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RESUMEN.

Debido a las propiedades que exhiben las nanoparticulas metalicas, surge el interés por desarrollar
nuevos métodos de sintesis para encontrar las condiciones necesarias para su estabilizacion y que éstos
resulten respetuosos del medio ambiente. En el presente trabajo se establecieron las condiciones
experimentales para la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) usando como agente reductor de los
iones de Au*® y estabilizador de las AuNPs, el extracto de Cupressus goveniana. Cabe destacar que es
importante estableces las condiciones de sintesis Optimas, dado que éstas influyen directamente en el
tamafio, morfologia, estabilidad y propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas obtenidas. El
extracto se caracterizd por espectroscopia de FTIR encontrando grupos C=0, C-N, C-OH, a quienes se
les atribuye la capacidad reductora de los iones Au*®, posteriormente se realizaron diferentes relaciones
de concentracion extracto-agente precursor para determinar las condiciones experimentales mas
apropiadas. Las AUNPs se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Visible, observandose
plasmones de absorbancia entre 530 y 560 nm caracteristicos de estas nanoparticulas, también se
caracterizaron por microscopia electronica de barrido, corrobordndose los tamafios nanométricos,
finalmente se evalud la capacidad reductora del extracto mediante voltamperometria ciclica,
observandose los intervalos de los procesos de reduccién y oxidacién de la especie idnica.
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1. INTRODUCCION

La quimica verde es una herramienta que ayuda a idear métodos innovadores y eficaces para crear
materiales y/o sustancias quimicas que sean eco-amigables y contribuyan a la sustentabilidad [1]. La
quimica verde busca generar conocimientos para después aplicarlos en procesos industriales, por esto,
es considerada una fusion de diversas disciplinas: ecologia, toxicologia, ingenieria y quimica [2]. La
aplicacion en la nanotecnologia de métodos desarrollados a traves de la quimica verde ha tomado
mucha importancia en los Gltimos afios, ya que la generacion de nanoparticulas metalicas ha supuesto
el desarrollo de nuevas técnicas de fabricacion menos costosas y agresivas con el medio; tomando esto
como base, la nanobiotecnologia combina principios bioldgicos con procedimientos fisicos y quimicos
para generar particulas nanométricas con funciones especificas a partir de moléculas bioldgicas. Esta
disciplina representa una alternativa econdmica comparada con otros métodos tradicionales de
formacion de nanoparticulas [3,4].

Un método reciente y probablemente el mas rapido, consiste en utilizar el extracto acuoso de plantas,
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de esta forma se aprovecha la capacidad antioxidante de los compuestos naturales presentes en las
plantas, metabolitos reductores y estabilizantes, tales como compuestos fendlicos, flavonoides,
polifenoles, azucares reducidos, bases nitrogenadas y aminoéacidos [5].

Durante la sintesis de nanoparticulas las condiciones experimentales y las interacciones existentes entre
los agentes reductores presentes en el extracto de la planta y los iones del metal influyen directamente
en el tamafio, morfologia y estabilidad, asi como en las propiedades fisicoquimicas de las particulas [6]
por lo que resulta indispensable determinar los grupos funcionales presentes en los extractos, a los que
se les puede atribuir la capacidad reductora de los iones metalicos.

El interés en sintetizar nanoparticulas de metales nobles y, mas especificamente, las nanoparticulas de
oro (AuNPs), radica en sus excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su
tamafio nanométrico. Las AuNPs se producen en distintos tamafios y formas, tales como nanoesferas,
nanobarras, nanocascaras y nanojaulas; asi mismo, pueden ser facilmente funcionalizadas con un
amplio abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros, sondas de diagndstico, farmacos, material
genetico, etc.). Todo esto hace que las AuNPs despierten un gran interés en distintos campos, pero
especialmente en los sectores biomédico y alimentario [7].

