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RESUMEN
En la presente investigacion se sintetizaron nanoparticulas de oro por medio de la planta
Cuphea aequipetala a partir del precursor HAuUCls, las cuales fueron caracterizadas por
medio de Ultravioleta Visible, Espectroscopia de Infrarrojo, Difraccion de Rayos X,
Microscopia Electrénica de Barrido, Microscopia Electronica de Trasmision, Espectroscopia
de fluorescencia, Microscopia confocal y Analisis de Potencial Z. Posterior a la sintesis se
recubrieron con rosa de bengala para ser utilizadas en aplicaciones biomédicas, para estudiar
el efecto fototérmico que tienen éstas mismas al ser ligadas a agentes organicos. En una
segunda fase del proyecto se sintetizaron nanoparticulas de oro cubiertas con Oxido de
zirconio para corroborar el aporte térmico que pudiera tener el cerdmico a las particulas
metalicas. Como tercera fase del proyecto se sintetizaron nanoparticulas de oro por medio de
complejos organometalicos a partir de clonix (clonixinato de sodio) como agentes reductores
y estabilizadores, evaluando su afinidad a diferentes cubiertas para aplicaciones teragnosticas
evaluando la luminiscencia y la generacion de calor a partir de radiacion del infrarrojo
cercano a 808 nm. Se incluye también la evaluacion de los nanomateriales sintetizados en las
bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en levaduras Saccharomyces cerevisiae
como modelo celular eucariota y células de cancer de cérvix. Las nanoparticulas de oro
fueron administradas de manera purificada y también con el extracto de la planta, de tal
manera que logramos identificar todos los efectos posibles generados por los residuos de la
sintesis. Debido a que se utilizd directamente el extracto, fue necesario también realizar
pruebas de identificacion de metabolitos de la planta y un analisis proximal. Este trabajo
buscard ser una alternativa de tratamiento quimioterapéutico, aprovechando que las
nanoparticulas de oro tienen afinidad por las células cancerigenas, funcionando, asi como
agente direccionado. Las propiedades fotocataliticas del oro permitiran por medio de

radiacion, la deteccion del mismo manteniendo el control de su ubicacién.

Palabras clave: Nanomateriales de oro, Cuphea aequipetala, fototerapia, clonixin, ZrO».

Pagina | Il



ABSTRACT
In this investigation, gold nanoparticles were synthesized by using the Cuphea aequipetala
plant extract with HAuCI4 precursor salt, which were characterized by Ultraviolet Visible
Spectroscopy, X-Ray Diffraction, Scanning Electron Microscopy, Transmission Electron
Microscopy, Fluorescence Spectroscopy, Confocal Microscopy, Infrared Spectroscopy and,
Z potential analyses. After the synthesis, they were covered with Bengal rose to be used in
biomedical applications, to study its photothermal effect when linked to organic agents. In a
second phase of the project, gold nanoparticles were synthesized with a shell of zirconium
oxide, analyzing the thermal contribution that the ceramic could have on the metallic
particles. As a third phase of the project, gold nanoparticles were synthesized by
organometallic complexes from clonix (sodium clonixinate) as reducing and stabilizing
agents, evaluating their affinity to different coatings for theragnostic applications as
luminescence and heat generation from near-infrared radiation at 808 nm. Also, this
investigation included the evaluation of nanomaterials synthesized in Escherichia coli and
Staphylococcus aureus bacteria, in Saccharomyces cerevisiae yeast as a eukaryotic cell
model and, HeLa cancer cells. The Au nanoparticles will be administered with some residues
of plant extract, in that case to identify all the possible effects generated by organic
compounds from the synthesis, it was also necessary to carry out identification tests for plant

metabolites and a proximal analysis.

This work will seek to be an alternative chemotherapy treatment, taking advantage of the fact
that gold nanoparticles have an affinity for cancer cells, working as well as a targeted agent.
The photocatalytic properties of gold will allow, through radiation, its detection while

maintaining control of its location.

Key words: Gold nanomaterials, Cuphea aequipetala, phototherapy, clonixin, ZrO,.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En las ultimas dos décadas, la nanobiomedicina ha experimentado un crecimiento expansivo
en el desarrollo de nanomateriales disefiados para mejorar el diagndstico, monitoreo y
tratamiento de diversas enfermedades incluidas cancer, Alzheimer, Parkinson, entre otras.
Tomando en cuenta que deban ser materiales altamente reproducibles controlando
morfologia, tamafio, carga superficial, composicion, biocompatibilidad, especificidad en
tejidos diana tiempo de circulacion sanguinea y su potencial desecho del cuerpo humano,
impulsando interesantemente sus propiedades dentro del area clinica [1]. Uno de los metales
de mayor interés es el oro ya que presenta una significativa relevancia dentro de las
aplicaciones bioldgicas, pero si bien, se espera que estos nanomateriales sintetizados
representen una mejora a los tratamientos abrasivos que existen hoy en dia, también se busca
que sean amigables con el medio ambiente, esto quiere decir, que los residuos de la sintesis
puedan ser desechados o degradados de manera segura para evitar la contaminacion de la
fauna y flora de nuestro planeta [2]. Por lo cual, los métodos de sintesis mediante extractos
de plantas o complejos metalicos significan una solucién para disminuir el uso de agentes
contaminantes provenientes de la sintesis quimica convencional, los cuales generan en
muchos casos ecotoxicidad que a largo plazo repercuten en problemas ambientales que
actualmente enfrentamos [3]. Por otra parte, se espera que los complejos de oro sintetizados
mediante  extractos de plantas anticancerigenas, farmacos 'y compuestos
termofotoluminicentes, ayuden en la deteccion y destruccion de células cancerigenas antes
de que puedan llegar a un estado metastasico, donde la expansion del cancer a otros 6rganos

pueda ser irreversible.

Ahora bien, el oro es un metal que presenta resistencia a la corrosion y oxidacién, lo cual
favorece sus aplicaciones médicas, ademas a nivel nanométrico, tiene propiedades dpticas
unicas debido al fenomeno de resonancia del plasmén de superficie, lo cual indica que tendra
una dispersién o absorcidn de la luz en respuesta a la oscilacion colectiva de los electrones
libres cuando la particula se expone luz en la longitud de onda de resonancia caracteristica

de dicho metal, que a su vez mediante agentes de superficie especificos, permiten modificar
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los rangos de deteccion hacia el infrarrojo cercano, en donde la radiacién poca o nulamente
se absorbe por el cuerpo humano, lo cual reduce los dafios abrasivos por terapias de radiacion
convencional y permite aplicar técnicas de bioimagen y agentes fototérmicos [4].

Por lo tanto, la idea central de esta investigacion fue sintetizar nanoestructuras de Au,
empleando la planta anticancer Cuphea aequipetala como agente reductor de la sal
precursora y estabilizante de los nanosélidos obtenidos, los cuales posteriormente fueron
recubiertos de rosa de bengala como agente luminiscente, también las nanoestructuras de oro
se sintetizaron a partir de complejos organometalicos de oro a manera de preservar sustancias
en su superficie que actden como anti- y ligantes (clonixin). Por otra parte, se agregé una
capa ceramica de oOxido de zirconio, demostrando que los cerdmicos como agentes de
recubrimiento resultan ser quimicamente inertes, biocompatibles, facilmente ligados a
grupos funcionales, con gran area superficial y poros bioactivos. Proponiendo de esa manera
3 diferentes alternativas de nanomateriales para aplicaciones teragndsticas para su futura
deteccidn en células cancerigenas. Ademas, se determinaron tamafios, formas, cantidad,
dispersion, termofotolumininiscencia y estructura cristalina por distintas técnicas de
caracterizacion como son Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), Espectroscopia de
Infrarrojo (FT-IR), Microscopia Raman, Difraccidn de Rayos X (DRX), Espectroscopia de
Absorcién Atomica (EAA), termografias, Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y
Transmisién (MET). Finalmente, se analizaron los compuestos organicos involucrados en la
sintesis de los nanomateriales mediante analisis bromatoldgico, fitoquimico. Ademas, se
evalud la toxicidad de los nanomateriales recubiertos mediante ensayos de crecimiento y

viabilidad celular, en cajas Petri mediante método de disco.
1.1 Justificacion

Las nanoparticulas se caracterizan por tener un tamafio tan singular que les confiere
diferentes propiedades comparadas al material en granel, dando asi nuevas posibles
aplicaciones, pero que pasa si dichos nanomateriales presentan residuos de sintesis dafinos
para la salud y el medio ambiente, tales como el citrato trisodico, tartrato de sodio y
borohidruro sédico, en el caso de este ultimo, produce ecotoxicidad aguda en la zona de
vertido, ya que reacciona con el agua y es dificil de recuperar o limpiar, ademas es altamente

flamable, y provoca quemaduras graves en la piel e irritacion severa de los o0jos y también
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puede producir intoxicacion por ingesta. Entonces la produccién de nanomateriales se vuelve
un problema, la gran solucion que se ha encontrado a este tipo de dafios es la generacion de
nanoparticulas mediante sintesis verde basada en el uso de plantas o derivados de productos

naturales como agentes reductores y estabilizantes.

Ahora bien, se conoce actualmente que la deteccion y tratamiento de tumores cancerigenos
puede llevarse a cabo mediante nanomateriales, pero algunas veces las respuestas de la
termofotoluminicencia son bajas, lo cual limita sus aplicaciones, una herramienta que
actualmente ha resultado atil para potenciarles dicho efecto es recubrir los nanomateriales
con sustancias ya sea organicas, poliméricas o ceramicas con el fin de aumentar la generacién
de calor y luminiscencia para detectarlas en los sitios activos y hacerlas mayormente

efectivas.

Por estas razones el presente trabajo ésta dirigido a la creacion de materiales con aplicaciones
teragndsticas, aprovechando sus ventajas térmicas y luminiscentes, para posteriormente en
trabajos futuros ser aplicadas en células de cancer de mama in vitro, mejorando asi las

actuales técnicas de deteccion y tratamiento contra dicha enfermedad.
1.2 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoestructuras de Au utilizando métodos verdes mediante el
extracto de la planta anticancer Cuphea aequipetala, evaluando su afinidad a diferentes
cubiertas como rosa de Bengala, 6xido de zirconio y clonixinato de sodio, cdmo agentes

reductores y estabilizadores para aplicaciones teragndsticas,

1.2.1 Obijetivos especificos

e Realizar estudios estructurales de la planta Cuphea aequipetala por medio de
espectroscopia de infrarrojo, analisis bromatoldgicos y fitoquimicos.

e Sintetizar a través de métodos verdes nanoestructuras de Au a partir del extracto de
la planta Cuphea aequipetala, variando agitacion, concentracion de la sal precursora,
concentracion del extracto, agentes nucleantes.

e Recubrir las AuNPs con rosa de bengala en la superficie.

e Sintetizar AuNPs con la capa de éxido de zirconio.

e Aislar el compuesto clonixin de productos farmacéuticos comerciales.
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e Generar el complejo de coordinacion organometalicos.

e Determinar la concentracion quimica elemental de los nanomateriales sintetizados a
partir de espectroscopia de absorcion atomica.

e Caracterizar estructuralmente los nanomateriales de oro mediante las técnicas:
espectroscopia ultravioleta visible, espectroscopia FT-IR y analisis del potencial Z.

e Describir morfoldgica y estructuralmente los nanomateriales mediante difraccion de
rayos X, microscopia electronica de barrido y transmision.

e Evaluar la termofotoluminicencia de las nanoestructuras de oro con las diferentes
cubiertas a diferentes tiempos y rangos de radiacién mediante cAmaras termograficas.

e Determinar la toxicidad de los nanomateriales-recubiertos en bacterias como
Escherichia coli y Staphylococcus aureus y levaduras como Saccharomyces

cerevisiae.

1.3 Hipdtesis

A partir de las sustancias presentes en el extracto de la planta Cuphea aequipetala en conjunto
de variaciones estratégicas de sintesis sera posible obtener nanomateriales de oro que se
recubriran con rosa de bengala para potenciar su luminiscencia, aprovechando a su vez que
si hubiese residuos de la planta éstos mismos poseen caracteristicas anticancerigenas, los
cuales actuaran conjuntamente para la destruccion celular, por otra parte, sintetizar
favorablemente nanomateriales de oro a partir de complejos de clonixinato de sodio como
agente de reduccion, estabilizacion y anti-inflamatorio para mejorar su potencial
anticancerigeno y finalmente producir nanomateriales de oro a cubiertos con éxido de
zirconio como agente de amplificacion de la termoluminicencia. Siendo asi 3 posibles
nanomateriales de oro evaluables en futuros tratamientos contra células de cancer de mama

in vitro.
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CAPITULO 11
REVISION BIBLIOGRAFICA

En el siguiente capitulo se presentara informacion precisa sobre antecedentes y teoria acerca
de la sintesis de nanomateriales de oro y la conjugacion de compuestos organometalicos
precursores de nanomateriales, los cuales han tenido éxito en diversas aplicaciones,
principalmente en el area de la biomedicina. Ademas de las propuestas mas significativas de
lo que se realizo en el desarrollo del presente trabajo de investigacion, apoyados en la

literatura actual.
2.1 Nanociencia y nanotecnologia

La nanotecnologia representa ser hoy en dia, un camino revolucionario para el desarrollo
tecnoldgico refiriéndose a la gestion del material a escala nanométrica que representaria ser
la milmillonésima parte de un metro (Figura 2.1). La nanotecnologia abarca literalmente la
fabricacion y aplicacion de sistemas quimicos, fisicos y bioldgicos a escalas que van desde
moléculas o atomos individuales hasta dimensiones submicronicas, y también la integracion
de estos nanomateriales resultantes en sistemas mas grandes. El descubrimiento y uso de
nanomateriales ha permitido la introduccion de muchas &reas nuevas de tecnologia en
nanomedicina, biosensores, bioelectronica, catalisis, conversién de energia solar y

tratamiento de agua [5].

A medida que disminuyen las escalas de longitud de los materiales, los efectos de area de
superficie se vuelven extremadamente importantes y aparecen efectos cuanticos que
conducen a cambios profundos en las propiedades de los materiales y dispositivos. Un efecto
del pequefio tamarfio de los materiales es el creciente porcentaje de &tomos que estan situados

en la superficie de los objetos [6].

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha emergido como un campo multidisciplinario, en el
que se debe adquirir una comprension fundamental de las propiedades eléctricas, dpticas,
magnéticas y mecanicas de las nanoestructuras prometiendo entregar en la proxima
generacion de materiales, funciones con una amplia gama de aplicaciones, debido al area

superficial. Un resultado importante de la gran area de superficie por unidad de masa es la
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reactividad de los materiales con tamafio nanométrico. Si, por ejemplo, la superficie de las
nanoparticulas no esta protegida por la pasivacion de la superficie, las interacciones entre las
particulas se produciran facilmente. Por lo tanto, en nanotecnologia, los conceptos comunes

de la quimica pierden su validez [6].

Es un error pensar que la nanotecnologia es un invento humano reciente, de hecho, existen
muchos organismos que, a lo largo de millones de afios, mediante procesos tan comunes
como la fotosintesis logra manipular la materia en la escala atdmica, ya sea para separar
cargas eléctricas, transportar protones y convertir la energia solar en energia quimicamente
atil con la finalidad de construir subestructuras especializadas, como almacenar informacion,

reproducirse o moverse [7].

Niveles de la escala nanométrica
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Figura 2. 1 Comparacién de tamafios en diferentes sistemas [6] .

2.2 Métodos de sintesis de nanoestructuras

Muchas de las propiedades de los materiales dependen de como se comporten los electrones,
ya sea en movimiento u ordenados, limitandose por las dimensiones del propio material.
Ademas, la proporcion de atomos en el area superficial con respecto al interior es mayor en
materiales nanométricos que en materiales de tamafio mas elevado. Por consiguiente, si se
reducen las dimensiones de un material, se modifican sus propiedades y en consecuencia se

pueden disefiar materiales con propiedades especificas.

Pagina | 19



De acuerdo al numero de dimensiones que se encuentren en el régimen nanométrico [8], los

nanomateriales pueden clasificarse en cuatro diferentes tipos (Figura 2.2):

1. Materiales OD: Las tres dimensiones del material se ubican en el régimen
nanomeétrico, estos nanomateriales incluyen pequefios agregados atdmicos (cluster)
compuestos por una pequefia cantidad de atomos, a esta categoria corresponden las
nanoparticulas.

2. Materiales 1D: Tienen una longitud variable, conservan dos de sus dimensiones en el
régimen de nandmetros, como es el caso de los nanoalambres y nanotubos.

3. Materiales 2D: Presentan areas de tamafio indefinido, mantienen su espesor en el
orden de 1 a 100 nm, como el caso de las peliculas delgadas.

4. Materiales 3D: En este régimen, los sélidos tridimensionales estan formados por

unidades nanomeétricas.

Figura 2. 2 Clasificacion de las nanoestructuras de acuerdo a sus dimensiones [4].

Ahora bien, el procedimiento y las condiciones de sintesis influyen directamente en la forma
y tamafio de los nanomateriales, por lo que existen diversos tipos de elaboracion que utilizan
métodos quimicos, fisicos y bioldgicos, los cuales pueden ser establecidos por medio de
diferentes criterios dependiendo si son arriba-abajo o abajo-arriba (Top- down y bottom-up,
por sus siglas en inglés) [9]. En los primeros se reestructura un material a granel para obtener
individuos mas pequefios, parcialmente separados, procesados o depositados, ya sea por
medio de molienda, métodos quimicos y la volatilizacion de un solido seguido de la
condensacion del mismo, con el fin de formar los nanomateriales. En segundo caso, los

nanomateriales se ensamblan a partir de blogues de construccion basicos como moléculas o
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nanoclusters con propiedades adecuadas que ayudan a crecer, a partir de precursores

elementales formando un montaje de mayor tamario (Figura 2.3)

Método arriba-abajo Método abajo-arriba

— -
., .

.
.,

. » -
e {:. precursor

L)
> o d
energia e g
i formacionde *%*

) iones, radicalesy 'l

O W NS
oV electrones

w W
fragmentos J| POV© 1
SN condensacion

. S ® ol.d
separacion de Ju— t_= solidos

monocapas Nanopaticulas

Figura 2. 3 Enfoques de sintesis de nanoestructuras [10].

Para el caso de la presente investigacion se utilizo el método de abajo-arriba con el cual se
pretende que los iones, se reduzcan y se formen agregados, de tal manera que se formen
nanoparticulas estables, mediante el método de sintesis verde [11], basado principalmente en
la sintesis quimica convencional a partir de una sal precursora del metal a utilizar, que en
nuestro caso de estudio es acido tetracloro aurico (HAUCL.), y los agentes estabilizadores y
reductores son los componentes de la planta Cuphea aequipetala los cuales se encuentran
presentes en el extracto de la misma (Figura 2.4), en clonixinato de sodio, respectivamente.
Algunos de los factores que cominmente afectan la sintesis de nanoparticulas son la
temperatura, agitacion, pH, concentraciones de la solucién de la sal precursora, concentracion
del extracto de la planta, agitacién mecanica o ultrasonica y uso de microondas, los cuales
nos afectan directamente en el tamafo, forma y estructura de los nanomateriales. Los
mecanismos de sintesis bioldgica por medio de plantas son aun desconocidos, debido a que
es dificil predecir cual de los componentes de la planta o conjuntos de ellos mismos son los
encargados de estabilizar y reducir la sal precursora para obtener las nanoparticulas, pero

mediante métodos de analisis estructural organico, es posible tener un buen acercamiento
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sobre aquellas sustancias que podrian ser las encargadas del proceso de formacion de

nanoparticulas.

"‘; '@ j ;\? ’
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reductor  [u) “( =) Nucleacion Crecnmlento Proteccion
Aua $ -;‘ ‘\i-/ ’ ‘ A ..':‘l
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Au Clusters Particulas

Figura 2. 4 Proceso de formacion de nanoparticulas [6].

2.3 Caracteristicas y constituyentes fitoquimicos de la planta Cuphea aequipetala.

Esta planta es la Cuphea mas comin de México, crece preferentemente a la orilla de los
prados y caminos, sobre todo en lugares semi humedos. De manera popular se le conoce
como hierba del cancer y se encuentra en los estados de Chiapas, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacén, Morelos,
Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz
[12]. Esta misma es una hierba grande, a veces algo lefiosa hacia la base, en otras ocasiones
se presenta con pelos rigidos y erectos combinados con otros largos y muy entrecruzados, el
fruto es una cépsula, la cual tiene semillas aproximadamente 8 a 14, frecuentemente 5, casi

globosas, de aproximadamente 2 mm de largo (Figura 2.5).

Figura 2. 5 Planta Cuphea aequipetala en su habitad natural [13].

Prefiere crecer en zonas climaticas con pastizales, selva baja subperennifolia, bosques de
pino y encino, es perenne, aunque en zonas del bajio prolifera de mayo a noviembre. Se
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utiliza como antiinflamatorio, para curar golpes, infecciones, disenteria, diarrea, paperas y

calentura; se dice que también cura el cancer [14].
2.4 Oxido de zirconio

Los materiales ceramicos poseen caracteristicas interesantes, que permiten su aplicacion en
diferentes areas, debido a su morfologia porosa, su posible biocompatibilidad y su elevada
dureza, aspectos que surgen como consecuencia de su composicion quimica y su estructura
cristalina. El ZrO> puede presentarse en tres fases cristalinas, las cuales dependen de la
temperatura de obtencion. La fase monoclinica es estable termodinamicamente, desde
temperatura ambiente hasta 1170 °C. Esta fase se utiliza para producir recubrimientos
abrasivos, pigmentos inorganicos y componentes eléctricos. La fase cristalina tetragonal
obtenida de 1170 °C hasta 2370 °C, se la fabricacion de piezas dentales y protesis de cadera,
debido a su elevada dureza y resistencia al desgaste. La fase cibica se considera estable hasta
su punto de fusion (2650 °C). Esta fase posee una excelente conductividad i6nica, por tal
motivo el material en esta fase, se puede utilizar como sensor de oxigeno y adsorbente de

gases en camaras de vacio [15].

En general, los materiales con base en ZrO> tienen excelentes propiedades mecénicas y son
guimicamente inertes. Ademas, son resistentes al calor, tienen un alto indice de refraccion y
son adecuados para diversas aplicaciones épticas. Por ejemplo, las microparticulas a base de
zirconia se han utilizado para la fabricacion de vidrios foténicos y para el disefio de nuevos

absorbentes/emisores NIR para mejorar la eficiencia en sistemas TPV.

El ZrO> se puede sintetizar mediante el método hidrotérmico, sin embargo, este método es
de alto costo, ademas de ser toxico y requerir bastante consumo de energia. Una alternativa
es utilizar la técnica sol-gel modificado, la cual, es considerada un método sencillo,
econdmico, que requiere baja temperatura de procesamiento y permite lograr una pureza
homogénea, minimizando la contaminacion del aire [16]. El ultrasonido y las microondas
son dos técnicas importantes en la sintesis de compuestos quimicos, por la energia que
aportan a los procesos; la primera se basa en el fenémeno de la cavitacion, y la segunda se

fundamenta en que la radiacion emitida incide sobre los 4&tomos o moléculas de los
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materiales. En el presente trabajo se utilizé un método modificado de sol-gel para producir

la cubierta cerdmica de ZrO en las AuNPs.
2.5 Caracteristicas del Clonixinato de lisina precursor de clonixinato de sodio.

El clonixinato de lisina es un medicamento que actia impidiendo la formacién de
prostaglandinas en el organismo, ya que inhibe a la enzima ciclooxigenasa [17]. Las
prostaglandinas se producen en respuesta a una lesion o a ciertas enfermedades y provocan
inflamacion y dolor. Estd indicado como analgésico, reduce la fiebre y actia como
antiinflamatorio en pacientes que cursan con dolor agudo o cronico. Se utiliza también para
tratamiento de afecciones de tejidos blandos, cefalea, otalgias, sinusitis y herpes zoster.
Intervenciones ginecoldgicas, ortopédicas, uroldgicas y de cirugia general. Este farmaco, al
liberarse de la lisina se enlazara al sodio permitiendo de esta manera la formacion de un
compuesto que permite la coordinacién mediante los grupos carboxilato con iones de Au para
la formacidn de nanoparticulas que en su superficie contengan el farmaco, dandole una doble
funcionalidad a los nanomateriales. Los grupos carboxilato son importantes por su
versatilidad en el campo de la quimica inorganica [18], debido a los modos de coordinacion
que pueden adoptar (Figura 2.6), esperando de esta manera que el oro proveniente de la
solucién precursora pueda enlazarse de alguna de estas coordinaciones [19], para que
posteriormente se logre la reduccidn del metal a cero valente y se formen las nanoestructuras
de oro con residuos de clonixinato de sodio, que futuramente actlen como agentes
antiinflamatorios en los pacientes con cancer de mama, ya que uno de los sintomas que

acompafan la metastasis celular son las inflamaciones.
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Figura 2. 6 Posibilidades de coordinacién organico-metalica [19].
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2.6 Aplicaciones de los nanomateriales de oro

Las Nps de metales nobles y especificamente, las de oro (AuNPs), exhiben propiedades
fisicas (punto de fusion bajo y mayor area superficial especifica), quimicas (mayor niumero
de &omos en la superficie y elevada reactividad) y bioldgicas (no destruyen las células
comparado con las de AgNps), intrinsecas a su tamafio nanométrico, ademas, las AuNPs
pueden ser producidas en distintos tamafos y formas, lo que implica que puedan ser
facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros,
cerdmicos, sondas de diagnostico, farmacos, material genético, etc.), esto genera gran interés
en utilizarlas en maltiples campos [20]. La aplicacion de oro en la medicina no es una técnica
del todo nueva, el descubrimiento por Robert Koch del efecto bacteriostatico del cianuro de
oro frente al bacilo de la tuberculosis, marca el comienzo de su utilizacion en la medicina
moderna siendo introducido en la terapia de la tuberculosis en 1920 [21]. Hoy en dia, las
nanoparticulas de oro destacan especialmente por sus propiedades fototerapéuticas (Figura
2.7). En presencia de luz laser las AuNPs se activan y desprenden calor, siendo muy utiles
en el tratamiento selectivo de células tumorales para deteccién precoz, diagnostico y
tratamiento contra el cancer [22]. Ademas de su extraordinario potencial como agentes
fototerapéuticos, las AuNPs pueden utilizarse en la elaboraciébn de particulas
nanoestructuradas para el transporte y la vectorizacion selectiva de farmacos y
macromoléculas terapéuticas, asi como en terapia génica (vehiculizacion de plasmidos,
DNA, RNA, etc.) [23]. También destaca el empleo de las AuNPs en la elaboracion de
sistemas transportadores inteligentes que permiten controlar, en el espacio y en el tiempo, la
liberacion del compuesto terapéutico asociado, ya sea por activacion de un estimulo biolégico
interno o externo [24]. Ahora bien, no solo son de gran importancia en el campo de la
medicina sino también en la produccion de alimentos, donde se emplean las AuNPs como
parte integrante de nanocompuestos poliméricos. Estos se utilizan en la fabricacion de
envases con propiedades antimicrobianas o para incrementar la resistencia a la abrasion de
los envases [25].Asimismo, ya se han elaborado indicadores de tiempo-temperatura a partir
de AuNPs [26]. La empresa Timestrip UK Ltd. ha desarrollado un dispositivo a partir de oro
coloidal, que permite establecer si los alimentos procesados y congelados, han sido
mantenidos a temperatura adecuada a lo largo de la cadena de produccion y distribucién. El

funcionamiento de este dispositivo adherido al envase, se basa en un fendmeno simple, ya
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que a temperaturas inferiores a la de congelacion, se produce una aglomeracion irreversible
de las AuNPs dando lugar a una solucion transparente. Por otra parte, cuando la temperatura
sobrepasa el valor establecido, las AuUNPs coloidales se dispersan en la suspension, dando
como resultado un color rojo intenso. Pero que nuevos desarrollos se tienen dentro del area
biomédica, se ha demostrado que eficazmente mediante nanomateriales de oro se puede
erradicar por lo menos un 80% de células cancerigena [27] ampliando asi las expectativas de
vida de los pacientes con dicha enfermedad, generando asi dafios abrasivos menores a los
empleados en la medicina convencional con base en tratamientos de termofotoluminiscencia

los cuales les llaman métodos teragnosticos [28].
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Figura 2. 7 Aplicaciones de las nanoparticulas de Oro en células [29].

