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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion se centrd en la sintesis verde y evaluacion microbioldgica
de los metabolitos secundarios del extracto acuoso de Bugambilia funcionalizados con
nanoparticulas de plata y 6xido de cobre. Para la obtenciéon de las nanoparticulas, se
desarrolld una ruta de sintesis verde en medio acuoso implementando extractos de
Bugambilia glabra roja, una planta nativa de climas tropicales que se encuentra en paises
de Surameérica y Centro América, como es el caso de México. Esta especie contiene una
variedad de metabolitos secundarios capaces de actuar como agentes reductores y
estabilizadores de reaccidn; ya que estdn compuestos por grupos funcionales calificados
como donadores o aceptores de electrones debido a su reactividad quimica. Logrando una
interaccion metal-metabolito permitiendo que el compuesto organico acaparé al metal

alrededor de su superficie formando asi las nanoparticulas estabilizadas.

Se empled una metodologia basada en dos procesos diferentes para cada precursor de los
metales, para el caso de la plata, se implementd solo 10 mL de AgNOs y 0.05 mL de extracto
acuoso de Bugambilia glabra a temperatura ambiente y agitaciéon constante, mientras que
(CuxO-NPs), se partio de 10 mL del precursor de CuSO4-5H,0, agregando 0.05 mL de extracto
de la planta, y Tween-80 como estabilizador de las nanoparticulas. Una vez sintetizados los
nanomateriales, se caracterizaron por medio de espectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier (FTIR), espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis), dispersion de
luz dinamica (DLS), microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de dispersiéon
de energia de rayos X (EDX). El espectro UV-Vis de la solucién de nanoparticulas de plata
mostroé la presencia del metal con un pico en aproximadamente en 475 nm. Ademas, se
evidenciaron tamafios, estabilidad coloidal (Potencial Zeta) y morfologias esféricas
homogéneas con valores entre 7.88 nm a 70 nm, y potencial Z entre 38 mV a 92.4 mV. Por
otro lado, la sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre conllevd a la oxidacién del metal
debido a la presencia de oxigeno en el ambiente, después de la reduccién con el extracto
de la Bugambilia, se agregd Tween-80 para aumentar la estabilidad coloidal de la solucion.

Los resultados de las caracterizaciones mostraron una senal en el espectro UV-Vis en



aproximadamente 247 nm, particular del éxido de cobre. Ademas, manifestaron tamafios
entres 47 nm a 90 nm, con morfologia esférica e irregular debido a la formacién de clusters.
Sin embargo, lograron una estabilidad con un potencial Zeta mayor a 50 mV. Estos
nanomateriales fueron evaluados contra cepas bacterianas de Escherichia coli (E. coli) y
Staphylococcus aureus (S. aureus), mostrando una mayor inhibicion para las nanoparticulas
de 6xido cobre con valores entre 20 mm a 30 mm, mientras que las nanoparticulas de plata
obtuvieron halos de inhibiciéon entre 13 mm a 15 mm, lo cual corrobora lo estipulado en la
literatura cientifica, sobre la excelente propiedades antibacteriana que presenta el cobre
frente microorganismos. En el caso de las nanoparticulas de 6xido de cobre, se ha reportado
gue tienden a generar especies reactivas (ROS) que provocan los danos celulares,

alteraciones en el ADN, oxidacién de las proteinas, entre otros.

ABSTRACT

The goals of this research was focused on the green synthesis and microbiological
evaluation of the secondary metabolites of the aqueous extract of Bugambilia
functionalized with nanoparticles of silver and copper oxide. To obtain the nanoparticles, a
green synthesis route was developed in an agueous medium, implementing extracts from
Bugambilia glabra red, a native tropical planfound in South and Central American countries,
such as Mexico. This species contains a variety of secondary metabolites capable of acting
as reducing agents and reaction stabilizers, since they are composed of functional groups
acting as electron donors or acceptors due to their chemical reactivity. Achieving a metal-
metabolite interactions allow the organic compound to accumulate metal around its

surface, thus forming stabilized nanoparticles.

A methodology based on two different processes was used for each metal precursor, in the
case of silver, only 10 mL of AgNO3z and 0.05 mL of aqueous extract of Bugambilia glabra
were used at room temperature and constant agitation, while (CuxO-NPs), were synthesized
starting with 10 mL of the CuSQ4-5H,0 precursor, adding 0.05 mL of plant extract, and
Tween-80 as a stabilizer for the nanoparticles. Once the nanomaterials were synthesized,

they were characterized by means of Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), visible
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ultraviolet spectroscopy (UV-Vis), dynamic light scattering (DLS), scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS). The UV-Vis spectra of
the silver nanoparticle solution showed the presence of the metal with a peak at
approximately 475 nm. In addition, sizes, colloidal stability (Zeta Potential) and
homogeneous spherical morphologies with size characteristics between 7.88 nm to 70 nm,
and Z potential from 38 mV to 92.4 mV were obtained. On the other hand, the synthesis of
copper oxide nanoparticles led to oxidation of the metal due to presence of oxygen in the
environment, after reduction with the Bugambilia extract, Tween-80 was added to increase
the colloidal stability of the solution. The results of the characterizations showed a signal in
the UV-Vis spectrum at approximately 247 nm, characteristic for copper oxide. In addition,
nanostructures with sizes between 47 nm to 90 nm were obtained, with spherical and
irregular morphology due to the formation of clusters. In addition, they presented good
stability with a Zeta potential greater than 50 mV. These nanomaterials were evaluated
against bacterial strains of Escherichia coli (E. coli) and Staphylococcus aureus (S. aureus),
showing greater inhibition for copper oxide nanoparticles with values between 20 mm and
30 mm, while silver nanoparticles obtained inhibition halos between 13 mm and 15 mm,
which corroborates what is stipulated in the scientific literature, on the excellent
antibacterial property of copper against microorganisms. In the case of copper oxide
nanoparticles, it has been reported that they tend to generate reactive species (ROS) that

cause cell damage, DNA alterations, protein oxidation, among others.
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Capitulo 1. Introduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

La sintesis de nanoparticulas (NPs) metdlicas ha generado un gran impacto a nivel cientifico
debido a las multiples aplicaciones que presentan estos materiales, y es que no solo se
implementan en la industria quimica, sino que se ha descubierto que tienen funciones
importantes para la industria farmacéutica. Durante muchos afios, se ha reportado que la
manera de obtener nanoparticulas en los rangos estipulados (1 nm a 100 nm) se enfocan
en dos métodos basados de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba. Donde el primero,
genera nanoparticulas partiendo de moléculas grandes a moléculas mas pequefias, y el
segundo, produce nanomateriales partiendo de compuestos pequefios [1]. Cada una de
estas metodologias se pueden llevar a cabo a través de procesos quimicos, fisicos y/o
biolégicos, donde los dos primeros suelen ser costosos y tienden a producir dafios
colaterales al medio ambiente y a la salud humana. Por lo que actualmente, se estdn
impulsando y desarrollando nuevas estrategias sintéticas en el area bioldgica que
involucran agentes naturales como extractos de plantas, frutos y microorganismos (hongos,
bacterias, etc.) que permitan la reduccién y estabilizacion de los metales en solucidn,
favoreciendo asi, una disminucion en el tamafio del nanomaterial formado [2]. Estas rutas
sintéticas han sido evaluadas y aceptadas por muchos investigadores del area, puesto que
se incluye a la quimica verde como rama principal del disefio experimental y, ademas, que
conlleva a la formacién del compuesto deseado sin la empleabilidad de solventes téxicos y
costosos, conjuntamente se implementan condiciones de reaccidn a bajas temperaturas y
presiones ambientales, lo que permite que no se produzcan compuestos peligrosos que
logren contaminar el habitat [2]. En funcidn de esto, la produccidn de nanoparticulas a
partir de extractos de plantas permite desarrollar tratamientos alternativos para combatir
enfermedades invasivas y cronicas en el sistema humano, y opcionalmente, reforzar
compuestos quimicos para aplicaciones industriales como detergentes, pinturas,
recubrimientos, envolturas, entre otras; logrando nanomateriales funcionalizados con
metabolitos secundarios que favorezcan una mejora en las propiedades bioldgicas de los

compuestos obtenidos, como antimicrobianas, anticancerigenas, antifungicas, etc. Muchos
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reportes cientificos, han demostrado que las Ag-NPs y CuxO-NPs reducidas con productos
naturales presentan excelentes actividades antimicrobianas favoreciendo la inhibicién de
crecimiento de bacterias. El hecho de que los metales estén rodeados por moléculas
organicas le brinda mayores aplicaciones como mejoras en su potencial de inhibicidn,
mayor interaccién de los grupos funcionales libres en reacciones quimicas, transporte
adecuado por el sistema digestivo afiadiendo una liberacién controlada del material. Esto
se debe a que estos fitocompuestos se constituyen por grupos funcionales que suelen ser

reactivos y tener funciones especificas en la medicina tradicional [3].

Para este trabajo de investigacion, se sintetizd y caracterizé los metabolitos secundarios
presentes en la Bugambilia glabra y se funcionalizaron con NPs, trabajando con metales
como la plata y el cobre, obteniendo propiedades fisicoquimicas como el didmetro de las
nanoparticulas, estabilidad coloidal, morfologia y potencial inhibitorio del crecimiento
bacteriano contra cepas de E. coliy S. aureus. Para esto, se busca desarrollar una estrategia
sintética facil, de bajo costo y sin el uso de solventes téxicos que produzcan los
nanomateriales de manera eficaz y que puedan ser escalados. Ademas, implementar
técnicas de caracterizacion como FT-IR, UV-Vis, DLS, SEM y EDS que permitan visualizar

sefiales especificas que demuestren la presencia de las NPs en solucién.

1.2. Planteamiento del problema

Uno de los problemas actuales para el tratamiento de enfermedades esta asociado a
diferentes situaciones que se basan en la estabilidad de los compuestos activos en el
organismo, la resistencia de los microorganismos a ciertos medicamentos, el estrés
oxidativo de algunas proteinas y alteraciones en el ADN [4]. Estas complicaciones hacen que
la ciencia tome un giro, en la busqueda y desarrollo de nuevos materiales activos que logren
solucionar este problema, por lo que la bionanotecnologia entra a jugar un papel
importante en la innovacién de metodologias sintéticas para la obtencién de nuevos
productos farmacéuticos, industriales, alimenticios, entre otros. A partir de esta darea, se
puede investigar la sintesis de NPs de Ag y CuxO con extractos acuosos de plantas, tal es el
caso de la Bugambilia glabra, que fungen como agentes reductores de los cationes

metalicos que conllevan a la nucleacion y formacion de NPs debido a los fitocompuestos
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que la constituyen, brindandoles un aumento en las propiedades biolégicas del metal como
antimicrobianos. Ademads, de poder involucrar a las NPs en las reacciones quimicas que se
instauran a nivel celular, debido a que se da el desprendimiento del metal dentro de la
célula lo que puede favorecer a la mejora de procesos celulares o a la muerte de la misma,

en funcién de la aplicacién buscada [5].

1.3. Justificacion

La quimica tradicional ha generado el desarrollo de nuevos compuestos capaces de mejorar
materiales de la industria quimica, farmacéutica, cosmética y alimentaria. La gran mayoria
de los compuestos activos provienen de plantas o de cualquier otro producto natural. Este
enfoque medicinal e industrial ha permitido que la ciencia despliegue alternativas
terapéuticas que manifiesten propiedades bioldgicas mas especificas para la correccién de
problemas de salud y en el drea industrial. Esto se puede obtener haciendo uso de
metabolitos secundarios provenientes de plantas como agentes reductores y
estabilizadores para metales de transicion, debido a que sus grupos funcionales no solo son
capaces de realizar reacciones redox, sino que, ademads, pueden aumentar las propiedades
farmacéuticas de nanomateriales formados. Para ello, la busqueda de nuevos metabolitos
secundarios extraidos de la flor de Bugambilia glabra y funcionalizados con NPs metalicas
para la mejora de procesos celulares, podria ser una excelente alternativa en la industria
farmacéutica y quimica. También, se hace necesaria la implementacién de la quimica verde
para desarrollar productos de manera econémica, beneficiosa y ecoldgica con la salud
humana y el medio ambiente. De esta manera, se logra optimizar condiciones de reaccién
como temperatura, tiempo, solventes no tdxicos, presién y pH adecuados, los cuales

favorecen la formacién de nanoparticulas de una manera mas eficiente.

1.4. Hipotesis
Los extractos naturales presentes en la flor de Bugambilia glabra son posibles compuestos
activos que pueden actuar como agentes reductores y estabilizadores de NPs metalicas

antibacterianas.
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general
Sintetizar y evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos naturales de la flor de

Bugambilia funcionalizados con nanoparticulas de plata y éxido de cobre.

1.5.2. Objetivos especificos

e Extraery caracterizar los metabolitos secundarios de la flor de Bugambilia glabra.

e Optimizar las condiciones de sintesis verde de las nanoparticulas (temperatura,
solventes, presion, etc.) para obtener un método eficiente utilizando los metabolitos
secundarios de la flor de Bugambilia glabra.

e Caracterizar las NPs empleando diversas técnicas fisicoquimicas.

e Realizar pruebas microbioldgicas a las NPs para verificar su efecto microbicida.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Fundamentos de sintesis verde

El término “quimica verde” fue implementado por primera vez por Paul Anastas, el cual se
considera como el fundador de esta area de la quimica. Este campo cientifico, se asocia
directamente con la generacion de compuestos quimicos con valor agregado a pequefia y
grande escala de una manera sostenible, sin generar residuos nocivos para la salud y efectos
secundarios al medio ambiente [6]. Gracias a la quimica verde, Anastas y Warner lograron
resolver una de las problematicas mds controversiales de la quimica aplicada, estableciendo
12 reglas que explican detalladamente como se debe realizar la sintesis quimica de una
manera sustentable. Por ende, en las ultimas dos décadas la quimica verde ha tomado gran
importancia a nivel cientifico, gracias a que se dio a conocer por medio de conferencias
internacionales la filosofia de la quimica verde y la capacitacién de entes relacionados con
la ciencia. Permitiendo asi, el avance cientifico en el desarrollo de nuevas metodologias
sintéticas, ademas de lograr una reduccién en los impactos negativos que ha generado la
sintesis quimica convencional. Esto ha proporcionado que los centros de investigacion y las
entidades del sector industrial trabajen en pro de un mismo objetivo, la generacién de una

quimica ambiental sostenible.
2.1.1. Reglas para la sintesis verde

Las 12 reglas que rigen la quimica verde permiten establecer normas para las buenas
practicas de laboratorio, la disminucion de la contaminacién ambiental, la busqueda de
procesos benignos y sostenibles, donde se puedan implementar solventes no téxicos,
catalizadores reutilizables; ademas, donde las condiciones de reaccidn sean ideales, es
decir, desarrolladas a temperatura y presién ambiental. Esto con el objetivo de generar la
menor produccion de residuos téxicos, que no logren afectar el medio ambiente y la salud
humana. En consecuencia, estos fundamentos estan ligados a entes politicos, sociales y
econdmicos que apoyen el desarrollo de una quimica sostenible. Actualmente, las reglas
que presiden la quimica verde, establecidas por Anastas y Warner, son las siguientes:

prevencion, economia atdmica, sintesis quimicas menos nocivas, fabricacién de productos
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quimicos mas estables, solventes no toxicos y confiables, mejoras en las condiciones de
reaccion que favorecen la eficiencia energética, manejo de materias primas renovables,
disminucion de compuestos secundarios, catdlisis, pardmetros para una buena
degradacion, determinacién en tiempo real sobre la reduccién de la contaminacién y
metodologias quimicas mas segura para evitar accidentes laborales [7]. Cada uno de estos
principios estdn asociados a conceptos que explican cémo llevar a cabo nuevas rutas

sintéticas (ver tabla 1).

Tabla 1. Principios y conceptos de la quimica verde.

No Principios de la quimica verde Conceptos
Prevenir los desechos o limpiar
1 Prevencion
los desechos creados
Incorporar todos los materiales
2 Economia atédmica
utilizados en el producto final
Sintesis quimica menos Utilizar y generar sustancias que
3
Peligrosas posean poca o hinguna toxicidad
4 Disefio de productos quimicos Efectuar la funcidn deseada de los productos y
mas seguros minimizar su toxicidad
5 Disolventes y auxiliares Las sustancias auxiliares deben
mas seguros ser innocuas cuando se utilizan
6 Mejoras en las condiciones de reaccién La sintesis quimica se debe desarrollar a
qgue favorecen la eficiencia energética presion y temperatura ambiente.
7 Las reactivos iniciales deben ser renovables

Manejo de materias primas renovables
y econémicamente viables

Minimizar la modificacién de procesos
8 Reducir derivados fisicoquimicos para no usar reactivos

adicionales y produccion de residuos

9 Catalisis Utilizar sustancias cataliticas
Pardmetros para una buena Los productos quimicos deben descomponerse
10
degradacion en productos de degradacién inocuos
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Desarrollar metodologias analiticas que
Determinacion en tiempo real sobre la

11 supervisen y controlen en tiempo real las
reduccion de la contaminacién

sustancias.
Metodologias quimicas mads seguras Elegir sustancias que minimicen accidentes
12
para evitar accidentes laborales quimicos.

2.1.2. Ejemplos de sintesis quimica convencional y sintesis verde

Las reacciones llevadas a cabo por medio de sintesis quimica convencional no cumplen en
su gran mayoria las 12 reglas establecidas por la quimica verde, debido a que suelen utilizar
reactivos toxicos y peligrosos, los cuales provocan residuos y subproductos de reaccién no
deseados. Esto hace que constantemente se esté en la busqueda de metodologias
novedosas donde se implementen reacciones con solventes no contaminantes, donde se
generen residuos a los cuales se les dé un segundo uso o simplemente se logren desechar
de manera controlada. Es ahi, donde entran las nuevas estrategias de produccién de

compuestos a través de sintesis verde.