La obtencion de las AuNPs se comprueba en primera estancia de manera visual con los cambios en la
coloracion del extracto al adicionar el agente precursor, y se corrobora mediante espectroscopia de UV-
Visible. En esta técnica una especie quimica absorbe radiacion UV-Vis, y la energia adquirida por el
sistema causa la transicion de un electron de un estado basal o fundamental (EF) a uno excitado (EE)
[8]. En el caso de las nanoparticulas se presenta el fendmeno de la banda del plasmén de superficie
producido debido a que las nanoparticulas metalicas cuentan con un nimero determinado de electrones
libres confinados en un espacio muy pequefio y sus electrones superficiales son capaces de interactuar
con la radiacion electromagnética. En las nanoparticulas metélicas manifiestan una resonancia
plasmonica localizada ya que la nanoparticula es mucho menor que la longitud de la onda de luz
incidente. Este fendmeno en nanoparticulas de plata y oro produce una respuesta en el UV, por lo que
reflejan longitudes de onda en el visible, por ejemplo, para las nanoparticulas de oro, soluciones de
distintos tamarfios presentan colores que van desde el parpura hasta el marron. Este suceso es altamente
dependiente de la forma, tamafio, cristalinidad y naturaleza de las nanoparticulas, asi como de las
condiciones fisicas y quimicas de su medio circundante [9]. Las nanoesferas de oro presentan una
banda de absorbancia en el rango de 510-550 nm. EIl desplazamiento de dicho pico hacia longitudes de
onda mayores se asocia a un incremento en el tamafio de las nanoparticulas mientras que el
ensanchamiento de la banda de absorcion indica una mayor distribucion de dichos tamarios y formas
[10].

En el presente trabajo, se utiliza el extracto de Cupressus goveniana que funciona como agente
reductor de los iones Au®* a Au® y estabilizador de las nanoparticulas obtenidas. Esta especie se
presenta en la figural, pertenece a la familia Cupresaceae, y puede alcanzar dimensiones de hasta 43 m
de altura 'y 12 m de didmetro. El follaje es de color verde oscuro, con hojas escamosas aciculares de 1-
1.5 mm de largo [11]. Las estructuras reproductivas constan de pequefios conos de 11 a 24 mm de largo
y casi esféricos, mientras que las semillas son de 3 a 5 mm de largo y muestran un par de alas laterales.
La especie esta ampliamente distribuida en México principalmente por motivos ornamentales y su
cultivo no presenta problemas en climas templados. Generalmente el género Cupressus se considera
con potencial medicinal. Entre los principales compuestos identificados en este género se encuentran
hidrocarburos monoterpénicos, por ejemplo, pineno, fenaldreno y flavonoides como el quercetin
glucosido. [11, 12].
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Figura 1. Hojas de Cupressus goveniana.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. Obtencidn del extracto.
La recoleccion de las hojas para la preparacion del extracto se llev6 a cabo siguiendo parametros tales
como una previa identificacion taxonomica de la planta, verificando que las hojas estuvieran en buenas
condiciones, frescas y sin evidencia de plagas, éstas fueron lavadas con agua destilada y después se
dejaron secar. El extracto se obtuvo a una concentracion del 2.5% con agua desionizada a una
temperatura de 80°C, se dejo enfriar y se reservé una muestra para utilizarla como referencia en los
andlisis posteriores.

2.2. Caracterizacion del extracto de Cupressus goveniana por FTIR.
El extracto de C. goveniana se caracterizo por espectroscopia de FTIR con lo que se determinaron los
principales grupos funcionales presentes, a los que se les pueda atribuir la capacidad reductora de los
iones Au*s,

2.3. Sintesis de AUNPs.
Para sintetizar las AuNPs se mezclaron extracto de C. goveniana y una solucion de Au*® que fungieron
como agente reductor y agente precursor, respectivamente. Todas las experimentaciones fueron
Ilevadas a cabo en agitaciéon constante y adicionando 10mL de la solucion precursora en alicuotas de
2mL cada 10 minutos, la temperatura se trabajé en un rango de 80-86°C. El agente reductor poseia una
concentracion del 2.5 % masa-volumen mientras que el agente precursor 10, 20 y 30 mgL™™.

