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OPTIMIZACION Y CARACTERIZACION DEL PROCESO DE SINTESIS
VERDE DE NANOPARTICULAS DE ORO A PARTIR DE PULPA DE CAFE
Galileo Bonilla Nepomuceno, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2020

En la actualidad el uso de nanomateriales se ha incrementado con aplicaciones en el &rea
de la medicina, electronica, agricultura, industrias alimentarias entre otras. Uno de los
nanomateriales mas estudiados son las nanoparticulas de oro, las cuales poseen
propiedades Opticas, eléctricas y que, gracias a su gran area de superficie,
biocompatibilidad y estabilidad son utilizadas en distintas &reas. Sin embargo, el
desarrollo de nanomateriales implican un alto gasto de energia, uso de solventes y
reactivos sintéticos que generan residuos y se acumulan en el medio ambiente. La sintesis
verde o biolégica de nanomateriales se enfoca en la sustitucion de algunos reactivos
sintéticos con el fin de reducir o eliminar sus residuos, utilizando agentes bioldgicos como
hongos, bacterias y plantas. Por otra parte, la pulpa de café es uno de los principales
residuos agroindustriales del procesado de café, se estima que de la produccion de café
cereza la pulpa representa mas del 40% y tiene una composicion quimica y nutrimental
potencial para la obtencion de compuestos bioactivos. En la presente investigacion se
evalu6 un método sencillo de sintesis de nanoparticulas de oro a partir de un extracto
acuoso de pulpa de café. Se empled la Metodologia de Superficie de Respuesta para
optimizar el proceso de sintesis verde, empleando un disefio experimental Box-Behnken,
donde se establecieron tres factores y tres niveles: concentracion del agente precursor (3,
4y 5%), concentracion del agente reductor (0.125, 0.5y 2 mg/mL) y tiempo de reaccién
(20, 40 y 60 min). Las variables de respuesta establecidas fueron absorcion UV-visible
méaxima (MA), tamafio de particula (d) y densidad de particulas (N). La caracterizacion
de las nanoparticulas obtenidas se realizd por espectrofotometria UV-visible,
espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Microscopia Electronica
de Barrido (SEM). El valor maximo encontrado para MA fue en los niveles maximos de
concentracion de agente precursor y de agente reductor mientras que para el tiempo de
reaccion fue el nivel minimo. Se obtuvieron nanoparticulas de ente 5y 22 nm, lo que
comprueba que el extracto de pulpa de café es capaz de actuar como agente reductor, asi
como que sus compuestos bioactivos les dan a las nanoparticulas funcionalidad con
posibles aplicaciones en el area médica, ingenieril o industrial.

Palabras clave: nanotecnologia, nanoparticulas de oro, nanoparticulas metélicas,
sintesis verde, Coffea spp.



OPTIMIZATION AND CHARACTERIZATION OF GREEN SYNTHESIS
PROCESS OF GOLD NANOPARTICLES FROM COFFEE PULP
Galileo Bonilla Nepomuceno, M. Sc.

Colegio de Postgraduados, 2020

Currently the use of nanomaterials has increased with applications in medicine,
electronics, agriculture, food industries, among others. One of the most studied
nanomaterials are gold nanoparticles, which have optical, electrical properties and
because to their large surface area, biocompatibility and stability, are used in different
areas. However, some techniques for the development of nanomaterials involve a high
energy expenditure, solvents and synthetic reagents use, that generate polluting residues.
Green or biological synthesis of nanomaterials focuses on the substitution of some
synthetic reagents in order to reduce or eliminate their residues, using biological agents
such as fungi, bacteria and plants. On the other hand, the coffee pulp is one of the main
agro-industrial waste of coffee, the pulp represents more than 40% of cherry coffee
production and has an important chemical and nutritional content to obtain bioactive
compounds. In this context, the following research presents a simple method of synthesis
of gold nanoparticles from aqueous coffee pulp extract. The Response Surface
Methodology was used to optimize the green synthesis process, using a Box-Behnken
experimental design, where three factors and three levels were established: concentration
of the precursor agent (3, 4 and 5%), concentration of the reducing agent (0.125, 0.5 and
2 mg / mL) and reaction time (20, 40 and 60 min). The response variables established
were maximum UV-visible absorption (MA), particle size (d) and particle density (N).
The nanoparticles obtained were characterized by UV-visible spectrophotometry, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron Microscopy (SEM). The
maximum value found for MA was in the maximum levels of concentration of precursor
and reducing agent, while for reaction time was the minimum level. Nanoparticles of
between 5 and 22 nm were obtained, which proves that the coffee pulp extract is capable
of acting as a reducing agent, as well as that its bioactive compounds give the
nanoparticles functionality with possible applications in the medical, engineering or
industrial.

Keywords: nanotechnology, gold nanoparticles, metallic nanoparticles, green synthesis,
Coffea spp.
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INTRODUCCION GENERAL

1. Planteamiento del problema

La nanotecnologia es la disciplina que estudia la materia a escala nanométrica (1-100 nm)
y propone aplicaciones a partir de esta. Un nanometro equivale a una mil millonésima
parte de un metro es decir 1 x 10~ m, por lo que a esta escala, la materia comienza a
adquirir propiedades diferentes a las de la escala micro y macro, esto debido a la relacion
que existe entre la superficie y el volumen de los nanomateriales, a medida que el
diametro de la particula disminuya, el area de la superficie relativa total de estas

nanoestructuras se incrementa (Shi et al., 2015).

Con base en estas caracteristicas de la materia se han desarrollado diversos tipos de
nanomateriales tales como los fullerenos, los nanotubos de carbono, las nanofibras, las
nanoparticulas organicas, las nanoparticulas metélicas, entre otros. En particular el
desarrollo de nanoparticulas metélicas se ha incrementado, gracias a las propiedades
Opticas, cataliticas, eléctricas, entre otras, que poseen (Veisi et al., 2018). Dentro de las
nanoparticulas metalicas mas estudiadas estan las nanoparticulas de oro, plata, platino,
hierro, oro, etc. En particular, las nanoparticulas de oro presentan gran interés debido a
sus propiedades dpticas y de superficie; asi como su estabilidad y biocompatibilidad con
diversos agentes. Cabe destacar que la sintesis de nanomateriales incluidas las
nanoparticulas de oro, involucran diferentes procesos y algunos de ellos requieren el uso
de solventes, energia, equipo sofisticado, y reactivos tdxicos que impactan en el medio
ambiente (Aljabali et al., 2018).

La sintesis verde surge como un método alternativo de sintesis de nanoparticulas; es decir,
es un método que pretende obtener nanoparticulas a partir de entidades bioldgicas como
las bacterias, plantas, hongos, etc.; aunque son las plantas las mas utilizadas ya que los
extractos de estas poseen compuestos fenolicos y antioxidantes; los cuales actian como
agentes reductores, durante la sintesis de nanoparticulas (Casas-Hidalgo et al., 2016; Lim
et al., 2016; Dutta et al., 2017). Este método permite obtener nanoparticulas con
caracteristicas morfologicas similares a las de métodos convencionales. Ademas, se ha
encontrado que las nanoparticulas obtenidas por sintesis verde tienen propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras, y esto es debido a las
propiedades de los compuestos presentes en la planta utilizada (Aljabali et al., 2018;
Ismail et al., 2018; Rajeshkumar et al., 2018; Mohammed-Siddiq et al., 2019).



El café es uno de los productos con mayor demanda en el mundo. En México, Veracruz
es el segundo estado con mayor produccion de café cereza (SIAP, 2019). La pulpa de café
es el principal residuo del beneficio del café, se estima que méas del 40 % de café cereza
producido corresponde a pulpa de café (Roussos et al., 1995). La obtencién de estos
residuos agroindustriales representa un riesgo para el medio ambiente, ya que su mal
manejo es causa de contaminacién en agua y suelos. Sin embargo, el aprovechamiento de
la pulpa de café es una alternativa viable para la obtencién de compuestos bioactivos. La
pulpa de café contiene una gran cantidad de agentes antioxidantes y fenolicos (Fierro-
Cabrales et al., 2018), lo que resalta su potencial para actuar como agente reductor en la

sintesis de nanoparticulas de oro.

Por otro lado, el uso de técnicas para la optimizacién de procesos es fundamental para
tener control de las variables involucradas y administrar el uso adecuado de materias
primas. Las Metodologias de Superficie de Respuesta (RSM) son técnicas matematicas y
estadisticas que se enfocan en la modelacion de una respuesta de interés; la cual
dependera de diversos factores; teniendo como resultado los valores de los factores que
otorgan los mejores resultados (Carlson y Carlson, 2005). En particular el modelo Box-
Behnken tiene grandes ventajas, entre ellas la obtencion de una superficie modelada de
segundo orden que predice cualquier valor de respuesta en el rango estudiado, se necesita
menos cantidad de combinaciones entre tratamientos por lo que los costos experimentales

disminuyen sustancialmente (Ferreira et al., 2007).

En este contexto, en el presente trabajo se propone sintetizar nanoparticulas de oro
mediante sintesis verde utilizando un extracto acuoso de pulpa de café; y optimizar el
proceso mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta a través de un disefio Box-
Behnken.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Optimizar el proceso de sintesis verde de nanoparticulas de oro a partir pulpa de café

mediante la metodologia de superficie de respuesta.

2.2 Objetivos especificos
Caracterizar las nanoparticulas de oro obtenidas por sintesis verde a partir de pulpa de

café.

3. Hipdtesis

Los factores de concentracion de precursor (acido tetracloroadrico), concentracion de
agente reductor (extracto acuoso de pulpa de café) y el tiempo de reaccién son factores
significativos en la optimizacion del proceso de sintesis verde de nanoparticulas de oro.

4. Innovacién de la investigacion

De acuerdo con la Real Academia Espafiola (RAE), innovacion “es la creaciéon o
modificacion de un producto, y su introduccion al mercado”. Mientras que la Ley de
Ciencia y Tecnologia (LCyT) define a la innovacién como ““generar un nuevo producto,
disefio, proceso, servicio, método u organizacion o afadir valor a los existentes”. Sin
embargo, la innovacién también es considerada un proceso donde se involucra la
investigacion, el desarrollo y la mejora continua; de acuerdo con el Manual de Oslo la
innovacion puede aplicarse a:

Un producto, se ofrece un bien o servicio nuevo o que fue significativamente mejorado,
en cuanto a sus caracteristicas técnicas o el uso al que fue asignado, las mejoras pueden
darse en sus propiedades, componentes, de software, materiales etc.

Un proceso, se logra cuando existen cambios significativos en las técnicas, materiales,
equipos o software, estos se veran reflejados en el sector productivo y de distribucion.
Marketing o comercio, consiste en implementar un método de comercializacion no
usada con anterioridad, incluye cambios como el disefio, posicionamiento, promocion,
precios entre otros, con el fin de incrementar ventas.

Organizacional, es cuando se modifican practicas, procedimientos, lugares de trabajo y

relaciones externas con el fin de mejorar la productividad de la empresa.



Ademas, la innovacion también puede verse desde dos puntos de vista como una
innovacion incremental, que es cuando se agrega valor a un producto o servicio ya
existente mediante modificaciones 0 mejora y como innovacion radical o disruptiva que
es cuando se introduce un producto o servicio totalmente nuevo al mercado marcando

referente para futuras innovaciones (OCDE vy Eurostat, 2005).

De acuerdo a esto, en el presente trabajo se propone desarrollar un método préctico y
econdmico para la produccion de nanoparticulas de oro a partir de extracto de pulpa de
café, que sea amigable con el medio ambiente. La sintesis verde es una técnica
biotecnoldgica que surge con la finalidad de reducir el uso de reactivos sintéticos y
consecuentemente la acumulacion de ellos y/o sus residuos en el ambiente. En la literatura
existen diversas investigaciones sobre el uso de diferentes extractos de plantas en la
sintesis de nanoparticulas de oro. Sin embargo, no hay evidencia de que se haya trabajado
con pulpa de café (subproducto agroindustrial del beneficio himedo del café, considerado
altamente contaminante) y que el proceso haya sido optimizado por la metodologia de

superficie de respuesta.

5. Sustentabilidad de la investigacion

Debido a las proyecciones que se tienen sobre el crecimiento poblacional en las proximas
décadas y el consecuente desabasto de alimentos, y disponibilidad de recursos se han
planteado diversas estrategias que permitan el aprovechamiento responsable de los
recursos como el desarrollo sustentable (SDGs, 2019). La comisiéon Mundial de Medio
Ambiente y Desarrollo (WCED, por sus siglas en inglés) defini6 en 1987 como
sustentabilidad “el desarrollo que satisface todas las necesidades del presente intentando
no comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer sus propias
necesidades” en adicién el Consejo Econémico y Social de las Naciones Unidas
(ECOSOC) menciona que el desarrollo sustentable involucra tres pilares fundamentales
que son el econdmico, el social y el ambiental (Figura 1). Donde la interaccién entre la
sociedad y economia debe ser equitativa, entre sociedad y medio ambiente soportable, y

entre ambiente y economia viable (Chavez-Cortés y Binnquist Cervantes, 2011).
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Figura 1. Pilares de la sustentabilidad.
Fuente: Tomado de Chavez-Cortés y Binnqlist-Cervantes, (2011).