En comparativa, un ejemplo claro que demuestra las diferencias entre la sintesis quimica
convencional y la sintesis verde se evidencia en algunas reacciones de oxidacién de
alcoholes secundarios, debido a que se tiende a utilizar el reactivo de Jones (CrOs3/H»S04)
para llevar a cabo el proceso de oxidacidn donde el alcohol se puede convertir en un
carbonilo. En este procedimiento, se tiende a generar sales de cromo (lll) las cuales son
consideran como residuos téxicos [7]. Por otro lado, las reacciones tipicas como la
sustitucion nucleofilica y la deshidratacion de alcoholes, se pueden implementar
catalizadores para generar residuos no peligrosos y neutros como el agua, el cual es

amigable con el medio ambiente (ver figura 1).
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A. Reaccidn de deshidratacién de alcoholes: Formacion de residuos no téxicos (H,0)

©)\ _catalizador ©/\ + H,0

B. Reaccion de oxidacion de alcoholes secundarios: Formacién de residuos téxicos (sales de Cr(lll))

‘/K'(‘ Cry0/HyS0,

Figura 1. Esquemas de reaccidon de compuestos organicos: sintesis de deshidratacion de alcoholes por quimica verde (A)
y, reaccion por sintesis quimica convencional: reaccidn de oxidacion de alcoholes secundarios (B).

+ sales de Cr(Ill)

2.2. La Bugambilia Glabra

La planta de Bugambilia glabra o también conocida como la “flor de papel, veranera, Santa
Rita, napoledn, trinitaria y papelillo” pertenece a la familia Nyctaginaceae, la cual consta de
18 diferentes especies. Esta planta se puede encontrar en varios paises de Latinoamérica y
se considera nativa de Brasil y Perd; ademas se cultiva en zonas tropicales y subtropicales
del mundo [8]. Esta planta es un arbusto trepador que puede crecer hasta 10 metros de
altura, asimismo, puede florecer durante todo el afio si se encuentra expuesta a los rayos
del sol. Por otro lado, la Bugambilia se caracteriza por tener diferentes colores que puede
presentar sus bracteas como rosado, amarillo, morado, blancas, entre otras, las cuales
rodean las diminutas flores de color blanco. La flor de papel se utiliza en muchos paises
como medicina ornamental para el tratamiento de enfermedades como la diarrea, dolor de

estdmago, nauseas, hipotension, dolores de inflamacién, entre otros [9] (ver figura 2).
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Nombre cientifico: Bougainvillea.
Clases: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyllida

Orden: Caryophyllales

Familia: Nyctaginaceae.

Género: Bougainvillea.

Especie: Glabra

Figura 2. Informacidn cientifica de la flor de Bugambilia glabra.

2.2.1. Metabolitos secundarios y sus propiedades bioldgicas

Las investigaciones cientificas llevadas a cabo sobre productos naturales han demostrado
que las plantas, flores y frutos contienen una gran variedad de metabolitos secundarios, los
cuales presentan diferentes propiedades biolégicas como anticancerigenos,
antileishmaniasis, antidiabéticos, antibacterianos, antifungicos, antioxidantes, entre otros;
lo que permite considerarlos como compuestos activos. Las actividades bioldgicas de los
productos naturales se deben a las diversas estructuras quimicas que los componen, lo que
ha posibilitado la clasificacion de estos de acuerdo a su reactividad y funcién; logrando
establecer que sus propiedades quimicas se fundamentan en la interaccién que ocurre
entre los grupos funcionales de los metabolitos y las biomoléculas (enzimas, proteinas, etc.)
presentes en nuestro organismo. Conforme a esto, los compuestos bioactivos pueden
aportar mejoramiento en productos cosméticos, alimenticios y farmacéuticos. De este
modo, la Bugambilia es considerada una planta con numerosos metabolitos secundarios
gue aportan beneficios para su uso en la medicina tradicional. Algunos de los compuestos

activos mas importantes son: betacianinas, flavonoides, acidos fendlicos y terpenos.

Para el caso de las betacianinas, son un grupo especifico de alcaloides denominados
betalainas, y son los encargados de brindarle el color rojo y/o violeta a las bracteas de la
planta. La mayoria de las ramificaciones en el nlcleo de las betacianinas se caracterizan por
ser glucésidos, y son considerados compuestos antioxidantes [10]. Por otro lado, los

flavonoides tienen un nucleo de orden secuencial de Cs-C3-Cs, con dos anillos aromaticos (A
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y B) y, un heterociclo (C) con un carbonilo a, B-insaturado. En estos compuestos organicos,
los sustituyentes mas comunes son hidroxilos, metoxilos y glucésidos presentes en los
anillos A y B [11]. Algunos reportes cientificos, han establecido que los flavonoides mas
comunes en la flor de Bugambilia son la miricetina, quercetina, apigenina, rutina,
kaempferol, isovitexina, crisoeriol, luteolina, vitexina, entre otros [9]. Adicionalmente, los
acidos fendlicos, son unos de los compuestos quimicos mds frecuentes en las plantas,
ademas, su actividad bioldgica es fundamental para las mismas, debido a que las protege
contra los microbios. Estos compuestos se constituyen por anillos fendlicos, acidos
hidroxibenzoico y dcidos hidroxicindmico [9]. Por ultimo, los terpenoides se caracterizan por
ser estructuras volatiles que brindan el olor y sabor a las plantas. Ademas, pueden exhibir
una importante actividad antibacteriana a la flor. En general, estos metabolitos se
representan por la unidon de 5 atomos de carbono que dan pie a un isopreno, existen
variedades de terpenos con caracteristicas estructurales diferentes, entre las mas comunes
se encuentran sesquiterpenos, esteroides, triterpenos y politerpenos [9]. A continuacién,
se ejemplifican las estructuras y propiedades de algunos metabolitos secundarios

mencionados anteriormente (ver tabla 2).

Tabla 2. Estructuras quimicas de algunos metabolitos secundarios presentes en la Bugambilia.

Metabolitos Nombre del compuesto Actividad
secundarios Bioldgica

z Antioxidante
Betacianinas COOH
[12]

HO o

/
Glc
Gonfrenina | (15S-betanidina-6-0O-b-glucosido)

Antiinflamatorio

[13]

Flavonoides

OH O

Quercetina
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(0]
Antioxidante
HO OH
Acidos Antifingico
Fendlicos HO Antimicrobiano
OH
Acido Galico [14]

Antibacteriano

Antiinflamatorio

[15]

2.2.2. Extraccion, caracterizacion y aplicaciones de los productos naturales

Las extracciones y subsecuentes estrategias analiticas para caracterizar metabolitos
secundarios dependen de varios factores, el principal de ellos se basa en la estructura
quimica del compuesto, ya que de esto depende su polaridad y comportamiento frente a
diferentes tipos de solventes; es decir, si logra solubilizarse adecuadamente. Este hecho
permite establecer estrategias de purificacion que favorezcan la adecuada separacion de
los metabolitos secundarios, lo que conlleva a la identificacién correcta de cada compuesto
guimico. Por lo tanto, las estrategias de extraccion y elucidacién se pueden llevar a cabo

teniendo en cuentas los siguientes factores:

Preparacion de extractos: La elaboracion de extractos se debe realizar con solventes que
sean benignos y amigables con el medio ambiente y que reduzcan los efectos secundarios
para la salud humana. De acuerdo a esto, una buena metodologia para la preparacién de
los mismos debe partir de la limpieza del material, secado a temperatura ambiente de las
plantas, maceracion, y extraccion de los metabolitos secundarios utilizando etanol y/o agua,

los cuales se consideran solventes amigables y no peligrosos para el entorno.

Pruebas cualitativas: Los estudios fitoquimicos de las plantas se puede realizar por medio
de pruebas especificas que brindan informacién sobre el grupo funcional o metabolito
secundario presente. Para eso, a cada extracto realizado se le adicionan algunas gotas de

soluciones especificas cdmo: FeCls, reactivo de Bayer, reactivo de Benedict, reactivo de
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Killer-Killani, NaOH, entre otros; los cuales a través del cambio de color del extracto
proporcionan informacién de la presencia de compuestos como taninos, fenoles,

carbohidratos, glicésidos cardiacos, quinonas, cumarinas, etc.,

Purificacion por cromatografia en columna de silice gel, preparativa y/o HPLC: Esta etapa
es una de las mas importantes, debido a que la purificacion de los compuestos sin trazas o
residuos permiten obtener una elucidacién de la estructura quimica de manera eficaz y sin
ruidos en los espectros. Para esto, es necesario implementar cromatografia en placa fina
(TLC) a los extractos para conocer la fase movil adecuada y llevar a cabo la purificacion de
las muestras. Posteriormente, se prepara la columna con silice gel o alguna otra fase
estacionaria que facilite la separacidn de los metabolitos segln su polaridad. Luego, se debe
realizar un seguimiento de los compuestos por TLC donde se revelan por lampara UV-Vis o
reveladores colorimétricos como FeCls, reactivo universal, vainillina, etc., los cuales indican
la presencia de grupos funcionales. Por ultimo, se unifican las muestras que exhiban Rt
(factor de retencidn) similares. Cabe resaltar que la utilizacion de equipos como isolera y/o
HPLC, favorecen la eliminacién de residuos o subproductos presentes en los extractos de
las plantas, de este modo se obtiene una mejor determinacién de los compuestos

purificados.

Los metabolitos secundarios que se encuentran en la Bugambilia glabra han sido aplicados
en diferentes campos cientificos con el objetivo de aprovechar sus actividades bioldgicas y
poder lograr un mejoramiento en los productos fabricados derivados de estos. Tal es el caso
de los acidos fendlicos, los cuales son usados en los productos alimenticios porque ayudan
a eliminar los radicales libres existentes en el metabolismo, logrando la proteccion celular
[10]. Por otro lado, las betacianinas presentan un buen potencial antibacteriano frente a
cepas de bacterias Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, y E. coli. Mostrando una alta
actividad contra las dos primeras, mientras que para E. coli su potencial se considera
moderado [10]. De acuerdo con esto, se establece que cantidades especificas de
betacianinas aisladas de Bugambilia glabra pueden ser utilizadas como un posible farmaco
para el tratamiento de multiples enfermedades. También pueden ser funcionalizadas con

NPs metdlicas (Zn, Cu, Ag, Se, etc.) con el fin de mejorar su actividad bioldgica, o en la
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industria de detergentes como principal ingrediente activo para aumentar su actividad

bactericida [10].

2.3. Técnicas de caracterizacion para metabolitos secundarios

Para el andlisis de metabolitos secundarios se utilizan técnicas de caracterizacién que
ofrecen informacién precisa de los grupos funcionales que constituyen la estructura
quimica del compuesto activo. Ademds, se complementan entre si, generando sefiales
caracteristicas que permiten la identificacién de la posible sustancia. Las técnicas de

caracterizacion mas comunes para complejos orgdnicos son las siguientes:

2.3.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

En la técnica FT-IR, las moléculas son irradiadas por un haz infrarrojo donde una parte de la
radiacion es absorbida por el compuesto y la otra se transmite [16], este hecho permite que
los enlaces que conforman la estructura molecular experimenten movimientos
vibracionales, traslacionales y rotacionales de un estado basal a un estado excitado,
dandose asi la absorcidon de energia en la regién infrarroja en una zona de 4000 a 650 cm™.
De modo que, se generan sefiales (bandas) caracteristicas de los diferentes grupos
funcionales que constituyen las moléculas, lo cual se conoce como huella dactilar molecular
[17]. Aunque esta técnica brinda informacidn relevante sobre la estructura quimica, no es
suficiente para elucidar correctamente el compuesto debido a que una sola sefal puede
pertenecer a diferentes grupos funcionales; por lo que se necesitan de otras técnicas de
caracterizacion como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para la identificacidon exacta
de la estructura molecular. Por otro lado, los movimientos vibracionales que pueden
experimentar las moléculas son tensién (simétricos y antisimétrico) y flexion (tijereteo,
balanceo, aleteo y torsién), las cuales se pueden evidenciar a través de las sefiales
especificas de un espectro y pueden adjudicarse a uno o varios movimientos vibracionales

de los grupos funcionales.
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Figura 3. Modos vibracionales de las moléculas.

2.3.2. Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a espectroscopia de
masas (UHPLC-MS)

La cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada con espectroscopia de masas
(UHPL-GC), se considera una técnica de separacion eficaz con alta sensibilidad en la
deteccidn e identificacion de compuestos organicos tanto cuantitativamente como la de sus
propiedades fisicoquimicas [18]. Para realizar la separaciéon por UHPLC, se deben tener en
cuenta dos métodos basados en elucién isocratica y/o en gradiente. De acuerdo a lo
anterior, el primer proceso consiste en la variacidén del volumen de inyeccién y el caudal de
la fase mévil [19], donde el volumen de inyeccién se comprende entre el 1% al 5% del
volumen de la columna con el objetivo de garantizar el no ensanchamiento de la misma.
Por otro lado, el proceso de elucidn en gradiente se basa en que la proporcidn de la eluciéon
fuerte, el modificador orgdnico de fase reversa aumente desde un valor minimo hacia un
valor mas grande, lo que conlleva a un aumento en la fuerza de elucidn del componente,
permitiendo la separacion de los mismos [19]. De esta manera, la separacion y
cuantificacidon de analitos por UHPLC se establece con los siguientes pasos: a) definir el
método por elucidn isocratica o por gradiente, b) establecer el tamafio de la columna,
puede ser cromatografia en fase normal, inversa, etc., c) especificar la fase moévil del

corrimiento y d) realizar la inyeccién de la muestra al equipo. Estos pasos se especifican con

25



Capitulo 2. Marco Tedrico

el objetivo de obtener la separacion de diferentes picos caracteristicos seglin las
polaridades de los metabolitos frente a la fase estacionaria y movil, logrando la
cuantificacién e identificacién de los analitos de manera rdpida, eficaz y precisa. Por otro
lado, el acoplamiento de esta técnica con la espectrometria de masas (UHPLC-MS) se
fundamenta en la ionizacién por electrospray (ESI), donde se proporciona una cantidad de
solvente aplicando un voltaje para el capilar y el orificio del instrumento con un flujo de gas
inerte. Posteriormente, las gotas del spray se evaporan y garantiza la formacidn de iones en
la fase gaseosa logrando fragmentaciones para originar nucleos de menor tamafio
molecular que precisen el valor de m/z de cada estructura [20]. Cabe resaltar que la
fragmentacion de la molécula se lleva a cabo por rompimiento homolitico o heterolitico, los
cuales presentan valores especificos de m/z. Ademas, para esta técnica espectroscépica, las
moléculas se unen a través de enlaces covalentes de coordinacion a aductos moleculares
como: H, Na, K, entre otros, que logran favorecer a la identificacion de los metabolitos

separados previamente por UHPLC.
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Figura 4. Equipo de cromatografia de ultra alto rendimiento acoplado a espectroscopia de masas (UHPLC-MS) [21].
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2.3.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN):

Esta técnica de caracterizacion se fundamenta en las propiedades magnéticas de los nucleos
atémicos. Estos poseen un espin nuclear que pueden rotar sobre su propio eje, asimismo,
sus momentos magnéticos se orientan de diferentes maneras, debido a que estan
influenciados bajo un campo magnético externo By. Cuando una molécula esta expuesta a
un campo magnético, sus nucleos establecen frecuencias especificas debido a su entorno
guimico. Una vez los nucleos son irradiados con energia, estos pueden realizar transiciones
a diferentes niveles energéticos produciendo un fendmeno de resonancia que conlleva a

una sefial caracteristica en el espectro [22].

Este tipo de espectroscopia se implementa para la elucidacion de una variedad de
metabolitos secundarios como lo son: flavonoides, terpenoides, alcaloides, antocianinas,
entre otros. De este modo, los grupos funcionales indican sefiales especificas dentro de un
espectro de resonancia el cual depende de su ambiente quimico. Para lograr una
identificacion mas precisa de una estructura molecular, se debe tener en cuenta los
siguientes espectros de resonancia: H,*3C, COSY, DEPT, HSQC, HMBC y NOESY. Los dos
primeros, se caracterizan por ser espectros unidimensionales (1D) que permiten reconocer
y cuantificar los nucleos presentes en las estructuras quimicas [22]. Los otros espectros, son
considerados multidimensionales y se encargan de brindar una mayor informacion sobre la
correlacién que presentan los nucleos entre si, es decir, donde estan ubicados uno del otro
y establecer sus enlaces vecinales u ortogonales conllevando a la elucidacién completa del

metabolito [22].
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Figura 5. Diagrama del funcionamiento de un espectrometro de resonancia magnética nuclear [23].

2.4. Sintesis verde de nanoparticulas

La sintesis de NPs se puede llevar a cabo través de dos enfoques de crecimiento: de arriba
hacia abajo (top-down) y de abajo hacia arriba (bottom-up). En el primer enfoque, se parte
de materiales a granel para ser transformados en fragmentos mas pequefos y finalmente
obtener las NPs con tamafio dimensional entre 1 a 100 nm. El segundo proceso, se efectua
a partir de precursores moleculares que conllevan a la formacién de clister que permiten
la sintesis de NPs. Estos procesos estadn ligados a métodos fisicos, quimicos y bioldgicos,
como: ultrasonicacidn, sol-gel, reduccidon con agentes organicos e inorganicos y uso de

microorganismos o extractos de plantas respectivamente [24] (ver figura 6).

Recientemente ha incrementado el interés por desarrollar enfoques de sintesis verde de
NPs, debido a la facilidad de los procesos que permiten la obtencién de nanomateriales con
tamafios apropiados e ideales para aplicaciones en procesos bioldgicos entre otras.
Ademas, se pueden implementar solventes no téxicos, que no permiten la generacion de
residuos peligrosos para la salud humana y medio ambiente, es decir, se pueden realizar la
funcionalizacién de las NPs con medios como alcohol etilico y agua, lo que también favorece
la disminucién de costos en la sintesis. Por otro lado, las técnicas de sintesis de
convencionales posibilitan un control del tamafio y la morfologia de las nanoparticulas. Sin
embargo, estos métodos suelen considerarse en algunos aspectos pocos ventajosos debido
a la manipulacién de reactivos o solventes peligrosos, generacion de residuos téxicos, uso
de equipos de alto costo y tiempos de sintesis prolongados, lo que conlleva a que este tipo

de procesos sean poco accesibles.
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Figura 6. Procesos metodoldgicos para la sintesis de nanoparticulas (NPs) [24].

