivos. Cada espectro
fue calibrado a partir de una sustancia de referencia (agua desionizada y extracto de la planta
Lavandula angustifolia), con el objetivo de garantizar que las muestras espectrales del
estudio no sean alteradas por el medio de dispersion. Los analisis fueron obtenidos con un

equipo Perkin Elmer Lambda 25.

La espectroscopia de infrarrojo proporciond informacion de los grupos funcionales
involucrados en la sintesis de los nanomateriales, ya que, se ha reportado que la reduccién y
estabilizacion se debe a compuestos arométicos, fenoles, carbohidratos y flavonoides. La
informacion especifica de los compuestos y grupos funcionales es completada con los datos

arrojados por la técnica RMN (descrita en la seccion anterior).

Primeramente, se secaron las soluciones que contuvieron el extracto puro de la planta
Lavandula angustifolia y posteriormente las que contienen los nanomateriales. Se elaboraron
pastillas compactas de las muestras con la sal KBr para espectrofotometria de infrarrojo de

la marca Sigma-Aldrich. Las muestras fueron estudiadas en el equipo Bruker Tensor 27

Con ayuda de la técnica MEB a través del equipo Jeol JSM-7600F Field Emision Scanning
Electron Microscope se observo el tamafio y dispersion de los nanomateriales. Ademas, se
realizo el anélisis quimico puntual (EDS) y mapeo quimico para identificar la presencia del
elemento de interés, siendo Ag para este trabajo. La preparacion se efectud colocando una
gota de las soluciones en una cinta de carbono, para evitar el desprendimiento de las

particulas.

A través de un equipo de difraccion de rayos X D8 Advance, DAVINCI se determind la
estructura cristalina de los nanomateriales sintetizados. Las muestras se colocaron en un
horno de secado a 45 °C hasta obtener polvos, para ser caracterizados por medio de la técnica
instrumental DRX. Se colocaron en un portamuestra de vidrio esmerilado los polvos que
contuvieron las materias primas y nanomateriales, analizandolos en un rango angular

comprendido entre 20-85 ° empleando un tiempo de 0.6 s y un incremento de 0.02 °.

Finalmente, se empled MET por su gran capacidad de resolucion, ya que, esta técnica permite

observar imagenes que reflejan claramente la morfologia, tamafio y estructura de los
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nanomateriales. Se prepararon las muestras mediante la adicion de una gota de las soluciones
liquidas en rejillas de cobre de 3 mm de didmetro cubiertas con una pelicula de carbon
amorfo, posteriormente, se seco la gota y se analizaron a través de diferentes técnicas como
fueron: imagenes de campo claro, campo oscuro, alta resolucion (HRTEM, por sus siglas en
inglés), por contraste de masa (HAADF, por sus siglas en inglés) en un equipo Phillips Tecnai
F20. Ademés, como complemento, se realiz6 andlisis quimico puntual y mapeo quimico
elemental en un microscopio electronico de transmision con correccion por aberracion Cs de

la marca JEM-ARM200F, Atomic Resolution Analytical Microscope.
3.7 Ensayos de toxicidad en levaduras

Las cepas de levaduras fueron obtenidas del laboratorio de Bioquimica por parte del Instituto
de Investigaciones Quimico Bioldgicas (11BQ) de la UMSNH. Los géneros sujetos a estudio
son Saccharomyces cerevisiae W303 y MC4, en conjunto de Kluyveromyces marxianus
OFF1 y SLP1. La diferencia entre cepas es que algunos géneros presentan mayor
termotolerancia en comparacion de las otras. La metodologia descrita a continuacién es una
modificacion de la propuesta por Barajas y col. [95, 96] en diferentes estudios de
comparacion de la termotolerancia entre levaduras del género Saccharomyces cerevisiae y

kluyveromyces marxianus.
3.7.1 Cultivo de las cepas de levaduras

El crecimiento de la levadura se estudié empleando medios YPD que contuvieron 1% de
extracto de levadura, un 2% de peptona y un 2% de glucosa como fuente de carbono. Las
células se cultivaron a 30°C y se agitaron a 180 rpm durante 24 h. Finalmente, las células se
recogieron mediante centrifugacion y se diluyeron hasta una concentracion de 1 g/ml.

3.7.2 Ensayo de crecimiento celular

En tubos falcon de 15 ml se adicionaron 10 ml del medio de cultivo YPD, 1 ml de glucosa al
20 % y 200 pul del preindculo de cada una de las cepas enunciadas con anterioridad, con las
soluciones que contuvieron los nanomateriales a evaluar a las diferentes concentraciones (25,
50, 100, 200 ppm). Estas mezclas se llevaran a una incubadora por un periodo de 24 h a una
temperatura de 27° C y una velocidad de agitacion de 110 rpm para su crecimiento.

Posteriormente, se determind la densidad Optica a una longitud de onda de 625 nm de cada
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una de las muestras utilizando como control las levaduras sin tratamiento. Adicionalmente,
se evalud el efecto de los iones de Ag a las mismas concentraciones de nanomateriales, asi

como el extracto de la planta Lavandula angustifolia a la concentracién final de la reaccion.

El crecimiento celular se calcul6 de acuerdo a la Ec. 3.9.

Densidad optica de las células tratadas

Ec. 3.7 % Crecimiento = 100 =

Densidad 6ptica de las células control

3.7.3 Ensayo viabilidad celular

Este ensayo se realizd posterior a la lectura de la densidad 6ptica del crecimiento celular
mediante el método de viabilidad MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio),

donde el reactivo fue preparado en etanol a una concentracién de 5 mg/ml.

Se mezclaron 3 ml de las cepas con soluciones que contuvieron los nanomateriales, extracto
de planta y la sal precursora AgNOsz, en 1 ml de la solucion de MTT para llevarse a
incubacion por un periodo de 60 min en la oscuridad para posteriormente determinar la
densidad dptica a una longitud de onda de 570 nm. El célculo de la viabilidad fue realizado
de acuerdo a la Ec. 3.10, en donde el principal indicativo fue un cambio de coloracion de la
solucion que va del amarillo palido al morado, causante de la oxido-reduccion del MTT a

formazan.

Densidad éptica de las células tratadas

Ec.3.8 %Viabilidad = 100 *

Densidad éptica de las células control

3.7.4 Exclusion mediante azul de Tripano

Como complemento, para algunas muestras se realizé el ensayo de toxicidad de exclusion
mediante el azul de tripano. Para este ensayo, primeramente, se prepararon los medios,
material y reactivos los cuales fueron H>O desionizada, PBS, dextrosa al 20 %, puntas de

micropipetas para posteriormente ser esterilizadas.
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Para el inicio de la prueba, se realiz6 un preindculo en medio liquido a partir de una pequefia
porcidn la cepa Saccharomyces cerevisiae conservada en una caja Petri en medio sélido. El
medio liquido en la cual se insertd la porcion de la cepa contenia 10 ml de medio liquido el
cual estaba distribuido en 9 ml de medio YPD y 1 ml de dextrosa. Posteriormente, el
preindculo se incubd a las condiciones mencionadas con anterioridad en el apartado 3.7.1

referente al cultivo de cepas.

Para la preparacion de los indculos, se mezclaron 500 pl del preindculo a cada tubo muestra
con medio liquido respetando la relacion anterior de medio YPD con dextrosa. En este caso,
las levaduras se dejaron en incubacion por un periodo de 20 h, en donde pasado ese tiempo,
se adicionaron los diferentes materiales a evaluar en un volumen de 500 pl. El objetivo de
evaluar en esas horas, se debe a que la fase de crecimiento celular es la estacionaria, es decir,
donde hay mayor presencia de levaduras. Por lo tanto, el volumen final de la muestra quedd
de 11 ml el cual se distribuye de la siguiente manera: 9 ml de medio YPD, 1 ml de dextrosa,
500 pl del preindculo y 500 pl del material dispersado en H2O desionizada. Los materiales
se evaluaron en presencia de los microorganismos por 1 h. Por ello, el tiempo total de

crecimiento de las levaduras hasta su observacion fue de 21 h.

Después, las muestras sujetas a estudio fueran lavadas en medio PBS durante 3 ciclos, en el
cual el primer ciclo consistio en eliminar el medio y los ultimos dos en estrictamente lavados.
Es importante mencionar, que el precipitado de cada lavado se suspendi6 en 3 ml de PBS.
Solamente, el ultimo lavado se dispersé en 1 ml de PBS, esto con el objetivo de obtener la

muestra stock que fue observada en microscopio éptico.

Para el estudio mediante en microscopio Optico, las levaduras fueron preparadas de la

siguiente manera:

1. Solucidén 1: Se mezclaron 50 pl de la muestra de levaduras con 50 ul del colorante
azul de tripano.

2. Solucidn 2: Se tomaron 50 ul de la mezcla anterior para afiadirlos a 450 pl de PBS.

3. Finalmente, se combinaran 50 ul de la solucion 2 con 50 ul de la solucion 1, con el

objetivo de no perder coloracion.
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3.8 Evaluacion antibacterial de las nanoestructuras de Ag

La actividad antibacterial de las nanoestructuras obtenidas fue determinada por el método de
difusion en disco (Kirby-Bauer) modificado de acuerdo a lo reportado por Morales y col [97].
Las cepas sujetas a estudio fueron E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, las cuales
se encontraban liofilizadas y se cultivaron en caldo Mueller-Hinton. Posteriormente, se
preparo el indculo y se tomd con el asa bacterioldgica las cepas previamente cultivadas y se
colocaron en un tubo con solucién salina (0.85%) ajustandose el in6culo a 0.5 unidades (108
cel/ml) segun la escala de Mc Farland, verificandose con la absorbancia a 580 nm cercana al
25%. Despues, se tomaron discos de papel filtro y fueron sumergidos en cada una de las
soluciones a evaluar por un tiempo de 30 min. Los discos fueron colocados en las cajas de
Petri las cuales contenian agar Mueller-Hinton con los in6culos de las diferentes cepas. Es
importante mencionar que las soluciones a evaluar fueron AgNPs, AgNWs, extracto de la
planta Lavandula angustifolia como control negativo y la sal AgNO3 en solucién acuosa
como control positivo. Finalmente se compararon los halos de inhibicion después de un
tiempo de incubacion de 24 h a 37 °C.

Como complemento se evalu6 la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en
inglés) de acuerdo a los resultados obtenidos del ensayo de difusion de disco [98]. Para ello,
se incubaron tubos de ensayo por 24 h 'y 37 °C que contenian una solucion con volumen final
de 3 ml de caldo Mueller-Hinton, indculo de las cepas y nanomateriales. Posteriormente, se
observo la turbidez de la solucion, en la cual, a mayor claridad de la solucion, el efecto
antibacterial era mayor. Finalmente, una gota de las muestras mas claras fue colocada en caja
de Petri con agar Mueller-Hinton, en donde, si no era observado crecimiento bacteriano,
significa que corresponde a la MIC.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en la sintesis verde de diversas
nanoestructuras de Ag. Primeramente, hablaremos de la planta y sus caracteristicas
fitoquimicas. También, observaremos el criterio de cambio de coloracion como indicativo de
formacion de entidades nanométricas. Posteriormente hablaremos e identificaremos las
diferentes nanoestructuras de Ag obtenidas de acuerdo a las variaciones presentadas en el
apartado correspondiente a la metodologia experimental. Por ello, en el proceso de
caracterizacion se incluyen técnicas espectroscépicas y estructurales. Como complemento,
se presentaran los ensayos de la elucidacién de los compuestos prioritarios en la planta
Lavandula angustifolia. Finalmente, se presentara la evaluacion de los hanomateriales en

modelos celulares eucariotas y su actividad antimicrobiana en bacterias.

4.1 Analisis proximal e identificacion de metabolitos presentes en el extracto de la

planta

Comenzaremos en este punto con lo relacionado a los compuestos presentes en la planta
Lavandula angustifolia mediante la identificacion de metabolitos secundarios, analisis
bromatoldgico y un estudio previo a la sintesis de esta planta mediante Resonancia magnética

nuclear.
4.1.1 Ildentificacion de metabolitos

La sintesis de nanomateriales a partir de métodos verdes ha sido importante en los ultimos
afios, no obstante, el desconocimiento de posibles mecanismos ha limitado su produccién de
manera industrial [99]. Por esta razon, es importante dilucidar la fitoquimica de los
componentes bioactivos presentes en las plantas empleadas para la sintesis. Los compuestos
que se evaluaron mediante las técnicas cualitativas son aquellos con enlaces acetilénicos,
etilénicos, saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides, compuestos aromaticos Yy

monosacaridos.

Primeramente, hablaremos de la prueba del permanganato de potasio, que se relaciona con

decoloracion del reactivo color purpura. La figura 4.1a, exhibe la solucion acuosa de
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permanganato en conjunto con los polvos de la planta Lavandula angustifolia, para esta
muestra se identificé que no hubo decoloracidn, por lo tanto, es negativa para el caso de los

compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos.

Una de las pruebas mas sencillas es la de espuma para identificacion de saponinas. La figura
4.1b ejemplifica que es positiva para el caso de la planta de lavanda, ya que se aprecia la
espuma a lo largo de un periodo constante. Esto es l6gico, ya que las saponinas son
glucésidos de esteroides [100], en donde el azlcar presente sera la forma mas soluble capaz

de actuar en el mecanismo de la reaccion.

Para el caso de la prueba de Shinoda se caracteriza por una reaccion exotérmica con cambio
de la solucién de un rojo claro a oscuro, pero como se puede apreciar en la figura 4.1c, no
hubo la presencia de ese cambio en la tonalidad, que refleja la prueba como negativa para
compuestos con nucleo benzopirona, esencialmente flavonoides. Esto generd conflicto
porque de acuerdo a estudios anteriores, la planta Lavandula angustifolia posee este tipo de
compuestos, como es el caso de las cumarinas [101]. Sin embargo, mas adelante se tratara la
presencia del grupo de compuestos polifenolicos mediante técnicas mas especializadas como

es la resonancia magnética nuclear.

La siguiente prueba que discutiremos se denomina de cloruro férrico. Esta técnica es especial
para un conjunto de polifenoles llamados taninos [100, 102], la cual se clasifica por la
presencia de un precipitado azul verdoso. Es apreciable esta tonalidad en la figura 4.1d, por

lo tanto, se determind que la prueba es positiva para este ensayo.

Los alcaloides son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas a partir de los
aminodcidos, por esta razon, son elementos nitrogenados. Estos son generalmente empleados
como sustancias psicotropicas debido a su efecto sobre el sistema nervioso central. La figura
4.1e exhibe el ensayo de Mayer para identificacion de alcaloides, en donde éste resulta
negativo debido a la formacion de un precipitado que nunca desaparecio. Es importante
mencionar que, aunque la planta tiene efectos sobre el sistema nervioso central por medio de
su aroma, estos efectos pueden ser ocasionados por otro grupo de compuestos con la misma

capacidad, como son los terpenos [103].
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La prueba de formaldehido-acido sulfurico es empleada para determinar de manera general
compuestos aromaticos. En esta clasificacion se encuentran algunos componentes terpénicos
y como es demostrado mediante la formacion de precipitado café en la figura 4.1f, la prueba

fue positiva, coincidiendo con lo enunciado con anterioridad.

La pendltima prueba es la de Benedict para azlcares reductores, siendo éstos
importantisimos, a causa de que este tipo de compuestos son el primer paso en la formacion
de nanoestructuras metalicas asistida de métodos verdes. La figura 4.1g manifiesta una

tonalidad verdosa, denotando que la prueba fue positiva.

Finalmente, el ensayo mediante el reactivo de Barfoed nos permitié conocer si la planta
Lavandula angustifolia posee azucares simples (monosacaridos). Para este caso, no se
aprecio un cambio de color que va del azul al naranja, es por ello que se establecio que la
prueba fue negativa (ver figura 4.1h).

Figura 4. 1 Ensayos cualitativos de metabolitos secundarios a) enlaces etilénicos, b)

saponinas, c) flavonoides, d) taninos, e) alcaloides, f) terpenos, g) azucares reductores, h)

monosacaridos.

La tabla 4.1 resume los resultados anteriores. Es fundamental aclarar que, aunque este tipo
de experimentos poseen cierta aproximacion de los compuestos contenidos en la planta
Lavandula angustifolia, no es contundente el resultado, ya que para la determinacién de las
sustancias se emplearon una diversidad de solventes para extraer los distintos elementos [101,
104, 105], mientras que en el proceso establecido en el presente trabajo, es a traves de

soluciones acuosas. Por consiguiente, se esperaria que los componentes principales sean
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carbohidratos, polifenoles en forma de flavonoides (flavonas, flavanonas, flavanoles,
flavonoles, isoflavonas y antocianinas) o no flavonoides (estilbenos, taninos, acidos fendlicos
0 cumarinas) [100, 102].

Tabla 4. 1 Identificacion de metabolitos

Prueba Metabolito identificado Resultado
Permanganato de potasio Compuestos con enlaces | Negativo
etilénicos y acetilénicos
Espuma Saponinas Positiva
Shinoda Flavonoides Negativa
Cloruro férrico Taninos Positiva
Mayer Alcaloides Negativa
Formaldehido-acido Terpenos Positiva
sulfarico
Benedict Azucares reductores Positiva
Barfoed Monosacéaridos Negativa

4.2 Analisis proximal

Los ensayos bromatoldgicos son empleados de manera comun para el analisis de alimentos,
sin embargo, esta técnica cuantitativa faculté la dilucidacion del posible mecanismo de
formacion en las distintas nanoestructuras de plata, es decir, que compuestos pueden estar
involucrados en el proceso de nucleaciéon y crecimiento a través de la reduccion y
estabilizacion [106]. EI compilado de los anélisis de la planta Lavandula angustifolia son
presentados en la tabla 4.2, donde éstos fueron realizados en base fresca (Bf) y base seca
(Bs). La primera seccion corresponde al contenido de humedad y es notorio que el resultado
fue similar para Bf y Bs, esto se atribuye que la materia prima en forma de polvos finos se
colocé en un desecador por un tiempo de 24 h, para corroborar que el ensayo fuera correcto.
El segundo ensayo denominado de materia seca es totalmente complementario al de
humedad, ya que la suma de ambos ensayos debe ser el 100 % correspondiente a la materia

total. Para el caso de la planta Lavandula angustifolia en todos sus géneros, los estudios son
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nulos, esto es se debe a que este tipo de pruebas son enfocadas progresivamente a plantas con
aplicacion en el area de alimentos [107]. En el caso de Cabreray col. [108] realizaron estudios
bromatoldgicos en el nopal (Opuntia ficus-indica), en este caso el contenido de humedad es
superior al 94 %, siendo mas alto en comparacion al presente estudio, en consecuencia, el
contenido de materia seca es distinto. También, Loayza y col. [109] evaluaron cambio en la
bromatologia del cladodio, mejor conocido como penca del nopal a lo largo del tiempo, en
el cual muestran un contenido de grasa muy bajo de aproximadamente un rango comprendido
entre 0.11 a 0.17 %. En el caso de la planta Lavandula angustifolia, el resultado oscilé de
1.88 al 2 %, aunque el resultado es mayor en comparacion al nopal, el contenido de grasa
todavia es bajo. Lo anterior, es comun en el estudio de diversas plantas, ya que, es
caracteristico un bajo contenido en ellas. Por lo tanto, el resultado analizado es positivo,
debido a que si se hubiera dado un alto contenido se traduciria a un efecto de arteriosclerosis
y envejecimiento, ya que las plantas no requieren altas cantidades de grasas como método de

obtencion de energia.

El contenido de ceniza es relacionado con la cantidad de minerales. Se puede apreciar en el
trabajo de Araque y col. [110] que la planta Gliricidia sepium posee un 8.88 % de ceniza que
disminuye hasta 7.40 % a lo largo de un periodo de 12 meses. Al momento de comparar con
la planta Lavandula angustifolia es menor, ya que para este caso es del 9.25 %. Por esta
razén, la cantidad de minerales (CI, Fe, Mg, Na y K) esta directamente relacionada con la

tasa de crecimiento y desarrollo de la planta.

Por parte de la proteina cruda el porcentaje resultante fue bajo para la planta Lavandula
angustifolia (0.09 %) en comparacion con los estudios mencionados con anterioridad para
los vegetales de Gliricidia sepium [110] (28.31 %) y Opuntia ficus-indica (7.53 %), este
resultado podria ser negativo, como consecuencia de que las proteinas estan conformadas por
aminoacidos que generalmente son empleados para el proceso de reduccién y estabilizacion
de AgNPs [99]. Sin embargo, este fendmeno puede ser controlado manteniendo la planta seca
sin almacenamiento, ya que en conjunto de la tasa de edad y desarrollo son los principales

causantes de la disminucion de proteinas.

La fibra cruda es la parte no digerible de los alimentos, donde su naturaleza quimica esta

establecida por celulosa, hemicelulosa y lignina. Para este tipo de ensayo es complicado
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comparar con algun tiempo de planta, debido a que para Lavandula angustifolia se evaluo
tanto el tallo como las hojas obteniendo un porcentaje comprendido entre 15-16 %. Sin
embargo, en el caso del nopal esta cantidad es minima [109].

Finalmente, el ultimo ensayo fue para un grupo de compuestos importantisimos en el proceso
de reduccion. Aqui es destacado mencionar que la planta Lavandula angustifolia obtuvo un
porcentaje que va del 65 % Bs al 73% Bf, que fue superior en comparacién con estudios de
Opuntia ficus-indica (5.96 %) [109].

A partir de los ensayos anteriores se comienza s a dilucidar el posible mecanismo de sintesis
de nanoestructuras de plata. Esto se debe a que los principales compuestos involucrados en
la reduccion y estabilizacidon deben ser los carbohidratos, ya que para el caso de la planta
Lavandula angustifolia, las proteinas no son significativas. También, aunque en los estudios
es demostrada la presencia de extracto etéreo, este no debe de entrar en el proceso de
formacion de AgNPs a causa de que el solvente empleado en la sintesis es agua, donde las

grasas no son solubles.

Tabla 4. 2 Anélisis bromatoldgico de la planta Lavandula angustifolia.

Determinacion Base fresca (%) Base seca (%0)
Humedad 6 6
Materia seca 94 94

Extracto étereo (grasa) 1.88 2
Cenizas o minerales 9.25 9.84
Proteina cruda 0.09 0.09
Fibra Cruda 15.56 16.55
Carbohidratos 73.23 65.52

4.3 Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear

La espectrometria RMN es generalmente empleada para estudiar mezclas de analito, para
comprender efectos dindmicos como el cambio de temperatura y mecanismos de reaccion

[111, 112]. Por ello, se evalud el extracto acuoso de la planta Lavandula angustifolia
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mediante RMN del proton 1H con el objetivo de conocer el cambio de las sefiales
caracteristicas antes y después de la sintesis de nanoestructuras de plata. Es fundamental
mencionar, que antes de conocer el mecanismo de formacion de nanoalambres mediante los
dos pasos planteados en la metodologia, es prioridad conocer datos sobre el mecanismo de
formacion de nanoparticulas, por ello, este primer estudio a través de RMN esta basado sobre
el mecanismo de reaccion de AgNPs. La figura 4.2a presenta el espectro correspondiente al
extracto acuoso de la planta Lavandula angustifolia, en donde las sefiales protonicas
comprendidas en el rango de 7.6 a 6 ppm son atribuidas a compuestos aromaticos del tipo de
los fenoles, més especificamente al grupo de las flavonas glucosiladas. También, se identifica
un pico intenso con centro en 4.7 ppm caracteristico de los protones presentes en el agua
deuterada (D20). En el caso del rango ubicado entre 4.2 y 3 ppm fue identificado para bases
OH, donde los mas comunes son los carbohidratos con carbono anémerico. Finalmente, para
la identificacion total del espectro se muestran sefiales importantes entre 1.8 y 0.2 ppm que
corresponden a otro tipo de azlcares de 6 carbonos como lo son la ramnosa y fucosa. La
figura 4.2b ostenta las sefiales atribuidas al extracto posterior a la reaccion de sintesis de
AgNPs. Se distingue un decremento en las sefiales de las flavonas glucosiladas (7.6-6 ppm),
en consecuencia, se puede afirmar que estos compuestos han formado parte del mecanismo
de reaccidn. En el caso de las sefiales de D20 y de azticares demostraron no presentar cambios

significativos.

Los resultados obtenidos son similares a los realizados por Rodriguez-Ledn y col. [113] a
través de RMN de proton con 1H, los cuales demuestran que para la sintesis de AgNPs
empleando la planta Rumex hymenosepalus, los principales compuestos involucrados en la
formacion de éstas son los fenoles. Otro trabajo enfocado en RMN es el realizado por Cure
y col. [114], el cual es enfocado a la coordinacién de ligandos de amina en AgNPs empleando
RMN y SERS, en donde el primero es usado para evidenciar interacciones a corto plazo de
hexadecilamida (HDA) y la superficie de la particula, y el segundo para identificar la
coordinacion de la porcion de amidina pegada en la superficie de las NPs. De manera general,
se puede entender que dilucidar un mecanismo de reduccidn y estabilizacion es mas sencillo,
como consecuencia de que solo se monitorean cambios en las sefiales de un solo tipo de
compuestos como es el HDA formando complejos de la Ag a través de los nitrdgenos

presentes en la molécula. Por esta razon, de acuerdo a los resultados obtenidos hasta este
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apartado, se plantea el mecanismo en el cual las flavonas glucosiladas son las encargadas de
reducir los iones de Ag a partir de la formacién de complejos de coordinacion entre la Ag y
el O de estos fenoles, causando la estabilizacion de las AgNPs (ver figura 4.3).
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Figura 4. 2 Espectros de RMN del proton 1H a) extracto de la planta Lavandula

angustifolia, b) remanente de la reaccion.

OH

L]
@m’ m]@
. Q
e R, " - o
()"
HO

Figura 4. 3 Mecanismo de formacion de AgNPs a partir de flavonoides.
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4.4 Sintesis de nanoparticulas de Ag a partir del extracto de la planta Lavandula

angustifolia

4.4.1 Cambio de coloracion en sistemas nanomeétricos

Los cambios de coloracion en la sintesis de nanomateriales metélicos son importantes debido
a que a partir de ello podemos identificar el estado de evolucion de nuestros sistemas. La
secuencia del cambio de color esta directamente relacionada con la reduccion de los iones de
Ag hasta la formacion de nanoestructuras de diversas formas y tamarfios [115-117]. El primer
indicativo de formacidn de AgNPs es un cambio de coloracion que va del amarillo al marrén.