Con la sustentabilidad surgieron nuevas alternativas para satisfacer las necesidades de la
poblacién, ejemplo de ello es la quimica verde, la cual, se enfoca en el disefio de productos
quimicos y procesos para reducir o eliminar el uso de sustancias peligrosas, este enfoque
tiene como principal objetivo contribuir al desarrollo sustentable a nivel molecular,
ofreciendo de este modo una amplia aplicacién de productos y procesos en diferentes
sectores, desde el aeroespacial, cosméticos, electronica, productos para el hogar hasta la

agricultura (Anastas y Eghbali, 2009).

Desde el enfoque ambiental de la sustentabilidad y considerando que Veracruz es el
segundo estado con la mayor produccién de café en México (SIAP, 2019), este trabajo
pretende implementar y dar valor agregado al uso de la pulpa de café para la sintesis verde
de nanoparticulas de oro. Se estima que la pulpa de café corresponde a méas del 40% del
café cereza, y dado que su pH se encuentra por debajo de 5.0 representa una amenaza de
contaminacion de suelo y agua por su mal manejo. Sin embargo, tiene gran potencial por
su contenido de compuestos fendlicos y antioxidantes (Fierro-Cabrales et al., 2018).
Ademas, se propone un método de sintesis que utiliza menor cantidad de reactivos
sintéticos para la obtencion de las nanoparticulas de oro.

6. Seguridad alimentaria
De acuerdo con el Instituto de Nutricion para Centroamérica y Panama (INCAP) la
seguridad alimentaria y nutricional “es un estado en el cual todas las personas gozan, en

forma oportuna y permanente, de acceso fisico, econémico y social a los alimentos que



necesitan, en cantidad y calidad, para su adecuado consumo y utilizacion biologica,

garantizandoles un estado de bienestar general que coadyuve al logro de su desarrollo”.

Por su pate la Organizacion de las Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacion
(FAO) definen como seguridad alimentaria “cuando todas las personas tienen acceso
fisico social y econémico permanente a alimentos seguros, nutritivos y en cantidad
suficiente para satisfacer sus requerimientos nutricionales y preferencias alimentaria, y
asi poder llevar una vida activa y saludable”, el Consejo Nacional de Evaluacion de la
Politica de Desarrollo Social (CONEVAL) en Meéxico retoma los principios de la
seguridad alimentaria de la FAO y menciona que la seguridad alimentaria “implica que
la poblacion pueda satisfacer sus necesidades y preferencias alimentarias a través del
acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos” y que se basa en
4 pilares fundamentales:

Disponibilidad: contar con alimentos basicos, suficientes, estables, y de buena calidad.
Acceso: Cuando todas las familias y miembros de ellas tienen en todo momento la
capacidad fisica y economica a los alimentos basicos que conforman una dieta nutritiva.
Utilizacion: Capacidad de ingerir alimentos nutritivos con calidad higiénica
(restricciones bioldgicas) y adecuados (toma en cuenta aspectos culturales para prevenir
enfermedades) para satisfacer las necesidades nutricionales de las personas.
Estabilidad: Capacidad para mantener niveles de almacenamiento de alimentos que
permitan enfrentar situaciones de emergencia ya sea por inseguridad alimentaria cronica
(escasez de alimentos) o por inseguridad alimentaria transitoria (causadas por desastres
naturales o por el hombre) (CELAC, 2014; OCDE, 2016; CSA, 2017;).

En este sentido, la aplicacion de nanomateriales en la industria alimentaria ha ido en
incremento, desde el sector primario hasta el almacenamiento de productos terminados
(Peters et al., 2016; Arserim-Ucar y Cabuc 2020). De acuerdo con las definiciones de
seguridad alimentaria el presente proyecto propone un método para la obtencion de
nanoparticulas de oro mediante sintesis verde; las cuales, tienen diversas aplicaciones en
diferentes areas que incluyen a la industria alimentaria. Ejemplo de estas aplicaciones es
la construccion de nanobiosensores que permiten detectar patdégenos, asi como otras
moléculas de manera especifica y eficiente (Rios-Corripio et al., 2016; Arcila-Lozano et

al., 2016; Ma et al., 2018), y de este modo garantizar la inocuidad de los alimentos.



7. MARCO TEORICO

7.1 Nanotecnologia

Como se menciona en la seccion 1 la nanotecnologia es una disciplina que estudia la
materia a escala nanométrica (1-100 nm) y propone aplicaciones a partir de esta, un
nanémetro equivale a una mil millonésima parte de un metro es decir 1 x 10~° m. Por
otra parte, la nanociencia es la ciencia que se encarga del estudio de los fenémenos que
ocurren a esta escala (Shi et al., 2015). En la Figura 2, se muestra una idea mas clara de
la dimension de la escala nanométrica, esquematiza materiales a diferentes escalas
incluyendo la nanométrica, un glébulo rojo puede llegar a medir 10,000 nanémetros o el
didmetro de la cabeza de una hormiga equivale aproximadamente a 3,000,000 de nm.

La nanotecnologia esta presente desde antes de nuestra era, uno de los ejemplos mas
antiguos y reconocidos de aplicaciones nanotecnoldgicas es la copa de licurgo; la cual,
en su época causaba gran interés por los efectos Opticos que ofrecia, y no fue hasta 1962
que se descubrid que los efectos estaban relacionados con la presencia de metal coloidal
(oro y plata) (Freestone et al., 2007). Sin embargo, la nanotecnologia como tal tuvo sus
comienzos con Richad Feynman quien con su discurso “There is plenty of room at the
bottom” en 1959 dio pauta a manipular la materia a niveles atomicos (Sanchez-Sanchez,
2017). Pero el término de nanotecnologia no fue empleado hasta 1974 por Norio
Taniguchi, quien la defini6 como: “el procedimiento de separacion consolidacion y
deformacion de materiales &tomo por atomo o molécula por molécula” (Nunes et al.,
2019).

La escala nanométrica presta gran atencion debido a que la materia a esta escala presenta
propiedades totalmente diferentes que cuando se encuentra a encalas mayores, esto es
debido a que el nimero atomos que se encuentran en la superficie del nanomaterial es
mayor a los que estan en su interior, por lo que los electrones son confinados y tienen una
mayor energia (Ramsden, 2016), el area de superficie del material incrementa medida que
el volumen disminuye (Leon et al., 2020). La Figura 3 muestra el ejemplo de un cubo,
asumiendo que el cubo es de 1cm de arista y tiene un total de &tomos de 1023 y cada cara
tiene 101> atomos por lo que la relacion de atomos superficie/volumen queda 10°/102%3
(baja cantidad de atomos de superficie); sin embargo, si se reduce el tamafio del cubo a 1

nm de arista el 60% de los &tomos del cubo estaran en la superficie (Kenneth et al., 2009).
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Figura 2. Comparacion de materiales a diferentes escalas fisicas
Fuente: Modificado de Shi et al. (2015).

Dentro de los cambios que presenta la materia a escala nanométrica estan las propiedades
térmicas o mecénicas (cambios en su conductividad térmica, disminucién su punto de
fusién y confinamiento cuantico), electromagnéticas (cambio en su conductividad
eléctrica, fluorescencia, magnetizacion), épticas (cambio de sus indices de refraccion y
diferentes interacciones con luz calor o sonido) y reactivas (mayor area superficial y

diferente respuesta a la radiacion electromagnética) (Mufioz-Patifio et al., 2018).

Lado del cubo: 1m 0.1m 0.001 m =1mm 107" m=1nm

9..,2
Superficie: 6 m? 60 m? 6000 m? 6 x10°m

Incremento de la superficie relativa

Figura 3. Representacion gréfica del efecto superficie/volumen de la escala nanométrica.
Fuente: Tomado de Kenneth et al. (2009).



En los ultimos afios el desarrollo de investigaciones que tienen relacion con la
nanotecnologia ha incrementado, se reporta que en la Web of Science el incremento de
documentos asociados con nanotecnologia ha sido de 17,350 a 1,001,761 en el periodo
comprendido entre 2001 y 2015 teniendo un incremento del 12.89% en ultimo afo
(Velmurugan y Radhakrishnan, 2017).

Las aplicaciones de la nanotecnologia son muy amplias, en la industria textil, para
producir telas con repelencia y evitar que se arruguen; en la electronica, las propiedades
de conduccion eléctrica de los nanotubos de carbono permiten su aplicacion en pantallas
de television; en la aerondutica, permiten desarrollar materiales que son mas resistentes,
ligeros y anticorrosivos; en la industria alimentaria, las propiedades Opticas de
nanoparticulas metalicas ayudan como transductores en la deteccion de patdgenos, el uso
de nanocompuestos en el disefio de empaques ayuda a hacerlos mas resistentes y
herméticos; otros ejemplos se muestran en la Figura 4 asi gracias a la diversificacion de
nanomateriales estas aplicaciones son posibles y en la actualidad se estan desarrollando
metodologias mas eficientes para su obtencién y aplicacion (Mobasser y Firoozi, 2016;
Rios-Corripio et al., 2016; Mufioz-Patifio et al., 2018; Lopez-Rubio et al., 2019).
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nanométricos
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Figura 4. Areas en las que puede aplicarse la nanotecnologia.
Fuente: Mufioz-Patifio et al. (2018)



7.2 Nanomateriales

Los nanomateriales o nanoestructuras son aquellos materiales donde una 0 méas de sus
dimensiones se encuentren dentro de la escala nanométrica (1-100 nm) y algunas de sus
propiedades (Opticas, eléctricas, magnéticas, cataliticas, etc.) cambien al pasar de una
escala mayor a la escala nanométrica (Shi et al., 2015). La diversificacion de los
nanomateriales ha generado diferentes clasificaciones, de acuerdo con Lopez-Lorente y
Valcércel, (2014), los nanomateriales pueden ser clasificados de acuerdo con su origen,

homogeneidad, naturaleza y dimensionalidad (Figura 5).

Las nanoestructuras de origen natural (Figura 5a) son algunas moléculas organicas como
virus, bacterias, algunas proteinas y otras como polvo, arena, humo, etc., que se originan
en el medioambiente. Las nanoestructuras generadas por el hombre pueden ser
clasificadas como incidentales o generadas involuntariamente (residuos de procesos
industriales, pirolisis, combustion de diésel, obtencion de colorantes, calentamiento de
aceites, etc.) y disefiadas o producidas de manera deliberada (nanocompuestos de arcilla,

nanolaminas, nanoparticulas metalicas, nanofibras, etc.) (Trotta y Mele, 2019).

La clasificacion de nanomateriales por su homogeneidad (Figura 5b), hace referencia a la
composicion quimica y a las dimensiones de éstos; por ejemplo, nanoparticulas idénticas
(morfologia y tamafio) con la misma composicién quimica como de oro o plata (L6pez-
Lorente y Valcarcel, 2014; Sasidharan et al., 2019). Los nanomateriales de acuerdo con
su composicion quimica (Figura 5c) pueden clasificarse como inorgéanicas
(nanoparticulas metélicas, puntos cuanticos etc.), organicas (fullerenos, nanotubos de
carbono, dendrimeros, etc.) o hibridos (nanoparticulas modificadas, nanotubos

funcionalizados con ferrocenos, etc.).

Los nanomateriales pueden presentar una amplia variedad de formas (esférica, cilindrica,
elipsoidal, tubular, helicoidal, arracimada, campaniforme, arrecifal, dendritica, en forma
de zig-zag o en forma de caja o de jaula, etc). Para obtener propiedades adecuadas es
necesario controlar la morfologia de las nanoparticulas. En este sentido los
nanomateriales se pueden clasificar en cuatro categorias basadas en dimensiones: 0D
cero-dimensionales, las tres dimensiones (X, y, z) <100 nm y los electrones estan
confinados en las tres dimensiones (esferas y clisteres); 1D uni-dimensionales, dos

dimensiones (X, y, z) <100 nm, los electrones estan confinados en las dos dimensiones
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(nanofibras, nanocables, nanovarillas); 2D bi-dimensionales, una dimension <100nm, los
electrones estan confinados en una direccién (nanopeliculas, nanoplatos y nano-redes) y
3D tridimensionales, ninguna dimension < 100nm. Los electrones no estan confinados y
pueden moverse libremente (hanomateriales ensamblados) (Lépez-Lorente y Valcarcel,
2014; Pottathara et al., 2019; Trotta y Mele, 2019), como se muestra en la Figura 5d.

‘Homogéneas‘ ‘ Heterogéneas ‘

Homogeneidad

De forma Oraani
ganicas
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Clasificacion de :
Naturaleza Inorganicas
Incidental nanoestructuras
2da dlasificacion : - ler clasificacion
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NUmero de dimensiones NUmero de dimensiones
superiores a 100 nm superiores a 100 nm
| |
‘ OD No dimensionales ‘ Nanoescala en CERO
| dimensiones
‘ 1D Una dimensién ‘ |
[ Nanoescala en UNA
‘ 2D Dos dimensiones ‘ dimension

‘ 3D Tres dimensiones ‘ Nano_escala_ en DOS
dimensiones

Nanoescala en TRES
dimensiones

Figura 5. Clasificacion de nanoestructuras de acuerdo con su origen (a), homogeneidad
(b), naturaleza (c), y dimensionalidad (d).
Fuente: Tomado y traducido de Lopez-Lorente y Valcércel, (2014).