El proceso para la funcionalizacion de NPs con extractos naturales ha generado grandes
soluciones a problemas relacionados con la baja solubilidad, liberacién sostenida vy
controlada de compuestos activos, mayor estabilidad, mejora de biodisponibilidad, entre
otros aspectos importantes enfocados en el tratamiento de enfermedades y compuestos
para la industria quimica [25]. La reaccién redox entre los cationes de los metales
precursores y los extractos de plantas ha llamado la atencidn a nivel cientifico en los ultimos
anos, por lo que se han implementado materiales metdlicos con buenas propiedades fisicas
y quimicas que logren favorecer un tamafio deseado para la sintesis del nanomaterial, los
mds comunes son: zinc (Zn), cobre (Cu) y plata (Ag). Estos metales suelen ser biocompatibles
con células eucariotas y procariotas, puesto que logran una buena interacciéon con las
biomoléculas que componen las células favoreciendo el mejoramiento de los procesos
bioldgicos o conllevando a la muerte celular. Un ejemplo se puede visualizar con el Zn,
considerado como un cofactor fundamental para muchas proteinas, tal es el caso de la ARN
polimerasa, la cual es una enzima que tiene un dominio que se encuentra enlazada al metal,

y aunque la funcién especifica de este metal no se ha logrado identificar de manera
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concreta, los reportes indican que dicho dominio se caracteriza por la unidn del acido
nucleico a diferentes proteinas. Ademas, contribuye en los procesos de regulacion de la
transcripcion [26]. De acuerdo a esto, se presentan tres etapas para realizar la sintesis de

NPs por métodos bioldgicos:

Etapa 1: Preparacion de extractos acuosos y/o etandlicos a partir de plantas, flores y/o

frutos.

Etapa 2: Sintesis verde de nanoparticulas a partir de extractos naturales (proceso de éxido-
reduccion). Este método se puede realizar con condiciones de reaccién especificas que
estdn ligadas a las propiedades del nanomaterial como: temperatura ambiente (controla la
morfologia), pH (afecta el tamafio, forma y agregados), presidn (contrasta la relacién
tamafio/forma), agentes estabilizantes (potencial zeta de las soluciones coloidales), entre

otros.

Etapa 3: Caracterizacion de las NPs mediante: UV-Vis, FT-IR, DLS, SEM, EDS, AFM, entre
otros. Estas técnicas permiten la verificacion adecuada caracterizacidén de la composicion

guimica, morfologia, tamano, area y volumen del nanomaterial.

2.4.1. Sintesis verde de nanoparticulas de plata (Ag-NPs)

La plata (Ag), es un metal de transicion el cual es considerado como el mds abundante de la
naturaleza, perteneciente al grupo 11 de la tabla periddica. Este metal presenta buenas
propiedades fisicoquimicas que pueden favorecer su aplicacion en dareas como la
bionanotecnologia. Las nanoparticulas de plata (Ag-NPs), se consideran nanomateriales con
propiedades bioldgicas predominantes como antifungicos, anticancerigenos,
antibactericidas y antiinflamatorias; permitiendo una mayor utilidad de las NPs en campos
farmacéuticos, quimicos, cosméticos, e industriales [27]. Hoy en dia, los avances en este
tipo de sintesis a través de extractos de plantas han crecido exponencialmente, brindando
una variedad de metodologias ecoldgicas que conllevan a resultados excepcionales y
reproducibles. Un ejemplo claro, se evidencia en la sintesis de Ag-NPs con extractos de
neem, donde se partio de un precursor como el nitrato de plata (AgNOs) con concentraciéon

especifica. Posteriormente, se adicionaron voliumenes precisos del extracto de la planta en
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condiciones de reaccion ideales (temperatura ambiente y agitacion constante) dando como
resultados tamanos de particula entre 14 nm a 101 nm [28]. La mayoria de estos
procedimientos, implementan las mismas condiciones de reaccién para considerarse
sostenible, solo varian las concentraciones de los precursores y extractos acuosos de las
plantas, y en el tiempo de la reduccién del nanomaterial. De esta manera, se puede

considerar que el método es rentable y amigable con el medio ambiente.

2.4.2. Sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de cobre (CuxO-NPs)

El cobre es un metal perteneciente al grupo 11 de la tabla periddica, se considera un
elemento de transicién 3d, el cual posee una alta capacidad de conducir calor y electricidad,
ademas de tener una buena ductilidad [27]. Las investigaciones relacionadas sobre las NPs
de cobre (Cu, CuO y Cu0), manifiestan que presentan propiedades bioldgicas cémo
antibacterianas, anticancerigenas, fotocataliticas, entre otras [29]. Esto permite ampliar la
vision de como se pueden funcionalizar materiales que aporten beneficios en sus
aplicaciones al sistema humano, lo que conlleva a la realizacidn de sintesis verde de Cu-NPs
o CuxO-NPs, ya que se considera un metal muy versatil, econdmico y con buen desempeiio
frente a diferentes cepas de microorganismos. La mayoria de las metodologias verdes para
la sintesis de CuxO-NPs se basan en condiciones ideales, las cuales son temperatura
ambiente o en dado caso se requiera calentamiento no mayor a 80 °C, agitacidén constante
y presion de 1 atm. Para la fabricacion del nanomaterial, se implementan extractos de
plantas que sirven a la vez como reductores y estabilizadores de soluciones coloidales. Sin
embargo, se sabe que el cobre tiende a oxidarse de manera inmediata al entrar en contacto
con el oxigeno presente en el ambiente, por lo que es necesario utilizar sistemas herméticos
y en lo posible con vacio para controlar el proceso de oxidacion. Un ejemplo, es la sintesis
verde de Cu-NPs por medio del extracto de Jatropha curcas, partiendo de un precursor de
cloruro de cobre al 3 mM, al cual le adicionaron una cantidad exacta de extracto y dejaron
en agitacidon constante por 24 h, después de transcurrido el tiempo se observa un cambio
de color de marrdn oscuro a marrén amarillento, lo que indica la formacion de Cu-NPs u

Cu,O-NPs [29].
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2.5. Técnicas de caracterizacion para NPs

Actualmente, en el ambito cientifico existe una amplia variedad de técnicas de
caracterizacidon para compuestos metalicos, que corroboran diferentes caracteristicas del
material como tamano de NP, forma, rugosidad de la superficie, estabilidad coloidal, entre
otros. De acuerdo a lo anterior, las técnicas utilizadas para conocer las propiedades de las

NPs son UV-Vis, DLS, SEM, EDS, y AFM, por mencionar algunos ejemplos.

2.5.1. Espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS)

La espectroscopia UV-Vis, es una técnica de caracterizacién en el cual las moléculas que
tienen electrones 1t o electrones no enlazantes que pueden absorber luz en el rango UV-
visible. En este proceso, los electrones se excitan y logran hacer saltos energéticos de un
nivel de poca energia a uno de mas alta energia. Esto cambios energéticos se ven reflejados
en las moléculas organicas que contienen grupos funcionales llamados croméforos, los
cuales tienen electrones en niveles de baja energia capaces de absorber luz UV-visible [30].

Esta técnica de caracterizacion se rige por la ley de Beer-Lambert:
Iy
A= Loglo? = ¢ecL

Donde: A es la absorbancia de los analitos, [, es la intensidad de la luz, I la intensidad
transmitida, € es la constante de la absortividad molar, ¢ concentracidn de las especies
absorbidas y L, longitud de la celda. De esta manera, se puede determinar y cuantificar
compuestos quimicos por medio de sefales caracteristicas que corresponden a la
absorbancia de cada especie con una longitud de onda determinada. De modo que, el
espectro UV-Vis proporciona informacidon relevante para identificar la concentracién,

cinética, o el rango de longitud de onda de un analito.
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Figura 7. Diagrama de funcionamiento de la espectroscopia UV-Vis para compuestos quimicos [31].

2.5.2. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La DLS es una técnica de caracterizacidon capaz de medir la distribucion del tamafio de
particula de una solucién coloidal por medio de la dispersion de la luz de un laser. Esta
metodologia de analisis permite medir el didmetro hidrodindmico de la NP, el cual se
relaciona con su movimiento browniano, y refleja la relacién de la intensidad de la luz en
funcién del tiempo [32]. El DLS, no solo analiza el tamafio de particula, sino que también
brinda informacidn sobre la estabilidad coloidal localizando las aglomeraciones presentes
en la solucidén. Estas mediciones se pueden observar a través del potencial zeta, polaridad,
movilidad y conductividad de la particula. Estos datos son fundamentales para lograr un
mejoramiento en las condiciones de reaccién, para obtener tamafios mdas pequenos y

estabilidades de solucién en los rangos establecidos (mayores a #+30 mV).

Para la obtencion de la distribucién del tamano de particula, los softwares de los equipos
integran la ecuacidn de Stokes-Einstein:
D kT
~ 6mnRh
Donde: D es coeficiente de difusion, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, n
es la viscosidad del solvente y, Rh el radio reodinamico de la solucion de particulas. Ademas,

los softwares logran una precisién optima en la medicién del tamafio de particula,

generando mediciones rapidas, sensibles y efectivas para cualquier materia.
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Figura 8. Diagrama de funcionamiento de la técnica de DLS [33].

2.5.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El fundamento fisico de la microscopia SEM consiste en irradiar la superficie de un material
solido con un haz de electrones primarios energéticos enfocados, derivados de un caiién de
electrones, lo que conlleva a la obtencién de imagenes sobre la morfologia del material
dando especificidad de la forma y tamafio de la NP [30]. Para realizar la caracterizacién se
utilizan dos tipos de electrones, conocidos como: electrones secundarios y electrones
retrodispersados. En el caso de los primeros, se consideran electrones de baja energia que
se expulsan mediante dispersion inelastica, los cuales son detectados y atraidos a una red
polarizada eléctricamente; posteriormente, emitidos hacia un centellados lo que provoca
un destello de luz que percibida en forma de imdagenes digitales [30]. Los electrones
retrodispersados, se califican como electrones de alta energia que se reflejan por dispersion
elastica con el sustrato. Es importante tener en cuenta, que los mejores elementos para
observar imagenes mas claras y definidas son aquellos que presentan nimero atémico alto,
ya que los electrones se retrodispersan mas eficazmente y producen imagenes de la
superficie mas nitidas [30]. Una vez el proceso de irradiacidn se lleve a cabo, los resultados
de las imagenes se observardn en contrastes diferentes dependiendo del material a

analizar, si es un metal emitiran luz y si es una biomolécula no se percibird opaca.
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Figura 9. Diagrama del funcionamiento del microscopio SEM [34].

2.5.4. Espectroscopia de rayos-X de energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de rayos-X de energia dispersiva, se fundamenta en la localizacién de
rayos x provenientes de los electrones primarios de la muestra analizada. La emisién de
rayos X, se debe a que una vez irradiada a la muestra sus electrones de niveles mas bajos
de energia se excitan y pasan a un estado de energia mayor, lo que deja un espacio en el
orbital de baja energia conllevando a que un electrén de la capa externa del atomo pueda
ocupar el orbital vacio [32]. Este proceso genera un diferencial energético entre los orbitales
de mayor y menor energia, mas conocidos como orbital HOMO-LUMO, produciendo rayos.
A partir de esto, se puede calcular la energia de los rayos x emitidos por la muestra, la cual
es especifica de cada estructura atémica, y, por ende, calcular su composicidon quimica

elemental.

Los espectros de EDS, se expresan graficando energia en unidades de kilo-electronvolts
(KeV) vs Intensidad de los fotones de rayos X donde se evidencia la posicidon de los picos
caracteristicos de los elementos quimicos y la intensidad de la sefal, que brinda informacion

sobre la cantidad del elemento que contiene la muestra [32].
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Figura 10. Diagrama de funcionamiento de la espectroscopia de rayos-X de energia dispersiva (EDS) [35].

2.5.5. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

El AFM es una técnica de barrido que se basa en la deteccidn de diferentes fuerzas como:
la fuerza de adhesién y la fuerza magnética; dependiendo de esto se implementa un tipo
de punta capaz de mapear la superficie de un material [36]. El equipo de AFM puede
trabajar de dos formas, que consisten en modo contacto y tapping. Para el primero, la sonda
estd en contacto permanente con la superficie de la muestra, generando un mapeo mas
sensible al no reconocimiento de la morfologia del material, debido a que la punta no tiene
un control preciso del tamano de la superficie, es decir, se puede encontrar tamafios mas
grandes de lo que ha evidenciado durante el proceso de rastreo lo que conlleva a dafos en
la sonda y a ruidos en la imagen. Para el caso del modo tapping, la punta entra en contacto
con la muestra de manera intermitente, generando movimientos mas tardios en el
reconocimiento de la superficie. Este modo suele ser el mas recomendado para generar las

imagenes 2D y 3D de la superficie.

El movimiento de las puntas se debe a la interaccidn que se presenta entre la punta y la
superficie del material, el cual se analiza por el enfoque de un rayo laser con un fotodiodo.

Por otro lado, los tamafnos aproximados de la sonda son de 10 a 20 nm y se encuentran
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unidas a un voladizo [36]. Esta técnica de caracterizacién proporciona informacién sobre las

propiedades del material como: rugosidad, textura de la superficie, tamafio y morfologia.
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Figura 11. Diagrama de funcionamiento de microscopia de fuerza atémica AFM [37].

2.6. Andlisis microbiolégico

Los analisis microbiolégicos han hecho que la ciencia de pasos importantes a nivel
farmacéutico, alimenticio, cosmético y quimico permitiendo la verificacién de propiedades
antimicrobianas, antifungicas, antivirales, entre otras para los diferentes materiales
obtenidos en el laboratorio. Un caso en particular se centra en la sintesis de NPs metalicas
a las que se les otorga caracteristicas propias segun la naturaleza de cada elemento. Para
las Ag-NPs y CuxO-NPs, muchos reportes cientificos, demuestran que estos metales de
transiciéon se consideran antimicrobianos por si solos. Estas propiedades tienden a
aumentar una vez que se da la formacion de NPs debido a la relacién superficie/volumen
del nanomaterial. De acuerdo a lo anterior, los estudios microbiolégicos de este tipo de
materiales, se lleva a cabo la mayoria de las veces frente a cepas bacterianas gramnegativas
y grampositivas (Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus aureus) y hongos (Cdndida
albicans), entre otros; con el objetivo de observar el comportamiento del material, es decir,

si este presenta una alta o baja capacidad antimicrobiana frente dichos patdgenos.

Por otro lado, se ha demostrado que la influencia del tamafio y la morfologia de las NPs

conlleva a la muerte celular, lo que indica que entre menor sea el didmetro de la forma del
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nanomaterial es mas factible que se dé la liberacién de los iones dentro de la célula
bacteriana permitiendo la inhibicion del crecimiento del patégeno, debido a que entre

menor es el tamafio de particula, mayor serd su area superficial [38].

Las bacterias gramnegativas estdn mas propensas a la muerte celular cuando se encuentran
expuestas a las Ag-NPs. Esto es debido a que las cepas gramnegativas se constituyen por
una pared celular mas delgada que las bacterias grampositivas, donde el rango de espesor
se registra alrededor de ~¥8 nm y ~80 nm respectivamente. La pared celular de las bacterias
gramnegativas se compone por una capa delgada de peptidoglicanos y por una recubierta
de lipopolisacdridos que presentan una carga negativa. Mientras que las bacterias
grampositivas estan formadas por una capa gruesa de moléculas de peptidoglicano, lo que

hace mas dificil que las nanoparticulas penetren la pared celular [39].

Actualmente, los estudios cientificos relacionados las Ag-NPs han establecido que el
mecanismo de accidon de dichos metales se debe a la atraccién electrostatica entre las
cargas positivas del nanomaterial y las moléculas que forman la pared celular. Ademas,
existe una afinidad entre los iones de plata frente a las proteinas que contiene azufre, ya
gue los metales adheridos a la pared celular pueden intensificar la permeabilidad hacia la
membrana citoplasmatica e inducir la ruptura de la bacteria conllevando a la muerte de la

misma [39].
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Figura 12. Mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata en bacterias gramnegativas [39].

Para el caso de las CuxO-NPs, las investigaciones relacionadas exponen que estos
nanomateriales presentan una mejor inhibicidn frente a cepas gramnegativas. Algunas de
las razones se enlazan a la formacién de moléculas ROS dentro de la célula, puesto que estas
desencadenan el estrés oxidativo lo que puede conllevar a la muerte de E. coli. Mientras
que, para las bacterias grampositivas, el grosor de la pared celular es mucho y las moléculas
que la conforman como los carotenoides, favorecen a que la célula sea mas dificil de

penetrar protegiéndola del estrés oxidativo [40].
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Figura 13. Mecanismo de accidon de las CuxO-NPs en a) bacterias gramnegativas como E. coli y b) bacterias grampositivas
como S. aureus [40].

Para llevar a cabo los andlisis microbioldgicos se debe tener en cuenta varios factores que
favorezcan la obtencion de resultados confiables y reproducibles. Estos factores estan
ligados a la manipulacién adecuada de los materiales de laboratorio, medios de cultivo que
estén en condiciones éptimas para el analisis, es decir, que los microorganismos se
encuentren vivos y no contaminados al momento de realizar la siembra y, que los tiempos
y temperaturas de preparacién del agar hayan sido precisos para lograr una buena
inoculacion [41].
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Extraccion e identificacion de metabolitos secundarios.

