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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo la sintesis de nanoparticulas de oro evaluando la capacidad del
extracto acuoso de hojas de Chaya maya (ECM) como agente reductor para los iones de Au(III),
ademas, se estudid la influencia que tienen los sistemas microemulsionados y nano-
emulsionados controlando la formacion de nanoparticulas de oro. Dichos sistemas estan
compuestos por: aceite de ricino como fase oleosa, una mezcla de surfactante y co-surfactante,
Brij O10y 1,2-hexanodiol, respectivamente, en relacion 1:1 y una fase acuosa. Las fases acuosas
utilizadas fueron el ECM y una solucion estandar de Au(Ill) como precursor. El ECM mostro6
ser un buen agente reductor, sin embargo, los componentes del extracto por si mismo no logran
controlar el crecimiento de las particulas formadas. Este inconveniente se solucion6 llevando a
cabo la sintesis en microemulsiones y nano-emulsiones, cumpliendo favorablemente con su rol
como nano-reactores. El aspecto de las dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro
obtenidas en los sistemas de micro y nano-emulsidon presentaron un color rojo/violeta
caracteristico de la presencia de nanoparticulas esféricas, los tamafios de nanoparticula
promedio se encuentran en el intervalo de 19 a 40 nm. Aunado a lo anterior, al estar suspendidas
en agua mostraron una buena estabilidad. El tamafio de las nanoparticulas de oro obtenidas por
este método depende de la cantidad de fase acuosa en el sistema y del tipo de microestructura

presente.



ABSTRACT

In the present work, the synthesis of gold nanoparticles was carried out, evaluating the capacity
of the aqueous extract of Chaya maya leaves (ECM) as a reducing agent for Au(IIl) ions, in
addition, the influence of microemulsion and nano-emulsion systems controlling the formation
of gold nanoparticles. These systems are made up of castor oil as oily phase, a mixture of
surfactant and co-surfactant, Brij O10 and 1,2-hexanediol (1:1), respectively, and an aqueous
phase. The aqueous phases used were the ECM and a standard solution of Au(Ill) as precursor.
The ECM proved to be a good reducing agent, however, the components of the extract by
themselves are not able to control the growth of the produced particles. This drawback was
solved by carrying out the synthesis in microemulsions and nano-emulsions, favorably
performing their role as nano-reactors. The appearance of the colloidal dispersions of gold
nanoparticles obtained in the micro- and nano-emulsion systems presented a red/violet color
characteristic of the presence of spherical nanoparticles, the nanoparticle size average is in the
range of 19 to 40 nm. Added to this, being suspended in water showed good stability. The size
of the gold nanoparticles obtained by this method depends on the amount of aqueous phase in

the system and the type of microstructure present.
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INTRODUCCION

Un nanomaterial es aquel que tiene al menos una de sus dimensiones en el rango nanométrico
(1 nm a 100 nm) [1]. Las nanoparticulas metalicas, especialmente las nanoparticulas de metales
nobles como oro, plata o platino son de gran importancia en la quimica ya que tienen numerosas
aplicaciones en diferentes areas por su estabilidad y propiedades particulares, empleadas
directamente o soportadas en las superficies de otros materiales [2]. Podemos destacar las
nanoparticulas de oro, debido a que pueden ser facilmente identificadas por su caracteristica
banda de resonancia de plasmén de superficie [3], que depende de su tamafio y morfologia,
poseen mayor estabilidad quimica y fisica, tiene propiedades bactericidas, magnéticas y no

toxicidad [4]. Son ampliamente aplicadas en Optica, catalisis, sensores, medicina, entre otros.

Los métodos que consisten en la formacion de nanoparticulas a partir de la unién de
atomos, moléculas o particulas mas pequenas [5] estdn basados tanto en procesos fisicos,
quimicos como biologicos. Aquellos que involucran procesos biologicos, generalmente,
cumplen con las grandes ventajas de la quimica verde, la cual pude considerarse como una
ideologia que se basa en el diserio de procesos y productos quimicos que reduzcan o eliminen
el uso y generacion de sustancias peligrosas [6]. Estos métodos ayudan a producir
nanomateriales no-téxicos o de baja toxicidad y a generar biocompatibilidad para poder
emplearlos en areas como la medicina o la biotecnologia [7]. Los métodos de sintesis de
nanoparticulas metalicas utilizando extractos de plantas son los segundos mas reportados en los
ultimos afios, después de la sintesis por fuentes bioenergéticas [8]. Debido a su bajo costo y que,
se puede sintetizar nanomateriales en condiciones limpias y en periodos de tiempo reducidos a
partir de fuentes naturales renovables; ademas, no es necesario tener un delicado control de los

agentes reductores como es el caso de los métodos que involucran microorganismos.

Existe una gran variedad de plantas que pueden ser utilizadas como agente reductor de
las particulas metalicas [9], en este trabajo se utilizd el extracto acuoso de las hojas de
Cnidoscolus chayamansa, popularmente conocida como Chaya maya. La Chaya maya es una
planta nativa de México y Centroamérica, de gran relevancia historica en la Peninsula de
Yucatan, México e introducida en la dieta tradicional debido a su aporte nutrimental [10] como

proteinas, vitaminas, acido ascorbico, calcio, potasio, hierro entre otros [11]. Ademads, se han
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estudiado las propiedades antioxidantes de la Chaya mostrando su capacidad de prevenir
enfermedades cancerigenas [12], asi como sus efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos [13].
Se puede considerar que es un recurso renovable ya que puede crecer en una gran variedad de
suelos, en climas calidos y lluviosos, asi como en areas de sequia ocasional; y crece mas

rapidamente en climas calidos [14].

La preparacion de nanoparticulas metalicas coloidales en sistemas nano-emulsionados y
microemulsionados conformadas por aceite/ tensoactivo/ agua y utilizando reductores tanto
clasicos como no tradicionales ha demostrado ser un método viable sobre todo para la obtencion
de distribuciones de tamafio de nanoparticula y morfologias definidas [15]. Las nano-
emulsiones, son un tipo de emulsiones que poseen un tamafio de gota que ronda en el intervalo
nanométrico (entre 20 y 200 nm), por lo cual pueden presentar apariencia traslicida. Aunque
las nano-emulsiones son sistemas que no estan en equilibrio y requieren de algin tipo de energia
para su formacion, el tamafio de gota tan pequefio le confiere estabilidad cinética ante la
sedimentaciéon [16]. Haciendo un andlisis comparativo entre las nano-emulsiones y las
microemulsiones, a simple vista las microemulsiones son dispersiones coloidales transparentes,
monofasicas y Opticamente isotropicas; su principal diferencia radica en que, las
microemulsiones son estables termodindmicamente [17], es decir, no se necesita de aporte de
energia al sistema para su formacion. La principal ventaja que poseen las nano-emulsiones sobre

las microemulsiones es que requieren menor concentracion de surfactante para su formacion.

Dependiendo del rol de cada componente, ya sea como agente dispersante o como fase
dispersa, se pueden obtener microestructuras del tipo agua en aceite (water-in-oil, W/O), donde
la fase continua es el medio oleoso y la fase acuosa es la fase dispersa; en las microemulsiones
aceite en agua (oil-in-water, O/W) se tiene como fase dispersa la fase oleosa en una fase acuosa
continua. También se puede presentar una combinacion de ambos sistemas en una llamada fase
bicontinua, donde las cantidades de agua y aceite son similares. Es indispensable estudiar el
comportamiento fasico para comprender la naturaleza de los sistemas ya que, segun el tipo de
estructura presente en el sistema se tendran diferentes ambientes para la obtencion de
nanoparticulas y, consecuentemente, diferentes caracteristicas de las nanoparticulas, influyendo

también en la eficiencia del método.
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HIPOTESIS

Obtener nanoparticulas de oro en sistemas micro y nano-emulsionados con tamafios y formas
controlados definidos por los sistemas, empleando el extracto acuoso de las hojas de

Cnidoscolus chayamansa como agente reductor.

JUSTIFICACION

Trabajos previos utilizando el extracto acuoso de hojas de Chaya maya demostraron ser
eficientes en la reduccion de iones de plata(l), su poder reductor se atribuye a compuestos
fenolicos y flavonoides que logran extraerse en medio acuoso [18]. Los sistemas compuestos
por fase acuosa/Brij O10:1,2-hexanodiol (1:1) /aceite de ricino, fueron estudiados previamente
y probados con éxito para la obtencion de nanoparticulas de plata [19]. Debido al control que
proporcionan los sistemas microemulsionados y nano-emulsionados sobre el crecimiento y la
forma de las nanoparticulas, asi como la capacidad de implementar reductores suaves como los
extractos naturales para la reduccion de iones metélicos, en este proyecto se propone trabajar
con los sistemas descritos anteriormente, empleando el extracto acuoso de hojas de Chaya maya

en fase acuosa, que actuard como agente reductor maya para la sintesis de nanoparticulas de oro.

El método de sintesis aqui propuesto es un método simple que puede llevarse a cabo en
condiciones suaves, ya que no requiere aporte energético adicional. Ademés de que los
componentes empleados son de baja o nula toxicidad, por lo que las nanoparticulas de oro

podrian ser aplicadas en areas como la cosmética, medicina o biotecnologia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia de sintesis verde de nanoparticulas de oro utilizando

microemulsiones y nano-emulsiones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

Determinacion del comportamiento féasico del sistema Fase acuosa/Brij O10:1,2-
hexanodiol (1:1) /Fase oleosa; fase acuosa: agua y extracto acuoso de hojas de Chaya
maya y mezcla del extracto de Chaya maya y precursor metalico; fase oleosa: aceite de
ricino.

Caracterizacion de los sistemas elegidos para la sintesis mediante conductividad,
espectroscopia Raman y dispersion de luz dindmica.

Preparacion de nanoparticulas de oro en microemulsiones y nano-emulsiones utilizando
como reductor al extracto de hojas de C. chayamansa y evaluacion de los parametros
fisicos y quimicos durante la sintesis.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas en las diferentes condiciones.

Correlacionar el tamafio y forma de las nanoparticulas obtenidas con las condiciones de

sintesis.
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CAPITULO 1 | ANTECEDENTES

1.1. MATERIALES NANOESTRUCTURADOS

Antes de introducir algunas de las rutas de sintesis cominmente empleadas para la
fabricacion de nanoparticulas metalicas es primordial definir los alcances que tiene la ciencia

de los nanomateriales, asi como destacar la importancia de su estudio.

Un nanomaterial es aquel que tiene al menos una de sus dimensiones en el rango
nanométrico (1 nm a 100 nm). Por lo que la nanociencia se podria definir como el estudio de
materiales o substancias con al menos una de sus dimensiones en la escala nanométrica y, a la

nanotecnologia como el disefo, sintesis, caracterizacion y aplicacion de estos nanomateriales.

En la naturaleza y a lo largo de la historia, se han encontrado materiales
nanoestructurados que ayudan a cumplir funciones biologicas o que estan involucrados en
diferentes técnicas [20]. Se considera que las perspectivas planteadas por Richard Feynman en
una conferencia para la American Physical Society (1959) motivaron a la comunidad cientifica
a enfocarse en la construccion de materiales cada vez mas pequefios e iniciando asi la era de la
nanociencia como un area interdisciplinaria donde fisicos, quimicos y bidlogos contribuyen a
su desarrollo. Aunque, el progreso fundamental de la nanociencia y la nanotecnologia se logro

hasta después de 1980 con la invencion del microscopio de tinel [21].

0D 10 3D
dmensiones xyz <100 nm denensiones xy <100 nen dimensiones xyz »100 nm
Puntos cuanticos Alambres Platos Policristales
.
L ° ° . \
. .... > \
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Figura 1.1.1. Ejemplos de nanoparticulas clasificadas de acuerdo con su dimensionalidad.
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Los materiales nanoestructurados pueden ser clasificados por su dimensionalidad en
cuatro clases: 0D, 1D y 2D (Figura 1.1.1). Se clasifican como 0D al tener todas sus dimensiones
en escala nanométrica como los puntos cudnticos, clusteres y particulas esféricas; los
nanomateriales 1D poseen una dimension encima del rango nanométrico (>100 nm) como los
del tipo nanotubos o nanoalambres; los materiales 2D tales como platos o ldminas tienen dos de
sus dimensiones fuera del rango nanométrico. Aquellos materiales 3D, aunque no suelen
considerarse como nanoestructurados por si mismos, pueden emplearse como matrices para
soportar alguna de las estructuras 0D, 1D o 2D [22]. Otro tipo de clasificaciones involucran su

morfologia, composicion quimica o el estado en el que se encuentren [1].

La principal importancia de la nanotecnologia radica en que las propiedades para una
misma aplicacion pueden mejorarse considerablemente controlando y disminuyendo el tamano
de particula. Espacialmente se pueden acomodar alrededor de unos mil 4&tomos en un cubo de 1
nm?, por lo que los fendémenos que ocurren a escala nanométrica podrian considerarse como
multiples interacciones atomicas, estando en el limite del régimen cuantico. Teniendo una
particula esférica de radio r, se tiene que al disminuir el tamafio de particula a un nivel cada vez

mas pequeiio la relacion area superficial-volumen (§) incrementa de la siguiente manera:

A (1.1-1)
S==
v

I . 4
donde A es el area de la esfera que es igual a 4mr? y V es el volumen que corresponde a 5717”3,

sustituyendo y simplificando la Ecuacion 1.1-1 se tiene que:

3 (1.1-2)
S=-
r
Cuando el radio se ve reducido a niveles nanométricos, la mayor parte de los &tomos que
conforman la particula se encuentran en la superficie y, como consecuencia, sus propiedades

comparadas con los materiales convencionales son distintas.

Por ejemplo, la temperatura de fusion en metales con tamafios menores a 30 nm tiende
a decrecer debido a que requieren una menor energia de activacion por la alta relacion

superficie-volumen. El area superficial tan grande que poseen los nanomateriales les otorga la
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capacidad de almacenar mas energia, lo cual los hace muy prometedores en la creacion de
baterias cada vez mas eficientes. Las propiedades mecanicas tales como dureza, resistencia,
tension, traccion, fatiga, entre otras también suelen ser superiores comparadas a los materiales
convencionales. Cierto tipo de materiales con propiedades magnéticas pueden convertirse en
materiales super-magnéticos a temperatura ambiente al disminuir considerablemente su tamao.
Al decrecer el tamafio del material cambian drésticamente sus propiedades Opticas ya que el

tamafo de particula es incluso menor que la longitud de onda de la luz visible. [1, 23]

1.1.1. Nanoparticulas metalicas
Ademas de las nuevas propiedades que adquiere un material a escala nanométrica, las cuales les
permiten ser aplicados en distintas areas tales como la biotecnologia, tecnologias de la
informacion, industria de los alimentos, agricultura y cosméticos, las nanoparticulas metalicas
(MNPs) poseen una caracteristica que las hace destacar entre otros materiales y es la llamada
resonancia de plasmén de superficie o Surface Plasmon Resonance (SPR). Generalmente, las
propiedades Opticas y electronicas de las MNPs se deben a esta caracteristica y serd descrita mas
a detalle en el subtema 1.2.1, en este tema se abordaran algunas de las aplicaciones de las MNPs

de acuerdo con sus caracteristicas, asi como su mecanismo de formacion.

Las nanoparticulas de metales nobles tienen especial interés como catalizadores
quimicos, en la fabricacion de nanomedicinas, materiales nanoelectronicos, biosensores, etc. Al
modificar las MNPs formando aleaciones o composites, exhiben propiedades electronicas,

Opticas y cataliticas inicas que son diferentes a las de las nanoparticulas individuales.

La mayoria de las aplicaciones se basan en la funcionalizacion de la superficie para
proveer la estabilidad coloidal necesaria y en la biocompatibilidad que las nanoparticulas
adquieran (Figura 1.1.2), siendo factores clave para su desarrollo el control sobre el tamafio, la
distribucion de tamafios y la forma [24]. El area de investigacion sobre las MNPs es muy activa,
mientras unos grupos de investigacion desarrollan nuevas rutas de sintesis para obtener mejores
distribuciones de tamafio, diferentes morfologias como esferas, platos, tridngulos, barras,
alambres, estrellas, etc. Otros grupos estudian las propiedades que adquieren diferentes

nanoparticulas.
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Algunas nanoparticulas de metales nobles han mostrado ser excelentes sustratos en la
técnica de espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS, Surface- enhanced Raman
scattering) para detectar moléculas individuales [25, 26]. Las MNPs pueden conjugarse
facilmente con diferentes moléculas como péptidos o anticuerpos para el marcaje activo o pasivo
de células especificas [5], también suelen recubrirse con polimeros para favorecer la
biocompatibilidad y prolongar la circulacion in vivo para la liberacion de fadrmacos y genes [27].
Una amplia gama de nanoparticulas de oro se funcionalizan ya sea con ligandos especificos,
sales o con moléculas organicas que permitan formar sitios de union competitivos para detectar
biomoléculas, genes o patdogenos, en donde dependiendo del grado de agregacion o
estabilizacion coloidal se puede relacionar con la concentracion del analito [28, 29]. En el area
medioambiental se han disefiado sensores colorimétricos y fluorométricos basados en MNPs
para la deteccion de otros iones metdlicos gracias a sus propiedades optoelectronicas que
dependen de su tamafio, la funcionalizacion de las nanoparticulas ayuda a que el nanomaterial
sea altamente especifico para iones particulares [30, 31].

Anticuerpos

Colorantes \)//

Biomoléculas

Anticuerpos
fluorescentes

Material genético

Farmacos

Figura 1.1.2. Ejemplos de funcionalizacion de la superficie de la nanoparticula.

1.1.2. Nanoparticulas de oro
La historia de las nanoparticulas de oro (AuNPs) se remonta a la época de los antiguos Romanos
que usaban oro coloidal para tefiir vidrio con fines decorativos. A partir de la década de 1850
inicia la era moderna del estudio de las AuNPs, cuando Michael Faraday comparte sus
observaciones sobre las diferencias en las propiedades que tienen las soluciones de oro coloidal

y el oro a granel [32].
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Dentro de las ventajas que tienen las nanoparticulas de oro es que son unas de las mas
estables y faciles de manipular. Por su relativamente baja citotoxicidad suelen aplicarse en
biomedicina, ya que la arquitectura de superficie puede ser altamente ajustable y multivalente
ofrece el potencial para incorporar multiples agentes terapéuticos, asi como para atacar y
proteger moléculas en la superficie de una sola nanoparticula, por lo que se espera que mejoren
la entrega y la eficacia de las cargas ttiles terapéuticas [33]. En la terapia fototérmica se
aprovechan las propiedades opticas de las AuNP, en la que un aumento de temperatura
localizada induce una respuesta hipertérmica en el tejido objetivo. Las AuNPs convierten la luz
en calor con alta eficiencia, y la longitud de onda de absorcion se puede ajustar alterando la
forma y el tamafio de las AuNPs [34]. La terapia fototérmica ofrece la ventaja de tener una alta
absorcion de la radiacion del infrarrojo cercano, las AuNP pueden atacar tumores en tejidos

profundos y pueden combinarse con terapia de liberacion de farmacos.

La toxicidad de las AuNPs puede verse afectada por su forma, tamafio, sustancias
quimicas superficiales, carga y dosis. Se ha vuelto primordial evaluar el perfil in vivo de los
nanomateriales antes de cualquier posible aplicacion terapéutica [35]. Se han realizado estudios
para evaluar la distribucién y acumulacion en el higado y otros érganos. En un estudio en el que
inyectaron nano-varillas de oro via subcutanea reveld que la mayor parte permaneci6 el lugar
de la inyeccion [36]. Sin embargo, los iones de oro liberados en el sistema produjeron dafo

oxidativo tisular en el sitio.

Por otra parte, Connor y colaboradores [4], realizaron una investigacion sobre la
absorcion celular y la citotoxicidad de las AuNPs con células humanas, con el objetivo de
determinar las interacciones de una serie de nanoparticulas definidas que contienen una variedad
de estabilizadores y modificadores de superficie con una linea celular de cancer humano
establecida. Dicho estudio sugiere que las AuNPs esféricas con una variedad de modificadores
de superficie no son inherentemente toxicas para las células humanas, a pesar de ser absorbidas
por las células, aunque dejan a discusion probar con muchas otras variables y sobre los efectos

a largo plazo en presencia de nanoparticulas.

1.1.3. Etapas de formacion de las nanoparticulas de oro
La sintesis de AuNPs con reductores quimicos fuertes suele llevarse a cabo de forma muy rapida,

distinguiéndose dos etapas principales durante su formacion. Una primera etapa en donde ocurre
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la rapida reduccién de los iones de oro a monomeros de Au’, con la formacién de particulas
primarias. En la segunda etapa las particulas primarias crecen debido a la coalescencia

acompanada de una disminucién del numero de particulas.