2.4. Analisis visual y por espectroscopia de UV-Vis.
La bio-reduccién de los iones Au®* a Au cerovalente en forma de nanoparticulas fue monitoreada con
un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 35 de doble haz en distintos intervalos de longitud de
onda, usando cubetas de cuarzo de 1 cm de camino dptico.

2.5. Microscopia electronica de barrido.
La preparacion de la muestra para MEB se llevé a cabo sobre un portamuestras pulido y depositando
las AuNPs coloidales, posteriormente se sometieron a una temperatura de 150°C para eliminar agua y
componentes organicos.
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2.6. Voltamperometria ciclica.
Para evaluar la capacidad reductora del extracto de C. goveniana, se llevaron a cabo voltamperometrias
ciclicas en una celda tipica de 3 electrodos, utilizando un electrodo de trabajo de Pt vs ECS a una
velocidad de barrido de 1.5 mVs™.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. FTIR

En la figura 2 se muestra el espectro de FTIR donde se identificaron los diferentes grupos funcionales
presentes en el extracto de Cupressus goveniana. Una banda intensa y ancha en ~3435 cm™ es
atribuida a la frecuencia de estiramiento N-H de las aminas y una superposicion de un enlace O-H. En
1038 cm™ se aprecia una banda de absorcion que se atribuye a un enlace C-OH de un alcohol primario,
2301 cm™ y 2342 cm™! son consideradas para el enlace C-N de las aminas y a la presencia de grupos
diazo. Mediante el estudio espectroscopico FTIR del extracto de C. goveniana y la identificacion de los
principales grupos funcionales presentes en el extracto, se puede atribuir a éstos la capacidad reductora
de los iones Au3* a Au® para la obtencion de las nanoparticulas.
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Figura 2. Espectro FTIR del extracto de C. aovenniana
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3.2. Analisis visual y espectroscopia UV-Vis.
En todas las experimentaciones de tomaron muestras en cada adicién de la solucion precursora para
comparar el cambio de coloracion, iniciando con una solucion casi incolora hasta una rosada (figura 3),
también se llevd a cabo la medicion del pH al extracto antes y después de la adicidn del precursor; el
extracto inicial presenta un pH de 7 y aumenta su acidez hasta conseguir un pH 2.
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Figura 3. Comparacion visual de las muestras de AuNPs coloidales tomadas cada 10 minutos durante
la sintesis.

En la figura 4 se presenta un espectrograma en donde se grafica la absorbancia con respecto a la
longitud de onda, en este se aprecia que el extracto no manifiesta plasmones de absorbancia en la
regién de estudio del UV-Vis. Un plasmén de absorbancia a una longitud de onda de 473 a 720 nm que
pertenece a la muestra tomada después de 50 minutos de reaccion, mostrando la mayor absorbancia a
una longitud de onda de 551 nm, indica la presencia de nanoparticulas.
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Figura 4. Espectrograma UV-Vis para las muestras de AuNPs coloidales obtenidas a una
concentracion del agente precursor: 10mg L. Filtracion del extracto en caliente.

El espectrograma de la figura 5 pertenece a una serie de muestras tomadas durante la sintesis de
AuUNPs, las cuales presentan plasmones de absorbancia con desplazamientos de 534 a 548 nm lo que
indica un crecimiento de las nanoparticulas; el ancho de la banda se encuentra entre 470 y 675 nm
alcanzando hasta 0.071 unidades a una longitud de onda de 548 nm para la muestra tomada al final de

la sintesis.
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Figura 5. Espectrograma UV-Vis para las muestras de AuNPs coloidales obtenidas a una
concentracion del agente precursor: 20mg L. Filtracidn del extracto en frio.

En la figura 6 se ilustra el espectrograma de las muestras de AuNPs coloidales sintetizadas a partir de
un agente precursor con concentracion inicial de 30 mgL* adicionado en alicuotas de 2mL cada 10
minutos al extracto filtrado en frio; no se observa un plasmén de absorbancia perteneciente al extracto,
sin embargo, para las muestras tomadas, los plasmones van de 480 a 700 nm, presentando un
desplazamiento de sus maximos de 536 a 556 nm con una absorbancia de hasta 0.11 unidades.
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Figura 6. Espectrograma UV-Vis para las muestras de AuNPs coloidales obtenidas a una
concentracion del agente precursor: 30mg L. Filtracion del extracto en frio.