Fecha: 31 de agosto de 2021
Lugar: Universidad Auténoma de Baja California (Mexicali, Baja California-México)

Tipos: Se realizé la recoleccién de cuatro (5) tipos de colores de la planta Bugambilia glabra:

fucsias, rosadas, naranjas-amarillas, coloridas y rojas

3.1.1. Preparacion de extractos de Bugambilia.

Las plantas se lavaron tres veces con agua y una vez con una solucién de hipoclorito de
sodio para eliminar la suciedad contenida en las hojas. Luego, se dejaron secando a
temperatura ambiente por 24 horas, una vez secas, se realizd la preparacion de los
extractos, tomando 10 g de hojas por 100 mL de agua destilada o 100 mL de etanol. Se
cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron a temperatura ambiente por 24 horas. Por
ultimo, con un papel filtro Whatman (No. 42), los extractos se filtraron por gravedad, se
almacenaron en frascos ambar rotulados y se llevaron a refrigerar a 4 °C para su posterior

analisis fitoquimico y sintesis verde de Ag-NPs y CuxO-NPs.
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1. Recoleccién 2. Lavado 3. Secado 4. Maceracién
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v . -
9. Refrigeracién 8. Almacenado 7. Filtracién 6. Prepacion de extracto 5. Pesado

Figura 14. Proceso de preparacion de los extractos para las flores de Bugambilia glabra.
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3.1.2. Pruebas cualitativas.

En las pruebas cualitativas se emplearon reactivos especificos que permitieron la
identificacidn de grupos funcionales que componen los principales metabolitos secundarios
provenientes de las plantas. Para las pruebas, se adicioné 1.0 mL a 2.0 mL de extractos de
las diferentes hojas en tubos de ensayo. Posteriormente, se afiadieron unas cuantas gotas
o cantidades establecidas de los reactivos indicadores en las soluciones acuosas y se
observaron los cambios de colores para cada prueba. A continuacién, se especifican los

nombres de los reactivos y procedimientos llevados a cabo para cada andlisis fitoquimico.

1. Alicuota del extracto 2. Alicuotas en los tubos de ensayo 3. Gotas del reactivo 4, Cambio de color del
indicador extracto

Figura 15. Metodologia para la aplicacidon de las pruebas cualitativas al extracto de la planta Bugambilia glabra.

Alcaloides:

- Prueba de Wagner: Se adicionan unas cuantas gotas del reactivo de Wagner (yodo-
yoduro de potasio), si se observa un precipitado café rojizo indica la presencia de
alcaloides.

- Prueba de Hager: Se agrega unas gotas del reactivo de Hager (solucion saturada de
acido picrico). Si existe la presencia de alcaloides se formara un precipitado de color

amarillo.
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- Pruebade acido tanico: A 1.0 mL de extracto se debe adicionar 2 gotas de la solucién
de 4cido tanico, la presencia de un precipitado amorfo o cristalino en la solucién

indica la existencia de alcaloides.

D > 12
J ot KA = —— @ +
N N [

|
K

Alcaloide Reactivo de Wagner Precipitado de alcaloide
de postasio

Figura 16. Esquema de reaccion de la prueba de Wagner para alcaloide.

Flavonoides:

- Prueba de NaOH: A la cantidad de extracto seleccionado, se debe adicionar 2.0 mL
de NaOHyaq) y diluir con HCI. El cambio de color de amarillo-naranja a incoloro indica
la presencia de flavonoides.

- Prueba de H;S0a: La fraccién de extracto tomada, se le agrega H,SO4 concentrado,
cuando se da un cambio de color de la solucidn a naranja se concluye que es positivo
para flavonoides.

- Prueba de amonio: Adicionar algunas gotas de 1% de una solucion de NH4OH, se

debe formar una coloracién amarilla lo cual indica la aparicion de flavonoides.

OH O OH O

Base Flavonoide Complejo

Figura 17. Esquema de reaccidn de la prueba de NaOH para flavonoide.
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Saponinas:

- Prueba de Froth: Tomar una cantidad especifica del extracto y agitarlo
vigorosamente por unos cuantos segundos para obtener una espuma persistente en
la solucidon. Si la espuma se mantiene estable por unos segundos se establece

positivo para saponinas.
Fenoles:

- Prueba de Bayer: Se debe adicionar al extracto 3 o 4 gotas de tricloruro férrico

(FeCls). La formacion de un color negro azulado en la solucidn indica la presencia de

fenoles.
_H
Cl
\_:! 0--Fe<
F |
Ie-\C' —_— Cl 4+ nei
Cl
Fenol Tricloruro ferrico Complejo
o._ .0
Fe + 3HCI
©
Figura 18. Esquema de reaccién de la prueba de Bayer para fenoles.
Taninos:

- Prueba de FeCls: Al extracto se le agregan algunas gotas de 0.1% de tricloruro férrico
(FeCls). Para que indique la existencia de taninos, la solucion debe cambiar de color

a café verdoso o negro azulado.
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Figura 19. Esquema de reaccion de la prueba de tricloruro férrico para taninos.

Esteroides:

- Prueba de Salkowski: Para 1.0 mL de extracto se debe adicionar 1.0 mL de
cloroformo (CHCI3) y 1.0 mL de H,SO4. Posteriormente, se debe agitar la solucién y

observar la formacidn de una capa roja debido al cloroformo y una capa fluorescente

amarilla-verdosa de la solucién acida; lo cual indica positivo para esteroides.

Figura 20. Esquema de reaccion de la prueba de Salkowski para esteroides.

44



Capitulo 3. Metodologia

Terpenos:

- Prueba de terpenoides: Tomar una cantidad exacta de extracto y disolver 1.0 mL de
cloroformo (CHCIs), se deja evaporar hasta sequedad (en caso de ser necesario
utilizar calentamiento). Luego, se debe adicionar 1.0 mL de 4cido sulfurico
concentrado (H2S04) y calentar por 2 minutos. La formacién de un color grisaceo en

la muestra sefiala la presencia de terpenoides.

— ®
H/\)\/\)\/\)\/\)\ Hzojb%\/\)\/\)\/\)\

i H
/S O4H Terpenoide /of
<0 HO,8 ©

Figura 21. Esquema de reaccién de la prueba acida para terpenoides.

Antraquinonas:

- Prueba de Borntrager: Adicionar 5.0 mL de cloroformo (CHCIs) al extracto, agitar por
5 minutos y filtrar la solucién. Al filtrado, se le debe agregar 1.0 mL de una solucién
de hidréxido de amonio al 10% (v/v). El extracto debe convertirse a un color rosa,

rojo o verde para establecer que la prueba es positiva para antraquinonas.

SO _ _
yOH NH,
o o

S
OH O O OH
®
— NH, + H,0
o L o |

Antraquinona

Figura 22. Esquema de reaccién de la prueba de Borntrager para antraquinonas.
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Glicosidos cardiacos:

- Prueba de Keller-Killani: En un tubo de ensayo agregar 2.0 mL del extracto acuoso
de Bugambilia, luego se debe agregar un 1.0 mL de acido acético glacial con una
gota de cloruro férrico. A la solucidon, se debe adicionar 1.0 mL de acido sulfirico
concentrado. Es importante observar los cambios en la mezcla, dado que si aparece
un anillo marrdn en la interfase corresponde a compuestos desoxiazucarados de los
cardendlidos. Ademas, puede apreciarse un anillo violeta debajo del anillo marrén,
y también, se puede visualizar una capa delgada de color verdoso en la fase del acido

acético indicando la presencia de glicésidos cardiacos.

Glicosidos cardiacos

Figura 23. Esquema de reaccion de la prueba de Keller-Killani para glicésidos cardiacos.

Quinonas:

- Prueba de NaOH: Adicionar unas cuantas gotas de NaOH al extracto. Si la soluciéon
cambia de color a azul verdoso o rojo, indica la presencia de quinonas.

- Prueba de HCl: Tomar una pequefia cantidad de extracto y agregarle HCI
concentrado. Se debe observar la formacion de un precipitado en el tubo de ensayo

de color amarillo que establece la presencia de quinonas.
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Figura 24. Esquema de reaccidn de la prueba de basico para quinonas.

Cumarinas:

- Prueba de NaOH: Al extracto se le debe adicionar unas gotas de una solucién de
NaOH al 10% (m/v) y unas gotas de cloroformo, hasta percibir un cambio de color

de la solucién a amarillo, lo cual manifiesta la existencia de cumarinas.

K O O

Coumarina Base

Figura 25. Esquema de reaccioén de la prueba de hidréxido de sodio para cumarinas.

Antocianinas:

- Prueba de antocianinas: Agregar a la cantidad de extracto establecida, 2.0 mL de
una solucién 2.0 N de HCl y amonio. El cambio de color de rosa-rojo a azul-violeta

indica la presencia de antocianinas.

OH

OH i
Antocianinas Acido

Figura 26. Esquema de reaccion de la prueba de antocianinas.
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Carbohidratos:

- Test de Benedict: Adicionar 2.0 mL de extracto acuoso de Bugambilia en un tubo de
ensayo, posteriormente, agregar unas cuantas gotas del reactivo de Benedict y
colocar en calentamiento la mezcla hasta visualizar un precipitado de color rojo

anaranjado que indica positivo para carbohidratos.

o
H__O éa Z0 )OH ?
~N H\l/ cu?* H\& H OH
---Cu
H——OH —OH *Cu—1—OH *Cu——OH
HO——H Formacion HO——H  coordinacisn HO—T—H HO——H
H——OH delenolato H——OH conelmetal > H——OH — > H——OH
H——OH H—OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,0H CH,OH
Carbohidrato \
2 :
(0]
ol H(:%/OH H.] OH
H—OH o,+ & OH *CuNS—OH
Cu0 * Ho{ H =—— HO——H <=—— HO—H
Formacion H——OH H——OH H——OH
acido carboxilico ~ H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH

Figura 27. Esquema de reaccidn de la prueba de Benedict para carbohidratos.

Betacianinas:

- Test de betacianinas: Adicionar al extracto 1.0 mL de una solucién 2.0 N de NaOH y
calentar por un tiempo de 5 minutos a 100°C (precaucién: reaccidon exotérmica). La

formacién de un color amarillo refleja la aparicion de betacianinas.
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Figura 28. Esquema de reaccién de la prueba basica para betacianinas.

3.1.3. Separacion y purificacion de los metabolitos secundarios de la Bugambilia.

3.1.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC): La cromatografia en capa fina (TLC), brinda
mayor informacién sobre el comportamiento de los metabolitos secundarios frente a
solventes con diferentes polaridades. De este modo, se realizé TLC para los diferentes
extractos etandlicos y acuosos de las flores de Bugambilia (fucsia, rosado, naranjas-
amarillas y coloridas). Para este proceso, se tomd una cantidad especifica de cada extracto
con una capilary se sembraron en placas pequenas de TLC. Luego, cada placa se llevd dentro
de camaras cromatograficas que contenian distintas fases moéviles con el objetivo de
observa quien permite una mayor separacién de los compuestos presentes en los extractos.
Por ultimo, todas las TLC se revelaron a través de una lampara UV-Vis para determinar sus
factores de retencion y la separacidon entre ellos. Las fases mdviles que se usaron para

realizar el seguimiento de los extractos etandlicos y acuosos se presentan en la tabla 3 y 4.

Tabla 3. Fases mdviles implementadas para la TLC de los extractos etandlicos.

No Fase mavil Proporcion
1 Eter: AcOEt 2:1

2 Eter: AcOEt 1:3

3 Eter: AcOEt 1:1

4 DCM: MeOH 1:1
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Tabla 4. Fases mdviles implementadas para la TLC de los extractos acuosos.

No Fase movil Proporcion
1 Eter: AcOEt 1: 4

2 Eter: MeOH 1:4

3 DCM: MeOH 1:2

4 DCM: MeOH 1:3

5 DCM: MeOH 1:4

6 DCM: MeOH 1:5

7  DCM: AcOEt: MeOH 1:2:3

Las fases moviles que brindaron mayor separacion de los compuestos presentes en los
diferentes extractos son: extracto etandlico (éter: AcOEt (1:1)) y extracto acuoso

(Diclorometano (DCM): MeOH (1:3)).

3.1.3.2. Cromatografia en columna de silice gel: Para llevar a cabo la cromatografia en
columna de silice gel, se prepararon las fases méviles (eluyente) para los dos extractos
etandlicos y acuosos, las cuales fueron éter: AcOEt (1:1) y DCM: MeOH (1:3)
respectivamente. Estas se determinaron segun lo demostrado en la TLC, ya que lograron
mayor diferencia en los factores de retencion (R¢) de los metabolitos secundarios de los
extractos. Para la purificacion se eligieron el extracto etandlico rosado y acuoso fucsia. De
acuerdo a esto, para la realizacidn de la cromatografia en columna por silice gel se aplicé el

siguiente procedimiento:

a. Se midié la cantidad de silice gel (Sigma-Aldrich) con tamafio de poro de 63-200 um,
la cual se adiciond a la columna con el objetivo de tomar la cantidad exacta para la
purificacién.

b. De la cantidad medida de silice (fase estacionaria), se escogié una cantidad pequefia
y se realizd una cabeza de la muestra a purificar. Esta se adicioné a una caja Petriy
se agregaron 12 mL de cada extracto tanto etandlico como acuoso, y se llevé a

calentamiento =72 °C) hasta total evaporacion del solvente.
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c. Posteriormente, se preparo la fase movil éter: AcOEt (1:1) con un volumen de 200
mL de solvente total (100:100). Luego, se agregd una cantidad a la silice con el
objetivo de que se impregnard totalmente con la fase movil.

d. Se adiciond la mezcla de silice gel y solvente a la columna, luego, se adiciond la
cabeza con ayuda de un embudo de tallo largo. Posteriormente, se agregaron 5.0
mL de fase movil (x3 veces) hasta que la cabeza se unificara con la fase estacionaria.

e. Por ultimo, se agregd la fase moévil en cantidades de 50 mL para comenzar el corrido
de la columna y obtener la separacion y purificacién de los compuestos.

f. Las muestras se recolectaron en tubos de ensayo rotulados y se realizd el
seguimiento de la purificacién por TLC utilizando las mismas fases mdviles de la
columna. Donde, las muestras con el mismo factor de retencién se unieron en un
balén de fondo redondo y se concentraron por presién reducida en el
rotoevaporador.

g. Los tubos con mismo el Rf para el extracto etandlico fueron: (5-7); (8); (9-10); (11-
23); (33); (34-37) y (38-41). Y, para el extracto acuoso fueron: (3-5); (6); (7-17); (20-
27); (28-29) y (31-34).

( \ %
V&P IO N o -
1. Preparacién de 2. Evaporacion de 3. Purificacién por 4. Separacion de
la muestra solvente columna metabolitos secundarios

|

=

7. Caracterizacién por FTIR 6. Rotoevaporacién de las muestras 5. Seguimiento de separacién por TLC

Figura 29. Preparacion de la columna cromatografica del extracto etandlico de la Bugambilia glabra rosada.
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3.1.3.3. Purificacion por preparativa: La elaboracion de la purificacién de los compuestos

por preparativa, se realizaron con el objetivo de separar aquellos que presentaron un factor

de retencién similares. Este tipo de procedimiento se llevd a cabo para los tubos de ensayo

del extracto etandlico rosado, anteriormente purificado. A continuacion, se especifica la

metodologia realizada.

La muestra de los tubos (11-23) se disolvid en acetato de etilo.

Se realizd TLC con diferentes fases moviles hasta obtener una separacidn optima de
los compuestos. De acuerdo a esto, la fase mévil indicada fue éter: AcOEt (1:4). Estas
muestras fueron reveladas con una ldmpara UV-Vis y reveladores colorimétricos
como (l2) y (KMnOQOa). Por ultimo, las fases moviles que se implementaron
experimentalmente se pueden ver en la tabla 5.

Después, se preparo la fase movil éter: AcOEt (1:4) con una cantidad de 50 mL (40
mL AcOEt y 10 mL éter).

La muestra se deposité en una placa cromatografica (20x20) de silice (60 F2s4) con la
ayuda de un capilar. La deposicién se realizé tres veces (x3) y la muestra se dejo
secar hasta la evaporacion total del solvente.

La fase maovil se agregd a la cdmara cromatografica y se colocé la preparativa dentro
de esta para comenzar el corrimiento de la muestra. Este procedimiento se llevé a
cabo por un tiempo de 2.5 horas.

Finalizado el tiempo, la preparativa se reveld con lampara de UV-Vis, identificando
los factores de retencion de cada compuesto en la muestra. Estos se sefialaron y se
enumeraron en orden descendente para su obtencion.

Para la obtencidn de los compuestos, se rasparon en la silice donde se enumeraron
cada uno. Posteriormente, el polvo de silice se adiciond a un vaso de precipitados y
se disolvieron las muestras con metanol. Para esto, se utilizaron filtros de 0.22 um,
buscando eliminar la silice y poder recolectar el compuesto totalmente limpio.

Una vez terminado el proceso de filtracién, las muestras se llevaron a
rotoevaporacion para eliminar el solvente. Luego, los compuestos se adicionaron en

frascos ambar rotulados y se almacenan para su posterior caracterizacion.
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Tabla 5. Fases mdviles implementadas para la TLC de los tubos (11-23).

Fase movil Proporcion

1 Eter: AcOEt 1:1
2 Eter: AcOEt 1:4
3 Eter: AcOEt 1:3
4 DCM: MeOH 1:1

\ . .
|
ﬁ — |
1. Siembrado de muestra en placa cromatografica 2. Purificacién por preparativa 3, Separacién de metabolitos
: . ,

N —
|
|

7. Caracterizacion de la 6. Rotoevaporacion de la 5. Filtrado del compuesto 4. Dilucién de los metabolitos
muestra por FTIR muestra secundarios

Figura 30. Metodologia general para la purificacion por preparativa de los metabolitos secundarios de la planta
Bugambilia glabra.

3.2. Sintesis verde de NPs
Para la sintesis verde de NPs se trabajé con los extractos acuosos de las plantas de
Bugambilia glabra rojas y con soluciones de AgNOs y CuSQs- 5H,0 como precursores

metalicos para la obtencién de Ag-NPs y CuxO-NPs respectivamente.