Con el citrato de sodio, al ser un reductor menos fuerte, la reaccion de formacion de las
AuNPs es lo suficientemente lenta para estudiar minuciosamente su mecanismo de formacion.
En el método de Turkevich [37] se proponia inicialmente un mecanismo de formacion de las
nanoparticulas de oro coloidales que consistia de dos etapas, la nucleacion seguida por el
crecimiento. Trabajos posteriores [38, 39] sugieren una etapa intermedia de aglomeracion previo
a la etapa de crecimiento. Partiendo de la reaccion del acido tetracloroaurico (HAuCls) con
citrato de sodio para formar cloruro de oro y dicarboxiacetona, la dicarboxiacetona actuara como
agente de nucleacion organizando el cloruro de oro mientras se descompone en acetona. La
etapa intermedia consiste en la formacion de aglomerados, seguida del crecimiento de las

nanoparticulas hasta que el precursor sea completamente consumido.

Polte y col. [40] realizaron un estudio empleando radiacién de sincrotron usando las
técnicas de small-angle X-ray scattering (SAXS) y X-ray absorption nearedge spectroscopy
(XANES) para monitorear directamente la reducciéon del precursor y la formacion de
nanoparticulas. Distinguiendo en diferentes condiciones de temperatura y concentracion de
precursor tres fases principales. La primera fase consta de dos pasos iniciales, comenzando con
un proceso rapido de nucleacion en el que alrededor del 20 % del precursor de oro se transforma
en nucleos o particulas durante los primeros 60 segundos de sintesis con radios de 2 nm y alta
polidispersidad (Figura 1.1.3 b). Subsecuentemente, decrece el nimero de particulas,
disminuye la polidispersidad y aumenta el tamafio de particula, acompafiado de un proceso de
reduccion lento (Figura 1.1.3 c¢), lo que sugiere que la coalescencia o la maduracién de Ostwald
son el mecanismo de crecimiento principal en esta fase. En la segunda fase (entre 25 y 50
minutos) el tamafio de particula promedio es de 5 nm, la polidispersidad disminuye hasta 14 %
mientras el numero de particulas se mantiene casi constante, indicando que sucede un
crecimiento por difusion. Como el proceso de reduccidn es lento, el precursor de oro se convierte
en el factor limitante de crecimiento. Finalmente, en la fase 3 (después de 50 minutos) se
consumen rapidamente las especies de Au(Ill) restantes, acompanada de un incremento en el

tamafio de particula (hasta 7.6 nm) y una disminuciéon de la polidispersidad, atribuido a un
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proceso de reduccion autocatalitico en la superficie de las AuNPs formadas. En el mecanismo

propuesto se ilustra en la Figura 1.1.3 d.
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Figura 1.1.3. a) Espectros UV-vis registrados durante la formacion de AuNPs (insercion) e intensidad de la
banda SPR frente al tiempo. b) Radio de esfera medio y numero normalizado de particulas representado
frente al tiempo de reaccion derivado de SAXS. c¢) Estado de oxidacion formal promedio del oro derivado
de espectros XANES normalizados representados frente al tiempo de reaccion; fraccion de volumen de
particulas calculada a partir de datos SAXS. d) Ilustracion esquemdtica del proceso deducido de formacion
de nanoparticulas de oro. Adaptado de [40].

Observando la evolucion de las nanoparticulas mediante TEM y espectroscopia UV-vis,
Jiy col. [41] sugieren que el citrato de sodio (NaCit) tiene un papel importante como mediador
de pH, ademdas de fungir como reductor y ligando de proteccion. Basan su estudio en el
mecanismo propuesto por Frens (1973) donde se propone que el mecanismo de nucleacion y
crecimiento esta regulado por la relacion de NaCit como estabilizante del sistema, aumentando
la velocidad de la reaccion con el incremento de la concentracion de citrato y, por consecuencia,
se esperarian tamafios de particula menores [42]. Sin embargo, encontraron que la relacion de
NaCit: HAuCls incrementa el pH de la solucion, cambiando la reactividad de los reactivos.
Cuando el pH aumenta a mas de 6.2 la reactividad de los iones de Au(IIl) disminuye, haciendo
mas lento el proceso de crecimiento y, por lo tanto, el tamaio final de los productos incrementa.
Proponen que dependiendo del pH de la reaccion los nanocristales de oro podrian formase ya
sea por una ruta de nucleacion-crecimiento o bien, por una ruta de nucleacion-agregacion-

crecimiento (cuando el pH de la solucion esta por debajo de 6.5) como se ilustra en la Figura
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1.1.4 D. En la Figura 1.1.4 A-B presentan mediante TEM la evolucion temporal del
tamafio/forma de los nanocristales de oro formados en una reaccion con proporcion NacCit:
HAuCl4 7:1 y 2:1. En la relacion 7:1, se tiene un incremento de pH hasta 7.2, reflejando la
disminucion de la reactividad del sistema con el aumento del tiempo de formacion, mientras que
con la relacion menor (2:1), la tasa de formacion de los nticleos es considerablemente mas rapida
y la etapa de suavizado en la forma de los nanocrisrales se da entre 75 y 120 segundos.
Comparando con la Figura 1.1.4 C, el sistema tiene una proporcion NaCit: HAuCly igual a B,
pero un pH igual a A, aparentemente sigue la misma ruta de nucleacion-crecimiento que A. Lo
que los lleva a concluir que es posible sintetizar nanocristales de oro monodispersos con tamafios

entre 20-40 nm variando el pH de la solucion.
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Figura 1.1.4. A-B) Evolucion temporal del tamario/forma de los nanocristales de oro
formados en una reaccion con proporcion NaCit: HAuCly 7:1 y 2:1, respectivamente. C)
proporcion NaCit: HAuCly 2:1, ajustando el pH a 7.2. D) Ilustracion esquemdtica de dos
vias de reaccion para la sintesis de nanocristales de oro por reduccion de citrato.
Adaptado de [41].
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1.2. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
METALICAS

Este tema trata algunas de las técnicas empleadas para la caracterizacion de nanoparticulas
metalicas, las cuales fueron utilizadas en el presente proyecto para caracterizar las
nanoparticulas obtenidas. La técnica sobre la que se fundamentd la mayor parte de la
caracterizacion es la espectroscopia UV-vis, complementando las observaciones con dispersion
de luz dindmica, potencial zeta y microscopia electronica de barrido-transmision. Micro-Raman

fue una de las técnicas complementarias.

1.2.1. Resonancia de plasmoén de superficie
Un plasmoén superficial es un grupo de electrones que oscilan colectivamente cuando la luz
incide sobre la superficie del metal, cuando los electrones oscilan a la misma frecuencia que la
luz se dice que estan en resonancia, y pueden absorber y dispersar la luz de manera que generan
los colores caracteristicos de las nanoparticulas. El nimero de modos, asi como su frecuencia y
ancho, estan determinados por la densidad de electrones, la masa efectiva, la forma de las

particulas, el tamaio, la funcion dieléctrica y su entorno [3].
Efecto de la forma y el tamario de la nanoparticula sobre SPR

En el caso de una esfera pequefia (< 40 nm), el desplazamiento de las cargas se realiza de forma
homogénea. Estas cargas dan lugar a una sola resonancia propia, independiente de la direccion
de la luz incidente, que estd determinada unicamente por la forma y su densidad electronica.
Cuando el tamafio de la particula aumenta, los efectos de la radiacion se vuelven cada vez mas
importantes. El desplazamiento de la nube electronica ya no es homogéneo incluso para

particulas esféricas y se inducen distribuciones de carga multipolar elevadas [43].

Las nanoparticulas metélicas con morfologias elipsoidales poseen tres resonancias de
plasmoén correspondientes a la oscilacion de electrones a lo largo de los tres ejes de la elipse
(Figura 1.2.1). La longitud de onda de resonancia depende de la orientacion del campo eléctrico
en relacion con la particula, al estar dispersas en una matriz el espectro de absorcion serd un
promedio que contiene las tres resonancias de plasmones [44]. En el caso de nanoparticulas
cubicas, se tienen seis principales bandas de resonancia de plasmones de superficie (SPRB), las

primeras se encuentran ubicadas a 506 y 466 nm y corresponden a las distribuciones de carga
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dipolar y cuadrupolar, respectivamente, y su amplitud es particularmente alta en las esquinas,
los otros cuatro modos estan en longitudes de onda mas pequenas y muestran distribuciones de
carga multipolar mas altas [3, 45]. Las MNPs pueden adquirir diversas formas poliédricas con
caras y vértices bien definidos, como icosaedros (ICO), decaedros, cubos truncados (TC),
cuboctaedro (CO), a las que se les asigna una relacion general entre las SPRB y la morfologia
de la nanoparticula en cuanto a sus vértices y caras [46, 47]. En la Figura 1.2.2 se presentan
espectros de eficiencias de extincion en funcion de la longitud de onda para nanoparticulas de

plata con diferente morfologia.
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Figura 1.2.1. Espectros de absorbancia simulados para el
campo electromagnético incidente a 90° y diferentes angulos
de polarizacion. Obtenido de [3].
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Figura 1.2.2. a) Eficiencias de extincion en funcion de la longitud de onda de la luz incidente de un cubo de
plata, distintos cubos truncados y una nanoparticula esférica. b) Nanoparticula de cubo, y dos cubos
truncados diferentes, y la esfera. Adaptados de [47].
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SPR de las nanoparticulas de oro

Las AuNPs, resuenan a frecuencias dentro del espectro visible de la luz, cuando estas son de
tamafios mas pequefios absorben y resuenan con longitudes de onda de luz ptrpura, azul, verde
y amarilla, por lo que el color que emiten es el rojo. En AuNPs esféricas un aumento de tamafio
o una disminucion de la distancia entre particulas puede inducir un desplazamiento hacia el rojo
de la banda de absorcion principal de oro y la intensidad de la banda aumenta con el tamafio de
particula, como se muestra en la Figura 1.2.3. El cambio en la coloracion de las soluciones
coloidales también es evidente variando desde rojizo a purpura azulado (parte inferior de la

figura), respecto al incremento en el tamafo de nanoparticula [48].

Absorbance (a.u.)

400 500 600 700

Figura 1.2.3. Espectros UV-vis de AuNPs: (a) 2.1
nm, (b) 4.6 nm; (c) 6nm, (d) 8.8 nm, (e) 11.4 nm; (f)
13.4 nm. Parte inferior, aspecto de las AuNPs.
Adaptado de [48].

Otro aspecto importante del que también depende la SPR es la morfologia de las AuNPs.
Se pueden tener distintas coloraciones, debidas a la interaccion de la superficie de las
nanoparticulas con la luz. Dreaden y col. [49] presentan algunos ejemplos de AuNPS que se
aplican comunmente en biomédica (Figura 1.2.4), evidenciando que la intensidad de color de
las nanoparticulas surge de la excitacion colectiva de sus electrones de conduccion, absorbiendo
los fotones en diferentes longitudes de onda, resultando en los modos de la SPR. En el caso de

las nano-varillas de oro (Figura 1.2.4 a), la oscilacion de electrones puede ocurrir en dos
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direcciones dependiendo de la polarizacion de la luz incidente [50]. La banda transversal, a lo
largo del eje corto, se presenta en la region visible similar a las nanoesferas; mientras que la
banda longitudinal, eje largo, es una banda mucho maés fuerte a longitudes de onda mayores.
Esta banda longitudinal se desplaza hacia el rojo desde la region visible hasta el infrarrojo
cercano con una relacion de aspecto (R) creciente (longitud/anchura). Cuando las nano-varillas
se encuentran en solucidon acuosa, la absorcion méxima es linealmente proporcional a R de

acuerdo con la siguiente ecuacion: 4,5, = 95R + 420.

La respuesta Optica de las nano-capas metalicas (Figura 1.2.4 b), determinada por la
SPR, se controla de manera sensible por el tamafio relativo del didmetro del ntcleo de las

nanoparticulas y el espesor de la capa [51].

a) Nano-varillas Relacién aspecto >~
50nm ' ' ' ' ' ' l'

Espesor de capa

b) Nano-capas -

140 nm

c) Nano-jaulas % Oro >

A

S0nm

T

Figura 1.2.4. Apariencia de distintas soluciones coloidales oro
con diferente morfologia variando a) la relacion aspecto de las
nano-varillas, b) el espesor de capa de las nano-capas y c) la
concentracion de oro en nano-jaulas. Adaptado de [49].

Las nano-jaulas de oro, que consisten en nanoestructuras plasmonicas huecas, tienen una

resonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR) altamente sintonizable en las regiones
visibles y del infrarrojo cercano. A medida que agregaron solucion de HAuCls al matraz de
reaccion de Ag, se observan una serie de cambios de color transitando por amarillo-rojo-
purpura-azul (Figura 1.2.4 ¢), una ventaja que puede usarse para estimar la posicion del pico

SPR para las nano-jaulas [52].
13



CAPITULO 1 | ANTECEDENTES

1.2.2. Dispersion de luz dinamica
Un andlisis rapido y no destructivo para conocer el tamafio aproximado de las muestras es
mediante la medida de su radio hidrodinamico (Ry). El radio hidrodindmico se define como el
tamafio de una esfera que se mueve con el mismo coeficiente de difusion (D) que el dispersor y
se calcula a partir de la relacion de Stokes-Einstein [53]:

D kgT (1.2-1)
~ 6mnRy

Donde kg es la constante de Boltzman (1.38 X 10723m?kgs™2K™1), T es la
temperatura en Kelvin y n es la viscosidad del solvente. Esta ecuacién considera que las
particulas son esféricas, si se tienen diferentes morfologias tiende a generar errores

considerables en la medicion.

Este coeficiente de difusion implica que las particulas suspendidas en un medio liquido
estan en constante movimiento debido al movimiento Browniano, que se define como el
movimiento de las particulas debidas a las colisiones aleatorias con las moléculas del liquido
que rodea la particula. El proceso de dispersion de luz dindmica o DLS, por sus siglas en inglés
(Dynamic Light Scattering), mide este movimiento Browniano y lo relaciona con el tamafio de
las particulas a partir de la Ecuacién (1.2-1). En principio, cuando las particulas son iluminadas
con un laser estas dispersan la luz en todas direcciones. Al estar en constante movimiento, la luz
dispersada generara un patron de manchas negras y blancas que cambiard con el tiempo. El
equipo genera una funcion de correlacion, en la que correlacionara las fluctuaciones que existen
entre la intensidad de la sefial en un punto especifico con la misma sefial medida en un intervalo

muy corto de tiempo después, en el orden de microsegundos [54].

Las particulas mas pequefias logran moverse mas rapidamente que las particulas mas
grandes, esto quiere decir que la fluctuacion entre intervalos de tiempo serd mayor y la funcién
de autocorrelacion decaera mas rédpidamente. En el caso de las particulas mas grandes con
movimiento mas lento, la funcidn de correlacion llegard a ser igual a cero después de un tiempo
mayor. De tal manera que el coeficiente de difusion (D) se medira a partir de la tasa de

decaimiento (I') de la funcidn de correlacion (g) de la siguiente manera:

g(gr)=e"" (1.2-2)
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donde q es el vector de dispersion en el que se ha realizado la medicioén en un tiempo, T, después.

Teniendo que I' = Dg?2.

La técnica presenta algunas limitaciones como la interferencia de particulas mas grandes,
por lo que las muestras deben estar completamente limpias y libres de pelusas u otros
contaminantes. Se tendran errores en la medicion cuando la muestra tenga tendencia a la
sedimentacion. La muestra no debe absorber luz de la longitud de onda utilizada y se deben

evitar soluciones muy coloridas o que presenten fluorescencia [54].

Cuando se desea conocer la distribucion de tamafios por volumen o nimero, se debe
conocer exactamente cuanta luz es dispersada por cada particula. Para lograr predecirlo, la teoria
de Mie requiere el indice de refraccion (n) y la absorcidon de la particula (k). Aunque para
nanoparticulas con didmetros menores a 100 nm, las propiedades del material no influyen y la
distribucion de volumen obtenida no cambiard significativamente. El valor de n y k reportados
para nanoparticulas de oro es de n=0.2 y k=3.32 para un laser de longitud de onda igual a 632

nm [55].

1.2.3. Potencial Zeta
El potencial electrocinético, mejor conocido como potencial zeta ({) es el potencial de una
superficie cargada en el plano entre la particula y la solucidon circundante a medida que la
particula y la solucidon se mueven entre si [56]. Tedricamente, existe una doble capa eléctrica
alrededor de cada particula compuesta por una region interna, llamada capa de Stern, donde los
iones estan fuertemente unidos y una region externa, difusa, donde estan unidos con menos
fuerza. La diferencia de potencial que existe en el enlace formado en el limite de la capa difusa

entre los iones y la particula (slipping plane) es precisamente el potencial { (Figura 1.2.5 a).

La movilidad electroforética (Ug) se obtiene mediante un experimento de electroforesis
en la muestra en el cual se mide la velocidad de las particulas usando la técnica de velocimetria
laser Doppler (Figura 1.2.5 b). Aplicando la ecuacion de Henry (Ecuacion (1.2-3)) se calcula
el potencial . Se deben conocer los pardmetros de la constante dieléctrica (€) y viscosidad (1)

del medio.
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_ 28 f(ka) (1.2-3)
=

El valor de la funcion de Henry, f(ka), dependera del medio en el que se encuentren.

Ug

Para particulas dispersadas en un medio acuoso se utiliza la aproximacion de Smoluchowski
con f(ka) = 1.5 y para particulas pequefias en un medio con constante dieléctrica baja o medios

no acuosos se utiliza la aproximacion de Huckel donde f(ka) es igual a la unidad [54].

Electrical double layer

Slipping plane

Surface potential
Zeta potential

S~

Figura 1.2.5. a) Configuracion de la doble capa eléctrica entre una particula y el fluido que la rodea.
b) Principio de la celda utilizada para medir la movilidad electroforética. Adaptado de [54].

El potencial { es uno de los parametros que afectan la estabilidad de las particulas en
suspension y muestras coloidales, su medicion aporta informacion detallada de las causas de la
dispersion, agregacion o floculacion, y se puede aplicar para mejorar la formulacion de
dispersiones, emulsiones y suspensiones [57]. Un alto valor de potencial {, ya sea positivo o
negativo, deberia proporcionar suficiente energia repulsiva a las particulas para mantenerlas
separadas y estables previniendo la floculacion y agregacion. Generalmente, este valor de

estabilidad debe ser mas positivo que + 30 mV o mas negativo que -30 mV.

Para sistemas coloidales de nanoparticulas de oro el potencial  depende de la carga de
los grupos funcionales que se encuentren en la superficie de la nanoparticula [58], para AuNPs
funcionalizadas con citrato se encuentra a valores negativos inferiores a -30 mV [59], del grado
de agregacion de las nanoparticulas [60], y otros factores como la concentracion de la solucion

coloidal dependeran mas del principio del equipo [61].
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1.2.4. Microscopia electronica de barrido
Existen diferentes técnicas microscopicas que permiten obtener imagenes de AuNPs que
proporcionan informacion de su superficie, morfologia, composicion, funcionalizacion,
cristalinidad, etc. Algunos ejemplos de estas técnicas son la microscopia Optica de campo
oscuro, la microscopia electronica, microscopia de fuerza atdbmica, microscopio de efecto tinel,
microscopia optica de barrido de campo cercano, entre otras. En este trabajo las AuNPs fueron

analizadas mediante microscopia electronica de barrido-transmision (STEM).
Historia y fundamento

La microscopia electronica parte de las hipotesis de Louis De Broglie sobre la naturaleza
ondulatoria de las particulas, proponiendo que los electrones en movimiento presentan una
longitud de onda mas pequefia que la luz [62]. Esto hizo suponer que se podria lograr una mejor
resolucion al utilizar un haz de electrones que con el microscopio de luz, conduciendo a la
creacion del primer microscopio electrénico de transmision, TEM (Transmission Electron
Microscope). El microscopio electronico de barrido o SEM, por sus siglas en inglés (Scanning
Electron Microscope) fue inventado en 1938 por Manfred von Ardenne, quien introdujo un

sistema de barrido dentro del disefio de un TEM [63].

El principio de esta técnica se basa en la emision de un haz de electrones desde un
filamento y colimados en un haz, este haz se enfoca hacia la superficie de la muestra mediante
un conjunto de lentes en la columna de electrones enfocados haciendo un barrido sobre la
superficie de una muestra generando la emision de electrones retrodispersados de alta energia y
electrones secundarios de baja energia [64]. Dependiendo de la profundidad y tipo de
interaccion del haz de electrones con la muestra se producen diferentes tipos de sefiales que son
informacion 1til para procesar la imagen de la muestra [65]. Los electrones secundarios brindan
informacion topologica de la muestra; los Electrones Auger sobre la composicion atdmica de la
superficie; los electrones retrodispersados (SE) sobre el niimero atémico y diferencias de fase;
los rayos-X caracteristicos (EDX) sobre la composiciéon atomica; la catodoluminiscencia,
informacion sobre estados electronicos. Los electrones transmitidos a través de la muestra
brindan informacién morfolégica. La dispersion eldstica aporta al analisis estructural y la
dispersion inelastica sobre la composicion y estados de enlace. Un requisito para esta técnica es

que la muestra sea eléctricamente conductora.
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STEM

La técnica STEM opera de la misma manera que el SEM, con la diferencia de que las muestras
analizadas deben tener un espesor delgado ya que los electrones dispersados seran analizados
en modo de transmision utilizando detectores diferentes que cubren una gran variedad de
angulos [66]. Otros detectores analiticos como EDX pueden ser sumamente utiles. Debido a que
se tiene una mayor resolucion, permite la caracterizacion de las nanoparticulas en términos de

tamano, forma, defectos, estructuras cristalinas y composicion.