Sin embargo, a medida que incrementa el tiempo, las NPs formadas tienden a enlazarse,
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estableciendo encadenamientos que culminan en la formacion de nanoestructuras de mayor
tamarfio [118]. Lo anterior, es debido principalmente a la resonancia de plasmoén superficial
(SPR, por sus siglas en inglés) [119]. La figura 4.4 ilustra la evolucion del sistema en la
sintesis de AgNPs empleando la planta Lavandula angustifolia como agente reductor-
estabilizador, es notorio en la primera etapa el cambio mencionado con anterioridad
(amarillo-marrén). No obstante, se identificé un cambio de la solucion que va desde el
amarillo hasta una tonalidad oscura. Este cambio se identifico con la formacion de

nanoestructuras 1D, de las cuales se hablara mas adelante.

Cambio respecto al tiempo

Figura 4. 4 Cambio de coloracion de las nanoestructuras de Ag con respecto al tiempo.

4.4.2 Determinacion de nanoparticulas de Ag mediante espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se empled para evaluar el efecto del precursor (AgNOs3) sobre la
sintesis de AgNPs, como se muestra en la figura 4.5. La banda de resonancia del plasmon de
superficie (SPR) ubicada a 460 nm confirmé la formacion de AgNPs. Es notorio, que la
cantidad de AgNPs incremento con la concentracion del precursor de 1 a 7 mM, a excepcién
de 9 mM. Esto se debe a que se observa un comportamiento ascendente en el pico SPR para
las muestras que contuvieron 1-7 mM de la sal precursora AgNOs. No obstante, se identificd
un decremento en la absorbancia para la concentracién 9 mM. Lo anterior, se atribuye a la
capacidad antioxidante de la planta Lavandula angustifolia (concentracion de 0.02 g/ml) para
la reduccion de AgNPs. Los mejores resultados se encontraron a 5 mM debido a la mayor
intensidad y forma del méximo de la banda SPR, lo que significd tamafios de AgNPs
homogéneos. Sin embargo, la capacidad estabilizadora de Lavandula angustifolia no es
suficiente para la concentracion de 9 mM, provocando la coalescencia de las AgNPs, que

concluyen en la formacion de estructuras de Ag fuera del tamafio nanométrico.
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Figura 4. 5 Espectro de UV-Vis obtenido a diferentes concentraciones molares de la sal
precursora AgNO3 [120].

4.4.3 Caracterizacion de las AgNPs mediante MEB

Mediante MEB se identificd la distribucion y tamafio del nanomaterial sintetizado. La figura
4.6 muestra un par de micrografias MEB con contraste Z que corroboran la sintesis verde de
AgNPs empleando la planta Lavandula angustifolia. La micrografia de bajo aumento (figura
4.6a) muestra una poblacién densa de AgNPs, mientras que laimagen de alto aumento (figura
4.6b) ilustra NPs semiesféricas y nanoplacas triangulares, con tamafios inferiores a los 100
nm. En el caso de las nanoplacas, aparecen dos orientaciones que se diferencian por las
variaciones del contraste Z. Ademas, el analisis EDS confirma la presencia de plata reducida

(recuadro figura 4.6a).
4.4.4 Analisis estructural de las AgNPs mediante DRXy MET

Se realiz6 un patron de DRX después de 72 h de tiempo de reaccién para confirmar la
estructura cristalina de los productos, como se muestra en la figura 4.7. Los picos de
difraccion ubicados a 38 °, 44.5 °, 64.5 °y 77.6 ° corresponden a los planos (1 1 1), (20 0),
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(220)y (311)delaAg fcc, (nimero de PDF 01-087-0720). A partir de la ecuacion de
Scherrer y la anchura a media altura del pico principal (FWHM, por sus siglas en inglés), el
tamafio de cristalito medido fue de 20 nm. Ademas, aparecen picos atribuidos a los

compuestos organicos responsables de estabilizar los AgNPs.

Figura 4. 6 Imagenes de MEB de las AgNPs a concentracion 5 mM y su correspondiente

analisis quimico puntual (EDS) [120].

MET se emple6 para analizar la estructura, morfologia y tamafio de las AgNPs. La figura
4.8a confirmo las morfologias semiesféricas y triangulares por debajo de 100 nm, observadas
con anterioridad en el andlisis de MEB. Ademas, el histograma (figura 4.8b) a través de la
medicion de 250 particulas revel6 que el tamafio de las NPs va desde 5 nm hasta 90 nm. Sin

embargo, la frecuencia mas alta se encontr6 entre 10 nmy 20 nm, con una media de 18 nm.

La figura 4.8c muestra una micrografia electrénica de transmision de alta resolucion
(HRTEM, por sus siglas en inglés) de las AgNPs. La presencia de planos de red en la imagen
y la transformada rapida de Fourier (FFT, por sus siglas en inglés) confirmaron la naturaleza
cristalina de las nanoparticulas. La distancia interplanar fue de aproximadamente 0.24 nm, lo
que coincide con los planos (111) de la estructura cubica centrada en las caras de Ag. Estos

hallazgos coinciden perfectamente con el analisis realizado mediante difraccion de rayos X.
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Figura 4. 7 Patron DRX de las AgNPs a concentracion 5 mM. Los angulos y familias de
planos a 38 ° (111), 44 ° (200), 64 ° (220), y 77 ° (311) corresponden a la estructura ctbica

centrada en la cara (fcc) del cristal de plata [120].

Figura 4. 8 a) Imagen de campo claro que muestra AgNPs a concentracion 5 mM con
morfologias esféricas y semiesféricas, b) histograma de tamafios, e ¢) imagen de alta

resolucion (HRTEM) de las AgNPs donde los planos de red son visibles e indican su
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naturaleza cristalina [120].
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4.5 Autoensamblado de nanoparticulas OD a sistemas superiores (encadenamiento de

nanoparticulas)

Algunas de las ventajas de emplear métodos verdes en la sintesis de AgNPs son que las
reacciones se llevan a temperatura ambiente, no usan residuos toxicos y ademas son métodos
sencillos. Sin embargo, el control de la dispersion y homogeneidad se complica [121]. Una
de las caracteristicas de los métodos verdes es que mediante la variacion de algunos
pardmetros como lo son las concentraciones de las sales precursoras, extractos, modificacion
de pH y agitacion se pueden obtener gran variedad de nanoestructuras con formas y tamafos
debido al autoensamblaje de las NPs [122-124]. Por ello, en esta seccion del trabajo
comenzaremos a platicar acerca del efecto de la agitacion magnética en el proceso de
formacion de nanoestructuras 1D, 2D y en algunos casos 3D [125-128].

Para demostrar el efecto de la agitacion, se tomo la muestra estelar de 5 mM, la cual fue
discutida en el apartado anterior. La diferencia radica en que el proceso de formacién se
realiz6 con una agitacién magnética variable (0, 200 y 600 rpm) durante 24 h. Es importante
mencionar, que se mantuvo la caracteristica principal de los métodos verdes, la cual es
realizar la reaccion a temperatura ambiente. El primer indicativo de formacion de
nanoestructuras de plata fue un cambio de color en la solucion en varias etapas, siendo este
amarillo, marrén oscuro, negro y gris, respectivamente, a medida que incrementaba la
agitacion magnética (anexo en la figura 4.9). El cambio de coloracion es debido al fendmeno
SPR discutido en la seccion anterior [129, 130]. La figura 4.9 muestra los espectros UV-Vis
que confirman la reaccidn, observandose tres espectros con una longitud de onda
caracteristica entre 400-550 nm asociada a la formacion de AgNPs. Ademas, se aprecian dos
picos SPR relacionados con una segunda distribucién de tamafios que desaparece al aumentar
la agitacion. Para la solucion evaluada a 600 rpm el ancho de banda fue mayor en
comparacion con las demas, atribuido a la formacion de nanoestructuras de plata de mayor
tamario [131].

El analisis MEB demuestra la presencia de nanoestructuras de plata en el medio de reaccion
(ver figura 4.10). El panel a) corresponde a la muestra sin agitacion magnética reafirmando
la sintesis de AgNPs. En este caso se observa la agregacion de NPs en pequefias zonas
formando islas. De lo contrario, la muestra con agitacion lenta (200 rpm) presentada en la
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figura 4.10b ilustra la separacion de las islas mejorando la distribucion, se identifico que, al
aumentar la agitacion magnética hasta 600 rpm, el nimero de colisiones entre nanoparticulas
incremento, provocando su coalescencia, por tal motivo, los surfactantes presentaron un
reordenamiento de la estabilizacion inicial que se reflejo en la formacion de nanoestructuras
de plata 1D como varillas [132, 133]. Ademas, el analisis EDS confirma la presencia de plata
reducida (figura 4.10d).

3.0
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2.5 — 200 rpm (2)
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Figura 4. 9 Espectros UV-Vis de AgNPs sintetizados con diferente agitacion magnética
[32].

Finalmente, la figura 4.11 muestra el estudio de la estructura, morfologia y tamafio de la
muestra a 200 rpm mediante MET y DRX. La figura 4.11a revela que las AgNPs obtenidas
estan por debajo de los 100 nm con un tamafio promedio de 20 nm y dos morfologias: esférica
y triangular. La figura 4.11b ilustra una imagen de alta resolucion (HR-TEM) y su patron
FFT, evidenciando la naturaleza cristalina de las AgNPs. Los planos de red corresponden a
una distancia de 0.24 nm que pertenece a los planos cristalograficos de plata (111). La figura
4.11c exhibe el patron DRX, demostrando los picos de difraccion indexados (111), (200),
(220), (311) y (222) de acuerdo con los datos de difraccion estandar de plata (No. JCPDS 04-
0850) con un parametro de red de 0.408 nm.
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En resumen, en este apartado, se evalud el efecto de la agitacion magnética en la sintesis en
verde de AgNPs utilizando un extracto acuoso de Lavandula angustifolia a una concentracion
de 0.02 g/ml. La velocidad de 200 rpm reflejé buen control en la dispersion de las mismas
con un tamafio promedio de 20 nm con morfologias esférica y triangular. Sin embargo, se
identific6 que la velocidad de agitacion es un factor importante en la sintesis de
nanoestructuras 1D, favoreciendo la formacion de este tipo de estructuras cuando la

velocidad es elevada.
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Figura 4. 10 Micrografias MEB de nanoestructuras de plata; a) 0 rpm, b) 200 rpm, c) 600
rpmy d) analisis EDS [32].
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Figura 4. 11 AgNPs sintetizadas a 200 rpm, a) imagen de campo claro, b) imagen de alta

resolucion que indica su naturaleza cristalina y ¢) patrén DRX [32].
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4.6 ldentificacion de los compuestos asociados a la sintesis de nanoparticulas de Ag
mediante FT-IRy RMN

La figura 4.12a muestra el espectro antes de la reduccion de los iones de Ag, en donde se
observaron resonancias de hidrégeno tipicas de compuestos aromaticos en el rango de & 7.50
- 5.95, asi como de residuos glucosidicos entre & 5.50 - 3.02, incluido un doblete en 6 1.17
(6.9 Hz), tipico del resto de metilo asociado a la ramnosa [134], lo que sugiere la presencia
de flavonoides glucosidicos [135] como los principales constituyentes del extracto de la
planta, lo que es consistente con la literatura previa sobre los metabolitos de Lavandula
angustifolia [136, 137]. Después de la reaccion redox (figura 4.12b), el espectro de *H RMN
de los sobrenadantes mostré solo la presencia de compuestos glucosidicos (6 5.50 - 3.02), lo
que sugiere que los flavonoides reaccionaron con la fuente del metal y se anclaron en la
reaccion del producto metalico. Por lo tanto, los compuestos fendlicos actian como agente

reductor.
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Figura 4. 12 Comparacion de espectros de *H RMN de a) extracto de Lavandula

angustifolia y b) sobrenadante de la reaccion de nanoparticulas de plata [120].
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La espectroscopia infrarroja es una alternativa para identificar grupos funcionales de
compuestos involucrados en la sintesis de AgNPs [138, 139]. La figura 4.13a muestra el
espectro IR del extracto de la planta Lavandula angustifolia. Las siguientes bandas
concuerdan con la presencia de compuestos flavonoides. Se identificaron vibraciones de
estiramiento de OH a 3329 cm, estiramientos CH a 2922 y 2852 cm, vibraciones de
estiramiento de carbonilo a 1732 y 1651 cm™, vibracion de estiramiento de carbono sp? a
1604 cm, la banda de CO a 1236 cm™; Vibracion de tension C-H fuera del plano de los
anillos aromaticos a 850 cm™ [140, 141]. La banda mas intensa observada en 1020 cm™ se
definié como un pico de glucosa caracteristico [142]. Estos grupos funcionales concuerdan

bien con los determinados por RMN.

La figura 4.13b muestra el espectro FTIR de las AgNPs biosintetizadas. En este caso se
conservd la banda correspondiente a los compuestos flavonoides, desplazandose hacia
longitudes de onda mas pequefias observadas para los complejos flavonoides-metal [143-
145]. La vibracion O-H se identificd a 3000 cm™, mientras que el estiramiento C-H se aprecid
a 2923 cm:, el carbonilo a 1600 cm™ (C = O). Ademas, una banda en 1379 cm™ se asocio
con C-0O, cuyo numero de onda aumento debido a la coordinacion oxigeno-metal como se
sugiere en otros trabajos para los complejos de coordinacion de flavonoides con metales de
transicion [136].
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Figura 4. 13 Espectros FTIR obtenidos de las diferentes muestras a) extracto preparado a
partir de Lavandula angustifolia b) AgNPs [120].
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4.7 Sintesis de nanoestructuras 1D de plata (AgNWs)

La sintesis fue realizada en dos pasos, en donde primeramente se ponen en contacto la
infusion de la planta Lavandula angustifolia con los agentes nucleantes por un periodo de 24
h. Una vez cumplido este tiempo, se adicioné la sal precursora AgNOs3 hasta observar un
cambio de color que va del marron al negro, siendo este caracteristico de la formacién de
nanoestructuras de Ag [146]. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a un proceso de
centrifugacion en 2 etapas por un periodo de 30 min a 12 000 rpm. Las mejores condiciones
de los ensayos fueron a concentraciones finales del extracto de la planta de 0.005 g/ml, 5 mM
de AgNOsYy diferentes variaciones de los agentes nucleantes Cu (NOs)2, Cu (CH3COO0)2H-0,
y CuS04.5H>0, respectivamente. Cada uno de los agentes nucleantes fueron evaluados por
separado y se hablara de ellos en un apartado especifico mas adelante.

4.7.1 Sintesis de nanoestructuras de Ag empleando la sal Cu (CH3COO),H.0 como
agente nucleante.

Se ha demostrado en trabajos previos que para lograr la sintesis de nanoestructuras 1D, 2D y
3D es necesario emplear modificadores de forma, usar templetes o agentes nucleantes
exoticos, que son de un costo muy elevado [48]. Por ello, las sales de Cu se encuentran como
excelentes alternativas, debido a que son econdémicas en comparacion de éstas, incluyendo

las de Ag.

La figura 4.14 presenta el espectro de UV-Vis de AgNWs empleando la sal Cu
(CH3COO0).H20 como agente nucleante a una concentracion final de 3 mM. Es importante
mencionar que las condiciones del extracto de la planta fue una concentracion de 0.01 g/ml
y la sal precursora AgNOs de 5 mM. Se distinguen la presencia de dos bandas de absorcion
caracteristicas, siendo la primera a 350 nm, relacionada con el modo transversal de éstos [48].
Como complemento, es observado en el rango comprendido entre 400 y 600 nm la aparicién
de una distribucion bimodal, relacionada con la sintesis de dos morfologias muy marcadas,
siendo una de ellas nanoestructuras de mayor tamafio. Estas morfologias son AgNPs para la
distribucion ubicada en los 400 nm y AgNWs para la que inicia en los 500 nm. Algo similar
reportan Jeevika y col. [74] los cuales demuestran la aparicion de dos picos SPR alrededor
de 350 y 387 nm en la formacion de AgNWs que son debidos a la secciones transversal y
longitudinal, respectivamente. Para el caso de la banda ubicada en los 300 nm, esta se
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relaciona con los compuestos organicos de la planta, presentes en la estabilizacion de las
nanoestructuras de Ag. Una de las diferencias del presente trabajo, es que, aunque se emplea
una planta como agente reductor-estabilizador, el método de formacion y crecimiento es

distinto.
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Figura 4. 14 Espectro de UV-Vis de AgQNWs empleando acetato de cobre como agente

nucleante.

En la figura 4.15 (a-d) se exhiben los AgNWs sintetizados en diferentes zonas y
amplificaciones de la muestra, esto con el objetivo de entender los fendmenos que mas
adelante se explicaran en la seccion de pruebas bioldgicas. Es importante mencionar que los
nanoalambres presentan baja relacion de aspecto como se aprecia en el caso de la figura
4.15a, sin embargo, una vez que estos comienzan a unirse, forman estructuras en forma de
estambre, es decir una gran diversidad de alambres agrupados en ciertas zonas de la muestra
como se presenta en las figuras 4.15b y 4.15c. Finalmente, en la figura 4.15d se ilustra un

alambre individual, en el cual es notorio, que el diametro mide aproximadamente 110 nm.
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Cabe destacar, que el control de la forma es uno de los retos méas grandes en la sintesis verde
de estas nanoestructuras, esto se observa en las iméagenes del articulo realizado por Lin y col.
[80], los cuales obtienen AgNWs similares a los expuestos en el presente trabajo.

c) ' w. d)
20000 x 100000 x

Figura 4. 15 Nanoalambres empleando Cu (CH3COQ)2H>0 como agente nucleante a)
AgNWs con baja relacion de aspecto, b) zona concentrada del material sintetizado c)

agrupamiento formado estambres y d) AgNW individual con diametro de 110 nm.

Por otro lado, en la figura 4.16(a-e) es presentado el mapeo quimico de una porcion de los
nanoalambres enredados, observando que los componentes principales de la estructura son
Ag, Cu y Cl. Estos elementos pueden formar parte del mecanismo de reaccion o de la
estructura, ya que algunos estudios como es el caso de Wang y col. [147], informan que es
necesaria una estructura inicial de AgCl para que los alambres de plata crezcan sobre ellas

por medio de NPs de maclado tipo pentagonal.
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Figura 4. 16 Mapeo quimico de una porcion de nanoalambres a) imagen en gris, b)

elemento plata, c) oxigeno, d) cobre y e) cloro.

La red cristalina de los nanoalambres sintetizados se caracterizo a través de DRX. La figura
4.17 ilustra el patrén DRX de los productos, en donde se exhiben 5 picos de difraccion en
38.1°,44.3°,64.4°, 77.5° y 81.6°, a los que pueden ser asignados los planos (1 1 1), (2 00),
(220), (311)y (22 2)de laestructura cubica centrada en las caras (fcc) del cristal de Ag
con namero de tarjeta [00-004-0783]. Los picos no identificados a a&ngulos inferiores de 35°
se asociaron a los compuestos organicos encargados del proceso de estabilizacion. Algo
similar obtinen Ozturk y col. [148] donde a través de un método verde sintetizaron AgNPs
obteniendo otras fases distintas al cristal de Ag. Es importante mencionar, que también los
compuestos como AgCl, NaCl, KCI, éxidos de Ag y Cu fueron analizados, pero ninguno de

ellos coincidié con el criterio de indexacion.
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Figura 4. 17 Difractograma de los AgNWs empleando Cu (CH3COO).H20 como agente

nucleante.

Al observar el comportamiento del sistema, se identifica que se habia llegado a una zona en
la cual se podria llegar a mejorar la eficiencia de los nanoalambres, se optd por disminuir un
poco la concentracion del agente nucleante Cu (CHzCOOQ)2H20 desde 3 mM hasta 2.5 mM.
Para ello, la figura 4.18 representa el analisis realizado por espectroscopia UV-Vis con las
condiciones mencionadas con anterioridad. Se observan claramente dos picos SPR, que son
caracteristicos de nanoestructuras de orden superior. De acuerdo a la literatura, el maximo en
la banda de absorcion en aproximadamente 350 nm se atribuye a la seccion transversal de las
nanoestructuras de Ag. Sin embargo, el ensanchamiento del plasmén ubicado entre los 400-
550 nm con un méximo en 475 nm indica nanoestructuras de mayor jerarquia en comparacion
con las AgNPs. Sin embargo, es necesario realizar otras técnicas de caracterizacion, con el

objetivo de determinar la forma y distribucion especifica.

93



] ——AgNWscon 2.5 mM
4.0*_ de Acetato de Cu
- 3.5
C‘: 4
53.(%
=25
c== 4
2 2.0
-
5 ]
_: 15_
{ 4
1.04
0.5
0.0

—T T T 1 T 1 T T T T T T 7
250 300 350 400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 4. 18 Espectro de UV-vis de AgNWSs empleando el acetato de Cu como nucleante a

una concentracion de 2.5 mM.

Como complemento de esta variacion, la figura 4.19 (a-d) conjunta 4 micrografias de MEB
a diferentes amplificaciones, en las cuales se identificd una gran proporcién de nanoalambres
de Ag. Primeramente, en panel de la figura 4.19a se presentan los AgNWs a bajas
amplificaciones, es decir, un panorama general con el objetivo de que sea evidente la alta
relacién de aspecto de éstos posiblemente alcanzando una longitud de hasta 100 um. La
figura 4.19b demuestra que hay nanoestructuras mas pequefias rodeando la porcion de los
nanoalambres, lo cual es mas evidente en el panel de la figura 4.19c, que corresponde a la
micrografia de 10 000X. Finalmente, la figura 4.19d resalta que los AgNWSs no son lisos,
sino, parece que hay rugosidad en ellos, que podria interpretarse como la adherencia de
AgNPs. Por esta razén, el agregado de las imagenes MEB demuestran que la eficiencia no
fue cercana al 100%, debido a que hay una combinacion de diversas nanoestructuras. Sin
embargo, esta eficiencia es alta en comparacién con otros métodos verdes [149-152].

Ademas, al identificar que los nanoalambres se encuentran rodeados de NPs, se puede
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concluir que el ancho y principalmente la relacion de aspecto de éstos puede controlarse con

el tiempo.
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Figura 4. 19 AgNWs con acetato de Cu a concentracion de 2.5 mM a) panorama general,
b) alambres con alta relacién de aspecto, ¢) diferentes nanoestructuras de Agy d)
crecimiento de los NWs a partir de NPs.

Con el objetivo de identificar més a detalle las caracteristicas del nanomaterial sintetizado,
se analizaron diferentes zonas de las muestras. En la figura 4.20 (a-c) se agrupan 3
micrografias de MEB que revela una segunda forma de AgNWSs, siendo ésta
geométricamente plana. La figura 4.21a representa un panorama general de este material a
bajas amplificaciones (10 000X), en la cual se identifico que el agregado completo del
nanomaterial obtenido tiene una forma similar a las estructuras secundarias de las proteinas
como lo son las hélices y laminas plegadas. Sin embargo, debido a la similitud y simplicidad

del nombre las llamaremos nanocintas y/o nanolistones. En el panel de la figura 4.19b se
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manifiesta que los nanolistones también, estan rodeados de AgNPs, por lo tanto, confirma
que el crecimiento es mediante la coalescencia de éstas. Esto es mas evidente, en el panel de
la figura 4.20 c) que corresponde a la amplificacion de 40 000X. Aqui se identifico
claramente las nanocintas y nanoalambres rodeados de NPs. Por lo tanto, se puede concluir
que el crecimiento se da en etapas, las cuales consisten en, primero la sobresaturacion del
sistema mediante la sal Cu (CH3COO).H.0 [147, 153]. La sal en este caso cumple dos
funciones importantes que son disminuir la energia libre de Gibbs y otorgar una semilla o
superficie [154], en la cual los iones de Ag al ser reducidos gracias a los compuestos de la
planta Lavandula angustifolia formaran en un primer momento AgNPs de tipo maclado
pentagonal como sugieren diversos autores [155, 156]. Posteriormente, éstos formaran
agrupaciones como se ilustré en el apartado referente a la agitacion magnética. Después, la
centrifugacion a altas revoluciones favorecera la elongacién de las nanoestructuras hasta la
formacion de pequefias varillas con baja relacion de aspecto que conforme pase el tiempo se
van a transformar a nanoalambres delgados con alta relacion de aspecto. Finalmente, la
adicion de mayor cantidad de AgNPs presentes en la solucion logrardn formar los
nanolistones tipo lamina plegada. Es importante mencionar, que la reaccion se detuvo
inmediatamente al cambio de coloracion de la solucion, es decir cuando fue del amarillo al
negro. Sin embargo, de acuerdo a lo observado se puede determinar que a medida que
incremente el tiempo estas estructuras pueden enrollase formando estructuras del tipo 3D en

forma de estambres.

» -
10 000 X

Figura 4. 20 Nanoestructuras de Ag tipo lamina plegada a) panorama general, b)

nanolistones y c) crecimiento de nanolistones a partir de NWSs con alta relacion de aspecto.

Como complemento, en la figura 4.21(a-d) se exponen 4 micrografias de MEB para

evidenciar lo discutido en el parrafo anterior. En los primeros paneles se comparan 3 zonas
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distintas de las nanoestructuras obtenidas a las mismas amplificaciones, las cuales ilustran
NWs con formas rugosas en potencial crecimiento a ser listones (figura 4.21a), alambres
delgados con alta relacion de aspecto (figura 4.21b), y nanolistones formados (figura 4.21c),
esta Ultima imagen corresponde al estudio mediante electrones secundarios para exhibir
mediante su contorno y relieve su morfologia. Cabe mencionar que este tipo de
nanoestructura no ha sido reportada utilizando sintesis verde, lo que constituye un aporte de
este trabajo.

El panel de la figura 4.21 d) es la imagen de mayor aumento obtenida mediante esta técnica,

la cual descubre que a partir de NWs con alta relacién de aspecto se forman los nanolistones.