Los nanomateriales pueden ser fabricados y sintetizados desde dos enfoques, como se

muestra en la Figura 6:
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a) Desde el enfoque “arriba-abajo” (Top-down), se obtienen nanomateriales a partir
de una macromolécula que es sometida a un proceso de molienda hasta obtener
dimensiones dentro de la escala manométrica, las metodologias mas comunes de este
enfoque son la escision mecanica, molienda mecéanica, exfoliacion liquida por fuerza
mecanica, ablacion laser, entre otras (Ciesielski y Samori, 2014; Zheng et al., 2014; Yiy
Shen, 2015).

Escision mecanica: Este método se basa en la separacion mecanica de cristales a escala
macro, rompiendo las interacciones de las fuerzas de van der Waals entre cada capa, sin
romper los enlaces covalentes en el plano para la produccién de nano-laminas. Esta
técnica también es conocida como método de Scotch-tape y es normalmente utilizada
para la obtencion laminas de grafeno a partir de grafito, aunque también se ha reportado
el desarrollo de nanomateriales (2D) como de nitruro de boro, disulfuro de molibdeno,
disulfuro de titanio, disulfuro de tungsteno entre otros (Li et al., 2012; Staley et al., 2009;
Lui et al., 2016).

La principal desventaja de este método es su bajo rendimiento y la dificultad de controlar
los parametros debido a la operacion manual, dentro de las ventajas estan que no requiere
de reactivos adicionales, la obtencién de superficies limpias y una alta calidad en los
cristales producidos. Los nanomateriales obtenidos bajo esta técnica tienen gran
aplicabilidad en dispositivos optoelectronicos y eléctricos de alto rendimiento gracias a

sus propiedades (fisicas, electronicas y Opticas) (Pottathara et al., 2019).

Molienda mecénica: El objetivo principal de este método es reducir el tamafio de
particula de una escala macroscépica hasta llegar a la escala nanométrica, en este caso
una carga de polvo (precursor) es colocada en un molino de alta energia como un molino
de bolas. Las bolas de este tipo molinos son de materiales como acero y tungsteno debido
a que se requieren materiales con una alta densidad para poder transferir la energia
mecanica suficiente para reducir el tamafio de particula. Los principales factores que
intervienen en este método son, el tipo de molino, velocidad de molienda, tiempo de
molienda, temperatura etc., y precisamente de ellos dependera la morfologia, tamarfio de
particula y dispersion (Ulla et al., 2014; Varghese et al., 2019).

12



Exfoliacion liquida por fuerza mecénica: Esta técnica se utiliza principalmente en
cristales en capa, se basa en la exfoliacion mediante liquidos aplicando fuerzas mecénicas
basadas en la sonicacion y la fuerza de corte; basicamente la sonicacion y la fuerza de
corte aportan la fuerza mecanica mediante el liquido, rompiendo las interacciones de las
fuerzas de VVan der Waals que existen entre las capas del cristal y manteniendo los enlaces
covalentes de las mismas, los principales parametros que se consideran en esta técnica
son el sistema de solvente, tiempo del tratamiento mecanico, temperatura, intensidad de
sonicacion y la adicion de polimeros. La exfoliacion liquida por fuerza mecéanica ofrece
un bajo costo y un alto rendimiento en el proceso, sin embargo, puede presentar defectos

en las nanoldminas exfoliadas (Pottathara et al., 2019).

Ablacion laser: En esta técnica un laser penetra la superficie de la muestra, la cual, se
encuentra inmersa en una solucion liquida, los electrones de la muestra son removidos
debido al campo eléctrico generado por la luz laser. Estos electrones interacttian con los
atomos de la muestra calentando la superficie y vaporizandola. Una vez que el flujo del
laser es alto, el material pasa a un estado de plasma, el cual esta conformado de grupos
de 4tomos, moléculas y iones. Este proceso de fragmentacion permite la formacion de
nanoparticulas. Los principales factores que se controlan son el tipo de material, solvente
y solutos, temperatura y presion del sistema (factores de la muestra o precursor) y longitud
de onda, tiempo, energia, frecuencia (factores del laser). Las principales ventajas de esta
técnica son que no requiere de reactivos adicionales al precursor y no necesariamente
genera residuos, en contraste, esta técnica tiene una baja eficiencia en la dispersién de las
nanoparticulas si se compara con los métodos quimicos, y es muy dificil controlar la

morfologia de las mismas (Varghese et al., 2019).

b) El enfoque “abajo-arriba” (Bottom-Up), los nanomateriales son obtenidos a partir
del ensamblaje de atomos o moléculas hasta conseguir tamafios en el rango de la escala
nanométrica, dentro de este enfogue se encuentran metodologias como, la deposicion
quimica por vapor, sintesis quimica himeda, método sol-gel, etc., (Figura 6) (Pottathara
etal., 2019).

Deposicion quimica por vapor: Este metodo se basa en la deposicion de un sélido(s)
(precursores) sobre una superficie caliente a partir de una reaccién ocurrida en la fase de

vapor.
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Figura 6. Enfoques desde los que se puede obtener nanomateriales.
Fuente: Modificado y traducido de Sasidharan et al. (2019).

Existe la deposicién en un solo paso que consiste en la introduccién de todos los
precursores en la camara de reaccion, posteriormente se utiliza un flujo de gas inerte como
argon o nitrégeno, las especies quimicas en la fase gaseosa se trasladan y se quimisorben
sobre la superficie del sustrato, la reaccién y la difusion de las moléculas adsorbidas
permiten la formacion de clusteres formando cada capa del nanomaterial en cuestion
(Varghese et al., 2019).

Por otro lado, la deposicion en dos pasos consiste en la deposicion de una capa inicial con
un precursor mediante deposicion fisica de vapor, posteriormente se ingresa el segundo
precursor reaccionando y se asocia con la primera capa. Este método es ampliamente
utilizado para la fabricacion de nanolaminas con propiedades dieléctricas, conductoras,
de pasivacion. Las cuales tienen aplicaciones en la creacion de recubrimientos
anticorrosivos y resistentes al calor, asi como, en la fabricacion de celdas solares (Raiford
et al., 2020).
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Sintesis quimica humeda: Este método se basa en el uso de precursores los cuales
reaccionaran en la fase liquida de la solucion, cada método de sintesis difiere uno del otro
por lo que no se sigue una regla universal para este tipo de sintesis. Dentro de las
principales ventajas de este método esta su gran capacidad para poder controlar el tamafio
forma y cristalinidad de los nanomateriales a obtener, asi como, su bajo costo de
operacion. En contraste, su escalabilidad industrial es limitada debido a los largos
periodos de mezclado y la incapacidad para poder controlar las etapas nucleacion y

crecimiento durante la sintesis (Pottathara et al., 2019; Varghese et al., 2019).

Meétodo sol-gel: Este método se basa en la obtencion de nanoparticulas de 6xido metéalico,
aungue también se ha reportado su uso para el desarrollo de nanocompuestos, como
nanotubos con dioxido de titanio (CNTs/TiOz), las principales etapas de este método son
hidrolisis, condensacion y proceso de secado (Figura 7). Para generar el gel, el agente
precursor metélico es hidrolizado, formando hidroxido metélico y finalmente se condensa
(Varghese et al., 2019). Una vez obtenido el gel es secado y convertido a xerogel o
aerogel. Este tipo de sintesis no requiere de calentamiento ni atmdsferas modificadas por

lo que se considera un método de bajo costo (Bazli et al., 2019).
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Figura 7. Representacion grafica del método sol-gel para la preparacion de
nanomateriales.
Fuente: Tomado de Yilmaz y Soylak, (2020)

Los nanomateriales se encuentran inmiscuidos en diversos usos y areas, la electronica,
fabricacion de empaques, recubrimientos, textiles, fabricacion de materiales para autos,

en medicina, en la industria alimentaria, etc. (Rios-Corripio et al., 2016; Ma et al., 2018;
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Sasidharan et al., 2019). Es por ello que la investigacion acerca de avances y aplicaciones
nanotecnoldgicas esta en constante crecimiento. Dentro de los nanomateriales mas
estudiados (Figura 8) estan los nanomateriales de carbono (fullerenos, ldminas de grafeno
y los nanotubos de carbono) cuyas aplicaciones en electronica son amplias y las
nanoparticulas metalicas como nanoparticulas de cobre (CuNPs), nanoparticulas de plata
(AgNPs), nanoparticulas de oro (AuNPs) entre otras, que prestan gran interés gracias a

sus propiedades épticas, eléctricas, cataliticas etc. (Varghese et al., 2019).

Fullereno Lamina de Nanotubo de
grafeno carbono

Nanoparticulas
de oro (AuNps)

Nanoparticulas
de plata
(AgNPs)

Figura 8. Representacion gréafica de algunos nanomateriales
Fuente: Tomado y modificado de Varghese et al. (2019)

7.3 Nanoparticulas metéalicas

Las nanoparticulas metalicas presentan gran interés por sus propiedades eléctricas y
Opticas; aunque una de las propiedades mas estudiadas de las nanoparticulas metélicas
estd la Resonancia de Plasmon Superficial (RPS) (Figura 9a), este efecto es observado
cuando la nanoparticula es fotoactivada, la luz interactta con el plasmon generando un
incremento en el campo electromagnético de la nanoparticulas, la interaccion entre el
foton incidente y el campo eléctrico permite la dispersion y absorcién de la luz (Varghese
et al., 2019). Este efecto es observado con la ayuda de un espectrofotdmetro UV-visible
donde las bandas del plasmon se asocian al tamafio, forma y dispersion de las
nanoparticulas (Figura 9b), a simple vista el color de las nanoparticulas coloidales como
en el caso del oro y la plata, el color de la suspension indica su formacion e incluso da

una idea del tamafio de las mismas como se observa en la Figura 8.
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Figura 9. Representacion grafica del efecto de resonancia de plasmon superficial (a);
Espectro UV-visible de la resonancia de plasmon superficial de nanoparticulas de oro
esféricas (b).

Fuente: Dominio publico.

Es importante mencionar que las nanoparticulas metélicas pueden estar compuestas por
un solo tipo de metal (homogéneas) o de varios elementos metalicos (heterogéneas) a las
que se les denomina como nanoaleaciones. Las nanoaleaciones pueden tener diferentes
patrones de ordenamiento, como se observa en la Figura 10 nanoaleaciones segregadas
como nucleo-caparazén (una capa de un tipo de atomo rodea a un nucleo de otro tipo),
nanoaleaciones segregadas en capas o particulas de Janus (poseen dos caras, cada una con
propiedades fisicas y quimicas diferentes), nanoaleaciones mixtas (pueden ser ordenadas
o aleatorias); y nanoaleaciones multicapa o “cebolla” (presentan la forma de una cebolla

alternando sus capas) (Johnston, 2012).
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Figura 10. Principales patrones de ordenamiento de las nanoaleaciones.
Fuente: Tomado de Johnston, (2012)

Las nanoparticulas metéalicas mas estudiadas son las nanoparticulas de cobre (CuNPs),
cuyas propiedades permiten desarrollar nanocatalizadores altamente reactivos, selectivos
y estables, las aplicaciones de CuNPs en su mayoria son en nanocompuestos, debido a su
inestabilidad en el ambiente (oxidacién), y son fijadas en sustratos como granulos
poliméricos. Se ha comprobado el uso de CuNPs en sustratos de este tipo tienen un efecto
antimicrobiano, aunque, no se compara con el de las nanoparticulas de plata. Sin embargo,
presenta un gran potencial sobre bacterias como Salmonella enterica, Campylobacter
jejuni, E. coli, Listeria monocytogenes, y S. aureus aunado a que su obtencion es de bajo
costo si se compara con otras nanoparticulas metélicas (Chudobova et al., 2015; Varghese
etal., 2019).

Por su parte las nanoparticulas de plata (AgNPs) se caracterizan por sus propiedades
antimicrobianas, ya que se ha comprobado que genera dafios a la membrana celular
(Varghese et al., 2019). Gracias a estas propiedades su uso se ha extendido ampliamente
en el area médica, se ha comprobado que también tienen propiedades antifungicas,
antivirales, antiinflamatorias e inclusive actian como agentes anticancerigenos (Rozalen
et al., 2020). Las AgNPs inducen la apoptosis en células cancerigenas (Xi-Feng et al.,
2016). Por lo que el uso de AgNPs ha sido principalmente en la creacion de biosensores,
en ensayos de deteccion actuando como marcadores bioldgicos, aplicaciones en pinturas

y recubrimientos para evitar la presencia de bacterias, en dispositivos electrénicos como

18



mejoradores de la conductividad térmica y eléctrica (Xi-Feng et al., 2016; Varghese et
al., 2019). Mientras, las nanoparticulas de hierro, por sus propiedades magnéticas y
biocompatibilidad son de gran interés para el area médica en aplicaciones como liberacion

de medicamentos y obtencidn de imagenes por resonancia magnética (Mody et al., 2010).

