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Resumen - La biosintesis es un método “verde” en
el cual se emplean extractos de origen vegetal como
agente reductor y estabilizante de las nanoparticulas
(NPs). El tamafio y forma de las NPs dependen de
factores como la concentracién de agente reductor
y de la sal precursora, el pH, la temperatura y el
tiempo de reaccién. €l propdsito del presente trabajo
es la biosintesis de nanoparticulas de oro (NPs-Au)
utilizando el extracto acuoso de Citrus paradisi para
determinar el efecto de la temperatura de la reaccion
en su tamafio y morfologia. Las NPs-Au obtenidas
a 0°C exhibieron un tamafio de 7 nm vy fueron
esferoides; a 40°C tuvieron unas dimensiones de 7
nm, con morfologias esféricas y triangulares; y a 60°C,
fueron de 22 nmy esféricas.

Abstract - Biosynthesis is a “green” method in
which extracts of plant are used as reducing and
stabilizing agents for nanoparticles (NPs). The size
and shape of the NPs depend on factors such as
the concentration of the reducing agent and the
precursor salt, the pH, the temperature, and the
reaction time. The purpose of this work was the
biosynthesis of gold nanoparticles (Au-NPs) using
the aqueous extract of Citrus paradisi to determine
the effect of reaction temperature on their size and
morphology. NPs-Au obtained at 0°C exhibited a
size of 7 nm and were spheroidal; at 40°C, they had
dimensions of 7 nm, with spherical and triangular
morphologies; and at 60°C, they were 22 nm and
spherical.
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Alun son necesarios mds estudios para obtener
particulas con morfologia y tamafio mas homogéneos.

Palabras claves: Quimica "verde”; temperatura de
reaccion; sintesis mediada por plantas; citrus paradisi;
toronja; extracto acuoso.

More studies are still needed to obtain particles
with more homogeneous morphology and size.

Keywords: "Green” chemistry; reaction
temperature; plant mediated synthesis; citrus
paradisi; pink grapefruit; aqueous extract.
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INTRODUCCION

a nanotecnologia es un término relativamente reciente y se refiere a la aplicacién de tecnologias para

solucionar los desafios que tienen diferentes sectores como son la medicina, fisica, quimica y biologia a

través de la utilizaciéon de materiales en escala nanométrica (Panda & Deepa, 2011; Ahmed et al, 2016 &
Bayda et al, 2020). Las nanoparticulas (NPs) son un tipo de nanoestructuras que son relativamente faciles de
obtener por diversas rutas de sintesis y que pueden ser muy estables. Debido a sus caracteristicas, la investigacion
actual pretende que se utilicen como materiales para aplicaciones concretas, ya que cuando se encuentran a escala
nanomeétrica, éstos exhiben otras propiedades 6pticas, magnéticas, eléctricas y bioldgicas que no poseen esos
mismos materiales a mayor tamafio (Beyene et al,, 2017 & Patil & Chandrasekaran, 2020).

En la actualidad, existen tres métodos de sintesis de NPs, los quimicos, los fisicos y los biolégicos. Sin embargo, las
dos primeras metodologias utilizan reactivos téxicos, generando subproductos peligrosos y, ademads, se requiere
del uso de equipos costosos. Dado lo anterior, el uso de la sintesis biolégica es la mejor alternativa para ayudar a
la disminucién de subproductos contaminantes. Cabe mencionar que este método de sintesis es amigable con el
medio ambiente y cumple con los postulados de la Quimica Verde (Balalakshmi et al, 2017; Noruzi, 2015; Patil &
Chandrasekaran, 2020; Silva De Hoyos et al., 2017; Slepicka et al., 2020 & Song & Kim, 2009).

La biosintesis mediada por extractos de plantas (BMEP) es un tipo de sintesis bioldgica, en la que se utilizan
extractos de plantas como agentes reductores y de proteccién, siendo, ademas, uno de los tipos de fabricacion mas
econdémicos, ya que el proceso no requiere de una gran cantidad de infraestructura. La BMEP es considerada como
una sintesis de un sélo paso y puede ser aplicada para la produccion de NPs a gran escala (Ahmed et al., 2016).

En la BMEP, los extractos acuosos de origen vegetal, obtenidos de plantas, arboles, cactaceas, suculentas, entre
otros, son utilizados para la biosintesis de NPs, ya que éstos contienen metabolitos como alcaloides, flavonoides,
fenoles, azucares v alcoholes, entre otros. Dichos metabolitos actian reduciendo las sales metalicas precursoras
y, en algunos casos, sirven como proteccion, es decir, estabilizan a las NPs, evitando que continden creciendo y se
aglomeren entre si.