40000X ) T w100 1

Figura 4. 21 Nanoestructuras sintetizadas con 2.5 mM de acetato de Cu a) alambres
rugosos rodeados de particulas, b) nanocables con alta relacion de aspecto, ¢) nanocintas

formadas y d) formacion de las nanocintas a partir de la coalescencia de NPs.
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Para evaluar la pureza de las nanoestructuras obtenidas, es necesario emplear una técnica de
MEB como es el analisis quimico. Para ello, la figura 4.22a muestra un analisis puntual EDS,
el cual revela que las nanoestructuras 1D obtenidas estan formadas integramente del
elemento plata. Adicionalmente, se integraron 4 imagenes que corresponden al estudio de las
nanocintas mediante un mapeo quimico elemental. La figura 4.22b ilustra la imagen en gris
de la zona de los nanolistones que fueron sujetos a estudio. Ademas, La figura 4.22c¢ exhibe
que el producto obtenido esta compuesto de dos elementos principales, siendo éstos Agy Cu.
Lo dicho con anterioridad, es méas notorio en la figura 4.22d de para la plata y la figura 4.22e
para el Cu, respectivamente. Por esta razén, se puede reafirmar lo mencionado con
anterioridad respecto a las etapas del crecimiento, el cual asocia a la sal de Cu como un agente
nucleante y/o templete sobre el cual los cristales de Ag creceran.
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Figura 4. 22 Analisis quimico de las nanocintas a) EDS, b) imagen en gris, ¢) evaluacién

en conjunto de los elementos Ag y Cu, d) plata y e) cobre.

Para conocer la estructura cristalina de las nanocintas, se realizé un anélisis DRX. Para esto,
la figura 4.23 presenta 4 picos de difracciéon a 38.21, 44.67, 65 y 77.50°, a los cuales se
asignan los planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica centrada en las caras
(FCC) del cristal de Ag con numero de tarjeta [00-004-0783] y un parametro de red de 0.408
nm. Los picos observados a angulos inferiores a los 35° se relacionan con los compuestos
organicos remantes del proceso de formacion, debido a que no se encontro relacion con otros

materiales como el AgCl, Cu o algun 6xido metélico.
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Figura 4. 23 Patron DRX de las nanocintas de Ag obtenidas por métodos verdes.

4.7.2 Variacion de la infusion con la sal Cu (CH3zCOOQ).H.0 como agente nucleante.

La sintesis se realizd en dos pasos de acuerdo con lo establecido en el planteamiento
experimental. Se continud probando las variables con la sal acetato de Cu, debido a que se
obtuvieron buenos resultados. De esta forma, se mezclo el extracto de la planta Lavandula
angustifolia con la sal Cu (CH3COO).H0, para que 24 h después se adicionara la solucién
acuosa de la sal AgNOs. Las condiciones finales de los ensayos fueron de 0.0025 y 0.01 g/ml
para el caso del extracto de la planta Lavandula angustifolia, 2.5 mM para la sal Cu
(CH3COO)2H20 y 5 mM para la sal AgNOs (ver tabla 4.3). Es importante mencionar, que a
las muestras denominadas con la letra A se les aplico agitacion magnética con la finalidad de
acelerar la reaccion. No obstante, aquellos ensayos identificados con la letra B, siguieron el
procedimiento de dos pasos sin ningn cambio, coincidiendo con los descrito en apartados

anteriores.
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Tabla 4. 3 Condiciones finales de los ensayos de la sintesis de nanoestructuras de Ag

Nombre de la Concentracion | Concentracion = Concentracion Agitacion

muestra de la infusion de la sal Cu de la sal constante
(CH3COO0):H:20 AgNO3 hasta el
cambio de
color
1A 0.0025 g/ml 25mM 5mM N]|
2A 0.05 g/ml 25 mM 5mM Sl
1B 0.0025 g/ml 2.5 mM 5mM NO
2B 0.05 g/ml 25 mM 5mM NO

La figura 4.24 presenta los espectros de UV-Vis correspondientes a las muestras sometidas
a proceso de agitacion constante a 800 rpm. En el caso del espectro 1 A (ver tabla 4.3) es
apreciable una banda ancha de absorcion principal que abarca los 415-500 nm, con un pico
maximo en la resonancia del plasmon de superficie (SPR, por sus siglas en inglés) en 451
nm, que es indicativo de nanoestructuras de plata obtenidas con tamafios superiores. De
hecho, la identificacion del pico SPR a 352 nm confirma la presencia de nanoestructuras de
plata largas que se acercan a niveles micro [48]. Sin embargo, el ancho del pico demuestra
que las estructuras de mayor tamafio se encuentran en conjunto con nanoparticulas de plata.
Por otro lado, el espectro 2 A (ver tabla 4.3) que corresponde a una solucién con mayor
concentracion de extracto de la planta Lavandula angustifolia, se observa una banda principal
de absorcién comprendida en el rango de 400-500 nm con un pico maximo SPR en 457 nm
que se atribuye a material nanométrico de plata [48, 75, 157]. Ademas, son notorias dos
bandas secundarias, la primera ubicada a 352 nm que puede corresponder a nanoalambres de
plata largos similares a la plata a nivel micro y 383 nm que se atribuyen al modo transversal
de nanoalambres o nanorodillos [48]. La combinacion de diversos maximos en el espectro
de UV-Vis se debe a una combinacion de diferentes morfologias en la solucion tales como
nanoparticulas, nanotriangulos, nanorodillos y nanoalambres con una amplia seccion

longitudinal. Ademas, es posible que la luz incidente del espectrofotometro muestre
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resonancias de plasmon en diferentes partes del plano de alguna nanoestructura como en lo
sugieren Amirjaniy col. en el caso de los nanotridngulos [158]. De este modo, el comparativo
demostrd que la concentracion del extracto de la planta influy6 en la cantidad de material
reducido, debido a que la muestra 2 A, presentd mayor pico de intensidad en comparacion
con la muestra 1 A (ver tabla 4.3). No obstante, este incremento en los agentes reductores
influyo en la cantidad de formas y tamafios de las nanoestructuras sintetizadas, esto se debe
a que presentd mayor cantidad de méaximos en las bandas de absorcion obteniendo una
distribucion polimodal. Por este motivo es importante identificar mediante MEB estas formas

y tamanos.
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Figura 4. 24 Espectros de UV-Vis de nanoestructuras de plata sometidas a agitacion

constante de 800 rpm (ver tabla 4.3).

La figura 4.25 (a-d) muestra un conjunto de micrografias de MEB a distintas amplificaciones
de la muestra 1 A corroborando la sintesis de nanomateriales. En el panel a) es apreciable
una imagen a 1500 X, en la cual se observa un panorama general del tipo de nanoestructuras
sintetizadas, siendo en forma de alambres con alta relacion de aspecto en conjunto de
agregados de Ag con formas irregulares. Lo anterior coincide con el espectro de UV-Vis que

indico estructuras de tamafios cercanos al nivel micro. El panel b) se centra en la estructura
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en forma de alambre, en la cual se aprecia que el éste no es cilindrico, ni liso como otros
estudios [159-161]. Por esta razdn, los paneles b) y ¢) exhiben amplificaciones a 50 000 X y
100 000 X, respectivamente, en donde se corrobora que el alambre es rugoso y esta formado
por agregaciones de pequefias placas de Ag, asi como AgNPs de tamafios y formas

irregulares, similar a lo obtenido por Fahad y col. [162].

Figura 4. 25 Micrografias de MEB de la muestra 1 A, a) alambre de dimensiones

micrométricas, b) forma rugosa del alambre de Ag, ¢) laminas que conforman la estructura,

d) AgNPs de formas y tamafios irregulares presentes en la estructura.

Con la finalidad de reafirmar que los alambres obtenidos estuvieran formados por el material
de interés, la figura 4.26 muestra la composicion quimica dada por el espectrometro
dispersivo de energia (EDS, por sus siglas en inglés) con una fluorescencia principal
alrededor de 3.0 KeV que pertenece al elemento plata. También, se aprecian fluorescencias

menores de C y O que corresponden al material donde la gota fue depositada, el Cu pertenece
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a la rejilla o portamuestras empleado, mientras que el S proviene de residuos de la planta

Lavandula angustifolia.
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Figura 4. 26 Andlisis quimico EDS del ensayo 1 A.

Por otro lado, la figura 4.27 (a-d) exhibe un conjunto de micrografias de MEB de la muestra
2 A (ver tabla 4.3), es decir la que contuvo mayor concentracion del extracto de la planta
Lavandula angustifolia. En el panel a) es notoria una combinacion de nanoestructuras de
diferentes formas y tamarios. Por esta razon, la distribucion en el espectro de UV-Vis
correspondid a una distribucion polimodal donde existen estructuras irregulares de tamarfio
micrométrico y nanométrico. El panel b) se centra en las estructuras de tamafio micro
alineandose en una direccion. Para mejor observacion el panel c) ilustra estas estructuras a
50 000 X apreciandose que estan formadas por una combinacion entre laminas y particulas
irregulares [163]. Finalmente, el panel d) exhibe las particulas de tamafio nanométrico que
posiblemente tienden a agregarse a lo largo del tiempo, para ser parte de una nanoestructura
de mayor tamafio [164] o posiblemente formen nanoensambles como el caso de Shah y col.
[165]. Por lo tanto, de estos ensayos determinamos que el incremento en el extracto de la
planta Lavandula angustifolia propicié un mayor nimero de iones reducidos de Ag que se
reflejaron con el aumento en la cantidad de nanoestructuras de Ag obtenidas. No obstante, la

diversidad de formas y tamafos determind una deficiencia en el nimero de agentes
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estabilizantes. Por lo tanto, es necesario aumentar la concentracion del extracto o en su

defecto disminuir las sales inorganica como se observo en el apartado anterior.

50 000 X == 100 nm | 100 000X | ()0 nNM

Figura 4. 27 Iméagenes de MEB de la muestra 2 A, a) diversidad de formas de Ag, b)
alineacion de la estructura micrométrica de Ag, ¢) estructura conformada por laminas y

AgNPs y d) nanoparticulas de tamafios y formas irregulares.

Se emplearon las mismas condiciones de los ensayos anteriores para las muestras que se
describiran a continuacion, teniendo como Unica variacion el proceso de agitacion, que para
este caso fue nula. Por ello, la figura 4.28 exhibe los espectros de UV-Vis de las soluciones
1By 2 B (vertabla 4.3). Se puede observar menor absorcion en el espectro de la muestra 1
B en comparacion a la solucion que contuvo mayor concentracion del extracto de la planta,
esto en teoria es logico, debido a que posee una mayor cantidad de agentes reductores y
estabilizadores [166]. Ademas, es apreciable una banda ancha de absorcidn que inicia en los
400 nm [167], que a pesar de no ser intenso, si refleja estructuras de tamafio superior al

nanométrico. También, el SPR en 354 nm indica que la estructura posee tamafio

104



micromeétrico en al menos una dimension [48]. En el caso del espectro 2 B presentado en
rojo, es evidente que la absorcion fue mayor debido a la cantidad de iones de Ag reducidos.
Sin embargo, la banda ubicada entre 400-500 nm con un pico SPR en 445 nm representa
estructuras con formas y tamarios similares. Ademas, el pico identificado en la longitud de

onda en 348 nm se relaciona con la Ag a nivel micro.
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Figura 4. 28 Espectros de UV-Vis de los ensayos 1B y 2B sin proceso de agitacion.

Las soluciones fueron verificadas mediante MEB para observar el proceso de formacién. Por
esta razon, la figura 4.29 (a-d) muestra las micrografias correspondientes al ensayo 1 B (ver
tabla 4.3) a diferentes amplificaciones. El panel a) exhibe un panorama general de las
nanoestructuras obtenidas, donde es apreciable un nanoalambre con alta relacion de aspecto
con longitud superior a 20 um. Ademas, en el panel b) se aprecia una amplificacion a 50 000
X del nanoalambre obtenido rodeado por AgNPs. Lo anterior es mas notorio en el panel c)
correspondiente a una amplificacion a 50 000 X, donde se aprecia un gran nimero de
nanoparticulas de diversas formas, siendo mas comunes los tetraedros truncados como Wu y
col. [168]. Finalmente, en el panel d) se identificd la longitud del nanoalambre, siendo este
de 45 nm. Sin embargo, de acuerdo a lo observado es posible que al paso del tiempo las
AgNPs tiendan a presentar el fendmeno de coalescencia [169] con la estructura del AgNW,
hasta evolucionar en una estructura parecida a la muestra 1 A (ver tabla 4.3), debido a que

ambas contienen las mismas condiciones, variando Unicamente el proceso de agitacion.
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Figura 4. 29 Imégenes de MEB de la muestra 1 B, a) AGQNW con longitud superior a 20
pm, b) conjunto de AgNPs y AgNW, c) AgNPs en forma de tetraedros truncados
adhiriéndose al nanoalambre y d) AgNW con didmetro de 45 nm.

Por otro lado, la figura 4.30 (a-d) muestra las micrografias de la muestra 2 B (ver tabla 4.3).
En el panel a) se pueden observar 3 morfologias principales, siendo estds AgNPs al fondo,
nanoalambres y plata de tamafio micrométrico. De acuerdo con lo establecido por el espectro
de UV-Vis, la banda con maximo en 445 nm corresponde a las AgNPs, mientras que el SPR
a 348 nm pertenece a las estructuras a nivel micro. Para el caso del panel b) se aprecian
particulas agregadas de formas irregulares adhiriéndose al nanoalambre [80]. Esto es mas
notorio en el panel c), en el cual es contundente la falta de agentes estabilizadores en el
proceso de formacion, siendo similar a lo reportado por Chandran y col. [170]. Finalmente,
el panel d) demuestra como se observaran las estructuras de plata debido al fendbmeno de
maduracion de Oswald, ya que por la falta de agentes estabilizantes terminaran por coalescer
entre ellas [169]. De acuerdo al comparativo de cada uno de los ensayos, se comprobo que
aquellas muestras sometidas a proceso de agitacién causan un aceleramiento en las

reacciones debido a la energia transferida por este fendmeno. Esto se debe a que las imagenes
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de las muestras que no fueron sometidas a un proceso de agitacion parecen ser las precursoras
de las que si lo presentaron. En el caso de la concentracion del extracto de la planta Lavandula
angustifolia el comportamiento fue similar al del proceso de agitacion, mostrando mejores

resultados para una menor concentracion de la infusion.
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Figura 4. 30 Imagenes de MEB de la muestra 2 B, a) nanoestructuras de plata, b) particulas
irregulares adhiriéndose al nanoalambre, c) posible coalescencia y d) nanoestructura final

del proceso de coalescencia.

En esta seccidn del trabajo, se obtuvieron diferentes nanoestructuras de Ag variando el
extracto de la planta Lavandula angustifolia y el proceso de agitacion. Los mejores resultados
se presentaron para aquellos ensayos que contuvieron menor concentracion de la infusion
(0.0025 g/ml), 2.5 mM para la sal Cu (CH3COO).H20 y 5 mM para la sal AgNO3). Esto se
debe a que se observaron estructuras en forma de alambre con alta relacion de aspecto y
superficie corrugada que van desde nandmetros en su didmetro hasta micrémetros en su
longitud. Por otro lado, la energia de agitacion provoco el envejecimiento prematuro del
sistema de reaccion, debido a que las muestras que no presentaron agitacion fueron

estructuras precursoras de las que si lo llevaron a cabo. Sin embargo, la energia no es
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suficiente para formar estructuras en formas de nanoalambres cilindricos como los obtenidos
por diversos autores. Por lo tanto, es necesario un proceso de centrifugacion posterior a la
sintesis con el objetivo de provocar un reordenamiento de los ndcleos de Ag reducidos hasta
la nanoestructura 1D. No obstante, es posible que un proceso de agitacion constante a
menores rpm pueda estar relacionado con la formacion de nanoestructuras 3D como son los

nanoensambles.

4.7.3 Sintesis de nanoestructuras de Ag empleando la sal Cu (NOz)> como agente
nucleante.

En otro orden de ideas, la figura 4.31 muestra el espectro de UV-Vis de las nanoestructuras
de Ag sintetizadas empleando como agente nucleante la sal Cu (NO3)2 a una concentracién
de 2.5 mM. Es notoria la diversidad de bandas presentes a lo largo del espectro, en donde la
perteneciente a 350 nm se atribuye a la seccion transversal de una pequefia cantidad de
nanoalambres de plata presentes. No obstante, la aparicion de una distribucién multiple es
causada por una diversidad de formas y tamafios presentes en la solucion, como pueden ser
nanoalambres, nanorodillos, nanoparticulas, nanolaminas y nanoensambles. Por esta razon,
es complicado comparar con otro tipo de trabajos, ya que la mayoria esta enfocado a la

obtencion por separado de las distintas nanoestructuras.
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Figura 4. 31 Espectro de UV-Vis de AgNWs empleando nitrato de cobre como agente

nucleante.
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Por esta razon, como complemento la figura 4.32 presenta imagenes de MEB a diferentes
amplificaciones y zonas de la muestra de la variedad de nanoestructuras obtenidas. El panel
a) muestra un panorama general a 2000 X, en el cual es notoria la presencia de una gran
cantidad de nanoestructuras en forma de alambres, esferas y particulas, coincidiendo asi con
la informacion obtenida mediante la técnica de espectroscopia UV-Vis. EI panel b)
corresponde a otra zona de la muestra con una amplificacion de 10 000 X, donde se demuestra
que las posibles particulas formadas tienen diferentes formas semiesféricas, tetraedros
truncados y tamarfios diversos, concluyendo asi que la muestra presenta heterogeneidad. Por
esta razon, es importante variar algunos de los pardmetros establecidos con la finalidad de
lograr homogeneidad de alguna de las formas presentadas. Por otra parte, en el panel c) se
exhiben alambres saliendo de una esfera. Es apreciable una diferencia de contraste entre estas
formas, que puede ser interpretado como la formacion de AgNWs a partir de un cristal
precursor de AgCl. Es fundamental mencionar, que a pesar de que las sales empleadas no
contienen en su estructura quimica el elemento Cl, este puede estar presente a través de la
infusién de la planta. Finalmente, en el panel d) se sefiala el ancho o seccidn transversal de
un nanoalambre a través de un acercamiento a uno de ellos, el cual es aproximadamente 157
nm. Cabe mencionar, que, aungue la literatura considera por definicion que el estado nano se
encuentra en el rango de 1-100 nm, diversos autores en los articulos relacionan el concepto
de nano cuando las propiedades a nivel macro o micro cambian, sin importar que el tamafio
supere los 100 nm [171, 172]. Lo mencionado con anterioridad ocurre generalmente para
aquellos trabajos donde son sintetizados nanoalambres o nanoestructuras organicas [173].
Por otro lado, es necesario mencionar que la longitud del alambre alcanzo decenas de micras,

obteniendo una alta relacion de aspectos en comparacion a otros trabajos [72, 174].

Es importante mencionar que las muestras fueron analizadas mediante MEB después del
cambio de coloracion. No obstante, para entender el funcionamiento de la evolucion de las
estructuras, éstas mismas fueron estudiadas una semana posterior al proceso de sintesis. Por
ello, La figura 4.33 (a-d) presenta lo observado, en el cual es evidente un cambio en la
morfologia y tamafio de las nanoestructuras. Al parecer la mayoria de la Ag reducida en sus
distintas formas comenzé a agregarse entre ellas, para posteriormente coalescer en
nanoestructuras 3D en forma de nanoestambres. El panel a) ilustra una micrografia de bajo

aumento con una gran proporcion de este material. En el caso del panel b) se realiz6 un
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acercamiento para demostrar que el interior es hueco, esto se atribuye al plegamiento de
nanoestructuras 1D. El panel ¢) es una micrografia a 40 000 X que se centra en un
nanoestambre en especifico evidenciando lo mencionado con anterioridad. La evolucion del
sistema a lo largo del tiempo se debe principalmente a que el nitrato de cobre presenta mayor
solubilidad en comparacion al acetato, lo que significa que no hay formacion de pequefios
nacleos de Cu, es decir, se forman gran cantidad de AgNPs de manera espontanea, hasta
agotarse el agente reductor y estabilizador. Es importante recordar que el estudio de la
evolucion fue después del proceso de centrifugacion, por esta razon, es probable que si se
hayan formado una pequefia proporcion de nanoalambres que fueron enredandose entre si

hasta formar este tipo de estambres.

— | m = | () nm

Figura 4. 32 Nanoestructuras de plata empleando Cu (NOz). como agente nucleante a)
panorama general a 2000 X, b) diversidad de formas a 10 000 X, c) crecimiento de NWs a

través de un cristal, d) ancho de un nanoalambre.
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Figura 4. 33 Nanoestambres obtenidos a) panorama general, b) nanoestambres unidos y c)

nanoestambre hueco.

Adicionalmente, la figura 4.34 (a-d) exhibe otro tipo de nanoestructuras presentes en la
muestra, la cual puede ser la culminacion de los nanoestambres. Por esta razon, el panel a)
representa un panorama general de la zona donde fue encontrada la muestra, aqui es
apreciable que en el costado de la esfera hay una gran cantidad de particulas adheridas, lo
cual confirma lo explicado en el parrafo anterior acerca del mecanismo de formacion.
También, es importante mencionar la presencia de nanodentritas de Ag en la esquina superior
derecha, las cuales son precursoras de las famosas estructuras llamadas nanorosas, como las
propuestas por K. Chavez y col. [175]. La figura 4.34b se centra en una de las esferas
obtenidas, la cual elucida que esta nanoestructura se encuentra entrelazada de pequefias
ldminas de Ag, cuyo espesor se encuentra dentro del rango nanométrico. Por lo tanto, es una
estructura que constituye una matriz de nanomaterial autoensamblado del tipo 2D. Es de
suma importancia mencionar, que estos autoensamblajes contienen una separacién
nanométrica entre capas laminares, cuya porosidad y superficie puede ser apta para
aplicaciones cataliticas. Las nanoestructuras laminares son de suma importancia en el area
de catalisis por ellos diversos autores las han sintetizado con aminoacidos, bacterias y
proteinas [176-179]. Adicionalmente el panel c¢) corrobora a partir del analisis quimico
puntual de energia dispersiva de rayos X (EDS) que la esfera esta conformada del elemento
Ag, indicando la pureza del producto.

111



Ag

T
4 5

En-ergy (KeV)

Figura 4. 34 Nanoestructuras obtenidas mediante la sal nitrato de cobre a) NPs,

nanodentritas y esferas, b) nanoesfera compuesta de ldminas y c) analisis quimico EDS.

Finalmente, se confirmd la estructura cristalina de las diversas nanoestructuras sintetizadas
mediante la técnica de DRX. En la figura 4.35 se exhiben cinco picos de difraccion en 38.2,
44.45, 64.52 y 77.3 ° a los que pueden ser asignados los planos (111), (200), (220) y (311)
de la estructura cubica centrada en las caras (FCC) del cristal de Ag con nimero de tarjeta
[00-004-0783]. Ademas, se exhiben 5 picos de difraccion en 27.8, 32.2, 46.2 y 54.8y 57.6 °
a los que se les pueden asignar los planos (111), (200), (220), (311) y (222) del cristal AgCI
con numero de tarjeta [00-006-0480]. Por lo tanto, de acuerdo con el estudio revelado
mediante difraccion de rayos X se puede concluir que el crecimiento es favorecido por
pequerios cristales de AgCIl como lo sugieren diversos autores [180-182]. Sin embargo, la
sintesis de diferentes formas y tamafios empleando la sal de nitrato de cobre es todavia
incierto, por consiguiente, la obtencion de nanoestructuras de Ag a traves de este método
sigue teniendo un campo amplio de estudio, que puede ser excelente material de publicacién
para el futuro, ya sea, mediante la variacion del extracto de alguna planta en concentraciones
diferentes o eligiendo otra. También, a través del empleo de una mayor concentracién de
alguna de las sales, ya sea la de cobre o la de plata. En lo que respecta al presenta trabajo, y
de acuerdo a lo estudiado, se sugeriria incrementar el nitrato de cobre si el objetivo principal
fuera la sintesis de nanoestructuras 1D como lo son nanoalambres, nanolistones, nanovarillas,
entre otros. Sin embargo, si el deseo final fuera obtener las esferas en sus distintas variantes,
se propondria descartar el método de dos pasos mediante la eliminacion del agente nucleante,
es decir, el proceso cambiaria a un solo paso a través de la mezcla de la sal precursora AGNO3

y el extracto de la planta Lavandula angustifolia, siendo de suma importancia una
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concentracion alta de la sal precursora (superior a 5 mM), ya que, de lo contrario se formaran
AgNPs.
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Figura 4. 35 Patron DRX de las nanoestructuras obtenidas empleando la sal nitrato de
cobre.

4.8 Elucidacion del compuesto principal de la planta Lavandula angustifolia en la

sintesis de nanoestructuras de Ag.

En esta seccidon se presentan y analizan los resultados de la elucidacion del compuesto
prioritario en la sintesis y estabilizacion de los diferentes nanomateriales de plata. Los
estudios de RMN en conjunto de la espectroscopia de infrarrojo nos dieron un panorama
general de lo que estaba sucediendo hasta el momento (ver tema 4.3), el cual explica una
probabilidad alta de que el compuesto prioritario fuera una flavona glucosilada. Por esta
razén, fue importante separar los compuestos a través de diferentes solventes para después

identificarlos mediante cromatografia en columna.

A partir de la maceracion de las partes aéreas de la planta Lavandula angustifolia, se obtuvo
el extracto metandlico total, cuyo analisis del espectro de RMN de *H presentado en la figura
4.36 mostrd una mezcla compleja de compuestos, presentando sefiales de hidrégenos

aromaticos entre 8.20 y 6.20 ppm, entre 6.00 y 4.50 ppm se identificaron sefiales de
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hidrogenos vinilico, entre 4.00 y 3.00 ppm se observaron sefiales correspondientes a bases
de heteroatomo y finalmente, entre 2.5 y 0.50 ppm se identificaron sefiales caracteristicas de

hidrégenos alifaticos.

8.0 7.3 7.0 6.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 4. 36 Espectro de RMN de *H del extracto metanolico obtenido de las partes aéreas
de Lavandula angustifolia. (400 MHz, DMSO-de).