Por su parte las nanoparticulas de oro han sido utilizadas ampliamente desde aplicaciones
artisticas como vitrales debido a sus interacciones con la luz visible, hasta aplicaciones
médicas y de deteccion gracias a su biocompatibilidad y area superficial y cuyas
propiedades se describen en el apartado 7.4 (Varghese et al., 2019). Cabe destacar, que
el desarrollo de investigaciones de nanoparticulas de cobre, de hierro, plata y oro estan
en continuo crecimiento debido a que sus propiedades les permiten actuar como
transductores en técnicas de deteccion (patdgenos en alimentos, deteccion de
enfermedades), asi como su participacion como agentes terapéuticos en el area de la

medicina como la terapia fototérmica (Varghese et al., 2019).

7.4 Nanoparticulas de oro

Como se ha descrito o en el apartado 7.2, las propiedades de los materiales a escala
nanomeétrica dependen fuertemente del tamafio, forma y naturaleza del material(es) que
lo(s) conforma(n). Las nanoparticulas de oro (AuNPs) han sido ampliamente utilizadas
en el area terapéutica, electronica, alimentaria, etc., para el diagndstico de enfermedades,
desarrollo y mejoramiento de dispositivos; asi como, en la deteccién de agentes
bioldgicos, gracias a sus propiedades dpticas, térmicas y de superficie, ademas de ser mas
estables en comparacion con nanoparticulas de otros elementos metalicos como el cobre
(Yehetal., 2012).

Las AuNPs presentan mayor biocompatibilidad en comparacién con nanoparticulas de
otros metales, gracias a la relacién del area superficial y su volumen las nanoparticulas
de oro pueden ser conjugadas o recubiertas (Figura 11) con grupos que contienen tiol,
amina y fosfato; estos recubrimientos previenen la agregacion de las AuNPs asi como que
permiten funcionalizarlas (son mas estables, se asocian con otros compuestos de manera

especifica, incrementan su toxicidad o su capacidad catalitica) (Stabile et al., 2019).
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Figura 11. Representacion gréfica de algunas moléculas con las que se pueden
funcionalizar las nanoparticulas de oro.
Fuente: Dominio publico.

Las nanoparticulas esféricas de oro con tamafio de 20 nm tienen una RPS

aproximadamente a 520 nm en el espectro UV-visible, con ello se puede explicar el efecto

de que el oro coloidal presenta un color rojo rubi (Figura 12); aunque esto dependera del

tamafo, geometria y entorno (agentes dispersantes y estabilizantes) (Huang y El-Sayed,

2010)
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Figura 12. Representacion gréfica de la influencia del tamafio de nanoparticulas
esféricas coloidales de oro en funcién del color (a); Influencia de la forma, tamafio y
composicion quimica de las nanoparticulas de oro sobre la Resonancia de Plasmon

Superficial RPS (b).

Fuente: Tomado y modificado de Varghese et al. (2019) y Stabile et al. (2019).

Las propiedades que destacan en las nanoparticulas de oro son las Opticas, fototérmicas;

ademas de que son compatibles con moléculas bioldgicas, lo que permite aplicaciones en

la deteccion de patdgenos o moléculas especificas e incluso aplicaciones médicas como

la terapia fototérmica (Kajikawa et al., 2006; Leon et al., 2020).
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La Espectroscopia Infrarroja Mejorada en la Superficie (SEIRA) y la Dispersion Raman
mejorada en la Superficie (SERS), por sus siglas en inglés son técnicas que estan
asociadas a la superficie de plasmon de las nanoparticulas de oro, al incidir luz en el
espectro infrarrojo (en el caso de SEIRA), las moléculas analizadas tienen un incremento
de absorcion infrarroja de entre 10-1000 veces en presencia de la nanosuperficie, por otra
parte SERS mide la dispersion ineléastica de la luz monocromatica de diferentes
materiales, al adsorber un compuesto sobre la superficie metélica, este efecto se
intensifica en magnitud de entre 10° y 10! lo que les da potencial para ser utilizadas en
la deteccidn de diferentes compuestos quimicos como contaminantes ambientales con un
alto nivel de especificidad y eficiencia (Pradier et al., 2011; Kotlataj et al., 2018; Rosas-
Vara et al., 2019).

La funcionalidad de las nanoparticulas de oro variard de acuerdo con su tamafio,
morfologia (esféricas, varillas, capsulas, cajas, anillos, discos, prismas triangulares, etc.),

y agentes estabilizantes o de recubrimiento (Stabile et al., 2019).

7.5 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas se remonta a la antigiiedad, cuando el oro coloidal era
utilizado como colorante en vitrales (Cheng et al., 2014); sin embargo, Michael Faraday
fue uno de los primeros en reportar la sintesis de nanoparticulas de oro en 1857, utilizando
como precursor el cloruro aurico. A partir de ahi se derivaron diferentes metodologias
como las sintesis que utilizan borohidruro de sodio y citrato de sodio como agentes
reductores (Oliveira et al., 2017). Las variaciones de estos pardmetros y otros como la
temperatura, pH y tiempo de reaccion permiten controlar las caracteristicas de las
nanoparticulas en cuanto a forma, tamafio y agentes de recubrimiento (Cheng et al.,
2014).

Dentro de los principales factores que se deben considerar para la obtencion de
nanoparticulas de oro estan:

El tipo de sintesis: Los tipos de sintesis mas comunes para la obtencién de nanoparticulas
de oro es por el metodo Brust-Schiffrin, por sintesis electroquimica, por reduccién
quimica con citrato de sodio, sintesis verde o biologica. Cada método requiere de

condiciones diferentes de energia y de insumos (Herizchi et al., 2016).
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Agente Precursor: Para la sintesis convencional de nanoparticulas de oro es comdn
utilizar como agente precursor el tetracloroaurato (AuCls) o acido tetracloroadrico
(HAuUCls) que es una sal de oro, ambos aportan los 4&tomos de oro que permiten la
formacion de nanoparticulas. La concentracion que se utilice de precursor determinara en
conjunto con el agente reductor la densidad y tamafio de particula.

Agentes reductores: Los agentes reductores son utilizados en la sintesis quimica y
sintesis verde. En el método convencional el citrato de sodio funge como agente reductor,
aunque se ha reportado el uso de borohidruro de sodio y acidos organicos como el acido
ascorbico, asi como de extractos de plantas ricas en compuestos antioxidantes y fendlicos.
La concentracién de este definira la dispersion de nanoparticulas (densidad y tamafio).
Agentes estabilizantes o de recubrimiento: Los agentes de recubrimiento pueden ser
moléculas, iones o alcanetioles que le daran estabilidad y/o funcionalidad a las
nanoparticulas (evitaran el aglomeramiento o agregacion de las nanoparticulas) (Cheng
et al., 2014). En el caso de reduccion quimica con citrato de sodio y en el de la sintesis
verde, los agentes reductores cumplen con esta funcion (Cheng et al., 2014; Clarance et
al., 2020).

pH: El control de este factor es un poco dificil durante la sintesis; sin embargo, se ha
reportado un mejor rendimiento en la sintesis de nanoparticulas de oro por el método de
reduccion quimica con citrato de sodio en el rango de 4.7 a 5.3 en la escala de pH
(Contreras-Trigo et al., 2018).

Temperatura: La temperatura influye directamente en la dispersion de las nanoparticulas
ya que altas temperaturas permiten que los atomos se distribuyan de manera homogénea
durante la etapa de crecimiento de los nucleos (Herizchi et al., 2016). Cada factor va a
estar determinado por el tipo de ruta o sintesis que se elija. En este sentido, los principales
tipos de sintesis para la obtencion de nanoparticulas de oro se describen en el apartado
7.5.1

7.5.1 Método de Brust-Schiffrin

El método de Brust-Schiffrin se basa en el crecimiento de nicleos metélicos con la unién
simultanea de monocapas de Tiol autoensambladas. Para que la reaccion superficial se
efectle durante la nucleacion las particulas se someten a un sistema de dos fases (agua-
hidrocarburo), el AuCls- es transferido de una solucion acuosa a una de tolueno mediante
bromuro de tetraoctilamonio y reducido con una solucion acuosa de borohidruro de sodio

en presencia de dodecanotiol (Ci12H2sSH). Este método se caracteriza por la gran
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estabilidad de las nanoparticulas resultantes y porque el tamafio de particula se puede
manipular por las condiciones de la reaccion y no por la dinamica de la reduccion los
iones metalicos (Brust et al., 1994; Herizchi et al., 2016)

7.5.2 Sintesis electroquimica de nanoparticulas de oro.
Este método se basa en la oxidacion electroquimica de un anodo para obtener iones
metalicos, los cuales se reducen a un estado de oxidacion inicial (carga 0) y comienzan a
formar nuacleos que seran estabilizados por sales de amonio (Figura 13). Dentro de las
ventajas que ofrece este método es que se puede controlar de manera eficiente la
nucleacion, crecimiento y velocidad de reaccion mediante la variacion del potencial
eléctrico y la densidad de corriente; en este método es importante considerar el material
de los electrodos, el electrolito de soporte y la temperatura ya que influiran en la velocidad
de reaccion (Reetz et al., 1995; Huang et al., 2006)
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Figura 13. Representacion grafica de la sintesis de nanoparticulas de oro por método
electroquimico.
Fuente: Tomado de Huang et al., (2006).

7.5.3 Sintesis quimica con citrato de sodio

Uno de los métodos mas utilizados para la sintesis de nanoparticulas de oro es el método
por reduccién quimica a partir de acido tetracloroaurico (HAuCls) como precursor y
citrato como agente reductor, el cual puede resumirse en los siguientes pasos (Figura 14):
el citrato es oxidado a &cido dicarboxilico acetona, el cual posteriormente reducira a el
HAuCls quedando atomos libres de oro, ocurre la nucleacion de los atomos libres y
comienzan a agruparse formando agregados, finalmente los agregados o nucleos
comenzaran a incrementar de tamafo hasta que el precursor se agota y las nanoparticulas
quedan formadas (Kumar et al., 2007; Polte 2015; Agunloye et al., 2018). Cabe
mencionar que este en este tipo de sintesis, el principal factor que determinara la cantidad

y tamafio de particulas es la concentracion del agente reductor y normalmente se obtiene
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una suspension coloidal rojo rubi. La principal desventaja de este méetodo es que el agente

reductor es un reactivo sintético (Hemanrson, 2008).
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Figura 14. Representacion esquematica de la sintesis de nanoparticulas de oro por
método de reduccion quimica con citrato.
Fuente: Dominio publico.

7.5.4 Sintesis verde de nanoparticulas de oro

Ante la creciente preocupacion por el cuidado del medio ambiente han surgido
alternativas que permiten optimizar el uso de los recursos disponibles; asi como, la
reduccién de residuos tdxicos que se acumulan en el medio ambiente (Herizchi et al.,
2016). La sintesis verde de nanoparticulas pretende sustituir reactivos sintéticos por
extractos de plantas principalmente; sin embargo, algunos otros agentes biolégicos son
utilizados tales como hongos, frutos, semillas entre otros dado que tienen compuestos
bioactivos que pueden actuar como agentes reductores. Bogireddy et al. (2017) indica
que los agentes que principalmente pudieran actuar como agentes reductores son los
compuestos fendlicos (Figura 15), consecuentemente las plantas con alto contenido de
polifenoles son de principal interés en la sintesis verde (Kharissova et al., 2013). Dentro
de las ventajas que tiene la sintesis verde de nanoparticulas esta que las nanoparticulas
resultantes son funcionales de acuerdo con el contenido quimico de la planta de la cual se
realizé el extracto, principalmente estos extractos actian como agentes reductores y de
recubrimiento (Balasubramanian et al., 2020; Clarance et al., 2020; Shobana et al., 2020).

Otra ventaja es que no se requiere de equipo especializado ni sofisticado y en
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comparacion a otros metodos no utiliza reactivos téxicos como solventes ni altos niveles

de energia (Kharissova et al., 2013).
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Figura 15. Representacion grafica de las interacciones de algunos grupos funcionales
durante la sintesis verde de nanoparticulas de oro.
Fuente: Tomado de Bogireddy et al. (2017)

Se ha reportado que la sintesis de nanoparticulas de oro a partir de extractos de diferentes
plantas, tales como, Alternanthera sessilis, Coffea arabica seed, Sansevieria
roxburghiana, Nerium oleander, Thyme, Sumac e incluso con algunos subproductos
como semillas, céscara y tallos de uva, se les ha atribuido propiedades como
antioxidantes,  anticancerigenas,  propiedades  cataliticas,  antiinflamatorias,
antibacteriales, etc. (Qian et al., 2019; Bogireddy et al., 2018; Kumar et al., 2019; Tahir
et al., 2015; Hameliana et al., 2018; Shabestariana et al., 2017; Krishnaswamy et al.,
2014) (Figura 16).

A) Semillas de uva
B) Cascarade uva
C) Tallode uva

HAuCla Extracto AuNP’s

Figura 16. Sintesis verde de nanoparticulas de oro a partir de extractos de semillas,
cascara Y tallos de uva.
Fuente: Tomado de Krishnaswamy et al. (2014)
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En muchos de los casos de sintesis verde de nanoparticulas de oro las suspensiones
coloidales obtenidas son color purpura, aunque eso no determina que el tamafio de
particula sea mayor a 20 nm, incluso se ha Ilegado a observar una buena dispersion de

particulas en cuanto a tamafio y forma.