2.7 Cancer de mama

El pecho 0 mama se compone de tres principales tipos de tejidos, glandulares, estromales y
ademas tejido linfatico. Los primeros tejidos albergan las glandulas productoras de leche
(I6bulos) y los conductos (los pasajes de la leche) mientras los segundos incluyen tejidos
grasos y fibroso-conectivos de la mama, por ultimo, el tejido linfatico el cual contiene el

sistema inmunitario que elimina los liquidos y los desechos celulares (Figura 2.8).
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Figura 2. 8 Principales tejidos constituyentes del pecho materno [30].

Hoy en dia, el cancer de mama es el cancer mortal potencialmente mas diagnosticado y la
principal causa de decesos en mujeres. Este tipo de cancer es originado en las células del
tejido mamario, la mayoria comdnmente desde el revestimiento interno de los conductos
lacticos o los I6bulos, éste cancer presenta un ADN Y ARN muy similar a las células de las
cuales éste se origing, lo que hace que el sistema inmune no las detecte [30].

Las células cancerigenas se forman a partir células normales debido a una modificacion
(mutacion de ADN y/o ARN). Estas pueden ocurrir espontaneamente o pueden ser inducidos
por otros factores tales como: radiacion nuclear, radiacion electromagnética (microondas,
Rayos X, Rayos Gamma, Rayos Ultravioletas, etc.), virus, bacterias, hongos, parasitos
(debido a la inflamacién de los tejidos o irritacion), productos quimicos en el aire, agua y
comida, lesion mecénica a nivel celular, radicales libres, evolucion y envejecimiento de ADN
y ARN, dieta pobre (entorno celular no saludable), personas con predisposiciones genéticas
y personas de avanzada edad (mas de 80), por lo cual los métodos de deteccion y tratamiento
son muy variados.

Las técnicas de tratamiento dependen de la etapa en la cual se encuentre desarrollado el
cancer, pueden variar desde una extraccion del tumor (lumpectomia) hasta la extirpacién del
seno (mastectomia) o pueden llevarse a cabo cirugias de ganglios linfaticos centinela que
contienen al cancer, para asi permitirle a las mujeres conservar el seno. Otros tipos de
tratamiento son la radioterapia que implica el uso de rayos X de alta energia o rayos gamma

que apuntan a un tumor o sitio de tumor post cirugia, la quimioterapia que es el uso de
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medicamentos anticancer para tratar células cancerosas, siendo esas las mas comunes aunque
actualmente se encuentra en desarrollo el uso de terapia génica, inactivacion oncogénica,
induccién de suicidio celular, aumento de genes supresores tumorales, quimioproteccion,
expresion de citoquinas ectopicas, oncalisis mediada por virus, mejoramiento del sistema

inmune y medicina nanotecnoldgica [30].
2.7.1 Terapias teragndsticas usando termofotoluminiscencia de nanomateriales.

Los nanomateriales termosensibles destacan por su capacidad para apuntar a sitios
preseleccionados en respuesta a un cambio en la temperatura. Esto los hace candidatos fuertes

para lograr intervenciones terapéuticas minimamente invasivas [31].

Estos mismos, son materiales muy prometedores para los sistemas de administracion de
farmacos, dispositivos analiticos y de diagndstico y terapia térmica. Los vehiculos de
nanoentrega poseen claras ventajas sobre los métodos convencionales de administracion de
farmacos [32]. Como primer ejemplo, debido a su pequefio tamarfio, los nanomateriales son
capaces de sortear las barreras biolégicas, como las membranas celulares y la barrera
hematoencefélica, 1o que permite que se administren mayores concentraciones de agentes
terapéuticos. En segundo lugar, los nanotransportadores pueden funcionalizarse con agentes
de direccionamiento activos para permitir el suministro selectivo, minimizar los efectos
secundarios y limitar el desperdicio de medicamentos. En tercera posicion pero no de menor
importancia, tenemos que cuando los nanomateriales alcanzan la maxima acumulacion en los
sitios requeridos, ellos mismos pueden ser desencadenantes para la eliminacién no invasiva
de células dafiadas [33]. La temperatura es un ejemplo tipico de "desencadenantes” no
invasivos en el sitio enfermo, lo cual representa que se podrian tener agentes localizados para
destruccidn celular, ya que en esos sitios las células del tejido tumoral son mas hipoxico,
acidas y deficientes en nutrientes, en comparacién con los tejidos normales, haciéndolas un

blanco perfecto para las pruebas terapéuticas basadas en generacion de calor [34].

La sintesis de nanoparticulas de oro ha sido ampliamente explorada debido a sus multiples
propiedades y aplicaciones, sin embargo, en la actualidad se busca que dichos materiales sean

multifuncionales principalmente con actividad biologica, a partir de ligantes y/o surfactantes
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con propositos bien establecidos como luminiscencia, liberacion de farmacos, enlace a

celulas tangentes mediante proteinas, etc [35, 36].

El &rea de investigacion que involucra la interaccion laser-material ha crecido con el
descubrimiento del laser por Maiman en 1960. EI conocimiento sobre el mismo es esencial
para analizar los procesos en varios campos como aplicaciones de defensa, médicas,

industriales y energéticas [37].

La irradiacion con laser es un proceso fototérmico mediante el cual el objetivo absorbe la
energia del laser y se calienta. Cuando la intensidad del laser es lo suficientemente alta,
calienta el objetivo y podrian dar como resultado la formacién y el crecimiento de burbujas
dentro del liquido, lo cual podria generar en el material la liberacion de electrones, iones,
atomos neutros y/o fragmentos. Los electrones libres absorben la parte restante del pulso
laser incidente a través de bremsstrahlung inverso y dan como resultado un estado de
ionizacion mas alto, formando especies calientes de iones y electrones [38, 39]. Por lo cual,
en este capitulo se irradiaron las nanoparticulas de Au con diferentes longitudes de onda de
laser para poder demostrar el efecto térmico generado por la radiacion o el cambio de tamafio

en las AuNps.

Para esta investigacion se utilizaron 3 tipos distintos de laser en diferentes longitudes de onda
siendo 808 nm, 532 nm y 390 nm; sabiendo que la primer longitud tiene alta penetracion en
la piel por lo cual puede ser utilizada perfectamente para el analisis de nanomateriales en el
cuerpo humano mediante la generacion de calor en las AuNps; las otras dos longitudes por
su dimensién de onda corta no permiten mucho tiempo de exposicion en la piel ya que
podrian generar dafio celular, por lo cual solamente se utilizaron para analizar el cambio de

tamario de las AuNps.

Existen algunos trabajos ya reportados en la literatura como lo es el realizado por Zhang et
al [40], ellos en ese caso sintetizan nanoparticulas de Au a partir de un método hidrotermal,
utilizando PVP, etilenglicol, citrato de sodio y HAuCls, con mezclas de etanol agua en
agitacion. Sus AuNps funcionaron como decoracion de nanoparticulas de manganeso en
forma de flor de aproximadamente 1 micra con espesor de 8 nm, las AuNps mostraron

tamarios cercanos a 36 nm. Mediante su anélisis térmico en sus nanoparticulas mostraron
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diferenciales de temperatura de 20 °C, indican que su temperatura inicial fue la ambiental
(25 °C), lo cual indica que su maximo de temperatura alcanzado fue aproximadamente 45 °C
en un tiempo maximo de exposicién de 45 minutos. Este trabajo previo y algunos otros fueron

utilizados como modelos para el andlisis de las AuNps mediante laser en 808 nm.

Por otra parte, Simon et al.[41] Sintetizaron nanoparticulas de Au mediante PVP y HAuCls,
con la radiacion a 532 nm para analizar el cambio de tamafio de las mismas a diferentes
tiempos de exposicién como lo fueron 0, 5, 15 y 30 minutos. Con lo cual obtuvieron
incremento del tamafio y forma de las nanoparticulas de Au desde 10 nm (forma esférica)
hasta generar tamarfios cercanos a 100 nm (forma cuasiesférica). Concluyen que el tiempo de
exposicion al laser genera la agregacion de las nanoparticulas pequefias coalesciendo hasta
tamarios superiores. Debido a este efecto se propuso analizar las nanoparticulas de Au que se
sintetizaron previamente con el laser a 532 nm y se decidio utilizar el laser en 390 nm para

determinar si existe un efecto similar a lo ya reportado.
2.8 Bacterias, Levaduras y células HeLa.

Cualquier organismo modelo representan un recurso invaluable para la investigacion
fundamental y aplicada, permitiendo la prediccion, modelado e identificacion de mecanismos
de accion en el campo de la nanotecnologia biomédica, los nanomateriales, la nanocatéalisis
y evaluacion de la toxicidad. Los organismos modelo son aptos para iteraciones rapidas del
ciclo de disefio-construccion-prueba-aprendizaje, para la investigacion biotecnoldgica

industrial debido a su amplia caracterizacion y bajo costo de reproduccion.

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa coliforme con forma de bastén que se
encuentra comdnmente en la parte inferior del intestino de los organismos de sangre caliente
[42]. La mayoria de las cepas son inofensivas, pero algunos serotipos pueden causar
intoxicacion alimentaria. La inofensiva E. coli beneficia a los huéspedes al prevenir la
colonizacion de bacterias patogenas en el intestino. Crece masivamente en condiciones
aerobicas durante tres dias y, luego de este periodo, su tasa de crecimiento disminuye. Las
células sobreviven fuera del cuerpo por un tiempo limitado. Son excelentes indicadores para
las pruebas ambientales de contaminacion fecal. Es facil de cultivar en el laboratorio y ha
sido muy estudiado como organismo huesped para trabajos de ADN recombinante. Es el
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organismo microbiano mas popular; debido a su alta disponibilidad facilitado una excelente
caracterizacion bioquimica y fisioldgica. E. coli podria considerarse una piedra angular en el
avance de estudios enfocados en biorremediacion, medicina y enfoques cataliticos; se sabe

que se utiliza como modelo para evaluaciones antibacterianas y contaminacion del agua.

Staphylococcus aureus es adaptable [43], coloniza en alrededor del 30 % de los humanos
[44], pero también tiene la capacidad de ser un patdgeno oportunista grave, a menudo a través
de lesiones o intervencién médica [45]. Al ingresar a un huésped, S. aureus puede infectar
un amplio repertorio de sitios alrededor del cuerpo, causando infeccién de piel y tejidos
blandos [46]. Ademas, las infecciones son inherentemente dinamicas a medida que avanza
puede potencialmente lograr la mortalidad del huésped. Tal versatilidad se manifiesta por la
adaptacion fisiologica a un entorno cambiante. Por lo cual, es de suma importancia conocer
los mecanismos de eliminacién de esta bacteria, incluyendo métodos de accion mediante el

uso de nanoparticulas.

Saccharomyces cerevisiae se establecio como la levadura més utilizada para la produccion
de cervezas, asi como un modelo principal para la genética y la biologia celular, es un
eucariota unicelular pequefio, por lo tanto, contiene un nudcleo y otros organulos unidos a la
membrana [47]. Las células de levadura son relativamente faciles de cultivar en el laboratorio
mediante condiciones simples ya que no necesitan un medio complejo para su crecimiento.
Ademas, las células se dividen rapidamente, cada 90 min, en condiciones dptimas de
laboratorio a través del proceso de brotacion, donde una célula hija mas pequefia y
genéticamente idéntica brota de la célula madre durante la mitosis [48]. Las caracteristicas
de la levadura como el ciclo de vida corto, la facilidad de manipulacion, el genoma bien
anotado, hacen de esta levadura un organismo modelo excelente para estudiar los procesos
celulares homologados a las células de los humanos, por lo cual ayuda a predecir
comportamientos de los nanomateriales previos a su uso en células humanas que resultan ser
muy costosas.

Las células HelLa son cancerosas y tienen como muchos tumores, genomas llenos de errores,
con una 0 mas copias de muchos cromosomas: una célula normal contiene 46 cromosomas,
mientras que las células HelLa contienen de 76 a 80 cromosomas en total, algunos de los

cuales estan mutados, lo que hace que se acumulen errores en el genoma a medida que se
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producen divisiones celulares descontroladas [49]. Crecen inusualmente rapido, incluso
considerando su estado canceroso, duplicando el nimero de células en solo 24 horas, lo que
las hace ideales para pruebas a gran escala. Las células HeLa parecieran ser son inmortales,
lo que significa que se dividiran una y otra vez. Este desempefio puede explicarse por la
expresion de una telomerasa hiperactiva que reconstruye los telomeros después de cada
division, previniendo el envejecimiento celular y la senescencia celular, y permitiendo
divisiones perpetuas de las células. Debido a lo anterior, se considera un modelo celular
importante ya que, si se logra su eliminacién, representara un logro significativo para la
ciencia y la humanidad, de ahi el motivo de utilizar en el presente estudio limneas celulares
de HelLa.

2.9 Estado actual

En la actualidad ha aumentado el interés por el uso de nanomateriales de oro como
tratamiento en diversos tipos de cancer para disminuir los efectos que conlleva la
quimioterapia tradicional, por lo cual se han desarrollado diversas investigaciones
conjugando farmacos a las nanoparticulas, funcionalizdndolas por medio de agentes de
direcciéon especifica a células cancerigenas reduciendo asi la toxicidad y actualmente

generando nanomateriales con propiedades fototérmicas.
2.9.1 Sintesis de nanomateriales por vias verdes para aplicaciones de terapia fototérmica.

Como ya se ha hablado anteriormente, los nanomateriales de oro presentan muchas
aplicaciones potenciales en la medicina actual, la cual aprovecha la generacion de
termofotoluminiscencia con el fin de localizar y destruir células con cancer, como lo es en el
caso de Phan y Col. [50], en cuya investigacion utilizan quitosano como agente estabilizante
y vitamina C como agente reductor, de la solucién precursora HAuCls (0.01M), haciendo
modificaciones de pH pero manteniendo la sintesis por el método verde, para asi formar
nanoestrellas de oro estables con un tamafio promedio de 225 + 52.9 nm (Figura 2.9a), con
respuestas en el espectro de UV-Vis entre 500 y 900 nm como se puede apreciar en la Figura
2.9b.

Por otra parte, en este mismo estudio demuestran mediante la Figura 2.10a-b un mayor

acercamiento de los nanomateriales donde se aprecia notablemente el ndcleo y las puntas de
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los mimos, ademéas mediante DRX (Figura 2.10c) se demuestra la naturaleza cristalina de las
nanoestrellas obteniendo repuestas en 38.1°, 44.3°,64.5° y 77.7° correspondientes a los
planos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica centrada en las caras del oro,

corroboradas mediante el patrén de difraccion de electrones obtenido en MET(Figura 2.10d).

Con lo que, sin duda alguna, se comprueba que efectivamente sus nanoestrellas son de oro,
por lo que se prosigue a realizar las pruebas fototérmicas mediante camara termografica con
una incidencia de radiacion en el infrarrojo cercano (808 nm, 1.5 W/cm?) por 5 minutos,

utilizando PBS como control (Figura 2.11), con lo cual llegan hasta 48.5°C.
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Figura 2. 9 Micrografias de la variacion de pH en las nanoestrellas de oro a) y b) espectro
de UV-Vis de los mismos nanomateriales [50].
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Figura 2. 10 Micrografia de la nanoestrella de oro a), alta resolucion de un nanopico b),
difractograma de rayos X c) y patron de difraccion de electrones del oro [50].

Figura 2. 11 Fotografias termogréaficas de los viales con a) PBS como control y b)
nanoestrellas de oro a los 5 min de exposicion a la radiacion [50].

Finalmente, concluyendo con las pruebas biologicas, generan tinciones de las células MDA-
MB-231 con colorante Trypan Blue (azul tripano), AO (naranja de acridina) y PI (ioduro de
propidio), probando el control sin ninguna modificacion, el laser incidiendo solamente en las
células, colocando solo nanoestrellas y como ultima prueba las nanoestrellas con el laser a

808 nm por 5 minutos, con lo que demuestran la generacion de luminiscencia y calor, con lo
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que proponen una eficaz fotoabsorcion del infrarrojo cercano para destruir las células
tumorales in vitro (Figura 2.12). Mediante el trabajo desarrollado por Phan y Col., se
demuestra que es posible llevar a cabo las investigaciones del presente trabajo doctoral
proponiendo utilizar metodologias similares a excepcion de que se utilizaran nanoparticulas

de oro sintetizadas por métodos verdes para todas las pruebas.

Trypan Blue PI

Control

AuNS Laser

AuNS+Laser

Figura 2. 12 Tincion (trypan blue, AO y PI) de células MDA-MB-231 control, laser,
AUNps y AuNps-laser [50].

2.9.2 Recubrimiento de nanoparticulas de oro utilizando Rosa de Bengala.

Si bien ya se ha comentado que los nanomateriales de oro tienen una amplia gama de
aplicaciones es importante desarrollar nuevas investigaciones mediante uso de meétodos

verdes como sintesis de materiales a modo de reducir los contaminantes del medio ambiente
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con propiedades de luminiscencia para ser detectadas en lineas celulares y conocer asi sus
efectos en las mismas. Ahora bien, una investigacion enfocada a la sintesis de nanoparticulas
de oro es la realizada por Kitching y Col.[51], donde utilizan el método de sintesis

convencional con HAuCl4 como solucion precursora a 5 mM vy citrato de sodio a 20 mM,

una vez formadas las nanoparticulas adicionaron rosa de bengala a 20 uM, mililitro por
mililitro hasta llegar a 15 ml, en una solucion inicial de 1 ml de nanoparticulas dispersadas
en 15 ml de agua desionizada, con lo que generan recubrimientos hasta obtener un
comportamiento equilibrado del pico de plasmdn de superficie del rosa de bengala y de las
nanoparticulas (Figura 2.13). Ellos demuestran que, si se excede de 6 ml la dosis de rosa de
bengala, se llega a un desequilibrio donde predomina el pico de plasmon del rosa de bengala
y se disminuye el de las nanoparticulas de oro y viceversa en dosis inferiores a 3 ml, por lo
que mediante sintesis quimica convencional la mejor dosis obtenida fue 5 ml. Se espera de
esta manera mediante sintesis verde lograr mejores enlaces del rosa de bengala en la
superficie a modo que se potencie la luminiscencia de las nanoparticulas de oro, ellos no
realizan pruebas bioldgicas ni estudios de caracterizacion, lo cual en esta investigacion si se

realizara.

~—Au NPs
1mL

——2mlL

3 mlL

4mL

7
n

S mL
6 mL

7mL
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Absorbance (A.U.)

-

~=9mlL
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13mL

14mL

Wavelength (nm)

Figura 2. 13 Espectro de UV-Vis de AuNps con rosa de bengala hasta 15 ml [51].
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2.9.3 Sintesis de nanomateriales de oro con cubierta ceramica.

Por otra parte, una de las propuestas del presente trabajo de investigacion es generar una
cubierta de ZrO, por lo cual es importante analizar la literatura respecto a nanoparticulas
cubierta con ceramicos, como lo hicieron Lee y Col [52], donde producen semillas de oro
mediante sintesis quimica convencional, utilizando HAuCl4 y citrato de sodio y recubriendo
las nanoparticulas sintetizadas mediante el método sol-gel. Este procedimiento incluyé
hidrdlisis por tetraetoxisilano (TEOS, 98%), condensamiento de silice en la superficie del
oro, seguida de la nucleacion del mismo. Ellos utilizaron una solucion de amoniaco para
catalizar la hidrolisis de TEOS. Se afiadié solucidn de semilla de oro (4 ml) a 20 ml de etanol
(95%), con agitacion constante, y luego agregaron 0,6 ml de solucion de amoniaco y varias
cantidades de TEOS a la mezcla de iones reactivos. La reaccion se llevo a cabo durante 24
horas a temperatura ambiente con agitacion continua. Las variaciones de concentracion de
los reactivos les permitieron tener distintos espesores de silice recubriendo las nanoparticulas
de oro, lo cual se aprecia en la Figura 2.14, donde demuestran espesores de 0, 20, 50 y 80

nm, proponiendo que su mejor resultado fue a 20 nm con lo que es necesaria poca cantidad

de reactivos para obtener las cubiertas de silice.

Figura 2. 14 Micrografias de nanoparticulas de oro con recubrimiento de silice con
diferentes espesores, a) 0 nm, b) 20 nm, ¢) 50 nm y d) 80 nm [52].
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Pero en el caso de la presente investigacion, no se seguird de manera estricta dicho método
si no que se haran modificaciones en conjunto con el estudio realizado por Ceja-Fdez y Col.
[53], cuya metodologia se propondra en el apartado experimental 3.5, proponiendo cubiertas
de ZrO, para aplicaciones de fotoluminiscencia en con infrarrojo cercano sin causar dafio
celular (a excepcion de ellos, en este caso no se conjugaran con biotina ni se aplicaran en
células HelLa), esperando bandas de emisidn roja con picos a 653 y 657 nm (Figura 2.15),
con una combinacion de la excitacion de oro entre 500 y 600 nm.

14 4 - = = ZrOYb -Er”
— = 200 VO -EXAPTES 653 nm 677 nm
121 « * ZrO;Yb-Er"/APTESBiotin

— 220 YD B AP TES Blotin AntiKi67

B4
10 1

Intensity (a.u.)

500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Figura 2. 15 Espectro de UV-Vis de nanoparticulas de ZrO, dopado con iterio y erbio [53].

2.9.4 Sintesis de nanomateriales a partir de complejos organometalicos.

Finalmente, una de las aportaciones que se espera lograr mediante ésta investigacion es
generar complejos de oro a manera de que sean los precursores del oro que seré reducido
mediante sintesis verde por medio del extracto de la planta Cuphea aequipetala, sin embargo
hay poca literatura enfocada a éste tipo de método, no obstante, existe el trabajo previo
realizado por Bedolla-Céazares [54], con el cual apoyados de sus metodologias se generaran
modificaciones de las mismas para obtener los productos deseados en la presente
investigacion, ellos en ese caso sintetizan nanoparticulas de plata a partir de quitosano, nitrato
de plata cristalino solido (AgNO3z, 99%), ahora bien, mediante las raices de H. longipes,
(comunmente conocida como Chilcuague o "Raiz de Oro"), realizaron una maceracion con
hexano (250 ml) durante 3 dias y posteriormente las filtraron para finalmente producir un
aceite amarillento (afinin), el cual mezclaron con AgNOzsy acetonitrilo en reflujo por 24 h,

para seguidamente realizar lavados y separar el sélido amorfo café, el cual caracterizaron
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demostrando el enlace de la plata con el afinin, y cuyo proceso posterior fue mezclar dicho
solido con quitosano expuestos a luz solar por 2 h, hasta obtener la sintesis de nanoparticulas
de plata, como paso final ellos realizaron un electrohilado hasta obtener nanofibras
detectando de esa manera, que en el caso del apartado a de la Figura 2.16a, mediante
quitosano y afinin, solamente se favorece el hilado aunque se aprecian grandes agregados
orgénicos, para la Figura 2.16c¢, se distingue que la adicion de nitrato de plata al quitosano,
(proceso posterior a la reduccion), genera mayor cantidad de hilos pero las particulas de plata
se encuentran separadas de los mismos y nuclean en diversos tamafios aun con grandes
formas aglomeradas de organico, en los apartados b y d de la Figura 2.16 en donde se agrego
para el primer caso nitrato de plata al complejo quitosano/afinin se formaron nanoparticulas
mejor distribuidas que en el proceso anterior pero aun asi nucleaban de manera independiente
con diversidad de tamafios aunque, localizadamente se distinguen mejor dichos
nanomateriales como puntos brillantes entre los hilos de la fase organica. Por ultimo, en el
caso del apartado d, donde se utiliz6 un complejo de afinin-Ag-quitosano, la sintesis y
generacion de nanoparticulas se vio favorecida creciendo en la superficie de los hilos de la
fase organica garantizando de esa manera que los nanomateriales van a contener restos de
compuestos organicos en la superficie y que se promueve el crecimiento en didmetros

menores a 100 nm.

Figura 2. 16 Micrografias de electrohilado con a) quitosano y afinin, b) nitrato de plata al
complejo quitosano/afinin, ¢) nitrato de plata al quitosano y d) afinin-Ag-quitosano [54].
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Como se ha visto a lo largo de este capitulo se demuestra que es posible realizar todas las
propuestas objetivas de la presente investigacion, apoyados de la literatura antes descrita,

tomando como base la sintesis verde por medio de plantas.

Caracterizando estructuralmente los nanomateriales de oro mediante las técnicas:
Espectroscopia Ultravioleta Visible, Espectroscopia FT-IR, Analisis del Potencial Z,

Difraccion de Rayos X, Microscopia Electronica de Barrido y Transmision.

Evaluando la termofotoluminicencia de las nanoestructuras de oro con las diferentes
cubiertas a diferentes tiempos y rangos de radiacion mediante una camara termograficay
determinando la toxicidad de los nanomateriales-recubiertos en bacterias como Escherichia

coli y Staphylococcus aureus y levaduras como Saccharomyces cerevisiae.
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CAPITULO 111
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se presenta la propuesta experimental de investigacion. A continuacion, la
Figura 3.1 incluye de manera general las principales etapas del proceso que consisten
inicialmente en la adquisicion planta Cuphea aequipetala en un mercado local de la ciudad
de Morelia, México, asi como obtencién de los compuestos clonixin derivado del clonixinato
de lisina, para posteriormente proceder a la preparacion de la sal precursora y los agentes de
recubrimiento. Posteriormente, se realizaran los analisis fitoquimicos y bromatoldgicos de la
planta. Subsecuentemente, se realizara la sintesis con las diferentes estrategias planteadas y
se caracterizara por las diferentes técnicas estructurales y morfoldgicas. Finalmente, se

evaluaran los nanomateriales sintetizados en varios modelos celulares.

Sintesis a través de métodos
verdes nanoestructuras de Au a
partir del extracto de |a planta

Cuphea ageguipetala, variando

agitacién, cancentracidn de la sal
precursora, concentracion de
extracto, agentes nucleantes.

Estudios estructurales de la
planta Cuphea aequipetala por
medio de espectroscopia de
infrarrojo, analisis

bromatolégicas y fitoqui

Recubrir AuNPs con rosa de
bengala en la superficie.

+ Sintetizar AuNPs con la capa de
Oxido de zirconio.

Aislar el compuesto clonixin de
productos farmacéuticos
comerciales y generar el
complcjo de coordinacién
organometalicos.

+ Determinar |a concentracién quimica
etemental de fas AuNps a partir de
espectroscopta de absorcidn atémica.