En el caso de los espectros de RMN de *H de las fracciones obtenidas con CH2Cl; (figura
4.37) y acetona (figura 4.38), se identificaron sefiales caracteristicas de hidrdgenos
aromaticos (8.20 y 6.00 ppm), vinilicos (5.50-4.50 ppm) y aliféticos (2.50 y 0.50 ppm). En
el caso del espectro del extracto metandlico ilustrado en la figura 4.39 se presentaron las
mismas sefiales mencionadas con anterioridad, no obstante, en este espectro se integré un
patron de sefiales comprendido entre 4.50 y 3.00 ppm caracteristico de azucares, confirmando

la presencia de éstos, como componentes mayoritarios en este extracto.
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Figura 4. 37 Espectro de RMN de *H de la fraccion obtenida con CH.Cl a partir del

extracto metanolico de las partes aéreas de Lavandula angustifolia. (400 MHz, CDCls).
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Figura 4. 38 Espectro de RMN de 'H de la fraccion obtenida con Acetona a partir del

extracto metandlico de las partes aéreas de Lavandula angustifolia. (400 MHz, DMSO-de).
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Figura 4. 39 Espectro de RMN de H de la fraccion obtenida con MeOH a partir del
extracto metanolico de las partes aéreas de Lavandula angustifolia. (400 MHz, DMSO-ds).

De la cromatografia en columna para la purificacion de los componentes mayoritarios de la
fraccion metandlica se obtuvo un solido amorfo de color amarillo claro. Analizando sus
espectros de RMN de H y 13C se observaron sefiales caracteristicas de un compuesto
flavonoide glicosilado cuyo patron de sefiales de hidrogeno (figura 4.40) mostré en 12.61
ppm una sefial simple caracteristica del puente hidrégeno de flavonas, en 7.74 y 6.90 ppm
dos sefiales dobles (J= 8.6 Hz) que integraron para dos hidrégenos cada una; en 6.40 y 6.20
ppm se apreciaron dos sefiales dobles (J= 1.8 Hz) que integraron para un hidrégeno cada una;
entre 5.30 y 3.00 ppm se observaron sefiales caracteristicas de la presencia de un azlcar;
encontrandose en 5.28 ppm una sefial doble (1.3 Hz) correspondiente al hidrogeno anomérico
del azucar (H-1""), en4.97 y 3.96 ppm se apreciaron sefiales simples anchas correspondientes
alos OH del aztcar y entre 3.45y 0.77 ppm se observaron el resto de las sefiales de hidrogeno
del azucar. Con el experimento de espectroscopia de correlacién (COSY, por sus siglas en
inglés) (figura 4.41) se logré asignar las sefiales correspondientes del azucar, atribuyéndose
la sefial simple ancha en 3.96 ppm al H-2"’, en 3.46 ppm una sefial simple ancha
correspondiente al H-3"’, en 3.10 y 3.05 ppm se observaron las senales multiples asignadas

aH-4>’ y H-5"’, respectivamente.
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Figura 4. 40 Espectro de RMN de ‘H del Kaemferol-3-O-ramnoésido obtenido de las partes
aéreas de Lavandula angustifolia. (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 4. 41 Espectro COSY del Kaemferol-3-O-ramndsido obtenido de las partes aéreas
de Lavandula angustifolia. (400 MHz, DMSO-de).

Finalmente, el espectro de *3C (figura 4.42) mostré 21 sefiales en & (ppm) 177.7 (C-4), 164.2
(C-7), 161. 3 (C-5), 159.9 (C-4°), 157.2 (C-2), 156.5 (C-9), 134.2 (C-3), 130.6 (C-2’, 6°),
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120.5 (C-1°), 115.4(C-3°,5%),104.1 (C-10), 101.5(C-1""), 98.5 (C-6), 93.7 (C-8), 71.1 (C-
4%, 70.6 (C-3"’), 70.3 (C-5""), 70.1 (C-2’’), 17.5 (C-6""). Los datos se compararon con la
literatura en el estudio presentado por Li y col., coincidiendo éstos para el compuesto

kaemferol-3-O-ramnosido [183].
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Figura 4. 42 Espectro de RMN de 3C del Kaemferol-3-O-ramnésido obtenido de las
partes aéreas de Lavandula angustifolia. (100 MHz, DMSO-ds).

En manera de resumen, la maceracion de las partes aéreas de la planta Lavandula angustifolia
en MeOH mostré una mezcla compleja de compuestos, principalmente aromaticos y
glicosidicos. Por esta razdn, se realizaron procesos cromatograficos empleando gel de silice
como soporte y mezclas de CH>Cl, - MeOH en orden ascendente de polaridad. En la fraccién
4:1 (CH2Cl>-MeOH) se aislé un sélido amorfo amarillo. EI compuesto aislado se caracterizo
mediante RMN de *H y '3C para determinar el esqueleto molecular del compuesto, dando
como resultado la presencia de kaempferol-3-O-ramndsido, cuyos datos espectroscopicos
fueron iguales a los de la literatura [184, 185]. Con base en este hallazgo experimental, puede
proponerse que kaempferol-3-O-ramndsido esté estrechamente relacionado con los procesos

redox para la obtencion de las nanoparticulas de Ag.
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Debido a la naturaleza quimica y a la alta capacidad antioxidante de los flavonoides [186-
189], se propone un mecanismo de la sintesis de nanomateriales (figura 4.43), en donde, el
kaempferol-3-O-ramnosido favorece la reduccion de una molécula de AgNOs para generar
AgP (1). Este proceso favorece la formacion del radical fendxido en el anillo B del flavonoide
(11). La posterior estabilizacion del radical 11 con ayuda del medio de reaccién, o bien, de la
atmosfera de reaccion promueve la generacion de la respectiva quinona (I11) con la
concomitante formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Dicho proceso se ha
sugerido en reacciones redox donde se involucran metales de transicion externa e interna,
incluyendo cobre, un elemento de la misma familia de la plata [190]. La presencia de ROS
en el medio de reaccion permite la ruptura del enlace glucosidico para generar la oxidacion
del anillo C (IVV) como se ha establecido en procesos oxidativos de kaempferol [187]. El
espectro de RMN de *H del crudo de reaccion de la sintesis de AgNPs (figura 4.2) apoya esta
idea, ya que se aprecian las sefiales caracteristicas de ramnosa libre entre 5.60-5.10 ppm
[191]. Continuando con el mecanismo, el medio de reaccion favorece una posterior oxidacion
del anillo C de la flavona libre (V), la cual puede coexistir en equilibrio termodindmico con
la tricetona VI. El isomero VI es susceptible de transformacion hacia el derivado
procatecdlico VII con ayuda del medio de reaccién. La banda de absorcidn caracteristica de
VIl se aprecia en el espectro de UV-Vis de las AgNPs en alrededor de 255 nm [192],
sugiriendo que esta clase de derivados se encuentran estabilizando el nanomaterial
sintetizado (V111), cuyas interacciones son favorecidas, como se ha descrito en la literatura
[185]. Es bueno considerar que la sintesis de AgNPs podria favorecerse por la accion redox
del benzofurano VII1, el aducto V111, o por kaempferol-3-O-ramnésido, y que la presencia
de grupos OH en estas moléculas favorecen la estabilizacién quimica del nanomaterial, asi

como su control de crecimiento [193-197].
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Figura 4. 43 Mecanismo quimico del proceso de formacion de nanoestructuras de Ag

empleando la planta Lavandula angustifolia como agente reductor-estabilizador.
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El segundo esquema (ver figura 4.44) es una representacion de las etapas del proceso de
formacion a partir del crecimiento de los cristales. La figura 4.44a ilustra del crecimiento de
los cristales de Ag sin emplear otra sal externa, en donde el primer paso consiste en la
sobresaturacion del sistema favoreciendo a la segregacion de la solucién [39]. La reduccion
de laenergia global de Gibbs formara una fase sélida con el objetivo de mantener el equilibrio
en la solucion. Esta fuerza impulsora de la nucleacién consiste de dos términos, los cuales
son un volumen de transicion liquido-solido y una superficie de formacion. Posteriormente,
un nucleo recién formado sera estable, hasta que alcance un radio critico (r*), el cual es
dependiente de los parametros establecidos en el procedimiento experimental, siendo la
concentracion del extracto y la sal precursora para el caso de las AgNPs. En el siguiente paso,
existira el crecimiento subsecuente del nicleo mediante coaliciones de las particulas entre
ellas y sumandose mediante un fendmeno conocido como maduracién de Ostwald.
Finalmente, éstas al estar ligadas al compuesto organico quedaran atrapadas por el mismo el

Kaemferol-3-O-ramndsido que servird como estabilizante estérico.

Como complemento la figura 4.44b revela el mecanismo propuesto para las nanoestructuras
empleando las sales de cobre los cuales consisten en la formacion de pequefias agrupaciones
atébmicas de Cu o AgCl, las cuales comenzaran a ser envueltas por una gran cantidad de
nacleos de Ag por medio de un proceso de nucleacién heterogénea. Una vez formada la
particula de Ag continuara el crecimiento a través de un proceso de nucleacion secundaria.
A partir de aqui se los AgNWs crecen bajo la influencia de la nucleacion del cristal formado.
Para el caso de sales de Cu, los iones de Cu(l) saturan rapidamente la solucion mediante la
eliminacién de los atomos de oxigeno de la superficie de las semillas de plata, evitando que
los atomos de oxigeno bloqueen el crecimiento de las nanoestructuras de plata y limitando el

grabado oxidativo [48].

En pocas palabras, se forman particulas del tipo MTP, las cuales mediante coaliciones con
otras particulas creceran en una direccion preferencial [100] hasta la formacion de los
nanoalambres de Ag, los cuales al continuar el proceso de coalescencia con otro material
reducido aumentaran su relacion de aspecto evolucionando a las famosas nanocintas
discutidas con anterioridad (ver seccion 4.7). Finalmente, el material se plegara tanto sobre

si misma que terminaran formando las esferas en forma de nanoestambres.
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Figura 4. 44 Mecanismo de crecimiento de las nanoestructuras Ag obtenidas.

4.9 Ensayos biologicos.

En esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion de los mejores nanomateriales
obtenidos en dos microorganismos diferentes como son las levaduras y bacterias. El objetivo
principal de realizar las mediciones en los microrganismos se debe a que las levaduras fungen
como modelos celulares eucariota, es decir, su estructura celular se asemeja a la de los
mamiferos, por lo tanto, podemos relacionar su toxicidad con las células de los humanos. Por
otra parte, se conocer que los iones de Ag tienen capacidad bactericida, al igual que las
AgNPs, por ello es importante determinar el comportamiento de la Ag solida en diferentes

formas y tamarios.
4.9.1 Determinacion de la concentracion empleando espectroscopia de absorcion atomica

Uno de los objetivos trazados en el presente proyecto es el conocer la toxicidad de los
nanomateriales sintetizados, por esta razon, es importante la determinacion de su
concentracion, en donde, ésta se realizd mediante espectroscopia de absorciéon atomica,
mediante la cuantificacion de Ag" sin reaccionar en el proceso de reducciéon. La
concentracion de iones fue calculada en funcion de la curva ajustada de las soluciones
estandar (ver figura 4.45). Para la medicion de la muestra, ésta se lavé a partir de
centrifugaciones diluyendo el precipitado en H>O desionizada y se verificO mediante

espectroscopia UV-Vis gue el sobrenadante no presentara banda de plasmon de superficie.
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Una vez corroborado lo anterior, la muestra fue medida obteniendo un valor de absorbancia,
el cual fue relacionado con la curva patron. Lo mismo ocurrié para la solucién acuosa de la
sal AgNOsz a la concentracion de partida. Es importante mencionar que se realizd la
suposicion de que todo el material reducido pertenece a las nanoestructuras de Ag, asi que la
diferencia entre los iones de la solucién original y la del sobrenadante sin plasmon SPR, es
la que corresponde a la concentracion aproximada. Por lo tanto, la concentracion determinada
fue de 457 y 381 ppm con una eficiencia del proceso de reduccion de aproximadamente el
84 y 70 % para las AgNPs y las nanocintas (ver apartado 4.7) sintetizadas usando la sal

acetato de cobre a concentracion 2.5 mM, respectivamente.
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Figura 4. 45 Curva estandar de iones de Ag para calculo de la concentracion.

4.9.2 Determinacion del crecimiento celular en levaduras con AgNPs

Se realizaron dos ensayos para comprender y explicar el comportamiento de las 4 cepas de
levaduras al ser expuestas a un agente externo como lo son las AgNPs. A lo largo del analisis

y descripcidn de los resultados se explican algunos desafios presentados.
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La figura 4.46 muestra el crecimiento de 4 cepas de levaduras expuestas a diferentes
condiciones experimentales como lo son: extracto de planta Lavandula angustifolia (0.02
g/ml 0 20 ppm), AgNPs (222 ppm) vy la sal precursora AgNO3 (528 ppm). Las cuatro cepas
en el medio YPD se emplearon como controles para el ensayo. La figura 4.46a presenta la
evaluacion de 100 pl de las diferentes soluciones en la cepa Saccharomyces cerevisiae MC4,
indicando una disminucidn en el crecimiento de aproximadamente un 20% para la infusion
de la planta Lavandula angustifolia y las AgNPs. Por otro lado, las levaduras incubadas con
la sal precursora AgNO3z mostraron una disminucion de hasta un 50% en su crecimiento. Por
lo tanto, la Ag en forma de nanoparticulas presenté menor toxicidad en comparacién con las
formas ionicas. La figura 4.46b muestra una comparacion similar con la levadura
Kluyveromyces marxianus OFF1, sin cambios significativos en su crecimiento. Lo destacado
en esta cepa fue el incremento en el crecimiento de la levadura por parte de la solucion salina
AgNO:s. La figura 4.46¢ muestra los resultados de las diferentes soluciones evaluadas con la
cepa Kluyveromyces marxianus SLP1 presentando un crecimiento superior al control para
cada una de ellas. Lo anterior, es causado por los azlcares y otros compuestos organicos
presentes en las soluciones [198-200]. Finalmente, la figura 4.46d ilustra las soluciones
evaluadas en la cepa Saccharomyces cerevisiae W303, en donde es apreciable una
disminucion de aproximadamente un 10% para la solucion con AgNPs. Estos resultados
mostraron que 100 ul de AgNPs (222 ppm) no mostraron cambios significativos en el
crecimiento, esto se debe a las cepas incubadas indicaron un efecto similar a aquellas sin
tratamiento. Es importante mencionar, que en las cepas del género Kluyveromyces marxianus
y la Saccharomyces cerevisiae W303 expuestas a la sal precursora presentaron un incremento
en el crecimiento en comparacién al control causado por el estrés en ellas, en respuesta a la

modificacion del pH provocada por la adicion de la sal AQNO3 [201-203].
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Figura 4. 46 Ensayo de crecimiento celular en distintas cepas de levaduras a) S. cerevisiae
MC4 b) K. marxianus OFF1 c) K. marxianus SLP1 d) S. cerevisiae W303 [120].

En otro orden de ideas, es apreciable que las cepas del género Kluyveromyces marxianus
mostraron mayor resistencia en comparacion con las cepas de Saccharomyces cerevisiae. Se
comprobo que la sal precursora AgNOs fue la solucion que presentdé mayor toxicidad, este
resultado es interesante, porque el efecto de los iones y nanosoélidos de Ag es completamente
diferente [204-206], esto puede ser atribuido por los agentes estabilizantes involucrados en
el proceso de sintesis del nanomaterial, ya que los compuestos organicos pueden fungir como
los encargados de reducir la toxicidad al momento de rodear las estructuras inorganicas de
plata. Otros estudios como el de Lee y col. [207] han trabajado en el crecimiento celular de
levaduras del género Saccharomyces cerevisiae, esta investigacion se centra en la evaluacion
de la inhibicién de la proliferacién de AgNPs de 5y 100 nm en células fingicas, obteniendo
mejores resultados inhibitorios para aquellas nanoparticulas con tamafios de 5 nm,
demostrando que el crecimiento se suprime dependiendo de la cepa, tamario del nanomaterial
y dosis a la que se expone el microorganismo. Ademas, el mecanismo de inhibicion es

independiente de la generacion de radicales libres (ERO).
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4.9.3 Determinacion de la viabilidad celular en levaduras con AgNPs

El ensayo MTT es responsable de determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas. La figura 4.47 muestra el efecto de las diferentes soluciones AgNPs (222 ppm),
extracto vegetal (0.02 g/ml o0 20 ppm) y AgNOs (528 ppm) en las cuatro cepas de levadura
estudiadas. Es importante mencionar, que las AgNPs no presentaron un cambio significativo
en la viabilidad celular para Saccharomyces cerevisiae MC4 (figura 4.47a). Por el contrario,
la funcionalidad metabdlica de las levaduras expuestas a la sal de AgNOz mostraron una
disminucion de hasta aproximadamente el 50%. La figura 4.47b no muestra un dafio
significativo en la cepa de Kluyveromyces marxianus OFF1 con la solucion de AgNPs. La
cepa de Kluyveromyces marxianus SLP1 tiene la mejor resistencia al dafio celular (figura
4.47c), porgue no muestra ningtn cambio significativo en el extracto de la planta, las AgQNPs
y la solucion salina de AgNOs. Finalmente, la figura 4.47d muestra los resultados obtenidos
para la cepa Saccharomyces cerevisiae W303 después del tratamiento, en el cual se observd
una reduccion en la viabilidad de aproximadamente un 30% cuando fue adicionada la sal
precursora AgNOs. Como se menciono con anterioridad, la toxicidad depende de diversos
factores del nanomaterial como la morfologia, tamafio y dosis administrada. Sin embargo, el
microorganismo evaluado y la técnica realizada son también factores a considerar. Para
realizar un comparativo de lo realizado en el presente trabajo, hablaremos un poco del estudio
realizado por Solemaini y col. [204], donde se evalu6 el ensayo de viabilidad MTT en células
MCF-7 presentando resultados de toxicidad para concentraciones superiores a las 10 ppm
independientemente de la forma de la nanoestructura de Ag. Por otro lado, Guerra y col.
[208] estudiaron la toxicidad de AgNPs de forma poligonal de tamafio aproximado de 35 +
15 nm en los microorganismos Candida tropicalis (hongos patégenos) y Saccharomyces
boulardii (probidtico), donde se demostrod que es necesario 25 pg/ml (25 ppm) para inhibir
el 90% del crecimiento celular de Candida tropicalis. Sin embargo, a la concentracion de 25
pg/ml (25 ppm), el 50% de la poblacion de células de Saccharomyces boulardii sigue siendo

viable, siendo capaz de potenciar la reproduccion celular.

En manera de resumen, se puede enunciar que los resultados anteriores mostrados en el
presente apartado, indican que las nanoparticulas no provocan una disminucion en los

procesos metabolicos celulares estudiados en las cuatro cepas. Para el caso de la adicién de
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la sal precursora AgNQOg, la viabilidad celular demostré que la toxicidad fue mayor para la
Ag en forma i6nica en comparacion con el nanomaterial. Por otro lado, se comprob6 que la
infusién de la planta Lavandula angustifolia puede favorecer la viabilidad en comparacion

con el control, atribuido a la presencia de flavonas glucosiladas.

Es importante mencionar, que esta seccion del trabajo se culmind antes de la pandemia
causada por el COVID-19, por esta razon, se trabajo por separado de las nanoestructuras de
Ag. Sin embargo, se logré publicar un articulo de caracter internacional en ese tiempo que
no hubo disposicion de laboratorios, gracias al conjunto de datos referentes a la sintesis y
caracterizacion de las AgNPs (ver articulo en la seccion anexa a la tesis al final del
documento). A causa de lo antes mencionado, no se siguio trabajando la evaluacion de las

AgNPs en levaduras.
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Figura 4. 47 Ensayo de viabilidad celular en distintas cepas de levaduras a) S. cerevisiae
MC4 b) K. marxianus OFF1 c) K. marxianus SLP1 d) S. cerevisiae W303 [120].

4.9.4 Determinacion del crecimiento celular en levaduras con nanoestructuras de Ag

A continuacion, se presenta una imagen que muestra los resultados obtenidos en el ensayo

de crecimiento celular en la levadura Saccharomyces cerevisiae MC4 para las estructuras
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superiores obtenidas en el presente trabajo. Para este ensayo no se tomé en cuenta el extracto
de la planta Lavandula angustifolia, debido a que ya se discutio su efecto en el apartado
anterior, no obstante, el AgNO3 si se tomd en cuenta debido a que es importante mostrar el
comparativo entre la diversidad de nanoestructuras de Ag, en especial la de los iones, donde
fue observado el mayor efecto. En la figura 4.48 se ilustra el comparativo de diferentes
nanoestructuras de Ag, es de suma importancia comentar que la concentracion de evaluacion
fue de 222 ppm. Se eligio esta concentracion debido a que puede ser comparada con los
ensayos de AgNPs. Primeramente, a la izquierda de color azul se identifica la muestra sin
ningun tratamiento o agente externo que interrumpa el crecimiento de la levadura, por ello,
representa el 100 % de crecimiento debido a que es el control del ensayo. En color rojo se
aprecia la muestra AgAcCu M1 que representa las nanocintas sintetizadas a partir de la sal
acetato de Cu la cual mostrd un crecimiento superior al 3% en comparacion al control. Sin
embargo, la muestra AgNi M2 que son las nanoesferas compuestas de arreglos de laminas
delgadas 2D exhibieron un crecimiento superior de aproximadamente el 30 %. La barra en
morado representa las mismas condiciones que AgAcCu M1, sin embargo, la diferencia
radica en que la muestra Ag AcCu ext no tuvo un lavado en diferentes etapas como las demas
evaluadas. Para este caso es notorio un crecimiento de la cepa superior del 10% y del 7% en
comparacion de los ensayos sin tratamiento y su similar lavada, respectivamente.
Definitivamente, el crecimiento fue favorecido por las sustancias remanentes del extracto de

la planta Lavandula angustifolia.

A continuacion, hay 3 muestras denominadas F1, F2 y F3 que son AgNPs formadas a partir
de diferentes especies de sargazo, las AgNPs estan lavadas, redispersadas en agua
desionizada y se sintetizaron con una concentracion de 5 mM de la sal precursora, que fue la
misma empleada en el caso de la planta Lavandula angustifolia con anterioridad. Por
consiguiente, usaremos solo el término de 5 mM para estas muestras debido a que es
necesario emplear una técnica de cuantificacion para conocer el rendimiento. Aqui, es notorio
gue F1 contuvo una reduccion en el crecimiento de aproximadamente el 27 %, siendo la
muestra solida que mas influyd. En el caso de F2 y F3 su reduccion fue muy similar siendo
del 5% y del 3 %, respectivamente. Por Gltimo, los Ag* disminuyé el crecimiento celular en
aproximadamente el 45 %, acercandose casi a la mitad de la poblacion estudiada, reafirmando
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los resultados analizados y discutidos en el apartado referente al crecimiento celular con

levaduras.

En resumen, la interrupcion del crecimiento celular depende totalmente de la forma de la Ag,
ya sea idnica o metéalica, siendo mas alta su toxicidad para el caso los Ag*. También, la forma
y tamano de las nanoestructuras juegan un papel importante en su toxicidad, debido a que las
de menor tamafio exhibieron mayor efecto en la levadura Saccharomyces cerevisiae MC4,
coincidiendo este resultado con lo mencionado por otros autores en sus investigaciones en
diferentes modelos biologicos [209-212]. Por esta razon, podemos concluir que el efecto

presentado fue inversamente proporcional donde a mayor tamafio, se presenté menor efecto.
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Figura 4. 48 Comparativo de la evaluacion de nanoestructuras de Ag en el ensayo de

crecimiento celular de Saccharomyces cerevisiae MC4.
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4.9.5 Determinacion de la viabilidad celular en levaduras con nanoestructuras de Ag

mediante el ensayo de exclusion con azul de Tripano.

En la figura 4.49 (a-d) se presenta un agregado de imagenes, los cuales complementan la
evaluacion bioldgica de los nanomateriales sintetizados empleando la planta Lavandula
angustifolia. En este ensayo, se puede apreciar un panorama de las muestras, vistas a través
del microscopio éptico. Es necesario recordar que la técnica consiste en evaluar el nimero
de células que sufren una tincion total mediante el colorante azul de Tripano, es decir,
aquellas que no presenten tincion o solo presenten un halo de color azul, seran células
totalmente viables. Sin embargo, como es perceptible, ninguna de las iméagenes presentd
células completamente tefiidas de color azul, lo que significd nulo dafio de parte de las
diferentes muestras. El panel a) corresponde al control del ensayo, es decir aquella muestra
gue no emplea ningun tratamiento o esta sujeto a un factor externo, el panel b) es el extracto
de la planta Lavandula angustifolia a la concentracion evaluada en el ensayo de viabilidad
celular MTT (0.02 g/ml o 20 ppm).

Para el caso de los nanomateriales, también, se evaluaron los mejores resultados observados
en el presente trabajo, siendo AgNPs (222 ppm) sintetizadas con la planta Lavandula
angustifolia (figura 4.49c) y las nanocintas de Ag (222 ppm), empleando la sal acetato de
cobre como nucleante (ver figura 4.49d), donde ninguna de las nanoestructuras presento dafio
significativo sobre las levaduras del género Saccharomyces cerevisiae MC4, coincidiendo
con lo analizado en el ensayo de viabilidad MTT. Sin embargo, el panel ) donde se exhibe
el dafio por parte de la sal AgNOs (528 ppm) tampoco mostré efectos significativos,
contraponiéndose a la idea anteriormente expuesta. Cabe destacar que la muestra se realizo
por triplicado en experimentos independientes, los cuales arrojaron los mismos resultados.
También, aunque no se anexa una imagen al presente trabajo, es importante comentar que se
analizo la sal AgNOsza una concentracion de 20 mM (2112 ppm), la cual es considerada muy
elevada para los analisis bioldgicos, la cual proporcioné resultados similares al conjunto de
todas las muestras. Por esta razén, concluimos que este ensayo no fue adecuado para la
evaluacion de la viabilidad celular en una primera instancia, por lo tanto, se debe considerar
prioritariamente, realizar un estudio general a través de la técnica MTT como lo fue para las

AgNPs. En resumen, podemos determinar que de acuerdo a los resultados obtenidos se
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necesita elevar la concentracion del material, debido a que las muestras no presentaron una
tincion total de color azul, lo que significo células viables con membranas celulares intactas,
ya que éstas son muy selectivas con los compuestos que dejan pasar, por ende, al no absorber

el azul de Tripano al interior celular, se concluy6 que sigui6 con su funcionamiento adecuado.
4.10 Evaluacidn antibacterial de AgNPs y nanocintas de Ag

El primer ensayo cualitativo que se realizo fue el de difusion de disco (Kirby-Bauer), el cual
consistié en la impregnacion de discos de papel filtro previamente esterilizados con las
soluciones sujetas a estudio. La figura 4.50 (a-b) presenta el control positivo del ensayo en
las cepas estudiadas (E. coli y S. aureus). La sal precursora AgNOs fue elegida como el
control del ensayo, debido a que por afios es conocido que los iones de Ag presentan efecto
antibacterial. De hecho, el mecanismo de dafio hacia las bacterias se asocia con la
desnaturalizacion del ADN, evitando asi su replicacion [213, 214]. En la figura 4.50a se
observa la formacion de halos de inhibicion para cada una de las concentraciones estudiadas
(25, 50 y 100 ppm), en donde es notorio un diametro similar para cada una de ellas, lo que

indica que se requiere de una concentracion baja para que inicie el efecto antibacterial en la
| .