7.6 Caracterizacion de nanoparticulas de oro

La caracterizacion de nanoparticulas incluye conocer su composicion quimica,
distribucion del tamafio, su morfologia, superficie, propiedades Opticas y magnéticas,
entre otras (Shi et al., 2015). El tamafio de las nanoparticulas esféricas esta determinado
por su diametro; sin embargo, el tamafio de las nanoparticulas con morfologia diferente
puede ser definido por su didmetro geométrico, didmetro equivalente, area de superficie
especifica o didmetro de refraccion. Estas caracteristicas pueden ser conocidas por
diferentes técnicas como microscopia electronica, sedimentacion por gravedad o

centrifuga, absorcion de gas, dispersion de rayos X, etc. (Shi et al., 2015).

Lopez-Lorente et al. (2014) menciona que la caracterizacion de las nanoparticulas se
puede evaluar con diferentes técnicas, entre ellas la espectrofotometria UV-visible, que
permite confirmar la presencia de nanoparticulas a través de la RPS, las técnicas
microscopicas, técnicas de separacion, técnicas espectroscépicas entre otras; siendo las
mas comunes la Microscopia Electrénica de Transmision (TEM por sus siglas en inglés),
Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés), técnicas por
fluorescencia como puntos cuanticos (QDs), espectroscopias vibracionales como la
Raman e infrarroja, las cuales permitiran observar la forma, dispersion y estructura

quimica de las nanoparticulas asi como de sus agentes de recubrimiento.

7.6.1 Espectrofotometria UV-visible y modelo de Haiss.

Los procesos espectroscopicos se basan en las interacciones entre radiacion
electromagnética y a&tomos o moléculas para producir sistemas de absorcion o emision
(Burges, 2017). La espectrofotometria UV-visible permite hacer una confirmacion réapida
de la formacién de nanoparticulas gracias a la propiedad de superficie de plasmén de las
nanoparticulas de oro, el espectro UV-visible da un acercamiento de la monodispersidad
o polidispersidad, tamafio y densidad de las nanoparticulas (Amendola y Meneghetti
2009). La longitud de onda (1) a la que absorbe el Plasmon de Superficie (PS) se asocia ,

directamente al tamafio de las nanoparticulas, si la banda del plasmon de superficie se
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recorre a valores de longitud de onda mayores a 520 nm las nanoparticulas tienden a ser
mas grandes, si la banda presenta hombros es que la formacion de nanoparticulas es
polidispersa, el ensanchamiento de la banda sugiere que la formacion de las
nanoparticulas en cuanto a tamafio no fue homogénea por lo que existe un gradiente de
tamano de particula; sin embargo, la forma de las nanoparticulas es la misma (Cheng et
al., 2014).

El modelo propuesto por Haiss et al., (2007) es un método simple que permite determinar
el tamafio y concentracion de las nanoparticulas de oro a partir de la informacion de los
espectros UV-visible. Para el célculo del tamafio y densidad de particulas se utilizan las

siguientes expresiones:

AS r
d = exp(B; Kzo —B>) 1

B Aygox1014
N= d2(-0.295-136 exp(‘(d;:.i'g)z» ’

Donde d corresponde al didmetro de las nanoparticulas (nm); Aspr €s la absorcion de la
Resonancia de Plasmdn Superficial; Asso es la absorcion a 450 nm; N corresponde a la
densidad numérica de particulas, B1 es la pendiente inversa del ajuste linear de Aspr/Asso
en dependencia del logaritmo natural del diametro de particula medido mediante TEM y
B2 es el cociente del intercepto entre la pendiente (Bo/m). Rios-Corripio et al. (2013) y
Davarpanaha y Guilhermino, (2019) han utilizado este método para la determinacion del

tamafio y concentracion de nanoparticulas de oro.

7.6.2 Microscopia Electronica

Dentro de la caracterizacion para nanoparticulas por microscopia las mas utilizadas son
la microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electrénica de barrido
(SEM) y microscopia de sonda de barrido (SPM), la resolucién de las imégenes varia de
acuerdo con la técnica utilizada; sin embargo, estas técnicas permiten determinar las
caracteristicas estructurales de las nanoparticulas (agregaciones, dispersion, tamafio y
forma) (Lopez-Lorente et al., 2014). Vladara y Hodoroabab (2020) sugieren que las
nanoparticulas que se encuentran en polvo o en suspension deben diluirse antes de ser
fijadas para obtener mejor resultado en las imagenes SEM vy evitar que las nanoparticulas

se acumulen y sobrepongan.
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Dentro de las ventajas que tiene SEM es que permite obtener imagenes en dos
dimensiones de nanoparticulas tridimensionales, es un analisis rapido (Vladar et al.,
2014) y la resolucidn de este tipo de microscopios permiten observar nanoparticulas con
un tamafio inferior a 10 nm, las desventajas son que requiere muestras completamente
secas y que trabaja con presiones de vacio, lo que representa un riesgo de agregacion,
cambios de tamafio y dispersion de las nanoparticulas, debido al cambio de fase, aunque
eso dependera de su estabilidad (Lopez-Lorente et al., 2014). Esta técnica es ampliamente
utilizada en la caracterizacion de nanoparticulas e incluso para observar sus interacciones
con sistemas bioldgicos (Bankar et al., 2010; Goldstein et al., 2014; Anand et al., 2020;
Sunayana et al., 2020)

7.6.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una técnica muy util para la
caracterizacion de materiales. En esta técnica la radiacion infrarroja incide a través de la
muestra, una parte de la radiacion es absorbida y la otra trasmitida, una de las principales
ventajas de esta técnica es cada molécula absorbe la radiacion a diferentes regiones
resultando un espectro diferente para cada molécula, basicamente cada banda
corresponde a la frecuencia de vibracion de cada uno de los enlaces de los &tomos que
conforman el material, por lo que permite verificar la presencia de grupos funcionales en
una muestra (Dutta, 2017). La region infrarroja es divida en tres secciones: infrarrojo
cercano que va de 400-10 cm™ infrarrojo medio de 4,000-400 cm™y el infrarrojo lejano
que va de 14,000-4,000 cm(Dutta, 2017).

Las muestras medidas en espectrofotometria infrarroja (FTIR) pueden ser solidas liquidas
e incluso gaseosas, normalmente las nanoparticulas de oro son caracterizadas en la
seccion del infrarrojo mediano (Rios-Corripio et al., 2016), y las bandas caracteristicas
de las nanoparticulas de oro sintetizadas por reducciéon quimica con citrato de acuerdo
con Nghiem et al., (2010) son a 1589cm™ y 1403 cm™ esto debido a la deformacion del
enlace CH»-O y al estiramiento del enlace C=0 del grupo citrato. Esta técnica es muy util
principalmente en investigaciones que involucren bioconjugados con nanoparticulas, asi
como en la sintesis verde de nanoparticulas ya que permite conocer los grupos funcionales
que se adhieren a la superficie de la nanoparticula (agentes estabilizantes y/o funcionales)

después de la reaccion (Rios-Corripio et al., 2016; Picta et al., 2020; Zhang et al., 2020).
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7.7 Métodos de superficie de respuesta

La optimizacion tiene como objetivo mejorar los rendimientos de un proceso o producto
con el fin de obtener el méximo beneficio posible (Almeida-Bezerra et al., 2008). De
acuerdo con Dean et al., (2017) los métodos de superficie de respuesta son un conjunto
de técnicas matematicas y estadisticas, enfocadas a evaluar el efecto de factores multiples
sobre una respuesta o conjunto de ellas. El principal objetivo es encontrar
simultdneamente los niveles de estas variables para lograr el mejor rendimiento del
sistema (Khuri y Mukhopadhyay, 2010). Estos Métodos se basan en el ajuste de los
modelos empiricos a los datos experimentales obtenidos a partir del disefio experimental;
estas metodologias emplean funciones polindmicas lineales y cuadréaticas que se utilizan
para describir el sistema estudiado, para poder modelar y explorar los niveles

experimentales hasta lograr la optimizacion.

Los elementos que conforman estas metodologias son los siguientes:

Dominio experimental o sistema: Es el espacio experimental para investigar, se
encuentra definido o delimitado por los limites maximos y minimos de las variables
establecidas.

Disefio experimental: Es un conjunto de experimentos, definidos por una matriz con los
diferentes niveles de las variables establecidas, realizados con el fin de entender sus
efectos sobre la variable de respuesta.

Factores o variables independientes: Son los tratamientos o las fuentes de variacion del
experimento, algunos ejemplos son el pH, temperatura, concentraciones en los reactivos,
tiempo de tratamientos como irradiacion o sonicacion, temperaturas, etc.

Niveles: Son las variaciones a las que los factores serdn sometidos durante el
experimento, por ejemplo: Para el factor “tiempo de irradiacion (min)”, se establecen tres
niveles 20, 40 y 60 min.

Variables de respuesta o variables dependientes: Son las propiedades de interés a
estudiar, los valores medidos durante el experimento; algunos ejemplos son el
rendimiento, absorbancias, resistencia, permeabilidad, etc. (Almeida-Bezerra et al.,
2008).

Algunos aspectos a considerar cuando se utiliza la metodologia de superficie de respuesta
es la seleccion de las variables independientes, es imposible considerar todas las variables

involucradas en un proceso, es por ello que se deben seleccionar las que presenten
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mayores efectos sobre la variable de respuesta; otro aspecto es la seleccion del disefio
experimental y la evaluacion de ajuste del mismo, esta evaluacion puede ser hecha
mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) (Almeida-Bezerra et al., 2008). El objetivo
de este analisis es comparar la variacion debida a los tratamientos con la variacion debida
al error de las respuestas generadas, para conocer la significancia de la regresion utilizada.
Por altimo, las determinaciones de las condiciones dptimas en los modelos cuadraticos se
caracterizan como un punto maximo (Figura 17 a), minimo (Figura 17 d) o de silla de
montar (Figura 17 e). La representacion de la ecuacion del modelo predicho se puede
obtener a través de la grafica de superficie de respuesta (Figura 17) (Almeida-Bezerra et
al., 2008; Khuri y Mukhopadhyay, 2010; Dean et al., 2017).
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Figura 17. Ejemplos de superficies de respuesta generados a partir de un modelo de
optimizacion cuadréatico de dos variables. Punto maximo (a), meseta (b), maximo fuera
de la region experimental (c), minimo (d) y superficie en forma de silla (e).
Fuente: Tomado y traducido de Almeida-Bezerra et al. (2008).
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En la literatura existe diversos ejemplos de optimizacion de sintesis de nanoparticulas de
oro mediante la metodologia de superficie de respuesta, en su mayoria los disefios
experimentales utilizados son el disefio central compuesto y el Box-Behnken (Honary et
al., 2013; Krishnaswamy et al., 2014; Saha y Gupta, 2016; Eskandari-Nojehdehi et al.,
2016; Alam et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Chen et al., 2018).

7.7.1 Disefio Central Compuesto (DCC)

Es uno de los modelos de segundo orden mas utilizado, los disefios centrales compuestos
pueden ser del tipo factorial o factorial fraccionado con puntos centrales y puntos axiales;
este tipo de disefio presenta caracteristicas como, que requiere un numero de
experimentos de acuerdo a N = k? + 2k + c,, donde, k es el nimero de factores y c,, es
el nimero de réplicas del punto central (de 3 a 5); los valores de o dependen del nimero
de variables y se puede calcular a partir de <= 2*~P)/4: todos los factores son analizados
en 5 niveles (-a, -1, 0, 1, +a)) (Almeida-Bezerra et al., 2008). Una representacion grafica
de un disefio central compuesto se muestra en la Figura 18, donde en a) se observa un
disefio central compuesto para dos variables, mientras b), corresponde a 3 variables con

sus respectivos puntos axiales.
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Figura 18. Disefio compuesto central de 2 factores (a); disefio central compuesto de 3
factores (b); (®) puntos del disefio experimental; (o) puntos axiales y (0) puntos
centrales.

Fuente: Tomado de Almeida-Bezerra et al. (2008)

7.7.2 Disefio Box-Behnken
Este modelo es un modelo de respuesta de segundo orden, estos disefios requieren como

minimo de tres factores y suelen tener menos puntos en el disefio; la Figura 19¢ muestra
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que el disefio Box-Behnken presenta 13 puntos experimentales mientras que el disefio
33 presenta 27 (Figura 19b) lo que hace a este modelo mas eficiente y econémicos que

los disefios 3% (Almeida-Bezerra et al., 2008).