+ Caracterizar estructuralmente mediante

>\ las técnicas. aspectrascopia ultravioleta

visihle, espectroscopia FT-IR y anallsls del

potencial Z, difraccion de rayos X,

microscopia electrénica de barrido vy

(ransmision,

Determinar la toxicidad de los
nanomateriales-recubiertos en
bacterias como E£scherichia coli /<
y Staphylacoccus aureusy
levaduras coamo
Saccharomyces cerevisiae.

valuar la termofotoluminicencia de
las nanoestructuras de oro con las
diferentes cubiertas a diferentes
tiempos y rangos dc radiacio
mediante camaras termografi

Figura 3. 1 Metodologia general de la fase experimental.
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3.1 Molienda de la planta Cuphea aequipetala.

Una vez adquirida la planta, se somete a un proceso de molienda mecéanica hasta formar
polvos finos homogéneos sin un tamafo de particula especifico, se toma la planta entera,
esperando obtener la mayoria de los compuestos presentes en la misma. El proposito de la
molienda es incrementar el area superficial de contacto entre el polvo con el solvente para
permitir una mejor extraccion de las sustancias contenidas en la planta, en este caso se

utilizara agua desionizada.
3.1.1 Preparacion de la infusion

Se pesa 2 g de la planta finamente molida con anterioridad para ser colocada en un vaso de
precipitado con 100 mL de agua desionizada. Posteriormente, la mezcla se cubre con papel
aluminio, se coloca en un termoagitador (Termo Scientific) y se extraen los compuestos
provenientes de la planta mediante una infusién a una temperatura de 55 °C, mediante
agitacion constante por un tiempo de 25 min. Finalmente, el extracto preparado se filtra

utilizando un papel filtro Whatman No. 4, y se deja reposar hasta temperatura ambiente.
3.2 Andlisis bromatoldgico y fitoquimico de la planta.
3.2.1 Andlisis Fitoquimico

Seguidamente, se realizan diferentes ensayos que nos permiten hacer un analisis cualitativo
de ciertos compuestos presentes en la planta Cuphea aequipetala, los resultados se
interpretan de acuerdo a positivo o negativo mediante colorimetria, formacion de
precipitados o espumas. 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 [55]. Las metodologias planteadas para el desarrollo de este trabajo se

describen enseguida:

1. Prueba Liebermann-Buchard: Consiste en mezclar 1 mL de anhidrido acéticoy 1 mL
de cloroformo, se enfria a una temperatura de 0 °C y se le adiciona una gota de acido

sulfurico concentrado. Finalmente, una porcion de este reactivo se pone en contacto con
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la infusidn de la planta en donde el criterio principal para que la prueba sea positiva para
la formacion de esteroles, es mediante la formacion de colores azul, verde, rojo y naranja.
Prueba de permanganato de potasio: Se adiciona 0.1 g de la planta en 2 mL de agua
desionizada, se afiade una solucion de KMnOys al 2% gota a gota con agitacion, hasta la
desaparicion del color parpura del KMnOa. La prueba es positiva con la decoloracion del
permanganato para compuestos con enlaces etilénicos y acetilénicos.

Prueba de espuma: Se coloca 1 mL de la planta en un tubo de ensaye para afiadirle agua
caliente. Se agita la solucion y si hay formacidn abundante de espuma, y ésta es estable,
indica la presencia de saponinas (prueba positiva).

Prueba Shinoda: Esta prueba sirve para indicar ndcleos benzopirona (flavonoides). Se
emplea 1 mg de la infusion de planta con 0.5 mL de HCI al 10%. Inmediatamente, se
afiade limadura de Mg para producir una reaccion exotérmica, si la prueba es positiva,
muestra una tonalidad roja (palido-oscuro).

Prueba de cloruro férrico: Consiste 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 HgCl> y 5 g de Kl en 60 mL y 10 mL, respectivamente. Inmediatamente, se
mezclaron ambas soluciones y se aforé a 100 mL. Se afiadieron cuatro gotas de este
reactivo a la solucion gque contiene la muestra previamente acidificada con HCI diluido
(obteniendo un precipitado). El criterio positivo de la prueba ocurre cuando el precipitado
se disuelve al adicionarle el reactivo de HgCl> y K.

Prueba formaldehido-acido sulfarico: Se preparé una solucién con 30 mg de la planta
en 1 mL de hexano. Se le afiadieron 2 gotas de este reactivo (preparado al momento), el
cual consiste en una gota de formalina (formaldehido al 40 %) a 1 mL de H2SO4
concentrado (agitando ligeramente la solucion). En este caso, de 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 positiva
para compuestos aromaticos es la presencia de una coloracion rosa, naranja, azul, verde,

pUrpura, que con un mayor tiempo de reposo cambiara a café o negro.
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8.

10.

Reactivo Benedict: Se prepard una solucion con 0.2 g de la planta, 5 mL de agua
desionizada y 5 mL de la solucién de Benedict, en donde se observa la produccion un
precipitado amarillo o amarillo-verdoso. Posteriormente, se calienta la mezcla hasta
ebullicién y se examino la formacion del precipitado, asi como su color. La prueba es
positiva para azucares reductores. El reactivo se preparé disolviendo 173 g de citrato de
sodio y 100 g de carbonato de sodio anhidro, empleando 800 mL de agua destilada, en
donde, posteriormente, se ajusto el volumen de la solucion final a 850 mL con agua
desionizada. Se disuelve por separado 17.3 g de CuSO4.5H.0 en 100 mL de agua
desionizada, en donde la solucidn resultante se vierte lentamente en la solucion de citrato
y carbonato empleando agitacion. La solucion final se aforé a 1 L afiadiéndole agua
desionizada.

Reactivo de Barfoed: Para la preparaciéon del reactivo, se disuelven 16.6 g de Cu
(CH3COOQO)2 en 245 mL de agua desionizada y 2.4 mL de acido acético glacial. Una vez
preparado el reactivo, se tomaron 2 mL y se le afiadieron 15 mg de extracto de la planta
en un tubo de ensaye y se calent6 en bafio Maria por 3 min. La formacion de un
precipitado amarillo-naranja indica resultado positivo para monosacaridos.

Prueba de Nafto y antraquinonas: Para la deteccion de este tipo de metabolitos
secundarios se empleo la reaccion de Borntrager-Kraus. Para ello, el extracto etanolico
seco de la planta se mezclé con 5 mL de una solucion etanol-agua (1:7), a la cual se
adicion6 0.5 mL de H202 y 0.5 mL de H2SO4 y se procedié a calentar; bajo estas
condiciones se hidrolizan los enlaces glicosidicos y se oxidan las antronas y los antranoles
hasta antraquinonas, las cuales se extraen con tolueno y se agitaron en presencia de 0.5
mL de una solucion de NaOH al 5% que contiene a su vez NH4OH al 2%. En caso de la
presencia de nafto o antraquinonas, al dejar separar las fases, la capa alcalina (inferior)
toma una coloracién de rosa a rojo intenso, lo cual resulta ser positivo para nafto y

antraquinonas.

3.2.2 Anélisis proximal

Para esta metodologia se tomaron las pruebas realizadas por Silva y col [55]. ademés de

Susanto y col [56]. Primeramente, se determiné la humedad del polvo fino de la planta, para

lo cual se secd en una céapsula de aluminio aproximadamente 2 g de muestra hasta peso
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constante a una temperatura comprendida entre 95-100 °C en un horno cuya presion no debe
exceder la presion de 100 mm Hg. La operacion requiere un tiempo aproximado de 5 hy se
considera la humedad como la pérdida de peso. Para el caso de la determinacién de materia
mineral 0 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 enfrio el crisol en el desecador y se
pesd 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 empled 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.

c) Solucién de hidroxido de sodio aproximadamente al 33% (500 g NaOH en 11t H>0). La
densidad de la solucion debe ser 1.36.

d) Zinc en granulos

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

f) 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 solucién de alcohodlica 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
y se introducirlo en un matraz Kjeldahl de 500 mL.

2) Aiadir 6 g de catalizador.

3) Adicionar 20 mL de H2SO4 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.
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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 solucién de acido borico en un matraz Erlenmeyer de boca ancha de
500 mL marcado a 225mL. 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 solucién 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 NH3 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 boérico y apagar el sistema de calentamiento. Enjuagar con agua destilada
la punta del condensador.

El Gltimo paso del proceso fue realizar una titulacién:

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

determinar el porcentaje de nitrogeno o proteina cruda se utilizo la siguiente ecuacién:

Ecuacién 3.1

(mlde icido x normalidad del dcido)x(1.40)

(peso de la muestra en gramos)

Porcentaje de Nitrogeno (%N) =

Ecuacion 3. 2 Porcentaje de Proteina calculada = %N x 6.25

En el caso de la determinacion de extracto etéreo o grasa cruda, se cuantifican las sustancias
extraibles en éter etilico. El procedimiento de manera general consistio en extraer en un

aparato Soxhlet aproximadamente 2 g de muestra seca con el solvente en un dedal de papel
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filtro que permita 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 recupera el éter y se evapora el disolvente residual sobre bafio Maria en un lugar ventilado.

Se seca el residuo a 100 °C durante 30 min, se enfria y pesa.

El proceso de fibra cruda se realiz6 por el método de filtrado con fibras ceramicas. Este
analisis determina la fibra comin como la pérdida por calcinacion del residuo de las
digestiones &cidas y alcalinas de la muestra. Los reactivos empleados, asi como la

metodologia paso a paso son enunciadas a continuacion:

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

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

c) Fibra ceramica preparada. Se colocaron 60 g de fibra cerdmica (Cat. No. 1740 M Lab.
Safety Supply) en un vaso de licuadora y se le agregd 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 Bichner cubiertos con criba No. 200 tipo 304 de
acero inoxidable tipo California (Labconco Corp.)

e) Aparato para succion de matraces en linea con lo embudos, con una vélvula para detener
la succién.

f) 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 &cida se realizaron los siguientes pasos:
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1) Pesar 2 gramos de muestra seca y desengrasada con éter etilico y transferir a un vaso de
600 mL.

2) Agregar de 1.5 a 2 g en peso seco de fibra cerdamica preparada (20-26 mL), 200 mL de
acido sulfurico 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 cerdmica 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 cerdmica no se secara antes de pasar todo el contenido restante a un vaso para la
digestion alcalina.

Seguidamente de la digestion acida, se procede realizar la digestion alcalina, para lo cual una
vez transferido el residuo al vaso incluyendo la cubierta de fibra ceramica de la filtracion
anterior, se le afiadieron 200 mL de la solucion de NaOH 1.25% hirviente y se colocé en una
estufa a hervir por 30 min. Se filtr6 como el paso descrito con anterioridad en la digestion
acida e inmediatamente se lavo con una porcion de 25 mL de H2SO4 1.25% con tres porciones
de 50 mL de agua y 25 mL de alcohol. Se seco el residuo y transfirio a un crisol de porcelana.
Después, se seco este crisol y su contenido a 130 °C por 2 horas. Posteriormente, se enfrid
en desecador y se pesé. Finalmente, se calcind a 600 °C por 30 min. Enfriar nuevamente en
desecador y volver a pesar (balanza analitica de precision +/- 5 mg). Las férmulas para los

calculos del % de fibra cruda se muestran a continuacion:

Porcentaje de fibra cruda en la muestra seca y desengrasada = %C

Ecuacion 3. 3 %C (Peso del crisol con residuo seco—Peso despues de la calcinacién)x 100
. ol =

Peso de la muestra

Ecuacion 3. 4 % FC = (€)(100 — % himedad — % grasa cruda)/100

Una vez obtenidos los calculos de los procesos anteriores por diferencia a 100 se obtiene el
extracto libre de nitrogeno (ELN), para lo cual:
Ecuacion 3. 5 % ELN = 100 — (%H + %M.M. + %P.C.+%E.E. +%F.C.)
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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 oro

Primeramente, se prepar0 la sal precursora de &cido tetracloroaurico (HAuCls) con una
pureza del 99 % de la marca Sigma-Aldrich en agua desionizada a una concentracion de 5
mM.

Para el primer ensayo de formacion, se empled el extracto acuoso de la planta Cuphea
aequipetala a una concentracién final de 0.02 g/mL a temperatura ambiente, para hacerla
reaccionar con 2 mL de la solucién de sal precursora HAuCIs para formar una relacion
volumétrica 1:1. La reaccion se llevé a temperatura ambiente, con y sin la presencia de
agitacion a 4 revoluciones por minuto durante 30 minutos. Posterior al cambio de color, la
muestra se sometié a centrifugado a 12 000 rpm por un tiempo de 5 min en una
microcentrifuga (Premiere) con una doble operacidn de éste mismo proceso, inmediatamente
se analizé por medio de la espectroscopia UV-Vis. Las concentraciones finales del ensayo

fueron de 0.01 g/mL para el extracto de la planta, 2.5 mM de la sal precursora.

Es importante mencionar que la concentracion del extracto y sal precursora se variaron de
acuerdo al comportamiento observado en la sintesis inicial. Aunque para dar un
planteamiento inicial, a continuacidn, se enuncia de manera resumida los parametros iniciales
sujetos a modificacion, tomando en cuenta antecedentes de sintesis verde de nanoparticulas

de oro, anteriormente realizadas por el presente grupo de trabajo.

Para la posterior cubierta con Rosa de bengala (Figura 3.2) se tomaron como base la
metodologia planteada por Kitching y Col. [51], se prepar6 una solucion a 20 uM (0.01017.6
g en 50 mL de agua desionizada), se caracterizo el colorante mediante espectroscopia UV-
Vis, luego se tomo 1 ml de las nanoparticulas y se disolvieron en 15 ml de agua desionizada,
seguido de esto se mezclo 1 mL de colorante en los 16 mL de nanoparticulas y se agito. La
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mezcla se midio en el espectrofotometro de UV-Vis y se recupero en el tubo de origen, para
que, ahi mismo se le adicionaran 14 ml més (uno a uno) y se medio respectivamente hasta
generar picos caracteristicos de la mezcla del colorante y las nanoparticulas entre 500 y 600

nm, hasta obtener picos simétricos equilibrados, lo cual indico la correcta recubierta.

Figura 3. 2 Rosa de bengala [57].

3.4 Andlisis del Potencial Z de nanoparticulas de oro recubiertas de rosa de bengala.

La carga superficial normalmente se cuantificé por el potencial zeta (PZ), un pardmetro que
proporciona informacion sobre la carga neta de particulas en un entorno liquido. Su valor
estd estrechamente relacionado con la estabilidad de la suspension y el recubrimiento de la
superficie de las particulas. Para lo cual se debe considerar que, una particula es dispersa en
un liquido que la solvata y se desarrolla una doble capa eléctrica de modo que la carga
superficial de la particula se neutralice por una capa adyacente en solucién que contiene un

exceso de iones de carga opuesta a la de la superficie [58].

Esta prueba se realizo en la Universidad de Carolina del Norte en Charlotte, con ayuda del
Dr. Juan Vivero-Escoto, en la cual se analizaron las nanoparticulas de Au individuales sin
centrifugar, AuNps centrifugadas y AuNps con recubrimiento de 5 ml de rosa de bengala a
20 mM, todas a una concentracion de 980 ppm. Dicho estudio se realizé en un instrumento
Malvern Zetasizer Nano ZS (laser He-Ne rojo a 633 nm) que utiliza la dispersion de luz
electroforética, las muestras fueron dispersadas en PBS para obtener un pH de 7.4, el equipo

tiene un rango de deteccion para nanoparticulas entre 3.8 nmy 100 pum de diametro.
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3.5 Pruebas antibacteriales de las AuNps.

Diversos estudios en la literatura sugieren que algunas de las nanoparticulas de oro pueden
llegar a tener algin efecto antibacterial, lo cual podria afectar los resultados en lineas
celulares de céncer, generando un falso positivo. Debido a esto se realiz6 un anélisis de las
AuNps en Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Dichos analisis se realizaron en la

Universidad de la Ciénega con ayuda de la Dra Yvain De los Angeles Salinas Delgado.

La actividad antibacterial de las AuNps fue determinada por el método de difusion en disco
(Kirby-Bauer) modificado de acuerdo a lo reportado por Bernal y co [59]. Las cepas sujetas
a estudio fueron E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, liofilizadas y cultivadas en
caldo Mueller-Hinton. Posteriormente, se preparé el indculo de las bacterias, se tomd con asa
bacterioldgica las cepas previamente cultivadas y se colocaron en un tubo con solucién salina
(0.85%) ajustando el indculo a 0.5 unidades (108 cel/ml) segun la escala de Mc Farland,
verificandose con la absorbancia a 580 nm. Después, se tomaron discos de papel filtro y
fueron sumergidos en cada una de las soluciones a evaluar por un tiempo de 30 min, esto se
realizd asi ya que, si se agregaban gotas de nanomateriales directamente a la caja de Petri, la
gota se dispersa en la caja y no permite tener una medida exacta del halo de inhibicién. Los
discos de papel con muestra, fueron colocados en las cajas de Petri las cuales contenian agar
Mueller-Hinton con los in6culos de las diferentes cepas. Las soluciones que se evaluaron
fueron extracto de la planta C. aequipetala (0.02, 0.001, 0.0005, 0.00025 g/ml), solucién de
HAuCls 5 mM (1007 ppm) y diferentes concentraciones (400, 150, 50, 1 ppm), AuNps sin
centrifugar con la mezcla de extracto (980 ppm) y AuNps centrifugadas a la concentracion
de 980, 400, 150, 50 y 1 ppm. Finalmente se compararon los halos de inhibicion después de

un tiempo de incubacion de 24 h a 37 °C.

3.6 Sintesis de nanoparticulas de Au@ZrO:..

Para esta prueba se utilizd el método de precipitacion propuesto por Zhou y co [60], para el
cual es necesario tener las nanoparticulas de oro como semillas de crecimiento para la
cubierta de ZrO». Las AuNps se sintetizaron mediante la mezcla de 7.5 ml de extracto de la
planta de C. aequipetala con 7.5 ml de solucion de HAuUCly, la sintesis se llevo a cabo en un
periodo de tiempo de 2 minutos y posteriormente cambi6 de color de amarillo claro a morado

se monitored mediante espectroscopia de UV-Vis, una vez confirmada la sintesis se
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centrifugaron las AuNps a 10000 rpm, quitando el sobrenadante y adicionando agua
desionizada hasta un volumen 15 ml, esto se realizd 3 veces adicionando agua desionizada
en cada repeticion y monitoreando el sobrenadante hasta que ya no tuviera residuos de

nanoparticulas.

El segundo paso fue recubrir la superficie de las AuNps con una capa de zirconia, para lo
cual se afiaden 0.6 puL de una solucion de propdxido de zirconio (IV) (obtenida con 10 pl de
propoxido de zirconio (IV) a 10 ml de etanol absoluto), mientras se agita a temperatura
ambiente durante 30 min. Las nanoparticulas de Au@ZrO: formadas en el paso final se
concentran por centrifugacion a 8000 rpm y luego se lavaron con una mezcla de etanol y
agua desionizada (1:1 v/v) varias veces. Como control negativo se utilizé una mezcla de 7.5

ml de extracto con 0.6 pL de una solucion de propdxido de zirconio (1V).

La literatura indica que se puede afiadir un ion competitivo al medio como lo podria ser el
silicio, sin embargo, esas pruebas utilizan sintesis quimica convencional para producir las
nanoparticulas semilla [60], lo cual no tiene demasiados agentes quimicos en el medio, como
lo es en la sintesis verde, debido a esto se decidio solamente adicionar el precursor de zirconio

para analizar la situacion con AuNps producidas mediante extracto de Cuphea aequipetala.
3.7 Produccion de clonixin para generacion de complejos de oro.

El clonixin, se obtuvo a partir de pastillas de venta comercial de clonixinato de lisina 250 mg
con 10 tabletas por caja. Se utilizaron 3 cajas del farmaco y se molieron en un mortero hasta
obtener polvo fino, el cual se coloc6 en agitacion con acetato de etilo durante 30 minutos,
posteriormente se filtro y se evaporé a presion reducida, el s6lido obtenido se disolvié en 300
mL de agua desionizada y se le adicion6 HCI al 10% hasta obtener un pH cercano a 4 para
favorecer la precipitacion del clonixin. La extraccidn de este precipitado se realizé mediante
un embudo de separacion, utilizando nuevamente acetato de etilo como fase orgéanica, con
este solvente se hicieron cuatro extracciones mediante volimenes de 50 mL por extraccion.
Los lavados se realizaron en un matraz bola y seguidamente fueron sometidos a evaporacion
por presion reducida, obteniendo asi 4.2 g del clonixin solido color blanco cuyo punto de
fusion es 235 °C.
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Para la obtencidn del clonixinato de sodio se disolvio 1 g de clonixin en 20 mL de metanol,
a los cuales se les agrego 0.178 g de NaOH (1.2 equivalentes), dejandose en agitacion por 24
h a temperatura ambiente, la solucion final se evaporo en un rotovapor, el solido obtenido se
extrajo con acetona. El sélido presento una coloracion amarilla cuyo punto de
descomposicion fue de 250 °C.

Posteriormente, para formar un complejo con oro se pesaron 0.1 g clonixinato de sodio
mezclandose con 5 mL de agua desionizada, se agitd por 30 minutos y seguidamente se le
adicionaron 175 pL de solucion precursora de oro (HAuCls) 10 mM , la reaccion se dejo en
agitacion por 24 h, una vez transcurrido ese tiempo se le adicionaron 500 pL nuevamente de
solucién de oro 10 mM, dejandose en agitacion sin temperatura por otras 24 h, después de
este tiempo, se separd la fase solida del agua sobrenadante, agregando 5 mL de acetato de
etilo, en un embudo de separacion, se elimind la fase acuosa y el solvente, recolectandose
solamente el solido, dicho producto se dejo secar a temperatura ambiente por 2 dias y una
vez seco el polvo se caracterizo.

Posterior a la fase de caracterizacion, se procedio a sintetizar nanoparticulas de oro mediante
la adicién de 0.1 mg de complejo Au-Clonix con 1.5 mL de agua desionizada y 1.5 mL de
extracto de la planta Cuphea aequipetala, de tal manera que el extracto actle como agente
estabilizador y reductor del metal oro, permitiendo que parte del clonixin se quede en la
superficie de las nanoparticulas combinado con restos del extracto, dejandose reaccionar sin
agitacion y a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente a este proceso de realizaron
algunas caracterizaciones nuevamente.

Cabe mencionar que se realizaron réplicas de esta metodologia a fin de corroborar que se
pueda producir el mismo material nuevamente las cuales estan siendo caracterizadas.

3.8 Concentracion de nanomateriales mediante espectroscopia de absorcion atémica.

Se emple6 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. El primer paso consistié en la obtencion de una curva patron a partir
de varios estandares de oro de la marca Perkin Elmer de alta pureza. Posteriormente, las
muestras fueron lavadas por un proceso de centrifugacion, hasta la obtencion del
sobrenadante (solucion donde se encuentran los iones de oro sin reaccionar). Finalmente, se

analizaron los valores de absorbancia de éstos mismos. Mediante la curva patrén se les asigno
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un valor en concentracion mediante regresion lineal; por lo tanto, la diferencia entre los iones
de Au iniciales y los restantes en las soluciones lavadas resulto ser proporcional a la cantidad
de iones reducidos a soélidos de oro. El rendimiento porcentual se calculé por medio de la
(Ecuacién 3.5): En donde Au™ sal precursora representa la cantidad de iones de oro presentes

en la solucién inicial de la sal precursora HAUCla.

Ecuacion 3.5

Au?t sal precursora — Autsobrenadante

Porcentaje de Rendimiento = * 100

Autsal precursora
3.9 Caracterizacion de los nanomateriales.

Se confirmd la sintesis por medio de Espectroscopia UV-Vis, observando el comportamiento
de todos los nanomateriales de oro sintetizados y recubiertos. Cada espectro fue calibrado a
partir de una sustancia de referencia (agua desionizada y Cuphea aequipetala), 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 Ocean Optics USB-4000.

La Espectroscopia de infrarrojo arrojo informacion de los grupos funcionales involucrados
en la sintesis de los nanomateriales, ya que, se ha reportado que la reduccion y estabilizacion
se debe principalmente a compuestos aromaticos, fenoles, carbohidratos y flavonoides.
Primeramente, se secaron las soluciones que contengan el extracto puro de la planta Cuphea
aequipetala y posteriormente las que contienen los nanomateriales. Se elaboraron pastillas

compactas de las muestras con KBr de marca Sigma-Aldrich.

Mediante Microscopia Electronica de Barrido a través del equipo Jeol JSM-7600F Field
Emision Scanning Electron Microscope se observd el tamafio y dispersion de los
nanomateriales. Ademas, se realizo el andlisis quimico puntual (EDS por sus siglas en inglés)
y mapeo quimico para identificar la presencia del elemento de interés, siendo Au, ZrO. y las

cubiertas de rosa de bengala.

Utilizando el equipo de Difraccién 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
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de policristales. Se colocaron en un portamuestra de vidrio esmerilado los polvos que
contengan las materias primas y nanomateriales, analizdndolos en un rango angular

comprendido entre 10-90 ° empleando un tiempo de 0.6 s y un incremento de 0.02 °.

Se empled Microscopia Electrénica de Trasmision por su gran capacidad de resolucion, ya
que, esta técnica permite observar imagenes que reflejan claramente la morfologia, tamafio
y estructura de los 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 secé la gota y se analizo. Se estudiaron los
nanomateriales por medio de 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 microscopio electronico de transmision con correccion por aberracion Cs de la marca
JEM-ARM200F, Atomic Resolution Analytical Microscope.

3.10 Pruebas biolégicas de AuNps sintetizadas mediante Cuphea aequipetala y
recubrimiento de rosa de bengala.

Para este proceso se cultivaron lineas celulares HeLa en el laboratorio de biofotonica del CIO
con apoyo de la Dra Valeria Piazza, para lo cual se hicieron crecer a 37 °C con 5% de CO2
en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contiene 10% suero bovino fetal
inactivado por calor (FCS), L-glutamina 2 mM, 50 pg/ml de penicilina y estreptomicina 50
pg/ml. Los cultivos con 80% de confluencia se dividieron rutinariamente 1: 5 en placas de
cultivo Petri de 10 cm de la siguiente manera. Las células se lavaron dos veces en PBS tibio.
Se afadio 1 ml de PBS que contenia 0,25% (p/v) de tripsina a las placas y colocado a 37 °C
durante 5-10 minutos. Después de que las células se separaron de las placas, se afiadié 2 ml
de medio de cultivo precalentado y se recolectaron en un tubo falcon. Las células se

centrifugaron y se sembraron en placas nuevas con medio de cultivo nuevo.

Hasta este punto las células ya se encontraban listas para utilizarse, posteriormente se les
afiadié 60 pL de las muestras (AuNps 450 ppm, rosa de bengala 20 mM y AuNps con Rosa

de bengala en la superficie).
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Posteriormente se dejaron en incubacion por 24 h y se midieron las propiedades de
fluorescencia mediante microscopio confocal, cabe destacar que se tifié con DAPI los nicleos
de las células para poder identificarlas respecto a los demés materiales fluorescentes.

3.11 Analisis de Nanomateriales fluorescentes en Microscopio Confocal.

Las muestras de nanoparticulas sintetizadas con la planta Cuphea aequipetala y el propio
extracto se analizaron en el microscopio confocal ZEISS LSM-710-NLO, ademas se
incorporaron 50 pL de estas muestras en medio de cultivo con células Hela tefiidas con
colorante Dapi fluorescente para nudcleos celulares. Esto se realizd para corroborar la
fluorescencia de los nanomateriales y la nula del extracto, cabe destacar que hace falta
realizar un estudio cuantificativo de citotoxicidad, ya que los resultados hasta ahora solo son

visuales de manera corroborativa.
3.12 Pruebas de irradiacion de las AuNps con laser de 808 nm, 532 nm y 390 nm.