Figura 4. 49 Exclusién por azul de Tripano en Saccharomyces cerevisiae MC4 a) sin

cepa E. coli.

tratamiento, b) Lavandula angustifolia, c) AgNPs, d) nanocintas de Agy e) AgNO:s.
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Por otro lado, en el apartado de la figura 4.50b se identifico un aumento en los halos de
inhibicion a medida que se increment6 la concentracion, lo que significa que en el caso de S.

aureus presenta menor sensibilidad en comparacion a la cepa E. coli.

Figura 4. 50 Evaluacion del poder antibacterial del AgNOza diferentes concentraciones a)

E. coliy b) S. aureus.

Por otro lado, la figura 4.51 (a-b) ilustra el ensayo correspondiente a las nanoestructuras de
Ag v el extracto de la planta Lavandula angustifolia en la cepa E. coli. Primeramente, la
figura 4.51a presenta la evaluacién antibacterial de las AgNPs, en donde se aprecia que, a
concentraciones bajas, éstas no tuvieron efecto antimicrobiano, sin embargo, para la
concentracion mas alta (100 ppm), se presentd un halo de inhibicién que pudiera ser
considerado como efecto tdxico hacia las bacterias, no obstante, es necesario realizar el
ensayo MIC para confirmar lo identificado. Para el caso de las nanocintas de Ag identificada
con la leyenda AgNWs presentados en la figura 4.51b, no se identificaron halos de inhibicion,
esto se debe a que las nanoestructuras 1D no pueden entrar en contacto directo con las
bacterias al ser de un tamafio superior al de las AgNPs. Para el caso del extracto de la planta
Lavandula angustifolia tampoco se observé mecanismo de dafio, esto es bueno para nosotros,
ya que, si se encontrard un efecto bactericida en alguna evaluacién, éste tiene que ser
atribuido en su totalidad al nanomaterial. Debido a que la planta no presenté toxicidad, se
puede considerar como otro indicativo positivo para ser evaluado en sistemas relacionados a
la salud humana para su biocompatibilidad. Baygar y col. [215] realizaron estudios similares

de acuerdo a lo mencionado con anterioridad, en su trabajo se puede identificar la recubierta

132



de suturas quimicas con AgNPs evaluando su actividad antimicrobiana en E. coli y

presentando buenos resultados.

Figura 4. 51 Método Kirby-Bauer en E. coli de a) AgNPs y b) AgNWs a diferentes

concentraciones.

También, se puede apreciar en la figura 4.52 (a-b) la evaluacion de los nanomateriales en la
cepa S. aureus, en donde facilmente se identificd nula inhibicion para las concentraciones
sujetas a estudio, reafirmando que este tipo de cepa presenta mayor resistencia a diversos

agentes antimicrobianos de Ag en comparacion con la cepa E. coli.

Figura 4. 52 Método Kirby-Bauer en S. aureus de a) AgNPs y b) AgNWs a diferentes

concentraciones.

Es importante mencionar que las concentraciones de partida se seleccionaron de acuerdo a
un estudio previd realizado por el autor del presente trabajo, con el objetivo de cerrar un ciclo
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de concentraciones en 2 modelos celulares distintos. Por esta razén, a partir de los resultados
identificados, se realiz6 el estudio de la concentracion minima inhibitoria (MIC) en un
barrido de concentraciones que comprendieron 1, 5, 15, 25, 35, 50 y 100 ppm. La causa
principal de bajar la concentracion en primera estancia se debe a que en ocasiones los
fendmenos nanomeétricos son distintos a los macromeétricos, esto quiere decir que no siguen

las reglas de a mayor concentracion el dafio en el organismo es superior [216].

Por ello, en la figura 4.53 se muestra el analisis MIC del control positivo y negativo con el
objetivo de explicar el criterio de seleccion de las muestras, para posteriormente colocar el
liguido al disco de la prueba de agar nuevamente. Como se explicé en la seccion
experimental, el analisis MIC requiere dos pasos consecuentes. El primero consiste en
realizar una mezcla con tres factores, los cuales son, inoculo previamente incubado (ambas
cepas), caldo nutritivo y la solucion a evaluar (nanomateriales o extracto). Es apreciable en
la figura 4.53 una diferencia de turbidez entre las soluciones que contuvieron el extracto y la
sal precursora AgNQ3, siendo esta mayor para la primera. Por esta razon, aquellas soluciones
que presentaron claridad en el medio, se relacionaron con una inhibicion parcial de los
microorganismos. Por lo tanto, las muestras turbias fueron desechadas y las claras fueron
incubadas en una siguiente etapa que consistié en evaluar 10 pl por medio de una gota en el
agar solido de las cajas de Petri.

Figura 4. 53 MIC en caldo Mueller-Hinton del control positivo y negativo del ensayo.

Por otro lado, la figura 4.54 (a-b) ilustra las muestras seleccionadas por los criterios

mencionados con anterioridad. En el apartado de la figura 4.54a se puede apreciar la
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evaluacion de AgNPs a concentraciones de 35, 50 y 100 ppm, en donde es notoria la presencia
de crecimiento microbiano para cada una de las concentraciones, aunque 100 ppm presento
inhibicion parcial. También, se puede destacar de la imagen, que la Ag en forma de iones
presento efecto antimicrobiano, concluyendo asi, que el mecanismo de accion es diferente al
de materiales nanoestructurados como fue el caso de las nanocintas de Ag. Por otra parte, en
la figura 4.54b se identificé que tanto el AgNO3z como los AgNWSs presentaron inhibicion
para la cepa S. aureus. Cabe destacar, que esta prueba es més contundente en comparacion a
la del disco de inhibicidon, ya que este ensayo es cuantitativo. Este analisis fue comparado
con lo realizado por Ozturk y col. [148], los cuales evaluaron AgNPs comprendidas entre 20-
50 nm en las cepas bacteriana E.coli obteniendo una MIC de aproximadamente 260 ppm.
Diversos autores mencionan que la capacidad antibacterial depende de diversos factores tales
como tamano, forma, estructura, la dispersion [217], y el proceso de sintesis por el cual fue
elaborado, debido a que el agente estabilizante puede causar una disminucion del efecto

bactericida.

Figura 4. 54 Prueba MIC en agar Mueller-Hinton de las muestras seleccionadas a) E. coli

y b) S. aureus.

Como complemento, se evaluaron aquellas soluciones que no fueron lavadas, es decir las
nanoestructuras inmersas en el extracto, en conjunto del sobrenadante que se analizd para
EAA en ambas cepas, con el objetivo de relacionar el efecto antibacterial con la forma
quimica de la plata y su concentracion. Para identificar unas muestras de las otras, aquellas
con la leyenda directa corresponden a las soluciones sin proceso de purificacion, mientras

que las denominadas como S1 se relacionan con el sobrenadante 1 proveniente del proceso
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de centrifugacion. En la figura 4.55a es apreciable que el halo de inhibicion es menor para
aquellas muestras sin proceso de lavado en el caso de la cepa E. coli, sin embargo, en la figura
4.55b la muestra de nanocintas de Ag (AgNWSs), sin un proceso de lavado, ésta no presento
halo de inhibicion en comparacion con las AgNPs sin lavar y los sobrenadantes resultantes
de ambas nanoestructuras. De esta manera, se puede relacionar que las sustancias que
presentaron un mayor didmetro en el halo de inhibicion son las denominadas sobrenadantes,
esto coincide con la mayoria de los ensayos realizados ya que el poder bactericida es mayor
para la Ag idnica en comparacion a la forma solida. Esto se debe, a que los iones son mas
reactivos y presentan una mejor disposicion al rodear la célula bacteriana con mayor
facilidad, causando dafios de reaccion en cadena, debido a que los Ag* deterioran la pared
celular, reaccionan con enzimas desnaturalizandolas, generan especies reactivas de oxigeno

y finalmente fragmentan el ADN.

En otro orden de ideas, las AgNPs sin lavar presentaron efecto inhibitorio debido a una
combinacién de iones de Ag y nanoparticulas, asi como una alta concentracion de éstas.
Finalmente, en el caso de las nanocintas de Ag (AgNWs), fue notoria su falta de inhibicion
a medida que se incrementd la concentracion, esto es atribuido a que en ocasiones la longitud
0 plegamiento de las nanoestructuras es superior al tamafio bacteriano, lo que significa que

no hay contacto directo entre el nanomaterial y el microorganismo.

Figura 4. 55 Kirby- Bauer de AgNPsy AgNWs sin lavar (directo) y sus residuos del

primer centrifugado (S1) a) E. coli y b) S. aureus.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Los estudios demostraron que a partir de un método verde empleando el extracto de la planta
Lavandula angustifolia se pueden obtener nanoestructuras de Ag con diversas morfologias y
tamafios que van desde nanoparticulas de 20 nm hasta nanoalambres con alta relacion de
aspecto con longitudes superiores a los 100 um, que con el tiempo se pliegan entre si para
formar nanoestambres y esferas conformadas por laminas, mediante la variacion de
pardmetros experimentales somo son la concentracion del extracto y la sal precursora,
respectivamente. El empleo de un agente externo como nucleante (sales de cobre), permitio
que el proceso fuera méas sencillo y econdmico en comparacién a otros métodos verdes

asistidos por plantas.

Ademas, se propusieron dos mecanismos del proceso de formacion, uno de crecimiento y
otro quimico, que en conjunto establecieron que el compuesto Kaemferol-3-O-ramnaosido es
el encargado de la reduccion de los iones de Ag, los cuales forman en una primera instancia
AgNPs. Sin embargo, la adicion de las sales de cobre a los sistemas de reaccidon sirve como
la fuerza impulsora que facilita el proceso de formacion de nanoestructuras de Ag de
diferentes formas y tamarfio predominando las estructuras 1D como lo son alambres y cintas.
Este proceso se logré mediante la formacion de AgNPs con maclado pentagonal y una

direccion de crecimiento [100].

Las pruebas de citotoxicidad en levaduras mostraron que las AgNPs no presentaron efectos
significativos sobre el crecimiento celular y la inhibicion. Sin embargo, se comprobé que las
cepas del género Kluyveromyces marxianus mostraron mayor resistencia en comparacién de
las del género Saccharomyces cerevisiae. Ademas, a partir de ensayos especificos sobre la
cepa Saccharomyces cerevisiae MC4 se identificd que las formas y tamafios de la Ag son
importantes en la toxicidad celular, en donde, el dafio es inversamente proporcional al

tamafio. De la misma manera, los Ag" disminuyen el crecimiento y metabolismo celular.

Los ensayos de la actividad antibacteriana corroboraron la informacién obtenida con las
levaduras, en donde fue demostrado que la toxicidad depende de la morfologia, tamafio,
estructura y forma quimica disponible. Por lo tanto, los Ag* causaron mayor dafio, debido a

su interaccion con la pared celular bacteriana provocando un efecto en cadena, el cual
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consistio en el deterioro de la pared celular, desnaturalizacion de enzimas, generacion de

especies reactivas de oxigeno y fragmentacion del ADN.

138



10.

11.

12.

13.

BIBLIOGRAFIA
Achaval, A., crecimiento demografico y contaminacion ambiental. 2006: Dunken.
Castells, X.E., Reciclaje de residuos industriales: Residuos solidos urbanos y fangos
de depuradora. 2012: Editorial Diaz de Santos, S.A.
Edelstein, A.S. and R.C. Caparatra, Nanomaterials: Synthesis, Properties and
Applications, Second Edition. 1998: Taylor & Francis.
Hoseinpour, V. and N. Ghaemi, Green synthesis of manganese nanoparticles:
Applications and future perspective-A review. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 2018. 189: p. 234-243.
Lancaster, M., Green Chemistry 3rd Edition: An Introductory Text. 2016: Royal
Society of Chemistry.
Kanchi, S. and S. Ahmed, Green Metal Nanoparticles: Synthesis, Characterization
and their Applications. 2018: Wiley.
Prabhu, S. and E.K. Poulose, Silver nanoparticles: mechanism of antimicrobial
action, synthesis, medical applications, and toxicity effects. International Nano
Letters, 2012. 2(1): p. 32.
Ashkarran, A.A., et al., Controlling the Geometry of Silver Nanostructures for
Biological Applications. Physics Procedia, 2013. 40: p. 76-83.
Khodashenas, B. and H.R. Ghorbani, Synthesis of silver nanoparticles with different
shapes. Arabian Journal of Chemistry, 2015.
Du, J., et al., A review on silver nanoparticles-induced ecotoxicity and the underlying
toxicity mechanisms. Regulatory Toxicology and Pharmacology, 2018. 98: p. 231-
239.
Lab, S. Material Safety Data Sheet Sodium borohydride MSDS. 2018; Available
from: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsld=9924969.
Lab, S. Material Safety Data Sheet Aniline MSDS. 2018 [cited 2018 27 de Noviembre
]; Available from: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9927435.

Ma, H., et al.,, Oxidative DNA damage and its repair in rat spleen following
subchronic exposure to aniline. Toxicology and Applied Pharmacology, 2008.
233(2): p. 247-253.

139


http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9924969
http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9927435

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.

27.

JUAREZ ROSETE, C.R., et al., Hierbas arométicas y medicinales en México:
tradicion e innovacion. CONACYT, 2013.

Denner, S.S., Lavandula angustifolia miller: english lavender. Holistic Nursing
Practice, 2009. 23(1): p. 57-64.

Lesage-Meessen, L., et al., Essential oils and distilled straws of lavender and
lavandin: a review of current use and potential application in white biotechnology.
Applied microbiology and biotechnology, 2015. 99(8): p. 3375-3385.

Ciobanu, A., et al., Inclusion interactions of cyclodextrins and crosslinked
cyclodextrin polymers with linalool and camphor in Lavandula angustifolia essential
oil. Carbohydrate polymers, 2012. 87(3): p. 1963-1970.

Spiridon, 1., et al., Antioxidant capacity and total phenolic contents of oregano
(Origanum vulgare), lavender (Lavandula angustifolia) and lemon balm (Melissa
officinalis) from Romania. Natural product research, 2011. 25(17): p. 1657-1661.
Harborne, J.B. and C.A. Williams, 9 Phytochemistry of the genus Lavandula.
Medicinal and aromatic plants—industrial profiles, 2002: p. 86.

Sandoval Altamirano, C.P., Estudio de la reactividad de oxigeno molecular singulete
y flavonoides: efecto del medio. 2012.

Arellano-Plaza, M., et al., Respiratory capacity of the Kluyveromyces marxianus
yeast isolated from the mezcal process during oxidative stress. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 2013. 29(7): p. 1279-1287.

Mejia-Barajas, J.A., et al.,, Oxidative stress and antioxidant response in a
thermotolerant yeast. brazilian journal of microbiology, 2017. 48: p. 326-332.
Martos, J.M.M., F. de Paula Gémez Cuevas, and J.C. Fisico, Ciencia e ingenieria de
los materiales. 2014: Ediciones Paraninfo, S.A.

Bandyopadhyay, A.K., Nano Materials. 2008: New Age International (P) Limited.
Rodriguez, F.D.d.C., Introduccién a los nanomateriales 2012, Cuatitlan Izcalli:
UNAM.

Takeuchi, N., Nanociencia y nanotecnologia: La construccion de un nuevo mundo
atomo por atomo. 2012: Fondo de Cultura Economica.

Nagarajan, R., et al., Nanoparticles: Synthesis, Stabilization, Passivation, and

Functionalization. 2008: American Chemical Society.

140



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Bhushan, B., Springer Handbook of Nanotechnology. 2010: Springer Berlin
Heidelberg.

Hornyak, G.L., et al., Introduction to Nanoscience and Nanotechnology. 2008: CRC
Press.

Duran, P., El procesado de polvos cerdmicos nanoparticulados. Boletin de la
Sociedad Espafiola de Cerdmica y Vidrio, 1999. 38(5): p. 403.

Xiong, Y. and X. Lu, Metallic Nanostructures: From Controlled Synthesis to
Applications. 2014: Springer International Publishing.

Villalpando, M. and G. Rosas, Effect of magnetic stirring on the green synthesis of
silver nanoparticles using Lavandula angustifolia plant extract. Microscopy and
Microanalysis, 2019. 25(S2): p. 1976-1977.

Cao, G. and Y. Wang, Nanostructures and Nanomaterials: Synthesis, Properties, and
Applications. 2011: World Scientific.

Huck, W.T.S., Nanoscale Assembly: Chemical Techniques. 2006: Springer US.
Ngb, C. and M. Van de Voorde, Nanotechnology in a Nutshell: From Simple to
Complex Systems. 2014: Atlantis Press.

Singh, S.C., et al., Nanomaterials: Processing and Characterization with Lasers.
2012: Wiley.

Almendéarez-Camarillo and Gonzéalez-Calderén, Nanomateriales: su crecimiento,
caracterizacion estructural y tendencias. CONCYTEG, 2011: p. 772-787.

POLO;, J.D.C. and L.A.D. MERCADO, SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE
PLATA Y MODIFICACION CON PULPA DE PAPEL PARA APLICACION
ANTIMICROBIAL, in Facultad de Ingenieria Quimica 2013, Universidad de
Cartagena Cartagena, Colombia

de la Fuente, J.M. and V. Grazu, Nanobiotechnology: Inorganic Nanoparticles Vs
Organic Nanoparticles. 2012: Elsevier Science.

Haumesser, P.H., Nucleation and Growth of Metals: From Thin Films to
Nanoparticles. 2016: Elsevier Science.

Cao, G., Nanostructures and Nanomaterials: Synthesis, Properties and Applications.
2004: Imperial Colleg.

Tadros, T.F., Nanodispersions. 2015: De Gruyter.

141



43.
44,
45.

46.
47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Tantra, R., Nanomaterial Characterization: An Introduction. 2016: Wiley.

Groza, J.R. and J.F. Shackelford, Materials Processing Handbook. 2007: CRC Press.
Sergeev, G.B., Nanochemistry, ed. G.B. Sergeev. 2006, Amsterdam: Elsevier
Science. 7-36.

Stokes, R.J. and D.F. Evans, Fundamentals of Interfacial Engineering. 1997: Wiley.
Rodriguez Llamazares, S.M., Obtencion de nanoparticulas y nanoordenamientos
metalicos empleando la quimica de los compuestos de inclusion. 2007.

Zhang, P., et al., Silver nanowires: Synthesis technologies, growth mechanism and
multifunctional applications. Materials Science and Engineering: B, 2017. 223: p. 1-
23.

Dupas, C. and M. Lahmani, Nanoscience: Nanotechnologies and Nanophysics. 2007:
Springer Berlin Heidelberg.

Lee, K.J., et al., In vivo imaging of transport and biocompatibility of single silver
nanoparticles in early development of zebrafish embryos. ACS nano, 2007. 1(2): p.
133-143.

Loo, C., et al., Immunotargeted nanoshells for integrated cancer imaging and
therapy. Nano letters, 2005. 5(4): p. 709-711.

Avalos, A., et al., Nanoparticulas de plata: Aplicaciones y riesgos toxicos para la
salud humana y el medio ambiente. Revista Complutense de Ciencias Veterinarias,
2013. 7(2): p. 1-24.

Meyyappan, M. and M.K. Sunkara, Inorganic Nanowires: Applications, Properties,
and Characterization. 2009: CRC Press.

Valverde, V. Lavandula angustifolia. 2013 30 de mayo del 2018]; Available from:

http://www.scoop.it/t/lavanda.

Gilman, E.F. Lavandula angustifolia Lavender, English Lavender. 2011 30 de mayo
del 2018]; Available from: http://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/FP/FP33700.pdf.
online, B. El cultivo de la lavanda 2014 30 de mayo del 2018]; Available from:

http://www.botanical-online.com/cultivolavanda.htm.

Ryman, D., Aromaterapia: enciclopedia de las plantas aromaticas y de sus aceites

esenciales. 1995: Editorial Kairos.

142


http://www.scoop.it/t/lavanda
http://edis.ifas.ufl.edu/pdffiles/FP/FP33700.pdf
http://www.botanical-online.com/cultivolavanda.htm

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.
66.

67.

68.
69.

70.
71.

72.

73.

Smith, M.G. and M. Snyder, Yeast as a model for human disease. Current protocols
in human genetics, 2006. 48(1): p. 15.6. 1-15.6. 8.

Mager, W.H. and J. Winderickx, Yeast as a model for medical and medicinal
research. Trends in pharmacological sciences, 2005. 26(5): p. 265-273.

Sa-Correia, I., Yeasts in Biotechnology and Human Health: Physiological Genomic
Approaches. 2019: Springer International Publishing.

Feldmann, H., Yeast: Molecular and Cell Biology. 2012: Wiley.

Rose, A.H. and J.S. Harrison, The Yeasts: Yeast Technology. 2012: Elsevier Science.
Osumi, M., The ultrastructure of yeast: cell wall structure and formation. Micron,
1998. 29(2-3): p. 207-233.

Karp, G., Cell and Molecular Biology: Concepts and Experiments. 2009: John Wiley
& Sons.

Garrett, R.H. and C.M. Grisham, Biochemistry. 2016: Cengage Learning.

Alberts, B., D. Bray, and S. Cwi, Introduccion a la biologia celular. 2006: Editorial
Médica Panamericana.

Nelson, D.L. and M.M. Cox, Lehninger Principles of Biochemistry: 6th Edition.
2012: Macmillan Learning.

Mathews, C.K., et al., Bioquimica. 2002: Pearson Educacion.

Nicolson, G.L., The Fluid—Mosaic Model of Membrane Structure: Still relevant to
understanding the structure, function and dynamics of biological membranes after
more than 40years. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 2014.
1838(6): p. 1451-1466.

Campbell, N.A. and J.B. Reece, Biologia. 2007: Editorial Médica Panamericana S.A.
Sadava, D. and W.H. Purves, Vida / Life: La ciencia de la biologia / The Science of
Biology. 2009: Editorial Medica Panamericana Sa de.

Banica, R., et al., Two step polyol-solvothermal growth of thick silver nanowires.
Materials Letters, 2017. 194: p. 181-184.

Wang, H., Y. Wang, and X. Chen, Synthesis of uniform silver nanowires from AgCl
seeds for transparent conductive films via spin-coating at variable spin-speed.

Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2018.

143



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Jeevika, A. and D. Ravi Shankaran, Seed-free synthesis of 1D silver nanowires ink
using clove oil (Syzygium Aromaticum) at room temperature. Journal of Colloid and
Interface Science, 2015. 458: p. 155-159.

Taheri, M.M., et al., Green synthesis of silver nanoneedles using shallot and apricot
tree gum. Transactions of Nonferrous Metals Society of China, 2015. 25(10): p. 3286-
3290.

Beyene, H.D., et al., Synthesis paradigm and applications of silver nanoparticles
(AgNPs), a review. Sustainable Materials and Technologies, 2017. 13: p. 18-23.
Domingo, P.A.S., La nanotecnologia. 2010: Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas.

Langford, J.I. and A. Wilson, Scherrer after sixty years: a survey and some new
results in the determination of crystallite size. Journal of Applied Crystallography,
1978. 11(2): p. 102-113.

Suryanarayana, C. and M.G. Norton, X-Ray Diffraction: A Practical Approach. 2013:
Springer US.

Lin, L., et al., Nature factory of silver nanowires: Plant-mediated synthesis using
broth of Cassia fistula leaf. Chemical Engineering Journal, 2010. 162(2): p. 852-858.
Prabukumar, C. and K.U. Bhat, Purification of Silver Nanowires Synthesised by
Polyol Method. Materials Today: Proceedings, 2018. 5(10, Part 3): p. 22487-22493.
Park, M.V., et al., The effect of particle size on the cytotoxicity, inflammation,
developmental toxicity and genotoxicity of silver nanoparticles. Biomaterials, 2011.
32(36): p. 9810-9817.

Souza, T.A,, et al., Cytotoxicity and genotoxicity of silver nanoparticles of different
sizes in CHO-K1 and CHO-XRS5 cell lines. Mutation research/Genetic Toxicology
and Environmental Mutagenesis, 2016. 795: p. 70-83.

Stoehr, L.C., et al., Shape matters: effects of silver nanospheres and wires on human
alveolar epithelial cells. Particle and fibre toxicology, 2011. 8(1): p. 36.

Shi, J., et al., Endothelial cell injury and dysfunction induced by silver nanoparticles
through oxidative stress via IKK/NF-xB pathways. Biomaterials, 2014. 35(24): p.
6657-6666.

144



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Monge, M., Nanoparticulas de plata: métodos de sintesis en disoluciony propiedades
bactericidas. 2018.

Coutifio, E.M.d.R., L. Avila Lagunes, and O. Arroyo Helguera, Las nanoparticulas
de plata: mecanismos de entrada, toxicidad y estrés oxidativo. Revista de Educacion
Bioquimica, 2017. 36(2): p. 39-54.

Das, B., et al., Green synthesized silver nanoparticles destroy multidrug resistant
bacteria via reactive oxygen species mediated membrane damage. Arabian Journal
of Chemistry, 2017. 10(6): p. 862-876.

Tortora, G.J., B.R. Funke, and C.L. Case, Introduccion a la microbiologia. 2007:
Panamericana.

Jang, S.J., et al., In-vitro anticancer activity of green synthesized silver nanoparticles
on MCF-7 human breast cancer cells. Materials Science and Engineering: C, 2016.
68: p. 430-435.