3.2.1. Sintesis verde de Ag-NPs
La metodologia de sintesis para la formacion de Ag-NPs se basé en adicionar 10 mL de una
solucién 1.0 mM de AgNOs en un vaso de precipitado, el cual se cubrieron sus paredes con

papel aluminio para evitar dafios por fotosensibilidad. Posteriormente, la solucidon se dejo
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a temperatura ambiente y con agitacién constante por 5 minutos. Luego se agregd con la
ayuda de un capilar y pipeta Pasteur una gota de extracto acuoso de las flores de Bugambilia
rojas con un tiempo de reaccidn de 1 hora y 3 horas; cabe resaltar, que estos tiempos se
llevaron a cabo para las dos metodologias de la gota extracto. Después de transcurrida la
duracién de la reaccidn, las soluciones coloidales se filtraron por gravedad con papel de
filtro Whatman No.42 y se guardaron en tubos Falcon rotulados y cubiertos con papel
aluminio para su posterior caracterizacion por UV-Vis, FT-IR, DLS, SEM y EDS. A
continuacion, se presentan las condiciones de reaccién llevadas a cabo para las diferentes

metodologias de sintesis verde de las Ag-NPs (ver tabla 6).

Tabla 6. Formacién de nanoparticulas de plata con el extracto acuoso de Bugambilia rojas.

Muestras de Cantidad de AgNO; Gotas de extracto Tiempo de
AgNO3 (1.0 mM) (mL) acuoso de Bugambilia  reaccién (h)
1 10 1 (gotero) 1
2 10 1 (gotero) 3
3 10 1 (capilar) 1
4 10 1 (capilar) 3

1. Solucién de 2. Adicién de extracto 3. Sintesis de Ag-NPs 4, Filtrado de 5. Almacenamiento de
nitrato de plata de Bugambilia solucién Ag-NPs Ag-NPs

Figura 31. Metodologia de sintesis de las Ag-NPs utilizando como precursor AgNOs.
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3.2.2. Sintesis verde de CuxO-NPs

La metodologia consistio en tomar una alicuota de 20 mL de una soluciéon 1.0 mM de sulfato
de cobre pentahidratado CuSO4 5H,0el cual se agregd a un vaso de precipitado y se colocd
en agitacion constante. Después se adicionaron 5 gotas del extracto acuoso de Bugambilia
rojas y se dejo reaccionando a temperatura ambiente con agitacién constante por un
tiempo de 30 min. Inmediatamente, se procedid a la filtracion de la reaccion por gravedad
utilizando papel filtro Walmart No.42. La solucion se guardd por 24 horas en tubos de
ensayo rotulados y sellados. Una vez se culmind el tiempo, la solucién de NPs se le midié la
estabilidad coloidal, la cual arrojé un valor de 16 mV considerandose inestable, debido a
esto se tomd una alicuota de 10 mL de solucién y se le agregd 1.0 gota de tween-80
llevandose a calentamiento por 1 hora a 80°C con agitacién constante. Por ultimo, se filtré
por gravedad y se almacenaron las soluciones coloidales en tubos de ensayo rotulados para

su préxima caracterizacion y realizacidon de pruebas microbioldgicas (ver figura 32).

? ‘j C o i ’\_

= _’=—’=

1. Solucién 1mM CuSO..5H.0 2. Sintesis de Cu,0-NPs 3. Flltradén de Cu,0-NPs

- Q 9 o
-— — — 09 k)
0 Q %
J 202U
7. Filtracion y almacenamientode 6. Adicién de tween-80 a 5. Estabilidad coloidal (DLS) 4. Aimacenamiento de Cu,0-NPs
Cu,0-NPs la solucién coloidal

Figura 15. Metodologia de sintesis de CuxO-NPs utilizando como precursor CuSO,4-5H,0.
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3.3. Caracterizacion de los extractos de Bugambilia glabra y Ag-NPs y CuxO-NPs
La caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos por cromatografia en silice gel,

preparativa y las Ag-NPs y CuxO-NPs se realizaron con las siguientes técnicas.

3.3.1. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Para corroborar la existencia de los grupos funcionales presentes en los metabolitos
secundarios y la funcionalizacién de las Ag-NPs y CuxO-NPs, se realizd FT-IR para las
diferentes muestras. Las mediciones se realizaron en un espectrémetro FT-IR (Perkin Elmer
Frontier), para ello se depositd una gota del extracto en el cristal del aditamento ATR
(Attenuated Total Reflectance). Luego, se esperd un tiempo determinado hasta la
evaporacion del solvente. Posteriormente, la muestra fue analizada en un rango de longitud

de onda de 4000 a 400 cm™ a una velocidad de paso de 0.5 cm™.

3.3.2. Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis se implementd para comprobar la existencia de las NPs metadlicas
en las soluciones coloidales. Para esto, se tomd una alicuota de 1.0 mL de agua destilada
determinada como blanco y se agregé en una celda de cuarzo con dimensiones de (1 cm x
1 cm) que se introduce en un espectrofotdmetro de la marca Shimadzu UV-2600, para
correr una linea base en un rango de longitud de onda de 200 a 800 nm. Una vez establecido
el blanco, se realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente, para la determinacion
de las longitudes de onda donde absorben las soluciones coloidales, para corroborar los

rangos obtenidos con los datos establecidos en la literatura.

3.3.3. Dispersion de luz dinamica (DLS)

Para la caracterizacidon por DLS, se realizé la medicidn de la distribucién de tamaio de
particula y la estabilidad coloidal de las soluciones estableciendo un rango de 2 a 500 nm
teniendo en cuenta el radio hidrodinamico de la muestra. Para este proceso, se agregd una
alicuota de 1.0 mL de las muestras en un porta muestras y se colocaron en el equipo de DLS
Nanotrac Wave I, luego, se introdujeron los parametros requeridos para llevar a cabo la

medicion.
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3.3.4. Microscopia electréonica de barrido (SEM)

La determinacidn del tamafio y forma de las Ag-NPs y CuxO-NPs realizd por SEM. Para esto,
se tomaron 1.5 mL de las soluciones coloidales y se llevaron a centrifugacion por 10 minutos
a una velocidad de 12,500 rpm. Una vez terminado el tiempo, se retird el sobrenadante y
se agregd agua destilada, este procedimiento se repitid tres veces. Posteriormente, las
muestras obtenidas se analizaron en un microscopio (FIB-SEM; LYRA 3, Tescan), donde se
tomé una gota de cada solucidn coloidal, y se dispusieron en un portaobjetos de grafito. El

solvente se dejé evaporar y se procedid al analisis.

3.3.5. Espectroscopia de rayos-X de energia dispersiva (EDS)

La determinacion de la composicidon quimica de las Ag-NPs y CuxO-NPs se realizé por
detector de rayos X, integrado en SEM Tescan. Esta técnica proporcioné informacidon sobre
la composicion elemental de la muestra y semi-cuantitativa sobre la concentracion en la

gue se encuentra cada elemento en el nanomaterial

3.4. Andlisis microbiologicos de Ag-NPs y CuxO-NPs a través de sintesis verde de extractos
de Bugambilia

Para la evaluacién de la actividad antibacteriana de las Ag-NPs y CuxO-NPs, se llevaron a
cabo las pruebas frente a bacterias gramnegativas y grampositivas. Para este estudio en
particular los microorganismos implementados fueron: Escherichia col (E. coli, ATCC 25922)
y Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923). El método empleado se baso en la técnica
de difusion en agar con el objetivo de observar la capacidad bactericida de las NPs frente a
dichas cepas bacterianas. Para las pruebas de difusién en agar de cada muestra de Ag-NPs
etiquetadas como: M1lag, M2ag, M3ag ¥ M4ag, se evaluaron por triplicado, obteniendo las
mediciones de los halos de inhibicidn, posteriormente se evaluaron los datos y se graficaron
en el programa (Graph Pad Prism Version 8). Para las CuxO-NPs etiquetadas como M2cuwo vy
M4cuo se realizd el mismo ensayo por duplicado para observar la formacién de halos de
inhibicidn, concentrdndonos en estas CuxO-NPs, pues fueron las que mostraron una mayor

capacidad de inhibicion bacteriana.
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3.4.1. Metodologia para la preparacién de las muestras para difusion en agar

Para la preparacion del medio de cultivo, se colocé a esterilizar el agar nutritivo (BD Bioxon,
México) por un tiempo de 30 min) con una presiéon de 15 psi en la autoclave. Una vez
terminado el proceso, se vertieron 15.0 mL del agar nutritivo en cajas Petri y se dejaron en
campana de extraccion por 24 horas, para culminar su proceso de gelificacidn.
Posteriormente, se efectud la inoculacién de las bacterias de E. coliy S. aureus para el cual
se llevé a cabo un procedimiento estandarizado, que consistié en tomar 40 uL de cada caldo
de bacterias para cada muestra de solucién coloidal de NPs. Luego, se adicionaron 1.0 mL
de caldo de soya en un tubo Eppendorfy se agregd una colonia aislada de bacterias (maximo
3 colonias) para garantizar la pureza del cultivo. Es importante resaltar, que por cada colonia
de bacterias aisladas se debio esterilizar el material utilizado. Por ultimo, se tomaron 10 uL
de cada caldo de bacterias y se mezclaron con 900 uL de caldo de soya en un tubo
Eppendorf. Una vez se establecieron las concentraciones del caldo de bacterias, se procedid
a determinar la densidad éptica de los inéculos. Donde, deben estar aproximadas a 0.1 para
conocer la cantidad de colonias de bacterias que deben ser sembradas en los medios. De
este modo, se tomd la densidad dptica del blanco que en este caso es el caldo de soya; una
vez estipulado el valor, se determina la concentracién de bacterias en 1.0 mL de caldo. Las

condiciones del equipo para las mediciones son las siguientes:
- Longitud de onda para las bacterias: 600 nm
- Modo de medicidon: UV-Vis

Seguidamente, se procedié a la centrifugacion de los indculos de las diferentes bacterias (E.
coliy S. aureus) a una velocidad de 4000 rpm por un tiempo de 5 minutos (min). Luego, se
retiraron los sobrenadantes del medio para dejar los precipitados de las bacterias. A estos
indculos, se les adicionaron un 1.0 mL de PBS y se mezclaron las muestras hasta observar
homogeneidad. Esta metodologia se llevd a cabo tres veces para garantizar la pureza del
caldo. Una vez se realizaron los procesos de centrifugacion, se ajustaron nuevamente la

densidad éptica de los indculos a 0.05.
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Por ultimo, el proceso sembrado de las Ag-NPs y CuxO-NPs consistié en estriar el agar

nutritivo con las bacterias de E. coliy S. aureus. Luego, con la ayuda de unas puntillas limpias

se hicieron 4 pozos distribuidos en zonas iguales de cada caja Petri compuesta por el medio

y las bacterias. Seguidamente, se agregaron por cada pozo 40 pL de las soluciones coloidales

de nanoparticulas y se dejaron en reposo por 1 hora para que el agar pueda absorber las

muestras correctamente. Una vez transcurrido el tiempo, las siembras se colocaron en

incubacidén por 24 horas, donde se observé si presentaron potencial antibacteriano a través

de la medicidn de los halos.
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8. Resultados de Inhibicién 7. Medicién de halos 6. Incubacién por 24 h 5. Colocacién de analitos

Figura 16. Metodologia general de las pruebas microbioldgicas para las Ag-NPs y Cu,O-NPs frente a bacterias de E. coliy

S. aureus.
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CAPITULO 4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Identificacidn de los metabolitos secundarios de la Bugambilia

Los reportes cientificos han demostrado que la flor de papel conocida también como
Bugambilia estd compuesta por una variedad de metabolitos secundarios que le dan ciertas
propiedades a la planta, como ya se ha mencionado anteriormente. Se realizaron varios
analisis que permitieron la identificacién de los compuestos presentes en la planta y sus
posibles grupos funcionales que los componen, con el objetivo de reconocer como se
llevaria a cabo una posible reaccién redox ente los metabolitos secundarios y los cationes
metalicos para la formacién de NPs y que grupos podrian estar implicados tanto en las
reacciones como en la actividad biolégica de los nuevos nanomateriales. A continuacion, se
exponen los resultados obtenidos a través de las pruebas cualitativas realizadas a los
extractos acuosos de la plata y la caracterizacién por FT-IR de los compuestos purificados

por columna en silice gel y preparativa.

4.1.1. Pruebas Cualitativas

Las pruebas cualitativas realizadas a los extractos etandlicos y acuosos de la planta
Bugambilia (fucsias, rosadas, naranjas y coloridas) mostraron resultados similares a los
reportados en la literatura. Estos ensayos indicaron la presencia de compuestos que
aportan importantes propiedades terapéuticas a la planta, ademas, contribuyen al color
caracteristico de cada una. Para el caso de los extractos etandlicos, los reactivos indicadores
implementados lograron manifestar la presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles,
taninos, antraquinonas, quinonas, cumarinas, carbohidratos y betacianinas (ver tabla 7).
Por otro lado, los extractos acuosos, arrojaron resultados positivos a compuesto como
alcaloides, flavonoides, saponinas, fenoles, taninos, terpenoides y carbohidratos (ver tabla
8). Sin embargo, se evidencio la ausencia de metabolitos secundarios en ambos extractos
como esteroides, glicdsidos cardiacos y antocianinas. De acuerdo a lo anterior, aunque
existen similitudes en los resultados obtenidos en ambas muestras, no se tiene certeza
alguna de la cantidad especifica de los compuestos quimicos y que sus estructuras en ambos

casos sean las mismas, ya que puede haber variacion en sus grupos funcionales.
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Afortunadamente, estas ligeras variaciones no afectaron en la sintesis de las NPs ni en el

control de los parametros fisicoquimicos buscados en los nanomateriales desarrollados.

Tabla 7. Resultados de las pruebas cualitativas para los extractos etandlicos de las plantas de Bugambilia glabra.

Fitocompuestos Prueba Etanol
Fucsia Rosadas WETEREN Coloridas

Alcaloides Wagner + + + +
Hager + + + +
Acido ténico + + + +
Flavonoides NaOH + + + +
Saponinas Froth - - - -
Fenoles Bayer + + + +
Taninos FeCls + + + +
Esteroides Salkowski - - - +
Terpenoides Terpenoides - - - -
Antraquinonas Borntrager + + + +
Glicésidos cardiacos Keller-Killani - - - -
Quinonas NaOH + + + +
Coumarinas NaOH + + + +
Antocianinas Antocianinas - - - -
Carbohidratos Benedict + + + +
Betacianinas Betacianinas + + + +

Tabla 8. Resultados de las pruebas cualitativas para los extractos acuosos de las plantas de Bugambilia glabra.

Fitocompuestos Prueba Acuoso
Fucsia Rosadas Naranjas Coloridas

Alcaloides Wagner + + + +
Hager + + + +
Flavonoides NaOH + + + +
Saponinas Froth + + + +
Fenoles Bayer + + + +
Taninos FeCls + + + +
Esteroides Salkowski - - - -
Terpenoides Terpenoides + X X X
Antraquinonas Borntrager - - - -
Glicésidos cardiacos Keller-Killani - - - -
Quinonas NaOH - - - -
Coumarinas NaOH - - - -
Antocianinas Antocianinas - - - -
Carbohidratos Benedict + + + +
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Betacianinas Betacianinas ‘ - ‘ - - -

La mayoria de los metabolitos secundarios que componen la planta se consideran con altos
potenciales de inhibicion frente a microorganismos o para tratamientos de enfermedades
crénicas o degenerativas como lo son: la diabetes, el Alzheimer, el cdncer, las enfermedades
respiratorias y cardiovasculares, entre otros [10]. A partir de esto, se permite hacer un
enlace entre algunos productos naturales identificados en las pruebas cualitativas de la
Bugambilia glabra con los reportados en la literatura, haciendo énfasis en sus propiedades
bioldgicas. Para el caso de los alcaloides, se encuentra la calistegina B2, considerada como
un antimicrobiano [10]. Por otro lado, uno de los metabolitos secundarios con mayor indice
de concentracién en la planta son los flavonoides con mas de 45 compuestos reportados.
En nuestras pruebas cualitativas, se obtuvieron resultados positivos tanto para el extracto
acuoso como el etandlico, demostrando la existencia de dichos productos naturales. Un
ejemplo claro, es el de la quercetina la cual se reconoce como un antiinflamatorio [13]. Otro
compuesto presente son los fenoles, como el 4cido gélico, dcido clorogénico, acido cafeico,
acido ferulico, acido coumarico, etc.; estos tienden a acelerar la eliminacion de los radicales
libres en el cuerpo, comportdndose como excelentes antioxidantes [10]. También, los
resultados arrojaron positivo para betacianinas, las cuales son las encargadas del color
caracteristico de cada bractea de las plantas. Estas contienen alcaloides en su estructuray
son derivadas de las betalainas, se pueden descomponer si se encuentran expuestas por
tiempos prolongados a la luz y/o temperaturas extremas. La mayoria de estos compuestos
guimicos manifiestan actividades antimicrobianas, anticancerigenas y antioxidantes como
es el caso de la gonfrenina | [42]. Otros metabolitos que se exhiben en los resultados son
los terpenoides, que, seglun los reportes cientificos, estas moléculas aisladas de la
Bugambilia glabra se caracterizan por manifestar actividades antibacterianas in vitro. Entre

los compuestos mas comunes con dichas propiedades estan el fitol y el escualeno [10].
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Figura 17. Estructuras quimicas de los posibles metabolitos secundarios presentes en la planta de Bugambilia glabra.
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La variacion de los productos naturales revelados en cada extracto de la planta se debe a la
composicion quimica de cada metabolito secundario, es decir, los diferentes grupos
funcionales que los componen tienen distintas polaridades permitiendo que sean mas o
menos solubles en etanol y agua. Ademas, le brindan propiedades especificas a la flor
capaces de actuar como agentes reductores de metales debido a la cantidad de grupos
hidroxilos, carbonilos, aminas, entre otros; que la conforman. Ademas, estos compuestos
son los encargados de donar y aceptar electrones permitiendo que se lleven a cabo las
reacciones de éxido-reduccidon de manera rdpida sin necesidad de implementar otro tipo
de reactivos quimicos que conllevan a residuos téxicos, como es el caso del borohidruro de

sodio (NaBHa).