1.2.5. Espectroscopia Raman
Cuando la luz interacciona con la materia pueden ocurrir diferentes fendomenos fisicos y
quimicos, dentro de los cuales esta la dispersion de la luz en diferentes direcciones. La mayor
parte de la luz es dispersada elasticamente, esto quiere decir que conserva la misma longitud de
onda después de interaccionar con la materia. Sin embargo, una pequefia fraccion de la luz es
dispersada con una longitud de onda diferente, ya sea mayor (anti-Stokes) o menor (Stokes) que

la longitud de onda de la luz incidente, este fenomeno se conoce como dispersion Raman. [67]

i Estado virtua —_——-
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Figura 1.2.6. Comparacion entre la dispersion Rayleigh, Raman Stokes
y anti-Stokes, y sus desplazamientos.

En la Figura 1.2.6 se presenta una comparacion energética entre la dispersion Rayleigh

y las dispersiones Raman. Cuando ocurre una dispersion Raman Stokes ocurre un
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desplazamiento en la longitud de onda hacia el rojo, en un espectro el desplazamiento Raman
se observaria en valores de numero de onda mayores que cero, siendo v = 0 el nimero de onda
del haz de luz incidente. En cambio, en la dispersion Raman anti-Stokes, al tener una menor

longitud de onda que el haz incidente, el nimero de onda seria menor que cero.

La espectroscopia Raman corresponde al tipo vibracional, basada en la interaccion de la
luz con los enlaces quimicos de una sustancia. Proporciona informacién sobre la composicion
quimica de la muestra, su cristalinidad, polimorfismo y dindmica molecular. En las tltimas
décadas, la técnica se ha ido desarrollando hasta convertirse en una herramienta analitica muy
importante debido a la sensibilidad molecular, facil implementacion y por la ventaja que tiene
sobre la espectroscopia de absorcidon infrarroja que la presencia de agua y otros solventes polares
impiden su aplicabilidad [68]. Sin embargo, al ser la dispersion Raman una interaccion débil,

las muestras no deben presentar fluorescencia ya que esta impedird observar las sefiales Raman.

Los desplazamientos de las bandas o sefales que se adquieren en un espectro Raman son
unicos para ciertos grupos funcionales, de manera que se obtiene una huella dactilar para la

sustancia a analizar [69].

En principio, un laser de luz monocromatica (generalmente con longitud de onda en el
rango visible o infrarrojo cercano) incide sobre la muestra y la energia dispersada se filtra de
manera que la energia con longitud de onda igual a la energia incidente no pase hacia el detector.
La energia filtrada es distribuida en funcion de longitudes de onda mediante una gradilla para
que, al ser detectada cada longitud de onda, su intensidad sea cuantificada [67]. Los detectores
comunmente utilizados son los dispositivos de carga acoplada (CCD) por su alta sensibilidad a

la luz [70].

En el caso de los equipos micro-Raman, se combina la microscopia de luz convencional
con la espectroscopia Raman para realizar una identificacion quimica unica, vinculando la
informacion espectral con la informacion espacial. Ya que la luz laser que se emplean en
espectroscopia Raman estan en el rango visible, pueden pasar libremente a través del vidrio de
los lentes del microscopio [71]. Las muestras son colocadas en un portaobjetos y enfocadas con

un microscopio, generalmente no requieren de preparaciones adicionales.
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Es importante conseguir una resolucion espectral adecuada para lograr observar con
mejor detalle las bandas, de lo contrario estas se sumarian en bandas anchas. La nitidez con la
que se observa el objeto influye en qué tan detallada se obtenga la informacion, esto quiere decir

que se tenga una buena resolucion espacial [71].

En el intento por incrementar la sefial Raman de un experimento, por ejemplo,
incrementando la potencia del laser o con objetivos de mayor aumento, suele conducir a
consecuencias negativas, como el foto-blanqueo de la muestra. Colocar el analito sobre una
superficie metélica rugosa puede proporcionar una mejora de drdenes de magnitud de la senal
Raman medida, es decir, SERS [72]. El proceso SERS se puede explicar con dos mecanismos
diferentes, uno de ellos solo es aplicable a moléculas especificas y consiste en la mejora quimica
a través de la transferencia de carga entre una superficie metalica y el analito. Por otra parte, el
mecanismo de mejora electromagnética es aplicable a todos los analitos y se genera por los
plasmones superficiales localizados que concentran el campo eléctrico cerca de la superficie del
metal en denominados “puntos calientes” [73]. Las MNPs suelen ser muy aplicables para esta

técnica.

1.3. SINTESIS DE NANOPARTICULAS METALICAS

Actualmente existen diversos métodos para la obtencion de nanoparticulas. Para realizar una
revision general de estos métodos, se pueden clasificar en dos grupos principales (Figura 1.3.1):
métodos top-dow y métodos bottom-up [5, 8]. En el primero se agrupan aquellos métodos que
parten de particulas de tamafio macroscopico y mediante un tratamiento (generalmente,
mediante procesos mecanicos o fisicos) estas particulas se reducen hasta formar particulas de
tamafio nanométrico. A estos métodos se les conoce como métodos de arriba hacia abajo (top-
down). En la Tabla 1.3-1 se muestran algunos ejemplos de técnicas top-down para la sintesis
de nanoparticulas metalicas. El segundo grupo, por el contrario, involucra aquellos métodos
conocidos como de abajo hacia arriba (bottom-up), que consisten en la formacion de

nanoparticulas a partir de la union de atomos, moléculas o particulas de menor tamafio.
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Figura 1.3.1. Esquema ilustrativo de los métodos de sintesis top-down y bottom-up.

Tabla 1.3-1. Métodos top-down para la sintesis de nanoparticulas metdlicas.

Método Descripcion
Molienda de bolas de El material en polvo se introduce en un recipiente con bolas
alta energia pesadas y mediante la aplicacion de energia mecanica se

reduce el tamafio de particula [74].

Pulverizacion catddica Se induce la vaporizacion de un solido mediante

de iones (ion sputtering)  pulverizacion catddica. En el proceso los atomos metalicos
pulverizados son bombardeados contra la superficie de un
sustrato  transmitiendo energia entre los 4atomos
circundantes, lo que produce un calentamiento local cuando
el sustrato es aislante. La temperatura elevada en la region
confinada puede resultar en la fusion y la mezcla de atomos
en el sustrato independientemente de sus propiedades
termodinamicas [75].

Ablacion laser Las nanoparticulas se forman durante la condensacion de
una columna de plasma producida por la ablacion laser de
una placa de metal grueso sumergido en una solucién liquida
[7]. Factores como el punto focal, la tasa de repeticion y el
tiempo de irradiacion, pueden controlar el tamafio de
particula y la distribucion del tamaio [34]. Se puede utilizar
una gran variedad de disolventes, sin embargo, requiere alta
energia y crecimiento poco controlado.

Los métodos bottom-up abarcan una gran variedad de técnicas desde sintesis quimica,
procesos fisicos, asi como mecanismos bioldgicos; pueden realizarse en fase solida, en fase gas
o en medios liquidos. A continuacion, se describirdn algunos de los métodos de sintesis mas
comunes para la sintesis de nanoparticulas metalicas siguiendo este mecanismo, con enfoque

principal en las nanoparticulas de oro.
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1.3.1. Métodos quimicos

La reduccion quimica es un método frecuentemente utilizado para la sintesis de nanoparticulas
de metales nobles. En este método la sal del metal de interés se reduce mediante agentes
quimicos en un medio apropiado, suele llevarse a cabo en presencia de tensoactivos para
estabilizar las nanoparticulas formadas [5, 76]. Permite obtener dispersiones coloidales estables
tanto en medio acuoso como en solventes organicos. Una adecuada eleccion del agente reductor

puede otorgarle estabilidad y cierto grado de funcionalidad al metal [77].

El borohidruro de sodio (NaBH4) es uno de los agentes quimicos mas empleados. Sin
embargo, suele reemplazarse por citrato de sodio u otros agentes reductores, debido a la alta
reactividad del borohidruro y a su inestabilidad en condiciones ambientales, que a su vez
ocasiona problemas de reproducibilidad [78—80]. Dependiendo del agente reductor se pueden
obtener tamafios de particulas variados. En el método del citrato, también conocido como el
método de Turkevich [37], se obtienen tamafios de particula entre 10 y 150 nm, sin embargo,
suelen tener indices de polidispersidad de hasta 40 %, por ello factores como el pH y la relacion
de citrato:precursor deben ser controlados adecuadamente para la sintesis [41, 76]. Existen
metodologias en las cuales introducen particulas semilla ademas del precursor metalico para
promover el rapido crecimiento de las nanoparticulas y de esta manera obtener nanoparticulas

monodispersas, de menor tamafio y con morfologia ajustable [78].

Alternativamente, se ha recurrido empleo de otro tipo de agentes reductores y
estabilizantes como acido citrico, quitosano o alginato [81-83], con el fin de que los productos
sean menos toxicos y/o biocompatibles para ser aplicados en medicina como biosensores,

sistemas de liberacion de farmacos, tratamientos entre otros.

1.3.2. Métodos de sintesis inducidos por distintas fuentes de radiacion

Con el propdsito de eliminar o disminuir la concentracion de reductores quimicos, se han
desarrollado métodos de sintesis inducidos por radiacion de alta energia como la radiacion
gamma o ultravioleta y de baja energia como la activacion con luz visible o microondas. Estas

fuentes de energia ayudan catalizando la reduccion de los iones metalicos

La sintesis de nanoparticulas de oro bajo irradiacion ultravioleta, generalmente se apoya

de surfactantes catiénicos, Shang y col. [84] lograron fotogenerar nanoparticulas de tamaiios
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menores de 10 nm bajo luz visible utilizando NaBH4 probando la estabilizacion con diferentes
tensoactivos. Siguiendo un método fotoquimico de un solo paso [85] sintetizaron materiales
hibridos de nanoparticulas metalicas soportadas en 6xido de grafeno. Usando radiacién gamma,
Tue Anh y col. [83] obtuvieron nanoparticulas de Au empleando alginato como agente
estabilizador. Como se ha revisado, este tipo de métodos utilizan una combinacion de técnicas
para mejorar los rendimientos de reaccion o controlar de mejor manera las morfologias y
tamafios de las nanoparticulas. Mihaly y col. [86] utilizaron un método de microemulsion
asistido por fotorreduccion en el cual las microemulsiones actian como plantillas que permiten
controlar el tamafio de particula, mientras aprovechan una fuente de luz como herramienta eficaz

para la reduccion de cationes metalicos.

Aunque es menos comun que los métodos que emplean alguna fuente de luz, la sintesis
asistida por microondas es una técnica rapida, sencilla y energéticamente eficiente, suele
preferirse sobre aquellos métodos que requieren calentamiento térmico. En estas técnicas, los
reactivos absorben la energia de microondas provocando el movimiento de las moléculas, el
cual se traducird en calor, esto promueve la descomposicion de los precursores creando
soluciones altamente sobresaturadas donde puede ocurrir el proceso de nucleacion y crecimiento
de las nanoparticulas de interés [87]. En este tipo de metodologias también se requiere el uso de
agentes estabilizantes y de algiin agente reductor a bajas concentraciones, sin embargo, la
ventaja es que se genera un calentamiento interno rapido y uniforme de la soluciéon mejorando

la velocidad de reaccion [88].

1.3.3. Métodos electroquimicos

El hablar de sintesis de nanoparticulas metalicas sugiere que al menos una reaccion de 6xido-
reduccion esta involucrada en el proceso de sintesis. Por consiguiente, métodos electroquimicos

para obtener este tipo de materiales no podrian faltar.

X.Y. Liu y col. [89] sintetizaron nanoparticulas de oro de diferentes morfologias
siguiendo una ruta electroquimica, encontraron que la forma de las nanoparticulas y su tamafio
variaban de nanoparticulas esféricas a particulas més grandes de tipo placa al usar un catolito y
un anolito como agentes reductores. Siguiendo cinéticas mas rapidas en la region catddica que
en la anddica, se obtuvieron nanoparticulas mejor definidas en la solucidon del catolito y

estructuras anisotropicas en el anolito.
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En otros trabajos es comun encontrar este tipo de sintesis para la fabricacion de
nanocompositos, como en el caso de Li y col. [90] donde lograron sintetizar un material
compuesto de hojas de grafeno y nanoparticulas de oro mediante un proceso de reduccion
electroquimica obteniendo alta dispersion de oro sobre la superficie de las hojas de grafeno y

con diametros de aproximadamente 40-50 nm.

1.3.4. Métodos de ultrasonido

Las técnicas de sintesis asistida por ultrasonido incluyen dos métodos principales, la sintesis
sonoquimica y la pirdlisis por pulverizacion ultrasénica [5], ya que los segundos pertenecen al

enfoque top-down se ejemplificara unicamente al primero de ellos.

En el método sonoquimico, también conocido como método ecoquimico, la cavitacion
acustica es la caracteristica principal de este método. Ultrasonidos de alta intensidad provocan
la formacion y crecimiento de burbujas, que al colapsarse liberan la energia ultrasonica
contenida ocasionando la emision de luz o sonoluminiscencia actuando como un microrreactor
quimico de plasma altamente energético. Guo Hai Yang y col. [91] trabajaron en la fabricacion
de nanocompositos de hojas de nitruro de boro con nanoparticulas de oro mediante una ruta
sonoquimica simple; inicialmente dispersaron el nitruro de boro en agua desionizada en un
sonicador, después se agrega una solucidon con el precursor de oro y se expuso a irradiacion

ultrasénica de alta intensidad hasta su reduccion sobre las estructuras de nitruro de boro.

1.3.5. Métodos biologicos

La reduccidn de nanoparticulas metélicas también se puede llevar a cabo mediante procesos bio-
inspirados que siguen las caracteristicas de la quimica verde, empleando microorganismos y sus
enzimas o plantas como agentes reductores. Estos procesos parten de la ideologia de la quimica
verde que se basa en el disefio de estrategias que permitan solucionar parte de las desventajas
de la reduccidén quimica u otras metodologias que involucran el uso de sustancias toxicas y la
generacion de desechos peligrosos, ademads, que permitan disminuir los costos de fabricacion

mediante el desarrollo de rutas de produccion energéticamente eficientes [6].

Los métodos biologicos ayudan a producir nanomateriales no-toxicos o de baja toxicidad
y a generar biocompatibilidad para poder emplearlos en areas como la medicina o la

biotecnologia [7]. La obtencion de materiales biogénicos obtenidos por este tipo de
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metodologias emplea mediadores como lo son extractos de plantas o sus productos aislados
(siendo la fuente mas comun), algas u otros microorganismos como bacterias, hongos y

levaduras [8].

Las técnicas que utilizan bacterias pueden seguir rutas tanto extracelulares como
intracelulares. Dependiendo del microrganismo empleado los iones metalicos seran
transformados por diferentes agentes presentes en la célula. Un mecanismo propuesto para la
sintesis de nanoparticulas de oro involucra la liberacion extracelular de cofactores como NADH
o bien, enzimas reductoras dependientes de NADH, donde un electrén de NADH se transfiere
a través de la reductasa dependiente de NADH que funge como un portador de electrones hacia
los iones de oro hasta reducirlos a oro elemental [92]. Otro mecanismo propuesto para la
obtencién de nanoparticulas de plata empleando Pseudomonas aeruginosa [93] revela la
asistencia de nitrato reductasa en el proceso de reduccion. Aunque también pueden participar
biomoléculas como proteinas en estos mecanismos como agentes reductores. Los mecanismos
de sintesis con hongos son similares a los propuestos para las bacterias, donde la reduccion de
los iones metalicos va acompafiada de la oxidacion de una enzima o una proteina, con la ventaja
de que los hongos tienen una mayor produccion de proteinas [94]. Kumar y col. [95] reportaron
la sintesis extracelular de nanoparticulas de oro con el hongo Helminthosporum solani,
obteniendo morfologias variadas (de tipo vara, estrella, tridngulo y piramidales) en el rango de

2 a 70 nm con alta polidispersidad.

Sin embargo, los métodos que involucran microrganismos involucran ciertos riesgos de
seguridad, requiriendo alto control sobre las condiciones de los cultivos y, aunque otorgan la
posibilidad de escalar los métodos para la produccion de nanoparticulas en mayor cantidad,

suelen tener bajo control sobre el tamafio de particula [94].

Por otra parte, se encuentran los métodos que utilizan plantas. Este tipo de sintesis son
mas seguros para la salud, altamente efectivos y pueden llevarse a cabo requiriendo minimo de

energia, ademas de tener una basta disponibilidad [7].

1.3.5.1.  Sintesis de nanoparticulas utilizando extractos naturales

Como se ha revisado previamente los métodos de sintesis que involucran extractos naturales son

los métodos mas estudiados de los distintos métodos biologicos debido al bajo su costo y que,
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a partir de fuentes naturales renovables, se pueden sintetizar nanomateriales en condiciones
limpias y en periodos de tiempo reducidos. Ademas, no es necesario tener un delicado control

de los agentes reductores como es el caso de los métodos que involucran microorganismos.

Una gran variedad de plantas se ha probado para sintetizar nanoparticulas de metales
nobles. Extractos de diferentes partes de la planta (tallo, raiz, hojas o flores), o bien, las plantas
vivas en crecimiento pueden ser usados para estos fines ya que poseen una amplia variedad de
metabolitos que pueden ayudar en la reduccion de los iones metalicos [94]. Los extractos de
plantas pueden desempefiar el rol tanto de agentes reductores como estabilizadores en la sintesis
de nanoparticulas, recubriendo la superficie exterior de las nanoparticulas para evitar la
aglomeracion. Los grupos unidos a la superficie de las NPs también ayudan a dispersarlas en
soluciones acuosas, a resistir la adsorcion no especifica de las moléculas circundantes y

proporcionar puntos de conjugacion para biomoléculas funcionales [96].

De forma general, el poder reductor que poseen los extractos de las plantas se atribuye a
biomoléculas como polifenoles, flavonoides, azucares reductores, polisacaridos, alcaloides,
aminoacidos, vitaminas, cetonas, fenoles y proteinas. Las técnicas de preparacion pueden seguir
metodologias por via humeda o puede llevarse a cabo la preparacion in vivo, en estos ultimos,

la planta entera es usada como una fabrica bioldgica de nanoparticulas metalicas [96].

En un trabajo realizado por Md N. Alam y col. [97] emplearon extracto acuoso de hojas
de Murraya koenegii Spreng, una planta nativa de la India también conocida como arbol del
curry, para la obtencion de AuNPs. Variaron distintos pardmetros en las condiciones de sintesis
para estudiar su efecto en la morfologia y tamafio de las nanoparticulas obtenidas. Encontraron
que al disminuir la concentracion del extracto, la tasa de formacion de las AuNPs se redujo
drésticamente; con el aumento en la concentracion de iones Au(Ill), aumentd la tasa de
formacion hasta una concentracion 6ptima de iones de Au(Ill) igual a 0.5 mM, jugando también
un papel importante en el control de la morfologia de las AuNPs sintetizadas; la temperatura
afectd principalmente en el control de la forma y el tamafio de las nanoparticulas de oro y;
finalmente, observaron un notorio cambio en la morfologia de las nanoparticulas con el cambio
en el pH, obteniendo un resultado 6ptimo a pH 7 y por debajo de pH 5, no lograron sintetizarse

AuNPs.
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Con la finalidad de aplicar las AuNPs en la administracion de doxorrubicina a células
cancerosas humanas usando 4cido félico como receptor, Yallappa y col. sintetizaron AuNPs
utilizando como biorreductor el extracto de hojas de Mappia foetida [98]. La preparacion del
extracto fue en medio acuoso bajo irradiacion de microondas durante unos 180 s para extraer
los fitoquimicos presentes en las hojas. Obtuvieron AuNPs esféricas con didmetros entre 20-50
nm, recubiertas por una biocapa del extracto que fungié como un bio-enlazador natural para la
posterior conjugacion con acido folico y doxorrubicina, los cuales se conjugaron de manera
efectiva. Sus estudios demostraron que el complejo de AuNP-farmacos presenta baja toxicidad

para las células epiteliales normales y alta toxicidad para las células cancerosas humanas.