Sun, X., et al., Silver nanoparticles interact with the cell membrane and increase
endothelial permeability by promoting VE-cadherin internalization. Journal of
Hazardous Materials, 2016. 317: p. 570-578.

Brki¢ Ahmed, L., et al., Impact of surface functionalization on the uptake mechanism
and toxicity effects of silver nanoparticles in HepG2 cells. Food and Chemical
Toxicology, 2017. 107: p. 349-361.

Silva, A.M., et al., Bromatological analysis, phytochemical and antioxidant potential
of carnauba (Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore) fruit. African Journal of Food
Science, 2017. 11(11): p. 353-361.

Susanto, D.F., et al., Identification of phytochemical compounds in Calophyllum
inophyllum leaves. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 2017. 7(9): p. 773-
781.

Mejia-Barajas, J.A., et al., Oxidative stress and antioxidant response in a
thermotolerant yeast. Brazilian Journal of Microbiology, 2017. 48(2): p. 326-332.
Mejia-Barajas, J., et al., Fatty acid addition and thermotolerance of Kluyveromyces
marxianus. FEMS microbiology letters, 2018. 365(7): p. fny043.

145



97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.
108.

Rivas, C., M. Oranday, and M. Verde, Investigacion en plantas de importancia
médica. Universidad Autdnoma de Nuevo ledn-México: Ediciones OmniaScience,
2016.

Neira Casana, C.I. and E.A. Pereda Pefia, Concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida In vitro del extracto etanélico de Piper acutifolium
sobre Streptococcus pyogenes, ATCC 19615. 2018.

Silva, L.P., T.M. Pereira, and C.C. Bonatto, Chapter 7 - Frontiers and perspectives
in the green synthesis of silver nanoparticles, in Green Synthesis, Characterization
and Applications of Nanoparticles, A.K. Shukla and S. Iravani, Editors. 2019,
Elsevier. p. 137-164.

Dewick, P.M., Medicinal natural products: a biosynthetic approach. 2002: John
Wiley & Sons.

Jablonsky, M., et al. Comparison of different methods for extraction from lavender:
yield and chemical composition. in Key Engineering Materials. 2016. Trans Tech
Publ.

Barbieri, R., et al., Phytochemicals for human disease: An update on plant-derived
compounds antibacterial activity. Microbiological Research, 2017. 196: p. 44-68.
Lavabre, M., Aromaterapia libro practico. 1995: Lasser Press.

Chenarbon, H. and S. Hasheminia, Modeling of drying of lavander (Lavandula
officinalis L.) flowers. American-Eurasian Journal of Agricultural & Environmental
Sciences, 2011. 11(4): p. 462-466.

Kiran Babu, G.D., A. Sharma, and B. Singh, Volatile composition of Lavandula
angustifolia produced by different extraction techniques. Journal of Essential Oil
Research, 2016. 28(6): p. 489-500.

Singh, J., et al., ‘Green’synthesis of metals and their oxide nanoparticles:
applications for environmental remediation. Journal of nanobiotechnology, 2018.
16(1): p. 84.

Kuklinski, C., Nutricion y bromatologia. 2003: Omega.

Cabrera, L.P., et al., Removal of Opuntia thorns by pulsed laser ablation:
Bromatological and microbiological analysis. Journal of Food Engineering, 2016.
169: p. 38-43.

146



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Guzman Loayza, D. and J. Chavez, Estudio bromatoldgico del cladodio del nopal
(Opuntia ficus-indica) para el consumo humano. Revista de la Sociedad Quimica del
Perd, 2007. 73(1): p. 41-45.

Araquet, C., et al., Bromatologia del mataratén (Gliricidia sepium) a diferentes
edades de corte en Urachiche, estado Yaracuy, Venezuela. Zootecnia Tropical, 2006.
24(4): p. 393-399.

Nelson, J.H., Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy. 2003: Prentice Hall.
Jackman, L.M., et al., Applications of Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy in
Organic Chemistry. 2013: Elsevier Science.

Rodriguez-Ledn, E., et al., Synthesis of silver nanoparticles using reducing agents
obtained from natural sources (Rumex hymenosepalus extracts). Nanoscale Research
Letters, 2013. 8(1): p. 318.

Cure, J.r.m., et al., Monitoring the coordination of Amine Ligands on silver
nanoparticles using NMR and SERS. Langmuir, 2015. 31(4): p. 1362-1367.
Lépez-Naranjo, E.J., et al., Biosynthesis of silver nanoparticles using a natural
extract obtained from an agroindustrial residue of the tequila industry. Materials
Letters, 2018. 213: p. 278-281.

Kumar, R., et al., Rapid green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using
(Prunus persica) plants extract: exploring its antimicrobial and catalytic activities.
J. Nanomed. Nanotechnol, 2017. 8(4): p. 1-8.

Khan, R., et al., Alocasia odora—mediated synthesis of silver nanoparticles, their
cytotoxicity, and virucidal potential. Applied Microbiology and Biotechnology,
2023. 107(1): p. 111-123.

Ahmed, A., et al., Nature-inspired biogenic synthesis of silver nanoparticles for
antibacterial applications. Materials Today Chemistry, 2023. 27: p. 101339.
Lépez-Miranda, J.L., et al., Biosynthesis of silver nanoparticles using a Tamarix
gallica leaf extract and their antibacterial activity. Materials Letters, 2016. 176: p.
285-289.

Villalpando, M., et al., Ag nanoparticles synthesized using Lavandula angustifolia
and their cytotoxic evaluation in yeast. Materials Today Communications, 2022. 31.
p. 103633.

147



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Alsaiari, N.S., et al., Plant and Microbial Approaches as Green Methods for the
Synthesis of Nanomaterials: Synthesis, Applications, and Future Perspectives.
Molecules, 2023. 28(1): p. 463.

Liu, X., et al., Plant polyphenol-derived ordered mesoporous carbon materials via
metal ion cross-linking. Carbon, 2023. 202: p. 90-100.

Echeverria, C.A., et al., Ag—Ga Bimetallic Nanostructures Ultrasonically Prepared
from Silver-Liquid Gallium Core-Shell Systems Engineered for Catalytic
Applications. ACS Applied Nano Materials, 2022.

Ramachandran, K., et al., Green production of self-assembled silver nanoarrays on
flexible substrate for direct detection and catalytic degradation of organic water
pollutants. Environmental Technology & Innovation, 2022. 27: p. 102409.

Ishag, M.T., et al., One-pot greener synthesis of zinc oxide nanoflowers using potato,
cauliflower, and pea peel extract with antibacterial application. Chemical Physics
Letters, 2023. 810: p. 140186.

Zhang, S., et al., A large-nanosphere/small-nanosphere (cellulose/silver)
antibacterial composite with prominent catalytic properties for the degradation of p-
nitrophenol. Applied Surface Science, 2023. 608: p. 155192.

Chauhan, D., et al., 2D-Nanosheets Based Hybrid Nanomaterials Interaction with
Plants, in Nanomaterial Interactions with Plant Cellular Mechanisms and
Macromolecules and Agricultural Implications. 2023, Springer. p. 299-316.

Haque, S., et al., Green synthesis of nanostructures from rice straw food waste to
improve the antimicrobial efficiency: New insight. International Journal of Food
Microbiology, 2023. 386: p. 110016.

Gbmez-Sanchez, R., et al., Colorimetric and plasmonic detection of Hg2+ in water
by biogenic Ag nanoparticles synthesized with Opuntia joconostle. Materials Letters,
2023. 333: p. 133614.

Chupradit, S., et al., Morphological control: Properties and applications of metal
nanostructures. Advances in Materials Science and Engineering, 2022. 2022.
Gahlaut, S.K., A. Pathak, and B.D. Gupta, Recent Advances in Silver Nanostructured

Substrates for Plasmonic Sensors. Biosensors, 2022. 12(9): p. 713.

148



132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Orouji, A., et al., A wide-range pH indicator based on colorimetric patterns of
gold@silver nanorods. Sensors and Actuators B: Chemical, 2022. 358: p. 131479.
Zhuo, X., et al., Shielded silver nanorods for bioapplications. Chemistry of Materials,
2020. 32(13): p. 5879-5889.

Blunder, M., et al., Efficient identification of flavones, flavanones and their
glycosides in routine analysis via off-line combination of sensitive NMR and HPLC
experiments. Food chemistry, 2017. 218: p. 600-6009.

Fossen, T., et al., Em Flavonoids Chemistry, Biochemistry and Applications:
Spectroscopic Techniques Applied to Flavonoids. 2006, Anderson, OM.

Zhao, J., et al., Evaluation on bioactivities of total flavonoids from Lavandula
angustifolia. Pakistan journal of pharmaceutical sciences, 2015. 28(4).
Adaszynska-Skwirzynska, M. and M. Dzigciot, Comparison of phenolic acids and
flavonoids contents in various cultivars and parts of common lavender (Lavandula
angustifolia) derived from Poland. Natural product research, 2017. 31(21): p. 2575-
2580.

Bindhu, M.R., et al., Green synthesis and characterization of silver nanoparticles
from Moringa oleifera flower and assessment of antimicrobial and sensing
properties. Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology, 2020. 205: p.
111836.

Odeniyi, M.A., et al., Green synthesis and cream formulations of silver nanoparticles
of Nauclea latifolia (African peach) fruit extracts and evaluation of antimicrobial and
antioxidant activities. Sustainable Chemistry and Pharmacy, 2020. 15: p. 100197.
Oliveira, R.N., et al., FTIR analysis and quantification of phenols and flavonoids of
five commercially available plants extracts used in wound healing. Matéria (Rio de
Janeiro), 2016. 21(3): p. 767-779.

Briggs, L. and L. Colebrook, Infra-red spectra of flavanones and flavones. Carbonyl
and hydroxyl stretching and CH out-of-plane bending absorption. Spectrochimica
Acta, 1962. 18(7): p. 939-957.

Kemsley, E., et al.,, Quantitative analysis of sugar solutions using infrared
spectroscopy. Food chemistry, 1992. 44(4): p. 299-304.

149



143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Ikeda, N.E.A., et al., Synthesis, characterization and biological evaluation of Rutin—
zinc (1) flavonoid-metal complex. Chemico-biological interactions, 2015. 239: p.
184-191.

Munteanu, A.-C., et al., Synthesis and structural investigation of new bio-relevant
complexes of lanthanides with 5-hydroxyflavone: DNA binding and protein
interaction studies. Molecules, 2016. 21(12): p. 1737.

Pereira, R., et al., Synthesis and characterization of a metal complex containing
naringin and Cu, and its antioxidant, antimicrobial, antiinflammatory and tumor cell
cytotoxicity. Molecules, 2007. 12(7): p. 1352-1366.

Ahmed, S., et al.,, A review on plants extract mediated synthesis of silver
nanoparticles for antimicrobial applications: A green expertise. Journal of Advanced
Research, 2016. 7(1): p. 17-28.

Wang, H., Y. Wang, and X. Chen, Synthesis of uniform silver nanowires from AgCl
seeds for transparent conductive films via spin-coating at variable spin-speed.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2019. 565: p.
154-161.

Oztiirk, B.Y., B.Y. Giirsu, and 1. Dag, Antibiofilm and antimicrobial activities of
green synthesized silver nanoparticles using marine red algae Gelidium corneum.
Process Biochemistry, 20109.

Horta-Pifieres, S., et al., Silver nanoparticle-decorated silver nanowires: a
nanocomposite via green synthesis. Applied Physics A, 2020. 126(1): p. 1-9.
Kaabipour, S. and S. Hemmati, Green, sustainable, and room-temperature synthesis
of silver nanowires using tannic acid—Kinetic and parametric study. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 2022. 641: p. 128495.

Nam, S.-H. and Y.-J. An, Size-and shape-dependent toxicity of silver nanomaterials
in green alga Chlorococcum infusionum. Ecotoxicology and environmental safety,
2019. 168: p. 388-393.

Zhao, W., et al., An eco-friendly nitrate-free method for the synthesis of silver
nanowires with reduced diameters. Journal of Materials Chemistry C, 2021. 9(6): p.
1874-1879.

150



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Qin, F., et al., Three-Step, Seed-Mediated Synthesis of Ultrathin AQNWs in Aqueous
Solution. Chemistry of Materials, 2022.

Fan, Z. and H. Men, An overview on atomistic mechanisms of heterogeneous
nucleation. Metals, 2022. 12(9): p. 1547.

Yakimchuk, D., et al., Growth mechanism study of silver nanostructures in a limited
volume. Materials Chemistry and Physics, 2022. 283: p. 126016.

Fahad, S., et al., Recent progress in the synthesis of silver nanowires and their role
as conducting materials. Journal of Materials Science, 2019. 54(2): p. 997-1035.
Szalkowski, M., et al., Plasmon-induced absorption of blind chlorophylls in
photosynthetic proteins assembled on silver nanowires. Nanoscale, 2017. 9(29): p.
10475-10486.

Amirjani, A., N.N. Koochak, and D.F. Haghshenas, Investigating the shape and size-
dependent optical properties of silver nanostructures using UV-vis spectroscopy.
Journal of Chemical Education, 2019. 96(11): p. 2584-2589.

Wang, Y., et al., Silver nanowires for anti-counterfeiting. Journal of Materiomics,
2020. 6(1): p. 152-157.

Sun, X. and Y. Li, Cylindrical silver nanowires: preparation, structure, and optical
properties. Advanced Materials, 2005. 17(21): p. 2626-2630.

Duan, J., et al., Rational Synthesis of Cylindrical Silver Single-crystalline Nanowires
via Poly (vinyl pyrrolidone) Reduction of AgCI. Journal of Wuhan University of
Technology-Mater. Sci. Ed., 2020. 35(3): p. 473-481.

Fahad, S., et al., Synthesis of corrugated surface AgNWs and their applications in
surface enhanced Raman spectroscopy. CrystEngComm, 2020. 22(12): p. 2183-
2196.

Ebrahimzadeh, M.A., et al., Green and facile synthesis of Ag nanoparticles using
Crataegus pentagyna fruit extract (CP-AgNPs) for organic pollution dyes
degradation and antibacterial application. Bioorganic Chemistry, 2020. 94: p.
103425.

An, H.J., et al., Comparative toxicity of silver nanoparticles (AgNPs) and silver

nanowires (AgNWs) on saltwater microcrustacean, Artemia salina. Comparative

151



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 2019. 218: p. 62-
69.

Shah, Z., et al., Synthesis of AgNPs coated with secondary metabolites of Acacia
nilotica: An efficient antimicrobial and detoxification agent for environmental toxic
organic pollutants. Materials Science and Engineering: C, 2020. 111: p. 110829.
Butola, B., A. Gupta, and A. Roy, Multifunctional finishing of cellulosic fabric via
facile, rapid in-situ green synthesis of AgNPs using pomegranate peel extract
biomolecules. Sustainable Chemistry and Pharmacy, 2019. 12: p. 100135.

Wei, H., et al., Plasmon Waveguiding in Nanowires. Chemical Reviews, 2018.
118(6): p. 2882-2926.

Wu, C., X. Zhou, and J. Wei, Localized surface plasmon resonance of silver
nanotriangles synthesized by a versatile solution reaction. Nanoscale research letters,
2015. 10(1): p. 1-6.

Benelli, G., Green Synthesis of Nanomaterials. 2019: MDPI AG.

Chandran, R., et al., Solid-state synthesis of silver nanowires using biopolymer thin
films. Materials Today Nano, 2018. 1: p. 22-28.

Amadi, E.V., A. Venkataraman, and C. Papadopoulos, Nanoscale self-assembly:
concepts, applications and challenges. Nanotechnology, 2022. 33(13): p. 132001.
Dawson, K.A. and Y. Yan, Current understanding of biological identity at the
nanoscale and future prospects. Nature Nanotechnology, 2021. 16(3): p. 229-242.
Zhang, F., et al., Metal-Organic-Framework-Derived Carbon Nanostructures for
Site-Specific Dual-Modality Photothermal/Photodynamic Thrombus Therapy.
Advanced Science, 2019. 6(17): p. 1901378.

Yang, H., et al., One-pot rapid synthesis of high aspect ratio silver nanowires for
transparent conductive electrodes. Materials Research Bulletin, 2018. 102: p. 79-85.
Chévez, K., et al., One-step growth of silver nanodendrites and their electrochemical
activity. Applied Physics A, 2021. 127(1): p. 1-8.

He, J., et al., Silver microspheres aggregation-induced Raman enhanced scattering
used for rapid detection of carbendazim in Chinese tea. Food Chemistry, 2021. 339:
p. 128085.

152



177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

Kang, L., et al., Amino acid-assisted synthesis of hierarchical silver microspheres for
single particle surface-enhanced Raman spectroscopy. The Journal of Physical
Chemistry C, 2013. 117(19): p. 10007-10012.

Ren, H., et al., Self-assembly of amino acids toward functional biomaterials. Beilstein
Journal of Nanotechnology, 2021. 12(1): p. 1140-1150.

Onur, T., et al., Self-assembly of bacterial amyloid protein nanomaterials on solid
surfaces. Journal of colloid and interface science, 2018. 520: p. 145-154.

Parente, M., et al., Simple and fast high-yield synthesis of silver nanowires. Nano
Letters, 2020. 20(8): p. 5759-5764.

Lahane, T., J. Agrawal, and V. Singh, Optimization of polyol synthesized silver
nanowires for transparent conducting electrodes application. Materials Today:
Proceedings, 2022. 59: p. 257-263.

Wei, J., et al., Synthesis of high purity silver nanowires through a silver chloride-
mediated polyol method. Inorganic Chemistry Communications, 2022. 146: p.
110164.

Li, M., et al., Chemical constituents from Ginkgo biloba L. male flowers and their
biological activities. Medicinal Chemistry Research, 2019. 28(9): p. 1557-1566.
Speisky, H., M.F. Arias-Santé, and J. Fuentes, Oxidation of Quercetin and
Kaempferol Markedly Amplifies Their Antioxidant, Cytoprotective, and Anti-
Inflammatory Properties. Antioxidants, 2023. 12(1): p. 155.

Ulubelen, A., G. Topcu, and U. Kolak, Labiatae flavonoids and their bioactivity.
Studies in Natural Products Chemistry, 2005. 30: p. 233-302.

Speisky, H., et al., Revisiting the oxidation of flavonoids: Loss, conservation or
enhancement of their antioxidant properties. Antioxidants, 2022. 11(1): p. 133.
Takahama, U., Oxidation products of kaempferol by superoxide anion radical. Plant
and cell physiology, 1987. 28(5): p. 953-957.

Plaza, M., et al., Substituent Effects on in Vitro Antioxidizing Properties, Stability,
and Solubility in Flavonoids. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2014.
62(15): p. 3321-3333.

153



189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.
201.

Krych-Madej, J., K. Stawowska, and L. Gebicka, Oxidation of flavonoids by
hypochlorous acid: reaction kinetics and antioxidant activity studies. Free Radical
Research, 2016. 50(8): p. 898-908.

Kasprzak, M.M., A. Erxleben, and J. Ochocki, Properties and applications of
flavonoid metal complexes. Rsc Advances, 2015. 5(57): p. 45853-45877.
Alexandersson, E. and G. Nestor, Complete 1H and 13C NMR spectral assignment
of D-glucofuranose. Carbohydrate Research, 2022. 511: p. 108477.

Barsukova, M., et al., Flavonoid oxidation kinetics in aqueous and aqueous organic
media in the presence of peroxidase, tyrosynase, and hemoglobin. Applied
Biochemistry and Microbiology, 2017. 53(2): p. 149-156.

Tarek, M. and A. El-Aziz. Synthesis and Characterization of Silver Nanoparticles
Using Simple Polyol Method. in TMS 2019 148th Annual Meeting & Exhibition
Supplemental Proceedings. 2019. Springer.

Suroshe, J.S., Chemical Methods for the Synthesis of Nanomaterials. Nanochemistry:
Synthesis, Characterization and Applications, 2023: p. 77.

Gupta, A.D. and D. Rajput, A Green Approach towards Nanoparticle Synthesis using
Plants and Microbes. Nanochemistry: Synthesis, Characterization and Applications,
2023: p. 88.

Nag, A., C.M. Nguyen, and K.M. Tibbetts, Heterogeneous to homogeneous Cu-Ag
nanoparticles by laser reduction in liquid. Applied Surface Science, 2023. 610: p.
155384.

Li, Y., et al., Synthesis of Silver Nanowires Using a Polyvinylpyrrolidone-Free
Method with an Alpinia zerumbet Leaf Based on the Oriented Attachment
Mechanism. ACS Omega, 2023.

Zimmermann, F.K. and K.D. Entian, Yeast Sugar Metabolism. 1997: Taylor &
Francis.

Deak, T. and L.R. Beuchat, Handbook of Food Spoilage Yeasts. 1996: Taylor &
Francis.

Walker, G.M., Yeast Physiology and Biotechnology. 1998: Wiley.

Halasz, A. and R. Lasztity, Use of Yeast Biomass in Food Production. 1990: Taylor
& Francis.

154



202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

Imai, T. and T. Ohno, The relationship between viability and intracellular pH in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Applied and environmental microbiology, 1995.
61(10): p. 3604-3608.

Ramos, J., H. Sychrova, and M. Kschischo, Yeast Membrane Transport. 2015:
Springer International Publishing.

Soleimani, F.F., et al., Green synthesis of different shapes of silver nanostructures
and evaluation of their antibacterial and cytotoxic activity. Bionanoscience, 2018.
8(1): p. 72-80.

Sohn, E.K., et al., Aquatic Toxicity Comparison of Silver Nanoparticles and Silver
Nanowires. BioMed Research International, 2015. 2015: p. 893049.

Iosub, C.S., et al., Chapter 29 - Toxicity of nanostructures—a general approach, in
Nanostructures for Novel Therapy, D. Ficai and A.M. Grumezescu, Editors. 2017,
Elsevier. p. 793-809.

Lee, B., et al., Silver nanoparticles induce reactive oxygen species-mediated cell
cycle delay and synergistic cytotoxicity with 3-bromopyruvate in Candida albicans,
but not in Saccharomyces cerevisiae. International Journal of Nanomedicine, 2019.
14: p. 4801.

Guerra, J.D., et al., Selective antifungal activity of silver nanoparticles: A
comparative study between Candida tropicalis and Saccharomyces boulardii.
Colloid and Interface Science Communications, 2020. 37: p. 100280.
Landeros-Paramo, L., et al., The effect of AgNPS bio-functionalization on the
cytotoxicity of the yeast Saccharomyces cerevisiae. 3 Biotech, 2022. 12(9): p. 1-13.
Panzarini, E., et al., Glucose capped silver nanoparticles induce cell cycle arrest in
HelLa cells. Toxicology In Vitro, 2017. 41: p. 64-74.

Marasini, S., et al., Relaxometric, Optical and Cell Viability Properties of D-
Glucuronic Acid Coated Cr203 Nanoparticles. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, 2018. 18(9): p. 6333-6338.

Vimbela, G.V., et al., Antibacterial properties and toxicity from metallic

nanomaterials. International journal of nanomedicine, 2017. 12: p. 3941.

155



213.

214.

215.

216.

217.

Feng, Q.L., et al., A mechanistic study of the antibacterial effect of silver ions on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Journal of biomedical materials
research, 2000. 52(4): p. 662-668.

Jung, W.K., et al., Antibacterial activity and mechanism of action of the silver ion in
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol., 2008. 74(7):
p. 2171-2178.

Baygar, T., et al., Antimicrobial characteristics and biocompatibility of the surgical
sutures coated with biosynthesized silver nanoparticles. Bioorganic chemistry, 20109.
86: p. 254-258.

Bermejo, M.B. and P.A.S. Domingo, Los riesgos de la Nanotecnologia. 2017: Los
Libros de la Catarata.

Baruah, D., et al., Alpinia nigra fruits mediated synthesis of silver nanoparticles and
their antimicrobial and photocatalytic activities. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 2019. 201: p. 111649.

156



PRODUCTOS OBTENIDOS

Articulos indexados

e Villalpando, M., Saavedra-Molina, A., & Rosas, G. (2020). A facile synthesis of

silver nanowires and their evaluation in the mitochondrial membrane potential.

Materials Science and Engineering: C, 110973. doi:
https://doi.org/10.1016/j.msec.2020.110973.

¢ Villalpando, M., Gomez-Hurtado, M. A., Rosas, G., & Saavedra-Molina, A. (2022).
Ag nanoparticles synthesized using Lavandula angustifolia and their cytotoxic
evaluation in yeast. Materials Today Communications, 31, 103633. doi:
https://doi.org/10.1016/j.mtcomm.2022.103633.

Proceedings
¢ Villalpando, M., & Rosas, G. (2019). Effect of Magnetic Stirring on the Green
Synthesis of Silver Nanoparticles Using Lavandula angustifolia Plant Extract.
Microscopy and Microanalysis, 25(S2), 1976-1977.

157


https://doi.org/10.1016/j.mtcomm.2022.103633

CURRICULUM VITAE

Formacion académica

Universidad:

e Licenciatura en Ingenieria Bioquimica

e Instituto Tecnoldgico de Morelia “José Maria Morelos y Pavon” en Morelia,
Michoacén.

e Desde 2010 hasta 2014.

e Promedio Final de 87.65 en escala de 0 a 100

e Titulo y Cédula profesional con nimero 9543661.

Posgrado:

¢ Maestria en Metalurgia y Ciencias de los Materiales

e Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en Morelia, Michoacan.
e Desde 2016 hasta 2018.

e Promedio Final de 9.55 en escala de 0 a 10

e Titulo y Cédula profesional con nimero 11492440.

e Doctorado en Ciencias en Metalurgia y Ciencias de los Materiales
e Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en Morelia, Michoacan.
e Desde 2018 hasta 2023.

e Promedio Final de 10 en escala de 0 a 10

158



Asistencia a congresos nacionales e internacionales:

e GREEN SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SILVER
NANOPARTICLES AND THEIR CYTOTOXIC EVALUATION IN YEASTS. ler
Congreso Internacional de NanoBioingenieria, Monterrey, México. Noviembre del
2018.

e EFECTO DE LA TOXICIDAD DE NANOESTRUCTURAS DE PLATA EN EL
POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL. Congreso de ingenieriay fisica
aplicada a la biomedicina, Ledn, México. Mayo del 2019.

e Effect of Magnetic Stirring on the Green Synthesis of Silver Nanoparticles Using
Lavandula angustifolia Plant Extract. Microscopy & Microanalysis 2019 Meeting.
Portland, Oregon. Agosto del 2019.

e SILVER NANOSTRUCTURE TOXICITY EFFECT IN MITOCHONDRIAL
MEMBRANE POTENTIAL. XXVIII International Materials Research Congress,
Cancun, México. Agosto del 2019.

e A facile synthesis of silver nanowires and their evaluation in the mitochondrial
membrane potential. Webinar on Nanotechnology inano 2020. Octubre del 2020.

e Sintesis facil de nanoalambres de plata y su evaluacion en el potencial de membrana
mitocondrial. Congreso Internacional de la Sociedad Quimica de México. Septiembre
del 2021.

e Efecto de la toxicidad de nanoestructuras de Ag en el potencial de membrana
mitocondrial. 19 Foro de Ingenieria e Investigacion en Materiales. Morelia,
Michoacan. Noviembre 2022.