Por otro lado, las NPs metalicas son de gran interés, ya que pueden obtenerse por BMEP, asi como por sus potenciales
aplicaciones, las cuales dependen del tamafio y la forma. El tamafio es crucial, ya que entre menores dimensiones
posea la particula, mayor es la cantidad de los dtomos expuestos en la superficie de ésta; es decir, las NPs poseen
mayor area superficial con respecto a su volumen, lo cual las vuelve altamente reactivas. Por otro lado, la forma de
las NPs esta relacionada con el tipo de aplicacién y sus propiedades, por ejemplo, el efecto de dispersién Raman
mejorada por la superficie (SERS) requiere del uso de nanoparticulas con aristas en su morfologia para optimizar
la sefial de Raman. Asi, el control de estas caracteristicas durante la sintesis es uno de los mayores retos para la
nanociencia, ya que esto permitiria el disefio de materiales para aplicaciones especificas (Pachén & Rothenberg,
2008; Song & Kim, 2009 & Wang et al,, 2020).

Como se ha mencionado, las particulas en escala nanométrica tienen propiedades diferentes a las del material en
bulto; ya que el tamafio y la forma de las NPs tienen una gran influencia en las propiedades que presentan (Sujitha
& Kannan, 2013); por esto, diversos grupos de investigacion en el mundo han buscado una metodologia que sea
de bajo costo, amigable con el medio ambiente, sencilla, reproducible, escalable y que permita el control de la forma
y tamafio de las NPs.
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En general, durante la nucleacion y el crecimiento de las NPs, diversos parametros intervienen en el tamafio y
forma del nanomaterial resultante, como la concentracién de agente reductor (extracto acuoso), la concentracién
de sal precursora, la naturaleza de los agentes reductores y estabilizantes, el pH, la temperatura y el tiempo de la
reaccién (Elia et al, 2014, Fragoon et al,, 2012; Kumar et al, 2013 & Patil & Chandrasekaran, 2020).

Por otro lado, Citrus paradisi es un citrico conocido comdnmente como toronja, que se cultiva en México y forma
parte de la dieta de los mexicanos (Produccién de citricos en México, 2022). Este citrico es una rica fuente de
componentes fitoquimicos bioactivos, como flavonoides, limonoides vy sus glucésidos, acido ascdrbico, acido félico,
carotenoides —licopeno y a-caroteno—; compuestos relacionados con la coumarina —fibra altamente fermentable—y
potasio (Vanamala et al., 2005). Por otro lado, la cdscara de este fruto se usa poco en gastronomiay, por lo general,
es un material de desecho. Dicha cascara se subdivide en el epicarpio (flavedo), que es la superficie periférica
coloreada de la cascara y en mesocarpio (albedo), que es la capa intermedia blanca suave de la cascara; se han
descrito diversos compuestos tales como flavonoides y acido ascdrbico como parte de sus constituyentes (Aruoma
et al, 2012). En este sentido, la BMEP puede aprovechar dichos compuestos de la cdscara de Citrus paradisi para la
reduccion de la sal precursora y permitir la formacién de las NPs.

El presente trabajo tuvo como propdsito llevar a cabo la biosintesis de nanoparticulas de oro (NPs-Au) utilizando
el extracto acuoso de Citrus paradisi a diferentes temperaturas para determinar el efecto de este factor en la
morfologia de las particulas obtenidas.

MATERIAL Y METODO

Los materiales necesarios para la biosintesis de las NPs-Au fueron el extracto acuoso del epicarpio de Citrus paradisi
como agente reductor, el acido tetracloroadrico trihidratado de grado analitico—HAuCl,'3H,0, Sigma-Aldrich, Toluca,
México— como agente precursor y agua deionizada; los cuales fueron utilizados sin purificacion adicional.

Preparacion del extracto acuoso de Citrus paradisi

La cdscara de Citrus paradisi se lavé y sec6, luego el epicarpio fue retirado del fruto teniendo cuidado de separarlo
del mesocarpio. 10 g del epicarpio fueron afiadidos en 90 mL de agua deionizada al alcanzar el punto de ebullicién
y se mantuvo a esta temperatura por 20 min. Posteriormente, la solucién se dejé enfriar y se filtré al vacio (Noruzi,
2015; Panda & Deepa, 2011 & Silva-De Hoyos et al,, 2020). El extracto obtenido se almacend en un vial durante
una hora.