Para estas mediciones se utilizé 1.5 mL de muestra de AuNps centrifugadas sin residuos de
extracto, en tubos Eppendorf, posteriormente se mont6 un dispositivo que consta de un
soporte para la muestra, una placa de analisis de temperatura con un sensor conectado a una
computadora, el laser montado en un soporte, una camara termografica en direccion de la
muestra, una computadora para analisis de datos, un regulador de voltaje y potencia del laser

y un controlador de temperatura del laser.

Se analizaron las muestras a diferentes tiempos (3, 5, 10 y 15 minutos) con el propoésito de
saber si alcanzaban alguna temperatura cercana a los 50 °C, ya que se espera que en esta

temperatura las AuNps puedan eliminar células de cancer.
3.13 Pruebas bioldgicas de las AuNps en levaduras Sacaromise cerevice.

Se realizd en andlisis de viabilidad celular mediante el método de exclusion de azul tripano
en las levaduras, esta prueba se utiliza para determinar el nimero de células viables presentes
en una suspension celular. Se basa en el principio de que las celulas vivas poseen membranas
celulares intactas que excluyen ciertos tintes, como el azul tripano, mientras que las células
muertas no. Cuando una suspension celular simplemente se mezcla con el tinte y luego se

examina visualmente para determinar si las celulas absorben o excluyen el tinte. Una célula
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viable tendra un citoplasma claro, mientras que una célula no viable tendra un citoplasma
azul. La evaluacion periodica de la viabilidad celular proporciona un indicador temprano de
la calidad de sus células. Las viabilidades superiores o iguales al 95% son excelentes.

Se siguid una metodologia ya reportada por Liesche et al [61], la cual consiste de los

siguientes pasos:
(1) Colocar 50 pl de suspension celular en un vial criogénico.

(2) Agregar partes iguales de colorante azul tripan al 0,4% a la suspension celular para
obtener una dilucion de 1 a 2 (ejemplo: 50 pl de células por 50 pl de azul tripan) y mezclar

pipeteando hacia arriba y hacia abajo.

(3) Incubar la mezcla durante menos de tres minutos a temperatura ambiente. Si las células
se cuentan después de aproximadamente cinco minutos, la viabilidad sera inexacta debido a

la muerte celular.

(4) Con el cubreobjetos ya colocado, llene un lado de un contador de hemacitémetro (camara
de Neubauer) con la suspension celular colocando la punta de la pipeta en la muesca.

Normalmente, cada lado necesita de 10 a 20 pl.

(5) Colocar el hemacitémetro en la platina de un microscopio Optico y enfégquese en las

células.

(6) Cada lado del hemacitometro contiene varios cuadrados. Cuente todas las células (claras
y azules) en cada cuadrado grande en cada esquina del hemacitometro (vea las areas blancas
en el diagrama a continuacion). Cada cuadrado grande contiene 16 cuadrados pequefios. En
cada cuadrado grande, cuente las celdas que estan en las lineas fronterizas solo en dos lados.
Llevar un registro del nimero de celdas azules por separado, asi como parte del nimero

completo de celdas. Las celdas azules son las celdas no viables.

(7) Calcular el porcentaje de células viables dividiendo el namero de células viables por el
numero de células totales y multiplicando por 100 0% de células viables = [1,00 - (NUmero
de células viables + Numero de celdas totales)] x 100.

(8) Repetir si la viabilidad es inferior al 90%.
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(9) Repetir el proceso en una suspension con 10 mL de medio de cultivo rico en 1% levadura,

2% peptona y 2% dextrosa.

(10) Exponer las levaduras al material (0.5, 1y 2 mL de Aunps) por una hora en incubacién,
posteriormente irradiar la muestra con laser y contar las células para el andlisis de viabilidad

celular de los pasos 6y 7.
3.14 Pruebas de termofotoluminiscencia.

La caracterizacion de la fotoluminiscencia se realizo utilizando un diodo laser semiconductor
de onda continua con una potencia de excitacion de 350 mW y centrado a 808 nm. La emision
de luminiscencia se analiz6 con un Spectrograph Spectra Pro 2300i y un tubo
fotomultiplicador R955 de Hamamatsu. El sistema fue controlado por computadora con el
software Spectra Sense. Las muestras se midieron en tubos Eppendorf de 1.5 mL para
garantizar la misma cantidad de material excitado. Se tuvo especial cuidado en mantener la
alineacion de la configuracion para comparar las intensidades entre diferentes muestras
caracterizadas. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. Las muestras
anteriormente analizadas, se irradiaron con el laser de infrarrojo cercano en periodos de
tiempo de 3, 5, 10 y 15 min, se les tomd fotografias térmicas mediante una camara
termografica y se esperaba llegar a 55 °C de calentamiento en los viales con muestra, dicha
metodologia se desarrollé de acuerdo a lo propuesto por Park y Col., Seo y Col. y Lee y Col.
[52, 62, 63].
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CAPITULO IV

RESULTADOS
En esta seccidn, se presenta toda la informacion obtenida mediante pruebas experimentales
y caracterizaciones del extracto, materiales precursores y de los nanomateriales propuestos a
sintetizar en los objetivos especificos de esta tesis, cabe destacar que se incluyen analisis

bioldgicos complementarios en lineas celulares, levaduras y bacterias.

4.1 Sintesis de nanoparticulas de Au mediante el extracto de la planta Cuphea

aequipetala

En las ultimas dos décadas, la nanobiomedicina ha experimentado un crecimiento expansivo
sin precedentes en el desarrollo de nanomateriales disefiados para mejorar el diagndstico,
monitoreo y tratamiento de diversas enfermedades incluidas cancer, Alzheimer, Parkinson,
etc [64], Ahora bien, el oro es un metal que presenta resistencia a la corrosion y oxidacion,
lo cual favorece sus aplicaciones médicas, ademas a nivel nanométrico, tiene propiedades
Opticas unicas debido al fendmeno de resonancia del plasmon de superficie, lo cual indica
que tendra una dispersién o absorcidn de la luz en respuesta a la oscilacion colectiva de los
electrones libres cuando la particula se expone a la luz, en la longitud de onda de resonancia
caracteristica de dicho metal [65], que a su vez mediante agentes de superficie especificos,
permiten modificar los rangos de deteccion hacia el infrarrojo cercano, en donde la radiacion
poca o nulamente se absorbe por el cuerpo humano, lo cual reduce los dafios abrasivos por
terapias de radiacion convencional y permite aplicar técnicas de bioimagen y agentes
fototérmicos [66, 67].

Por lo tanto, la idea central de esta primera fase de investigacion es sintetizar nanoparticulas
de Au, empleando la planta anticancer Cuphea aequipetala como agente reductor de la sal
precursora y estabilizante de los nanosélidos obtenidos, los cuales posteriormente fueron
recubiertos de rosa de bengala como agente luminiscente, Ademas, se determinaron los
tamanios, 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), Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia
Electrénica de Barrido (MEB) y Transmision (MET).
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4.1.1 Analisis Bromatologicos

Algunas de las principales incognitas en el proceso de sintesis de nanomateriales por medio
de plantas son los componentes orgédnicos presentes en el extracto, los cuales fungen como
agentes reductores y estabilizadores de ciertos metales, debido a esto se realizd un analisis
proximal, bromatologico y estructural de la planta Cuphea aequipetala en polvo, para asi

mismo definir que componentes pueden estar involucrados en la reduccién del oro.

Dichos andlisis fueron evaluados utilizando base fresca (Bf) y base seca (Bs). Mediante la
primera prueba se analizo la humedad en la planta (ver tabla 4.1), sin presentar diferencia
alguna en Bf y Bs lo cual se atribuye a que se adicioné el polvo de la planta (después de su
trituracion hasta obtener particulas finas) en un crisol que a su vez se coloc6 en un desecador
por 24 h, previd a la realizacion de las pruebas, para evitar que la planta adquiriera humedad
adicional que pudiera proveer el medio ambiente. Se consideré que la suma de estos
resultados (Bf y Bs) nos arrojen 100% de la materia organica analizada (peso de muestra con
humedad + peso de muestra deshidratado).

Comparando éstos resultados con literatura previa de Susanto y Co. [56] ellos utilizaron 1000
g de hojas de la planta Calophyllum inophyllum extraidas en metanol y en el caso presente,
se utilizaron 2 g de la planta en seco de Cuphea aequipetala para cada una de las pruebas.
Ahora bien, ellos obtuvieron 11.24 % de humedad, lo que supera a lo obtenido en el presente
estudio. Esto puede ser atribuido a sus diferencias en el ambiente de crecimiento, ya que
Cuphea aequipetala crece en terrenos de humedad moderada por lo cual en su estructura solo
se almacena la cantidad acuosa disponible y necesaria para las épocas de sequia y/o sus
necesidades fisiologicas; y C. inophyllum crece en zonas bajas y costeras lo que genera
disponibilidad de mayores cantidades de agua, aunque esto las hace susceptibles a
contaminacion microbiana, por otra parte también, éste alto contenido de humedad
proporciona mayor actividad de enzimas solubles en agua y coenzimas necesarias para su
metabolismo.

Ahora bien, en cuanto al extracto etéreo, encontramos que la planta utilizada por Susanto no
mostrd alguna cantidad significativa de aceites y, por la parte de Cuphea aequipetala se
obtuvo 1.93y 2.07% (Bf y Bs), lo que indica que las plantas de manera general, no requieren

altas cantidades de grasas como método de obtencion de energia, ya que si se almacenaran
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grandes cantidades de grasa en las hojas (generalmente es en la raiz donde se almacena), les
generaria arteriosclerosis y envejecimiento.

En cuanto a la determinacion de ceniza se obtuvo el valor de 11.38 y 12.19%. Comparando
con el trabajo de Susanto ellos obtuvieron 4.75 % lo cual es una cantidad casi 3 veces menor,
indicando la posible presencia de un alto contenido de minerales tales como cloro, magnesio,
hierro, sodio y potasio, en general, los minerales de las plantas son menos biodisponibles que
los de origen animal, no obstante, los minerales son importantes para el desarrollo fisico y
mental, y son componentes esenciales de los huesos, dientes, tejidos, musculos, sangre y
células nerviosas.

En cuanto a la medicidn de proteina los valores registrados para C. aequipetala fueron de
9.92 y 10.64%, mientras que en el estudio de Susanto, ellos obtuvieron un 6.43%. Esto
significa que C. aequipetala presenta 2 veces mas cantidad en proteina lo que la constituye
una fuente rica, aunque, se debe realizar un estudio adicional para identificar si pudieran estar
biodisponibles para la dieta de mamiferos.

Por la parte de la fibra cruda, en la planta de C. inophyllum obtienen un 23.96 %, mientras
que el presente trabajo obtiene 14.07 y 15.08%, siendo mayor el reportado por Susanto y Co.
para los niveles de fibra no digestible, dado que su estructura se conforma de ramas fibrosas
alargadas comparadas a las de Cuphea aequipetala que son redondas y blandas. Ahora bien,
las plantas o verduras sin almidon, son las fuentes mas ricas de fibra dietética y se emplean
en el tratamiento de enfermedades como la obesidad, la diabetes, el cancer y desérdenes
gastrointestinales, ya que ayudan a mantener la salud humana por reducir el nivel de
colesterol.

Finalmente, se tienen las concentraciones de 62.69 y 53.36% de carbohidratos los cuales por
parte de C. aequipetala son superiores que las de C. inophyllum, (cita) lo cual la hace ser una
fuente rica de energia disponible en el caso de usarla como fuente alimenticia. Para el caso
de procesos de sintesis de materiales los azcares presentes podrian estar involucrados en la

reduccion de los metales a nanomateriales.
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Tabla 4. 1 Analisis bromatologico de Cuphea aequipetala

Determinacion Base fresca (%0) Base seca (%0)
Humedad 6.67 6.67

Materia seca 93.33 93.33
Extracto etéreo (grasa) 1.93 2.07

Cenizas 0 minerales 11.38 12.19
Proteina cruda 9.93 10.64

Fibra cruda 14.07 15.08
Extracto libre de | 62.69 53.36
nitrégeno (carbohidratos)

4.1.2 Pruebas fitoquimicas del extracto de la planta Cuphea aequipetala.

La determinacién de la composicion quimica de las plantas medicinales permite conocer sus
constituyentes biolégicamente activos, por lo cual pueden seguirse metodologias que van
desde un analisis fitoquimico, hasta estudios quimicos sistematicos bioguiados, aunque éstos
ultimos resultan ser mas costosos y es necesario contar con un antecedente de la presencia o
ausencia de ciertos compuestos, por lo cual uno de los objetivos del presente estudio es
identificar los compuestos presentes en el extracto de Cuphea aequipetala para intentar

deducir cuales compuestos estan asociados al proceso de sintesis de nanomateriales.

En el presente estudio se obtuvieron los resultados con agua desionizada como solvente ya
que es el medio en el cual se realiza la sintesis de los nanomateriales, siendo este un solvente
universal, poco costoso y nulamente toxico comparado con otros solventes que se utilizan
para extraccion de sustancias activas. Siguiendo la metodologia reportada por Silvay Co [55]
ellos utilizaron hexano y etanol como solvente mezclados con la materia organica, dejandola
reposar por 7 dias y posteriormente filtrandola. La primera de estas pruebas arrojo positivo

para esteroles en el caso de C. aequipetala al igual que Silva con el extracto de la fruta
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Copernicia prunifera, éste tipo de compuestos estan asociados a actividades
antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas; el analisis de los compuestos etilénicos es una
de las pruebas adicionales que no fueron realizadas por Silva 'y Co, en el presente estudio, si
se realizaron mostrando un resultado positivo, lo cual estd asociado a procesos oxidantes y
formadores de vitaminas como la K1.

En el caso de la prueba para deteccion de saponinas la planta de C. aequipetala mostro
resultado positivo y negativo para el fruto C. prunifera, la funcidn de este tipo de compuestos
es la misma que realizan los esteroles, por lo cual si alguno de ellos no se encuentra presente
en el extracto el otro podria tener la misma funcion; Por otra parte, la prueba realizada para
estudiar la presencia de flavonoides resulté positiva para c. aequipetala a pH de 6.33, y en el
caso de Silva y Co. present6 ausencia de los mismos a un pH de 3, los flavonoides
representan un ejemplo atractivo de compuestos bioactivos provenientes de plantas con usos
prometedores como son anticancer, prevencion de enfermedades cardiovasculares, reduccion
de radicales libres de oxigeno, antialérgicos y antivirales. Ahora bien, la prueba de deteccion
de taninos en el presente estudio arrojo un resultado positivo con la formacién de espuma
que perdurd por al menos 1 minuto al agitarse y comparado con la planta de C. prunifera en
el trabajo reportado por Silva ellos indican que también fue positivo y ademas en su
cuantificacion obtienen una concentracién entre 1500 y 3000 ppm, los taninos son polimeros
con funciones valiosas en las plantas, que contribuyen al sabor, olor y color, y son
responsables de la astringencia de muchos productos. Las plantas ricas en taninos se utilizan
en la medicina tradicional para tratar diversas enfermedades porque tanto los taninos
hidrolizables como los condensados tienen la capacidad de generar complejos con ciertos
elementos, como lo son hierro, vanadio, manganeso, cobre y aluminio, presentando
capacidades antioxidantes y de eliminacion de radicales libres. Cabe destacar que, el
contenido de taninos en las plantas puede variar de acuerdo con las condiciones climaticas y
geogréficas, y puede presentar una composicion quimica variada que a menudo es poco
conocida.

La Tabla 4.2 muestra el resumen de los resultados anteriormente mencionados e indica el
tipo de prueba que se realiz6, ademas en la figura 4.1 se presentan imagenes de los tubos de
ensayo en los cuales se llevaron a cabo las pruebas fitoquimicas con la planta de Cuphea

aequipetala. Es importante destacar que el resultado positivo a las pruebas ayuda a generar
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la teoria de que, a mayor cantidad de compuestos presentes en la planta, mayor puede ser la
velocidad de reduccion y estabilizacion de Au, para formar nanomateriales, sustentada por el
corto periodo de tiempo (2 min) en el que el extracto de c. aequipetala genera las

nanoparticulas esféricas con tamafos menores a 20 nm.

Tabla 4. 2 Resultados cualitativos de las pruebas de identificacion de diversos
metabolitos.

Prueba Cualitativa Compuesto Resultado
a) Liebermann-Buchard Esteroles Positivo
b) Permanganato de Potasio Compuestos etilénicos, Positivo
c) Espuma Saponinas Positivo
d) Shinoda Flavonoides con grupos Positivo

benzopirona

e) Cloruro Férrico Taninos Positivo

Figura 4. 1 Iméagenes de resultados positivos ante las pruebas fitoquimicas en el extracto de
la planta Cuphea aequipetala, a) prueba Liebermann-Buchard (precipitado rojo), b) prueba
con Permanganato de potasio (Decoloracion del reactivo afiadido), c) prueba de Espuma
(formacion de espuma permanente), d) prueba Shinoda (formacion de precipitado) y €)
prueba con Cloruro Férrico (generacion de precipitado).
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4.2 Sintesis de nanoparticulas de Au mediante el extracto de la planta Cuphea

aequipetala
4.2.1 Espectroscopia de Ultravioleta-Visible

En esta parte experimental se realizo la sintesis de nanoparticulas de oro, para la cual se
preparo el extracto de C. aequipetala a una concentracion de 0.02 g/ml y la solucién de &cido
tetraclorodurico utilizada a una concentracion de 5 mM en una relacion volumétrica de 1:1
respectivamente. A partir de 3 ml de muestra de ambos precursores, el primer indicativo de
una sintesis efectiva es el cambio de color del café claro a morado caracteristico de la
formacion de estructuras nanométricas, debido a la excitacion relacionada a los electrones

libres del oro (Figura 4.2).

Extracto de Cuphea Solucion de AuNps
aequipetala oro 5 mM

Figura 4. 2 Cambio de color en el proceso de sintesis de las AuNps utilizando una relacion
1:1y 6 mL de solucion.

Cabe destacar que la sintesis de nanoparticulas de oro se realiz6 en un tiempo aproximado de
1 min, lo cual resulta en un proceso de reduccion muy rapido, en comparacion con los
obtenidos previamente en el grupo de trabajo, es importante sefialar que se reviso la literatura
sin encontrar indicios de sintesis verde no hibrida que efectle alguna reaccion con esta
velocidad de produccion de nanomateriales, siendo asi una ventaja totalmente novedosa y
efectiva.

Aprovechando este resultado, se realizo la cinética de reaccion desde 0 segundos (sin
agitacion de los componentes precursores) hasta 30 segundos, en donde se presenta un pico
de plasmén superficial entre los 500 y 600 nm, siendo este caracteristico del oro solido
nanométrico (Figura 4.3 a). Se observa también que a medida que aumenta el tiempo el pico

maximo se incrementa en intensidad lo que sugiere un aumento de la concentracion de las
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nanoparticulas sintetizadas, con un ensanchamiento de las bandas muy similar lo que indica
morfologias similares en cuanto al tamafio.

Ya confirmada la sintesis de AuNPs por medio del cambio de color, y la aparicion del pico
de plasmon en el espectro de UV-Vis, seguida de la purificacion de las nanoparticulas, se
partié de 1 ml de nanoparticulas libres de extracto de C. aequipetala (dispersadas en agua
desionizada), de acuerdo a lo reportado por Kitching y Co.[51]. Se adicion0 rosa de bengala
a una concentracion de 20 mM, afiadiendo 1 ml de colorante por minuto durante 15 min,
generando asi un volumen total de muestra de 16 ml. La figura 4.3b presenta, las bandas con
dobles picos caracteristicos de la rosa de bengala haciendo alusion a que se encuentra
cubriendo la superficie de las nanoparticulas conforme se aumenta la cantidad de colorante,
hasta el grado de la desaparicion del pico caracteristico del metal oro. De la cual se determind
que aproximadamente a los 5 ml se obtiene una banda intermedia donde aln se aprecia el
pico de oro y una banda respectiva al colorante en dicho volumen afadido cercana a los 520
nm, sin llegar a ser totalmente invasiva como se aprecia en el pico donde se adicionaron 15
ml de colorante, determinando asi el volumen aparentemente ptimo para cubrir la superficie
de los nanomateriales y utilizarse en pruebas bioldgicas.

—— 0 seg —— AuNps

—— Rosa B|
—— 5 seg ——1mL
2.0 Naahas —— 10 seg 2mL
e —— 15 seg amL
20 seg | 4mL
25 seg Vs, A  s5mL

——6mL
——7mL
8mL
—9mL
10mL
11mL
12mL
——13mL
—— 14 mL
——15mL

Absorbancia (u.a.)

Absorbancia (u.a.)

0.0 v T T T T T T 1 0.0 T T 1
450 500 550 600 650 400 500 600 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4. 3 Espectros de UV-Vis de a) nanoparticulas de oro sintetizadas y b) AuNps con
diferente volumen de Rosa de bengala en su superficie.
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4.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo

Esta técnica es una alternativa eficaz para conocer los compuestos organicos presentes en las
muestras, en nuestro caso utilizamos esta prueba para conocer los grupos funcionales que
contiene el extracto de la planta, los cuales estan involucrados en la sintesis de las
nanoparticulas con base a la aparicion o eliminacion bandas en el espectro de infrarrojo, para
asi mismo después lograr establecer mecanismos de formacion de las nanoparticulas de oro.
Para realizar este método, es necesario secar el polvo de la planta pulverizada, extracto de la
planta, el residuo de la planta posterior a la sintesis y la muestra con nanoparticulas de oro
purificadas, para eliminar la presencia de agua y otros componentes que puedan generar ruido
en el espectro, los cuales interfieran el analisis de los componentes funcionales, ademas la
presencia de humedad en el equipo de infrarrojo genera un mal funcionamiento del mismo,
cabe destacar, que ésta prueba se realizd a una humedad especifica de 37.5% y una

temperatura de 25.4 °C.

La figura 4.4 nos muestra el espectro de infrarrojo del extracto de Cuphea aequipetala (banda
de color azul), en el cual logramos apreciar absorciones caracteristicas de ciertos grupos
funcionales con los enlaces y numeros de onda correspondientes, de lado izquierdo
comenzamos con la presencia de una banda con nimero de onda de 3490 cm™ la cual se
atribuye a las vibraciones que sufre el enlace O-H de los alcoholes debido a un estiramiento
del mismo. La siguiente banda ubicada en 2922 cm corresponde también a un estiramiento
del enlace de los alcanos (C-H), siendo este del metileno. En tercer lugar, tenemos la banda
de 1730 cm™ generada por tension de grupos aromaticos con enlace C=C, esta banda al estar
ligeramente cercana a los 1600 cm™ representan un niicleo bencénico. El siguiente pico en
1400 cm* corresponde a la flexion de los grupos con enlace C-N, en la banda de 1160 cm™
encontramos la aparicion de enlaces de C-C respectivo a carburos. La banda con nimero de
onda 1040 cm™ del enlace C-O corresponde a los &cidos carboxilicos y finalmente, tenemos
la presencia de una banda de 650 cm™ que se atribuye a los compuestos halogenuros que en
este caso pertenecen a la unién C-Cl.

La misma figura presenta el espectro de las nanoparticulas de oro purificadas, en el cual
logramos apreciar diversos enlaces correspondientes a grupos funcionales que disminuyeron

su presencia en las bandas de transmitancia por la accion de estos mismos en la sintesis y
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estabilizacion de las nanoparticulas. Al igual que el espectro del extracto de la planta, se
distingue la presencia de la banda por vibraciones de estiramiento del enlace correspondiente
a O-H el cual, se desplaza a un mayor nimero de onda siendo este 3431 cm™. En la region
del grupo metileno antes mencionado se observa la desaparicion del mismo teniendo una
tension débil en 2323 cm™, en seguida se aprecia el pico correspondiente a un grupo con
compuestos aromaticos con un numero de onda de 1650 cm, el cual se observa disminuido
y desplazado ligeramente hacia menores longitudes de onda con respecto al extracto puro,
teniendo en cuenta que este se encuentra cercano a los 1600 cm™ confirmando la existencia
de algun anillo bencénico. El enlace N-O con la banda de 1377 cm™ corresponde aun a los
grupos nitro observandose una disminucion de esta banda a comparacion del espectro
anterior, en la banda de 1156 cm™* encontramos la aparicion de enlaces de C-C, corrida a la
derecha correspondiente a carburos, el siguiente enlace corresponde a los grupos carboxilo
con un numero de onda de 1049 cm™, el cual se recorrié hacia longitudes mayores y por
ultimo tenemos la presencia de los grupos halogenados los cuales presentan un enlace C-Cl
con nimero de onda de 657 cm™. En general se logra observar en todos los compuestos una
baja intensidad, que se asocia a la desaparicion de los mismos debido a que se encuentran
involucrados en la sintesis de las nanoparticulas de oro, afirmando de esta manera la
presencia de los diversos flavonoides y derivados cumarinicos identificados en
investigaciones por Sanchez y Co. [68]. Por otra parte, se distingue también en dicha figura
que el espectro de la planta molida presenta un comportamiento similar en cuanto a los
componentes organicos, siendo la diferencia mas significativa en la banda de O-H, la cual
esta totalmente asociada con que el polvo de la planta se disolvi6 en agua para llevar a cabo

la sintesis del nanomaterial.
4.2.3 Difraccion de Rayos X

Para la realizacion de esta técnica es necesario contar con muestras secas, para lo cual se
colocaron el extracto de Cuphea aequipetala y las nanoparticulas de oro (purificadas) en
vidrios de reloj, para posteriormente introducirse en un horno a 50°C por alrededor de 12 h,
la recoleccion del polvo de las nanoparticulas debe realizarse rapidamente mediante
raspadura de la superficie del vidrio de reloj con espatula metélica porque son susceptibles a
tomar humedad del ambiente. La figura 4.5 muestra en el apartado a) el patron de difraccion
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de rayos X del polvo de la planta en la cual se aprecia que no tiene estructuras significativas
que permanezcan presentes en el difractograma de las nanoparticulas, por otra parte en el
apartado b), se distingue el patron de difraccion caracteristico de oro nanométrico con 5 picos
de difraccion a 37, 44.5, 64.8° y 77.4° los cuales se atribuyen a los planos (111),(200),
(220)y (311)respectivamente, de la estructura cubica centrada en las caras (FCC, por sus
siglas en inglés) de los cristales de oro (JCPDS #03-065-28-70). Por lo que se afirma la
presencia de oro sélido. A partir del semiancho del pico principal y la altura media se calculd
mediante la ecuacion de Debye-Scherrer el tamafio promedio de cristal siendo éste de 18 nm;
por otra parte, se aprecia que no se encuentran picos no sefialados significativos
pertenecientes al material organico que se encuentran en la superficie de las nanoparticulas
o de impurezas que podrian acompafiar a la planta. Esto atribuido gracias a que se realizaron
4 lavados exhaustivos, siendo estos de 12000 rpm efectuados durante 10 min, retirando el
sobrenadante y adicionando nuevamente agua desionizada y revisando cada paso del proceso
mediante espectroscopia UV-Vis. Por otra parte, el patron de DRX presentado por Deepika
y Co. [69] en sus resultados obtenidos mediante extracto del fruto dragon (agente reductor y
estabilizador) y éacido tetraclorodurico (agente precursor), mostré picos de difraccion

caracteristicos de oro, con la estructura cristalina FCC.
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80-
70-

60 -

50 -

% Transmitancia

1 AuNps
40 - Cuphea Molida

J Extracto Cuphea
30 - Residuo Cuphea

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 O
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Figura 4. 4 Espectro de IR de las AuNps, C. aequipetala molida, extracto de la planta 'y
residuo de sintesis.
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Figura 4. 5 Difractograma de RX, a) extracto de C. aequipetala y b) AuNps.