159



Idiomas:

e Espanol (lengua materna)

¢ Inglés avanzado: Constancia de terminacion de estudios del departamento de Idiomas
de la UMSNH.

e Se anexa también constancia de examen de inglés que certifica un nivel B2

equivalente a 550 puntos del examen Toefl.

160



Materials Science & Engineering C 114 (2020) 110973

Contents lists available at ScienceDirect

MATERIALS

SCIENCE &

ENGINEERING
e

Materials Science & Engineering C

journal homepage: www.elsevier.com/locate/msec

A facile synthesis of silver nanowires and their evaluation in the R

Check for

mitochondrial membrane potential

M. Villalpando?, Alfredo Saavedra-Molina®, G. Rosas™"

@ Instituto de Investigaciones en Metalurgia y Materiales, UMSNH, edificio U., Ciudad Universitaria, C.P. 58000 Morelia, Michoacdn, Mexico
Y Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas, UMSNH, edificio B-3, Ciudad Universitaria, C.P. 58000 Morelia, Michoacdn, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Silver nanowires (AgNWs) with a high-aspect-ratio were successfully synthesized by a green method using
Lavandula angustifolia plant extract. The morphology of the AgNWs was evaluated as a function of the con-
centration of precursor salt and nucleating agent. Furthermore, AgNWs were analyzed in a biological model
using rat liver mitochondria by measuring their effect on membrane potential. The scanning electron microscopy
(SEM), X-ray diffraction (XRD), and transmission electron microscopy (TEM) techniques structurally char-
acterized the nanowires obtained. Also, ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) investigated the optical
properties of AgNWs. Structural studies show AgNWs fcc with lengths up to 100 pm and diameters ranging from
60 to 130 nm growing in the [110] orientation. Both the CuSO,4 nucleating agent and the centrifugation process
are essential for the growth of nanowires. Furthermore, inhibition of mitochondrial membrane potential (MMP)
depends on the concentration of the nanowires (NWs), suggesting dissipation of the electron transport chain. In
this way, AgNWs can be used as a potential tool to verify biological reactions, such as modulation of metabolic

Keywords:

Green synthesis
Silver nanowires
Lavandula angustifolia
Nucleating agent
Mitochondria

pathways, together with the evaluation of a possible influence of biotic or abiotic factors in organisms.

1. Introduction

Silver nanowires (AgNWs) have attracted significant research in-
terest due to their unique electronic, optical, and thermal properties
and potential for application as electrode material in electronic, pho-
tonic, and sensing devices [1-3]. Several reports have described dif-
ferent applications of the Ag nanomaterials [4-8]. Due to their catalytic
properties, Ag nanostructures are applied in water remediation pro-
cesses [9-13]; for example, in the degradation of effluents produced in
the textile, medical, and cosmetic industries [12,14-24]. Other appli-
cations are as a biosensor for glucose detection or SERS substrates for
Raman spectroscopy [25,26]. The main application in nanomedicine is
as an antimicrobial agent.

A simple example is their use in bandages to control microbial
strains in surgical, fungal, or diabetic wounds [27]. The antimicrobial
activity is by releasing silver ions on the surface or interior of the
bacterial cell. Ag ions act directly on the cell membrane, cell wall,
nucleic acids, and proteins, causing denaturation [28-30].

A diversity of approaches has been exploited to optimize the oral,
ocular, or nasal delivery of nanoparticles to detect biological effects.
For example, in oral nanoparticle delivery, they must overcome the

stomach and intestinal lumen to reach the final organ or tissue [31]. In
this sense, mitochondrial metabolism, and functions such as respiration,
production of reactive oxygen species, or membrane potential processes
are vital to understanding the involvement of these organelles in the
pathogenesis of chronic diseases. The membrane potential plays a
central role in specific events, including the metabolism process, ade-
nosine triphosphate synthesis (ATP), passive cation transport, and sig-
naling. Besides, this MMP is an indicator of the healthy state of the cell
because apoptosis and necrosis can be detected through its variation
[32].

The AgNWs have been synthesized mainly using chemical methods
assisted by temperature or microwaves [33-35]. Chandran et al. per-
formed a single-step method for synthesizing AgNWs, within thin
chitin/chitosan polysaccharide films [36]. Also, Rekha et al. have
synthesized AgNWs by a chemistry method in various steps using citric
acid, NaBH, as a reducing agent, and Cetyltrimethylammonium bro-
mide (CTAB) as a form modifier [37]. On the other hand, Yang et al.
have obtained similar nanostructures employing the citrate route
through the variation in its concentration at a temperature of 130 °C
[38]. Another example of the methods used for the growth of silver
nanostructures is employing seeds of the same element. Mao et al. have
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prepared AgNWs through a silver nucleating agent with dendritic
morphologies in the form of rice [39]. Also, the polyol process has re-
ceived considerable attention for the preparation of AgNWs [2,40,41].
Moreover, different works have demonstrated the influence of the nu-
cleating agents on the AgNWs' growth. For example, it was found that
CuCl,, KBr, and NaCl significantly improve the growth of AgNWs
[42-44].

The green synthesis methods are safe procedures with good yields,
inexpensive, relatively reproducible, and compatibles with biomedicine
[12,45]. Nanomaterials synthesized using microorganisms have been
widely investigated due to their biocompatibility creating a meeting
point between nanotechnology and biotechnology. Different types of
microorganisms, such as bacteria [46], fungi [47], enzymes [48-50],
and plant extracts [12,18,21,51,52], have successfully employed.
However, some of them require cell culture and maintenance, being
more complicated compared to plant extracts.

The Lavandula angustifolia plant extract can be a potential reducing
agent for the green preparation of nanomaterials due to a large pro-
portion of the flavonoid kaempferol malonyl glucoside [53]. Other
antioxidant compounds present in lower concentrations also reported
are ursolic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid-4-O-gluco-
side, rosmarinic acid, apigenin rhamnosyl glucoside, and i-vitexin
kaempferol-3-coumaroyl glucoside [53]. The Mediterranean plant of
Lavandula angustifolia is easily found throughout the world [54], in-
cluding Mexico [55], where it is cultivated in different places. La-
vandula angustifolia is a medium-sized perennial shrub with an intense
aroma that belongs to the Lamiaceae family [54,56]. It grows in dry and
sunny terrains, facilitating its cultivation and bioavailability [57,58].
This plant is used in traditional medicine to relieve pain, infections, and
as a relaxation agent and sedation. Furthermore, it is used to eradicate
inflammatory, degenerative, infectious diseases, and carcinogenesis
[57,59,60].

Thus, in this paper, we report the preparation of AgNWs through a
green method employing the Lavandula angustifolia plant extract as a
reducing agent and CuSO, as a nucleating agent and its application on a
biological probe, through MMP. Until now, there have been few or no
reports on the preparation of AgNWs using plant extracts for their ap-
plications as a potential tool to verify biological reactions. Alterations
in MMP by the presence of silver nanoparticles in Wistar rat liver mi-
tochondria have been studied [61,62]. Nevertheless, in the case of
AgNWs, there are few or no studies focused on this phenomenon
[61,63].

2. Materials and methods
2.1. Synthesis and characterization of silver nanowires

Silver nitrate (AgNO3, 98%) and cupric sulfate pentahydrate (CuSO4
- 5H50, 98%) were purchased from Sigma-Aldrich. The Lavandula an-
gustifolia plant extract was prepared by weighing 2 g in 100 ml of
deionized water at 60 °C under magnetic stirring. The precursor salts
were dissolved in an aqueous solution using deionized water at room
temperature. For the preparation of the AgNWs, 5 ml of the plant ex-
tract (0.02 g/ml) was mixed with 5 ml of CuSO,4 - 5H,0 (10 mM). After
24 h, 8 ml of the mixture was taken and combined with 8 ml of AgNO3
solution at 10 mM until the solution turned brown. The final solution
was centrifuged twice at 12,000 rpm for 30 min using deionized water
as a solvent. The UV-Vis technique (Ocean Optics USB-4000) mon-
itored the color changes. SEM analyzed the powders' morphology
evolution in a Jeol JSM-7600F microscope. The chemical composition
was determined by energy dispersive spectroscopy, (EDS). TEM per-
formed a crystallographic and chemical study of the NWs on the Philips
Tecnai F20 and Jeol ARM200F microscopes. TEM techniques such as
bright-field images, selected area diffraction patterns (SAED), dark-field
images, high-resolution micrographs (HRTEM), and high-angle annular
dark-field images (HAADF) were used. XRD identified the
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crystallographic phases on a Bruker LYNXEYE D8 Advance DAVINCI
diffractometer.

2.2. Animals

Male Wistar rats weighing approximately 200 g were fed a standard
diet of pellets for rodents LabDiet 5001 brand and water ad libitum and
were adapted in acrylic boxes at a controlled temperature in light/dark
cycles of 12 h. The rats were euthanized for liver extraction. All pro-
cedures with animals were carried out through the Federal Regulations
for the Use and Care of Animals (NOM-062-ZO0-1999, Ministry of
Agriculture, Mexico), and were approved by the Institutional
Committee of the Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

2.3. Isolation of rat liver mitochondria

Mitochondria were isolated by differential centrifugation in a
Percoll gradient, as previously described [64]. Briefly, rats were de-
capitated, and the liver was extracted and placed in a cold medium that
contained 220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EGTA, and 2 mM
MOPS (pH 7.4). The liver was homogenized manually in a potter tube,
then centrifuged at 2000 rpm. The supernatant obtained was cen-
trifuged at 7000 rpm; then, it was suspended in a cold medium that
contained 220 mM mannitol, 70 mM sucrose, 2 mM MOPS, and 0.2%
bovine serum albumin and was centrifuged again at 7000 rpm. Finally,
the pellet was centrifuged at 9000 rpm and resuspended in the medium
without EGTA. Centrifugations were carried out for 10 min at 4 °C.
Mitochondrial protein content was measured by the Biuret method with
slight modifications [65].

2.4. Determination of mitochondrial membrane potential (MMP)
depolarization

The MMP was determined by spectrofluorimetry using a Shimadzu
RF-6000 equipment at 533-511 nm. The test uses a mix of 0.5 mg/ml
liver mitochondria and 0.3 pM safranin. The solution was suspended in
a buffer containing 10 mM HEPES, 100 mM KCl, 3 mM KH,PO,, and
3 mM MgCl,. The MMP traces were started by monitoring basal fluor-
escence for 60 s, and subsequently, the mitochondria were energized
with 10 mM succinate. The change in fluorescence was translated into a
time of 3 min, and then carbonylcyanide-m chlorophenylhydrazone
(CCCP), an uncoupler, was added to depolarize the MMP. Hence, we
considered the fluorescence dequenching induced by CCCP as a quali-
tative in situ estimation of MMP. The process for AgNW's evaluation
was similar.

3. Results and discussion

Fig. 1a-b illustrates low-magnification SEM images of the obtained
products after the biosynthesis reaction. Many AgNWs with a high-as-
pect-ratio whose lengths reach up to 100 um appear. Fig. 1c shows the
AgNWs diameters distribution obtained from SEM data. The Ag nano-
wires have an average diameter of about 91 nm. Fig. 1d shows the EDS
chemical mapping, indicating that the NWs are formed of elemental
silver.

Firstly, the AgNWs formation employed 5 mM AgNOs; and the
Lavandula angustifolia plant extract. Secondly, a centrifugation process
performed at 12000 rpm strongly influenced the growth of AgNWs. In
this way, the growth is based on the centrifugal forces induced by the
rotation of the solution at high-speeds, increasing the diffusion rate to
obtain nanowires with a high-aspect-ratio. Previous research has also
shown the influence of magnetic stirring on the growth of AgNWs [66].

Fig. 2a-b shows a couple of SEM images of nanowires surrounded
by a low proportion of small silver aggregates. Fig. 2a displays nanos-
tructures formed after the centrifugation process. The coalescence be-
tween silver nanoparticles (AgNPs) forms larger particles not adhere to
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Fig. 1. SEM images of the AgNWs (a)—(b). (c) Histogram. (d) EDS chemical
mapping analysis.

Fig. 2. SEM images of AgNWs: (a) surrounded by a small number of AgNPs and
(b) showing diameters ranging from 60 to 130 nm.

NWs. Thus, the efficiency of the process was not complete, and more
purification methods are required. Fig. 2b shows an enlarged SEM
image that illustrates AgNWs with a diameter ranging from 60 to
130 nm. The AgNWs grow under the influence of the CuSO,4 nucleating
agent. As reported [67], Cu(l) ions rapidly saturate the solution by
removing the oxygen atoms from the surface of the silver seeds, pre-
venting the oxygen atoms from blocking the growth of silver nanos-
tructures and limiting oxidative etching.

The XRD technique characterized the crystalline lattice of the as-
synthesized NWs. Fig. 3a illustrates the XRD pattern of the products.
The diffraction peaks situated at (111), (200), (220), (311), and (222)
corresponds to the face-centered cubic (fcc) silver structure (standard
data No. JCPDS 00-004-0783) with a lattice parameter of 0.408 nm.

Fig. 3b shows the typical UV-Vis absorption spectrum of the syn-
thesized NWs. The absorption bands situated at 350 nm and 475 nm
attributes to the superficial plasmon resonance band (SPR) corre-
sponding to the long NWs. These are similar to the bulk material and
also to the transverse mode, respectively. The longitudinal SPR band
shows a red-shift due to the high-aspect-ratio of the AgNWs [67]. The
reaction solution shows a color change from yellow to dark brown
(inset), indicating the reduction of Ag ions.

Meanwhile, the solution turns almost black by the time NWs form,
which differs from other studies in which the color of the solution
changes to gray [68], light brown [69], or purple [36]. These changes
are attributed to the surrounding dielectric medium in which the solids
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Fig. 3. XRD pattern (a) and UV-Vis spectrum of AgNWs (b).

are dispersed in different synthesis techniques. Furthermore, SPR peaks
can be affected by the shapes and sizes of nanostructures [70].

The AgNWs were further analyzed by the techniques HAADF, TEM,
and TEM-SAED patterns confirming the morphology, size, and crystal
structure of the AgNWs, respectively. Fig. 4a illustrates a HAADF image
showing nanowires with a high-aspect-ratio having diameters between
60 and 130 nm. This result agrees well with the SEM data. Previous
studies reported that average AgNWs diameters range from 23 nm to
almost 100 nm [69,71,72]. Fig. 4b shows a bright-field TEM image of
an AgNW with its corresponding SAED pattern (Fig. 4c), where the
diffraction points correspond to the [101] zone axis. The dark-field
micrograph (Fig. 4d) shows that the nanowires exhibit extinction dis-
tances appreciated at the ends of the image. This result suggests that the
growth of nanowires follows a coalescence and diffusion mechanism
between the particles due to the secondary nucleation process, where
the small nanoparticles joined to form AgNWs [73]. Other studies have
shown that AgNWs can grow through a mechanism that involves the
Ostwald ripening process [74].

Fig. 5a displays the EDS chemical composition of the collected X-ray
signals, which only illustrates the presence of the Ag element suggesting
a high purity of the products. The Cu element belongs to the copper grid
support. Fig. 5b shows the HAADF-TEM image of a single crystalline
AgNW with a diameter of around 100 nm. The image also illustrates the
EDS chemical mapping of the AgNWs (insert) that shows their Ag
composition. Fig. 5¢c shows an HRTEM image of a single AgNW, and its
corresponding fast Fourier transform (inset). The periodic lattice
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Fig. 4. Structural and morphological analysis of AgNWs obtained using different TEM techniques: (a) HAADF, (b) bright-field, (c) SAED pattern, and (d) dark-field

image.

Fig. 5. Different TEM techniques applied to one AgNW. (a) EDS chemical
analysis, (b) HAADF image and its corresponding chemical mapping analysis
(inset), and (c) HR-TEM image and its FFT pattern.

corresponds to the 0.235 nm of the Ag planes (111). Therefore, the
direction of growth was [110], illustrating that the AgNWs have a fa-
ceted pentagonal morphology, as previously reported [67,75-77].

The pentagonal growth follows the Ostwald ripening process, in
which the nanoparticles integrated into NWs, where the particles are
composed of monocrystals in the form of triangular prisms with the
planes (100) on their sides and covered with planes (111). In this
growth process, the addition of NaCl or CuCl, forms AgCl crystals,
which results in the Ag* concentration being released slowly, due to
the AgCl low solubility constant. In this way, the presence of the nu-
cleating agent is crucial for the NWs growth because the Ag ions only
could be reduced to AgNPs [74].

Thus, the following experimental conditions form the AgNWs. The
Lavandula angustifolia plant extract mixed with AgNO;5 (5 mM) causes
AgNWs formation after a centrifugation process at high-speed rotations.
In this way, nanowires' growth based on the centrifugal forces induced
by the solution rotation to obtain high- aspect ratio NWs. Additionally,
the AgNWs formation is under the influence of the CuSO, nucleating
agent. The centrifugation process facilitated the development of the
original structure and allowed a rearrangement of capping agents to
form skeins of AgNWs. Where the dosage of Ag ions caused by the
viscosity of the medium, together with the saturation of Cu(I) ions,
allowed the removal of oxygen atoms in Ag sites, facilitating the for-
mation of NW with a high aspect ratio growing in the crystallographic
direction [110] [67].

According to typical methods for the AgNWs synthesis, PVP/ethy-
lene glycol mixtures are used widely for 1D nanowire growth, and
mechanisms for this process have been proposed [35,78]. As an ana-
logy, our green method involves Ag reduction processes that are pro-
moted by OH moieties of various types of compounds from the extract
of Lavandula angustifolia, highlighting flavonoids [79], natural phenolic
derivatives with higher redox potential [80]. Besides, the surfactants in
the extract are saponins and glycosidic compounds, as described by
Tiwari et al. [81], where these chemicals must direct the growth of the
one-dimensional nanostructure supported by intermolecular sugar-Cu
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Fig. 6. Studies of MMP: (a) control and (b) silver ions and nanostructures.

(II) interactions [82,83].

Fig. 6 corresponds to the evaluation of the AgNWs and also AgNO;
precursor salt in rat liver MMP test. Fig. 6a represents the reference
sample (mitochondria without treatment). As observed, the fluores-
cence at 30 s is determined by the addition of safranin, a lipophilic
cation whose fluorescence is a consequence of a difference between
charges originated by the mitochondria electrons transfer in the re-
spiratory chain. Subsequently, succinate was added as a substrate for
the mitochondrial basal fluorescence that remains constant at about
200 s. In the last step, the uncoupler CCCP was added, diminishing the
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MMP and causing an increase of fluorescence or its return to the initial
starting point. Fig. 6b shows the evaluation of the MMP in rat liver
containing AgNWs and silver ions. The black line represents the study
of liver mitochondria exposed to 12.5 ppm AgNO3; aqueous solution,
where the fluorescence remained constant attributed to a toxicity effect
that, as a consequence, decreased the mitochondrial metabolic func-
tions.

The high contact area causes the toxicity among silver ions and the
compounds that integrate the outer mitochondrial membrane. The re-
action between ions and layer proteins causes damage, allowing the
passage of Ag cations to the intermembrane space. These phenomena
result in a definite increase in the concentration gradient and a loss in
membrane functions [28]. Besides, loss in MMP demonstrated the loss
in mitochondrial oxidative phosphorylation function [78]. Moreover,
some silver cations may be confused as some enzymatic cofactors.
Therefore, as demonstrates in this study, they can enter the interior of
the membrane and interfere with the electron transport chain. The red,
blue, green, and gray lines depict the evaluation of AgNWs in different
concentrations of 12.5 ppm, 25 ppm, 50 ppm, and 100 ppm, respec-
tively.

In these cases, changes in the fluorescence emission over time is
noticeable as the concentration of the nanomaterial is increased.
Therefore, the toxicity at levels lower than 12.5 ppm is null. However,
for concentrations above 25 ppm, it has adverse effects on the con-
centration gradient of the cells, which leads to the loss of one of the
most important functions inside the mitochondria. It is known that
silver nanomaterials act by releasing ions from their surface. For this
reason, damage to the mitochondria is more significant as the con-
centration of AgNWs increases, caused by a majority release of silver
ions from their reactive surface by electronic oscillation.

4. Conclusions

In summary, the high flavonoid content in the plant Lavandula an-
gustifolia Mexican grown was successfully used to obtain for the first
time high-aspect-ratio AgNWs. The morphology and structure of
AgNWs were examined by the SEM, XRD, UV-Vis, and TEM techniques.
As observed, the presence of the CuSO,4 nucleating agent and the cen-
trifugation process plays an essential role in the preparation of nano-
wires. Electron microscopy measurements show that AgNWs have
lengths of approximately 100 um and diameters ranging from 60 to
130 nm with a direction of growth [110]. Secondary nucleation favored
AgNWs formation. Thus, the easy cultivation and bioavailability of the
Lavandula angustifolia make this synthesis method available for its
commercial application. Also, rat liver mitochondria were analyzed by
adding AgNWs through the measurement of membrane potential. The
test showed that the toxicity of the Ag ions is higher compared to the
AgNWs. However, for AgNWs concentrations above 25 ppm, it has
adverse effects on the concentration gradient of cells, leading to the loss
of essential functions within the mitochondria, as dissipation of the
electrons transport chain. In this way, AgNWs can be used at low
concentrations as a tool to verify biological reactions such as modula-
tion of metabolic pathways, evaluation of the possible influence of
biotic and abiotic factors of organisms.
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Since silver nanoparticles (AgNPs) are currently found in many commercial products, knowledge of their toxicity
in yeast cells is essential. Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces marxianus are very similar to those of higher
organisms such as mammals. Therefore, the cytotoxicity information obtained from these organisms can be
related in a first approximation to human beings. In the present study, the Lavandula angustifolia plant extract
was used as a reducing-stabilizing agent in the synthesis of silver nanoparticles. AgNPs cytotoxicity was eval-
uated in the yeast strains Kluyveromyces marxianus OFF1 and SLP1, and Saccharonyces cerevisiae MC4 and W303
by growth assay and colorimetric assay (MTT). The AgNPs were characterized by different techniques such as
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), infrared spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance (NMR),
scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM), and X-ray diffraction (XRD). The
DPPH test showed an 80% antioxidant potential in the extract of the Lavandula angustifolia plant and showed a
decrease in free radicals attributed to the reduction reaction of Ag" to AgNPs. SEM and TEM showed AgNPs
obtained with an average size of 18 nm and two types of morphologies, spherical and triangular. XRD patterns
showed Ag solids with the fcc crystal structure. FTIR spectroscopies in conjunction with NMR confirmed that
glycosylated flavonoids were responsible for the stabilization and reduction of NPs. A significant result from this
study is that AgNPs did not show cytotoxicity on cell viability and growth inhibition on Kluyveromyces marxianus
OFF1 and SLP1 strains, and Saccharomyces cerevisiae MC4 and W303. However, it was verified that those of the
genus Kluyveromyces marxianus presented greater resistance to growth and cell viability.

1. Introduction responses. The main characteristic of the mechanism of toxicity in bio-

logical systems of AgNPs is their dissolution [11,12]. AgNPs in the form

AgNPs have novel physical and chemical properties, such as optical,
thermal, electrical, and biological. The AgNPs are strongly directed to-
wards biological applications as imaging probes, biosensors, drug de-
livery carriers, and killing radiation of cancer cells. In addition, due to
their antibacterial properties, they are applied as a coating for surgical
material, filters, and biofilms used in the food industry [1,2]. AgNPs
have a toxicological impact according to their properties. Oxygen defi-
ciency and high surface area are two crucial parameters that benefit
industrial applications [3-6]. However, the fundamental properties
associated with the toxicity of nanomaterials are according to their size,
shape, chemical composition, surface properties, biocorona formation,
agglomeration, state of aggregation, and biodegradability [7-10]. These
properties affect toxicokinetics, cellular uptake, trafficking, and

of Ag® dissolve in the acidic lysosome and become Ag", which increases
the permeabilization of the lysosome membrane. Ag" content damages
the cytoplasm of mitochondria and results in reactive oxygen species
(ROS) generation and cell apoptosis [13,14]. Upon dissolving in the
lysosome, unstable Ag" ions evolve to Ag-O- through binding with
organic acids [15]. Once they encounter cysteine-containing proteins in
the cytoplasm, Ag-O- will convert to Ag-S-, which can induce apoptosis
involved in mitochondria and facilitate silver excretion [7,16]. There-
fore, its applications in biological systems are wide, highlighting those of
biomedicine as antibacterial agents [17], antifungal agents [18,19],
improvement of chemotherapy efficacy against cancer cells [20,21], for
drug delivery systems [22], modification of catheters [23], dental ap-
plications [24,25], in wound healing and bone systems [26,27], among
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others.

Chemical, physical and biological methods have prepared AgNPs
[28-31]. However, chemical methods are more common, including
microemulsion, microwave-assisted synthesis, photoinduced reduction,
synthetic electrochemical approach, and chemical reduction [32-36].
For example, Nikolopoulou et al. synthesized AgNPs with spherical and
rod morphologies by modifying the polyol method using ethylene glycol
(EG) as a reducing agent and polyvinylpyrrolidone (PVP) as the stabi-
lizing agent. The mean diameter of the particles ranged between 10 and
20 nm, evaluating their antimicrobial activity in 2 strains of bacteria and
their cytotoxicity in red blood cells [37]. On the other hand, Choudhury
et al. used a conventional chemical method that synthesized the AgNPs
from reduction with sodium citrate and stabilized with catechol in an
aqueous solution. The particles presented multiple forms with high
polydispersity with an average size of 51 + 1 nm. The anti-biofilm ac-
tivity of catechol functionalized AgNPs was evaluated, showing positive
results for P. aeruginosa (gram-negative) and B. subtilis (gram-positive)
bacteria [38].