Biosintesis de nanoparticulas de oro

La biosintesis NPs-Au se realiz6 acorde con reportes previos (Silva-De Hoyos et al., 2019 & Silva-De Hoyos et al,
2020). En un vial se colocaron 5 mL de HAuCl,'3H,0 (sal precursora) a una concentracion 103 M. A continuacion
se afadieron 2 mL del extracto del epicarpio de Citrus paradisi, aforando hasta 10 mL con agua deionizada. La
reaccion se llevé a cabo a 0°C —en inmersién en hielo), 40°C y 60°C —en bafio maria—, para determinar el efecto de
la temperatura en la morfologia de las NPs.
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Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

La caracterizacién se realizé por medio de la espectroscopia UV-Vis a diferentes tiempos de reaccion —30 min; 1 h;
1.5h; 2 h; 4 hy 24h— para comprobar la presencia del plasmén de resonancia superficial (PRS) caracteristico de las
NPs-Au, cuyo pico maximo de absorcidn se encuentra entre 540 y 600 nm, lo que permite confirmar la presencia
de dichas NPs (Noguez, 2007). Cada PRS fue obtenido con un espectrofotdémetro UV-Vis (Lambda Perkin-Elmer,
IL, EUA). El andlisis de morfologia y de las fases cristalinas de las muestras —preparadas sobre rejillas recubiertas
de carbono— fueron realizadas a través de micrografias adquiridas con un Microscopio Electrénico de Transmisién
(TEM, JEOL 2100, MA, EUA) operado a 200 kV de aceleracion de voltaje y filamento de LaB,. Todas las micrografias
utilizadas provenian de las muestras de sintesis a las 24h de la reaccién. Para determinar el tamafio de las NPs-Au
se utilizaron al menos 20 micrografias por cada muestra, con aproximadamente 300 particulas de cada temperatura
(0°C, 40°Cy 60°C) (Panda & Deepa, 2011). Ademads, se obtuvo el patrén de difraccién de drea selecta (SAED) con
TEM para determinar la estructura cristalina de las NPs-Au.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las sintesis de NPs-Au a diferentes temperaturas se describen a continuacion (Figura 1 A-D).
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Figura 1. NPs-Au sintetizadas con extracto de Citrus paradisi a diferentes temperaturas (0°C, 40°C
v 60°C). A: espectros UV-Vis tomados a diferentes intervalos de tiempo. B: histogramas del tamafio
de particula. C: patrones de difraccién de drea selecta (SAED) con los planos a los que corresponde
cada fase identificada. D: Micrografias obtenidas con microscopio electrénico de transmision (TEM).
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Para controlar mejor la temperatura durante la biosintesis de NPs-Au se utilizé bafio de hielo para alcanzar 0°C
y bafo Maria para conseguir 40°C y 60°C, respectivamente, cada temperatura fue mantenida durante las 24 h
de reaccién. Para asegurar la reproducibilidad metodolégica y evitar variaciones, tanto al extracto acuoso como
a la sal precursora, como primer paso, se llevd a las temperaturas mencionadas. Otros métodos para mantener
la temperatura a 40°C y 60°C pueden resultar dificiles de controlar, como por ejemplo con la parrilla de agitacion
electromagnética. El hielo en el bafio frio debe cambiarse para mantener la temperatura constante.

En la sintesis de las NPs-Au obtenidas a 0°C, el pico de mayor intensidad se observa en 570 nm de longitud de
onda, dicho plasmén se presenta desde las 4 h hasta las 24 h después de la sintesis, manteniendo esa longitud
de onda, lo cual coincide con lo reportado previamente (Noguez, 2007). En lo que refiere al tamafio de particula
obtenido durante esta sintesis, el histograma de distribucién muestra un rango de 7 a 32 nm, con una mayor
cantidad de particulas de 7 nm, exhibiendo una alta polidispersidad, tanto en tamafio como en forma, ya que las
morfologias observadas son irregulares, consistiendo en semiesferas y esferoides.

Por otro lado, en la sintesis de las NPs-Au obtenidas a 40°C, el PSR estd centrado entre 542 a los 30 min de
reaccion, a los diferentes intervalos medidos ocurre un desplazamiento al rojo hasta llegar a 550 nm a las 24 h,
lo cual podria atribuirse a que las particulas estan sufriendo un aumento de tamafio o un fenémeno de coalicién
entre las particulas, como se ha reportado previamente (Guo et al., 2015; Liz-Marzan, 2006; Noguez, 2007 & Yu et
al, 2017). La aglomeracién de las NPs-Au se confirmé en las micrografias de TEM. En cuanto al tamafio, se puede
apreciar una alta polidispersidad de tamafio, ya que exhiben un rango de 7 a 47 nm, con una mayor cantidad de
particulas de 7 nm (al igual que en la sintesis a 0°C). En cuanto a la morfologia, se notan particulas esféricas y la
formacién de estructuras triangulares y, también, se presenta el fenémeno de coalescencia.