1.4. CHAYA MAYA

La planta Cnidoscolus chayamansa, popularmente conocida como Chaya maya o simplemente
Chaya, se ha propuesto como candidata para la reduccion de iones de oro debido a que es una
planta nativa de México y algunas zonas de Centroamérica, con relevancia histdrica en la
Peninsula de Yucatan donde hasta ahora forma parte de la dieta tradicional [10]. La Chaya puede
crecer en una gran variedad de suelos, en climas calidos y lluviosos, asi como en areas de sequia
ocasional, creciendo mas rapidamente a temperaturas mas altas [99, 100], por lo que puede
considerarse un recurso renovable. Otra razon fundamental para emplear esta planta se debe al
alto aporte nutrimental que posee [102], el cual puede ser comparado con el contenido

nutrimental de la espinaca (Tabla 1.4-1).

Tabla 1.4-1. Comparacion de composiciones nutricionales de hojas de chaya
(Cnidoscolus chayamansa McVaughn) y espinacas (Spinacia oleraceae L.) por 100 g
de peso fresco. Obtenida de [99].

Componente Chaya Espinaca
Agua (%) 85.3 90.7
Proteina (%) 5.7 3.2
Lipidos (%) 0.4 0.3
Fibra (%) 1.9 0.9
Calcio (mg/100 g) 199.4 101.3
Fosforo (mg/100g) 39.0 30.0
Potasio (mg/100 g) 217.2 146.5
Hierro (mg/100 g) 11.4 5.7
Acido ascorbico (mg/100 g) 164.7 48.1

Antes de continuar con la descripcion del perfil fitoquimico de la Chaya maya, es
conveniente mencionar que del género Cridoscolus se han distinguido cinco diferentes especies,

dos de las cuales son cultivadas y que son consideradas como comestibles, C. chayamansa'y C.
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aconitifolius. Las otras tres son especies silvestres: C. multilobus, C. souzae y C. urens. La

clasificacion botdnica de la planta de chaya empleada en este trabajo se detalla a continuacion.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Orden: Malpighiales Juss. Ex Bercht & J. Presl

Familia: Euphorbiaceae Juss

Subfamilia: Crotonoideae

Tribu: Manihoteae

Género: Cnidoscolus

Especie: Cnidoscolus chayamansa (Mill.) LM. Johnst. (1923)

Sinoénimo: Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh (1944), Cnidoscolus chaya Lundell.

En la Figura 1.4.1 se presentan cuatro diferentes variedades de chaya cominmente
cultivadas en Yucatan, las llamadas estrella y picuda son variedades de C. aconitifoluis, las

variedades chayamansa y redonda pertenecientes a C. chayamansa [103].

b)

Figura 1.4.1. Variedades de chaya a) estrella, b) picuda, c)
chayamansa y d) redonda. Adaptado de [103].
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El perfil fitoquimico de la chaya estd comprendido principalmente por 4cidos fendlicos,
flavonoides, algunas saponinas y alcaloides. Segun la variedad de chaya y el tipo de solvente
usado para la extraccion, el perfil fendlico y el poder reductor del extracto cambiara [11, 104].
Algunos de los acidos fendlicos comunmente encontrados en extractos acuosos de hojas de C.
chayamansa son el acido clorogénico, acido galico, acido cafeico, acido p-cumaérico, acido 4-

hidroxibenzoico, entre otros (Figura 1.4.2) [11, 105].

HO CO,H O~_OH
O O
v S
HO" ™ HO
0 OH 7 N oH
OH HO OH
OH OH HO
Acido clorogénico Acido gélico Acido cafeico
OH OH
S e
X0 o OH
HO
OH e HO
Acido Acido Acido p-cumérico
rosmarinico 4-hidroxibenzoico

Figura 1.4.2. Estructuras quimicas de los dcidos fenolicos comunmente encontrados en extractos acuosos de
hojas de C. chayamansa.

Compuestos flavonoides como, catequina, rutina, quercetina, hesperidina, kaemferol,
epigalocatequin galato, etc. han sido reportados en extractos acuosos de hojas de Chaya maya

(Figura 1.4.3). [100, 106, 107]

Se advierte que las hojas de Chaya tienen una cantidad indeterminada de glucésidos
cianogénicos. Sin embargo, la coccion y otros tratamientos térmicos ayudan a hidrolizar este

tipo de glucdsidos, minimizando el riesgo de intoxicacion [108].

Estudios preliminares con infusiones de chaya, sugieren que tiene un gran potencial
como posible agente dietético preventivo contra algunas enfermedades cancerigenas [12],
también se han evaluado diferentes extractos de chaya como agente antitumoral y

antimutagénico [104]. El extracto acuoso de hojas de C. chayamansa ha revelado efectos
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hipoglucémicos y efectos hipolipidémicos en ratas con diabetes inducida [107]. Otros estudios
han evaluado la posibilidad de emplear extractos etandlicos de C. aconitifolius, en ratas con
sobredosis de paracetamol para prevenir el dafio hepatico causado por este farmaco, observando
efectos protectores significativos con dosis iguales a 1 000 mg-kg™' [109]. Estudios in vitro e in
vivo han demostrado que extractos de C. chayamansa en CHCl3:MeOH poseen efectos

antiinflamatorios significativos y buen efecto hepatoprotector usando modelos cronicos [13].

94 2 X
HO
RPg PR ﬁ/% o
0 o
Hs;C OH \]i;;“j

HO

HO
OH OH O

Rutina Hesperidina

OH OH

OH
OH
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Dihidromiricetina Amentoflavona

Figura 1.4.3. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos flavonoides reportados en extractos acuosos de
hojas de C. chayamansa.
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1.5. SISTEMAS MICROEMULSIONADOS Y NANO-
EMULSIONADOS COMO NANO-REACTORES EN LA SINTESIS
DE NANOPARTICULAS DE ORO

En este tema se introducirda el concepto de emulsion y sus generalidades, asi como la
subclasificacion de nano-emulsiones, con el propdsito de contrastar las caracteristicas de lo que
es una microemulsion y, finalmente, las ventajas que tienen los sistemas microemulsionados y

nano-emulsionados como nano-reactores para la sintesis de nanoparticulas.

1.5.1. Emulsiones

Las soluciones, los coloides y las suspensiones son tipos de mezclas que se diferencian
principalmente por el tamano de las moléculas o particulas que los conforman [110]. Una
solucion verdadera es una mezcla homogénea en la que el soluto se disuelve de tal manera que
no logra distinguirse a simple vista ni mediante un microscopio Optico. Las soluciones
verdaderas no pueden separarse por métodos de separacion simples y las dimensiones del soluto
deben ser inferiores a 1 nm. Por el contrario, una suspension es una mezcla homogénea en la
que se pueden distinguir a simple vista los componentes que la conforman, el soluto tiene
tamafios mayores a 1000 nm. En este tipo de mezclas, la gravedad puede inducir la

sedimentacion de las particulas suspendidas.

Los coloides son un tipo de mezclas intermedias entre solucion y suspension,
distinguiéndose una fase dispersa y una fase dispersante. Teniendo pequenas particulas, gotitas
o burbujas con al menos una dimension entre 1 y 1000 nm, se dispersan en una segunda fase
[111]. El estado fisico de una o ambas fases puede ser solido, liquido, gaseoso o supercritico y,
de acuerdo con el estado fisico en que se presenten sus componentes, las dispersiones coloidales
pueden ser clasificadas como se muestra en la Tabla 1.5-1. En la vida cotidiana, estan presentes
a nuestro alrededor productos coloidales naturales y sintéticos, lo que evidencia su importancia

en una amplia variedad de disciplinas e industrias.

Las dispersiones coloidales en las que se dispersa un liquido inmiscible en una fase
liquida continua en forma de gotitas se conocen como emulsiones. Estas gotitas a veces suelen
sobrepasar el limite coloidal hasta decenas o cientos de micrometros. Por la naturaleza de los
liquidos se suelen distinguir una fase acuosa (polar) y una fase oleosa o aceite (apolar). Segun

sea el tipo de liquido que forme la fase continua se pueden tener emulsiones formadas por agua
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dispersa en una fase oleosa, W/O (water-in-oil) o gotas de aceite dispersas en fase acuosa, O/W

(oil-in-water).

Tabla 1.5-1. Tipos de dispersiones coloidales y ejemplos.

Fase dispersa Medio dispersante Nombre Ejemplos

Liquido Gas Aerosol liquido Niebla, espray en aerosol

Solido Gas Aerosol solido Humo, contaminantes del
aire

Gas Liquido Espuma Crema batida, agua
gasificada

Liquido Liquido Emulsion Leche, mayonesa, cremas

Solido Liquido Sol Pinturas, tintas, fluidos
celulares

Gas Soélido Espuma so6lida Piedra pémez, esponjas

Liquido Solido Emulsion solida, Mantequilla, queso,

gel gelatinas

Solido Solido Suspension solida  Perlas, vidrios coloreados,

gemas

Pueden generarse emulsiones dobles, conformadas por gotitas de aceite dispersas en
gotitas acuosas que a su vez estan dispersas en una fase continua de aceite (O/W/O), o bien, por
gotitas de agua en gotitas de aceite que estdn dispersas en agua (W/OW/). Este tipo de
emulsiones dobles suelen tener gotitas con didmetros de decenas de milimetros conteniendo
varias decenas de gotitas en la fase mas interna. Un ejemplo de su aplicacion es como sistemas
de extraccion y recuperacion de contaminantes, también conocidos como membranas liquidas

emulsionadas [112].

Existen diversos métodos para la formacion de emulsiones, dependiendo de la naturaleza
quimica de los componentes del sistema, asi como su proporciéon y temperatura pueden
generarse la emulsificacion por inversion de fases o por emulsificacion espontidnea. La
emulsificacion fisica por ruptura de gota depende de la naturaleza mecanica del proceso (por

ejemplo, cantidad y forma de aporte de energia), asi como de las propiedades reoldgicas y
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quimicas de los componentes. En la Tabla 1.5-2 se presentan algunos métodos mecénicos de

emulsificacion presentados en [113].

Tabla 1.5-2. Métodos mecanicos de emulsificacion.

Energia Formacion de las
.. Proceso
Método suministrada gotas
L M H B C T \% A
Sacudida v v v
= | Simple v v v v v
'g Rotor-estator v v v v v v
5, | Vibrador v v v v v
< Raspador v v v v v
= Laminar v v v v
= Turbulento v v v v
g Coloide v v v v
Qo
§ Bolas y rodillos v v v v
Homogeneizador v v v v v
Ultrasénico v v v v v v
Inyeccion v v v v 4
Eléctrico v v v
Condensacion v v v v
Aerosol a liquido v v v v

L: bajo, M: medio, H: alto, B: batch, C: continuo, T: turbulencia, V: fuerzas viscosas en flujo laminar,
A: cavitacion
La estabilidad de una emulsion se puede mejorar con la presencia de iones y sales
adsorbidos no superficialmente activos (estabilizan débilmente). Mediante la inclusion de soles
coloidales que pueden ser mojados por ambas fases de la emulsion ayudan a prevenir la
coalescencia formando una barrera mecanica entre las gotas. O con aditivos como moléculas de
polimero y/o moléculas de surfactante adsorbidas interfacialmente son los mecanismos mas

comunes para estabilizar una emulsion. [113]

El mecanismo de formacioén de una emulsion implica que uno de los dos liquidos se
descompone en particulas que se dispersan en el segundo liquido, incrementando asi el area
interfacial. Al ser inmiscibles entre si, la tension interfacial entre ambos liquidos puros siempre
es mayor que cero, por lo que se tiene un aumento considerable en la energia libre interfacial

del sistema y como consecuencia una gran inestabilidad termodindmica. Por esta razén se
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requiere de un agente emulsionante para estabilizar el sistema y pueda ser formada la emulsion,

la cual seré estable por un determinado tiempo. El emulsionante se orienta de tal manera que

forma una pelicula interfacial que ayuda a reducir la tension interfacial y forma una barrera

mecanica, estérica o idnica a su alrededor para evitar la coalescencia. [56]

Como se describid anteriormente, los sistemas emulsionados generalmente poseen una

estabilidad minima, reflejada en el tiempo en el que ocurre la separacion de fases. La

inestabilidad de las emulsiones puede ser ocasionada por diferentes fendémenos fisicos, algunos

de los cuales seran descritos brevemente en la Figura 1.5.1.

e ; = N
4 ) Sedimentacion y cremado
Resulta de una diferencia de densidad entre las fases. Por accion de
la gravedad se producen dos capas separadas de dispersion, con
diferente concentracion de fase dispersa. Es un proceso reversible.
\ J Una mayor viscosidad disminuye la tendencia al cremado.
e N
( ) .,
Floculacion
Es debida a la alteracion del equilibrio entre las fuerzas de atraccion
y repulsion en el sistema. Ocurre cuando dos o mds gotitas se
L ) agrupan sin fusionarse y sin alterar la distribucion de tamafios.
\. J
e N
Inversion de fases
Es causada por la adicion de un electrolito, el cambio en la
proporcion de las fases o por un cambio de temperatura. Una
emulsion del tipo O/W cambia a tipo W/O y viceversa.
\. J
e A\

Coalescencia

Es cuando dos o mas gotas se fusionan para formar una sola unidad
de mayor tamafo. Se reduce el el area superficial total, por lo que es
un proceso energéticamente favorable.

J

Maduracion de Ostwald )
Aunque se trata de dos liquidos inmiscibles existe una baja
solubilidad de la fase dispersa en la fase continua. Es el resultado de
la diferencia solubilidad entre las gotas pequefias y grandes, en
donde las gotas pequefias desaparecen lentamente con el tiempo y el
material disuelto se transfiere a las especies mas grandes. )

Figura 1.5.1. Fendmenos fisicos que desestabilizan una emulsion.
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Las aplicaciones de las emulsiones abarcan desde la formulacion de productos alimenticios,
cosméticos y del cuidado personal, en la industria del petroleo, remediacion ambiental, en
agricultura, pinturas, métodos de polimerizacion, hasta sistemas para la liberacion de farmacos.

[114-117]
1.5.1.1. Nano-emulsiones

Las nano-emulsiones, también conocidas como miniemulsiones o emulsiones ultrafinas, son una
clase particular de emulsiones que se caracterizan por tener un tamafo de gota en el rango de
los 20 a 200 nm. Las gotitas tan pequefas le otorgan cierta estabilidad cinética, ademas de que
le confieren una apariencia opalescente, traslucida o transparente, a diferencia de una emulsion

convencional que tiene apariencia opaca [16].

Debido a que las nano-emulsiones son sistemas fuera del equilibrio no pueden ser
formadas espontaneamente. Por lo tanto, requieren de algln tipo de energia para ser formadas
ya sea energia mecanica o a partir del potencial quimico del mismo sistema. Los métodos que
suministran energia mecanica al sistema, o métodos de alta energia, forman las gotitas de la
nano-emulsion mediante el uso de dispositivos mecanicos que generan intensas fuerzas
disruptivas que rompen las fases de aceite y agua. El método de inversion de fase por
temperatura (PIT) y el de inversion de fase por composicion (PIC) son métodos de baja energia
en los cuales ocurre un cambio en la curvatura del surfactante al cambiar la temperatura o la
composicion del sistema, respectivamente [118]. En el cuadro sindptico que se presenta a
continuacion se clasifican y mencionan algunas caracteristicas de los métodos de formacion de

nano-emulsion.

La estabilidad de una nano-emulsion ante la sedimentacion y el cremado es conferida
por el pequefio tamafio de las gotas. Esto es debido a que la velocidad de difusion de las gotitas,
de acuerdo con el movimiento Browniano, es mayor que la velocidad de sedimentacion o
cremado, que son inducidos por la fuerza de gravedad. La presion de Laplace previene que por
causas de deformacion de las gotas se adhieran unas a otras, aunque el movimiento Browniano
podria producir cierta deformacion por los choques entre las moléculas. El surfactante adsorbido

en la interfase forma una delgada pelicula interfacial que ayuda a prevenir la coalescencia [119].
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Métodos de formacion de nano-emulsiones
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= Aplicacion de energia
mecanica al sistema

= Cambios en la relacion
Surfactante/ Fase dispersa

»  Agitacion ligera
= Control de temperatura
= Composicion

Homogeneizador de alta presion
Ultrasonido (menor escala)
Agitacion de alto cizallamiento
Microfluidicos y membranas

=  Disolucion
continua

= Efecto Ouzo

Espontanea
(auto-
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Figura 1.5.2. Métodos de formacion de nano-emulsiones.

surfactante

~——

PIT

PIC

Generalmente, las gotas en una nano-emulsion no son uniformes y tienen altos indices

de polidispersidad, por lo que la maduracion de Ostwald es el principal mecanismo de

desestabilizacion de las nano-emulsiones. Cuando se usan surfactantes no-idnicos de tipo
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etoxilados, este efecto puede disminuirse adicionando un segundo surfactante con la misma
longitud de cadena alquilica pero mayor grado de etoxilacion que el primero [16].

Para su formulacién, las nano-emulsiones requieren una menor cantidad de surfactante
que las microemulsiones, por lo que son de mas baja toxicidad. Esta ventaja hace atractivos a
los sistemas nano-emulsionados para ser aplicados como vehiculos para el suministro directo
de farmacos y moléculas activas al organismo [120]. Ademas de permitir que los sistemas
puedan ser ajustados estructuralmente y funcionalizarlos. Las nano-emulsiones han sido
aplicadas para el desarrollo de vacunas y plataformas que involucran rutas subcutdneas,
intramusculares, intravenosas y mucosas, esto ha llamado recientemente la atencion de los
investigadores como candidatos potenciales para fungir como plataformas terapéuticas frente a
la COVID-19 [121]. Por otra parte, también han sido aplicadas en la sintesis de nanoparticulas
de metales nobles [122] y actuando como nano-plantillas en la sintesis de nanoparticulas de

oxidos metalicos [53].
1.5.1.2. Surfactantes

La eleccion del agente emulsionante es uno de los factores clave al momento de formular una
emulsion, ya sea convencional o ultrafina; dependera del tipo de aceite y fase acuosa a dispersar
y la relacion entre ambas fases. Nos interesan los surfactantes como agentes emulsionantes, es

importante tener en cuenta algunos aspectos que caracterizan a un surfactante.

Un surfactante o tensoactivo es una sustancia que tiene la propiedad de adsorberse en las
superficies o interfases del sistema y alterar de forma significativa las energias libres
interfaciales de esas superficies (o interfases) [56]. Su palabra en inglés surfactant es una
contraccion del término surface-active agent. La estructura anfipatica caracteristica de un
surfactante consiste en un grupo estructural que tiene muy baja atraccion por el solvente, grupo

liéfobo, y un grupo liofilico que tiene una fuerte atraccion por el solvente.

Cuando el solvente es una fase acuosa se usa el término hidrofobico, para definir baja
afinidad por el agua, y el término hidrofilico, con fuerte afinidad por el agua, metales y otros
iones. El grupo hidroéfobo suele ser un residuo de hidrocarburo de cadena larga, una cadena de
hidrocarburo halogenado, como fluorocarbonos, o de siloxano; el grupo de cabeza o grupo
hidréfilo puede estar cargado (i6nico) o presenta polaridad debido a la inclusién de atomos de

oxigeno (no 16nico) o similares [123].
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Los surfactantes pueden ser clasificados en cuatro grupos principales, de acuerdo con la

naturaleza del grupo hidréfilo como se presenta en la Tabla 1.5-3.

Tabla 1.5-3. Tipos principales de surfactantes de acuerdo con el grupo hidrofilico.

Clasificacion Caracteristicas del grupo hidrofilico

Ejemplo

Anidnicos

Catidnicos

Termina en un anién como sulfato,
fosfato y carboxilato.

Es un catién como amonio cuaternario o

Na
C14H29@SO3

CH3 Br

piridinio CH3(CH2)15—I$I+—CH3
CH;
No-i6nicos No presenta cargas, su solubilidad en (\ O/\/O\/\ OH
agua se deriva de grupos altamente o
polares como 6xidos de etileno o
azucares.
Zwitterionico  Tienen dos especies con carga opuesta CHjs O
(anfbtericos)  dentro, con carga idnica neutra. CH3(CH2)17—I}I*—(CH2)3-§—07
CHj

Se ha introducido el concepto de equilibrio hidrofilico-lipofilico, o HLB por sus siglas

en inglés (Hydrophilic-Lipophilic Balance), para seleccionar el tensoactivo adecuado para la

aplicacion deseada. El HLB es la medida del tamafio y la fuerza de los restos hidrofilicos e

hidrofobicos de una molécula de surfactante. En este método semiempirico, a un tensioactivo

se le asigna un nimero HLB (de 0 a 20) de acuerdo con su estructura quimica [124]. Cada

tensoactivo tiene asignado un nimero HLB que representa las proporciones relativas de los

componentes lipofilos e hidrofilos de la molécula. En la Tabla 1.5-4 se presenta una

clasificacion de las aplicaciones de los surfactantes de acuerdo con su nimero HLB.

Tabla 1.5-4. Escala de equilibrio lipofilico hidrofilico (HLB) mostrando la
clasificacion de las aplicaciones del surfactante. Obtenido de [124].