4.1.2. Obtencion de metabolitos secundarios por purificacion.

El proceso de purificacién por silice gel y preparativa de los extractos de la Bugambilia
glabra manifesté que los cuatro extractos etandlicos y acuosos de las flores fucsias, rosadas,
naranjas y coloridas poseen metabolitos secundarios, con los mismos factores de retencién
al entrar en contacto con la fase estacionaria y fase movil. Esto se demostro a través de un
seguimiento de los compuestos por medio de TLC. Sin embargo, los factores de retenciéon
de los compuestos no pueden demostrar si estos presentan la misma estructura quimica, o
si se encuentran solapados entre si. Es decir, debido a la reactividad de sus grupos
funcionales pueden variar su estereoquimica y estereoselectividad, lo que conlleva a la
suposicién que existen mas metabolitos secundarios que no se pueden observar o revelar
por medio de una lampara UV-Vis o reactivos colorimétricos. A continuacion, se ilustra la
placa de seguimiento de TLC de los extractos etandlicos y acuosos de la planta Bugambilia

(ver figura 35).
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a) b)

Figura 18. Seguimiento por TLC de la separacién de los metabolitos secundarios en los extractos de Bugambilia glabra a)
etandlicos y b) acuosos; donde 1) fucsias, 2) rosadas, 3) naranjas y 4) coloridas.

4.1.3. Caracterizacion por FT-IR de los metabolitos secundarios de la Bugambilia glabra

La caracterizacién de los compuestos obtenidos por purificacion en columna de silice gel y
preparativas se realizaron a través de FT-IR. Ademas, cabe resaltar que los espectros de FT-
IR no permiten elucidar de manera concreta la estructura quimica correspondiente a cada
muestra, solo nos proporciona informacién de manera general de los posibles grupos
funcionales que conforman cada compuesto quimico presente en la flor Bugambilia glabra.
Este hecho nos favorece al momento de interpretar el proceso de reduccién entre el
extracto y los metales, debido a que se puede conocer los grupos funcionales que conllevan
a la reduccion metdlica. De acuerdo lo anterior, se trae a colacidn los diferentes espectros

FT-IR de los analitos purificados (ver graficas 1y 2).
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Grafica 1. Espectros FT-IR de los metabolitos secundarios purificados a través de preparativa.

Los espectros FT-IR representados en la grafica 1, muestra picos especificos para diferentes
grupos funcionales que componen las estructuras quimicas de las muestras analizadas. De
este modo, para los compuestos 1y 2, se especifican bandas anchas entre 3316 a 3372 cm’
! caracteristicas de grupos hidroxilos (-OH) para modos vibracionales de tensién [43]. Por
otro lado, para los cuatro compuestos, se evidencia sefiales en 2926 y 2852 cm™ especificas
de los grupos CH que se relaciona con el modo de vibracidén de extensién asimétrica [43].
Los nimeros de onda en aproximadamente 1744 a 1576 cm™ confirma la posible presencia
de un grupo carbonilo (C=0) en la estructura quimica de los cuatro compuestos analizados;
aungue no se puede establecer con certeza a que grupo funcional corresponde, teniendo
en cuenta las pruebas cualitativas se podria asociar a carbonilos de esteres, cetonas o acido

carboxilicos. Para los picos visualizados en el rango de 1500 a 1400 cm™ pueden relacionarse
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a dobles enlaces pertenecientes a grupos aromaticos, posiblemente de los metabolitos

secundarios como flavonoides y/o fenoles.

Para el caso de los espectros de los compuestos 3 y 4, tienden presentar similitudes en los
nimeros de onda de sus picos, por lo que se puede observar sefiales en 2926 y 2852 cm?
asociadas a movimiento de extensién asimétrica de los enlaces (C-H) de los grupos metilos
y/o metilenos [43]. Ademas, presenta un pico delgado en 1576 cm™ el cual se relaciona con
la extensién de un grupo carbonilo (C=0). Por lo que se puede sugerir, que los compuestos
quimicos representados en dicho espectro pueden comprender la misma estructura

organica o tener variaciones en sus sustituyentes.
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Grafica 2. Espectros FT-IR de los metabolitos secundarios purificados a través de columna en silice gel.

Los espectros FT-IR de la gréafica 2, estan ligados a los metabolitos secundarios de los
extractos purificados por columna en silice gel, por lo que se aclara que muchas de estas
muestras analizadas son mezclas de varios compuestos. De acuerdo a esto, se puede

observar que los espectros pertenecientes a los compuestos 5, 6, 7 y 8 tienen picos similares
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en los diferentes rangos de nimero de onda. Un caso particular, se evidencia en las sefiales
entre 2924 y 2852 cm! correspondientes a los enlaces (C-H) de los grupos metilenos y
metilos asociandose a modos vibracionales de extensién asimétrica [43]. También, se
presentan picos en los rangos de los 1700 cm™ posiblemente caracteristico a la extension
de un grupo carbonilo (C=0). En los espectros de los compuestos 5y 7, se visualiza un pico
largo y delgado en 1452 cm* correspondiente a un movimiento de tension de un enlace (C-
H), asimismo, para la sefial entre 1253 y 1260 cm™ se asocia a la extension de aminas
aromaticas desplazadas por efecto de resonancia (C-N) o por el movimiento asimétrico de
los enlaces (C-0O) [43]; y el pico en 804 cm™ es representativo de un modo vibracional de
flexion fuera del plano establecido para el enlace (C-H). En referencia al compuesto 8, se
observa una sefial ancha cercana a 3362 cm, la cual puede pertenecer al estiramiento del
enlace (N-H) de un grupo amida o amina, asociado a un alcaloide o a betacianinas. Por otro
lado, para los compuestos 9 y 10, se tienen espectros con distinciones en sus nimeros de
onda, por ejemplo, el compuesto 9, presenta un pico ancho y fuerte en 3374 cm* referido
a los puentes de hidrogeno pertenecientes al grupo funcional hidroxilo (O-H) con modo
vibracional de tension [43]. Ademds, se visualizan dos picos en 1548 cm™ los cuales
confirman la presencia de un grupo carbonilo (C=0) y/o dobles enlaces (C=C)
probablemente de los grupos aromaticos de las moléculas o asociadas a los grupos metilos
(C-H2) con énfasis a un modo vibracional tijereteo respectivamente. Para el espectro FT-IR
aludido al compuesto 10, se visualiza un pico débil en 3364 cm™ correspondiente a un grupo
hidroxilo (O-H) o posiblemente a una amina o amida (N-Hz) representando el modo
vibracional de estiramiento [43]. Los dos picos débiles entre los nimeros de onda 1738 a
1662 cm™ son representativos del grupo carbonilo (C=0). Sin embargo, se puntualiza que el
espectro de este compuesto presenta sefales similares al compuesto 8, de esta manera, se
puede asociar que los dos espectros hacen énfasis a la misma estructura quimica o presenta

trazas del mismo.
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4.2. Caracterizacion de las Ag-NPs y CuxO-NPs
4.2.2. UV-Vis

4.2.2.1 UV-Vis de las Ag-NPs

La sintesis verde de las Ag-NPs revela un resultado positivo a medida que la solucidn acuosa
de AgNOs va cambiando de color cuando entra en contacto con el agente reductor y
estabilizante que en este caso es el extracto acuoso de Bugambilia glabra. El color de la
muestra se va transformando de un tono incoloro a un amarillo-marrén, lo que indica la
presencia de nanoparticulas de plata (Ag**=>Ag®) en solucién. Este mecanismo de reaccion
involucra los grupos donadores de electrones (e7) presentes en los metabolitos secundarios
(hidroxilos, carbonilos, aminas, etc.) de los extractos de la planta, los cuales interactian con
el metal permitiendo que los electrones se exciten y puedan pasar de un estado menor en
energia a uno mayor, llevando a cabo la reduccién de los iones de plata y la formacion de

enlaces de coordinacion entre el metal y los grupos funcionales (ver figura 36) [44].

S
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Figura 19. Mecanismo de reaccidn de la reduccion de la plata a partir de los metabolitos secundarios de la Bugambilia
glabra.

Los analitos obtenidos en la reduccidn de plata (Ag*—=>AgP) se caracterizaron por medio de
espectroscopia UV-Vis, con el objetivo de corroborar la formacién de la NPs, a partir de un
pico caracteristicas en un rango de 380 nm a 450 nm segun lo reportado en la literatura
cientifica. La longitud de onda de la NPs depende de las caracteristicas morfoldgicas,
estructurales y del tamafio de particula [45]. A partir de lo anterior, en la grafica 3 se
observan picos de absorcidn en aproximadamente 441 nm para las cuatro rutas sintéticas
implementadas (1h gotero, 3h gotero, 1h capilar y 3h capilar), lo que confirma la existencia

de nanoparticulas de plata en las soluciones coloidales [46].

Por otro lado, al comparar las sefales especificas de cada espectro de las Ag-NPs con el
espectro UV-Vis del extracto acuoso de Bugambilia, se distingue una gran diferencia entre
los picos que aparecen entre 400 nm a 800 nm, debido a que la presencia del metal en Ia
muestra permite un desplazamiento a menores longitudes de onda. Esto se relaciona al
hecho que las Ag-NPs presentan dos tipos de bandas de energia que se dividen en: banda
de conduccién y banda de valencia. Estas se encuentran muy cercanas entre si, lo que
permite que los electrones se muevan libremente generando una banda de absorcién que
se lleva a cabo por la oscilacion continua de los electrones del nanomaterial en resonancia
con la onda de la luz [47]. También, se observa en los espectros UV-Vis que los mejores
tiempos de reduccion de la plata son de 1 hora para la adicion de las gotas por medio de
gotero, debido a que su pico es mas fino y menos achatado en comparacién de las otras
muestras. Esto demuestra que las Ag-NPs tienden a presentar mayor estabilidad enfocada

en una menor descomposicién o aglomeracién del metal.
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Grafica 3. Espectro UV-Vis de las diferentes metodologias de las Ag-NPs comparadas con el extracto de Bugambilia
glabra donde linea negra (1h gotero), linea roja (3h gotero), linea azul (1h capilar), linea verde (3h capilar) y linea
morada (extracto de Bugambilia).

4.2.2.2. UV-Vis de las CuxO-NPs

Para el caso de la sintesis de reduccion del cobre, se puede determinar la formacién de
nanoparticulas por medio del cambio de color de la solucién de CuSO4-5H,0. Es decir, a
medida que el precursor entra en contacto con extracto acuoso de Bugambilia, la tonalidad
de la solucién se modifica de un color azul a amarillo-verdoso lo que permite demostrar la
presencia de nanoparticulas de cobre. Ahora bien, es relevante resaltar que la exposiciéon
de la solucidn coloidal de cobre al ambiente conlleva a la oxidacién de las NPs. Por lo que
se puede interpretar que la reduccidn de cobre con estado de oxidacién (Cu*?) a (Cu*! o Cu°)
se ve alterada por la presencia de oxigeno del ambiente, por lo que se forman Cu,O-NPs (l1)
(Cu*?0?) (ver figura 37). Este mecanismo se fundamenta en las propiedades quimicas del
cobre y de los metabolitos secundarios que contiene el extracto, y es que el cobre por ser
un metal de transicidon con orbitales “d” parcialmente llenos, le permite al metal aceptar
electrones o donarlos para formar nuevos enlaces con otros atomos. En este caso, los
grupos funcionales con alta reactividad quimica capaces de donar y aceptar electrones
debido a su electronegatividad quimica, como lo son los grupos hidroxilos (OH), aminas
(NH.), tioles (SH2), carboxilos (C=0), entre otros, presentes en una amplia gama de

productos naturales con diversas estructuras como los flavonoides, taninos, betacianinas,
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etc. [48]. Los reportes sobre la sintesis verde de NPs han identificado que la mayoria de los
flavonoides manifiestan excelentes propiedades quelantes con la capacidad de aceptar
electrones de los metales y formar enlaces de coordinacién, principalmente aquellos

metales divalentes como (Cu*?) [48].

Este fendmeno se evidencia en el espectro UV-Vis de la reaccidn (ver grafica 4), donde se
puede contemplar un pico en aproximadamente 273 nm, que se encuentra dentro de los
rangos establecidos por la literatura, el cual es caracteristicos para CuO o Cu;0 [49]. Sin
embargo, la sefial que se observa en el espectro no presenté gran intensidad
considerandose como un pico débil, lo cual puede atribuirse a las condiciones de reaccién
donde se puede correlacionar la baja intensidad del pico a la leve concentracién CuxO-NPs
en solucién o que el tiempo/temperatura de la reaccion redox debid ser mayor para lograr

un mejor control en la reduccién del metal.

o 0-
- ooy

| + cu

. o
| 0----Cu® Nucleaciény
| + Cu¥* ——> Crecimiento

Oxidacion de nanoparticulas

0 o) — > 2 4+ 70
NPsCu” + 2 NPsCu 2 de cobre a 6xido de cobre

Figura 20. Posible mecanismo redox entre el extracto acuoso de Bugambilia glabra y CuSO4-5H,0 para la formacién de
CuyO-NPs.

Por otro lado, aunque a través del espectro no se puede identificar correctamente la
composicion quimica del nanomaterial, si se puede comprobar la no presencia de Cu-NPs
(Cu® debido a que estas son detectadas en la banda de resonancia de plasmones

superficiales cercanas a 573 nm [50].
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Grafica 4. Espectro UV-Vis de las diferentes metodologias de las CuyO-NPs comparadas con el extracto de Bugambilia
glabra donde linea roja (extracto de Bugambilia) y linea gris (CuxO-NPs).

4.2.3. FT-IR

4.2.3.1. FT-IR de las Ag-NPs

En la grafica 5, se demuestra la similitud que existe entre los espectros FT-IR del extracto de
Bugambilia glabra y los métodos disefiados para la sintesis de (Ag-NPs). La seiial
caracteristica del espectro entre 3326 cm™ a 3284 cm™ se puede asociar al modo de
estiramiento de los grupos hidroxilos (O-H) pertenecientes a flavonoides o compuestos
fendlicos; y a grupos aminas referentes de las betacianinas [51]. De este modo, se interpreta
gue la presencia de estas sefiales en todos los espectros de las muestras de las Ag-NPs
manifiesta el posible acaparamiento de estos grupos funcionales al metal de plata debido a
la reaccion de reduccion. Por otro lado, los picos especificos en aproximadamente 2852 cm-
132926 cm™ se relaciona a los modos vibracionales de extensidn asimétrica de los grupos
metilos y/o metilenos (C-H) [51]. Una sefial particular, se encuentra en el nimero de onda
cercano a los 1644 cm™ perteneciente a los grupos carbonilos (C=0) [51]. Sin embargo, los
picos del espectro del extracto presentan una diferencia en su forma atribuyendo dos
sefiales mas vecinales en 1750 cm™, mientras que la sefial del nanomaterial exhibe un pico

cercano en 1680 cm™. La representacion de estas nuevas sefiales se puede ligar a un posible
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enlace de coordinacién entre el metal de plata en su forma reducida y el grupo carbonilo.
Por Gltimo, los valores cercanos entre 1418 cma 1342 cm™y de 1032 a 1082 cm™ se deben
a los modos vibracionales de estiramiento de los enlaces C-H y C-O de los grupos aromaticos
y alcoholes de los metabolitos secundarios presentes en lo extracto acuoso de la Bugambilia

glabra [51].
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Grafica 5. Espectros de FT-IR de la planta Bugambilia glabra y las Ag-NPs, donde: linea negra (extracto), linea roja (M1:

3h gotero), linea azul (M2: 3h capilar), linea verde (M3: 1h gotero) y linea rosada (M4: 1h capilar).

4.2.3.1. FT-IR de las CuxO-NPs.

Los espectros FT-IR comparativos entre el extracto de Bugambilia glabra y las CuxO-NPs se
visualiza en la grafica 6. A partir de estos resultados, se puede establecer la formacién del
enlace entre los grupos funcionales de los metabolitos secundarios y el Cu-O con una senal
caracteristica en aproximadamente 618 cm™ correspondiente al modo de estiramiento que

revela la formacion de las NPs [52]. Ademas, se observa que dicha sefial no aparece en el
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espectro correspondiente extracto acuoso de la planta (linea negra). Por otro lado, se
detectaron picos cercanos en 1010 a 1076 cm™ y 1036 a 1674 cm™ representativos de
movimientos asimétricos y de extension de los enlaces C-O y C=0 respectivamente [52].
Estos picos se encuentran en los tres espectros elucidados, por lo que se infiere que las
sefiales pertenecen a los grupos funcionales de los metabolitos secundarios de la
Bugambilia glabra. Un nimero de onda importante se presenta en 3114 cm™ de los
espectros de las muestras M4 y M2 correspondiente a la banda de estiramiento del enlace
hidroxilo O-H [52]. Manifestando un desplazamiento menor para los espectros de las
muestras de 6xido de cobre (linea roja y azul), mientras que la sefial en el extracto acuoso
se posiciona en rangos cercanos a los 3300 cm?, lo que permite inferir que el
desplazamiento del pico se debe a la reduccién y al nuevo enlace formado entre Cu-0. A
partir de estos resultados, se puede corroborar la informacidn suministrada en el espectro
ultravioleta visible (UV-Vis) de las nanoparticulas de éxido de cobre (ver gréfica 4), donde

se demuestra una sefial caracteristica del plasmén de CuO.
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Grafica 6. Espectros de FT-IR de la planta Bugambilia glabra y las Cu,O-NPs, donde: M4 Cu,O-NPs con tween-80 (linea
negra), M2 CuyO-NPs sin tween-80 (linea roja) y extracto (linea azul).
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4.2.4.DLS

4.2.4.1. DLS de las Ag-NPs

La distribucion de tamafio de particula y la estabilidad coloidal de las soluciones de Ag-NPs
se evaluaron a través de DLS. Las cuatro muestras sintetizadas por quimica verde (3h
gotero; 1h gotero; 3h capilar y 1h capilar), mostraron resultados variados entre ellos,
indicando que la distribucidon de los tamafios de particula es menor a 100 nm. Ademas,
manifestaron una buena estabilidad coloidal permitiendo una confiabilidad vy

reproducibilidad del sistema coloidal por medio del proceso de sintesis verde.

Tabla 9. Resultados de DLS de las Ag-NPs sobre tamafios de particula, estabilidad coloidal y carga superficial.