4.2.4 Microscopia Electronica de Barrido

Dados los resultados afirmativos de la sintesis de nanoparticulas de oro (solucién de oro a 5
mM y 0.02 g/ml de extracto en una relacion volumétrica 1:1 respectivamente) por medio de
las técnicas anteriormente descritas, se procedio a caracterizar mediante MEB arrojando los

siguientes resultados.

La figura 4.6 presenta las micrografias de barrido; en los apartados a-c) de menor a mayor
amplificacion, observando que las nanoparticulas se encuentran libres, es decir, nulamente
agregadas en el extracto demostrando que la planta contiene las sustancias organicas
adecuadas para estabilizar las AuNPs, se aprecia también que las NPs tienen un tamafio en
general menor a los 20 nm, se distingue una polidispersividad de tamafios, no obstante,
presentando homogeneidad en forma principalmente esférica, debido a la gran cantidad de
tensoactivos que permiten estabilizarlas, los cuales se unen a su alrededor y no permiten que
su nacleo crezca de manera acelerada desde el ion reducido, controlando asi las morfologias
y tamafios de las mismas, también se determina que dadas a las condiciones usadas de sintesis
se obtuvo una gran cantidad de nanoparticulas. Por otra parte, en el apartado d) se presenta
el analisis quimico elemental demostrando que las estructuras sintetizadas pertenecen a oro
ya que se tiene una mayor intensidad de este elemento comparado con el O, Cly C (residuales

de la sintesis).
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Figura 4. 6 Micrografias electronicas de barrido de las AuNPs, a) mayor amplificacién (1
um), b-¢) menor amplificacion (100 nm) y d) analisis quimico elemental (EDS).

Analizando las morfologias de las nanoparticulas sintetizadas en el presente trabajo con
aquellas obtenidas por Rajan y Co. [70], ellos producen formas triangulares truncas y
semiesféricas, las cuales aplican en levaduras y bacterias como lo son S.aureus, E.coli y
P.aeruginosa; por otra parte colocan nanoparticulas en el medio de crecimiento de las lineas
de cancer Hella a diferentes concentraciones, empleando un tamario de 15.2 nm, sugiriendo
que a menor tamafio sera mas efectivo el dafio a las células, por lo cual, la hipotesis de aplicar
las nanoparticulas obtenidas por Cuphea aequipetala en células de cancer resulta ser una
posibilidad factible. Por otra parte, una de las metas importantes de éste trabajo es colocar
los nanomateriales y colocarles alguna sustancia en la superficie la cual permita su deteccion
en el cuerpo humano y en especifico en el sitio de accion, por esta razon se adiciond Rosa de
bengala, aumentando el volimen con el paso de los minutos, lo que se ve reflejado en la

figura 4.7, donde apreciamos que en el apartado a) solamente se incorporé a las
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nanoparticulas 1 ml de colorante, permitiendo gque se vean poco agregadas unas con otras en
la Rosa de bengala, en el apartado b) solamente se adicionaron 5 ml, que en dicha micrografia
se logra apreciar la diferencia de contraste con algunas partes en color gris correspondientes
al colorante, en el inciso c) las nanoparticulas con 8 ml de volimen perteneciente al colorante,
se encuentran agregadas en cimulos y la fase organica es mas notoria que en los volumenes
anteriores denotando que 8 ml es demasiado colorante, finalmente en el apartado y
correspondiendo a la secuencia ya mencionada con el aumento de volumen encontramos que
15 ml de rosa de bengala agregan la solucion, a tal grado que ya no se distinguen las
nanoparticulas y solo podemos observar un contraste perteneciente al colorante y que todos
esos nanomateriales quedaron inmersos en la fase organica, por lo que se descarta
visualmente el uso de ese volumen, corroborando lo que se aprecio en el espectro de UV-
Vis.

X 40,000 15.0kV LABE

Figura 4. 7 Micrografias de AUNPs y Rosa de bengala a) 1 ml, b) 5 ml, ¢) 8 mly d) 15 ml.
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4.2.5 Microscopia Electronica de Transmision

Ahora bien, esta técnica permite tener una mejor apreciacion de los nanomateriales
sintetizados, por lo que en la figura 4.8 en los apartados a y b) se presentan las micrografias
mostrando que las nanoparticulas tienen un crecimiento de multiple maclado y con tamafios
aproximadamente menores a 25 nm, semiesféricas en su mayoria, lo cual se controlé evitando
la incidencia de luz solar y manteniendo la temperatura de almacenamiento posterior a la
sintesis de 4°C. Una de las diversas ventajas del proceso de sintesis mediante Cuphea
aequipetala es que genera muchos nucleos con los cuales las nanoparticulas pueden crecer
de manera acelerada, controlando las morfologias debido a los agentes surfactantes del
extracto, los cuales permiten que se tenga la cantidad necesaria de sustancias organicas
superficiales para poder utilizarse la relacion volumétrica de 1:1 respectiva a extracto sal
precursora de oro, cuyas concentraciones son relativamente bajas, lo cual se ha realizado

pocas veces en el presente grupo de trabajo.

En la misma figura 4.8 en el apartado c) se presenta un patrén de difraccion de electrones
tomado directamente del equipo, el cual pertenece a oro nanométrico de una sola particula,
observandose puntos caracteristicos de un monocristal, por otra parte, en el apartado d) se
enfoco una nanoparticula para realizar la técnica de alta resolucion de la misma (cuya forma
tiende a ser esférica) la cual se muestra en el apartado €), distinguiendo perfectamente las
distancias interplanares del elemento oro siendo esta de 2.36 A (denotado entre lineas), que
se obtuvo mediante la transformada rapida de Fourier de las familias de planos [111] del

apartado f), correspondientes a la estructura cristalina cubica centrada en las caras.

Comparativamente se encontré en la literatura el uso del método por sintesis verde de
nanoparticulas de oro, por Hamelian y Co. [71], donde analizan mediante MET los materiales
sintetizados, a partir del extracto de Pistacia Atlantica (10 ml para proceso de sintesis, a una
concentracion de 0.03 g/ml) con solucién de acido tetraclorodurico (100 ml de volumen
utilizado, a una concentracion de 1 mM) a temperatura ambiente con relacion volumétrica
1:30 respectivamente, lo cual indicé una distribucion homogénea de las mismas en un rango

de diametro entre los 40 a 50 nm con forma poco simétrica con tendencia semiesférica.
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Cabe destacar que indican nanoparticulas de oro mas grandes debido a la coalescencia de
algunas mas pequefias. Sin embargo, el resultado obtenido en el presente trabajo indica
ventajas en cuanto a volumen utilizado, concentracion utilizada de extracto y morfologias
poco diversas y de tamafios menores a 25 nm. Este tamafio obtenido es util para las

aplicaciones que se pretenden realizar en este trabajo.

a) | g b)

Figura 4. 8 Micrografias electronicas de transmision de las AuNps a-b y d) campo claro, ¢)
patron de difraccion de electrones, €) alta resolucion y f) transformada rapida de Fourier.

4.2.6 Analisis del Potencial Z de nanoparticulas de Au recubiertas de rosa de bengala.

El andlisis de comportamiento eléctrico de las nanoparticulas nos ayuda a comprender que
tan estables pueden ser los nanomateriales sintetizados en suspensiones coloidales, para lo
cual se analizé el potencial Z, la movilidad y la conductividad de las muestras de

nanoparticulas de Au individuales sin centrifugar (AuNpsSC), AuNps centrifugadas
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(AuNpsC) y AuNps con recubrimiento de 5 ml de rosa de bengala a 20 mM (AuNpsRB)*,

generando resultados destacables los cuales se condensan en la tabla 4.3.

Tabla 4. 3 Resultados del analisis del potencial Z de las nanoparticulas de oro.

Muestras Potencial Z Movilidad Conductividad
(mV) (Lmcm/Vs) (mS/cm)

AuUNpsSC -16.266 -1.081 1.163

AuNpsC -23.766 -1.582 0.140

AuNpsRB -38.233 -2.574 0.054

*Se utilizaron 750 pL de cada muestra.

De acuerdo con la literatura (Pate y Co. [58]), un nanomaterial es moderadamente estable
conforme se acerca a un valor de potencial Z absoluto |30| (incluyendo los valores negativos
y positivos), inestable en valores de 0 a |5| representando agregacion rapida y la buena
estabilidad tiene valores entre |40| y |60| [58]. Una vez mencionado esto, se aprecia que las
nanoparticulas sin centrifugar, es decir la que contenia residuos de sintesis presenta un valor
que se puede considerar como estabilidad incipiente, las nanoparticulas centrifugadas y
purificadas muestran valores cercanos a la estabilidad moderada, sin embargo, las
nanoparticulas con cubierta de rosa de bengala arrojan un resultado de buena estabilidad para
la muestra que contenia 8 ml de rosa de bengala, mostrando un potencial Z de -36.23 mV.
Por otra parte, se determina que las nanoparticulas de oro tienden a agregarse si se afiade méas
de ese volumen de colorante, desarrollando inestabilidad, de acuerdo a lo observado mediante
MEB. Cabe destacar que se realizaron estas pruebas por triplicado se analizaron a una
temperatura de 25.1 °C. Por otra parte, también se incluyen los valores de movilidad
electroforética y conductividad, con los cuales el equipo calcula el valor de potencial Z

mediante diversas teorias incluida la de Helmholtz-Smoluchowski [72].

Afadiendo estos valores en la figura 4.9 respectiva a estabilidad encontramos que al pH de
7.4 (valor que se eligi6 para entrar en el rango donde se podria dar la estabilidad o
inestabilidad sin inferir en algun valor propiciado por el pH, pudo haberse escogido también
el valor de 3.8 de pH), las nanoparticulas de oro con 5 ml rosa de bengala entran
perfectamente en el rango de estabilidad, que concuerda con la literatura que indica que si
una particula se mide a pH basico los resultados deben estar en el rango negativo. Por otra
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parte, se demuestra que las particulas se encuentran estéricamente protegidas, que impide la
agregacion y por lo que, las cargas de atraccion se ven limitadas por esa capa de moléculas
de rosa de bengala en la superficie de las nanoparticulas. Igualmente refleja, que se
disminuyeron significativamente los iones remanentes de sintesis, asi la doble capa externa
de las nanoparticulas no se comprime y las nanoparticulas no se agregan unas con otras. Por
ultimo, se comparan los resultados obtenidos con Lee y Co. [73] quienes sintetizaron AuNPs
mediante el extracto del fruto Garcinia mangostana, con un tamafio promedio de 32.9 nmy
obteniendo un valor de potencial Z de -20.82 mV siendo inferior al del presente trabajo

haciéndolas menos estables.
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Figura 4. 9 Gréfica de estabilidad de materiales en coloide dependientes del pH [9].

4.2.7 Pruebas antibacteriales con AuNps

El ensayo cualitativo que se realizo fue el de difusion de disco siguiendo la metodologia de
Kirby-Bauer, el cual consistié en la impregnacion de discos de papel filtro previamente
esterilizados con las muestras de estudio (el disco se impregna con 30 pL, aproximadamente).
La Figura 4.10 (a-b) presenta el resultado de colocar papeles impregnados con solucién de
HAuCls (5 mM), extracto de Cuphea aequipetala (0.02 g/ml), AuNpsSC (sin centrifugar,
980 ppm) y AuNpsC (centrifugadas, 980 ppm) en las cepas de E. coli y S. aureus. La sal
precursora de Au fue elegida como control, debido a que es una solucién &cida con iones
AUt y se esperaba que tuvieran efecto sobre las cepas. Cabe destacar que se utilizo esa
concentracion de nanomaterial porque es la cantidad de nanoparticulas totales que se

sintetizan con el extracto de Cuphea aequipetala.

Pégina | 76



En dicha figura se observa la formacion de un halo de inhibicion para la muestra con solucion
precursora de oro, apartado a) respectivo a la cepa E. coli, el cual se midié determinando un
didmetro de 13 mm. Observando las demas muestras en esa caja de Petri, se distingue la nula
aparicion de algun halo de inhibicion. Este resultado podria asociarse a la demasiada cantidad
de iones de la solucion precursora que no permiten el crecimiento de la sepa en el medio de
cultivo, por otra parte, podria reflejar que la cantidad de nanomaterial es muy poco para tener
efecto sobre la cepa o bien, que las nanoparticulas no tienen efecto antibacterial lo cual estaria
de acuerdo con la literatura [74]. Sin embargo, se tomo6 la decision de analizar
concentraciones mas bajas ya que existe la posibilidad de que el nanomaterial interactte con
la célula bacteriana uniéndose a la superficie celular y causando dafio estructural, reduciendo
la actividad de las enzimas, alterando las funciones vitales de la célula y finalmente
conduciendo a la muerte celular, como lo indican asi ciertos autores en la literatura utilizando
nanoparticulas de Au con tamafio de 14.5 nm [75]. Pocos estudios demostraron que
nanoparticulas de oro ultrapequefias (2 nm) exhiban una actividad bactericida mejorada en
comparacion con las nanoparticulas de mayor tamafio a la misma concentracion, generando
actividad de desequilibrio metabdlico que indujo la produccién intracelular de ROS (especies
reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés) y que confiere la muerte microbiana [76]. En
ese mismo disco analizando la concentracion de extracto se aprecia que no genero inhibicion
a las bacterias, esto quiza debido a la cantidad de azUcares, que pueden propiciar el

crecimiento de las bacterias de E. coli.

Por otro lado, en la Figura 4.10 b), se identificd que las nanoparticulas siguen sin tener efecto
alguno sobre las bacterias, principalmente en S. aureus, sin embargo, algo interesante es que
el halo de inhibicidn de la sal precursora es de 7.5 nm, didmetro inferior al que se obtuvo por
medio de E. coli y a su vez del halo de inhibicion parcial del extracto, lo que significa que en
el caso de S. aureus, se presenta mayor sensibilidad a los agentes del extracto pero menor a
la cantidad de iones, en comparacion con la cepa E. coli. Se ha demostrado en la literatura
que S. aureus, se ve afectada por accion de azlcares como sacarosa y glucosa, mientras que
Escherichia Coli acepta un nivel mas alto de estos compuestos. Se sabe que Escherichia coli,
es una bacteria gram negativa que contiene una membrana citoplasmatica, membrana externa
y, entre ambas, un espacio periplasmico, constituido por péptido-glucano. Esta Ultima

estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osmoticas
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ambientales relativamente elevadas, sin embargo, Staphylococcus aureus, es una bacteria
gram positiva, con una pared celular interna sin espacio periplasmico, lo cual significa mayor

susceptibilidad a la exposicion de diferentes sustancias.

Figura 4. 10 Resultados de la prueba antibacterial en a) E. coli y b) S. aureus.

Por otro lado, la Figura 4.11 (a-c) ilustra el ensayo correspondiente al extracto, solucién de
oro y nanoparticulas de oro centrifugadas en la cepa E. coli (se decidié no analizar la mezcla
original de extracto y nanoparticulas ya que no mostraron efecto significativo en la prueba
anterior). En esta evaluacion antibacterial se aprecia que, a concentraciones bajas, ni el
extracto ni las AuNpsC tuvieron efecto antimicrobiano, sin embargo, para la solucidn
precursora de Au, se aprecia que a medida que disminuye la concentracién en ppm también
disminuye el halo de inhibicion, siendo de 11.5 mm para 400 ppm, 7 mm para 150 ppm, 4
mm para 50 ppm y nulo para 1 ppm, lo cual significa que solo se ve afectada a una

concentracion alta de iones que sobresaturan la permeabilidad de la bacteria y le causan

muerte celular.

Figura 4. 11 Evaluacién mediante método de difusion de disco en bacterias E. coli para a)
extracto de Cuphea aequipetala, b) HAuCI4 y ¢) AuNpsC.
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Finalmente se presenta en la Figura 4.12 (a-c), el resultado para las muestras de extracto,
soluciéon precursora y AuNpsC en los discos con bacteria de S. aureus, para las
concentraciones de 400, 150, 50 y 1 ppm. Se aprecia que, para las nanoparticulas de oro no
hubo efecto bactericida en ninguna concentracion. Para la solucion precursora de oro, hubo
efecto bactericida para la concentracion de 400 ppm mostrando un halo de inhibicion de 5.5
mm y para el extracto se distinguieron halos de inhibicién parcial para 400 ppm de 10 mm,
para 150 ppm de 6 mm, para 50 ppm de 4 mm y para 1 ppm no se refleja ningun efecto

antibacterial.

Cabe destacar que todas las pruebas se realizaron por triplicado para tener confiabilidad de
los resultados. En general a medida que se disminuyd la concentracion de las muestras
analizadas en ambas cepas bacterianas se aprecia que no hubo cambios sobresalientes, sin
embargo, un dato interesante seria analizar a futuro que es lo que sucede con las inhibiciones
parciales del extracto, quizéa la cantidad de sustancias que la podrian inhibir totalmente no es
suficiente para evitar su crecimiento y por eso solo hay pocos crecimientos de la cepa
generando las inhibiciones parciales. No obtante, es comin ver reportado que no hay un
efecto antibacterial cuando se utilizan nanoparticulas de oro (cita).

400
pPM

b
i 150
PPM
” /ml .
L

Figura 4. 12 Resultados de la evaluacién de a) extracto, b) HAuCIl4 y ¢) AuNpsC en S.
aureus.

4.2.8 Analisis de Nanomateriales fluorescentes en Microscopio Confocal

En este estudio es importante destacar que el punto de interés fue conocer si la fluorescencia
emitida por los nanomateriales de oro seria detectable en el microscopio confocal
multifotonico para lo cual, se adicionaron separadamente en portamuestras: una gota de
extracto de Cuphea aequipetala (control negativo), células de cancer de cérvix (HelLa)

teflidas con colorante fluorescente Dapi (exclusiva para nucleos), AuNps y finalmente una
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mezcla de AuNps con medio de cultivo y células HelL a tefiidas. Las muestras se analizaron a
25X con un laser cameleon mediante excitacion de 600 a 660 nm por un tiempo de incidencia

de 3 min sobre las muestras.

En la figura 4.13 se muestran las imagenes correspondientes a campo claro de la observacion
directa (a) y el campo oscuro donde se obtienen las sefiales de fluorescencia (b), sin embargo,
como es notable no se tuvieron sefiales del extracto de Cuphea aequipetala lo que significa
que no es un extracto fluorescente, dicho resultado ya se esperaba de esta forma por lo cual

es un control negativo en una longitud de onda de 609 nm.

Figura 4. 13 Campo claro de observacion directa a) y campo oscuro donde se obtendrian
sefiales de fluorescencia b) del extracto de Cuphea aequipetala.

En la figura 4.14 se aprecia que las células de cancer de cérvix fueron tefiidas en los nucleos
efectivamente, ya que de toda su estructura celular lo unico que fludrese es ese organelo
(apartado a), emitiendo en una longitud de onda de 612 nm. El apartado b) corresponde al
campo claro de observacidn directa, donde apenas se aprecia que ahi estan las lineas celulares
confluentes y con estructura alargada. Finalmente, en el apartado c) se analizaron las células
a 606 nm para determinar si habria fluorescencia cruzada entre nanoparticulas y el colorante
ya que estan muy cercanos en emision, sin embargo, no se aprecia ninguna sefial lo cual es

efectivo para la distincion de las nanoparticulas de oro.
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Figura 4. 14 Células de cancer de cérvix tefiidas en los nucleos apartado a), campo claro de
observacion celular apartado b) y campo oscuro sin sefiales fluorescentes apartado c).

En la figura 4.15 se puede apreciar directamente en observacion de campo claro la orilla de
la gota de muestra de AuNps a) y en b), las sefiales percibidas en el campo oscuro
efectivamente corresponden a las emisiones del oro nanométrico, en una longitud de onda de
excitacion en 606 nm. Como ya se menciond esta captura de imagenes fue realizada a 25X,
sin embargo, se realizd un acercamiento a 40X para apreciar de mejor manera estas
emisiones. En la figura 4.16 se aprecia en un acercamiento a 40X en el campo claro del
apartado a) la orilla de la gota de muestra de nanoparticulas de oro, en el apartado b) se
distingue en el campo oscuro la efectiva emision de la fluorescencia de las AuNps,
notablemente esto es solo un proceso de observacion ya que el equipo no permite detectar
cuanta intensidad de fluorescencia presentan dichos nanomateriales, para lo cual se
recomienda para trabajos futuros analizar las muestras en un espectrofotometro de
fluorescencia para determinar las intensidades de la emision. En el apartado c) se distingue

que los nanomateriales, al estar 3 min en irradiacion con el laser ultravioleta a 606 nm,

Pégina | 81



presentan emision de calor, representado en la figura por esos circulos huecos que significan
que se tiene a su vez respuesta térmica a la irradiacion. Cabe destacar, que se midio también
la cantidad de calor radiante que producen los nanomateriales al ser excitados con laser
ultravioleta, la literatura indica que si alcanzan 50°C sera efectivo para combatir las células

de cancer.

i TN
Figura 4. 15 Campo claro de la orilla de la gota de muestra de AuNps (apartado a) y
emisiones del oro nanométrico en campo oscuro en el apartado b).

Figura 4. 16 Campo claro de la orilla de la gota de muestra de nanoparticulas de oro en el
apartado a), en el apartado b) se distingue en el campo oscuro la efectiva emision de la
fluorescencia de las AuNps y en el apartado c¢) se aprecian anillos de la radiacién térmica de
las AuNps.
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Finalmente, en la figura 4.17 se muestra la mezcla de AuNps en el medio con las células de
cancer de cérvix (HeLa), en el apartado a) se muestran los nicleos excitados a 612 nm, en el
apartado b) representa el campo directo de observacion de las células como ya se mencion6
con morfologia alargada, en el apartado c) se hizo una filtracion de la emisién de los ndcleos
para permitir solo el paso de la emision de las nanoparticulas de oro a 609 nm y finalmente
la imagen del apartado d) muestra la suma de las emisiones de las AuNps y los nucleos
celulares, demostrando que en efecto existe la presencia de las nanoparticulas en las zonas
donde hay células, es necesario realizar un estudio de citotoxicidad para determinar el dafio
que les producen las nanoparticulas. El estudio térmico se realizo para determinar si en un
periodo de exposicion de 5 min en el laser ultravioleta, las nanoparticulas son eficaces para

destruir las células de cancer.

Figura 4. 17 Mezcla de AuNps en el medio con las células de cancer de cérvix
(HeLa)apartado a), campo claro de observacion celular apartado b), emisién de
fluorescencia de las AuNps en campo oscuro apartado ¢) y suma de emisiones de
fluorescencia de nucleos celulares y AuNps apartado d).
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La Figura 4.18 presenta en el apartado a) las células HelLa tefiidas con colorante DAPI las
cuales presentaron buena confluencia, se distingue también que los nlcleos no se encuentran
dafiados, en b) se aprecia el campo claro de las células, el cual representa su observacion
directa en el microscopio, en el apartado c) se presentan las sefiales de las células HeLa con
Rosa de bengala (RB), en las cuales se logra distinguir una coloracion amarilla
correspondiente a la fluorescencia del colorante. Finalmente, en el apartado d), se presenta la
suma de todas las imagenes, apreciando que la fluorescencia de la RB se encuentra por fuera
y por dentro de los ndcleos de las células. Cabe destacar, que la rosa de bengala es un
colorante ya probado que tiene emision fluorescente por lo cual, era logico esperar sefiales

de la misma.

Figura 4. 18 Micrografias de células HeLa con a) nucleos tefiidos con DAPI, b) campo
claro de las células, c¢) células con rosa de bengala y d) suma de fluorescencia de imagenes.

En la Figura 4.19, se logra apreciar en el apartado a), nuevamente las células tefiidas de los
nacleos con el colorante DAPI, sin cambios morfoldgicos en su estructura interna, en el
apartado b), se encuentra el campo claro de las células por observacion directa, en el apartado
C) se presentan las sefiales de las nanoparticulas de oro distinguibles alrededor de las células,
y finalmente el apartado d) corresponde a la agregacion de todos los apartados anteriores
donde se aprecia que las nanoparticulas de mayor tamafio no se encuentran dentro de los

nucleos.
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Figura 4. 19 Micrografias de células HeLa con a) nucleos tefiidos con DAPI, b) campo
claro de las células, c) células con AuNps y d) suma de fluorescencia de imagenes.

La figura 4.20 a) presenta los nucleos tefiidos con colorante DAPI. Como se puede apreciar
en los 3 experimentos, ninguna de las células present6 dafio en los ndcleos o exposicion del
ADN el cual representaria muerte celular, por lo que se confirma que los materiales no fueron
citotoxicos, en el apartado b) se presenta el campo claro de las células con la muestra
combinada entre nanoparticulas de oro y rosa de bengala, en c) se presentan las sefiales
provenientes de las células interactuando con la muestra, podemos observar que lo que se
esperaba era un aumento de la fluorescencia entre las nanoparticulas de oro y la rosa de
bengala, sin embargo, el resultado no representd un incremento sino que simplemente cada
uno de los materiales presento las sefiales caracteristicas de cada uno, se logra distinguir que
el rosa de bengala tuvo fluorescencia por fuera de los nucleos en las células y las
nanoparticulas por fuera de las células, en el apartado d) se presenta la suma de todas las
imagenes captadas en el microscopio confocal de esta muestra. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y todas las muestras fueron analizadas de diferentes zonas por lo

que estos resultados representan tambien las réplicas que se estudiaron.

Pagina | 85



Figura 4. 20 Micrografias de células HeLa con a) nucleos tefiidos con DAPI, b) campo
claro de las células, c) células con mezcla de AuNps y rosa de bengala y d) suma de
fluorescencia de imagenes.

4.2.9 Replicacion de sintesis y caracterizacion de AuNps mediante Cuphea aequipetala

para aplicaciones termograficas.

Este proceso ya se habia realizado con anterioridad por lo cual no se tiene complicacién en
la replicacion de la sintesis del material, el primer indicativo de una sintesis efectiva es el
cambio de color del café claro a morado caracteristico de la formacion de estructuras
nanométricas, debido a la excitacion relacionada con los electrones oscilantes del oro.
Posteriormente, se hizo un lavado de las AuNps a 5000 rpm por 5 min, se retird el
sobrenadante y se utiliza el sélido precipitado, después, se lavaron nuevamente a 1000 rpm
por 3 minutos con agua desionizada para eliminar el poco extracto remanente. La muestra
se analizd6 mediante espectroscopia UV-Vis demostrando que la sintesis correspondia a
nanoparticulas de tamafio pequefio con una buena distribucion de tamafios y formas de
acuerdo al espectro de la Figura 4.21, el cual presenta un pico maximo de plasmon superficial

en 548 nm.
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Figura 4. 21 Espectro de UV-Vis de las AuNps sintetizadas mediante extracto de C.
aequipetala.

La misma muestra se analizé posteriormente mediante MEB para observar los tamafios y
formas sintetizadas para lo cual la Figura 4.22a-c, muestra que se obtuvieron particulas
esféricas con tamafio inferior a 20 nm, con una distribucion homogénea en la muestra, el
analisis quimico de la muestra nos indica sefial de Au en la mayor proporcién (Figura 4.22d).
Con esta replica de material se procedio a realizar el analisis de los materiales mediante las

radiaciones.
4.2.10 Caracterizacion de las AuNps después de las radiaciones.