Compatibilidad con
agua/aceite

Aplicaciones

Soluble en aceite
HLB <10

Soluble en agua

HLB >10

Agentes antiespumantes
Agentes emulsionantes W/O
Agentes humectantes y dispersantes

Agentes emulsionantes O/W
Detergentes
Agentes solubilizantes

HLB
1-3
3-6
7-9
8—-16
13-15
15-18
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Por ejemplo, para formar una emulsion del tipo W/O, donde la fase oleosa es la fase
continua se necesitan tensoactivos lipofilos, aquellos con bajos valores de HLB. En tanto que,
si se desea formular una emulsion en la que la fase acusa actue como dispersante, se necesitan

tensoactivos hidrofilos, con alto HLB.

1.5.2. Microemulsiones

El término microemulsion fue acufiado por Schulman y col. en 1959, al realizar la titulacion de
una mezcla de tensoactivo, alcohol y fase oleosa con agua hasta la transparencia controlando el
pH [125]. Actualmente, una microemulsion se define como una dispersion multicomponente de
dos liquidos inmiscibles que en presencia de un emulsionante o tensioactivo se forma de manera
espontdnea y la cual es Opticamente transparente, isotropica, homogénea y termodindmicamente
estable [126]. Otros términos que se usan comunmente para referir a una microemulsion son

micelas hinchadas o soluciones micelares.

Las moléculas del surfactante se acomodan en diferentes microestructuras dependiendo
del tipo de surfactante, la temperatura, fuerza i6nica y la relacion aceite/agua en el sistema [53].
Se pueden formar gotitas de aceite dispersas en fase acuosa (O/W) donde el surfactante adquiere
una curvatura positiva. O bien, donde la fase oleosa sea la fase dispersante de las gotitas de fase
acuosa (W/O), y la parte hidroéfila se mantenga al interior de la gotita de agua en una curvatura
negativa, también llamadas microemulsiones inversas. Estos sistemas también se pueden
estructurar de tal manera que la curvatura neta sea casi cero y ambas fases estén presentes como
fase continua, a este tipo de microestructuras se les conoce como microemulsiones bicontinuas.

En la Figura 1.5.3 se ilustran los tipos de microestructuras en una microemulsion.

a) b) e e . c)

o o Ma NI
o [ LAl

Figura 1.5.3. Tipos de microestructuras cominmente encontradas en microemulsiones: a) O/W, b) bicontinuas y
c) W/0.
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Los tamafios de gota estan entre 1 a 100 nm con baja polidispersidad. El tamafio de gota
es significativamente inferior que la longitud de onda de la luz visible por lo que son 6pticamente

claras y transparentes.

Otra caracteristica de las microemulsiones es la tension superficial extremadamente baja
(otorgada por la cantidad de surfactante presente en el sistema), muy cercana a 0 (mN/m) [123]
y, a diferencia de las nano-emulsiones que requieren baja cantidad de surfactante, pueden ser
formadas espontaneamente, requiriendo Unicamente una ligera agitacion para incorporar sus
componentes. Generalmente, las microemulsiones se preparan con mas de un surfactante o con

una mezcla de un surfactante:co-surfactante (como un alcohol de cadena intermedia) [56].
Estabilidad termodinamica

Como se menciono anteriormente, algo que distingue a una microemulsion es que son
sistemas termodinamicamente estables. Lawrence y Rees [17] presentan una teoria de formacion
de las microemulsiones basada en la termodinamica interfacial del sistema. Ellos consideran
que la energia libre de formacion de microemulsion depende de la medida en que el surfactante
reduce la tension superficial de la interfase aceite-agua y el cambio en la entropia del sistema

de la siguiente manera:

AGy = yAA—TAS (1.5-1)
Donde se tiene que
AGy = energia libre de formacion,
y = tension superficial de la interfase aceite-agua,
AA = cambio en el area interfacial en microemulsificacion,
AS = cambio en la entropia del sistema (entropia de dispersion) y,

T = temperatura.

Al formarse la microemulsion, AA incrementa debido al gran nimero de las pequenas
gotitas que se generan. El valor de y es positivo y muy pequefio, en el orden de fracciones de
mN/m y es compensado por el componente entropico. La contribucion entrépica favorable
proviene de la entropia de dispersion, en gran medida, que surge al formar un gran nimero de
pequeiias gotitas y, en menor medida, estan las contribuciones entropicas derivadas de otros

procesos dinamicos. Cuando se tiene una disminucion de la y significativa acompafiada de una
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contribucion entropica favorable, resulta en un AG; negativa y, en consecuencia, un proceso de

formacion espontaneo con una distribucion termodindmicamente estable.
Comportamiento de fases

El comportamiento de fases del sistema puede ser estudiado mediante la construccion
diagramas de fases. Los diagramas ternarios de fases suelen ser una herramienta util para el
estudio del comportamiento fasico, el sistema mas simple esta compuesto por tres componentes
agua, aceite y surfactante, donde las esquinas del diagrama corresponden al 100 % de cada
componente. En la formulacion de microemulsiones suelen usarse aditivos como lo son co-
surfactantes, farmacos o precursores, estos sistemas con cuatro componentes se estudian
mediante diagramas pseudo-ternarios, donde el co-surfactante se relaciona con el surfactante
como una sola fase y los demas aditivos a la fase oleosa o acuosa en la que se encuentren

disociados.

El procedimiento mas comun para construir el diagrama pseudo-ternario de fases es
partiendo de mezclas (pseudo) binarias y titularlas con un tercer componente analizando la
mezcla después de cada adicion. Es necesario evaluar el comportamiento fasico del sistema en
el equilibrio manteniendo una temperatura controlada para evitar realizar observaciones
incorrectas de fases metaestables [17]. Con un exceso de aceite o agua, fuera de la zona
monofésica (donde el sistema es completamente homogéneo y transparente), se pueden
presentar multiples fases en el sistema, las cuales se pueden describir utilizando la clasificacion
Winsor. Los sistemas de tipo Winsor cominmente observados indican que las microemulsiones

pueden permanecer en equilibrio con exceso de aceite, exceso de agua o ambos.

En esta clasificacion una microemulsion corresponde a un sistema Winsor tipo IV, en la
que se presenta una Unica fase transparente e isotropica a la luz polarizada, son formadas
generalmente en la region con mayor cantidad de surfactante. En Winsor tipo I se tiene una
emulsion de tipo O/W en la parte inferior en la que solo una porcidn de aceite se solubiliza y el
exceso se mantiene en la parte superior. Por el contrario, el sistema Winsor tipo II solo una
porcion de agua se solubiliza en la fase superior formando una emulsion W/O. En el sistema
Winsor tipo III se distinguen tres fases, una microemulsion de fase media, rica en tensoactivos,

que existe en una condicion de equilibrio con las fases oleosa en la parte superior y acuosa en
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la parte inferior. La fase intermedia tiene una estructura bicontinua formada por una mezcla de

microemulsiones de tipo W/O y O/W. [127-129]
Aplicaciones

La alta estabilidad de las microemulsiones y la posibilidad de formularlas con una amplia
variedad de componentes, las convierte en una herramienta atractiva para diferentes
aplicaciones. En la década de 1970, surgié un gran interés en la investigacion de las
microemulsiones durante la llamada “crisis del petréleo” debido a su uso potencial en la

recuperacion de petréleo, aunque estas tecnologias tienen un alto costo [123].

En la fabricacion de nanomateriales las microemulsiones ayudan a controlar de diferente
manera los productos formados. En la sintesis de nanoparticulas de 6xidos metalicos son
utilizadas como nano-plantillas. Moon y Lee [130] estudiaron el mecanismo de formacion de
nanoparticulas de silice mesoporosa en microemulsiones bicontinuas de sistemas Winsor tipo
III, obteniendo estructuras jerdrquicas con estructuras de arrugas radiales. Proponen el
mecanismo de formacién presentado en la Figura 1.5.4 donde el precursor de silicio (TEOS)
disuelto en la fase oleosa entra en contacto con el agua en la interfase de la emulsion y las
reacciones de hidrolisis y condensacion ocurren; los mondmeros y oligdmeros de silicato tienen
cargas negativas a las que se pueden enlazar los grupos cationicos de la cabeza del surfactante.
Luego las moléculas de surfactante comienzan a adquirir curvatura positiva hasta formar
estructuras como esferas o cilindros. La agregacion de las micelas conduce a formar repetitivas
mesofases actuando como un sitio semilla de nanoparticulas y éstas contintian creciendo en la
fase acuosa de la microemulsion bicontinua. Se han utilizado los sistemas microemulsionados
como nano-plantillas para obtener otros tipo de materiales como nanoestructuras magnéticas de

CoNi [131] o magnetita-oro [132].
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Bicontinuous Hydrolysis Curvature Micelle forming Mesophase forming
microemulsion Condensation increasing
@ water O oil T Surfactant < TEOS ® Silicate oligomer

Figura 1.5.4. llustracion esquematica del mecanismo de formacion de la meso-fase a partir
de la interfase de la microemulsion. Obtenido de [130].
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También han sido ampliamente estudiadas como nano-reactores para la sintesis de
nanoparticulas bio-poliméricas [133], metalicas y bimetalicas. Se han evaluado diferentes
enfoques en la obtencion de nanomateriales usando como reactores los sistemas
microemulsionados. Por ejemplo, el uso de las estructuras bicontinuas como sistemas
confinados para generar estructuras tridimensionales por la interconexion de los canales de agua
y aceite [134—-136]. Otra manera puede ser el uso de microemulsiones inversas que permitan
incorporar sales de metales como precursores en fase acuosa dentro de las gotitas de la
microemulsion limitando el crecimiento de las nanoparticulas [137, 138], o con
microemulsiones del tipo O/W que son mas amigables con el medio ambiente ya que la fase
oleosa esta en menor proporcion esto ofrece la posibilidad de ser un método escalable ya que se
emplea agua como solvente principal [19, 139, 140]. En la sintesis de nanoparticulas
bimetalicas, el método de las dos microemulsiones otorga un mejor control en la relacion final

entre ambos metales a comparacion de otros métodos de sintesis [141-143].

Las moléculas de surfactante otorgan una mayor estabilidad a los nanomateriales
producidos durante la sintesis, incluso hasta el momento de separar el nanomaterial del sistema.
Ademas, permiten emplear reductores mas suaves y agentes de cobertura que en otras
metodologias de sintesis no resultan viables. La funcionalizacién de los nanomateriales para

lograr biocompatibilidad es otra de las ventajas que posee este método [86, 144].

Otra de las aplicaciones que tienen las microemulsiones es en sistemas de liberacion de
farmacos debido a su alta capacidad de solubilizacidn, transparencia, estabilidad termodinémica,
facilidad de preparacion y altas tasas de difusion y absorciéon comparadas con las soluciones sin
tensoactivo [145]. Es mas investigado el uso de microemulsiones en la administracion de
farmacos lipofilicos a través de microemulsiones de aceite en agua y el empleo de surfactantes

no idnicos para administracion oral o topica [146].

En la Figura 1.5.5 se observa la diferencia en el aspecto entre una microemulsion, una
emulsion y una nano-emulsion, en una fotografia presentada por Patel y colaboradores [147] y
la Tabla 1.5-5 presenta de manera muy breve una comparacion entere algunas caracteristicas

de las microemulsiones y las nano-emulsiones.
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Figura 1.5.5. Apariencia de microemulsion (izquierda), emulsion
(centro) y nano-emulsion (derecha). Obtenida de [147].

Tabla 1.5-5. Comparacion entre microemulsiones y nano-emulsiones.

Microemulsiones Caracteristica Nano-emulsiones
1 al100 nm Tamafio de gota 20a200nm
Clara, transparente y Apariencia Traslucida o transparente,
homogénea presenta opalescencia
Termodinamica Estabilidad Cinética

Monofésica por largos
periodos de tiempo y
diferentes condiciones

Espontanea (agitacion
ligera)

Altamente estable y
minimo de energia para
su formacion

Separacion de
fases

Formacion

Ventajas

Eventualmente ocurre la
separacion de fases y es
sensible a los cambios

Métodos de alta energia y
baja energia

Requieren menor cantidad
de surfactante: co-
surfactante
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2.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Para todas las soluciones acuosas se utilizd agua desionizada tipo I (Karal, Ledn). Como
precursor de oro se empled una soluciéon estandar de cloruro de oro(III) de 1000 ppm en HCI al
10 % (v/v). Las hojas de Chaya maya se cosecharon de una planta que fue adquirida en un vivero
local y se cultivd en las instalaciones de la Sede Pueblito de Rocha de la Universidad de

Guanajuato.

En la formulaciéon de los sistemas fue utilizado el Brij O10 (Eter de
polioxietilen(10)oleilico), un surfactante polietoxilado de cadena carbonada lineal. Este
surfactante no i6nico con un HLB de 12.4, tiene aplicaciones cosméticas y farmacéuticas, siendo
utilizado en sistemas acarreadores de farmacos [148]. Como co-surfactante 1,2-hexanodiol, un
diol de cadena media. Tiene funciones como solvente, humectante y fragancia, se usa en
formulaciones cosméticas, productos de cuidado personal, farmacéuticos, tintas y téneres,
perfumes y fragancias [149]. Tanto el Brij O10 como el 1,2-hexanodiol (98%) se adquirieron
de Sigma Aldrich (México).

Para la fase oleosa se utilizo el aceite de ricino, un aceite vegetal que se extrae de las
semillas de ricino (Ricinus communis). Estructuralmente es un triglicérido de acidos grasos,
encontrandose como acido graso principal al acido ricinoleico (87 %), seguido de acido oleico,
linoleico, entre otros. Tiene varias aplicaciones en la industria cosmética, de alimentos y
farmacéutica: suele usarse para hacer jabones, cremas y ungiientos, producir diferentes tipos de
lubricantes, pinturas a base de aceite, es usado medicinalmente como excipiente y anteriormente
como laxante [150, 151]. En la Figura 2.1.1 se muestran las estructuras de los componentes

empleados en los sistemas.

n OH 0 °
TTNYTTOH
OH OH o]
\/\/\/l\/z\/\/\/\)'l\
CH3 ©
Brij) O10 1,2-hexanodiol Aceite de ricino

Figura 2.1.1. Estructuras quimicas de los componentes utilizados para formular los sistemas micro y nano-emulsionados.

46



CAPITULO 2 | SECCION EXPERIMENTAL

Para la determinacion del poder reductor del extracto se utilizé cloruro de cobre(I), acido
ascorbico, acetato de sodio y acido acético glacial (reactivos grado analitico de Karal, Leon).
acetato de amonio (Industrial KEM, Le6n), neocuproina >99 % (Aldrich, México), cloruro de

hierro(III) (J. T. Baker, Xalostoc) y 2,4,6-Tis(2-pyridyl)-s-triazine >99 % (Fluka, México).

2.2. METODOS

En esta seccion se describen las metodologias llevadas a cabo para la obtencion de las
nanoparticulas de oro, asi como las técnicas de caracterizacion de las mismas y del extracto
acuoso de hojas de chaya maya (ECM). Se refiere a cada componente por su inicial de la palabra
en inglés, para el tensoactivo se designa la letra S (surfactant), para el co-tensoactivo la C, para
el aceite la O (oil) y para la fase acuosa W (water). La cantidad de cada componente empleado
se expresa en porcentaje en masa o porcentaje en peso (% m/m o wt. %) a menos que se indique

otra cosa.

2.2.1. Obtencion del extracto acuoso de hojas de Chaya maya (ECM)
Las hojas frescas de chaya maya se lavaron doblemente con agua desionizada con la finalidad
de eliminar la suciedad. Previo a un proceso de secado las hojas limpias se pesan y se dejan en
una estufa a 50 °C durante 48 horas. Una vez secas se pesan nuevamente para obtener el peso

seco y se trituran en un mortero. Se almacenan en un lugar fresco y seco.

Para la preparacion del extracto la cantidad necesaria para obtener una concentracion de
4 % (m/V), porcentaje en masa de hojas de chaya maya secas sobre volumen de solucion, se
pone en contacto con 50 mL de agua hirviendo durante 5 minutos. Después de este tiempo en
ebullicion, se deja enfriar a temperatura ambiente. El extracto se filtra mediante filtros de papel
no. 1 y se pasa por membranas hidrofilas de tipo GPWP de 0.22 um. El extracto cristalino se

afora a 50 mL y se almacena hasta su uso en ausencia de luz a 4 °C.

El extracto hidroetandlico de hojas de Chaya maya se preparé mezclando 25 mL de agua
desionizada (a 75 °C) con 25 mL de alcohol etilico absoluto en relacion 1:1. Inmediatamente
después se agregd 1 g de hojas de chaya secas y trituradas. Se mantuvo en agitacion de tipo

ping-pong durante 10 min. Finalmente se filtr6 doblemente con filtros de papel No. 1.
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2.2.2. Poder reductor del extracto
Para determinar el poder reductor del ECM se utilizaron dos métodos espectrofotométricos
basados en la transferencia de electrones, el método de la capacidad antioxidante reductora
cuprica, CUPRAC por sus siglas en inglés (Cupric reducing antioxidant capacity) y el método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), poder antioxidante reductor férrico. En ambos
casos se empled una solucion estandar fresca de acido ascérbico (AA) 1 mM vy la curva de
calibracion se obtuvo de (0.01 - 0.1) mM. Los resultados fueron expresados en mmol de AA por
gramo de hojas secas de chaya maya (mmol AA/g). A partir de la curva de calibracion se

obtiene que:

Abs =

mmol AA 2.2-1
m [ £ b ey

Con la concentracion molar de acido ascorbico se puede determinar la capacidad

antioxidante-poder reductor por gramo de hoja a partir de la siguiente ecuacion:

mmol AA) B [mmol AAl  Vgem (L) (2.2-2)
B L

Poder reductor (
mchaya (g )

Donde,

Abs = absorbancia en la longitud de onda dada
m = la pendiente de la curva de calibracion

b = la ordenada al origen

Veem = volumen del extracto preparado (L)

Mchayqe = Masa de las hojas de chaya maya pesadas para el extracto (g)

CUPRAC

El ensayo CUPRAC consiste en la reduccion de Cu(Il) a Cu(l) que, al formar el quelato con la
neocuproina, permite que la reaccion sea mas rapida aumentando el potencial redox del reactivo.
Después de la reaccion con los compuestos antioxidantes se forma un cromo6foro monovalente
que es medible a 450 nm de color amarillo-naranja, los protones son amortiguados por un buffer
de acetatos (Figura 2.2.1). El método es aplicado a una gran variedad de polifenoles como lo

son los acidos fenolicos, flavonoides, carotenoides, antocianinas, tioles y vitaminas C y E. Los
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estandares y las muestras se prepararon ainadiendo 1 mL de una solucién acuosa de Cu(Il) 10
mM, 1 mL de neocuproina 7.5 mM en etanol, 1 mL de solucion buffer de acetato de amonio 1
M a pH=7, x(0.03-1.00) mL de extracto o estandar y (1 — x) mL de agua desionizada.

Después de una hora en reposo, se midio la absorbancia maxima a 450 nm. [152—-154]
2+

Producto AOX
AOX oxidado

e

Cu(II)-Ne Cud)-Nc A, =450nm
(azul) (amarillo-naranja)

Figura 2.2.1. Reaccion CUPRAC. Adaptado de [153].
FRAP

Este método se basa en la reduccion del complejo de Fe(Ill) con 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) al quelato Fe(II)-TPTZ por reaccion con los antioxidantes presentes en la muestra en
medio acido (Figura 2.2.2). El complejo ferroso exhibe una coloracion azul intensa con
absorciéon maxima a 593 nm. Para la preparacion del reactivo FRAP se mezclan en relacion
10:1:1 el buffer de acetato 0.3 M (pH 3.6), el complejo TPTZ 10 mM en HC1 40 mM y el FeCl; -
6H,0 20 mM, respectivamente. El reactivo se deja en incubacion a 37 °C durante 15 minutos.
A x(0.03-1) mL del extracto o estandar, se le adiciona (1 — x) mL de agua desionizada y 3
mL del reactivo FRAP. Las muestras permanecen en incubacion a 37 °C durante 15 minutos y

después se mide la absorbancia entre (593-595) nm.[155, 156]

.M M, : ] Producto AOX
v AOX oxidado v
Fe " A Fe

Fe(III)- TPTZ Fe(D)-TPTZ A, =593nm
(ambar) (azul)
Figura 2.2.2. Reaccion FRAP. Adaptado de [156].
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2.2.3. Comportamiento fasico
Para evaluar el sistema fase acuosa/ Brij O10: 1,2-hexanodiol (1:1) / aceite de ricino con el
extracto acuoso de hojas de chaya maya al 4 % como fase acuosa, se realiz6 un barrido rapido
del comportamiento fasico del sistema utilizando el método de valoracion, donde distintas
relaciones iniciales peso/peso de aceite y surfactante se valoran con la fase acuosa, siguiendo
las lineas de dilucion de la Figura 2.2.3. Las mezclas obtenidas por cada adicion de extracto
acuoso se inspeccionan visualmente observando la formacion de una o mas fases y mediante

polarizadores cruzados para descartar la presencia de cristales liquidos.