Reaccidén Tiempo Tamaiio minimode Tamano maximode Potencial Polaridad
(h) nanoparticulas nanoparticulas Zeta (mV)
(nm) (nm)
M1: Ag gotero 3 11.81 75.4 34.8 Negativa
M2: Ag gotero 1 17.86 - 92.8 Positiva
M3: Ag capilar 3 7.88 47.4 89.6 Negativa
M4: Ag capilar 1 64.4 - 42.9 Positiva

La tabla 9 muestra datos especificos de los tamanos de particula, potencial zeta y polaridad
de cada una de las muestras sintetizadas, las cuales arrojaron, tamafios mas pequefios para
las reacciones 2 y 3 con valores de 17.86 nm y 7.88 nm a 47.4 nm respectivamente. De
acuerdo a estos resultados, se infiere que el tamafio del nanomaterial es dependiente del
tiempo de reaccién y del tamafo de la gota del extracto que se adiciond al precursor de
nitrato de plata. Es decir, que entre mayor sea el tiempo de reaccién la distribucion de
tamafio aumenta, tal es el caso de la muestra 3, que manifiesta tamafios hasta 47.4 nm a
comparacion de la muestra 2, que solo presenta una distribucién de 17.86 nm. No obstante,
para la reaccién 3, se puede establecer que las particulas mas pequeiias actian como
nutrientes para las particulas mas grandes lo que permite la formacién de nanoparticulas
de mayor tamaiio conllevando a soluciones coloidales con menor estabilidad, debido a que

con el paso del tiempo se pueden dar precipitaciones del material [53]. Estos hechos se ven
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reflejados en el potencial zeta, donde las muestras 2 y 3 obtuvieron valores de 92.8 mV y
89.6 mV respectivamente, lo cual demuestra que a mayor distribuciéon de tamafios la
estabilidad coloidal disminuye. Sin embargo, los rangos exhibidos en la tabla se encuentran
entre los estipulados por la literatura cientifica, mayores a £30 mV, indicando que todas las
Ag-NPs sintetizadas en las diferentes condiciones de reaccion conllevaron a la obtencidn de
una buena estabilidad coloidal. Ademas, cada metodologia realizada manifesté una cierta
polaridad al metal permitiendo cargas superficiales especificas dependiendo del tiempo de
reaccion, por lo que las soluciones coloidales con mayores tiempos de reaccién se les indica
una carga neta negativa mientras aquellas con tiempos de reaccién menores sus cargas
netas fueron positivas [54]. Este hecho se debe en gran medida al contacto que tenga
directamente el extracto con el precursor, puesto que los metabolitos secundarios se
encuentran en una competencia constante de quien llevara a cabo el proceso de reduccidn,
es decir, aquellos que presenten una mayor reactividad de sus heterodtomos (O, N, S, entre
otros) asi se orientardn sus estructuras frente al metal. En la figura 38 muestra un esquema
representativo de las posibles orientaciones de los grupos funcionales de los compuestos
organicos en la NP formada, donde metabolitos como flavonoides, fenoles, taninos, entre
otros, pueden ser capaces de brindarle a la molécula una carga superficial negativa debido
a la cantidad de grupos hidroxilos y carbonilos que contienen. Por otro lado, las betacianinas
y/o alcaloides, conocidos por ser compuestos nitrogenados, pueden proporcionarle a la
estructura una carga neta positiva, segun las reacciones intermoleculares que se llevan a
cabo. Otro punto a resaltar es el tiempo de nucleacién y crecimiento de las NPs durante la
reaccidn, puesto que, segun los resultados, entre mayor tiempo se proporcione a la
reduccion, las NPs obtienen un mayor tamafio. En ese sentido, se puede deducir que un
tiempo mayor a 3 h conlleva a que la estabilidad del nanomaterial disminuye debido a que
se pueden dar mayores aglomeraciones que generan la precipitacion de las NPs. Por otra
parte, algunos reportes cientificos han demostrado que las biomoléculas que componen los
extractos naturales no solo ejercen el papel de reductores quimicos, sino que son

considerados como agentes de proteccidn contra diferentes microorganismos [54].
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Figura 21. Esquema de ejemplificacion de posible acaparamiento de los fitocompuestos de la planta sobre el metal de
plata donde: a) NPs con carga superficial negativa y b) nanoparticula con carga superficial positiva.
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4.2.4.2. DLS de las CuxO-NPs

El andlisis de DLS para las CuxO-NPs mostré que el tamafio de particula promedio se
establecié en aproximadamente 9.09 nm con un potencial zeta de 64.4 mV dando una carga
superficial a la NP positiva. Estos resultados resaltan que la soluciéon del nanomaterial
presenta una buena estabilidad coloidal, ya que el valor estipulado se encuentra en los
rangos establecidos superiores a 30 mV. Ademas, le confiere una mayor repulsién de cargas
en la molécula permitiendo que no se lleve a cabo la aglomeracién del nanomaterial

evitando asi el aumento de tamafo y por ende la precipitacion.

Por otro lado, para la sintesis de reduccion de cobre se implementé como agente
estabilizador del sistema coloidal al tween-80, dado que el extracto acuoso de Bugambilia
no logré una estabilizacion adecuada y estable de las NPs proporcionando valores de
potencial zeta menores a #30 mV, exactamente de 16 mV. Lo que conllevaba a la
aglomeracion y posterior precipitacién del nanomaterial. Aunque, el objetivo del trabajo se
centraba en buscar alternativas limpias y amigables con el medio ambiente, sin la ayuda de
agentes estabilizadores externos, cabe resaltar que la empleabilidad de tween-80 fue
minima y beneficié en gran medida al tamafio de particula y la estabilidad de la muestra por
mas de 4 meses. En la figura 39, se observa la posible estructura formada una vez el sistema
coloidal entra en contacto con el surfactante, este proceso se genera con la formacion de
un enlace de coordinacién entre los grupos éteres pertenecientes al tween-80 y el metal de
cobre logrando proporcionar una mayor estabilizacion del nanomaterial [55]. Sin embargo,
es importante puntualizar que una adicidon de tween-80 al experimento tiende a generar un
aumento en el tamafio de la NP, ya que se da un recubrimiento al metal en la zona
superficial, es decir, se establecen nuevos enlaces de coordinacién con el éxido de cobre

generando mayor volumen a la estructura de la NP.
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Sustituyentes de tween-80
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Figura 22. Posible estructura quimica de las CuyO-NPs con tween-80 como estabilizante, donde la carga superficial de la
NP la confiere el 6xido metalico (+1 o +2).
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Grafica 8. Tamafio de particulas de las CuxO-NPs estabilizadas con Tween 80.
4.2.5. SEM
4.2.5.1. SEM de las Ag-NPs

La morfologia y el tamafio de las Ag-NPs se examinaron SEM (ver figuras 40 y 41). Para esta

caracterizacion se escogieron las muestras 2 y 3 de la sintesis verde de las Ag-NPs, debido a
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que los valores de tamafo de particula arrojados a partir del DLS demostraron tamanos
pequefios a comparacion de las otras muestras; dando valores entre 17.86 nmy 7.88 nm a
47.4 nm respectivamente. De esta manera, las imagenes de SEM muestran que las Ag-NPs
tienen morfologia esférica que tienden a aglomerarse y formar cluster al pasar el tiempo
(Figura 40.d) [56]. Este hecho se puede atribuir al proceso de preparacién de las muestras,
puesto que se centrifugaron con el objetivo de obtener un precipitado adecuado para la
caracterizacidn; lo que posiblemente en el tiempo de evaporacion del solvente pudo
conllevar a la aglomeracién de las NPs; lo cual se puede comparar con la figura 40. (a); que
corresponde a la solucidn coloidal de la muestra donde se manifiesta una mayor dispersién
del metal. Por otro lado, para el caso de los tamafos de particula se especifican valores
entre 27.03 nm a 81.09 nm para la muestra 2, y para la muestra 3, los tamafios variaron
entre 43.25 nm a 118. 94 nm. Los datos proporcionados por las micrografias de SEM, se
encuentra entre los rangos estipulados por el DLS, sin embargo, se indica la existencia de
tamafios mas grandes del metal adjudicandose al acaparamiento del metal con los
metabolitos secundarios presentes en el extracto Bugambilia y al tiempo de vida media de
las NPs en suspension [56]. En un estudio similar, donde se realizaron sintesis de Ag-NPs
con extractos de Bugambilia Glabra, el tamaiio de particula estimé valores entre 21 nm a
53 nm, de modo que, los resultados de la muestra 2 se pueden vincular a los datos dados
por la literatura cientifica. Teniendo en cuenta, que el tamafio depende del proceso de

sintesis y de los metabolitos presentes en los extractos [57].
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Figura 23. Imagenes SEM de las Ag-NPs obtenidas mediante sintesis verde (muestra 2).
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Figura 24. Imagenes SEM de las Ag-NPs obtenidas mediante sintesis verde (muestra 3).
4.2.5.2. SEM de las CuxO-NPs
La caracterizaciéon por SEM para las CuxO-NPs manifestaron aglomeraciones del metal en
forma de cluster, debido a esto la forma que adoptd el nanomaterial en la solucién coloidal
no se puede visualizar de manera especifica; pero se le puede atribuir una forma esférica

con ciertas irregularidades en su morfologia. Al comparar dichos resultados con los datos
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reportados en la literatura cientifica, se demuestra que se obtuvieron CuxO-NPs puesto que
a este compuesto se le atribuye una estructura esférica que tienden a aglomerarse entre
las mismas nanoparticulas para adoptar una forma de espuma como se visualiza en la figura
24 [58]. Por otro lado, el tamafio de particula asociado al 6xido de cobre se encontré entre
51.56 nm a 83.80 nm dando valores en los rangos establecidos para considerarse como
nanomaterial, es decir, de 1 nm a 100 nm. Estos resultados no se encuentran relacionados
con el mencionado anteriormente en el DLS, debido a que el tamano estipulado fue de 9.09
nm, un resultado demasiado predominante y deseado para cualquier método de reduccién
verde. Ademas, existe una particularidad en la metodologia, y se adjudica a que la solucién
coloidal del compuesto fue estabilizada con tween-80; el cual permite un aumento de
tamanfio en la superficie del nanomaterial, lo que conlleva a sufrir una mayor aglomeracién

con el paso del tiempo.

SEM HV: 5.0 KV Det: SE i1 LYRAS TESCAN SEM HV: 5.0 kV Det: SE | LYRAS TESCAN|

SEM MAG: 100 kx WD: 9.00 mm 5pm SEM MAG: 20.0 kx WD: 9.00 mm 2pm
| Instituto de ngenieria UABC Instituto de Ingenieris UABC
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Figura 25. Imdgenes SEM de la sintesis verde de las CuxO-NPs para la muestra M4 con tween-80.

4.2.6. EDS

4.2.6.1 EDS de las Ag-NPs

El andlisis de EDS de las Ag-NPs para las reacciones 2 y 3, logra evidenciar de manera
cualitativa la composicion elemental de las soluciones coloidales sintetizadas en el proceso
de reduccion de la plata (Ag*>AgP). A partir de las figuras 43 y 44, se establece la presencia
del metal de plata con un pico de absorcién dptico en aproximadamente 3 keV para las
muestras No. 2 y 3 [56]. Por otro lado, en las (tablas 10 y 11) se confirma los elementos
guimicos presentes en el nanomaterial, ademas de otros que pertenecen al soporte
universal donde se colocaron las soluciones coloidales para la caracterizacidon por EDS. De
acuerdo a esto, los andlisis demuestran que la mayor proporcion elemental es atribuida a
la plata con 87.37% y 84% respectivamente. Posteriormente, se encuentra el carbono y
oxigeno con proporciones menores al 5% los cuales pueden pertenecen a las biomoléculas
del extracto de Bugambilia. Al compararse estos resultados con los reportados en
investigaciones cientificas, se confirma que las Ag-NPs aparecen en sefiales cercanas al 3
keV [56]. Por otro lado, la muestra No.2, reveld la presencia de elementos como Si, Al, Sy
P, los cuales se encontraron en cantidades mas pequefias. Ademas, presentd un porcentaje

de plata mayor que la muestra No.3. Sin embargo, la muestra 3 manifesté la presencia de
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otros elementos, lo que permite inferir, que el tiempo de reaccién y la cantidad de gotas de
extracto influyen en la proporcién cuantitativa del metal y en la pureza del nanomaterial;
atribuyendo esto a que la nucleacién del metal seria mas homogénea y mayoritaria en la

solucién coloidal.
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Figura 26. Caracterizacion por EDS de la muestra 2 de Ag-NPs.

Tabla 10. Datos de la composicidn atédmica de la muestra 2 de Ag-NPs.

Atomo Numero Series unn. C.norm. C.Atom C.Error (1 Sigma)
atémico (wt. %) (wt. %) (at. %) (wt. %)
Ag 47 L-series 87.37 89.25 56.50 2.95
6 K-series  3.98 4.07 23.11 0.63
0] 8 K-series  2.42 2.47 10.54 0.53
Si 14 K-series  1.27 1.29 3.14 0.09
Al 13 K-series  1.00 1.03 2.59 0.08
S 16 K-series  0.97 0.99 2.12 0.07
P 15 K-series  0.88 0.90 1.99 0.07
TOTAL: 97.90 100.00 100.00
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Figura 27. Caracterizacion por EDS de la muestra 2 de Ag-NPs.

Tabla 11. Datos de la composicidn atédmica de la muestra 3 de Ag-NPs.

Numero Series unn. C.norm. C.Atom C.Error (1 Sigma)
atémico (wt. %) (wt.%) (at. %) (wt. %)
Ag 47 L-series  84.00 92.82 61.03 2.93
C 6 K-series  4.41 4.87 28.74 0.90
o 8 K-series  2.09 2.31 10.23 0.75
TOTAL: 90.49 100.00 100.00

4.2.6.2. EDS de las CuxO-NPs

La caracterizacidén de las CuxO-NPs por EDS, mostraron la presencia diferentes elementos
guimicos donde se dieron a conocer sus proporciones cualitativas en el nanomaterial
reducido por quimica verde. Los elementos estipulados con mayores proporciones fueron
el carbono (44.86%), oxigeno (14.50%) y cobre (11.37%) y la presencia de otros metales
como sodio, silicio y potasio en cantidades menores al 10%. A partir de estos datos
suministrados por la tabla 12, se deduce que el cobre formado posiblemente no se
encuentra en su forma elemental, es decir, pasando de Cu?* a Cu®, reiterando una vez més
la presencia de oxigeno como parte del material formado, derivando asi la conformacién de

las CuxO-NPs como se ha sefialado anteriormente; esta premisa se atribuye a la presencia
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que existe de oxigeno en la muestra evaluada. La sefial de cobre elemental se puede
visualizar en la figura 45, donde se muestra un pico de absorbancia dptica de poca
intensidad en aproximadamente 0.92 keV, esto se puede relacionar con la informacion
suministrada en la literatura; donde se especifica que las sefiales de cobre aparecen
cercanas a 1 keV [59]. Por otro lado, los otros elementos quimicos con picos débiles que se
visualizan en el espectro pueden conformar la estructura de los metabolitos secundarios

que se encuentran enlazados a la superficie de las NPs.
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Figura 28. Caracterizacion por EDS de las CuxO-NPs.

Tabla 12. Datos de la composicion atémica de las CusO-NPs.

Atomo Numero Series unn. C. norm. C. Atom C.Error (1 Sigma)
atémico (wt. %) (wt. %) (at. %) (wt. %)
C 6 K-series 44 .86 47.15 65.52 5.55
o 8 K-series 14.50 15.24 15.90 2.04
Cu 29 L-series 11.37 11.95 3.14 1.72
Na 11 K-series 9.05 9.51 6.91 0.55
Cl 17 K-series 7.48 7.86 3.70 0.47
Si 14 K-series 6.79 7.14 4.24 0.38
S 16 K-series 1.09 1.15 0.60 0.11
K 19 L-series 0.00 0.00 0.00 0.00
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TOTAL: 95.15 100.00 100.00

4.3. Pruebas microbiolégicas de las Ag-NPs y CuxO-NPs frente a E. Coliy S. Aureus

Muchos estudios afirman que los microorganismos como E. Coli y S. Aureus tienden a
generar enfermedades crénicas en el sistema humano. De modo que, la bacteria
gramnegativa, conlleva al padecimiento de enfermedades en el tracto urinario, meningitis
neonatal, enteritis, entre otros danos intestinales [60]. Por otro lado, la bacteria
grampositiva, se enlaza a infecciones de la piel, cardiovasculares como endocarditis, entre
otros padecimientos [61]. Estos patdgenos suelen ser muy resistentes a condiciones
ambientales dependiendo de la cepa bacteriana. Para conocer si prevalece o se inhibe el
crecimiento bacteriano, se implementd la difusiéon de disco, para el extracto acuoso de
Bugambilia y las Ag-NPs y CuxO-NPs frente a las bacterias de E. coli y S. aureus. En este
sentido, los resultados arrojaron que tanto las concentraciones de los extractos y de las NPs
implementadas en el experimento presentan una zona de inhibicién notable contra el
crecimiento de las bacterias. En la grafica 9 se observa que el extracto acuoso de Bugambilia
glabra roja inhibicion frente a las bacterias de E. coli, mientras que no presentaron poder
inhibitorio contra S. aureus. En los resultados se demuestra una inhibicion de
aproximadamente 7 mm, lo cual se atribuye a los grupos funcionales de los metabolitos
secundarios de la planta, como es el caso de las betacianinas que posiblemente tienen

relevancia en el proceso de la muerte celular debido a su actividad antibacteriana [62].
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Grafica 9. Halos de inhibicion del extracto de Bugambilia glabra roja frente a cepas bacterianas de E. coli.