Las principales caracteristicas de este disefio es que requiere de un numero de
experimentos de acuerdo con N = 2k(k — 1) + ¢, donde k es el nimero de factores y ¢,
el nimero de puntos centrales, los factores solo se pueden ajustar a 3 niveles en intervalos
iguales entre niveles (-1, 0, 1). Este disefio es ampliamente utilizado en procesos

quimicos y fisicos (Almeida-Bezerra et al., 2008; Dean et al., 2017).
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Figura 19. Disefios experimentales a tres niveles: Disefio factorial de optimizacion de 2
variables (a); disefio de 3 variables (b) y Disefio Box-Behnken con 3 variables (c).
Fuente: Tomado de Almeida-Bezerra et al. (2008)

7.8 Produccion mundial y nacional de café

El café se cultiva y es procesado en 70 paises alrededor del mundo, las especies de café
mas comercializadas son el café Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora),
la produccion de café ha incrementado un 65% a nivel mundial en las Ultimas tres
décadas, produciéndose alrededor de 170 millones de sacos de 60 kg en el periodo 2018-
2019 (ICO, 2019). Los paises con mayor produccién son Brasil, Vietnam, Colombia,
Indonesia y Etiopia que en conjunto cubren el 70% de la produccién mundial, mientras
que México en 2019 aport6 alrededor del 2.5% de la produccion mundial total. En México
el café verde es el 14Y° producto mas exportado, en 2018 México se coloco en el 11%°
lugar de paises productores, teniendo un crecimiento del 2.9% en comparacién con el afio
anterior. Sin embargo, la produccién de 2018 se encuentra por debajo del promedio anual
debido a los problemas de sobreproduccion que ha habido a nivel mundial y la

consecuente baja de precios del mismo producto (ICO, 2019).
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De acuerdo con SIAP (2019) México exporta a alrededor de 48 paises como Estados
Unidos Bélgica, Alemania Italia, Canad4, etc., siendo Estados Unidos su mayor cliente
con valores de exportacion de mas de 200 millones de ddlares en 2018. Los tres estados
con mayor produccion son Chiapas, Veracruz y Puebla aportando 41.3, 24.3 y 15.7% de
la produccidn nacional respectivamente (SIAP, 2019). Veracruz es el segundo estado con
mayor produccién de café cereza en México (Cuadro 1). De acuerdo con Nava y
Hernandez, (2017) Chicontepec, Papantla, Atzalan, Misantla, Coatepec, Huatusco,

Cordoba, Zongolica, Tezonapa y los Tuxtlas son las principales regiones productoras.

Cuadro 1. Principales estados productores de café cereza en México.

Rank Entidad Region Volumen  Variacion (%)
federativa (Toneladas)  2017-2018
Total 859, 992 2.9
nacional

1 Chiapas Sur-sureste 354,944 4.6

2 Veracruz Sur-sureste 209,769 7.9

3 Puebla Centro 135,710 5.2

4 Oaxaca Sur-sureste 70,454 6.6

5 Guerrero Centro 38,771 -6.8

6 Hidalgo Centro 27,748 -18.1

7 San Luis Potosi Centro-occidente 12,218 40.5

8 Jalisco Centro-occidente 4,554 1.1

9 Colima Centro-occidente 3,256 11.1

10 Nayarit Noroeste 1,564 -88.9

Fuente: SIAP, (2019).

7.8.1 Procesamiento agroindustrial del café cereza

La cosecha del café cereza se realiza de manera manual principalmente; sin embargo,
también se puede realizar de manera mecanica, esto es posible en regiones donde el café
tiene un proceso de maduracion sincronizado para reducir la cantidad de cerezas no

maduras cosechadas (Borém, 2014).

El procesamiento post-cosecha del café puede realizarse por dos métodos principalmente,
la via seca y la via himeda; el primero es un método relativamente sencillo, el café cereza
es secado para evitar la descomposicion de los azucares y afectar la calidad del producto
final, una vez que la fruta haya alcanzado alrededor de 12% de humedad sera

descascarado. El proceso de secado puede llevarse a cabo por secado en patios y radiacion
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solar o secado mecénico y el café puede llevar frutos que no han madurado

completamente (Alves et al., 2017; Ferrdo, 2009).

El segundo método (via humeda) es mas complejo en comparacion con el primero (Figura
20), presenta algunas desventajas, ya que requiere de mas equipamiento y mayor cantidad
de insumos como el agua; sin embargo, ofrece una mejor calidad en el producto final
(acentua la acidez y el aroma) y consecuentemente mayor valor econémico (Alves et al.,
2017). Este método de procesamiento genera residuos industriales tales como, pulpa de

café, mucilago y pergamino (Sanz-Uribe et al., 2017).

Café cereza

Mucilago

Pelicula plateada
] 7 " Cascara o piel
Pergamino . (epicarpio)
(endocarpio) 1 l
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Fermentacion

15
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=
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Figura 20. Procesamiento de café por via himeda.
Fuente: Tomado y traducido de Alves et al. (2017)

En el proceso de despulpado el epicarpio y el mesocarpio del café cereza es retirado, este
proceso se ve favorecido por las propiedades viscosas del mucilago; sin embargo, su

presencia no favorece las etapas siguientes del proceso, por lo que es necesaria la etapa
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de fermentacion. Normalmente este proceso se lleva a cabo por fermentacion espontanea
y tiene efectos sobre la calidad sensorial del producto final, las pectinasas derivadas de la
fermentacion degradardn al mucilago, este proceso dura entre 24 y 72 h dependiendo de
las condiciones iniciales del café cereza, condiciones climaticas, y grado de madurez del
fruto (Alves et al., 2017; Sanz-Uribe et al., 2017).

7.8.2 Pulpa de café

La pulpa de café es el mesocarpio del café cereza (Figura 21) y el mayor subproducto que
surge a partir del procesamiento del café por via hiUmeda, se estima que la pulpa de café
corresponde entre 40 y 50% del café cereza producido; es decir que por cada 2 toneladas
de café cereza producido alrededor de 1 tonelada es pulpa de café (Roussos et al., 1995).
Debido a sus propiedades caracteristicas de pH (inferior a 5) y al mal manejo la pulpa de
café es considerada como un gran contaminante de suelos y agua (Fierro-Cabrales et al.,
2018). Por ello se han surgido diferentes investigaciones como alternativa de uso de la
pulpa de café en procesos de fermentacion, extraccion de compuestos antioxidantes,
compostaje, entre otros (Blandén-Castafio et al., 1999; Lopez et al., 2013; Pefia-Aguilar

et al., 2017) con el fin de darle valor agregado.

Las propiedades de la pulpa de café resaltan por poseer cantidades importantes de agentes
antioxidantes, fenolicos como &cidos clorogénicos y azucares fermentables (Cuadro 2);
el contenido quimico y nutrimental puede variar de acuerdo a el area geografica y a la
especie (Alves et al., 2017). Ramirez-Coronel et al., (2004) reportaron la presencia de
cuatro clases de polifenoles presentes en la pulpa de café: flavan-3-oles, &cidos

hidroxicinamicos, flavanoles y antocianidinas.

El contenido quimico nutrimental de la pulpa de café le dan la posibilidad de ser utilizada
como sustrato en diversos procesos, asi como la extraccion de compuestos que permitan
desarrollar nuevos productos como suplementos alimenticios o incluso como

conservantes naturales alimentarios (Bhoite et al., 2013; Alves et al., 2017).
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4 4

Figura 21. Pula de café obtenida del beneficiado htmedo de café (a); pulpa de café
deshidratada y triturada (b).
Fuente: Fotografias propias.

Por su composicion quimica y su alto contenido de polifenoles es una alternativa viable
a ser utilizado como agente reductor en la sintesis verde de nanoparticulas de oro.
Ademaés, se ha comprobado que el extracto acuoso de pulpa de café tiene un efecto
antibacteriano sobre bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, asi como en bacterias Gram negativas como Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli (Duangjai et al., 2016).

Cuadro 2. Contenido quimico y nutrimental de la pulpa de café (base seca).

Parametro medido Valores de medida

Azlcares totales (%) 14.40
Fenoles totales (mg EAG/g pulpa) 4.09
Capacidad antioxidante DPPH  (umol 132,54
ETrolox/g pulpa) '
Cafeina (%) 2.26
Taninos (%) 3.00
Proteina (%) 10.63
Grasa (%) 5.78
Fibra (%) 36.07
Ceniza (%) 9.58

Fuente: Murthy y Madhava, (2012); Fierro-Cabrales et al. (2018)
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Abstract

The green synthesis of gold nanoparticles, using coffee (Coffea arabica) pulp extract as
reducing agent was achieved and analyzed by response surface methodology (RSM),
given the diverse applicability of these nanoparticles containing a wide range of phenolic
compounds from the coffee pulp extract. The combined effects of three factors (precursor
concentration, reducing agent concentration, and reaction time) on the maximum intensity
(MA), particle size (d) and particles density (N) were analyzed. An opposite effect

between the precursor and reducing agent during the synthesis was observed, because
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while the precursor tends to increase the particle size diminishing the particle density, the
reducing agent tends to diminish the particle size increasing the particle density. These
effects were observed simultaneously through the response surfaces of particle size and
of the particles density. The methodology used allowed the synthesis of nanoparticles
with averages particle size between 5-22 nm, and density of particles around
2.9x101-3.7x10' (part/mL) depending on the experimental conditions of preparation.
The adjusted R? value determined for all the cases was of 0.98 (maximum absorbance),
0.99 (particle size) and 0.97 (particles density), clearly indicating that the model can be
used to predict or design the response variables in the design space. Different phenolic
compounds, present in the coffee pulp extract, coated the surface of these nanoparticles.
The chemical evidence of the presence of an organic coating on the gold nanoparticles
was proved by Fourier transform infrared measurements. The followed methodology
allowed the preparation of gold nanoparticles in a controlled and reproducible form,
contributing to the design of new alternatives for the synthesis of specific nanostructures
with potentially useful therapeutic properties related to the bioactive compounds present

in the coffee pulp extract.

Keywords: green synthesis; gold nanoparticles; coffee pulp extract; response surface
methodology, Box-Behnken design.

1.1 Introduction

Green synthesis of metallic nanoparticles, such as gold (Au), silver (Ag), and copper (Cu),
using plant extracts as a reducing agent identifies a practical and cheap way to obtain
nanomaterials that may possess some of the advantages and properties conferred by
organic molecules contained in the chemical extracts of plants, such as antioxidant
(Hamelian et al. 2018), anti-inflammatory (Liu et al. 2019), antibacterial (Katas et al.
2018) and antifungal compounds, among several other molecules with biological activity.
There are several reports in the literature with examples of nanoparticles prepared using
a green synthetic approach, which present cytotoxic effects on cancer cells or catalytic
effects for the degradation of toxic pollutant dyes (Bogireddy et al. 2018; Aljabali et al.
2018; Ismail et al. 2018; Rajeshkumar et al. 2018; Mohammed-Siddiq et al. 2019).
Additionally, several researchers have reported the development of new green synthetic
approaches for the preparation of nanoparticles using plant extracts from coffee (Coffea

arabica) (Keijok et al. 2019), tea (green tea, black tea, and oolong tea), Stevia rebadiauna
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leaf, and Croton Caudatus Geisel leaf (Huang et al., 2014; Sadeghi et al. 2015; Vijaya-
Kumar et al. 2018). In particular, coffee pulp extract (Coffea arabica) contains a wide
range of phenolic compounds and their derivatives, such as chlorogenic, caffeic and
ferulic acids (Duangjai et al. 2016; Keijok et al. 2019), caffeine, carbohydrates, lipids,

and volatile and different heterocyclic compounds (Keijok et al. 2019).

Coffee is one of the most commercialized agricultural products in the world, with an
estimated revenue of nearly $450,000 million UDS for 2020 (Janissen and Huynh 2018;
Duangjai et al. 2016). From the total coffee production (~10.2 million tons in 2019) (ICO
2019) more than 40% corresponds to coffee pulp, this agro-industrial waste is considered
a strong contaminant of soil and water because its pH is lower than 5.0 (Fierro-Cabrales
et al. 2018) and bad waste management is common, affecting the quality of soil and water
reservoirs. As a way to avoid this, several groups have focused on finding different uses
for coffee pulp, such as composting, drinks, and animal feed products (Janissen and
Huynh 2018; Braham and Bressani 1978). However, in the case of animal feeding, only
a portion of it can be replaced and previous treatment of the coffee pulp is necessary to
avoid bad nutritional absorption (Janissen and Huynh 2018; Braham and Bressani 1978).
Therefore, the synthesis of metallic nanoparticles using coffee pulp extract as a green
reducing agent could contribute to reducing this agro-industrial waste and also to the
generation of new alternatives for the preparation of nanomaterials with potentially useful
therapeutic properties related to the presence of several bioactive compounds in aqueous

coffee pulp extract.

In this work, we have synthetized gold nanoparticles by green synthesis (AuNP) using
aqueous coffee pulp extract as a reducing agent and the performed experiments were
analyzed employing a Box-Behnken design. The obtained response surfaces related to
maximum intensity of the UV-visible absorption, particle size, and particle density
describe the dependence on the considered factors of design: precursor concentration,

reducing agent concentration, and reaction time.

1.2Materials and methods
1.2.1 Materials
The coffee pulp was obtained from producers of the Huatusco, Veracruz, México, and

tetracloroauric acid (HAuCls) was purchased from Sigma Aldrich® (Toluca, México).
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1.2.2 Aqueous coffee pulp extract

Coffee pulp was cleaned, all residual matter was removed, and it was dried in a food
dehydrator (Excalibur®, model 2900ECB, USA) at 40°C for 7 h. The dried coffee pulp
was then powdered in a blender machine (MAXXIMUM®, model MaxxMix-MMH,
USA). The obtained powder was stored in a hermetic container and kept at room

temperature until further use.