Para las NPs-Au obtenidas a 60 °C, el PRS esta centrado en 548 nm desde los 30 min hasta las 4 h, presentando un
ensanchamiento constante del plasmén a las 24 h con un desplazamiento al rojo hasta los 562 nm. La distribucién
de tamarfio fue de 2 a 27 nm con una mayor cantidad de particulas de 22 nm, existiendo una disminucién en la
polidispersidad de tamafio, asi como mayor definicién en la forma, teniendo una cantidad superior de particulas
esféricas. Esto se encuentra en concordancia con lo reportado previamente, en donde la cantidad de nanoparticulas
esféricas aumenta cuando se eleva la temperatura de reaccién, ya que el incremento de la temperatura genera un
mayor nimero de centros de nucleacion teniendo como resultado una mayor cantidad de AuNPs esféricas (Sneha
et al, 2010).

Por otro lado, los patrones SAED permitieron determinar que las tres sintesis de NPs-Au poseen una estructura
policristalina, identificandose los planos (111), (200), (220) vy (311) de la estructura cubica centrada en las caras
(FCC).

Finalmente, la sintesis que mostré un tamafio de particula mas homogéneo, asi como morfolégica, fue la de 60°C.
Un tamafio de particula con menos polidispersidad permite que su aplicacién pueda ser mas especifica. Por ejemplo,
se ha reportado que para la actividad antibacteriana se requiere un tamafio promedio de 20nm, ya que tamafios
muy pequefios, cercanos a los puntos cudnticos —quantum dots <2 nm—son muy téxicas para las células somaticas;
mientras que tamafios mayores a 30 nm, han mostrado un efecto antimicrobiano muy exiguo (Argueta et al,, 2014
& Garcia et al, 2011). Asi mismo, en estudios in vitro, se ha atribuido la actividad antimicrobiana de los citricos a
los compuestos fendlicos, limonelo y citral que poseen (Rodov et al, 1995 & Viuda et al, 2008). En este sentido,
una de las potenciales aplicaciones de estds NPs podria ser como bactericida o antifangico.
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Se han sintetizado NPs de plata a través de microondas y extracto acuoso de la cascara de Citrus paradisi y han
mostrado efecto inhibitorio contra patdégenos grampositivos y gramnegativos comunes del agua, ademas, los
autores postularon que, considerando sus resultados de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
la presencia, la interaccién y el desplazamiento de las bandas anteriores del extracto de cdscara de Citrus paradisi,
sugieren que sus compuestos activos actian como agentes reductores, protectores y estabilizadores de las NPs
obtenidas (Ayinde et al,, 2019), lo cual coincide con lo que se observa en el espectro Uv-vis de este trabajo.

Al parecer, la presencia de grupos carboxilo y otros compuestos presentes en el extracto acuoso de Citrus paradisi
permite la obtencién de NPs-Au por un método ecoamigable, eficiente y simple (Silva De Hoyos et al,, 2017).

Ajustando los parametros de sintesis es posible modificar forma y tamafio de las particulas. En este caso, se
estudid la reaccidn de sintesis a diferentes temperaturas logrando obtener particulas con tamafios especificos. Sin
embargo, mds estudios son necesarios para la optimizacién de las condiciones de sintesis, el escalamiento de la
produccidn, asi como las potenciales aplicaciones que pueden probarse en diferentes campos de estudio.

CONCLUSIONES

El tamafio y morfologia de las NPs por biosintesis mediada por extractos de plantas depende de la concentracién
del extracto y de la sal precursora, la temperatura, el pH asi como el tiempo de reaccién. En el presente trabajo,
las NPs-Au obtenidas a 0°C exhibieron en su mayoria un tamafio de 7 nm vy fueron generalmente de morfologia
esferoide; mientras que a 40°C presentaron un tamafo de 7 nm, de forma esféricas vy triangulares; y las particulas
obtenidas en la sintesis a 60°C fueron principalmente de 22 nm y esféricas. Por lo que es importante continuar con
el estudio del sistema con distintos parametros para obtener los tamafios y formas mas homogéneos.
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