Las evaluaciones con las Ag-NPs arrojaron resultados llamativos a la investigacién, donde se
pudo comprobar el potencial antibacteriano que presentan dichos nanomateriales frente a
las bacterias de E. coliy S. aureus (ver gréafica 10). Estos resultados mostraron los siguientes
datos de los halos de inhibicidn para las pruebas contra E. coli de: (M1: 10.825; M2: 13.425;
M3: 11.475 y M4: 11.85) y contra S. aureus de: (M1: 14.625; M2: 10,475; M3: 11,3 y M4:
13,525), a partir de los cuales se infiere que las muestras M2 y M4 arrojaron mejores
potenciales inhibitorios de bacterias gramnegativas, lo que se puede relacionar con la carga
superficial de las NPs, el tamafio y la morfologia de estas. De modo que, la carga superficial
de estas dos muestras es positiva, permitiendo que la interaccién con los lipopolisacaridos
gue se encuentran en la pared celular es mas fuerte por atraccion electrostatica, ya que
estos contienen una carga negativa en su estructura, conllevando a una mayor absorcién y
liberacion de iones plata dentro de la célula bacteriana [39]. El tamafio y la morfologia del
material tiene prevalencia en la muerte celular, debido a que entre mas pequefio y esférica
o semiesférica sea la nanoparticula presenta mayor area superficial beneficiando a la
liberacion continua de plata dentro de la membrana citoplasmatica provocando la muerte
celular [39]. Por otra parte, las muestras que mejor inhibicién bacteriana presentaron
contra S. aureus fueron M1y M3, sugiriendo que el tamafio tan pequefio que tomaron las
nanoparticulas de M3 segun los resultados de DLS fueron los responsables. Ademas, se

conoce que el grosor de la pared celular de las bacterias grampositivas es mayor que las
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gramnegativas, componiéndose de una mayor cantidad de peptidoglicanos que permiten el
acceso a la célula de moléculas que simulen ser parecidas a otros metales que cumplen
funciones claves en la bacteria. Asimismo, la atraccién entre las cargas superficiales de las
NPs, que en este caso son negativas, con los compuestos de la pared celular afectando el

crecimiento bacteriano [39].

(a) (b) (c) (d)

Figura 29. Difusidn en agar de las Ag-NPs frente a S. Aureus, donde a) Ag-NPs (1 gota/gotero 1h); b) Ag-NPs (1
gota/capilar 3h); c) Ag-NPs (1 gota/ capilar 1h) y d) Ag-NPs (1 gota/gotero 3h).

(a) (b) (c) (d)

Figura 30. Difusidn en agar de las Ag-NPs frente a E. Coli, donde a) Ag-NPs (1 gota/gotero 1h); b) Ag-NPs (1 gota/capilar
1h); c) Ag-NPs (1 gota/ gotero 3h) y d) Ag-NPs (1 gota/capilar 3h).
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Grdfica 10. Halos de inhibicidn de las Ag-NPs frente a cepas bacterianas de a) E. coliy b) S. aureus, donde M1) Ag-NPs (1
gota/gotero 3h); M2) Ag-NPs (1 gota/gotero 1h); M3) Ag-NPs (1 gota/ capilar 3h) y M4) Ag-NPs (1 gota/capilar 1h).

Las CuxO-NPs mostraron halos de inhibicion mayores contra las cepas de E. coliy S. aureus
que las Ag-NPs. Los resultados fueron sobresalientes, lo que demuestra una vez mas, el alto
potencial antimicrobiano de las CuxO-NPs; donde los valores estuvieron estimados de la
siguiente manera para E. coli (M2: 27.15 y M4: 27.05) y S. aureus (M2: 26.95 y M4: 33.6).
En ese sentido, la mayor inhibicién de las bacterias se observé con las CuxO-NPs en
contraste con las Ag-NPs, esto se debe a las caracteristicas propias de cada elemento, es
decir, las NPs que contiene cobre generan una mayor liberacion de iones que las Ag-NPs, lo
gue se asocia a la rapida oxidacidén que sufre el cobre al estar expuesto a oxigeno celular, y

esto se atribuye a la alta capacidad antibacteriana del metal [38].

Teniendo en cuenta los resultados de la grafica 11, se establece que las CuxO-NPs no
presentaron diferencia significativa en la comparacién de sus halos de inhibicién entre las
muestras M2 y M4 de la evaluacion microbiana de E. coli y S. aureus. Estos valores
manifiestan que el éxido de cobre tiende a ser muy reactivo para ambos patdgenos, es
decir, la capacidad que tiene dicho compuesto de generar sustancias ROS hace que la célula

genere estrés oxidativo descandenando la muerte bacteriana, entre otros factores que
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influyen en la produccion de ATP que tiene como papel principal mantener con vida a las
bacterias [40]. Por otro lado, estos resultados, también se pueden atribuir a la

concentracion del precursor de cobre y tamafio de las NPs.

Para el primer parametro, se resalta que las muestras M2 y M4 presentan una
concentraciéon de CuSOs - 5H,0 de 1 mM, siendo que M2 no contiene tween-80 como
estabilizador. Mientras que M4 si contiene dicho surfactante. Con base a lo anterior, y en
los datos representados en la gréfica 11 a) y b), se infiere que al usar tween-80 como
estabilizador de Ila solucidn coloidal no genera valor significativo en la actividad
antibacteriana de las NPs, caso contrario ocurre con la concentracion, la cual demuestra
gue a menores concentraciones del precursor se logra una mayor dispersiéon de las NPs en
solucion por lo que pueden interactuar mas facilmente. Ademas, beneficia a que el
desprendimiento de iones de cobre en la bacteria sea mayor y constante por lo que se
puede suponer una mayor adherencia del metal a la pared celular, manifestando asi, un
aumento de la toxicidad que conlleva a la muerte del microorganismo. Esto se puede
comparar con investigaciones preliminares sobre nanoparticulas de éxido de cobre [63],
donde se evidencia que a una concentracién del precursor de CuSOs - 5H,0 de 1 mM se
sintetizaron CuxO-NPs, las cuales se evaluaron frente a E. coli y S. aureus a diferentes
diluciones. Los resultados manifestaron didametros de halos de inhibicidn aproximadamente
entre ~6 mm a 14 mm, menores a los obtenidos en este experimento, lo que demuestra
que el proceso de sintesis y las condiciones de reaccién fueron favorecedoras para las CuxO-
NPs. Sin embargo, es importante aclarar que se deben tener otros factores en cuenta que

influyen en dichos resultados.

Por otro parte, la influencia del tamafio de las NPs juega un papel crucial en la inhibicién
bacteriana, debido a que entre mas pequeiio es el didmetro del nanomaterial mas facil
puede penetrar la membrana celular e interrumpir los procesos celulares. El tamafio de las
CuxO-NPs sintetizadas (M4), presentaron diferentes diametros que se establecieron en 9.09
nm segun DLS, y entre 51 nm a 83 nm de acuerdo lo visualizado por SEM. Estos resultados
se siguen considerando como indicados para que el proceso de muerte celular se genere en

los dos microorganismos. De modo que, el tamafio adquirido por medio de la sintesis
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beneficia que los iones de 6xido de cobre entren en la célula bacteriana y permitan una
liberacidon continua y contralada de los mismos; posibilitando una muerte acelerada del
microorganismo. Ademas, se conoce que las CuxO-NPs presentan un rango espectro frente

a bacterias gramnegativas y grampositivas como E. coliy S. aureus.

@ (b) (©) (d)

Figura 31. Difusidn en agar de las CuxO-NPs frente a E. coliy S. aureus, donde a) - ¢c) M2 (CuxO-NPs sin tween-80) y b) — d)
M4 CuxO-NPs con tween-80).
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Grafica 11. Halos de inhibicidn de las CuxO-NPs frente a cepas bacterianas de a) E. coliy b) S. aureus donde: M2 (Cu,O-

NPs sin tween-80) y M4 (CuxO-NPs con tween-80).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La metodologia planteada para la extraccion y caracterizacion por FT-IR de los metabolitos
secundarios de la Bugambilia glabra demostré éptimos resultados en la identificacion de
los diferentes grupos funcionales, corroborando una posible similitud entre las sefiales
caracteristicas de cada compuesto purificado por cromatografia en columna y preparativa.
Estos resultados coinciden con lo observado por TLC, donde se indicé que los extractos
acuosos y etandlicos de las plantas (rosadas, fucsias, naranjas y coloridas) se componen por

moléculas que presentan semejanza en sus factores de retencion (Rg).

En la sintesis de Ag-NPs y CuxO-NPs a partir de extracto acuoso de Bugambilia glabra (roja)
permitid establecer nuevas condiciones de reaccién que conllevaron a la obtencidn de
buenas propiedades de los nanomateriales. A partir de estas reacciones se fijaron algunos
parametros que cumplen con las normas de quimica verde, donde se estipularon tiempos
cortos de reaccion, uso de solventes no téxicos como el agua destilada, reacciones a

temperatura ambiente, presidn atmosférica, bajas concentraciones de reactivos.

Mediante las condiciones de sintesis se logré obtener con éxito tamafios de Ag-NPs y CuxO-
NPs en un rango de 7.88 a 118.94 nm y de 9.09 a 83 nm respectivamente los cuales se
comprobaron por medio de DLS y SEM, estos valores se encuentran en el rango permitido
para aplicaciones bioldgicas segun lo reportado en la literatura. En el caso de las Ag-NPs
mostraron tiempos de vida mayores a los 6 meses, sin presentar precipitacién o
aglomerados en las soluciones coloidales. Asimismo, se demostré por SEM, que las Ag-NPs
mostraron diferentes morfologias mientras que las CuxO-NPs se observaron con una
conformacion de esferas aglomeradas. Adicionalmente, las Ag-NPs y CuxO-NPs arrojaron
valores de potencial zeta entre 34.8 2 92.8 mV y 64.4 mV respectivamente atribuyéndole al
sistema una buena estabilidad coloidal. Por ultimo, los espectros de EDS, confirmaron la
presencia de plata, cobre y oxigeno en la soluciones coloidales, lo cual indica la formacion

de las Ag-NPs y CuxO-NPs respectivamente.

La metodologia de sintesis empleada generd soluciones coloidales de Ag-NPs y CuxO-NPs

gue se consideraron como buenos candidatos para ser evaluados por difusién en agar,

96



Capitulo 6. Trabajo a Futuro y Recomendaciones

dando como resultado una fuerte actividad antibacteriana frente a E. coli y S. aureus.
Ademas, las pruebas microbioldgicas demostraron que las CuxO-NPs presentan un mayor
potencial antibacteriano comparado con las Ag-NPs. Se atribuye a que el tamafo y la
quimica de las CuxO-NPs promovié un mejor potencial de inhibicién. Por otro lado, el
estabilizador (tween-80) no influencidé en el potencial antimicrobiano, pero favorecié a la
estabilidad de las CuxO-NPs a largo plazo. Aunque, se demostré que dichas nanoparticulas
presentaron potencial de inhibicidn frente a las bacterias de E. coliy S. aureus, no se puede
especificar qué tipo de éxido estd involucrado en el mecanismo de accién de las células

bacterianas.
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CAPITULO 6. TRABAJO A FUTURO Y RECOMENDACIONES

Los experimentos realizados en este trabajo de investigacidon dan cabida a generar nuevos

objetivos y poder establecer nuevas metodologias que permitan obtener NPs con otros

metales para evaluar otras propiedades bioldgicas que brinda la creacidon de nuevos

materiales para la industria quimica, farmacéutica, cosmética y/o alimenticia. Con base a

esto, se plantean las siguientes perspectivas para continuar con la investigacion.

Realizar nuevas caracterizaciones a los sistemas coloidales obtenidos tanto para
plata como para 6xido de cobre, mediante: espectroscopia de fotoelectrones
emitidos por rayos X (XPS), difraccién de rayos X (XRD), microscopia de fuerza
atémica (AFM), microscopia electrénica de transmisidon (TEM), entre otros. Para
brindar un analisis mas completo de las caracteristicas fisicoquimicas de los
nanomateriales.

Establecer una metodologia de sintesis verde con procesos mas controlados en
tiempo, temperatura y con menos exposicion al oxigeno del medio ambiente para
garantizar la formacién de tamafios pequeiios y estabilidad de nanoparticulas
mayores a los £ 30 mV.

Implementar otros tipos de metales que brinden mejores propiedades al sistema,
tanto biolégicas como fisicoquimicas, con el objetivo de utilizar los nuevos
nanomateriales en aplicaciones farmacéuticas y/o alimenticias. Ademas, establecer
parametros que permitan la obtencién de nanoparticulas bimetalicas y/o
trimetadlicas que conlleven a un mejor funcionamiento.

Lograr la purificacidon y elucidacién de metabolitos secundarios de la planta de
Bugambilia glabra para verificar sus actividades por medio de pruebas
microbioldgicas, y poder establecer nuevas metodologias sintetizas que conlleven a
la funcionalizacidon de NPs a través de reacciones organometalicas. Donde este tipo
de nanomateriales se pueden utilizar en aplicaciones farmacéuticas y biomédicas en
el uso de nuevos medicamentos, como encapsulacion de compuestos activos,

hidrogeles, implantes metdlicos beneficien a ciertas patologias.
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Realizar pruebas de citotoxicidad para diferentes lineas de células mamiferas, dado
gue estos estudios son necesarios pensando en utilizar dichas sintesis como
elementos terapéuticos para combatir infecciones causadas por bacterias
grampositivas y gramnegativas para lograr demostrar su posible aplicacion en el

ambito farmacéutico y/o médico.
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CAPITULO 7. ANEXOS

La Bugambilia glabra se caracteriza por tener una gran variedad de colores en los que se
encuentra el rojo, fucsia, rosado, amarillo, blanco y morado. Esta caracteristica se relaciona
con los metabolitos secundarios que se compone la flor, mds especificamente por las
betalainas. Estas estructuras orgdnicas se consideran pigmentos naturales pertenecientes
a la familia Cactaceae [64], y se derivan en otros compuestos como betacianinas,
betaxantinas y dcidos betalamicos, que no solo le brindan el color a la planta, sino que,
ademas, presentan propiedades bioldgicas importantes que le permiten actuar como un

potente agente antimicrobiano, antiviral, antidiabético, antioxidante entre otras [65].

a) b)

Figura 49. Prueba cualitativa de Betacianinas para la planta de Bugambilia glabra roja con cambio de color de rojo a
amarillo-marrén arrojando un resultado positivo para este metabolito secundario, donde: a) extracto acuoso y b)
extracto con NaOH (1N).

La literatura cientifica expone que las betalainas cumplen un papel importante en la funcién
de la planta, por lo que al extracto acuoso de Bugambilia glabra rojo, se le realizé un estudio
cinético con el objetivo de conocer el tiempo de vida media, la variabilidad de la
degradacion y la constante de velocidad de las betacianinas, las cuales, segun la literatura,
aparecen en un pico cercano a los 483 nm para betaxantinas y en 538 nm para betacianinas
[59]. Por otro lado, la informacién suministrada da a conocer que uno de los métodos que
se implementan para evaluar la estabilidad del compuesto es por factores luminicos,

térmicos, variaciones de pH y/o exposicion a concentraciones altas de oxigeno [59].

Teniendo en cuenta lo anterior, para el proceso experimental, se tomaron 5 mL de extracto

acuoso de Bugambilia glabra roja y se adicionaron en un vaso de precipitados,
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posteriormente, las muestras se colocaron frente a una lampara de luz blanca con tiempos
especificos de exposicion de: 0 h, 24 h, 48 h y 72 h. Luego de transcurrido el tiempo se
tomaron alicuotas de cada muestra y se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis con el
objetivo de observa la disminucidon de la absorbancia del extracto en rangos de longitud de

onda de 400 nm a 600 nm en el cual se encuentran las betalainas.

uv-vis CINETICAjE REACCION:
9 EXTRACTO DE BUGAMBILIA GLABRA
-4
=
S
23
[4+]
0
[
§ 2] ——48h
——24 h
< ——0h
14 ——72h
0

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

Grafica 12. Espectro UV-Vis de la degradabilidad por exposicidn a la luz blanca del extracto acuoso de Bugambilia glabra

roja, donde: linea azul (0 h), linea roja (24 h), linea negra (48 h) y linea verde (72 h).
A partir del espectro UV-Vis, representando en la grafica 12, se puede suponer que los picos
gue aparecen en el espectro en longitudes de onda cercanas a 483 nm y 540 nm
corresponden a betaxantinas y betacianinas respectivamente. Por otro lado, se comprueba
la degradacién del extracto acuoso de Bugambilia a medida que transcurre el tiempo de
exposicidn a la luz blanca. Donde se interpreta, que los productos de interés para este
estudio en particular, los cuales son las betacianinas, disminuye su concentracion a medida
gue permanecen mas tiempo expuestos a la luz, lo cual concuerda con la informacién de la
literatura [59]. De acuerdo a la informacion anterior, se deduce que a medida que se
incrementa el tiempo de exposicién a la luz del compuesto el grado de retencién del
pigmento en las brataceas de la flor decrece. Este hecho, no solo afecta la coloracién de la

planta, sino que también se reduce el potencial en sus actividades bioldgicas, sobre todo
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aquel que es de interés para esta investigacidon, relacionado con sus propiedades
antimicrobianas. Particularmente, por medio de las pruebas microbioldgicas de los
extractos acuosos de plantas Bugambilia recién recolectadas versus Bugambilia
almacenadas se observo dicho suceso, debido a que se evidencié un resultado positivo de
inhibicidn frente a bacterias de E. coliy S. aureus para el primer extracto, mientras que para

el segundo las colonias bacterianas crecieron con normalidad.

Por otro lado, los estudios cinéticos para este experimento demostraron que la reaccién se
considera de orden dos con un R?: 0.9122 (ver tabla 13). Sin embargo, lo estipulado en
revistas cientificas, ratifican que la constante de velocidad para la degradacién térmica de
las betacianinas y betaxantinas es de orden uno [59] donde los coeficientes de

determinacidn R2estan cercanas a 1.

Tabla 13. Ordenes de reaccion de los extractos acuosos de Bugambilia glabra roja expuestos a la luz en tiempos de 0Oh,

24 h, 48hy 72 h.

Tiempo (h) Absorbancia Orden Cero Orden Uno Orden Dos
0 0.984 55.3015833 4.01280154 5.02296x10712
24 0.494 27.6228333 3.31864273 1.00561x10711
48 0.395 22.0870833 3.09499297 1.25765x10711
72 0.363 20.29775 3.01051004 1.36852x10711
R? 0.7681 0.8413 0.9122
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