An aqueous extract stock was prepared at a concentration of 8 mg/mL (w/v) by mixing 8
g of powdered coffee pulp with 1 L of distilled water; the solution was placed on a hot
plate at 85°C for 25 min (Bogireddy et al. 2018) and cooled at room temperature. The
solution was sonicated for 30 min in an ultrasonic bath (BRANSONIC®, model
CPX3800H) and the sonicated solution was filtered through filter paper (number 1) and

stored at cooling temperature in the dark.

1.2.3 Green synthesis of gold nanoparticles (AuNPs)

Coffee pulp extract solution (200 mL) at different concentrations (0.5, 1.25, and 2
mg/mL) were prepared, according to the citrate reduction method (Hermanson 2008) with
some modifications. The pH values of different concentrations above were 4.8, 4.6 and
4.5 respectively. Each solution was warmed on a hot plate with magnetic stirring until it
reached a temperature of 85°C; then, 1 mL of chloroauric acid (HAuCl4) at a
concentration of 3, 4, and 5% was added to the extract solution. Finally, the mix was kept
at 85°C for 20, 40, or 60 min, respectively.

1.2.4 UV-visible spectrophotometry

The absorbance spectra from 190 to 900 nm, with a wavelength step of 2 nm, were
measured in an UV-visible spectrophotometer (Thermo Scientific Evolution 600), using
distilled water as a baseline. Particle size and density for each AuNPs synthesized were

calculated from their UV-visible spectra by using the Haiss model [19].

1.2.5 Size and particle density of AUNPs
A simple method proposed by Haiss et al. (2007) to determine the size and concentration
of AuNPs through the information of the UV-Visible spectra were applied.

The particle size was calculated according to the following equation (1):
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AS r
d = exp(B, Kzo —By) (1)

where Agpr IS the absorbance of the surface plasmon resonance, Asso is the absorbance at
450 nm, By is the inverse of the slope of the linear fit between Aspr/Asso and In(d), and Bz
is the intercept. Using experimental data reported by Haiss et al. (2007), B1=3.0 and
B,=2.2. The calculations of particle diameter using equation (1) allowed size

determination of AuNPs.

In addition, particle density (concentration) was estimated using the expression:

A450X1014

N= d2(-0.295-136 exp(-(dJE.Z'S)Z))

)

Using both equations and the information from the UV-visible spectra of the fifteen
experiments from the Box-Behnken design described in Table 2, we have calculated d
and N of the AuNPs obtained from green synthesis with coffee pulp extract. The obtained

experimental results are summarized in Table 3.

1.2.6 Scanning electron microscopy

The morphology, size and distribution of AuNPs for some specific selected samples were
analyzed using a high resolution, field emission scanning electron microscope (HR-
FESEM, MAIA-3, Tescan). A drop of the corresponding AuNPs aqueous suspension in
their colloidal state was placed on a silicon crystal and then they were allowed to dry

before their electron microscopy analysis.

1.2.7 FTIR spectroscopy

A Fourier transform infrared spectrometer (FTIR) Bruker model Vertex 70, in the
attenuated total reflection (ATR) sampling mode was employed. All the measurements
were made in the spectral range from 4000 cm™ to 400 cm™, using 120 scans for each

sample, with a resolution of 4 cm™.
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1.2.8 Experimental design and statistical analysis

A Box-Behnken design was employed for the statistical analysis of the UV-visible
absorbance spectra of all the synthesis by using the Design Expert software version 10.
Three independent variables were stablished: precursor concentration (x;), reducing
agent concentration (x,) and reaction time (x3), as shown in Table 1. Thus, 15
experiments or runs generated according to the Box-Behnken design are depicted in Table

2 (coded and real variables).

Table 1. Coded levels for independent variables

Levels
Independent variables -1 0 1
x,: Precursor concentration (HAuUCl4), % 3 4 5
x5 Reducing agent concentration (coffee pulp extract), mg/mL 05 125 2
x3: Reaction time, min 20 40 60

Table 2. Independent variables used in the experimental design arrangement.

Coded variables Actual variables
Precursor Rzgl:r::tng Reaction
Measurement X, Xy X3 (%) (mg/mL) time (min)
X1 X3
X2

1 -1 -1 0 3 0.5 40
2 1 -1 0 5 0.5 40
3 -1 1 0 3 2 40
4 1 1 0 5 2 40
5 -1 0 -1 3 1.25 20
6 1 0 -1 5 1.25 20
7 -1 0 1 3 1.25 60
8 1 0 1 5 1.25 60
9 0 -1 -1 4 0.5 20
10 0 1 -1 4 2 20
11 0 -1 1 4 0.5 60
12 0 1 1 4 2 60
13 0 0 0 4 1.25 40
14 0 0 0 4 1.25 40
15 0 0 0 4 1.25 40

The proposed response variables were: the maximum absorbance (MA), particle size (d),
and particle density (N). The effect of each independent variable on each response

variable was determined by using the experimental data on the maximum and minimum
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plasmonic absorption of the AuNPs (obtained by UV-visible) fitted through the response
surface methodology (RSM) as:

Y = by + byxq + byx, + byxs + byx? + bsx2 + bgx3 + byxyx, + bgX x5 + boxx3

Where Y is the response variable, x; is the precursor concentration, x, is the reducing
agent concentration and x5 is the reaction time, b, are the intercepts, b,, b, and b 5 are
the coefficients of the linear terms, b,, bs and by are the coefficients of the quadratic
terms, and b, bg, and b, are the coefficients of the interaction terms. Analysis of variance

(ANOVA) was used to determinate the significance of the experimental data.

1.3 Results and discussion

1.3.1 UV-visible spectroscopy

Figure 1 (a, b, c) shows the UV-visible spectra of the AuNPs obtained by chemical
reduction of HAuCI4 (precursor) using coffee pulp extract (reducing agent) with different
preparation conditions. For all the spectra, an intense absorption band centered near 520
nm, arose from the AuNPs surface plasmon resonance (SPR) (Cheng et al. 2014). Spectra
of the AuNPs obtained with a constant concentration of 0.5 mg/mL of the reducing agent
(aqueous coffee pulp extract) and precursor concentrations (HAuCI4) of 3, 4, and 5%, are
shown in Figure 1(a).

The intensity of the SPR band, which varied proportionally with the concentration of
AUNPs (Haiss et al. 2007), increased with the precursor concentration, in agreement with
Chen et al. (2018). The UV-Vis spectra of the synthesized AuNPs, with the precursor
concentration at 5% and reducing agent concentrations 0.5, 1.25, and 2 mg/mL are shown
in Figure 1(b). In this case, the intensity of the SPR band also increased proportionally
with the reducing agent concentration, as previously observed by Saha and Gupta (2016),
suggesting a better efficiency during the synthesis process, due to the relationship
between AuO atom saturation and reducing agent concentration during the nucleation
stage (Oliveira et al. 2017). Finally, the UV-Vis spectra for the AuNPs prepared when
the precursor concentration was fixed at 5% and synthesis times of 20, 40, and 60 min,
are shown in Figure 1(c). In contrast to the previously obtained results, the intensity of
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the SPR band slightly decreased with the time of synthesis, which was also previously

reported by Krishnaswamy et al. (2014).
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Figure 1. UV-visible spectra of AUNPs synthesized by reduction with coffee pulp extract
at different conditions: (a) 0.5 mg/mL of reducing agent, precursor concentrations: 3, 4
and 5%, (b) Precursor concentration of 5%, reducing agent concentrations: 0.5, 1.25, and
2 mg/mL, (c) Precursor agent concentration of 5%, time of synthesis: 20, 40 and 60 min.

1.3.2 Scanning electron microscopy
The morphological features of the AuNPs obtained by the green synthetic approach (using

coffee pulp extract as reducing agent) at different conditions of preparation are shown in

the SEM images in Figure 2 (a, b, c, d).
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Reducing agent
0.5 mg/mL

3%

Precursor

5%

200 nm

Figure 2. SEM images of AuNPs prepared at different conditions: a) Precursor 3%, and
reducing agent 0.5 mg/mL; b) Precursor 3%, and reducing agent 2 mg/mL; ¢) Precursor
5%, and reducing agent 0.5 mg/mL,; d) precursor 5%, reducing agent 2 mg/mL. The
reaction time for all the samples was of 40 min.

Four representative samples of AuNPs prepared at the lower and higher concentration of
the precursor (3 and 5%) and concentrations of 0.5 and 2.0 mg/mL of the reducing agent
respectively, were analyzed by SEM. All these samples were prepared during 40 minutes.
These experimental parameters of synthesis represent the limits of the Box-Behnken
design shown in Table 1, for a reaction time of 40 min. In the Figure 3, the distribution
histograms corresponding to the SEM images show the average particle size (d) estimated

by using the Analyze Particles routine of ImageJ software.
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Figure 3. Size distribution histograms obtained from the SEM images of AuNPs prepared
at different conditions: a) Precursor 3%, and reducing agent 0.5 mg/mL; b) Precursor 3%,
and reducing agent 2 mg/mL; c) Precursor 5%, and reducing agent 0.5 mg/mL; d)
precursor 5%, reducing agent 2 mg/mL. The reaction time for all the samples was of 40
min.

1.3.3 Experimental design and statistical analysis

A Box-Behnken response surface design was used to analyze the dependence of
responses, MA, d, and particle density (N) as a function of the three independent variables
considered in the experimental design: precursor concentration, reducing agent
concentration, and reaction time. These experimental (determined by UV-Visible) and
predicted values are shown in Table 3. Values of maximum absorbance ranged from 0.73
to 1.30 units, whereas the size of the particle ranged from 5.36 to 22.1 nm. Finally, the

density of particles ranged from 5.62 X 10! to 4.05 X 103 particles/mL.
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Table 3. Experimental values used as response, and predicted values obtained after using the Box-Behnken design as a function of the independent
variables.

Independent variables Responses
Maximum absorbance Particle size (nm) Particles density
Run  Precursor Reducing Reaction . . . . . .
(%) agent time (min) Experimental Predicted Experimental Predicted Experimental Predicted
(mg/mL)
1 3 0.5 40 0.73 0.74 17.85 17.17 6.91E+11 5.45E+11
2 5 0.5 40 1.21 1.21 22.10 22.13 5.62E+11 3.86E+12
3 3 2 40 0.78 0.78 5.36 5.33 4.05E+13 3.73E+13
4 5 2 40 1.29 1.28 8.98 9.67 1.25E+13 1.23E+13
5 3 1.25 20 0.77 0.76 8.01 8.46 1.10E+13 1.23E+13
6 5 1.25 20 1.30 1.30 14.03 13.77 2.75E+12 5.10E+11
7 3 1.25 60 0.75 0.75 8.16 8.42 9.65E+12 1.19E+13
8 5 1.25 60 1.15 1.17 12.86 12.41 3.27E+12 2.08E+12
9 4 0.5 20 1.08 1.08 19.50 19.74 7.55E+11 2.91E+11
10 4 2 20 1.08 1.09 7.47 7.05 1.87E+13 2.07E+13
11 4 0.5 60 0.99 0.97 18.08 18.50 8.98E+11 1.20E+12
12 4 2 60 1.07 1.06 7.12 6.89 2.18E+13 2.29E+13
13 4 1.25 40 1.01 1.04 11.09 11.17 4.67E+12 4.80E+12
14 4 1.25 40 1.03 1.04 11.11 11.17 4.80E+12 4.80E+12
15 4 1.25 40 1.09 1.04 11.30 11.17 4.93E+12 4.80E+12
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Table 4. Analysis of variance for the three responses.

Sum of Mean F- P-
Response Source df
squares square  Value Value
Maximum Model 04927 9 00547 5211 0.0002 Significant
Absorbance
Residual 0.0053 5 0.0011 - - -
Lack of Fit 0.0014 3 0.0005 0245 0.8607 . No
significant
Pure Error 0.0038 2 0.0019 - - -
Total 04979 ;- i i i
Particle size Model 362.19 9 40.24  101.68 <0.0001 Significant
Residual 1.98 5 0.3958 - - -
Lack of Fit 1.95 3 06514 5252 0.0187 Significant
Pure Error 0.0248 2 0.0124 - - -
Total 364.16 411 - - - -
zsrr]ts'lct';s Model 162E+27 9 1.80E+26 19.66 0.0022 Significant
Residual 458E+25 5 9.16E+24 - - -
Lack of Fit  4.58E+25 3 1.53E+25 859.95 0.0012 Significant
Pure Error 3.55E+22 2 1.77E+22 - - -
Total 1.67E+27 411 - - - -

ANOVA was performed for the three models (Table 4), F-test for MA had a probability
of p<0.0002, which means there was only a 0.02% chance that an F-value of this
magnitude could occur due to random noise, while an F-value of 0.245 for lack of fit in
the model indicated the fit of the model was no significant relative to the pure error. For
d and N, the F-test had a probability of p<0.0001 and p<0.0022, respectively, and both
models were significant. In contrast, the maximum absorbance, particle size, and particles
density had a F-value (lack of fit) of 52.52 and 859.95, respectively. Consequently, the
fit of both models are significant relative to the pure error; there was an F-value of 1.87%
for particle size and 0.12% for particle density and the lack of fit determined could be due
to noise. The coefficients of the mathematical expressions of the response surfaces, which
were obtained from the regression, are shown in Table 5; where MA, d, and N are the
responses, and xi, X2, and x3 are the independent variables, precursor concentration,

reducing agent concentration, and reaction time, respectively.