Surfactante: Co-surfactante (S:C)

ECM 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O Aceite(0)
Contenido de Extracto de Chaya Maya (% m/m)
Figura 2.2.3. Diagrama ternario de fases utilizado para realizar un barrido rapido del comportamiento de fase,

a partir de la dilucion con extracto de chaya maya (ECM) de mezclas aceite/ surfactante: co-surfactante (0/S:C)
a temperatura constante.

Con el estudio anterior se delimit6 rapidamente la zona multifasica y para complementar
el estudio fasico se siguié el método de pesado directo que consiste en pesar cada una de las
composiciones en un vial de vidrio sellado y el cual se mantiene en un bafio a temperatura
constante durante 30 minutos. Después de alcanzar el equilibrio se realizan inspecciones
visuales y con polarizadores cruzados, diferenciando aquellas en las que ocurre separacion de
fases. Para demostrar que las muestras con aspecto monofésico son microemulsiones se someten
a un proceso de separacion de fases mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 5 minutos,
seguido por una etapa de congelacion de al menos 12 horas. Finalmente, se dejan en un bafio a

temperatura controlada. Esto para distinguir las composiciones estables de las metaestables, es
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decir, la zona de nano-emulsién, en las cuales ocurre una separacion de fases, de la zona de
microemulsion (aquellas mezclas que se mantuvieron completamente transparentes, fluidas y

homogéneas).

2.2.4. Conductividad
Se llevo a cabo un estudio de conductividad para identificar las diferentes microestructuras, del
tipo W/O, bicontinua o O/W, de acuerdo con el contenido de agua en el sistema. Los cambios
significativos en los valores de conductividad se relacionan con un cambio en la
microestructura. Se parte de la mezcla de aceite/ surfactante: co-surfactante, siguiendo la linea
de dilucion 30/70 (O/S:C), se tituldo con la fase acuosa a utilizar en adiciones de 5 %. El
experimento se realiz6 a una temperatura de 25 °C, registrandose entre cada adicion el valor de

conductividad.

Se utiliz6 un conductimetro 712 de Metrohm con una constante de celda de 0.8 cm™! y

coeficiente de variacion de conductividad igual a 2.11 %/°C, la calibracion del equipo se

realizo con una solucion estandar de conductividad de 1413 pS/cm.

2.2.5. Sintesis directa de nanoparticulas de oro
Al volumen necesario de solucion estandar de oro se le adiciona lentamente el ECM hasta
completar un volumen de 10 mL para obtener una concentracion final de 0.75 mM. Se vario la
concentracion de ECM de 0.5%, 1 %, 2 %, 3 % y 4 % (porcentaje en masa de hojas de chaya
maya sobre volumen de solucion). Inmediatamente después de entrar en contacto el precursor
con el extracto, se analiz6 mediante espectroscopia UV-vis. De manera similar, se probaron

diferentes concentraciones de oro manteniendo fija la concentracion del extracto en 4 %.

La caracterizacion del poder reductor del extracto y la banda de resonancia de plasmén
de superficie (SPRB) de las AuNPs se realizoé con un espectrofotometro Varian Cary 50 UV-
Vis de Agilent Technologies usando una celda de vidrio. En el caso de la sintesis directa el ECM

se utilizdé como referencia.
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2.2.6. Sintesis de nanoparticulas de oro en microemulsiones y nano-emulsiones
Para la sintesis de AuNPs en los sistemas se pesaron las cantidades necesarias de cada
componente de acuerdo con la formulacién deseada, mezclandolos en el siguiente orden:
surfactante, co-surfactante y aceite. Una vez homogeneizado, se adiciona el precursor de oro y,
bajo agitacion intensa constante, se complete la cantidad de fase acuosa con el ECM. El
precursor y el ECM estan relacionados con la cantidad de fase acuosa en el sistema, manteniendo
siempre fija la concentracion de oro en 0.75 mM. Un cambio en la coloracion del sistema de
amarillo a rosa o morado indica que la reaccion de reduccion tuvo lugar. El sistema de reaccion
permanece en un bafio a temperatura controlada (25 °C) durante mas de 12 horas para asegurarse
de que la reaccion se haya completado. Transcurrido este tiempo, las AuNPs obtenidas se
separan mediante centrifugacion a 12000 rpm durante 25 minutos y se lavan con ciclos de
acetona y etanol. Finalmente, las nanoparticulas limpias se re-suspenden en agua desionizada
para su posterior caracterizacion. Las nano-emulsiones se prepararon por dilucion partiendo de
una relacion inicial determinada de O/S:C, diluyendo con la cantidad necesaria de fase acuosa.

En la Figura 2.2.4 se muestra el diagrama de flujo del proceso de sintesis.

Surfactante

Adicion de
estindar de Au’*

Adicion de
ECM

Co-surfactante

Re-suspender en
acetona

Lentamente bajo Centrifugar
completamente agitacioén constante > 12 000 rpm/

R 3 25 min
. I e-suspender en
C‘antld.ades Mantener a 25 °C P I
necesarias en etano!

- durante 12 h
relaciéon m/m

Homogenizar

L, Re-suspender en
Caracterizacion aoua

UV-vis, DLS, potencial {,
STEM, Raman, FTIR

Figura 2.2.4.Diagrama de flujo del proceso de sintesis de AuNPs en microemulsiones y nano-emulsiones.

Las formulaciones probadas para la sintesis de AuNPs en los sistemas se presentan en la
Tabla 2.2-1. Cabe recordar que la concentracion de Au" esta relacionada con la cantidad de

fase acuosa presente en el sistema.
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Tabla 2.2-1. Composiciones evaluadas para la sintesis de

AuNPs.
Fase Surfactante: Fase
Muestra
oleosa  co-surfactante acuosa®
A 10 60 30
B 10 55 35
C 10 50 40
D 10 45 45
E 10 40 50
F 10 35 55
G 10 30 60
B2 15 55 30
C2 15 50 35
D2 15 45 40
G2 15 25 60
C3 20 50 30
N 05 45 50

*Conformada por el ECM y el precursor de oro.

2.2.7. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro
A continuacidn, se describen las metodologias realizadas para la caracterizacion de las AuNPs
obtenidas mediante sintesis directa y un analisis mas completo para las obtenidas utilizando los

nano-reactores.
Espectroscopia UV-vis

La sintesis directa de AuNPs se verifico mediante espectroscopia UV-vis siguiendo la banda
alrededor de 523 nm, el andlisis se realiz6 inmediatamente después de poner en contacto el

precursor y el reductor, utilizando como blanco el ECM y en diferentes intervalos de tiempo.

En el caso de las AuNPs obtenidas utilizando los nano-reactores, el cambio en la
coloracion del sistema de amarillo paja a rosa claro indico el inicio de la reaccion, por lo general,
las nanoparticulas alcanzaron una coloracion caracteristica después de aproximadamente dos
horas de reaccion. Las AuNPs limpias y re-suspendidas en agua desionizada se caracterizaron

mediante espectroscopia UV-vis siguiendo la SPRB entre (520-550) nm.
Radio hidrodinamico y potencial zeta

A las AuNPs re-suspendidas en agua se les determind el radio hidrodinamico (Ry) mediante la
técnica de DLS. Las muestras se midieron por triplicado a una temperatura de 25 °C, el Ry se

calcul6 a partir del ajuste manual del primer pardmetro del método de los cumulantes, con un
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indice de refraccion de 0.2. La misma técnica se utilizd para medir el didmetro de las gotas de
las nano-emulsiones. El potencial { se determind midiendo la movilidad electroforética en agua

como medio de dispersion a partir de la aproximacion de Smoluchowski.

Las medidas de Ry y potencial { se realizaron en un equipo Zetasizer Nano ZS90 de
Marlvern Instruments. Utilizando una cubeta de vidrio cuadrada de 12 mm y una celda capilar

plegada de pléstico, respectivamente.
Espectroscopia Raman

Sobre una cinta de aluminio se depositaron dos gotas o 20 puL de las AuNPs suspendidas en
agua, el agua se dejo evaporar y se realizaron las mediciones mediante micro-Raman. En el caso
del ECM, se depositaron varias gotas de la muestra sobre una laminilla de oro dejando evaporar
para concentrar el extracto y obtener una mejor sefial Raman. En el experimento SERS, sobre
una cinta de aluminio se depositaron 20 pL de las AuNPs y se dejo evaporar el agua; encima de
la marca de la gota se depositaron varias gotas del ECM al 10 %, una vez secas las gotitas se

analizaron por micro-Raman.

Los espectros de dispersion Raman fueron obtenidos con un DRX 3 Raman Microscope
de Thermo Fisher. Empleando un laser de 780 nm para la obtencion del espectro del ECM, 633
nm para el espectro de las AuNPS y 532 nm para evaluar el efecto SERS de las AuNPS sobre
el ECM.

Microscopia electronica de barrido-transmision

Para el analisis de las muestras mediante STEM, las AuNPs se sometieron a otro ciclo de lavado
con acetona y etanol, para asegurar que se haya eliminado la mayor cantidad de materia organica
que pudiera interferir con las observaciones. Después del segundo lavado se re-suspendieron
nuevamente en agua desionizada. Para su analisis, no se les aplico recubrimiento de ningtn tipo
debido a su naturaleza metalica, inicamente se depositod sobre una rejilla de Cu una gota de la

muestra y se dejé evaporar en un desecador.

Las micrografias se obtuvieron con un Microscopio Electronico de Barrido de Emision
de Campo Modelo Nova NanoSEM 200 Marca FEI con detector para STEM. El programa de
procesamiento digital utilizado para la medicion del didmetro de nanoparticula a partir de las

micrografias STEM fue Imagel.
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3.1. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE
CHAYA MAYA

En esta primera parte se presenta la caracterizacion del extracto acuoso de hojas de Cridoscolus
chayamansa el cual fue utilizado como agente reductor durante la sintesis de nanoparticulas, asi

como algunas observaciones y comparaciones realizadas.

3.1.1. Caracteristicas generales del extracto acuoso

Para los experimentos se utilizaron hojas frescas de C. chayamansa a las cuales se les
determind el porcentaje de humedad por pérdida de peso, haciendo una relacion entre la masa
de las hojas recién colectadas y la masa de las hojas después del proceso de secado. Se obtuvo
que las hojas de Chaya maya contienen una cantidad de agua mayor a tres cuartas partes de su
peso (Figura 3.1.1.1), en promedio de 79.46 + 1.95 %. De acuerdo con la bibliografia [99], la
chaya contiene alrededor de un 85 % de agua. El porcentaje de humedad en las hojas de chaya

calculado por Cauich Diaz [157] es muy parecido al de este estudio (78.4 %).

W %Peso de las hojas secas W %Humedad perdida

78.2 79.4 81.7 80.4 78.1 76.1 £0.0
21.8 20.6 18.3 19.6 21.9 23.9 20.0
1 2 4 5 6 7 8

Figura 3.1.1.1. Porcentaje de humedad perdida en las hojas de chaya maya
después del proceso de secado.

La apariencia del extracto acuoso de hojas de chaya maya (ECM), después de la
filtracion con las membranas, es cristalina con una coloraciéon dmbar que es més intensa
conforme el extracto es mas concentrado. En la Figura 3.1.1.2 se observan los espectros UV-
vis del ECM a diferentes concentraciones. La banda a 675 nm disminuye en absorbancia

conforme la concentracion del extracto disminuye, lo que se puede atribuir a compuestos
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relacionados con la pigmentacion. También observado Cauich Diaz [157]. Con el extracto al
0.5 % en la region ultravioleta entre 300 y 350 nm se alcanzan a observar algunas bandas
correspondientes a los componentes organicos. A concentraciones superiores el extracto se

sobresatura en esta region por la cantidad de componentes orgénicos presentes.

3.5 1

3.0 1

2.5

2.0 1

1.5 1

Absorbancia (u.a.)

1.0 4

0.5

0~0 T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Figura 3.1.1.2. Espectros UV-vis de extractos acuosos de hojas de Chaya maya a
diferentes concentraciones. Recuadro: ampliacion de la region entre 625-725 nm.

En la Figura 3.1.1.3 se muestran los espectros UV-vis para hacer una comparativa entre
el extracto acuoso y el extracto hidroetandlico de las hojas de Chaya maya. En la zona visible,
se puede observar una clara diferencia entre ambos. Mientras que para el ECM al 4% (2)
solamente se observa la banda alrededor de 675 nm descrita anteriormente, el extracto con
EtOH:H>O (1) muestra diferentes bandas a 667 nm, 611 nm y 539 nm, asociadas a compuestos
aromaticos conjugados que lograron extraerse con el etanol, estas bandas coinciden con las
bandas del espectro de absorcion de la clorofila “a” [158, 159]. La apariencia del extracto
hidroetanolico de color verde muy intenso hace evidente que se logran extraer compuestos
relacionados con la pigmentacién como la clorofila (recuadro de la Figura 3.1.1.3).

Este extracto EtOH:H>O se probd para la sintesis directa de AuNPs sin lograr obtener

resultados satisfactorios, por lo que se optd por continuar con el extracto acuoso.
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Figura 3.1.1.3. Espectro UV-vis del extracto acuoso (1) hidroetandlico y (2)
acuoso de hojas de Chaya maya. Recuadro: aspecto de los extractos.

3.1.2. Analisis del extracto de Chaya maya mediante micro-Raman

Con la finalidad de comprobar la funcionalizacion de las AuNPs obtenidas, se realizé un analisis
del ECM al 10 % mediante micro-Raman. En la Figura 3.1.2.1 se presenta el espectro de
dispersion Raman del ECM al 10 % depositado sobre una laminilla de oro. Debido a la amplia
variedad de compuestos orgdnicos presentes en el extracto, el espectro se observa altamente
saturado. Las bandas mas intensas de compuestos polifendlicos son bastante cercanas, por lo
que la complejidad del extracto dificulta la diferenciacion entre cada componente. En la Tabla
3.1.2-1 se muestra la asignacion de algunas de las sefiales observadas en el espectro Raman.

Las bandas relacionadas con la vibracion de alargamiento O-H de la mayoria de los compuestos
flavonoides se encuentran entre 3670 y 2890 cm™!. Las sefiales mas intensas entre 1620 - 1580
cm’ son caracteristicas de las vibraciones de alargamiento del grupo carbonilo de anillos
aromaticos. De acuerdo con el desplazamiento de las sefiales de mayor intensidad encontradas
en 1606 cm™ y 1 566 cm™ indican la presencia de flavonoles como quercetina y rutina en gran
proporcion. Sefales desplazadas a nimeros de onda mayores (1692 -1683 cm™') se relacionan
al grupo éster, por lo que compuestos como epigalocatequin galato podrian estar presentes en
menor cantidad debido a que las sefiales en esa zona se presentan muy débiles. Las bandas que

se encuentran entre 1455 - 1357 cm™! corresponden a la vibracion de flexion de enlaces O-H, asi

58



CAPITULO 3 | RESULTADOS Y DISCUSION

como a vibracién de alargamiento C=C de fenoles. La banda encontrada a 1183 cm! se asocian
con vibracion de flexién en el plano de enlaces C-H. Las bandas 841, 593 y 347 cm! se pueden
relacionar con flexion fuera del plano de O-H. La vibracion de flexion del grupo carbonilo se

observa en 684 y 643 cm™ [69, 160-163].
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Figura 3.1.2.1. Espectro de dispersion Raman del ECM al 10 %. Adquirido con laser de 780 nm,
potencia de 24 mW, 64 exposiciones por 1 segundo, lente de 50 X y apertura con orificio de 25 um.

Tanto los acidos fendlicos como los flavonoides presentan una region espectral muy
intensa por debajo de 200 cm™ debida a la vibracion de esqueleto [161], esto se puede observar

en el espectro como sefiales ascendentes que estan desplazadas a nimeros de onda mas bajos.
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Tabla 3.1.2-1. Asignacion de las sefiales Raman que corresponden a compuestos flavonoides
en el espectro del extracto de chaya maya al 10 %.

Desplazamiento Asignacion

Banda en el
espectro (cm™1) (cm™1)
2929 3110-2890 v (C-H)
1653 1680-1590 v (Ar—C=0)
1606 vs 1620-1600 v (C=0), v (C=C)
1566 vs 1570-1540 v (C=0), 6 (O-H), v (C=C)
1455 ¢ 1515-1485 v (C=C) anillo A, 6 (C-H)
1500-1480 0 (H-C—C) anillo C
1404 ¢ 1460-1445 6 (H-C—C) anillo C
1357 ¢ 1370-1350 0 (O-H), v (C=C) anillo A
1311, 1283,1258 1320-1275 v (C=C) anillo A y B, 8 (O-H)
1300-1240 v (C=C)
1183 1 1190-1180 v (C—O-H), 6 (C-H) anillo B
1125 w 1140-1115 0 (C-H) anillo A
1003 yw 1010-990 T (H-C-C) anillo C
963 vw 1010-995 v(C—C)anillo A,ByC
900-880 v (O-H), 8 (C—C) anillo A, By C
835 m 850-825 v(C-C)anillo A,ByC
719 w 780-770 T (H-C—C) anillo A
638 w 640-620 v (C—C) anillo B
586 w 600-575 v(C-C)anillo A,ByC
516 w 525-510 v(C-C)anillo A,ByC
545-510 v (C=C)

(vs) muy intensa, (s) intensa, (m) media, (w) débil, (vw) muy débil, (v) vibracion de alargamiento,
(0) vibracion de flexion, (t) vibracion de torsion

3.1.3. Capacidad antioxidante- poder reductor

Se llevo a cabo un experimento mediante la técnica CUPRAC para evaluar la capacidad

antioxidante del ECM al 1 % respecto a los dias que se mantuvo en refrigeracion a una

temperatura de 4 °C y en ausencia de luz. Como se observa en la Figura 3.1.3.1 durante los

primeros dos dias ocurre una disminucion lineal en el poder reductor seguida por un aumento

irregular del mismo, el mayor poder reductor se observa el dia de preparacion con 0.12 +

2.20 x 1073 mmol AA/g de hojas. Esto sugiere que posiblemente ocurre una descomposicion
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de los componentes de interés para llevar a cabo la sintesis, acompafiada de la generacion de

subproductos que no son de utilidad para la reduccion de los iones de Au(IIl) a Au(0).

0124 ¢

mmol AA/g
o
1

(
o o
o N
© o
1 1

Poder reductor
o
o
(o)
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0.07

!

0 1

Tiempo en refrigeracién (dias)

Figura 3.1.3.1. Andlisis del poder reductor del ECM al 1 %
respecto a los dias en almacenamiento a 4 °C, mediante

CUPRAC.

2

3

6

7

Ademas de que la reduccion del oro(I1l) a oro elemental tiene un potencial estandar de

reduccién mayor que la reduccion del hierro(III) a hierro(Il), lo que quiere decir que aunque la

reactividad de los compuestos del extracto cambien con el tiempo, son capaces de reducir los

iones de Fe(IIl) pero no necesariamente efectivos para reducir Au(Ill). A continuacion se

presentan las semi-reacciones de reduccion con su correspondiente potencial estdndar de

reduccion en relacion a un electrodo estandar de hidrogeno y condiciones estandar de presion y

temperatura [164]:

[AUCZ4](_aC) + 3e” = AU(S) + 4’Cl(_ac)

Felfy+e < Fe(zjc)

E®°=093V

E°=0.77V

Otro experimento se realizé con el ECM al 1 % mediante la técnica FRAP, obteniéndose

que el extracto fresco presenta un poder reductor de 0.04 + 6.04 X 10~* mmol AA/g de hojas.

3.1.4. Conclusiones Parciales

— Es importante considerar la humedad presente en las hojas de Chaya maya al momento de

preparar el extracto, ya que las hojas secas tienden a absorben una considerable cantidad de

agua el momento de la preparacion del mismo.
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La eleccion del solvente a utilizar para la obtencion del extracto es esencial pues de ello
depende el tipo de componentes que se logren extraer. Para los fines de este trabajo, el
empleo de un sistema simple realizando la extraccion en medio acuoso fue mas favorable.
La complejidad del extracto dificulta la identificacion de sus componentes principales. Sin
embargo, las sefiales caracteristicas de compuestos polifendlicos lograron distinguirse por
sus desplazamientos mediante Raman.

La capacidad antioxidante del extracto es buena, aunque no necesariamente estd
directamente relacionada con su capacidad de reducir los iones de nuestro interés.

La implementacion de hojas frescas para la preparacion del extracto trae consigo algunas
desventajas como la relativamente rapida descomposicion del extracto y el riesgo de la
variacion estacional del contenido de fenoles totales y flavonoides, obteniendo diferentes

resultados dependiendo la época del aio en la que sean cosechadas las hojas.
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3.2. SINTESIS DIRECTA DE NANOPARTICULAS DE ORO USANDO EL
EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE CHAYA MAYA COMO
AGENTE REDUCTOR

Como un estudio preliminar, se llevo a cabo la sintesis de AuNPs tinicamente en presencia del
extracto acuoso, esto con la finalidad de evaluar la capacidad del extracto para reducir los iones
de Au’" a Au’. Se variaron la concentracion del extracto y del precursor para conocer las
condiciones de sintesis mas adecuadas, manteniendo en todo momento las condiciones de

presion y temperatura ambiente.