Como ya se mencion0d con anterioridad, este tipo de pruebas ayudan a conocer las
propiedades térmicas de los nanomateriales sometidos a radiacion, lo que genera la
eliminacidn de las células de cancer. Por lo cual, la Figura 4.23 muestra el disefio del arreglo
que se generd para poder irradiar las muestras de AuNps. Inicialmente se coloc6 solamente
un tubo Eppendorf vacio para evaluar si el tubo podria inferir en las mediciones de la
radiacion de las muestras, sin embargo, se determiné que el plastico de los tubos, donde se
colocaron las muestras no tiene efecto significativo por lo cual se procedid a realizar las
mediciones. En la Figura 4.24, se distingue un comportamiento lineal homogéneo donde no
hay un incremento drastico en la temperatura pasando de 25 °C a 26°C, por lo cual, se

descartan efectos de error en las mediciones por sobrecalentamiento del plastico.
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Figura 4. 22 Imégenes de microscopia electronica de barrido de las AuNps sintetizadas con
extracto de Cuphea aequipetala, a) 10 000X, b) 40 000X, ¢) 100 000 y d) analisis quimico
(EDS) de la muestra.
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Figura 4. 23 Disefio experimental del arreglo para las irradiaciones de las muestras.
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Figura 4. 24 Grafica de analisis de temperatura de tubo Eppendorf vacio.
Posteriormente, se procedié a analizar un tubo con agua desionizada (figura 4.25) y asi
mismo como el caso anterior determinar si habria algun efecto significativo, pero se aprecid
que desde la temperatura de 22 °C solo incrementdé medio grado hasta llegar
aproximadamente a 22.6 °C lo cual permite denotar que no se tendrian errores de medicion
a causa del medio.
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Figura 4. 25 Grafica de andlisis de temperatura de tubo Eppendorf con agua desionizada.
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La medicidn de la radiacion en el extracto (figura 4.26) como tercer control, sirvid para
determinar que un incremento en la temperatura fue nulo ya que se mantuvo constante en
24.2 °C, cabe mencionar que todas las muestras tuvieron un tiempo de permanencia minimo
de 3 minutos. Este resultado y los 2 anteriores permiten descartar errores de medicion
relacionados a alguno de los medios o el propio plastico de los tubos y una vez teniendo en

cuenta esto se procedio a realizar las mediciones en las AuNps.
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Figura 4. 26 Grafica de analisis de temperatura de tubo Eppendorf con extracto de Cuphea
aequipetala.

La Figura 4.27 presenta los resultados del andlisis de temperatura de la muestra con AuNps
siendo analizada con el laser de 808 nm, en un tiempo de permanencia de 3 min, donde se
distingue que considerablemente hubo un incremento de temperatura de 23 °C hasta alcanzar
32 °C, lo cual indica un diferencial de temperatura de 9 °C, junto a esta misma gréafica se
distinguen los perfiles de temperatura registrados mediante la cadmara termografica
empezando en la parte inferior y ascendiendo en temperatura hasta su punto maximo en este
tiempo de permanencia, se distingue que las partes mas frias son las de color azul y conforme
toman color rosa a morado representan el calentamiento de la muestra. Este resultado podria
deberse a que con el calentamiento de la muestra mediante la irradiacion se produzca un

fendmeno de coalescencia de particulas y genere mayores tamafos de las mismas.
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Figura 4. 27 Anélisis de temperatura de las AuNps con el laser de 808 nm en un tiempo de
permanencia de 3 min, a) grafica de temperatura con imagenes termograficas.

Por otra parte, la Figura 4.28a muestra que, a mayor tiempo de exposiciéon del laser, la
temperatura sigue incrementando hasta llegar a 37 °C en un tiempo de 5 min, se puede
apreciar en esta ocasion, que los perfiles de temperatura arrojan un mayor calentamiento, en
este caso el diferencial de temperatura es de 15 °C iniciando en 22 °C. En b) la imagen denota
que efectivamente se tuvo un incremento en la cantidad de particulas que coalescieron pero

las formas siguen siendo cuasi esféricas.
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Figura 4. 28 Analisis de temperatura de las AuNps con el laser de 808 nm en un tiempo de
permanencia de 5 min, a) grafica de temperatura con imagenes termograficas y b) imagen
de MEB de las AuNps.
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Cabe destacar que en cada medicion se utilizé un tubo diferente con muestra, para evitar
confusion de tamafios debido a que alguna de las muestras ya hubiese sido irradiada, para
este caso la Figura 4.29a arroja un incremento significativo en la temperatura iniciando en
22 °C y alcanzando un maximo de 43 °C, representando esto un diferencial de temperatura
de 19 °C. Hasta este punto, es importante destacar que la literatura marca que cerca de 45 °C,
podria ser una temperatura suficiente para destruir las células que se encuentren en contacto
con las AuNps, los perfiles de temperatura determinan que ya se aprecia el color amarillo
intenso de un calentamiento mayor en la muestra, en el apartado b) las AuNps parece que ya
no crecen a tamafios mayores si no que permanecen estables, sin embargo, se distingue cada
vez mayor cantidad de particulas de tamafios cercanos a 50 nm y menos cantidad de particulas

de tamafio cercano a 20 nm.
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Figura 4. 29 Analisis de la temperatura de las AuNps usando un laser de 808 nm con un
tiempo de permanencia de 10 min, a) grafica de temperatura con iméagenes termograficas y
b) imagen de MEB de las AuNps.

La Figura 4.30 presenta el resultado correspondiente a 15 min de exposicion con el laser a
808 nm, en la cual se aprecia en el apartado a) que el calentamiento alcanza cerca de los 47
°C por lo cual se determina el punto méximo de irradiacion de la muestra alcanzando lo
reportado en la literatura. Nuevamente los perfiles de temperatura ejemplifican el
comportamiento del calentamiento, cabe destacar que la diferencia entre el sensor de
temperatura, que arroja los datos de la grafica y las imagenes termograficas de la camara es
de aproximadamente = 1 °C, lo cual no representa un error demasiado significativo, por lo
cual este resultado se puede tomar como acertado. En el apartado b) se demuestra nuevamente

gue no hay un crecimiento acelerado de las particulas, pareciera que las pequefias forman a
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las méas grandes, pero de manera controlada, quiza debido al incremento de temperatura no

acelerado, teniendo un diferencial de temperatura de 25 °C iniciando en 22 °C.
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Figura 4. 30 Las AuNps analizadas con el laser de 808 nm en un tiempo de permanencia de

15 min, a) grafica de temperatura con imagenes termograficas y b) imagen de MEB de las
AuNps.

Posterior a la medicion con el laser de 808 nm, se procedié a medir las muestras con el laser
de 532 nm, ya que la literatura indica que si se utiliza otro tipo de radiacién se podria tener
diferentes tipos de tamafios de las nanoparticulas, aunque no se tenga un incremento

significativo en la temperatura.

Se denota en la figura 4.31 en el apartado a) que no hubo efectivamente un incremento en la
temperatura ya que de estar en 22.8 °C se aproximo a 22.9 °C, ahi mismo en ese apartado se
incluye una imagen de la irradiacion de la muestra con el laser verde en el centro, para tener
una distribuciéon homogénea del calor en caso de que asi se diera, sin embargo, al no tener

incremento de temperatura en 3 min se decidié no esperar mas tiempo irradiando la muestra.

La figura 4.31b presenta una imagen de MEB donde se distinguen las nanoparticulas
esféricas de tamarfio cercano a 20 nm, que indica nula diferencia con la irradiacion en esa

longitud de onda, lo que nos sugiere no mas experimentos de medicion de las muestras.
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Figura 4. 31 Las AuNps analizadas a 532 nm en un tiempo de permanencia de 3 min, a)
grafica de temperatura y b) imagen de MEB de las AuNps.

La Figura 4.32 presenta el resultado de la medicion de las AuNps con radiacion en 390 nm,
en el apartado a) de distingue que no hubo un incremento maximo en la temperatura a una
exposicion de la muestra de 3 min, teniendo un diferencial aproximado de 2.5 °C lo cual no
representa un cambio significativo para poder incluirlas en las mediciones con levaduras o
células HeLa. Por otra parte, en el apartado b) se distingue que efectivamente hubo un cambio
de tamafio con la radiacion a 390 nm, presentando un rango entre 100 y 300 nm con formas

triangulares, tetraédricas y esféricas.
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Figura 4. 32 Analisis de AuNps a 390 nm en un tiempo de permanencia de 3 min, a)
grafica de temperatura y b) imagen de MEB de las AuNps.
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Con este resultado y concordantemente con la literatura, se determina que se podrian hacer
mas pruebas para tener modificaciones de las formas de las nanoparticulas mediante
radiacion de las mismas y asi generar particulas de tamafios mayores. Sin embargo, para las
aplicaciones que se buscan lo ideal son nanoparticulas pequefias que generen calor de manera
intracelular y asi atacar a las células desde el nucleo para una mayor efectividad de su

eliminacion.

4.2.11 Pruebas biologicas con levaduras mediante radiacion a 808 nm.

Los andlisis se efectuaron con las AuNps mezcladas en el medio de las levaduras durante una
hora de exposicion al material y seguidamente con la irradiaciéon de la muestra durante 10
min a la concentracion de 980 ppm de nanomaterial agregando 2 mL de muestra en 10 mL
de medio con levaduras Saccharomyces cerevisiae. La Figura 4.33, representa el modelo de
la camara de Neubauer en la cual se realiz6 el conteo de células muertas para el analisis de
la viabilidad celular, posteriormente, se efectud la microscopia, para la observacion de la
exclusion del azul de tripano como indicativo de muerte celular. En esta camara, se realiza
el conteo celular por cuadrantes para los calculos del porcentaje de células vivas y células
totales. Inicialmente, se gener6 un control de las levaduras sin muestra de AuNps y sin
radiacion, con la cual la viabilidad celular represent6 un 100% de efectividad, ya que no hubo
células que tuvieran exclusion de azul de tripano, lo que significa, que se hicieron crecer y
reproducir de manera efectiva. En la Figura 4.34 se agrega la imagen de las levaduras en la

camara de conteo y a su lado derecho el tubo con medio de crecimiento y levaduras.

1.0 mm

0. 25 mm

0¢

Figura 4. 33 Modelo de la cAmara de Neubauer para conteo celular [77].
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Figura 4. 34 Levaduras en la cAmara de conteo y a su lado derecho el tubo con medio de
crecimiento y levaduras.

Por otra parte, en la Figura 4.35 se distingue que en la imagen del contador de células se
apreciaron cimulos de levaduras que tuvieron exclusion de azul de tripano lo que indica su
muerte celular, en este caso se tiene un 98% de viabilidad celular, a su lado derecho se
presenta la imagen del tubo con la muestra incluyendo 2 mL de AuNps y 10 mL de medio
con levaduras. Cabe destacar, que esta muestra no se irradio, solamente se analiz6 después
de una hora de exposicion de las levaduras, para analizar si por si solas generarian algln
dafio. Sin embargo, recordemos que las nanoparticulas de oro por si solas son biocompatibles

y no generan toxicidad en algunos modelos celulares como seria en este caso.

o =

Figura 4.

crecimiento de levaduras mezcladas con AuNps.
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Después de determinar que no hubo dafio significativo en las levaduras con el material por si
solo, se procedi6 a su irradiacion en los tiempos de 3 'y 15 min. En la Figura 4.36, se distingue
la respuesta del incremento de temperatura siendo relativamente baja desde 21 °C hasta
aproximadamente 24.5 °C, lo cual podria relacionarse con ya sea la dispersion de las
nanoparticulas en todo el medio (10 mL) que no permite tener una buena concentracion de
las mismas y probablemente el calor se esté disipando o quiza al l&ser que no alcanza a

penetrar en el medio.

Sin embargo, se aprecié que algunos cumulos de levaduras murieron a pesar del bajo
incremento de la temperatura en el tubo, posiblemente por causa del medio de cultivo, hubo
calentamiento de las AuNps libres en su alrededor de residuos de material organico que disipa
el calor, generando baja muerte celular. En este caso, el porcentaje de viabilidad celular fue
del 91%. A pesar de no ser tan radical la muerte celular, se aprecia que podria hacerse mas
modificaciones de concentracion de las AuNps o incrementar la potencia del laser para tener

una mayor penetracion en el medio.
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Figura 4. 36 Imagen de a) Grafica de comportamiento del incremento de temperatura a 3
min con laser de 808 nm y b) Levaduras en la camara de conteo.

Finalmente, la Figura 4.37 representa la irradiacion de las levaduras a 15 minutos con el laser

de 808 nm, como se puede apreciar en a) hay un incremento de temperatura de 22 °C hasta

Pégina | 97



34 °C generando un diferencial de temperatura de 12 °C, lo cual significa que probablemente
no es suficiente temperatura para generar una muerte celular mayor. Teniendo asi un 90% de

viabilidad celular denotado por la exclusion de azul tripano en algunas levaduras.

Se propone para futuras mediciones realizar diferentes analisis con concentraciones distintas
y asi probar cuanta cantidad de AuNps sera necesaria para tener por lo menos un 50% de
viabilidad celular. Cabe destacar, que se utilizaron este tipo de levaduras para tener una guia
del comportamiento del sistema y asi poder desarrollar una metodologia mas acertada cuando
se utilicen células de cancer. Por otra parte, se sabe que este tipo de levaduras es tolerante
hasta una temperatura de 37 °C, asi que probablemente este calentamiento que se generd por

medio de las AuNps, no sea suficiente mente alto como para generarles muerte celular.
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Figura 4. 37 Grafica de comportamiento del incremento de temperatura a 15 min con laser
de 808 nm a) y Levaduras en la cdmara de conteo b).

4.3 Sintesis de nanoparticulas de Au@ZrOs:.

Dentro de los tipos de nanoparticulas hay una interesante clasificacion que incluye aquellas
que tienen una cubierta en la superficie, las denominadas core-shell (Del inglés, nucleo-
cubierta), atrayendo especial atencidn debida a sus potenciales aplicaciones tecnolégicas y
biolégicas [78]. Los diferentes métodos y tipos de cubierta de las nanoparticulas han

generado nuevas interacciones entre distintos materiales, incluyendo organico-organico,

Pégina | 98



organico-inorganico, inorganico-inorganico, los cuales a su vez consideran aquellas

respectivas a metal-metal- metal-cerdmico y ceramico-ceramico [79].

El interés cientifico surge de los diversos atributos de estas nanoparticulas como un modelo
de construccién hacia materiales funcionales, incluyendo 1) dispersion de tamafio, 2)
procesabilidad de nucleo-cubierta, 3) solubilidad, 4) estabilidad y tenacidad, 5) capacidad de
autocontrol y ensamblaje y finalmente 6) reactividad, que involucra fenémenos oOpticos,
electronicos, magneticos, cataliticos y quimicos / biolégicos [80]. Estos nanomateriales
podrian significativamente aumentar el rendimiento cuantico de luminiscencia debido a la
pasivacion mejorada de la superficie, potenciar también la generacién de calor a partir de una
radiacion incidente y, por otra parte, funcionar como agentes ligantes mejorados para

tangentes especificos donde sus nucleos individuales no podrian tener dicha interaccion [81].

Anteriormente ya se ha hablado de nanoparticulas de Au y sus principales aplicaciones, sin
embargo, en este reporte se presenta la experimentacion respectiva a la generacion de una

cubierta de zirconia.

Los precursores de Zirconio son relativamente baratos, no toxicos y ecoldgicos, dicho
elemento en su forma conjugada con Oxigeno (zirconia, ZrOy) tiene resistencia a agentes
oxidantes, acido/base y presenta baja solubilidad en agua, lo cual lo hace ser un excelente
material para una amplia gama de aplicaciones [82]. Las nanoparticulas individuales de
zirconia se usan como ceramica de alto rendimiento, catalizadores o cosméticos. Las nuevas
aplicaciones para los polvos de zirconia son celdas de combustible de alta temperatura,
sondas lambda, bioceramicas como las protesis dentales y luminiscencia de los nanocristales
fotonicos con alta constante dieléctrica [83]. La zirconia es un semiconductor de tipo n con
una gran cantidad de defectos por vacancias de oxigeno en su superficie. El efecto
luminiscente en ZrO> se asocia a una transicion entre un nuevo estado de electrones atrapados

en vacantes de oxigeno y un nivel de energia base.

La forma tradicional de producir estas nanoparticulas consiste en una reaccion de
sinterizacién reactiva en estado sélido entre la mezcla estequiométrica de Oxidos
constituyentes. Sin embargo, para el caso de core-shell existen métodos alternativos como
sol-gel hidrolitico, sol-gel no-hidrolitico, combustion, precipitacion y precipitacion seguida
de un envejecimiento hidrotérmico a temperaturas inferiores o superiores a 100 °C [84].
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En el presente trabajo se muestran algunas caracterizaciones de nanoparticulas de Au que
habian quedado pendientes en anteriores reportes, los andlisis biologicos de los
nanomateriales de oro solo para comprobar su efecto no-bactericida y los resultados
preliminares a la sintesis de nanoparticulas de Au@ZrO mediante métodos de precipitacion-

centrifugacion.

En la figura 4.38(a-b) se distinguen las AuNps sintetizadas con el extracto de la planta
Cuphea aequipetala, las cuales fueron la semilla de crecimiento, donde nucle6 la capa de
ZrO,. Se aprecia que tienen un tamafio entre 20 y 50 nm, con formas cuasiesféricas y
triangulares, lo cual se atribuye a que la centrifuga que se utilizd para purificar las
nanoparticulas, presento fallas y se calenté generando que los tubos se calentaran y propicid

un crecimiento acelerado de las nanoparticulas.

=100 M 100 000 X
Figura 4. 38 Micrografias de las AuNpsC sintetizadas mediante extracto de C. aequipetala.

Una vez confirmada la presencia de nanoparticulas, se adicion6 el precursor de Zr, para
seguir la metodologia planteada mediante precipitacion, con lo cual se evaluaron los

resultados inicialmente por espectroscopia UV-Vis.
4.3.1 Espectroscopia de UV-Vis

La figura 4.39 presenta el espectro de UV-Vis respectivo a la sintesis de las AUNps@ZrOs..
En la cual se distinguen 2 bandas caracteristicas a nanomateriales de oro y zirconia con
maximo de plasmon superficial en 420 nm para el nanomaterial de ZrO; [60] y en 535 nm
para estructuras de Au [73]. Lo cual indica que posiblemente hubo una nucleacion parcial de
zirconia en la superficie de oro o que quiza se sintetizaron materiales de ZrO2, por separado

a las AuNps.
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Figura 4. 39 Espectro de UV-Vis de las AuNps con solucion precursora de Zr.

Para descartar la posibilidad de que el extracto produjera materiales de ZrO,, se mezclo
extracto de la planta C. aequipetala con el precursor de Zr. Sin embargo, en la Figura 4.40
no se aprecia ninguna sefial caracteristica a zirconia, lo cual tiene légica, ya que no hay

ningun material en la suspension coloidal en el cual pueda nuclear la zirconia.

4.0 -
] \ Extracto@Solucion de Zr-Etanol

3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

Absorbancia (u.a)

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 4. 40 Espectro de UV-Vis de la mezcla de extracto de Cuphea aequipetala con
solucion precursora de Zr.
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Cabe destacar que en ambas muestras se siguid la metodologia por precipitacion propuesta
por Zhou y co [60], para descartar que se hubiera realizado un paso diferente e influyera en
la sintesis de nanoparticulas de ZrO». Pero, la teoria claramente indica que es necesario un
templete donde se origine la precipitacion de ZrOz, promovida por la adicion de iones
competitivos como Tetraetilo ortosilicato (TEOS) y los solventes como etanol absoluto : agua
desionizada, cabe sefialar que lo Unico que no se adicion6 fue TEOS, ya que tratamos de
intuir que, en la solucion con extracto ya podria haber mucha cantidad de iones y compuestos

que compitieran por los solventes y quiza se podria llevar a cabo una precipitacion.
4.3.2 Microscopia Electronica de Barrido

Sin embargo, de acuerdo a los resultados visualizados mediante MEB, presentados en la
Figura 4.41 se aprecia que aparentemente se tiene solamente un nanosélido compuesto por
Au, con formas esféricas de 20 nm y nanocristales de mayor tamafio cercano a 300 nm con
formas de platos truncos, se tiene la incertidumbre de que el efecto posiblemente haya sido
promovido por el sobrecalentamiento de la centrifuga, ya que, a condiciones normales
anteriormente realizadas en experimentacion anterior, esto no ocurre con las AuNps
individuales. Otra situacion destacable es que se utilizaron 0.6 pL de solucion precursora de
Zr, y como se aprecia en la misma figura existe un agregado de color gris menos intenso
rodeando a las nanoestructuras de oro, lo cual por tener menor brillantez deberia corresponder
al ceramico, se le realizé un analisis quimico elemental (EDS) que mostré sefiales respectivas
a los elementos de Zr, O, Au y Cu (sefial perteneciente al portamuetras), ilustrado en la figura
4.42. En esa misma figura, se incluye la cuantificacion elemental que tuvo la muestra con
respecto a los elementos de Zr y O, es destacable que el porcentaje de masa refleja una
relacién de 1:2, respectivamente, concordando de cierta manera con la formula quimica de
la zirconia. Por lo cual, pueda ser posible que se hubieran sintetizado nanoparticulas de
Au@ZrO,, pero no se puedan visualizar mediante MEB, por lo cual es factible realizar
estudios de DRX y MET.

Cabe mencionar que en la literatura hay muy pocos estudios que hayan sintetizado cubiertas
de zirconia en la superficie de nanoparticulas de oro y ninguno mediante métodos verdes.

Por lo cual, todos los resultados que se presenten seran nuevos con respecto a la literatura.
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100 000 X

Figura 4. 41 Micrografias de la muestra de nanoparticulas de oro con propoxido de
zirconio (1V) y etanol absoluto: agua desionizada.

| | Mass |

Ehmom’ At.No.  Netto ‘ Mass [%] Norm. Atom [%]
! %]

Oxygen | 8 1213 2.39976865 62.203182 90.369294

Zirconium 40 694 1.45818291 37.796817 9.6307055

Sum | 3.85795157 100 100

25

o}
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0
1 2

Figura 4. 42 Andlisis quimico elemental de la muestra de AuNpsC con solucién precursora
de Zr.

Finalmente, se analiz6 mediante mapeo quimico la muestra con la posible sintesis de las
nanoparticulas de Au@ZrO, ilustrado en la figura 4.43, donde se observa que los elementos
de Au, Zry O presentan relacion con la imagen de electrones secundarios, demostrando que
quiza entre todo el conjunto de nanomateriales, algunos si tiene la cubierta de zirconia.
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Figura 4. 43 Micrografias del mapeo quimico de la muestra de AuNps con solucion
precursora de oro analizando Au, Zry O.

4.3.3 Espectroscopia de Infrarrojo

En este estudio, se realizo el analisis de las muestras en polvo con tratamiento térmico a
800°C, por lo que el resultado presenta el espectro con las bandas correspondientes a las

AuUNps con la superficie de zirconia.

Esta técnica es una alternativa eficaz para conocer los compuestos organicos presentes en las
muestras, en este caso se utiliz6 esta prueba para conocer los grupos funcionales que estan
involucrados en la sintesis de las AuNps con el recubrimiento de zirconia, en base a la
aparicion o eliminacién de bandas en el espectro de infrarrojo. Esta prueba se realiz6 a una

humedad especifica de 33.5% y una temperatura de 25.2 °C.

En la figura 4.44 se logra apreciar absorciones caracteristicas de ciertos grupos
funcionales con los enlaces y numeros de onda correspondientes, de lado izquierdo
comenzamos con la presencia de una banda con nimero de onda de 3498 cm™, la cual se
atribuye a las vibraciones que sufre el enlace O-H de los alcoholes debido a un estiramiento
del mismo. En la siguiente banda ubicada en 1730 cm™ se gener6 por tension de grupos
aromaticos con enlace C=C, esta banda al estar ligeramente cercana a los 1610 cm

representan un nicleo bencénico. El siguiente pico en 1475 cm™ corresponde a la flexion de
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los grupos con enlace C=N, en la banda de 1220 cm™ se encontrd la aparicion de enlaces de
C-C respectivo a carburos. La banda con nimero de onda 1105 cm-* del enlace C-O
corresponde a los acidos carboxilicos, posteriormente se tiene la presencia de una banda de
1050 cm™ que se atribuye a los compuestos con la unién C-H. En la banda correspondiente a
650 cm™ aproximadamente se encuentran los compuestos halogenados perteneciente a C-Cl,
seguidamente entre 600 y 500 cm® se observan bandas de enlace C-N y finalmente se observa
una banda caracteristica de los enlaces de Zr-O en este caso significativas de zirconia.

\ — Au@Zroz\

90 -

70

% Transmitancia

90

C-0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 O
Numero de onda (cm™)

Figura 4. 44 Espectro de infrarrojo de AUNps@ZrO..

4.3.4 Microscopia Electronica de Barrido Convencional

Figura 4.45 se aprecia que aparentemente se tienen nanosolidos compuesto por Au, con
formas esféricas de 30 nm, existe un agregado de color gris menos intenso rodeando a las
nanoestructuras de oro, lo cual por tener menor brillantez deberia corresponder al ceramico

(ZrO2), cabe destacar que en este equipo no se alcanza a tener la suficiente resolucion para
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definir las nanoparticulas, sin embargo, hasta donde se tuvo alcance en 100000X (Figura
4.45c¢) se distinguen morfologias esféricas, con una distribucion homogénea a lo largo del
campo de observacion (Figura 4.45a-b).

P

R 1 i
SEI_MAG: 10000 x_HV: 15.0 KV WD: 10.0 mm 1 |sEI MAG:40000x HV: 15.0 kv WD: 10.0 mm

SE| MAG: 100000 x HV: 15.0 kV WD: 10.0 mm

Figura 4. 45 Micrografias electronicas de barrido convencional de AuNps@ZrO; a
diferentes magnificaciones a)10000X, b) 40000X y ¢)100000X.

4.3.5 Difraccion de rayos X

En la figura 4.46 se distingue el patron de difraccion caracteristico de oro nanométrico con 5
picos de difraccién a 37, 44.5, 64.8° y 77°, los cuales se atribuyen a los planos (111), (20
0),(220)y (311), respectivamente, de la estructura ctbica centrada en las caras (FCC,
por sus siglas en inglés) de los cristales de oro (JCPDS #03-065-28-70). Por lo que se afirma
la presencia de oro solido con intensidades bajas (350 u.a.). A partir del semiancho del pico
principal y la altura media se calcul6 mediante la ecuacion de Debye-Scherrer el tamafio

promedio de cristal siendo éste de 22 nm. Para este resultado, se realizé el método de
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precipitacion a temperatura ambiente adicionando a las nanoparticulas de oro, la solucién de
propoxido zirconio y mezclas de etanol-agua para los lavados. Por otra parte, cabe destacar
que la literatura menciona que a temperatura ambiente podria existir un pico ancho cercano
a los 30° correspondiente a zirconia obtenida por el método de precipitacion, sin embargo,
ese resultado no se obtuvo, por lo cual se procedio a realizar una modificacion del método,
donde al final de la precipitacion se llevo a cabo un tratamiento térmico a 800°C, para obtener

la estructura cristalina monoclinica de la zirconia.