However, it is essential to find alternative AgNPs synthesis methods
that are environmentally friendly to avoid harmful waste substances
[39-41]. The biological synthesis methods explored the possibility of
obtaining AgNPs for biomedical applications [42-44]. Among them,
aqueous plant extracts are the most technical facility. The organic waste
generated after these green methods reduces the possible toxicity found
for biological purposes. The aqueous plant extracts contain biological
substances acting as reducing and stabilizing agents become a viable
option for the AgNPs preparation and their use for biomedical applica-
tions. Also, the green methods are simple and low cost compared to
other synthesized methods. This method elaborates AgNPs with
different sizes and shapes, such as triangular nanoprisms, truncated
triangles, nanoplates, pentagons, hexagons, rod-shaped, spherical, and
semispherical [45-50]. For example, Kambale et al. prepared AgNPs
with spherical shapes and sizes ranging from 45 nm to 100 nm using
different species of Congolese plant extracts. The antibacterial effects of
AgNPs against E. coli, Pseudomonas aeruginosa, and S. aureus, pathogens
commonly involved in infectious skin diseases, were evaluated by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) that showed
positive results [51].

Furthermore, Hasnain et al. synthesized AgNPs using a methanolic
solution of purple heart plant leaves, varying the precursor salt con-
centration, temperature, and agitation, obtaining AgNPs with spherical
shapes and average sizes of 98 nm with a polydispersity index of 0.15.
These AgNPs showed antibacterial activity against E. coli and S. aureus at
a 100 pg/ml concentration, demonstrating a high potential in biomed-
icine and therapeutic applications [52].

On the other hand, Jalilian et al. synthesized AgNPs using Allium
ampeloprasum extract, where the theoretical yield of the synthesis re-
action was 42%. According to TEM studies, the nanoparticles were
spherical, ranging from 2.3 to 27 nm. As a complement, the cytotoxicity
of AgNPs was evaluated in Hela cells, bTC-3, and normal fibroblasts by
the MTT colorimetric method, obtaining a low cytotoxicity for most of
the cells except for Hela [53].

It is essential to identify the antioxidant capacity of the plant extract
employing the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl hydrate (DPPH) test and
relate it to the metal ion reduction capacity. For example, Khorrami
et al. studied the extract of black skin pomegranate through the DPPH
test, obtaining 100% free radicals inhibition [54].

On the other hand, yeast has been used as a model for eukaryotic
cells because it shows similarities with the cellular structure of plants
and animals [55,56]. Few studies have focused on the cytotoxicity of
AgNPs in yeast, although some show that, at low concentrations, they
induce sublethal effects [1,57]. Kasemets et al. evaluated the AgNPs in
the unicellular yeast Saccharomyces cerevisiae BY4741, demonstrating
that the size, the coating, and the charge of the particle are essential
factors of toxicity. Furthermore, Marquéz et al. demonstrated the
toxicity of silver and zinc oxide nanoparticles in the eukaryotic model
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Saccharomyces cerevisiae, identifying that AgNPs influence yeast growth
by reducing transcription rates, cellular respiration, and endocytosis.

It has been proven that the use of infusions benefits the symbiosis
between silver nanoparticles and biological models, allowing a vast
potential for uses in applications involving living beings [58]. Knowl-
edge of the toxicity of AgNPs in yeast cells, especially Saccharomyces
cerevisiae and Kluyveroniyces marxianus, which closely resemble those of
higher organisms such as mammals [59], is essential since they are
currently found in a large number of commercial products [60,61]. The
information derived from these studies can be correlated in a first
approximation with the effects in humans. Thus, due to the possible
direct or indirect daily contact of AgNPs with humans, it is essential to
evaluate their possible cytotoxicity in yeast.

Thus, this study presents the green synthesis of AgNPs using Lav-
andula angustifolia plant extract. AgNPs cytotoxicity was evaluated in
different yeast strains, such as Kluyveromyces marxianus and Saccharo-
myces cerevisiae. The extract of the Lavandula angustifolia plant can be
used as a reducing agent for the synthesis of AgNPs, due to a large
amount of the flavonoid kaempferol malonyl glucoside. In addition, in
lower concentrations, it also presents the following antioxidant com-
pounds, ursolic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid - 4 - O
-glucoside, rosmarinic acid, apigenin rhamnosyl glucoside, and i -vitexin
kaempferol - 3 -coumaroyl glucoside [62]. The Lavandula angustifolia
plant grows in dry and sunny soils, facilitating its cultivation and
bioavailability [63,64]. Since ancient times, the medicinal extract has
been used as an anti-inflammatory and sedative to combat stress and
insomnia, but mainly as an aromatic in perfumery, cosmetics, and
cleaning products [65,66]. In addition, it is used to eradicate degener-
ative, infectious, and carcinogenic diseases [63,67,68]. In the past, our
group synthesized silver nanowires (AgNWs) using the extract of the
Lavandula angustifolia plant. In that work, the cytotoxicity of AQNWs in
rat liver mitochondria was evaluated [69].

2. Experimental

AgNPs were prepared by a simple green method and in a single step
using the aqueous extract of Lavandula angustifolia at room temperature.

2.1. Preparation of Lavandula angustifolia extract and silver nitrate
solution

For the preparation of the aqueous extract, the dry plant purchased
from a local market was mechanically crushed in its aerial parts. 2 g of
the powder were taken and mixed with 100 ml of distilled water pre-
viously heated to a temperature of 60 °C. The infusion preparation time
was 20 min, keeping the temperature and magnetic stirring constant.
The extract was stored in an airtight container at room temperature. On
the other hand, the precursor salt (AgNO3) was prepared at different
concentrations between 1 and 9 mM using the same solvent.

2.2. Lavandula angustifolia potential antioxidant assay (DPPH)

For the antioxidant-potential test, an ethanolic solution of 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate, DPPH (0.2 mM) was mixed with
0.02 g/ml of the plant extract solution before and after the reduction
reaction. Moreover, an aqueous solution of AgNOs3 (2.5 mM) was eval-
uated. UV-Vis spectrometer measured the samples at 560 nm after their
incubation for 30 min Eq. (1) calculated the free radicals (%).

Ablank - Asample

Antioxidant activity (%) = 100 (€8]

Ablank

2.3. Synthesis of silver nanoparticles

The method was performed at room temperature by volumetrically
mixing (1:1) the plant infusion at a 0.02 g/ml concentration with the
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precursor salt AgNOs at the previously described concentrations
(1-9 mM). The color change of the solution was from yellow to brown,
indicative of the formation of the AgNPs. The final brown solution was
centrifuged 3 times at 12,000 rpm for 20 min o obtain the nanoparticles
under study. The precipitate resulting from the process was redispersed
in deionized water for later use in cytotoxicity tests.

2.4. Characterization of AgNPs

The UV-Vis spectroscopy evaluated the synthesis of AgNPs at a
wavelength of 200-900 nm. Measurements were made on an Ocean
Optics USB-4000 at room temperature in polyethylene cells using
distilled water as the blank. SEM determined the size and dispersion of
the nanoparticles in Jeol JSM-7600F equipment. EDS (Philips X) con-
firms the chemical composition of the samples. Also, TEM analysis
performs using Philips Tecnai F20 equipment. In this case, a sample drop
is deposited on a 3 mm diameter copper grid covered with an amor-
phous carbon film. XRD studies were performed in a D8 Advance
DAVINCI diffractometer using an angular range of 20-70 degrees,
applying 3 s per step. With the purpose to know the substances involved
in the synthesis and stabilization of AgNPs, infrared spectroscopy and
(*H NMR) studies were performed on the plant extract before and after
reducing reaction. The samples were examined in both a Bruker Tensor
27 and Varian 400 types of equipment, respectively.

2.5. Cytotoxicity assays

For growth assay, 200 pl of pre-inoculum consisting in the Kluyver-
omyces marxianus OFF1, and SLP1, Saccharomyces cerevisiae MC4, and
W303 yeasts were added in 10 ml of a YPD culture medium and 1 ml
20% glucose. Subsequently, AgNOs, AgNPs, and Lavandula angustifolia
plant extract solutions were mixed for the growth assay. The mixtures
were incubated at 27 °C and magnetically stirred at 110 rpm for 24 h.
Finally, the optical density was determined at 625 nm. The YPD medium
with yeast was used as a control. The growth results were obtained by
Eq. (2).

D reateq cells
Increase (%) = ODtveasea_cets , 100 (2)

OD copiro

The colorimetric-based test of cell viability assay was performed by
the enzyme reduction of the molecule 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)—2,
5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) to formazan. The MTT color
change from yellow to purple results in molecule reduction. The strains
(3 ml) were mixed with AgNPs, AgNOs3, and Lavandula angustifolia plant
extract and incubated for 60 min in the dark and their optical density
measurement at 570 nm. MTT solution is a positive control.

3. Results and discussion
The free radicals’ colorimetric assay DPPH was used to confirm the

compounds’ antioxidant activity in reducing and stabilizing the AgNPs.
Fig. 1 shows the percentage of the free radicals’ quenching of the
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! Before reaction
B After reaction
1 AgNO;

20- i

Fig. 1. DPPH assay of Lavandula angustifolia plant extract compared with
AgNPs and AgNOs.
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Lavandula angustifolia plant extract compared with AgNPs and precursor
salt AgNOs3. Notably, the extract plant Lavandula angustifolia presents a
higher percentage of free radical scavengers, indicating a higher pres-
ence of antioxidant compounds available for the reduction and stabili-
zation of the silver nanoparticle synthesis. The AgNPs solution observed
a decrease in the free radicals caused by the reduction reaction in the
nanoparticles’ formation process. Also, the results corresponding to the
aqueous solution of AgNO3 were added to prove that it is not a reducing
compound, so its free radical quenching capacity is not significant.

The solution’s color change from yellow to dark brown is due to
AgNPs surface plasmon resonance (SPR) [9]. UV-Vis spectroscopy
evaluated the effect of the precursor (AgNO3) on the synthesis reaction,
as shown in Fig. 2. An SPR band located at 460 nm confirms AgNPs
formation. The amount of AgNPs increases for the precursor concen-
tration ranged from 1 to 7 mM, indicated by the increase in peak in-
tensity, except for 9 mM concentration. The previous results are
attributed to the antioxidant capacity of the Lavandula angustifolia plant
extract for the bioreduction of AgNPs. The best results were found at the
5 mM concentration due to the higher intensity and the SPR band shape,
which means homogeneous AgNPs sizes. However, Lavandula angusti-
folia stabilizing capacity exceeded at the 9 mM concentration, causing
AgNPs coalescence due to the observed SPR peak broadening and in-
tensity decrease, generating sizes outside the nanometric scale.

Fig. 3 shows a couple of SEM Z-contrast micrographs corroborating
the AgNPs synthesis by the Lavandula angustifolia plant extract. The low-
magnification micrograph (Fig. 3a) shows a dense population of AgNPs.
While, the high-magnification image (Fig. 3b) illustrates semi-spherical
NPs and triangular nanoplates, having sizes smaller than 100 nm. In the
case of nanoplates, two orientations appear differing by the Z contrast
variations. Also, the EDS analysis confirms the presence of reduced silver
(inset Fig. 3a).

The XRD pattern was recorded after 72 h of reaction time to confirm
the crystalline structure of the products, as shown in Fig. 4. The prom-
inent diffraction peaks located at 38°, 44.5°, 64.5° and 77.6° correspond
to the planes (1 1 1), (20 0), (22 0) and (3 1 1) of the Ag fcc, (PDF
number 01-087-0720). From the (1 1 1) reflection, the FWHM, and the
Scherrer equation, the measured crystallite size was 20 nm. Other peaks
in the XRD pattern correspond to the organic compounds responsible for
AgNPs stabilizing, which is discussed later in the FTIR analysis.

TEM analyzed the structure, morphology, and size of the AgNPs.
Fig. 5a confirms the presence of AgNPs with semispherical and trian-
gular morphologies below 100 nm. Furthermore, the histogram (Fig. 5b)
achieved with 250 particles reveals AgNPs ranging from 5 to 90 nm.
However, the highest frequency is between 10 and 20 nm, with an
average size of 18 nm.

Fig. 5¢ shows a high-resolution transmission electron micrograph
(HRTEM) of the AgNPs obtained. The presence of lattice planes in the
image and the fast Fourier transform (FFT) confirm the crystalline na-
ture of the nanoparticles. The interplanar distance of the lattice fringes
was approximately 0.24 nm, which coincides with the (111) fcc Ag

——9mM
—7mM
&5 mM
———4 mM
——3mM
2mMm

Absorbance (a.u.)
o
(]

=

%41 \ .

0.2 4 —

00 ————
400 500 600 700

Wavelength (nm)

Fig. 2. UV-Vis spectra obtained from different molar concentrations.
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Fig. 3. SEM images of the AgNPs and EDS chemical analysis (insert).

1200
1000 ! @ Silver
| * Crganic compounds
2.800
2
E600—
E400
* (200)
2004
* | ¥
20 30 40 50 60 70 80
20 degree

Fig. 4. X-Ray diffraction patterns of the AgNPs.

planes. These findings are in good agreement with the XRD analysis.
In the spectrum before reduction (Fig. 6a), typical hydrogen reso-
nances of aromatic compounds were observed in the range of &
7.50-5.95, as well as those of glycosidic residues between & 5.50-3.02,
including a doublet at § 1.17 (6.9 Hz), typical of the methyl of the
rhamnose moiety [70], suggesting the presence of glycosidic flavonoids
[71] as the main constituents of the plant extract, which is consistent
with the previous literature on Lavandula angustifolia metabolites [72,
73]. After the redox reaction (Fig. 6b), the 'H NMR spectrum of the
supernatants showed only the presence of glycosidic compounds (&
5.50-3.02), which suggests that the flavonoids reacted with the metal
source and were anchored in the reaction of the metallic product.

Therefore, phenolic compounds act as a reducing agent.

Infrared spectroscopy is an alternative to identifying functional
groups of compounds involved in the synthesis of AgNPs [74,75]. Fig. 7a
shows the IR spectrum of the Lavandula angustifolia plant extract. The
following bands are in agreement with the presence of flavonoid com-
pounds; OH stretching vibration at 3329 em ™!, CH is stretching at 2922
and 2852 cm ™!, carbonyl stretching vibrations at 1732 and 1651 cm ™},
sp? carbon stretching vibration at 1604 cm™!, the CO band at 1236 cm
— 1; C-H out-of-plane strain vibration of aromatic rings at 850 cm! [76,
771. The most intense band observed at 1020 cm™ ! was defined as a
characteristic glucose peak [78]. These functional groups agree well
with those determined by NMR.

Fig. 7b shows the FTIR spectrum of the biosynthesized AgNPs. It
conserved the band corresponding to flavonoid compounds, shifting
towards smaller wavelengths observed for flavonoid-metal complexes
[79-81]. O-H vibration was observed at 3000 cm’l, while C-H stretch-
ing was observed at 2923 cm ™}, carbonyl stretching 1600 cm ™! (C = 0).
A band at 1379 cm ™! was associated with C-O, whose wave number
increased due to oxygen-metal coordination as suggested in other works
for the coordination complexes of flavonoids with transition metals
[72].

It is necessary to mention that in strains of Saccharomyces cerevisiae
and Kluyveromyces marxianus, resistance to external factors is related to
more significant oxidative stress and antioxidant capacity. Conse-
quently, the overexpression of antioxidant enzyme genes in Saccharo-
myces cerevisiae such as catalase [82]. In a previous study [83], the
Kluyveromyces marxianus strain SLP1 showed a higher specific growth
rate, biomass yield. However, it also showed decreased doubling time,
ROS production, lipid peroxidation, and increased catalase activity
caused by membranes enriched in saturated fatty acids. Therefore, the
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Fig. 5. a) Bright-field TEM image showing AgNPs with spherical and triangular morphologies, b) Histogram, and c) their high-resolution image (HRTEM).
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Fig. 7. FTIR images spectra obtained from the different samples (a) extract prepared from Lavandula angustifolia (b) AgNPs.

main difference between the yeast strains is the composition of fatty
acids, where the highest concentration belongs to the Kluyveromyces
marxianus SLP1 strain, followed by Kluyveromyces marxianus OFF1,
Saccharomyces cerevisiae MC4 and Saccharomyces cerevisiae W303,
respectively. The primary saturated fatty acids in yeast strains are
myristic, palmitic, stearic and arachidic. On the other hand, palmitoleic
acid is the unsaturated fatty acid with the highest concentration in the
strain Saccharomyces cerevisiae W303 and Kluyveromyces marxianus
OFF1, while in the yeasts Saccharomyces cerevisiae MC4 and Kluyver-
omyces marxianus SLP1, oleic acid is present in higher concentration. It is
vital because oleic acid is essential for membrane fluidity.

Fig. 8 shows the growth of 4 yeast strains exposed to Lavandula
angustifolia plant extract, 2.5 mM AgNPs solution, and 2.5 mM AgNO3
aqueous solution. The four strains in the YPD medium were used as
controls for the assay. Fig. 8a shows the evaluation of the different so-
lutions in 100 pl in the Saccharomyces cerevisiae MC4 strain. The results
indicate approximately a 20% decrease in the strain in the plant extract
and AgNPs. On the other hand, the yeasts incubated with AgNO3 showed
a decrease of up to 50% in their growth, determining that the AgNPs
have less toxicity than the ionic forms. Fig. 8b shows a similar com-
parison with the yeast Kluyveromyces marxianus OFF1 without

significant growth changes for the three cases. Fig. 8c shows the results
of the different solutions evaluated in the Kluyveromyces marxianus SLP1
strain. Yeast growth in the plant extract is attributed to the sugars
identified by NMR and FTIR. Finally, Fig. 8d shows the graph of the
solutions evaluated in the strain Saccharomyces cerevisiae W303,
showing a 10% decrease in AgNPs. The results did not show significant
changes in growth since the treated incubated strains showed a similar
effect to those without treatment. On the other hand, it is noticeable that
the genus Kluyveromyces marxianus showed higher resistance than the
Saccharomyces cerevisiae strains.

The MTT assay is responsible for determining the mitochondrial
functionality of the treated cells. Fig. 9 shows the effect of the different
solutions (AgNPs, plant extract, and AgNOs) in the four yeast strains
studied. It is noteworthy that the AgNPs did not present a significant
change in the cellular viability for Saccharomyces cerevisiae MC4
(Fig. 9a). On the contrary, the metabolic functionality of the yeasts
exposed to AgNOj3 salt showed a decrease up to approximately 50%.
Fig. 9b does not show significant damage in the Kluyveromyces marxianus
OFF1 strain with the AgNPs solution. The Kluyveromyces marxianus SLP1
strain has the best resistance to cellular damage (Fig. 9c) because it does
not show any significant change in the plant extract, AgNPs, and AgNOs3
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Fig. 8. Cellular growth assay of the different yeasts strains a) S. cerevisiae MC4 b) K. marxianus OFF1 c) K. marxianus SLP1 and d) S. cerevisiae W303.
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Fig. 9. Cellular viability assay of the different yeast strains a) S. cerevisiae MC4 b) K. marxianus OFF1 c) K. marxianus SLP1 and d) S. cerevisiae W303.

salt solution. Finally, Fig. 9d shows the results obtained for Saccharo-
myces cerevisiae W303 strain after the treatment. It was observed that the
viability suffers a reduction of approximately 30% in the case of AgNO3
addition. Also, a reduction in cell viability is noticeable when the
Saccharomyces cerevisiae W303 strain is exposed to the Lavandula
angustifolia plant extract. Some studies show that the Saccharomyces
cerevisiae strain has the least resistance to external factors. Arellano-
Plaza et al. [84] reported that Saccharomyces cerevisiae MC4 and Kluy-
veromyces marxianus OFF1 and SLP1 yeast strains could resist oxidative
stress long time compared to Saccharomyces cerevisiae W303.

For this reason, we suggest that the components of the plant such as
the flavonoid kaempferol malonyl, ursolic acid, chlorogenic acid, caffeic
acid, ferulic acid - 4 - O -glucoside, rosmarinic acid, apigenin rhamnosyl
glucoside, and i-vitexin kaempferol - 3 -coumaroyl glucoside cause an
increase in oxidative stress, favoring the accumulation of ROS. It is
essential to mention that the Saccharomyces cerevisiae W303 strain has
low viability, specific growth rate, and biomass yield since its

(=)}

physiological characteristics are those of a "factory organism cell." In
addition, changes in the lipid composition of the cell can influence the
activity of many membrane-associated proteins and transporters, lead-
ing to growth arrest and cell death. In summary, the high concentration
of secondary metabolites in the Lavandula angustifolia plant extract
causes a significant alteration of the membrane lipids in Saccharomyces
cerevisiae W303, affecting the function of proteins, preventing their
adaptation, and reducing their viability.

The above results indicate that the nanoparticles do not cause a
decrease in the cellular metabolic processes studied in the four strains.
Only in the case of AgNOs salt addition did the cell viability present
some significant change, showing that the AgNPs presents less toxicity
than ionic silver. On the other hand, the plant extract can increase the
viability compared with the control attributed to the presence of car-
bohydrates facilitating cellular metabolism.



M. Villalpando et al.

4. Conclusions

The green synthesis of AgNPs was achieved using the extract of the
Lavandula angustifolia plant as a reducing and stabilizing agent. The
reduction potential (DPPH) of the aqueous plant extract was determined
to be 80%. The concentration of the AgNO3 precursor salt was varied,
obtaining the best result at a concentration of 5 mM. The UV-Vis tech-
nique indicated an SPR band around 460 nm, corroborating the for-
mation of AgNPs. TEM, XRD, and SEM show the FCC structure of AgNPs
with a mean size of 18 nm and spherical and triangular morphologies.
FTIR and 'H NMR spectroscopies indicated that glycosylated flavonoids
are associated with the reduction and stabilization of AgNPs. On the
other hand, cytotoxicity tests showed that AgNPs do not exhibit signif-
icant effects on cell growth and inhibition. However, it was verified that
the strains of the genus Kluyveromyces marxianus showed greater resis-
tance to growth and cell viability than the genus Saccharomyces
cerevisiae.
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Currently, the synthesis of silver nanostructures, especially nanoparticles (NPs) has increased
considerably due to their high demand in various consumer products such as textiles, medical products,
paints, cosmetics, packaging of food, among others [1]. For this reason, green synthesis is considered a
viable alternative because it reduces the use and generation of toxic reagents for the environment and
human health [2]. However, controlling the polydispersity of NPs is a significant challenge that can be
improved with variations in the experimental parameters [3]. Thus, the present work evaluates the effect
of the magnetic stirring on the formation of silver nanoparticles (AgNPs) using a green approach by the
use of Lavandula angustifolia plant extract as a reducing and stabilizing agent.

Lavandula angustifolia was mechanically triturated in a ball mill to obtain fine powders. The infusion
was done mixing 2 g in 100 ml of deionized water (0.02 g/ml). The solution was heating at 60 °C for 20
min and finally was filtered. Also, silver nitrate salt precursor (AgNO3) was dissolved in deionized
water (10 mM). The synthesis reaction consisted of mix plant extract and AgNOs solution at room
temperature with a volumetric relation 1:1 varying magnetic stirring (0, 200 and 600 rpm) for 24 h. The
first indication of silver nanostructures formation was a color change in the solution from yellow to dark
brown, black and gray as the stirring magnetic increase (inset Fig. 1). The color change is due to the
surface plasmon resonance (SPR) found in the AgNPs. Subsequently, AgNPs were characterized by
UV-Vis spectroscopy (Ocean Optics USB-4000). Scanning Electron Microscopy was carried out in a
Jeol JSM-7600F microscope. X-ray diffraction in a D8 Advance DAVINCI lynx eye. Finally,
Transmission electron microscopy was performed in a Philips Tecnai F20. Fig 1 shows the UV-Vis
spectra that confirms the green synthesis reaction. It is observable three spectrums with a characteristic
wavelength between 400-550 nm that it is associated with AgNPs formation. Also, it is appreciated two
SPR peaks related to a second size distribution that disappears with an increase in the stirring. For the
solution evaluated at 600 rpm the width of the band was greater in comparison with the others, attributed
to the formation of larger silver nanostructures. SEM analysis is shown in Fig. 2 demonstrates the
presence of silver nanostructures in the reaction medium. Fig. 2a corresponding to the sample without
magnetic agitation reaffirms the synthesis of AgNPs. In this case, is observed the aggregation of NPs in
small zones forming islands. Otherwise, the sample with slow agitation (200 rpm) presented in Fig.2b
illustrates the separation of the islands improving the distribution. In the case of Fig. 2c it was identified
that increasing the magnetic stirring to 600 rpm, the number of collisions between nanoparticles
increased causing their coalescence, for this reason, the surfactants presented a rearrangement of the
initial stabilization that it was reflected in the formation of 1D silver nanostructures as rods. Also, the
EDS analysis confirms the presence of reduced silver (Fig 2d). Finally, Fig. 3 display the study of
structure, morphology, and size of the better sample (200 rpm) by TEM and XRD. Figure 3a shows that
AgNPs obtained are below 100 nm with an average size of 20 nm and two morphologies: spherical and
triangular. Fig 3b shows a high-resolution image (HR-TEM), and its corresponding FFT pattern reveals
the crystalline nature of AgNPs. The lattice fringes correspond to 0.24 nm distance that belongs to (111)
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crystallographic planes of silver. Fig 3c shows the XRD pattern illustrating the diffraction peaks indexed
by (111), (200), (220), (311), and (222) according to the standard diffraction data of silver (No. JCPDS
04-0850) with a lattice parameter of 0.408 nm. In summary, it was evaluated the effect of magnetic
stirring in the green synthesis of AgNPs using an aqueous extract of Lavandula angustifolia. The
velocity of 200 rpm reflected control in a dispersion of them with an average size of 20 nm with
spherical and triangular morphologies. TEM and XRD corroborate the crystalline structure of nanosolids
synthesized.
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Fig.3 AgNPs synthesized at 200 rpm a) Brlght f|eld image, b) high-resolution image indicating their
crystalline nature and ¢) XRD pattern.
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