Las reacciones se siguieron mediante espectroscopia UV-vis y DLS. Las mediciones
mediante DLS se realizaron por triplicado y son expresados como el promedio de la distribucion

por intensidad.

3.2.1. Influencia de la concentracion del precursor de oro

Manteniendo constante la concentracion del extracto acuoso de hojas de chaya maya (ECM) al
2 %, se probaron diferentes concentraciones de Au(Ill), desde 0.25 mM hasta 1.52 mM. En la
Figura 3.2.1 a, se presenta el grafico de la Absorbancia maxima de la banda de resonancia de
plasmon de superficie (SPRB) a 523 nm respecto al tiempo para las nanoparticulas obtenidas
con el ECM al 2 % desde el inicio hasta los 90 minutos de reaccion. Como se puede observar,
en la mayoria de los casos ocurre una pérdida considerable en la absorbancia de la banda durante
los primeros 20 min debida a que el extracto, aunque es capaz de reducir rapidamente el

precursor de oro, no tiene un control sobre el crecimiento de la nanoparticula formada.

Relacionando la absorbancia maxima con la concentracion de AuNPs producidas, al
inicio de la reaccion se obtiene una menor cantidad de AuNPs con la menor concentracion de
precursor (0.25 mM). Sin embargo, esta se mantiene relativamente constante por un periodo de
tiempo mayor. Esto se debe a que al tener una menor concentracion de iones Au** en el medio,
estos son consumidos casi por completo inmediatamente después del inicio de la reaccion,
quedando limitado su crecimiento por la difusion y aglomeracion entre las particulas formadas,
las cuales son estabilizadas parcialmente por el extracto. Eventualmente ocurre la

desestabilizacion de las particulas.
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Siguiendo la SPRB (Figura 3.2.1 b) respecto al tiempo en reaccion, se puede deducir
que el mecanismo de formaciéon de las particulas de oro inicia antes del primer minuto de
reaccion convirtiendo los iones de oro(Ill) a oro coloidal. Estudios tedricos y experimentales
[165, 166] muestran que, ademas del desplazamiento hacia el rojo que viene acompanado con
el crecimiento de nanoparticulas esféricas, ocurre una disminucién en la absorbancia maxima
de la SPRB cuando su tamaiio tiende a ser mayor que 80 nm. La significativa disminucion de la
SPRB podria deberse al crecimiento descontrolado e irreversible de las particulas coloidales de
oro, probablemente debido a la maduraciéon de Ostwald, el cual se ve limitado por la
concentracion de precursor. Esto quiere decir que, los componentes del extracto no ayudan a
estabilizar la carga superficial de las nanoparticulas formadas inicialmente, resultando en un

crecimiento descontrolado hasta tener tamanos de particula macroscopicos.

0.20 0.20
a) ——0.25 mM b) 1 min
’t;sj\ 0.15
= — 0.154
= ©
c >
g 0.10 4 'g
© S 0.101
o o
) o
8 0.05 3 20 min
5 <
8 0.054 50 min
<
0.00 90 min
. . . . . . T . T - ! 0.00 7 T T T T T
0 20 40 60 80 100 475 500 525 550
Tiempo (min) Longitud de onda (nm)

Figura 3.2.1. a) Grdfica de la absorbancia de la SPRB a 523 nm respecto al tiempo de reaccion de las
nanoparticulas obtenidas con el ECM al 2% con diferentes concentraciones de precursor de oro. b) espectros UV-
vis de la SPRB de las AuNPs sintetizadas con 0.50 mM y el ECM al 2 % a diferentes tiempos de reaccion.
Mediante DLS se logréd observar un incremento en el radio hidrodinamico de las
particulas respecto al tiempo de reaccion. En la Figura 3.2.2 se observa el grafico de
distribucion de tamafos por intensidad para 5 y 90 minutos de reaccion. Las AuNPs cuando la
[Au**] = 0.25 mM (a) tienen inicialmente un tamafio promedio igual a 213.4 nm con un indice
de polidispersidad (PDI) de 0.147, creciendo hasta 348.5 nm después de 90 min de reaccion y
aumentando también el PDI a 0.236. Partiendo de [Au*"] = 0.50 mM (b), el tamaiio promedio

al principio de la reaccion es de 171.2 nm, después crecieron hasta 238.48 nm. Tendencias

similares se observaron para las muestras de mayor concentracion de oro.
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Figura 3.2.2. Grdficos de distribucion de tamariios por intensidad después de 5 y 90 minutos de reaccion con una
concentracion de Au** de a) 0.25 mM y b) 0.50 mM, manteniendo la concentracion del ECM al 2 %.

En la Figura 3.2.3 se muestra un grafico del tamafo promedio de particula después de
90 min de reaccion para cada una de las muestras. Como se puede observar, las AuNPs alcanzan
un tamafio de particula menor cuando se tiene una mayor concentracion de oro en el sistema.
Esto puede deberse a que, al tener mas nucleos formados después de la inmediata reduccion,

alcanzan mas rdpidamente el tamaio de particula promedio y como consecuencia las particulas

son de menor tamaiio.
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Figura 3.2.3. Tendencia del tamarnio de particula promedio de las AuNPs
sintetizadas con ECM al 2 % y diferentes concentraciones de Au después de
90 min. Mediante DLS.
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Siguiendo con intervalos de tiempo mas cortos el tamafio de particula mediante DLS se
puede observar que existe un constante crecimiento respecto al tiempo de reaccion (Figura
3.2.4). Entre 1 y 10 min en reaccion se tiene el crecimiento de tamafio mas notorio. También se
logra observar que a partir de 30 min comienzan a aparecer dos distribuciones de tamafio, un
pico alrededor de los 300 nm y el segundo pico en el orden de los micrometros, sugiriendo que
la maduracion de Ostwald podria estar ocurriendo después de 20 min en reaccion. En la Tabla
3.2-1 se muestran los datos del tamafio registrado en el pico medio y el area de pico por
intensidad. La formacion de particulas micrométricas después de 20 min puede relacionarse con

la disminucién de la SPRB observada en el espectro UV-vis.

Tabla 3.2-1. Distribucion del tamarno medio
y porcentaje de intensidad de las AuNPs

16 sintetizadas con ECM 2 %y [Au?'] 0.75
mM.
14+ 1 min
—— 10 min 7

124 ——20 min Tiempo Tamafio  Area de pico
E o] o (min)  (nm) (%)
8 1 2145 100.0
» 87 10 2517 100.0
2 6 20 263.0 100.0
- 30 278.7 99.6

4 1691 0.4

24 40 302.8 98.8

0 . \\ - 5086 1.1

10 100 1000 10000

Tamaiio (nm)

Figura 3.2.4. Gradfica de distribucion de tamarnos por
intensidad obtenidos mediante DLS de las AuNPs sintetizadas
con ECM 2 %y [Au’] 0.75 mM.

Para el resto de la experimentacion se decidio trabajar con una concentracion de oro de

0.75 mM ya que, de las muestras mas concentradas, es la que presenta una menor pérdida en la

banda SPR.

3.2.2. Influencia de la concentracion del extracto

Se probaron cinco diferentes concentraciones del ECM para la sintesis de las AuNPs, 0.5, 1, 2
3 y 4 % (m/V) manteniendo fija la concentracion de oro igual a 0.75 mM. En la Figura 3.2.5 a
se presentan los espectros UV-vis de las AuNPs, utilizando como blanco el extracto de chaya

maya con la concentracion correspondiente.
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Figura 3.2.5. Resultados de las AuNPs sintetizadas con el ECM a diferentes concentraciones manteniendo la
concentracion del precursor a 0.75 mM a) SPRB observada mediante espectroscopia UV-vis. b) Grdfica de la
tendencia de la Absorbancia a 523 nm respecto a la concentracion del ECM.

Al medir la absorbancia de la SPRB un minuto después de entrar en contacto el precursor

con el reductor se obtiene una tendencia directamente proporcional a la concentracion del

extracto con R? = 0.99498 (Figura 3.2.5 b). Obteniendo que, a mayor concentracion del

extracto, se tiene una mayor cantidad de AuNPs. Esto quiere decir que la produccion de las

nanoparticulas esta limitada por la concentracion de agente reductor en el medio de reaccion.

Al tener una concentracion baja del extracto, se tiene una menor cantidad de los componentes

Figura 3.2.6. Aspecto de las AuNPs sintetizadas con diferentes concentraciones de
ECM después de a) un minuto de reaccion y b) 25 minutos de reaccion.
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involucrados en la reaccidon de reduccion, por lo tanto, se formaran menos nucleos de Au(0)

quedando fracciones de Au(Ill) sin reducir.

Visualmente se puede distinguir una clara diferencia en las tonalidades de cada coloide,
teniendo inicialmente suspensiones de oro coloidal que van de amarillo-naranja hasta naranja-
rojizo, para la solucion con el extracto mas concentrado. Como se puede observar en la Figura
3.2.6, ocurre un cambio en la coloracion de las soluciones después de 25 minutos de reaccion.
Mediante espectroscopia UV-vis se observa el decaimiento de la SPRB (Figura 3.2.7), esta
disminucion respecto al tiempo de reaccion coincide con lo observado en el experimento
anterior, reflejando la desventaja del uso de extractos naturales sin algin otro tipo de
estabilizador. Una observacion adicional es que después de 24 horas en el medio de reaccion se
distingue la presencia de particulas suspendidas que reflejan la luz. Todas estas observaciones
sugieren que el extracto no logra controlar el crecimiento de las particulas y que, posiblemente,
las particulas formadas inicialmente sirvan como superficies activas para la adsorcion y
autorreduccion de mas iones de Au(Ill) sobre la superficie, favoreciendo el crecimiento de la

particula.
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Figura 3.2.7. Espectro UV-vis de las AuNPs sintetizadas directamente
con el ECM al 4 % después de diferentes tiempos en reaccion.

Las mediciones por DLS de las nanoparticulas obtenidas en el presente experimento no
son confiables, ya que las muestras presentan una alta polidispersidad (PDI de hasta 0.6). Las
particulas mas grandes encontradas en estos sistemas dispersan en mayor medida la luz
comparada con las pequenas y, por lo tanto, la medicion del tamafio mediante esta técnica
tendria alta dispersion. Al tener una reaccion en constante evolucion la funcion de correlacion

tiende a errores significativos, ademas de que podria estar ocurriendo un proceso de
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aglomeracion. Como se presenta en la Figura 3.2.8, las tres corridas realizadas sobre una misma
muestra varian considerablemente entre cada medicion, presentando de dos a tres distribuciones

de tamano diferentes (Tabla 3.2-2). Se observdé un comportamiento parecido en las otras

muestras.
20
18 ] Tabla 3.2-2. Distribucion del tamario
] :; medio y porcentaje de intensidad de las
16 __ 5 AuNPs sintetizadas con ECM 4 %y
—~ 14 [Au?"] 0.75 mM. ]
S 1 Corrida Tamano+oc  Area
g (nm) (%)
2 1] I 7353+208.1 829
g 8—_ 167.8+35.04 17.1
-~ 64 2 697.6 £ 126.7 89.2
: 126.7+23.09 10.8
4 3 860.4+281.1 75.6
2 213.8+53.51 23.1
0 | ‘ VAN 5560+ 0.000 1.20
10 100 1000 10000

Tamario (nm)

Figura 3.2.8. Grdfica de distribucion de tamarios por
intensidad obtenidos mediante DLS de las AuNPs
sintetizadas con ECM 4%y [Au?"] 0.75 mM.

3.2.3. Conclusiones Parciales

— El extracto acuoso de hojas de C. chayamansa, tiene la capacidad de reducir los iones de oro
(IIT) a oro elemental. Presentando una reaccion de reduccion rapida.

— No es posible controlar el crecimiento de las nanoparticulas formadas inicialmente. Los
componentes del extracto no logran estabilizar las superficies de los nucleos formados para
evitar el crecimiento por aglomeracion.

— La concentracion de precursor tiene influencia sobre el tamafio que alcanzan las particulas
dentro de las primeras horas de reaccion.

— Laconcentracion del extracto tiene una dependencia lineal con la cantidad de nanoparticulas

producidas al inicio de la reaccion.
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4.1. SISTEMAS MICROEMULSIONADOS Y NANO-EMULSIONADOS
COMO NANO-REACTORES PARA LA SINTESIS DE
NANOPARTICULAS DE ORO UTILIZANDO EXTRACTO ACUOSO DE
HOJAS DE CHAYA MAYA COMO REDUCTOR

Este cuarto capitulo comprende el estudio del comportamiento fasico y la reactividad que tienen
los sistemas microemulsionados y nano-emulsionados formulados con los componentes ya
descritos, empleando el extracto acuoso de hojas de chaya maya (ECM) y una solucién estandar
de oro(IIT) como fase acuosa. Principalmente se discuten los resultados de la caracterizacion de
las AuNPs obtenidas usando los sistemas como nano-reactores, y su influencia sobre la
formacion de las nanoparticulas. Y finalmente, se presentan los resultados del estudio realizado

de la influencia del pH en la formacion de las AuNPs.

4.1.1. Comportamiento fasico de los sistemas

El estudio del comportamiento fésico de los sistemas con el método de titulacion, siguiendo las
lineas de dilucion de la Figura 2.2.3, permitié delimitar la zona multifasica, en la cual las
mezclas se apreciaban opacas y turbias, y eventualmente ocurria la separacion de fases. En la
Figura 4.1.1.1 se presentan los sistemas con una relacion inicial O/S:C (indicada en cada tubo)
y tituladas con 100 % de fase acuosa. Como se puede observar, las relaciones 90/10 y 80/20 se
mantienen monofasicas en el equilibrio, Winsor tipo IV, cuando se tiene hasta el 100 % de fase
acuosa. Entre 70/30 y 40/60 se tienen sistemas Winsor tipo III donde las fases oleosa y acuosa
sin solubilizar coexisten con una fase intermedia de emulsion. A partir de 30/70 el exceso de
fase acuosa se mantiene en la parte inferior (Winsor tipo II). En ningiin momento se observo la

presencia de cristales liquidos.

20/80  30/70 40/60 50/50 60/40 _70/30 e

';" . §B

w |

Figura 4.1.1.1. Mezclas con relacion inicial O/S:C tituladas con 100 % de fase acuosa.
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Realizando un mapeo en la zona monofésica con el método de pesaje directo, se reveld
una zona amplia de nano-emulsion que pertenece a la zona multifasica ya que al someterlas a
las condiciones descritas en la metodologia se inducia la separacion de fases. En cambio, las
microemulsiones se mantuvieron monofasicas y transparentes en todo momento. Para la
formulacion de microemulsiones, generalmente se requirid mas de 45 % de surfactante. En la
Figura 4.1.1.2 se presenta el diagrama pseudo-ternario de fases del sistema O/ S:C (1:1) /ECM
obtenido a 25 °C, donde se indican las zonas de microemulsion (LE), nano-emulsion (nE) y

multifasica (2).

Brij 010:1 ,2-hex§modiol (1:1)
1

T=25°C

ME: microemulsion
nE: nano-emulsion
2@: multifasico

Fase acuosa
W Agua Milli-Q
H ECM

Fase acuosa 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0 Aceite de ricino

Figura 4.1.1.2. Diagrama de fases pseudo-ternario que muestra las distintas zonas del sistema fase acuosa/Brij
010:1,2-hexanodiol (1:1) /Aceite ricino. Obtenido a 25 °C. Comparando las zonas de nE cuando se tiene como
fase acuosa agua Milli-O o el ECM.

El diagrama pseudo-ternario de fases obtenido con el ECM como fase acuosa presenta
una zona 2@ muy similar a la encontrada por Rivera-Rangel [167] para los mismos sistemas
utilizando agua Milli-Q como fase acuosa (Figura 4.1.1.2). Sin embargo, al cambiar la fase
acuosa por ECM la zona de pE se observa reducida significativamente, sobre todo cuando se
tiene mas de 30 % de aceite en el sistema y, en general, se requiere mas surfactante para
mantener el sistema monoféasico. Esto puede deberse a la complejidad del ECM, que presenta

un mayor contenido de compuestos fenolicos que, por su polaridad, pueden estar
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interaccionando con los grupos etoxilo e hidroxilo del surfactante y co-surfactante, generando

una insuficiente adsorcion en la interfase agua/aceite.
Conductividad

El estudio de conductividad realizado sobre la linea de dilucion 30/70 (O/S:C) muestra cuatro
tendencias lineales, lo que sugiere que conforme se adiciona mas cantidad fase acuosa ocurren
cambios en las microestructuras del sistema. Las tendencias son las mismas cuando se adiciona
al sistema el ECM (Figura 4.1.1.3 a) y la solucion estandar de oro (Figura 4.1.1.3 b) como fase
acuosa. Se asignaron microestructuras del tipo W/O cuando se tiene menos del 25 % de fase
acuosa en el sistema. Entre 25 y 50 % ocurre un cambio en la tendencia, asignandolo a
estructuras bicontinuas. Cuando se tiene mas de 50 % de fase acuosa la conductividad
incrementa en mayor medida conforme se adiciona méas fase acuosa, teniendo microestructuras

del tipo O/W.
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Figura 4.1.1.3. Curvas de conductividad siguiendo la linea de dilucion 30/70 (diagrama) adicionando
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a) ECM y b) solucion estandar de oro como fase acuosa.
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A partir de 75 % de fase acuosa ocurre la separacion de fases, este cambio en el limite
multifasico puede deberse a un efecto de salting-out debido al exceso de la sal y del acido
inorganico ocasionando la pérdida de solubilidad [168]. Cuando se adiciona el precursor como
fase acuosa, notese que las unidades cambian de uS/cm?a mS/cm?, este gran incremento en la
conductividad se debe a que los iones hidronio en el medio pueden estar protonando los grupos
etoxilo del surfactante adsorbido en la interfase promoviendo el movimiento de cargas [169],

ademas de la presencia de los iones Au** y CI” disociados en el medio.

4.1.2. Caracterizacion de las AuNPs

Se probaron una serie de composiciones para la obtencion de AuNPs en los sistemas
microemulsionados y nano-emulsionados. Las composiciones de cada punto probado se
presentan en la Tabla 2.2-1. Un ligero cambio en la coloracion del sistema indico el inicio de
la reaccion, la coloracion final que adquirié el sistema coloidal se alcanzé después de 100

minutos de reaccion.
Banda de resonancia de plasmon de superficie (SPRB)

En la Figura 4.1.2.1 se presentan los espectros de las nanoparticulas obtenidas en las diferentes
composiciones. En la Figura 4.1.2.1 a se presentan los espectros de las muestras A, B2 y C3
que contienen la menor cantidad de fase acuosa evaluada (30 %), como se puede observar,
presentan la SPRB mas anchas y con menor absorbancia, caracteristicas de AuNPs de tamafios
muy pequeios [43]. La coloracion en A y B2 es rosa claro. En C3 esta coloracion rosada es
apenas perceptible, con una absorbancia minima de 0.099 a 1,5, = 513 nm, aunque la cantidad
de fase acuosa es la misma, la cantidad de surfactante para ayudar a estabilizar la interfase en

C3 es menor.

Al incrementar un 5 % la cantidad de fase acuosa en el sistema (Figura 4.1.2.1 b) se
aprecia inmediatamente una coloracion magenta de las AuNPs, la SPRB aumenta su intensidad
y se muestra mucho mas definida, lo que sugiere que ocurre un incremento de tamafio por la
forma de la banda. Ademas de obtener una mayor cantidad de AuNPs sintetizadas, debido al
incremento de la fase acuosa que esta relacionada con la concentracion de precursor y reductor
en el medio. También se observa que la SPRB de la muestra B est4 ligeramente desplazada hacia

el rojo, esto puede relacionarse con una diferencia en el tamafio de nanoparticulas obtenidas en
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ambas muestras, siendo las de la muestra B de mayor tamano. El contenido de surfactante para

C2 es 5 % mayor que para B, lo que podria ayudar a controlar el crecimiento de estas.

Las muestras C y D (Figura 4.1.2.1 ¢), con una cantidad de fase acuosa igual a 40 %,

presentan una coloracion muy distinta y los espectros UV-vis correspondientes también se

observan distintos. El espectro de la muestra D presenta un alargamiento de la banda y un

desplazamiento de la 4,5, @ 536 nm, su composicion se encuentra en el limite entre uE y nE,

por lo que el cambio en la estabilidad del sistema en ese limite podria estar influyendo en el

tamafio o en la polidispersidad de las AuNPs formadas.
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Figura 4.1.2.1. Espectro UV-vis las AuNPs obtenidas en las composiciones a) A, B2y C3;, b) By C2; ¢) Cy
Dy, d) E, FyG. En los recuadros se presenta el aspecto fisico de los sistemas coloidales después de 100
minutos de reaccion en los sistemas de microemulsion y nano-emulsion.