350 . |—— Au@Zr0,|
] Au Sin Tratamiento térmico
300 -
~ 250-
«
3 ]
< 200-
1] i
o
w150 -
c
8 ]
£ 100 - Au Au
| Au
0 hf\.flfln/\. N o . Ir\ o J"‘:'\ I 1

30 40 50 60 70 80

20
Figura 4. 46 Difractograma de las AUNps@ZrO: sin tratamiento térmico.

Ahora bien, para la mejora de la obtencién de la zirconia en estructura monoclinica se realiz6
en tratamiento térmico a 15° C por minuto hasta alcanzar 800°C, donde permanecié 3 h de
acuerdo a lo descrito en la literatura, con lo cual se obtuvieron resultados satisfactorios ya
que los picos mostrados en el difractograma de rayos X de la figura 4.47 demuestra que
existen picos caracteristicos de zirconia monoclinica, aunque algunos pocos de estructura

tetragonal. Por supuesto, también se incluyen los picos respectivos a Au nanométrico.

Los picos de oro son los mismos que anteriormente se mencionaron, sin embargo, los picos
de la zirconia tetragonal se encuentran en 30.2° y 50.6° de acuerdo a la tarjeta #96-153-9832.
Los picos correspondientes a zirconia monoclinica se indexaron con la tarjeta # 96-210-8454
en los angulos 28.4°, 31.6°, 40.6°, 51.3°, 59.8°, 66.9° y 74.8°.
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Figura 4. 47 Difractograma de las AUNps@ZrO- con tratamiento térmico a 800°C.

4.4 Sintesis del complejo Au-Clonix.

La sintesis de nanoparticulas de oro ha sido ampliamente explorada debido a sus multiples
propiedades y aplicaciones, sin embargo, en la actualidad se busca que dichos materiales sean
multifuncionales principalmente con actividad bioldgica, a partir de ligantes y/o surfactantes
con propositos bien establecidos como luminiscencia, liberacion de farmacos, enlace a
células tangentes mediante proteinas, etc. Por lo cual, en este capitulo se adiciond clonixinato
de sodio al medio de reaccion para producir inicialmente un complejo con los iones de oro,
que finalmente resultd en la generacion de nanoparticulas de oro funcionalizadas en la
superficie mediante clonixinato de sodio, el cual su principal funcion sera reducir los efectos

secundarios inflamatorios de las células cancerigenas.

Para esta investigacion se utilizd clonixinato de lisina como precursor, el cual es un
medicamento que acta impidiendo la formacion de prostaglandinas en el organismo, ya que
inhibe a la enzima ciclooxigenasa. Las prostaglandinas se producen en respuesta a una lesion
0 a ciertas enfermedades y provocan inflamacion y dolor. Por lo que se espera que este

farmaco ayude a disminuir los efectos inflamatorios asociados al cancer.

Existe un trabajo previo realizado por Bedolla-Cazares [54], el cual fue de apoyo en sus
metodologias para obtener los productos deseados en la presente investigacion, ellos en ese

caso sintetizan nanoparticulas de plata a partir de quitosano y nitrato de plata cristalino sélido
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(AgNO3, 99%), ahora bien, mediante las raices de H. longipes, (comdnmente conocida como
Chilcuague o "Raiz de Oro"), realizaron una maceracion con hexano (250 ml) durante 3 dias
y posteriormente las filtraron para finalmente producir un aceite amarillento (afinin), el cual
mezclaron con AgNO3 y acetonitrilo en reflujo por 24 h, para seguidamente realizar lavados
y separar el sélido amorfo café, el cual caracterizaron demostrando el enlace de la plata con
el afinin, y cuyo proceso posterior fue mezclar dicho solido con quitosano expuestos a luz
solar por 2 h, hasta obtener la sintesis de nanoparticulas de plata, como paso final ellos

realizaron un electrohilado hasta obtener nanofibras.

Si bien este trabajo previo fue utilizado como modelo para la produccién de las AuNps a
partir de complejos 6rgano-metélicos, cabe destacar que se realiz6 una metodologia nueva
ya que no existe algun trabajo en la literatura que sea similar al que se presentara a

continuacion.
4.4.1 Obtencidn de clonixin y clonixinato de sodio.

Como ya se menciond en la parte experimental se obtuvo inicialmente el clonixin aislado de
las pastillas de clonixinato de lisina, el cual presentd una coloracion blanca con punto de
fusion en 235 °C (Figura 4.48). Finalmente, el producto deseado para la sintesis de
nanoparticulas es el clonixinato de sodio, el cual presentd una coloracion amarilla'y punto de

descomposicion de 250 °C (Figura 4.49). Se anexan algunas figuras ilustrativas de los polvos.

’ 0 OH
H ,
Cl3 > N2 14,
1 |
4 6 1'N.__~25
5 6’

Figura 4. 48 Polvo de clonixin aislado de clonixinato de lisina y su estructura quimica.
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Figura 4. 49 Polvo de clonixinato de sodio y su estructura quimica.

4.4.2 Preparacion del complejo Au-Clonix.

Para la sintesis del complejo, como ya se menciond anteriormente se utilizé clonixinato de
sodio el cual se mezclé con la solucion precursora de Au, transcurridas las 48 h de reaccion
y seguido de la separacién de fases, se obtuvo el polvo color marrén (Figura 4.50), al cual se
le midio el punto de descomposicién en 203 °C. Cabe destacar, que se midio el pH de la
reaccion de formacion del complejo, al inicio se tenia un pH de 7 y al final de la reaccion
presentd un pH de 8, adicional a esta medicion se aprecio la liberacion de gas, el cual
ligeramente formaba gotas en la boquilla del matraz, midiendo en esa zona el pH indic6 4, lo
que confirmd, la teoria de la liberacion de HCI para permitir el enlace del oro, en la molécula

de clonixinato de sodio.

c’:—A;u —cl
cl

Figura 4. 50 Polvo del complejo sintetizado Au-Clonix y su propuesta de estructura
quimica.
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Posteriormente, se analizaron 8 solventes para determinar su solubilidad, generando los

resultados de la tabla 4.4.

Tabla 4. 4 Solubilidad del complejo Au-Clonix mediante diversos solventes.

Solvente Solubilidad
Agua desionizada Soluble
Acetato de etilo Soluble
Metanol No soluble
Acetona Soluble
Acetonitrilo Soluble
Hexano No soluble
DMSO No soluble

Este proceso se llevd a cabo colocando 0.1g de muestra con 3 ml de solvente agitandose por
3 min, hasta observar si habia o no solubilidad del compuesto. Como se aprecia en la tabla
anterior, el agua desionizada es uno de los solventes del complejo, lo cual evita adicionar
algun solvente extra a la reaccién para la produccion de nanoparticulas de oro, ya que el
extracto y la sal precursora de oro estan disueltos en agua desionizada, lo cual hace mas

favorable la reaccion.
4.4.3 Difraccion de Rayos X

Mediante esta técnica se tratd de identificar la formacion de algunos cristales en la reaccion,
sin embargo, se tuvo muy poca intensidad proveniente de las muestras (Figura 4.51a-b), las
cuales no se lograron indexar en la base de datos del mismo equipo del IIMM. Los
especimenes, se corrieron por una hora para garantizar el aumento de sefiales, sin embargo,
no hubo mejores resultados. No obstante, lo que se determind, fue que la intensidad de los
picos disminuy0 en el difractograma con Au-Clonix respecto a la de clonixinato de sodio, lo

cual podria significar alguna interaccion con el oro, debida a la formacion del complejo.
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Figura 4. 51 Difractograma de rayos X de Clonixinato de Na a) y complejo Au-Clonix b).

4.4.4 Espectroscopia de Infrarrojo
Una caracterizacion importante es el andlisis del cambio de las bandas de IR respectivas a
los enlaces del clonixinato de sodio al complejo Au-Clonix, en las cuales se apreciaron

variaciones significativas.

En el espectro de la Figura 4.52a, se presenta las bandas caracteristicas del clonixinato de
sodio, presentando tensiones asimétricas y simétricas del grupo carboxilato en 1590 y 1396
cm, ademés de las vibraciones respectivas al doble enlace de carbono con nitrégeno del
anillo de piridina en 1517 y 1316 cm™, respectivamente, por otra parte, también se aprecian
las sefiales de los enlaces de C-NH-C en 1253 cm™ , N-H en 1014 cm™ y C-N en 1186 cm™
[85, 86]. En el inciso b) de ésta figura, se muestra el espectro de la muestra Au-Clonix, el
cual presenta bandas caracteristicas para el clonixinato de sodio, pero se observa un ligero
cambio en el desplazamiento de las bandas al doble enlace de carbono con nitrégeno del
anillo de piridina en 1518 y 1318 cm, respectivamente, apreciandose ligeras diferencias en
las sefiales de los enlaces de C-NH-C en 1260 cm™ y N-H en 1015 cm; dichas bandas no se
modificaron de manera significativa lo que indica que, el enlace con el oro no se realizé por
medio de esos a&tomos. Sin embargo, se observa una banda muy intensa en 1100 cm™, la cual
corresponde al fragmento del anillo de piridina, este cambio se debe a la presencia del centro
metalico, lo cual indica que se encuentra coordinado a través del atomo de nitrogeno del
anillo de piridina, desapareciendo las bandas del clonixinato de sodio que se encontraban en
1176, 1151 y 1137 cm™. Ademas, debido a las bandas observadas en la region de 3000 a
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3500 cm® se propone una interaccion de puente de hidrégeno por parte de la amina y los

cloros de la sal metélica, los cuales estan interactuando en el complejo Au-Clonix.
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Figura 4. 52 Espectros de IR de clonixinato de sodio a) y complejo Au-Clonix b).
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4.4.5 EDS mediante Microscopia Electronica de Barrido

Utilizando el equipo de MEB se logro obtener las sefiales elementales de la muestra Au-
Clonix, como se aprecia en la Figura 4.53 se distingue que los principales elementos
mayoritarios son O, N, Na y Au. Confirmando que en efecto que el oro esta interactuando
con el clonixinato de sodio y que se encuentra enlazado en la muestra. Cabe destacar que se
analizaron diferentes zonas de la muestra y todas arrojaron el mismo resultado elemental.
Aunque se sabe que es un resultado semicuantitativo, bien sirve para poder corroborar la
teoria de formacion del complejo el cual se discutio anteriormente en la seccion de IR.

cps/eV

4.0

3.0 Na

0.0

2 Energy (keV) 4

Figura 4. 53 EDS del complejo Au-Clonix.

4.4.6 Sintesis de AuNps a partir del complejo Au-Clonix.

Como se menciond anteriormente en la metodologia, para la formacion de nanoparticulas de
oro mediante el complejo Au-Clonix se le adicioné extracto de Cuphea aequipetala,
inicialmente la coloracion del complejo disuelto en agua desionizada era ligeramente rosa y
cuando se le agregd el extracto de la planta hubo un cambio a ligeramente guinda, dicha

muestra se analizo después de 30 min de reaccion mediante espectroscopia UV-Vis.
4.4.7 Espectroscopia de UV-Vis

Posterior al ligero cambio de color en la solucion, se procedio a analizar la muestra mediante
esta técnica, con la cual se distingue que el pico de plasmon superficial estd en 511 nm, lo

cual indica tamafio pequefio de nanoparticulas [87] y el ancho de la banda esta cercano a 110

Pagina | 114



nm significando que existe quizd alguna homogeneidad en la distribucion de formas y

tamanios de los materiales sintetizados (Figura 4.54).
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Figura 4. 54 Espectro de nanoparticulas de oro sintetizadas mediante el complejo Au-
Clonix.

4.4.8 Microscopia Electronica de Barrido

Se analiz6 la muestra en MEB después de confirmar la formacion de nanoparticulas de oro
mediante espectroscopia UV-Vis. En la Figura 4.55a se puede distinguir que existe una
amplia dispersién de las nanoparticulas en la muestra y cimulos de nanomateriales. Lo que
se aprecia mejor en la amplificacion mostrada en la figura 4.55b, donde se observan
nanoparticulas individuales muy cercanas unas de otras en forma esférica con tamafios
cercanos a 10 nm que no coalescieron, en la Figura 4.55c se observa a una mayor
amplificacion, tamafios de las AuNps efectivamente de 10 nm. Este resultado es alentador ya
que significa que al realizar complejos de oro con el método que se esta empleando, se pueden
producir nanomateriales de menores tamafios, quiza debido a que los iones de oro no estan
tan libres para que rapidamente se formen nucleos de oro y haya un crecimiento acelerado de
las nanoparticulas, mientras que, al contrario, al haber un atrapamiento (enlace) del oro, los
nucleos son mas pequefios y el crecimiento lento genera nanomateriales de tamafios menores.
Por otra parte algunos de los agentes surfactantes pudieran ser los mismos extremos del

clonixinato de sodio impidiendo estéricamente la coalescencia del nanomaterial con otras
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particulas cercanas, lo que se demuestra en la Figura 4.55b, ya que las nanoparticulas no
estan coalesciendo si no que estan separadas unas de otras a pesar de estar tan cerca, con
tamafio homogéneo y pequefio, evitando asi un crecimiento de Oswald-Ripening donde
algunas nanoparticulas grandes pudieran coalescer con otras mas pequefias. Finalmente, en
el apartado de la Figura 4.55d, se aprecia en el EDS que el elemento mayoritario del

nanocristal sintetizado es Au, confirmando la sintesis de nanoparticulas de oro.

Ci

2 Energy (keV) 4

Figura 4. 55 Micrografias de nanoparticulas sintetizadas mediante complejo Au-Clonix,
a)40 000X, b) 300 000X, c) 500 000X y d) EDS de la muestra.

4.4.9 Microscopia Electronica de Transmision

Finalmente, en la figura 4.56a-c se presentan las micrografias mostrando que las
nanoparticulas tienen un crecimiento de multiple maclado y con tamafios menores a 25 nm,
semiesféricas en su mayoria. La ventaja de este tipo de sintesis es que permite tener un
crecimiento nanoparticulas controlado manteniendo poca diversidad de morfologias debido
a que los agentes surfactantes estan generando enlaces de coordinacion con el oro, los cuales
permiten una cantidad limitada de nucleos, evitando coalescencia, mediante concentraciones
relativamente bajas. En la misma figura 4.56 en el apartado d) se presenta una nanoparticula

con multiple maclado a la cual se le aplico resolucion de la misma (su forma tiende a ser
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esférica), distinguiendo perfectamente las distancias interplanares del elemento Au siendo
esta de 2.36 A (denotado entre lineas), que se obtuvo mediante la transformada réapida de
Fourier de las familias de planos [111] correspondientes a la estructura cristalina cubica

centrada en las caras.

Figura 4. 56 Micrografias electronicas de transmision de nanoparticulas de Au mediante
quimica de coordinacion.

Este método de sintesis por mezcla de precursores y generando enlaces de coordinacion
permite mantener a las nanoparticulas de tamafio pequefio por bastante tiempo (12 meses), la
muestra se preservo en polvo y se pudo analizar que a diferencia de la sintesis verde estas
particulas no coalescen en periodos cortos de tiempo. Sin duda alguna, este método mediante
farmacos sera de gran utilidad para aplicaciones bioldgicas. A lo largo de este trabajo
experimental desarrollado en este capitulo y los anteriores, se logré efectivamente desarrollar
nuevos materiales con propiedades bastante interesantes, cumpliendo con todos los objetivos
planteados para el programa de Doctorado. Sintetizando, caracterizando y evaluando 3 tipos
de nanomateriales con cubiertas teragndsticas para futuras aplicaciones bioldgicas.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se lograron sintetizar nanoparticulas de oro con un tamafio
aproximadamente menor a 25 nm, con forma semiesférica y crecimiento de maltiple maclado
a partir de una concentracion de solucion precursora de oro a5 mM y 0.02 g/ml de extracto
en una relacion volumetrica 1:1, respectivamente, utilizando como agente precursor y
estabilizador la planta de Cuphea aequipetala, siendo caracterizadas mediante las técnicas
de UV-Vis, FT-IR, DRX, MET y TEM, llevando a cabo la sintesis a temperatura ambiente,
sin agitacion y reduciendo los iones de oro en aproximadamente 1 min, lo que resulta
totalmente novedoso y efectivo para elaborar nanomateriales de oro, aprovechando los
azucares reductores y los compuestos aromaticos del extracto como agentes reductores y

estabilizadores.

Es importante mencionar que las pruebas que se realizaron mediante andlisis fitoquimico
cualitativo de la planta, son satisfactorias ya que se encontré positivo a todos los compuestos
estudiados, sin embargo, hace falta realizar mas estudios de los compuestos del extracto de
la planta para poder identificar cuales son aquellos que ayudan a reducir y estabilizar de

manera tan rapida los nanomateriales de oro.

Por otra parte, a las nanoparticulas de oro se les incorporé rosa de bengala en la superficie,
siendo 5 ml la cantidad eficiente para no saturar y agregar las nanoparticulas. Cabe destacar
que con base en la experiencia de sintesis de nanoparticulas no se realizaron variaciones de

la concentracion de los materiales precursores.

El valor de potencial Z que se obtuvo de las nanoparticulas de oro con rosa de bengala es
alentador ya que si las AuNps son estables con colorante podria significar resultados
favorables para aplicaciones en diversas lineas celulares, potenciando la luminiscencia del
complejo AuNpsRB. Es destacable que en la literatura ningin estudio ha cubierto
nanoparticulas de oro con rosa de bengala para aplicaciones teragndsticas, por lo cual los

resultados son bastante novedosos.
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Las pruebas en el microscopio confocal demuestran que efectivamente las sefiales emitidas
por las nanoparticulas de oro seran detectables totalmente para los estudios de citotoxicidad
en las lineas celulares de cancer de cérvix a las longitudes de onda en el rango ultravioleta.
Se concluye que en efecto podrian utilizarse las AuNps para generar muerte celular en las

células de cancer HelLa, sin embargo, ain faltan algunas condiciones por probarse.

Como era de esperarse, los resultados obtenidos con los nanomateriales de oro en Escherichia
coli y Staphylococcus aureus arrojan el nulo efecto antibacterial, de esta manera, no se
generarian falsos positivos asociados al extracto remanente, para que en futuros trabajos se
apliguen estos materiales en lineas celulares cancerigenas, dejando claro que las AuNps
deben estar correctamente centrifugadas, para que no haya iones remanentes de sal precursora

que puedan causar efectos de muerte celular inducida.

Se demuestra, que las nanoparticulas de oro no son citotoxicas por si solas y que tienen buena
compatibilidad con diferentes modelos celulares, sin embargo, se logr6 apreciar que si hay
un incremento de temperatura con la irradiacion en 15 minutos con la muestra y levaduras
Sacaromise cerevice, se propone para futuras investigaciones disminuir el medio de cultivo
0 aumentar la concentracion de AuNps para ver si se logra alcanzar una mayor temperatura

a los 37 °C ,ya que hasta esta misma, las levaduras son termotolerantes.

Las sintesis de nanoparticulas de Au-ZrO,, permite esclarecer que por lo menos se probé la
teoria de que los compuestos del extracto pudieran funcionar como agentes competitivos para
la precipitacion de la zirconia, como ya se menciond con anterioridad esta sintesis asistida
por extracto es nuevay en la literatura no hay antecedentes directos a este proceso. Mediante
espectroscopia de UV-Vis, se distinguieron 2 bandas caracteristicas del plasmén superficial
de los nanomateriales de oro y zirconia en 420 nm para el ZrO2 y 535 nm para las estructuras
de Au. Mediante MEB, se aprecia que se tienen nanosolidos de Au, con formas esféricas de

20 nm y nanocristales de mayor tamarfio cercano a 300 nm con formas de platos truncos.

El analisis de IR corrobor6 el enlace de ZrO2 con las nanoparticulas de oro obtenidas
mediante extracto de C. aequipetala lo cual demuestra eficacia en la mejora del proceso de
sintesis con el tratamiento a 800°C. Mediante microscopia electronica de barrido

convencional se apreciaron las AuNps aunque no se distingue en especifico que la zirconia
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esté en la superficie, esta técnica permite detectar que la sintesis fue efectiva para
nanoparticulas esféricas de Au. Adicionalmente se confirma, que el uso de TEOS como
agente competitivo agiliza la precipitacion de la zirconia.

La extraccion del Clonixin a partir de pastillas de clonixinato de lisina se realiz6 de manera
efectiva, lo cual posteriormente sirvié para lograr adicionarle el Na formando la molécula de
clonixinato de sodio, esta estructura fue la que enlazamos al precursor de Au, generando el
complejo Au-Clonix, dicho complejo es de gran interés ya que en la literatura no se ha
reportado el desarrollo de este tipo de molécula, las caracterizaciones de IR determinaron
que efectivamente se habia realizado el enlace confirmandose en las modificaciones de las
sefiales cercanas a los 3000-3500 cm™ y 1100 cm™. Cabe mencionar que el complejo Au-
Clonix se combind con extracto de Cuphea aequipetala como agente reductor y estabilizador
de nanoparticulas de oro las cuales tuvieron un tamafio cercano a los 10 nm, este proceso se
Ilevé a cabo, dado gue los iones de oro, no se encontraban de manera libre en el medio, sino
que reaccionaban lentamente unos con otros debido a interferencia entre las interacciones
estéricas de las moléculas de clonixinato de sodio, impidiendo de manera favorable la
formacion rapida de nucleos de Au, lo que permitié obtener a su vez nanoparticulas con

tamarfio reducido.

A partir de la medicion por espectroscopia UV-Vis, posterior al cambio de color en la
solucion, se logré determinar que el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas eran de tamafio
pequefio ya que el pico de plasmén superficial presentd un desplazamiento hacia el
ultravioleta en 511 nm, confirmando la presencia de Au, N, Cl, C y Na mediante EDS lo cual
es de gran importancia ya que esos elementos constituyen las moléculas que interactuaron

para la formacion del complejo y de las nanoparticulas.

Mediante las pruebas de microscopia confocal se logré determinar que la Rosa de bengala
no tuvo aporte en la fluorescencia de las nanoparticulas de oro y ademas se confirmé que no
hubo dafio citotoxico en las lineas celulares mediante los materiales que se les adicionaron
en el medio, lo cual concuerda con la literatura respecto a que el Au es biocompatible y que

no produce dafo celular.
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Se puede definir de acuerdo a los resultados mostrados, que la sintesis de AuNps mediante
extracto de Cuphea aequipetala sigue siento totalmente replicable y que las particulas tienen

un tamano inferior a 20 nm.

Por otra parte, la radiacion de las muestras con el laser de 808 nm efectivamente genera
calentamiento de las nanoparticulas de oro alcanzando temperaturas cercanas a 47 °C con un
tiempo de exposicion de 15 min, debido a que el Au posee un alto coeficiente de extincion
molar y una absorcion optica sintonizable en la region del infrarrojo cercano, lo que hace que
se exciten los electrones del plasmadn superficial de las nanoparticulas, lo que nos indica que

podran servir como método de eliminacion de células con cancer.

Por el contrario, usando los laseres a 532 nm y 390 nm no se gener6 calentamiento de las
nanoparticulas, pero favorablemente se puede utilizar el laser ultravioleta para modificar los
tamafos y formas de las nanoparticulas, hasta ahora solamente se pudieron apreciar formas
triangulares, tetraédricas y cuasi esféricas, sin embargo, podrian hacerse modificaciones para
tratar de lograr un solo tamafio y quiza una sola forma, ya que en la literatura se ha encontrado
que se pueden llegar a tener esos efectos pero con largos periodos de exposicion al laser
cercanos a 3 horas y mas, sin embargo, no se logré probar mediante la lampara con la que se
cuenta, ya que no es para largos tiempos de encendido, por lo cual podria probarse con un

laser que si pueda permanecer largos tiempos en funcionamiento.
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4.5 Metas cientificas cumplidas

v Obtener nanoparticulas de oro homogéneas con tamafio menor a 50 nm por medio de
plantas y complejos.

v Conocer cuantitativamente los componentes fitoquimicos y bromatologicos del
extracto de las plantas y complejos.

v Obtener respuesta térmica de los nanomateriales de oro cercana a 50°C

v" Alcanzar niveles altos de luminiscencia de los nanomateriales de oro recubiertos para
ser detectables mediante Microscopia confocal y termografias.

v Determinar el efecto citotdxico que en levaduras, bacterias y células de cancer HelL a.
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ABSTRACT

A time-dependent eco-friendly synthesis of Au assemblies was carried out using Taraxacum officinale plant extract
in the present study. Au nanomaterials have potential applications in imaging therapy cancer diagnostics due to
their biocompatibility and fluorescence response when irradiated with Ultraviolet light. Also, synthesis methods
whose chemistry minimizes toxic residues are of interest to scientists, mainly when intended to use Au nano-
materials for biomedical treatments. Furthermore, the obtained products’ fluorescence intensities were also
measured to determine if they could be helpful biosensors. Scanning electron microscopy (SEM), Transmission
electron microscopy (TEM), UV-Vis spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), Infrared spectroscopy (FTIR), Atomic
absorption spectrophotometry (AAS), and Zeta potential (ZP) analyzed the obtained products. SEM shows Au
self-assemblies with dendritic morphology and an average size of 158 nm. TEM images also confirm dendrites
with flat-flower morphology with a thickness of around 10 nm. UV-Vis spectrum displays surface plasmon
resonance (SPR) bands typical of Au nanostructures. XRD results further confirm the Au fcc nanostructure of
dendrites. FTIR spectra show that the Au ions reduction compounds were sugars, proteins, and compounds with
benzene rings. Also, AAS indicates 89% of conversion efficiency from Au ions to assemblies. Fluorescence an-
alyses show that the Au nanostructures’ intensities in 280 u.a. could be significant for widespread applications as
fluorescent biosensors in therapy and imaging. Finally, the ZP value for Au assemblies was —26.6 mV indicating
good colloidal stability at the end of the reaction.

1. Introduction

patterns or structures [17]. It provides the basis for essential new in-
dustrial nanofabrication techniques integrated by the building blocks of

With the development of nanotechnology, Au-based nanomaterials
have been used in different fields such as biosensors, drug delivery,
therapy, and SERS templates for signal amplification [1-5]. New
nanomaterials, synthesis methods, and potential applications emerge
due to Au’s novel and intriguing physicochemical properties in its nano
state [6-10].

In this sense, the self-assembly systems can create complex 3D non-
periodic, heterogeneous nanostructures for electronic or biological de-
vices through mass production processes [11-13]. The nanostructures’
properties are strongly dependent on the nanomaterials’ morphology,
size, and individual building blocks [14-16]. Self-assembly is the
autonomous and spontaneous organization of nano-components in
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individual nanostructures where one of their dimensions is below 100
nm [18]. In this way, the structural units can be 0D, 1D, or 2D [19].
Diverse protocols for synthesizing gold nanostructures include the
use of various reducing agents as ascorbic acid [20,21], sodium citrate
[22], sodium borohydride [1], hydroxylamine [23], L-Tyrosine [24],
and ethylenediamine [25]; and stabilizing agents such as chitosan [26],
cetyl trimethyl ammonium bromide [27], dodecanethiol [15] and pol-
yvinylpyrrolidone [28]. Some studies also report plant extract synthesis
with different stabilizing agents as microalgae powder of Chlorella vul-
garis [29] and Zingiber officinale [30]. These diverse synthesis methods
help to prepare different nanostructure shapes including spheres
[28-32], triangles [33,34], flowers [35], stars [36], rods [37], dendrites
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[38], and popcorn [39].