Se considera que las nanoparticulas obtenidas mediante ésta Gltima metodologia poseen mejores
caracteristicas debido a que las bandas plasmonicas presentan mayor absorbancia y son mas angostas
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en comparacion a las obtenidas con las metodologias anteriores; asi mismo, se observd una mayor
estabilidad de las soluciones coloidales ya que tomaron mas tiempo en precipitarse.

3.3 Microscopia Electrénica de Barrido
Utilizando esta técnica de caracterizacién se corroboré el tamafio nanométrico de las particulas de oro.
En la figura 7, se muestran las micrografias de las nanoparticulas obtenidas y su analisis por EDS, que
evidencian el tamafio y composicién de las nanoparticulas obtenidas.
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Figura 7. a) Micrografias obtenidas mediante MEB las nanoparticulas muestran tamafios entre 120 y

130 nm (b) Analisis semicuantitaivo por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) que muestra la
composicion de Au.

En la figura 7(a) nanoparticulas con tamafios entre 120 y 130 nm sintetizadas a través de la
metodologia para obtener AuNPs (b) Analisis elemental mediante EDS que muestran la composicion
de oro de las nanoparticulas.

3.4. Voltamperometria Ciclica

En los resultados de la voltamperometria ciclica realizada al extracto de Cupressus goveniana (Figura 8
a) no se observan picos de oxidacion y reduccion. La figura 8 b representa el voltamperograma
obtenido de la sintesis de AuNPs coloidales donde se aprecian dos picos de reduccién, el primero en el
intervalo de potencial de 0.026 a -0.037 V y el segundo inicia en -0.07 V. El primer pico se atribuye a
la reduccion de los iones Au®" en Au® mientras que el segundo se asocia a la reduccion del medio.
Comparando ambos voltamperogramas, se evidencia el poder reductor del extracto de Cupressus
goveniana, pero también se comprueba que contintian en la solucion iones Au*3, ya que se aprecian los
procesos de reduccidn; sin embargo, es necesario aplicar otras técnicas electroquimicas que permitan
corroborar estos resultados.
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Figura 8. Voltamperograma obtenido utilizando un electrodo de Pt vs ECS con un contra electrodo
DSA a una velocidad de barrido de 15 mVs™ para a) el extracto de Cupresus goveniana con una
concentracion del 2.5% en la ventana de potencial -0.4 a 0.4 V y b) una muestra de AuNPs coloidales
sintetizadas con un agente precursor de concentracion inicial de 30 mgL™* en la ventana de potencial de
-0.2a0.2 V.

4. CONCLUSIONES

Los métodos de sintesis verde, como el desarrollado en este trabajo, brindan una ruta eco-amigable y
rentable para obtener nanoparticulas gracias al uso de los principios bioactivos de las plantas, los cuales
actian como agentes reductores y estabilizantes. El extracto de la especie Cupressus goveniana
permitio la obtencion de particulas de oro nanométricas gracias a su capacidad para reducir los iones
Au®* en Au®, atribuido a las macromoléculas presentes en la composicion quimica de la planta.

La obtencion de nanoparticulas de oro se corrobor6 mediante espectroscopia de UV-Vis donde se
obtuvo un plasmén de absorbancia que es caracteristico para las AUNPs a A de 550 nm. Asi mismo, se
monitoreo la reduccién de los iones Aud* a diferentes tiempos de sintesis afirmando el poder reductor
del extracto.

Los parametros 6ptimos para la sintesis de nanoparticulas se establecieron a una temperatura de 85°C,
con una concentracion de 2.5% del extracto de Cupressus goveniana y partiendo de un precursor de
iones Au®* con concentracion inicial de 30 mgL™. El tamafio nanometrico se evidencio mediante MEB
encontrandose tamafios entre 120-130 nm.
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