Los puntos E, F y G con 50, 55 y 60 % de fase acuosa, respectivamente, fueron

sintetizadas en nano-emulsiones del tipo O/W. Las tres muestras presentan una coloracion muy

similar y una A,,,5, alrededor de a 533 nm. El ancho de la SPRB disminuye a mayor cantidad de
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fase acuosa (Figura 4.1.2.1 d), por lo que las muestras con bandas mas anchas podrian tratarse
de AuNPs de menor tamafio. Ademas de que se observa un desplazamiento hacia el rojo de la
Amax €n el orden siguiente E, F y G, esto también se relaciona con un incremento en el tamafio
de las nanoparticulas. La intensidad de las bandas corresponde a la cantidad de fase acuosa en
el sistema, lo que se podria relacionar con la concentracion de AuNPs obtenidas. En la Tabla

4.1.2-1 se presentan las longitudes de onda méxima de la SPRB de cada una de las AuNPs.

Tabla 4.1.2-1. Longitud de onda maxima de las AuNPs
sintetizadas en los sistemas micro y nano-emulsionados con
diferentes composiciones O/S:C/W.

Composicion Amax

Muestra (O/S:C/W) (nm)
A (10/60/30) 527.6
B2 (15/55/30) 525.9
C3 (20/50/30) 521.5
B (10/55/35) 529.1
C2 (15/50/35) 532.4
C (10/50/40) 544.9
D (10/45/45) 536.4
E (10/40/50) 532.7
F (10/35/55) 532.8
G (10/30/60) 536.0

Se probd una composicion (N) a menor cantidad de fase oleosa (5 %). Sin embargo, no
se observo reaccion aparente, el sistema se mantuvo sin cambios de coloracion y tras la
centrifugacion no se separd material solido. Esto indica que la fase oleosa est4 involucrada con

la reactividad de los sistemas.

Tamario de nanoparticula

Para determinar el tamafio de nanoparticula se midi6 el Ry de las AuNPs obtenidas en cada
composicion, resuspendidas en agua. Los graficos de distribuciones de tamafio por intensidad
indican que se tratan de muestras de alta polidispersidad, presentando de una a tres
distribuciones de tamaio diferentes. En la Figura 4.1.2.2 se presenta el grafico de distribucion
de tamafios por intensidad de las muestras E, F y G. Como se puede observar, las nanoparticulas
E presentan tres distribuciones de tamafo, las més pequenas alrededor de 30 nm, otras en 200
nm y una pequeiia distribucion de particulas de gran tamafio alrededor de 5010 nm. Las AuNPs

F incrementan las distribuciones de tamafios hasta 90 nm, 430 nm y 5280 nm. En el caso de la
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muestra G, solo presenta dos distribuciones que también se observan desplazadas a mayor
tamafio, 92 nm y 560 nm, respectivamente. Esto puede estar relacionado con la anisotropia de

las muestras, esto quiere decir, que las AuNPs obtenidas no presenten morfologias esféricas.
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Figura 4.1.2.2. Grdfica de la distribucion del tamario de particula
obtenido mediante DLS por intensidad de las muestras E, F'y G.

Debido a la polidispersidad que presentan las muestras el tamafio promedio (z-Average)
por intensidad medido con DLS no es una herramienta determinante para conocer el tamafio
promedio de las muestras. Para complementar las observaciones obtenidas por DLS se midio el
didmetro de particula a partir de las micrografias STEM. En la Figura 4.1.2.3 a y b se presentan
los graficos del tamafio de particula promedio obtenidos mediante DLS y STEM,
respectivamente. Cabe destacar que los tamaios de particula promedio obtenidos mediante DLS
son mucho mayores que los observados por STEM ya que se estd midiendo el Ry de la
nanoparticula, la materia organica que se encuentre recubriendo las nanoparticulas se vera

reflejada en las mediciones, ademés de la aglomeracion y anisotropia que presenten las

muestras.

Realizando una comparacion entre los resultados de ambas técnicas, se observa que los
tamafios las nanoparticulas tienen un comportamiento similar, que se puede relacionar con el
comportamiento fasico del sistema. Las muestras B2, C2 y D que tienen la misma cantidad de
aceite (15 %) fueron sintetizadas en pE bicontinuas y al adicionar més cantidad de fase acuosa
(de 30 a 40 %) estas incrementan su tamafio. Lo mismo se observa en STEM para las muestras
B2 (19.8 £ 6.5 nm) y C2 (24.9 £+ 6.5 nm). En estas composiciones tanto la fase acuosa como la

fase oleosa se encuentran como fases dispersas y el crecimiento de las AuNPs estara delimitado
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por el tamafio de los canales de fase acuosa de la microestructura bicontinua, por lo que al

incrementar la fase acuosa se esperan tamafios de nanoparticula mayores.
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Figura 4.1.2.3. Distribucion de tamario de particula promedio de las AuNPs sintetizadas en diferentes
composiciones, obtenido mediante a) DLS y b) STEM.

Las muestras E, F y G se sintetizaron en nE del tipo O/W con 10 % de fase oleosa y
parecen seguir una tendencia lineal conforme se adiciona mayor cantidad de fase acuosa (de 50
a 60 %). Los tamafios de particula promedio fueron de 19.9 + 5.3 nm, 26.6 + 8.6 nm y 40.1 £+
8.8 nm, respectivamente, teniendo el mayor tamafo de nanoparticula cuando se tiene mayor
cantidad de fase acuosa (muestra G). Aunado a esto, la cantidad de surfactante en el sistema
disminuye conforme se tiene mas fase acuosa, por lo que al surfactante se le puede atribuir el
control sobre el crecimiento de las nanoparticulas. En D (27.7 £ 8.1 nm) ocurre la transicion de
LE a nE, por esta razon es que con ambas técnicas se observa que la tendencia en el crecimiento

del tamano de particula cambia.

Observando las micrografias STEM presentadas en la Figura 4.1.2.4, se pueden
distinguir que las AuNPs adquieren morfologias esféricas y, cuando las nanoparticulas son
notablemente més grandes, se alcanzan a distinguir morfologias poliédricas, lo cual se puede
relacionar con las dispersiones observadas mediante DLS. Las AuNPs que presentan menor
tamafio son las muestras B2 y E (Figura 4.1.2.4 a y e) y se puede apreciar que alcanzaron un
mayor tamafo las AuNPs de la muestra G (Figura 4.1.2.4 f). Las AuNPs D (Figura 4.1.2.4 ¢)
presentan un mayor grado de aglomeracion y en el histograma se tiene una mayor distribucion

de tamafios, lo que refleja la inestabilidad del sistema en ese punto.
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Figura 4.1.2.4. Micrografias STEM de las AuNPs a una escala de 2 um y 200 nm, acompanadas del histograma
de distribucion del diametro de nanoparticula de las muestras a) B2, b) C2, c) D, d) E, e) F y f) G.

El potencial { de las AuNPs sintetizadas se encuentra entre —21.2 y —28.3 mV, lo que
quiere decir que la superficie de las nanoparticulas esta cargada negativamente por grupos

electrodonadores y que, aunque pueden permanecer suspendidas en medio acuoso por periodos
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de tiempo considerables, el sistema coloidal no presenta la suficiente estabilidad ante la
aglomeracion. Esto ultimo puede relacionarse con la polidispersidad de las nanoparticulas que
se observo por DLS. En la Figura 4.1.2.5 se presentan los valores del potencial { medido para

las diferentes muestras.
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Figura 4.1.2.5. Potencial Z de las AuNPs sintetizadas con diferentes composiciones
en los sistemas microemulsionados y nano-emulsionados.

4.1.3. Estudio de la influencia del pH en los sistemas

Al probar la sintesis en el punto de nano-emulsion G modificando el pH de la solucion estandar
de oro, empleada como precursor, desde 0 a 0.5, 1 y 1.5 no se observaron cambios en la
coloracion que indiquen que la reaccion tuvo lugar hasta después de 24 horas. Un mecanismo
de reaccion lento suele conducir a la obtencién de nanoparticulas de gran tamafio. Después de
cinco dias el color azul en los sistemas se hace mas visible, la SPRB de las AuNPs es una banda
muy ancha que abarca desde los 550 nm hasta 720 nm y tiene una absorbancia minima como se
puede observar en la Figura 4.1.3.1. En algunos trabajos se ha reportado que las nano-estrellas
de oro presentan una banda de absorcion muy amplia que se extiendes desde la region visible
hasta el infrarrojo cercano, de 600 a 900 nm, y una banda de absorcién mas débil por debajo de
los 500 nm, la banda de absorcion en la region del infrarrojo cercano depende del ntimero de

puntas ramificadas en el ntcleo de oro [170, 171]. La imagen STEM de las AuNPs azules
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obtenidas cuando el pH del precursor es 1.5 se presenta en la Figura 4.1.3.2, donde se observa
que las AuNPs adquirieron una morfologia esférica rodeada de picos con tamafnio promedio de
82.3 + 30.8 nm. Esto corrobora la presencia de otros modos de resonancia observados mediante
UV-vis.
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Figura 4.1.3.1. Espectros UV-vis de las AuNPs sintetizadas en la nano-emulsion G
sin modificar (0) y modificando el pH del precursor de 0.5 a 1.5. En el recuadro se
presenta la apariencia fisica de las AuNPs variando el pH del precursor.
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Figura 4.1.3.2. Micrografia STEM de las AuNPs sintetizadas en
la nano-emulsion G modificando el pH del precursor a 1.5.
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Al modificar el pH del precursor la reactividad del sistema se ve afectada
significativamente [41], lo que se refleja en una reaccion muy lenta puesto que la reduccion no
se ve favorecida. Ademas, se distingue una coloracion mas azulada en la muestra con mayor pH
y con una banda de mayor intensidad. A pH menos acido se puede tener la presencia de
complejos de oro como AuCl3(OH) [172], que dificulta la reduccion del Au**. El potencial
de las AuNPs a las que se les modifico el pH del precursor aumenta conforme se incrementa el
pH, esto sugiere que los grupos sobre la superficie de las AuNPs también se ven ionizados

incrementando la carga negativa en la superficie.

Tabla 4.1.3-1. Resultados de la sintesis de AuNPs modificando y sin
modificar el pH del precursor.

pH precursor pH nE después  Potencial {
de la sintesis (mV)
0 (sin modificar) 1 -27.4
0.5 4 -23.3
1 5 -26.4
1.5 5 -28.9

En la Tabla 4.1.3-1 se presenta el cambio en el pH del sistema de nE después de la
reaccion para la muestra cero (sin modificaciones de ningln tipo) y las muestras con diferente
pH, asi como el potencial { de las AuNPs. El pH de la nE con Unicamente el ECM al 4 % en

fase acuosa es igual a 6.
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Figura 4.1.3.3. Espectro UV-vis de las AuNPs sintetizadas en la nano-emulsion G disminuyendo el
pH del ECM (1) y sin modificacion alguna (0). Recuadro: aspecto de las AuNPs.
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Por otra parte, se realiz6 un experimento disminuyendo el pH del ECM al 4 % desde 6.2
a 1.1, en el mismo punto de nE (G) manteniendo el precursor sin modificar. El aspecto de las
AuNPs es similar (recuadro de la Figura 4.1.3.3), la SPRB de la muestra a pH mas bajo (muestra
1) presenta un efecto hipsocromico y una nueva banda por encima de 600 nm, esto es debido a
la protonacion de los compuestos presentes en el ECM en condiciones 4cidas. El cambio mas
evidente se obtuvo en la velocidad de la reaccion. En condiciones normales el cambio en la
coloracion sucedio a los 105 minutos de reaccion (muestra 0) y llevando a cabo la sintesis en
pH mas acido el color magenta se presentd antes de los 45 minutos, viéndose favorecida la
cinética de la reaccion. La protonacion de los grupos etoxilo del surfactante podria favorecer la

interaccion del ion metalico con los componentes antioxidantes del ECM a ese pH.

4.1.4. Funcionalizacion de las AuNPs y propiedades SERS

Con la finalidad de observar si la superficie de las nanoparticulas de oro conservé cierta
funcionalizacioén por parte del extracto, varias muestras fueron analizadas con la técnica de
micro-Raman. Para evaluar la capacidad de las AuNPs sintetizadas por este método para mejorar
la sefial Raman del extracto, se realizd un experimento con las AuNPs sintetizadas en la nano-

emulsion F y el ECM al 10 %.

Como se puede observar en la Figura 4.1.4.1 los espectros de las diferentes muestras de
AuNPs muestran bandas con intensidades Raman considerables y comparten sefiales en comun.
La banda de mayor intensidad observada a 1585 cm™ puede relacionarse con la banda
caracteristica de la vibracion de alargamiento Ar—C=0O de compuestos flavonoides. Las bandas
anchas que se encuentran entre 2931 y 2849 cm™! se deben a sefiales de alargamiento del grupo
CH: de compuestos poli-etoxilados [173]. La sefial a 1362 cm™! indica sefiales de flexion en el
plano de enlaces O—H, en esa region también se encuentran sefales de alargamiento de enlaces
C=C de fenoles. Esto sugiere que la superficie de las nanoparticulas estd recubierta,
principalmente, por grupos funcionales hidroxilados de tipo aromaticos, asi como fracciones del
surfactante empleado. Las sefiales de intensidad débil que se encuentran en 2449 y 2237 cm’!
no son apreciables en el espectro Raman del ECM al 10 % presentado en la Figura 3.1.2.1, las
cuales no son caracteristicas de compuestos fendlicos. Las vibraciones Au—-O se esperan

encontrar alrededor de 580 cm™ [174, 175]. Vibraciones de alargamiento de enlaces Au-S, se
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pueden encontrar entre 270-240 cm™ [176]. Las sefiales encontradas por debajo de 200 cm™' son

parte de la huella dactilar de las muestras.
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Figura 4.1.4.1. Espectros de dispersion Raman de las AuNPs F, E, D2, C2 y B2.
Adquirido con laser de 532 nm, 64 exposiciones por 1 segundo, lente de 50 X, potencia
de 7 mW, aperturas con ranura 50 um (B2 y E) y orificio de 50 um (D2, C2 y F).
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Figura 4.1.4.2. Espectro SERS del ECM al 10 % con AuNPs sintetizadas (linea azul). Adquirido con un laser
de 633 nm, potencia de 8 mW, objetivo de 50 X, 64 exposiciones por un segundo y una apertura con orificio de
25 um. Comparado con el espectro del ECM al 10 % (linea roja), presentado en la Figura 3.1.2.1.

En la Figura 4.1.4.2 se presenta el espectro SERS que, comparado con el espectro del
ECM (linea roja), muestra la evidente amplificacion de las sefiales Raman del ECM,
incrementando su intensidad maxima hasta 7000 unidades. Al intentar adquirir el espectro del
ECM bajo las mismas condiciones que el espectro SERS, no se lograron observar senales
Raman. En la region entre 1600 — 600 cm™, se observa un efecto de fotoblanqueo, aunque logran
distinguirse claramente las sefiales Raman. La asignacion de las sefiales de este espectro es
similar a la realizada en la Tabla 3.1.2-1, algunas sefales se encuentran desplazadas (2910,
1590, 1478, 1334, 1228, 1159, 946, 677 y 528 cm™'), mientras que otras se mantienen en el
mismo numero de onda. En el espectro SERS logran distinguirse nuevas sefiales de intensidad
muy débil: la sefial a 3054 cm™! corresponde a vibraciones de alargamiento C—H de compuestos

aromaticos. La sefial a 1028 cm™ de intensidad media involucra interacciones de anillo, en la
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catequina se presenta una seilal media a 1024 cm™ [161]. La sefial a 753 implica vibraciones de
torsion de enlaces H-C—C de anillo. El efecto SERS permite observar sefiales a 2222 y 2110
cm™' que no suelen asignarse a compuestos fendlicos, la presencia de heterodtomos podria

relacionarse con estas bandas.

4.1.5. Conclusiones Parciales

— En el diagrama pseudo-ternario de fases del sistema aceite de ricino/ Brij O10: 1,2-
hexanodiol/ extracto acuoso de hojas de chaya maya, se distingue una zona multifésica, una
zona intermedia de nano-emulsion que deben ser preparadas por titulacion para conseguir
su estabilidad y; una zona monofésica de microemulsiones.

— Los sistemas de microemulsiones y nano-emulsiones compuestos por aceite de ricino/ Brij
O10: 1,2-hexanodiol/ fase acuosa, permitieron obtener AuNPs empleando un agente
reductor verde como lo fue el extracto acuoso de hojas de Chaya maya.

— Una de las ventajas del sistema es que al emplear el precursor inorgéanico y el reductor en la
misma fase acuosa, se lograron obtener tamafios de nanoparticula controlados siguiendo una
metodologia simple en comparacion del método de las dos microemulsiones. Ademas de
que no requiri6 de aporte energético adicional y se llevo a cabo en condiciones suaves.

— El comportamiento fasico del sistema y la cantidad de fase acuosa influyeron la formacion
de las nanoparticulas de oro, otorgando ademds una alta estabilidad. Teniendo que al
incrementar la cantidad de fase acuosa en el sistema se obtiene una mayor concentracion de
AuNPs. Cuando se tienen microestructuras bicontinuas, el tamafio de las AuNPs esta
delimitado por los canalitos de fase acuosa en las estructuras de tipo esponja. Cuando se
tienen nano-emulsiones del tipo aceite en agua, la formacidn de las nanoparticulas se lleva
a cabo en la fase continua, y el tamafio de las AuNPs es controlado por la cantidad de
surfactante en el sistema.

— El pH influye en la reactividad de las especies presentes en el sistema y, como consecuencia
el mecanismo de formacion de las AuNPs se ve afectado.

— La superficie de las AuNPs se encuentra recubierta por compuestos organicos provenientes
posiblemente del extracto de chaya maya. Ademas, las AuNPs presentaron un efecto SERS

bastante bueno para la amplificacion de las sefiales del extracto.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso de hojas de Chaya maya estd constituido principalmente por compuestos
polifendlicos y presenta una buena capacidad antioxidante. El empleo de hojas frescas para la
preparacion del extracto trae consigo algunas desventajas que recaen en variaciones de los
resultados obtenidos.

El extracto acuoso de hojas de C. chayamansa, tiene la capacidad de reducir los iones de
Au*" a oro elemental. Sin embargo, no es posible controlar el crecimiento de las nanoparticulas
formadas inicialmente, creciendo hasta tamafios de particula fuera del rango nanométrico. En la
sintesis directa, la concentracion de precursor tiene influencia sobre el tamafio que alcanzan las
particulas al inicio de la reaccion. Respecto a la concentracion del extracto, se puede decir que
se tiene una relacion lineal con la cantidad de nanoparticulas producidas al inicio de la reaccion.

Los sistemas microemulsionados y nano-emulsionados, compuestos por aceite de ricino/
Brij O10: 1,2-hexanodiol/ fase acuosa, ayudaron a controlar la formacion de las nanoparticulas
de oro otorgdndoles, ademds, una alta estabilidad. El comportamiento fasico del sistema, la
cantidad de fase acuosa y surfactante influyeron en el tamafio de nanoparticula. El crecimiento
de las nanoparticulas depende de la microestructura presente en el sistema, esto se puede
controlar variando la composicién del sistema. El pH afecta la reactividad de las especies
presentes en el sistema, a pH acido el mecanismo de formacion de las nanoparticulas de oro se
favorece cinéticamente. Las nanoparticulas de oro sintetizadas mostraron muy buenos
resultados para su aplicacion en SERS.

Las ventajas del método de sintesis aqui propuesto son que permite incorporar el reductor
verde y el precursor inorganico en la misma fase acuosa, obteniendo tamafios de nanoparticula
controlados siguiendo una metodologia simple. Y que no requiere aporte energético adicional,

llevandose a cabo en condiciones suaves.
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PERSPECTIVAS

PERSPECTIVAS

El extracto acuoso de hojas de Chaya maya demostr6 ser un potencial candidato como
agente reduccion en la obtencion de nanoparticulas metalicas, es necesario estandarizar la
obtencidn del extracto para mejorar la calidad de los resultados.

El método de sintesis propuesto en esta tesis con el uso de sistemas microemulsionados
y nano-emulsionados como nano-reactores abre la puerta a profundizar en el estudio de los
sistemas variando las relaciones entre los componentes involucrados y/o bajo nuevas
condiciones experimentales, como el empleo de otro tipo de precursores. Otro aspecto
sumamente interesante es que las velocidades de reaccion por esta via permiten estudiar y

proponer mecanismos de formacion de las nanoparticulas.

PARTICIPACIONES

Parte del presente proyecto de investigacion de
dio a conocer en la /Ith International Colloids
Conference, llevada a cabo en Lisboa,

Portugal. Y en el XIX encuentro Participacion

de la Mujer en la Ciencia, Realizado en Ledn,

Guanajuato.
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