Commonly, the conventional chemical processes to produce Au
nanomaterials generate toxic synthesis residues [40]. An alternative
method to minimize that possible environmental contamination is the
eco-friendly synthesis for Au nanostructures through plant extracts. Eco-
friendly synthesis is an economical, easy, and environmentally friendly
way to produce metallic assemblies [41-43]. However, there are a few
scientific publications where eco-friendly methods have developed
nanostructured Au assemblies. For example, Klekotko et al. [44] syn-
thesized Au nanopopcorns using Cistus incanus extract at room temper-
ature. The nanostructures showed sizes greater than 100 nm with a
branched sphere shape and a popcorn morphology. Nootchanat et al.
[45] used starch as a stabilizing agent and Hy0» as a reducing agent,
thus obtaining gold nanosheets with sizes between 5 and 10 um. Other
authors have synthesized gold nanostructures through conventional
chemical syntheses, such as Lee et al. [46], in which they produce
nanowires with a size of 6 nm in diameter and 2 um long, employing
aerosol microdroplets containing HAuCl4 and NaBHy, supported by high
pressure, and N gas.

Moreover, 2D nanostructures with other metals have already been
synthesized using eco-friendly methods with plant extracts; for example,
Ohemeng et al. [47] produced assemblies of Ag (spherical, cylindrical,
irregular, and other morphologies with different sizes) and Fe assem-
blies (100 nm cylinders). Thus, demonstrating that eco-friendly syn-
thesis can be used for different metals nanostructures preparation.

In the present study, the Au assemblies’ synthesis was carried out
using an eco-friendly method with the Taraxacum officinale plant
extract. Furthermore, the fluorescence properties of the obtained prod-
ucts were also measured. The fluorescence properties of gold nano-
materials are commonly used as sensors in imaging therapy applications
in cancer treatments [48-50].

Taraxacum officinale contains more than 40 identified components,
such as flavonoids and coumarin derivatives [51]. Among these, luteolin
7-glucoside, luteolin 7-diglucoside, free luteolin, and chrysoeriol stand
out [52,53]. Diverse studies indicate possible clinical applications of
some components of this plant, proposing the influence against the
growth of tumor cells in experimental animals, anti-inflammatory ac-
tion, inhibition of alpha-glucosidase in vitro for the treatment of dia-
betes, protection of pancreatitis induced by cholecystokinin, stimulant
of the secretion and functioning of the gallbladder [41,54]. In this sense,
due to the characteristics described for Taraxacum officinale, the organic
compounds functioning as stabilizing agents in the Au nanostructures
might be a valuable tool to reduce the secondary effects generated by
cancer cells.

2. Material and methods
2.1. Preparation of the extract and precursor salt

A mechanical ball milling was performed for 10 min to increase the
surface contact area of the Taraxacum officinale leaves purchased in a
local market. Then, 2 g of powder was dissolved (green color and sweet
smell) in 100 ml of deionized water (concentration of 0.02 g / ml) at
65 °C for 25 min under magnetic stirring (1000 rpm) on a hotplate. The
solution was allowed to stand for 10 min and filtered with 150 mm
Whatman paper. The final solution had dark brown color and was used
immediately for the gold ions bioreduction. The tetrachloroauric acid
(HAuCly) precursor salt (Sigma Aldrich Reagent at 99.4% purity) used in
the synthesis was 5 mM.

2.2. Synthesis and characterization of Au nanomaterials

To perform the gold ion reduction reaction, 1.4 ml of HAuCl4 (5 mM,
pH 2.1) mix with 7 ml of extract (0.02 g / ml, pH 5.6) at room tem-
perature. After 2 h, a color change from light brown to violet was
observed in the reaction solution. This solution was characterized by the
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techniques mentioned below. Au assemblies (pH 6.8) were formed after
the reaction solution was stored in the darkness for 9 months at 4 °C.
After this time, the products are characterized again. The Au nano-
materials were characterized by Ultraviolet-visible (UV-Vis) on an
Ocean Optics USB-4000 spectrometer. Infrared Spectroscopy (FTIR)
analysis was performed to know the functional groups associated with
the reaction in a Bruker Tensor 27 spectrometer at 26.7 °C with a
relative humidity of 37%. X-ray Diffraction (XRD) characterization was
carried out on the Bruker D8 Advanced X-ray diffractometer, DAVINCI,
in an angular range of 10-100 ° (Ka copper radiation). A scanning
electron microscope (JEOL JSM-7600F) and transmission electron mi-
croscope (Phillips Tecnai F20) analyzed the particles’ morphology and
size. Atomic absorption spectroscopy (AAS) determined the Au reduc-
tion reaction efficiency via the amount of Au ions remaining in the so-
lution. For these purposes, a Perkin Elmer 3100 equipment was used at
242.8 nm and oxygen-acetylene flame. The solids were separated from
the solution by centrifugation before performing the AAS analysis. After
recognizing the absence of the surface plasmon peak corresponding to
Au nanosolids, AAS determined the Au ion concentration in solution.

2.3. Fluorescence analysis

The optical properties were evaluated through fluorescence spec-
troscopy (FS) in a Shimadzu rf-5301pc spectrofluorophotometer with a
Xenon lamp used at 375 nm and 530 nm corresponding to excitation and
emission, respectively.

2.4. Zeta potential analysis

ZP analysis was measured on individual Au nanoparticles (2 h of
reaction) and Au assemblies (9 months) at a concentration of 980 ppm.
This analysis was carried out using 300 pL of samples at 25 °C,
employing a Malvern Zetasizer Nano ZS instrument (He-Ne red laser at
633 nm) that uses electrophoretic light scattering; the samples were
dispersed in PBS at a pH of 7.4, with a detection range for nanoparticles
between 3.8 nm and 100 pm in diameter.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of Au dendrites

Fig. la-f shows TEM images of Au dendritic assemblies after 9
months of bioreduction using Taraxacum officinale plant extract. The
dendritic Au particle appears with multiple branches added in random
directions. Other quasi-spherical particles appeared next to the dendritic
formations, varying in size from 10 to 30 nm. This result suggests that
individual Au nanoparticles formed in the early stages of growth coa-
lesce to form the anisotropic Au self-assembly (9 months). These find-
ings are perhaps due to the chemical transformation of the plant
extract’s biomolecules that initially acted as surfactants, this being the
driving force behind self-assembly. Therefore, T. officinale plant extract
contains appropriate organic substances to reduce Au ions, as discussed
later in the IR analysis section.

More structural details of the Au assemblies are presented in Fig. 2a-
¢, showing high-magnification bright-field TEM images of individual
dendrites. These micrographs confirm the dendrites’ flat morphology,
which is formed by around 20 faceted nanoparticles with approximately
30 nm in size, where some of them have a tip-shaped termination.
Nearby particles to Au assemblies have similar morphology to the ag-
gregates’ components indicating its frustrations to adhere, perhaps
because surfactant biomolecules avoid its coalescence. The size of the Au
assemblies was directly measured from these images. Fig. 2d shows the
corresponding histogram obtained with 150 individuals, which in-
dicates an average dendritic size of 158 nm with a high-frequency range
of 130-160 nm.

Fig. 3a-c displays high-magnification HAADF-TEM images from the
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Fig. 1. TEM images of the Au assemblies obtained with Taraxacum officinale
extract (a-f).
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Fig. 2. High-magnification bright-field TEM images of individual dendrites (a-
¢) and histogram (d).

Au dendrites showing a homogeneous Z contrast. The homogeneous
contrast in all dendrite validates low superficial texture, maybe due to
growth in the same crystallographic orientation, confirming the planar
assembly nature. The dendrites thickness can deduce with the contrast
between the smallest quasi-spherical nanoparticles with 30 nm in size
(light gray contrast) and the Au self-assemblies (dark gray contrast).
Thus, quasi-spherical particles give us an idea of the dendrites’ thick-
ness, defining a 2D nanostructure type. Furthermore, the difference in
mass contrast in both particles only indicates that the dendritic Au as-
semblies have a flat morphology.

Fig. 3d shows the dendrites’ elemental composition (EDS), where the
highest intensity signal corresponds to Au, and the other peaks belong to
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20 nm

(¢)

Fig. 3. High-magnification HAADF-TEM images of the Au assemblies (a-c) and
the dendrites’ elemental composition (EDS) (d).

C and O coming from the extract residues. These results confirm
appropriate organic substances in Taraxacum officinale to reduce Au
ions and stabilize the Au assemblies shape morphology, discussed in the
IR analysis section.

The synthesis reaction was performed using a 5 mM HAuCly solution
and 0.02 g / ml plant extract in a 1:4 volumetric ratio. Fig. 4a-b illus-
trates the Taraxacum officinale plant extract’s UV-vis spectra and the
corresponding Au ions’ reduction after 9 months of storing at 4 °C
without stirring. The first spectrum presents noisy bands from 225 nm to
700 nm; this signal is a normal behavior of the organic substances
contained in the extract, with energy orbitals that fall within the range of
visible light radiation causing excitation of electrons from = level to
higher, responding to the incidence of UV-Vis light. From the Au as-
semblies’ spectrum, two superficial plasmon resonance (SPR) bands
occur at 549 nm and 578 nm, characteristic of Au nanostructures. This
behavior suggests two particle size and shape distributions derived from
the individual nanoparticles and Au assembly units. According to the
literature [55], Au nanostructures’ plasmon resonance bands are well-
expected between 500 and 600 nm, attributing to the Au dendrites’
shape. These results agree with derivates from the TEM analysis showing
diverse morphologies. The Au assemblies’ synthesis showed a color
change in the reaction solution (inserts), initially after 2 h from light
purple to dark violet after 9 months of reaction. This color change is due
to the aggregation of the Au nanoparticles in the colloid [56].

Fig. 4c shows the X-ray diffraction pattern of Au assemblies. There
are 4 diffraction peaks located at 38.1°, 44.2°, 64.8°, and 77.4°, attrib-
uted to the crystallographic planes (111), (200), (220), and (311),
respectively. This angular distribution corresponds to the cubic structure
fce of the Au (ICDD PDF # 00-004-0784). This result confirms the Au
assembly’s structural nature, which agrees with the EDS and UV-Vis
techniques. From the Debye-Scherrer equation and FWHM measured at
(111) reflection, the average crystal size was 63 nm confirming the
dendrites’ nanometric crystallinity.

Au Nanoparticles aggregation processes can be associated with
colloidal chemical variations. A comparative IR analysis among super-
natants from the reaction medium, at 2 h of redox process (Fig. 5a) and
after 9 months of reaction to generate the Au assemblies (Fig. 5b) is
presented. These results revealed a diminishing in aryl carbonyl com-
pounds concentration; thus, continuous oxidation process along the re-
action period, and probably such class of compounds, is directly related
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Fig. 4. UV-vis spectrum of the Taraxacum officinale plant extract (a), the corresponding UV-vis spectrum to the Au nanostructures (b), and the X-ray diffraction
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Fig. 5. IR spectrum of Au nanoparticles synthesized after 2 h of reaction (a), IR
spectrum of Au assemblies after 9 months of reaction (b), and IR spectrum of
the functional groups involved in the synthesis process with Taraxacum offici-
nale plant extract (c).

to stabilizing processes during supramolecular arrangements. This
phenomenon’s main clue is uncovered by comparing intensities (%T) of
strategic vibration bands on the IR spectrum. The intensity of the C-H
vibration (near 2900 cm™!) band was considered as constant since hy-
drocarbons from extract can be considered as inert components, while
carbonyl vibration (near 1620 cm’l) and that related to arene ring

torsion (near 660 cm 1) are associated with reactive moieties from the
plant extract [57]. Thus, [Dr = v(CH) - v(CO)] and [ Dr = v(CH) - v
(arene torsion)] were measured to give Dt = 25.9% and 2.7%, respec-
tively (Fig. 5a), while [Dr = v(CH) - v(CO)] and [ Dt = v(CH) - v(arene
torsion)] were 20% and 19%, respectively, as shown in Fig. 5b. This
data, together with the final pH = 6.8 in the reaction medium, supported
the above theory; thereby, such variation along 9 months possibly
influenced the spatial distribution and geometric arrangement during
Au crystalline growing. It is good to mention that IR spectrum from
Taraxacum officinale plant extract (Fig. 5¢) showed vibration bands at
3046 (O-H), 2929, 2852 (C-H), 1637 (C-0), 1261 (C-0), 1064 (0-C-0),
and 671 (arene torsion) cm ™! [58], and Dt = 8.6% and —28.4% for [Dt
= v(CH) - v(CO)] and [ Dy = v(CH) - v(arene torsion)], respectively;
suggesting the presence of hydrocarbons, aromatic, and hydroxyl com-
pounds as its main constituents [52,53], where aromatic compounds can
act as reductant agents. As seen, variations in plant extract’s chemical
composition are revealed with time; consequently, the reductant power
from aromatic compounds to yield Au nanoparticles (2 h of reaction)
finally constitutes the Au assemblies (9 months of reaction).

Transmission electron microscopy (TEM) images from one of the
dendritic assembly branches were obtained. Fig. 6a shows a bright-field
TEM micrograph, illustrating the particles’ tendency towards a faceted
triangular shape with tip termination following an anisotropic growth
attributed to the shape biological modifiers present in the plant extract
probably give the constitution to the assembly. Fig. 6b corresponds to a
high-resolution TEM image whose interplanar distance was 2.34 A
belonging to Au fcc lattice planes (111) (insert). These images demon-
strate some preferential crystallographic growth for the nano-units’ that
finally form the assemblies with dendritic structure. The crystal mech-
anism of growth was proposed below in Fig. 7, according to measure-
ments through different time stages from 2 h of reaction until 9 months.
It is essential to point out Au nanostructures’ crystal growth habit in
triangular or hexagonal shapes similar to other works [59,60].

Aided by the different individual morphologies present in the sam-
ples analyzed by TEM and SEM in different stages of time, a possible

Fig. 6. Bright-field TEM micrograph (a) and high-resolution TEM image with
fec lattice planes (insert) (b).
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Fig. 7. Possible mechanism for the growth of Au dendrites expressed in 4 steps. 2-column.

mechanism for the growth of Au dendrites was speculated below,
expressing in 4 steps (Fig. 7). Initially, Au nanoparticles were formed
after 2 h of reaction with 10 nm of average size (subsection a). In a
second stage (between 3 and 5 months), the nanoparticles joined in 3
units following a triangular morphology with a size of 35 nm (subsection
b). Subsequently, these triangular morphology arrangements merge
(between 5 and 7 months) at their corners to form groups of up to 5 or 6
units (part c¢). This last arrangement coalesces again (7-9 months)
following a pseudo-triangular morphology, forming large nano-
structures or the so-called Au assemblies that reach approximately 150
nm (subsection d). It is essential to mention that after 9 months, the
organic agents that were initially covering the surface of the nano-
particles are chemically transformed, causing the aggregation of the
nanomaterials until they form the Au dendrite-flat morphology.

These findings reinforce the crystal orientation mechanism where
the organic compounds deposited on the material surface adhering in
the direction with the highest electronic charge density (111) in Au.
This behavior causes the assemblies growth homogeneously due to the
coalescence of smaller nanoparticles in this same direction. Nootchanat
et al. [45] propose the formation of gold nanosheets, explaining their
results using this theory.

The concentration of unreacted Au ions was determined to evaluate
the biosynthesis reaction efficiency by atomic absorption spectropho-
tometry (AAS). A calibration curve for Au standard solutions (0 ppm, 5
ppm, 10 ppm, and 15 ppm) was used, obtaining ay = 0.0148x + 0.0021,
R? = 0.9992 values. Samples were repeatedly centrifuged in this study
until Au SPR disappeared in the supernatant corresponding to the as-
semblies. Then that supernatant was analyzed for the remaining ions by
AAS. The analysis indicated that the unreacted ions were 111 ppm of
1007 ppm for 5 mM Au, which means 896 ppm of ions were reduced to
nanomaterials, indicating an 89% reaction effectiveness conversion.
This result indicates that the T. officinale plant extract is suitable for the
synthesis of this nanomaterial.
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3.2. Fluorescence analysis of Au nanostructures

Luminescence is often associated with the effects of nanoparticle size
and other structural parameters such as surfactants, valence states of
metal atoms, and the crystallinity of nanomaterials, thus having a sig-
nificant influence on their properties and emission mechanisms. Fig. 8a-
b shows the fluorescence spectra corresponding to the Taraxacum offi-
cinale plant extract and the Au assemblies. Fig. 8a displays an emission
spectrum at 510 nm and the excitation spectrum at 375 nm corre-
sponding to the plant extract. The intensities are close to 23 (a.u.),
indicating a low luminescence response to the organic compounds.
Fig. 8b shows the Au assemblies’ excitation and emission spectra having
an emission band at 510 nm when was excited at 380 nm. This emission
is due to the T. officinale plant residues interacting with the Au electrons
when excited, reaching intensities approximately 280 (a.u.). These
fluorescence measurements in Au assemblies could be significant for
their potential applications as fluorescent sensors in therapy and
imaging.

3.3. Zeta potential analysis of Au nanostructures

ZP is a crucial parameter that provides valuable information about
nanoparticles’ charge and, therefore, their stability. By mean, the higher
the absolute value of the zeta potential more stable the system will be.
So, the value of zeta potential plays an essential role in controlling metal
nanoparticles’ existence [61].

The zeta potential values of —26.6 mV (mobility —~1.771 ymcm / Vs,
conductivity 2.14 mS / cm) were observed for the Au assemblies and
-30.4 mV (mobility —-2.022 ymcm / Vs, conductivity 2.48 mS / cm) for
the AuNPs. As observed, AuNPs are considered more stable than Au
assemblies because their surface potential values are between — 30 mV
and + 30 mV [61]. Some studies have proposed that surface-active
biomolecules (stabilizers) in the reaction mixture could create
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Fig. 8. Fluorescence spectra of the a) Taraxacum officinale plant extract in aqueous solution and b) Au assemblies synthesized with the T. officinale plant extract.
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electrostatic and electrosteric interactions providing more stable nano-
particles [62].

Hence, it is suggested that the chemical transformation of the organic
surfactants, as previously determined by FT-IR technique, produces
electrostatic and electrosteric forces by zeta potential measurements
remains aqueous system stability for 9 months. This surfactant trans-
formation generates the coalescence of the Au nanoparticles to form the
self-assemblies, blocking the crystallographic planes (111) and allowing
the planes’ development (110) as observed by the HR-TEM technique.
Zeta potential values for both nanostructures were almost remained,
indicating good colloidal stability. The increment in zeta potential value
at 9 months is due to new particles’ formation (Au assemblies). Specu-
lating, judging by a long time for the formation of the Au assemblages
together with the final size obtained (158 nm), the atoms diffusion rate
must have been shallow, suggesting an effective stabilization process of
the species. Furthermore, it is plausible to think of Au ions’ kinetically
slow bioreduction process from 2 h to 9 months.

4. Conclusions

In summary, Au dendritic assemblies were obtained using Taraxacum
officinale plant extract after 9 months reaction. SEM micrographs show
Au dendritic particles with multiple branched aggregated in random
directions. TEM showed self-assemblies forming a dendrite with
approximately 150 nm and 10 nm of thickness having a flat flower type
morphology defining a 2D nanostructure type. The faceted Au assem-
blies present growth in the (111) planes influenced, maybe for the
organic surfactants. UV-Vis spectrum shows two surface plasmon reso-
nance (SPR) bands occurring at 547 nm and 578 nm, typical of the Au
nanostructures. XRD confirms the Au fecc structure of the self-assembly.
FTIR analysis found that the Au ions reduction compounds are sugars,
proteins, and molecules with benzene rings. Using AAS, the reaction
efficiency of gold reduced to assemblies was 89%. The fluorescence
analyzes show that the gold nanostructures could be used as a biosensor
to detect cancer cells and imaging-therapy applications. The Zeta value
for Au assemblies was —26.6 mV indicating good colloidal stability after
9 months of reaction. As far as is known, there is no previous work
showing a structure similar to a nanometric flat dendritic flower of Au.
This type of Au assembly’s protocol is toxic-free been an environmen-
tally friendly procedure supported with the easily acquired Taraxacum
officinale plant.
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In recent years, the development of nanotechnology has increased, which has led to the need to optimize
the synthesis methods of nanomaterials. In this sense, conventional chemical synthesis has become
increasingly important [1], although the main problem with the use of this method is a significant
amount of toxic and dangerous waste. An alternative derived from this method is the so-called “green
synthesis" [2], which promotes the reduction of precursor salts of the metals through organisms to
produce and stabilize nanometric materials (1-100nm) in a more efficient way, economical and friendly
with the environment [3].

In the present study, the synthesis of gold nanoparticles was carried out using Taraxacum officinale
extract which grows in environments with low humidity and sunlight, on the other hand, the
corresponding precursor salt used was Tetrachloroauric Acid (HAuCl4). The extract was prepared using
the whole plant from the stem to the vilane, which was mechanically triturated by ball mill, later the
infusion was done mixing 100 ml of distilled water with different concentration of plant powder (1, 1.5
and 2 g), it was heated at 55 © C for 30 minutes and then it was filtered, the gold solution was elaborated
with a concentration of 5 mM in distilled water. On the other hand, for the synthesis process 6 ml of
Taraxacum officinale extract were mixed with 3 ml of gold solution at room temperature without
agitation, generating a volume ratio of 2:1, the main indication of the synthesis was the change of color
in the mixture of light brown to purple, the size and size distribution was analyzed by Ultraviolet-Visible
(OceanOptics USB 4000), later the morphology and size of the nanoparticles were determined using
Scanning Electron Microscopy (JEOL JSM- 7600F) and Transmission Electron Microscopy (Phillips
Tecnai F20), finally with the objective of corroborating the composition and crystal structure, the
samples were analyzed by X-ray diffraction (Bruker D8 Advance, DAVINCI Lynx eye). Figure 1 shows
the UV-Vis spectra associated with gold nanoparticles at characteristic wavelengths between 500 and
600 nm, indicating that the Taraxacum officinale plant is efficient to synthesize nanomaterials. These
results were obtained by varying the concentration of the extract ( 0.02, 0.015, 0.01 g/ ml), in which can
be seen that the band corresponding to 0.02 g / ml indicates smaller and more homogeneous particle
sizes and shapes compared with the other bands. These samples were analyzed by SEM technique which
allows corroborating the information obtained by UV-vis spectra. Figure 2 shows in section a) that the
nanoparticles synthesized with 0.02 g ml of extract have spherical shapes and of smaller size compared
with sections b) and c), corresponding to the lower concentrations of extract. These results can be
attributed to the fact that the higher the quantity of extract used, the more significant the amount of
stabilizing substances present in the plant extract to obtain nanoparticles. On the other hand, by
decreasing the organic compounds coming from the plant, the reducing agents and stabilizing agents
also lower which generates coalescence of the nanoparticles. These results lead to an increase the
particle size and shape from spherical to triangular and some rods (Figs 2 a-b). To observe in detail the
morphology of the nanoparticles, the sample with smaller and larger sizes (0.02, 0.01 g / ml) was
analyzed by TEM. Figure 3 a) correspond to AuNPs synthesized with 0.02 g/ml. This Figure shows that
the nanoparticles are spherical with an average size of 15 nm. However, Fig. 3 b) that correspond to 0.01
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g/ml displays a distribution of shapes such as spheres, triangles, and rods with an average size of 43 nm.
These results agree well with the Uv-vis and SEM techniques.

Finally, the sample synthesized at a concentration of plant extract of 0.02 g / ml and 5SmM of the
Tetrachloroauric Acid solution by X-ray diffraction. Figure 3c shows the XRD pattern that corroborates
the crystalline structure of the synthesized AuNPs indexing the planes 111, 200 and 220 at angles 37 °,

44.5 °, 64.8 °, of the fcc lattice [4].

References:

[1] M. Quintana et al, Journal Ciencia y Desarrollo 34 (2008), p. 62.

[2] V. Sanchez -Mendieta et a/, Journal InTech 1 (2012), p. 391.

[3] N. Castro et al, Journal Ciencia e Ingenieria Neogranadina 21 (2011), p. 169.

[4] The authors acknowledge funding from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), México.

| ——0.01g/mi
| ——0.02g/ml
| m—0.015g/mI

2.0+

1.5-

Absorbance (a.u)

1.0~

0.5

500 550 600
Wavelenght (nm)
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Over the past two decades, nanomedicine has experienced unprecedented expansive growth based on the
development of nanomaterials [1]. The processing of nanomaterials must be highly reproducible that
controls its composition and biocompatibility [2]. Synthesis methods through plant extracts mean a
solution to reduce the use of pollutants for the environment. Moreover, due to its low toxicity, it can be
used in some medicinal treatments [3].

In this work, the synthesis of Au nanoparticles was performed using Cuphea aequipetala plant extract,

and the precursor salt used was tetrachloroauric acid (HAuCl4). The extract was prepared using the whole
plant, which was triturated to obtain fine powders. Later, the infusion was processed to mix 100 ml of
deionized water with 1 g of plant powder heating at 60 ° C for 25 min. The resultant solution was filtered
and used for Nps preparation. The gold precursor solution was elaborated at 5 mM in deionized water.
For the synthesis process, 1 ml of Cuphea aequipetala extract was mixed with 1 ml of gold solution,
generating a volume ratio of 1:1. As an essential part of this study, the temperature was modified, so the
different conditions were room temperature, 40°C, 50°C and 60°C without agitation. After the synthesis
procedure, the first indication of the formation of the nanoparticles was the color change from yellow to
light purple. The size and size distribution was analyzed in an Ultraviolet-Visible spectrophotometer (Cary
5000, Varian), the morphology and size of the nanomaterials were observed by Scanning Electron
Microscopy (JEOL JSM- 7600F), and the composition and crystal structure of the nanoparticles were
determined using X-ray diffraction (Bruker D8 Advance, DAVINCI Lynx eye).

Figure 1 shows the UV-Vis spectra of gold nanoparticles, the peaks are located between 500 and 600 nm,
and it is characteristic of Au nanostructures. In section a), the formation of AuNps is observed presenting
a band with low absorbance (25°C), and it is extended when the temperature is increased, indicating an
increment in the size of the synthesized nanostructures. It is noticeably appreciated in the temperature at
40 ° C, 50 ° C and 60 ° C. In section b), the sample synthesized at room temperature was used for the
analysis of diffraction of X-rays, which demonstrates the crystally structure of the gold being FCC denoted
with planes 111, 200, 220, 311. Figure 2 presents Scanning Electron Micrographs of AuNps with the
synthesis temperature modification. In subsection a) corresponding to the synthesis of AuNps at room
temperature, it is appreciated that the nanoparticles are spherical and dispersed, having a size less than 20
nm. In subsection b) by using a temperature of 40 ° C, spherical particles with sizes close to 50 nm are
distinguished, presenting coalescence. In section c) using a temperature of 50 ° C, it is observed that the
particles are still spherically shaped but size close to 80 nm, and finally in subsection d) are distinguished
faceted and quasi-spherical particles with a size close to 100 nm, which is due to the increase in
temperature to 60 ° C.

In conclusion, in this work, it was observed that the Cuphea aequipetala plant is capable of synthesizing
gold nanoparticles from its reducing and stabilizing agents. In addition to the fact that the increase in
temperature generates an acceleration of the reaction producing larger structures, that is to say, higher
production of nuclei and an accelerated coalescence, emphasizing that at room temperature, the smallest
particles were produced with a spherical shape [4].
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Figure 1. a) UV-Vis spectra of gold nanoparticles by modifying the temperature at 25°C, 40°C, 50°C and
60°C. b) X-ray diffraction pattern of AuNps sample synthesized at 25°C.

Figure 2. SEM images at 100 000 X, showing gold nanoparticles synthesized by modifying the
temperature of a) room temperature, b) 40 ° C, 50 ° C, and d) 60 ° C.
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