For MA, xi1 (precursor concentration), xs (reaction time), and xi> were significant

(p<0.05); in contrast, factors x> (reducing agent concentration), interactions Xixz, X1X3,
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X2X3, and quadratic terms of x> and x3 were not significant (p>0.05). For d, factors X1, X2,
and x2? were significant (p<0.05); for the remaining factors, interaction and quadratic
terms (Xs, X1X2, X1Xs, X2X3, X12, and xs?) were insignificant (p>0.05). For N, factors x1, X2,
interaction x1xo, and quadratic term x> were significant (p<0.05); however, factor xs,
interactions xixs, X2xs, and quadratic terms x1 and x> were not significant (p>0.05).
According to the coefficient values, the precursor concentration was the factor with
largest effect on MA and d responses, in agreement with Chen et al. (2018). However, the
reducing agent had more of an effect on N, followed by the precursor concentration. In
addition, reaction time was the factor with the least effect on all responses. The estimation

models for MA, d, and N are described by equations (4), (5), and (6) respectively:

MA = —0.7651 + 0.6757x; — 0.0928x, + 0.0023x5 + 0.0110x;x, — 0.0015x, x5 +
0.0012x,%5 — 0.0486x2 + 0.0129x2 4+ 4.4X1076XZ . ....\eeoiieeeeeeeeeeeeeeeee 4)

d = 15.5711 + 2.7309x; — 18.3877x, + 0.1194x; — 0.2101x,x, — 0.0164x,x; +
0.0178x,%; + 0.0646x2 + 4.1660x2 — 0.0011X2 . ....eeoeveeeereeeeeeee e, (5)

N = 2.0426 - 103 — 1.3993 - 103x; + 2.2809 - 10'3x, — 4.0134 - 101 %x; —
9.4063 - 10%2x,x, + 2.4436 - 101%x; x5 + 5.0266 - 10%x,x; + 2.4218 - 10%%x% +
1.1143 - 1013x2 — 1.3198 - 1075 ...t (6)

A graphical representation of the quality of the models is shown in Figure 4, where the
correlation between predicted versus actual measurements of the responses show that the
quadratic model fits were adequate, having correlation coefficients R? for maximum
absorbance, particle size, and particle density of 0.98, 0.99, and 0.97, respectively. The
R? value for all cases indicate the models can be used to predict the response variables in
the design space: maximum absorbance, particle size, and particle density of AuNPs
obtained by green synthesis with coffee pulp extract.
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Table 5. Regression coefficients and probability values for response variables in the
experimental design

Maximum Absorbance Particle Size Particles Density

Term Coefficient Probability Coefficient  Probability  Coefficient Probability
Constant -0.7651 - 155711 - 2.0426E+13 -
xi: Precursor ~ 0.6757 < 0.0001 2.7309 0.0001 1.3993E+13  0.0039
X2: Reducer -0.0928 0.0740 -18.3877 0.0001 2.2809E+13  0.0001
X3:Time 0.0023 0.0295 0.1194 0.1771 4.0134E+10 0.7923
X12 -0.0486 0.0345 0.0646 0.8513 2.4218E+12  0.1846
Xo2 0.0129 0.6844 4.1660 0.0008 1.1143E+13 0.0105
X3 4.4E-06 0.9205 -0.0011 0.2138 1.3198E+09  0.7510
X1X2 0.0110 0.6323 -0.2101 0.6375 9.4063E+12 0.0055
X1X3 -0.0015 0.1233 -0.0164 0.3423 2.4436E+10 0.7597
XoX3 0.0012 0.2910 0.0178 0.4342 5.0266E+10 0.6393
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Figure 4. Correlation between predicted versus experimental of each model: (a)
maximum absorbance R?=0.98; (b) particle size, R?>=0.99; and (c) particles density,
R2=0.97. Predicted data were obtained from the response surface calculations by the
experimental design.
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1.3.4 Analysis of response surfaces

After obtaining the fit model for the maximum absorbance, particle size and particles
density, that are represented in equations (4), (5) and (6), three-dimensional response
surface plots and contour plots as a function of the independent variables or factors
(precursor concentration, reducing agent concentration, reaction time) were obtained, as

shown in Figures 5, 6 and 7.
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Figure 5. Response surfaces of maximum absorbance (MA), that show the effect of the
independent variables (factors) used in the experimental design, during the green
synthesis of AuNPs.

For MA (Figure 5), the response surface indicates how the precursor concentration is the
factor with the most effect. MA increases with the precursor concentration because a high
content of precursor (HAuUCls) implies a high number of gold atoms that contribute to the
formation of nanoparticles absorbing light at the wavelength of the maximum absorbance
(=520 nm) (Cheng et al. 2014). In a similar way, MA also increases with the reducing
agent concentration. Reaction time was the factor with the least effect on MA, which is

corroborated also by the coefficients of regression on the response surface (Table 5), thus
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MA diminishes with the time of the reaction. The optimum value for maximum
absorbance (1.3) in the design was obtained with the highest level of precursor
concentration (5%), the highest level of reducing agent concentration (2 mg/mL), and the
lowest level of reaction time (20 min), as observed in Figure 5 (a, b). In addition, these
response surfaces obtained from the regression of experimental data using the Box-
Behnken design shown in Table 2, agree with the results of MA, obtained by UV-visible
spectrophotometry shown in Fig. 1.

For d (Figure 6 a, b, c), the response surfaces show how both factors, precursor
concentration and reducing agent concentration, contribute in an opposing way. While
the precursor concentration increased d, the reducing agent concentration decreased it.
Similar behavior has been reported by Agunloye et al. (2018) for the dependence of
particle size on both precursor (HAuUCls) and sodium citrate concentration. In our case,
the reducing agent contains bioactive compounds from the coffee pulp that also serve as
surfactants, coating the nanoparticle surface. Additionally, there was no significant
dependence of particle size on the reaction time in the analyzed interval 20—40 min,
obtaining an average particle size from 5 to 22 nm. Thus, when the precursor
concentration is at its maximum level (5%) and reducing agent is at its lowest level (0.5
mg/mL), and the lowest reaction time (20 min), green synthesis generates AuNPs of 22
nm (Figure 6a, Table 3). The interactions between precursor concentration-reducing agent
concentration and reducing agent concentration-reaction time are important, therefore
both surfaces twist (Fig 6 a, ¢). Conversely, the precursor concentration-reaction time
interaction showed only a small effect on particle size and the surface is almost flat (Fig.
6b).

For particles density (N) Figure 7 (a, b, c), the response surfaces show the major effect
was given by the reducing agent factor, followed by the precursor concentration. This is
also shown by the regression coefficient values in Table 5. The higher particles density
was found at maximum level of reducing agent and at lowest level of the precursor
concentration (Figure 7a). This result suggests that the particles density (N) mainly
depends on the reducing agent concentration, constituted by several compounds present
on the coffee pulp extract.
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Precursor concentration and reducing agent concentration were the factors that had the
most important effect on the particle size (d) and on the particles density (N). These
factors have opposite effects, because while an increment of the precursor concentration
tends to increase the particle size, diminishing the particle density, an increment on the
reducing agent tends to diminish the particle size increasing the particle density. This
effect was observed simultaneously through the response surfaces for particle size and

particle density as shown in Figures 6(a) and 7(a).
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Figure 6. Response surfaces of particle size (d), showing the effect of the independent
variables (factors) used in the experimental design, during the green synthesis of AuUNPs.
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Figure 7. Response surfaces of particles density (N), that show the effect of the
independent variables (factors) used in the experimental design, during the green
synthesis of AuNPs.

1.3.5 Fourier transform infrared spectroscopy
Several compounds with antioxidant properties, such as, caffeine, and phenolic
(chlorogenic, caffeic, and ferulic) acids have been previously identified in coffee pulp

extracts (Arellano-Gonzalez et al. 2011; Duangjai et al. 2016).

Characteristic vibrational bands of this type of compounds were detected in the FTIR
spectrum of the coffee pulp extract used as a reducing agent in this work, as shown in
Figure 8 (a). The broad band in the region 3300-3200 cm™ were related with the
stretching vibrations of the O-H bond. Also, the bands located at 2925 cm™ and 2857 cm
! were associated with the stretching vibrations of the C-H bonds (Cobaleda et al. 2017)
while the bands in the region of 1600-1400 cm™ were attributed to the carbonyl (C=0)
and aromatics groups, basic structural constituents of phenolic compounds (Silva et al.
2014). Finally, the band at 1068 cm™ was related with the (C=0) stretching vibration,
typical of carbohydrates present in the coffee pulp extract (Silva et al. 2014).
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Figure 8. (a) FTIR spectrum of the reducing agent (coffee pulp extract). The rest of the
FTIR spectra correspond to AuNPs synthesized under different preparation conditions
(precursor concentration, reducing agent concentration, reaction time: (b) 3%, 0.5
mg/mL, 40 min, (c) 3%, 2 mg/mL, 40 min, and (d) 5%, 2 mg/mL, 40 min).

Therefore, the obtained FTIR spectra of the AuNPs synthesized under green chemical
reduction show that they are coated with organic molecules contained in the coffee pulp
extract. Figure 8 (b, c, d) shows the FTIR spectra of the gold nanoparticles coated with
this extract at different conditions of preparation (precursor concentration, reducing agent
concentration, reaction time: (b) 3%, 0.5 mg/mL, 40 min, (c) 3%, 2 mg/mL, 40 min, and
(d) 5%, 2 mg/mL, 40 min). The FTIR intensity increased with the precursor concentration
and reducing agent concentration. Similarly, the UV-visible maximum absorption (MA)
intensity of the surface plasmon resonance of the AuNPs also increased. In all FTIR
spectra of the AuNPs, a high similarity with the spectrum of the coffee pulp extract was
observed, which strongly suggests that the organic compounds present in the extract are
coating the surface of the AuNPs. The FTIR measurements were realized after

centrifugation of the colloidal suspensions and after discarding the supernatant.

1.4 Conclusions
Response surface methodology (RSM) showed to be a useful tool to analyze one spectral

property (maximum intensity) and two physical properties (particle size and particles
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density) of AuNPs and their dependence on the preparation conditions (precursor
concentration, reducing agent concentration and reaction time). In this work, the gold
nanoparticles (AuNPs) were successfully prepared through a green synthetic approach
that uses coffee pulp extract as reducing agent. The morphology and size of the obtained
nanoparticles were evaluated by scanning electron microscopy and UV-vis
spectrophotometry. In addition, the presence of organic compounds from the coffee pulp
extract on the surface of the AuNPs was proved by Fourier transform spectroscopy
(FTIR). These results suggest a viable strategy to synthesize AuNPs with a desired
particle size or density in a reproducible and controlled form. The so obtained AuNPs,
which are coated on their surface by bioactive compounds coming from the coffee pulp
extract, could present useful biological activity, which may make them of interest for

applications in the therapeutic area.
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CONCLUSIONES GENERALES

El extracto acuoso de pulpa de café demostro tener la capacidad para actuar como agente
reductor en la sintesis verde de nanoparticulas de oro, asi como que sus componentes
bioactivos actuaron como agentes de recubrimiento en las nanoparticulas obtenidas. La
Metodologia de Superficie de Respuesta permitié conocer los niveles mas adecuados de
los factores (concentracion del precursor, concentracion del reductor y tiempo de
reaccion) asi como su significancia. Pudimos observar que el factor tiempo es el
parametro con menor influencia durante la sintesis, lo que se traduce como un ahorro de
energia y que el extracto es capaz de reducir al precursor de manera eficiente. El factor
“concentracion del agente precursor” resultd ser el factor con mayor importancia ya que
este permitid obtener el mejor rendimiento en su nivel mas alto. El valor mas alto para
MA fue encontrado en los niveles maximos de concentracion del agente precursor y
concentracion del agente reductor, y el nivel minimo de tiempo de reaccién. Se encontro
que al incrementar la concentracion de agente reductor el tamafio de particula disminuia
y por tanto la densidad de particulas incrementaba. La espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier permitié conocer los grupos funcionales asociados a los
componentes organicos de la pulpa de café. Las nanoparticulas obtenidas podrian tener
potencial para ser aplicadas en el area médica y en la industria alimentaria en el disefio

de empaques.

RECOMENDACIONES GENERALES

Se recomienda para futuras investigaciones:

e Evaluar la capacidad antioxidante de las nanoparticulas, ya que las lecturas de
FTIR indican la presencia de grupos funcionales asociados a compuestos
fendlicos.

e Evaluar si las nanoparticulas poseen propiedades antibacterianas, ya que se ha
comprobado que la pulpa de café tiene propiedades antibacterianas ante
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, asi como en bacterias Gram
negativas como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (Duangjai et al.,
2016).

e Comprobar si la pulpa de café puede participar en la sintesis de otras

nanoparticulas metalicas de gran interés como de plata o cobre.
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ANEXOS
Al. Anexos del Capitulo |
A 1.1 Pretratamiento de la pulpa de café.

ra) P

%

Figura 1. Pasos de pretratamiento de la pulpa de café. a) Limpieza de la pulpa, b)
deshidratado de pulpa de café, ¢) molienda y d) Pulpa de café seca y pulverizada
(producto final).

A 1.2 Preparacion del extracto acuoso de pulpa de café.

Figura 2. Extracto acuoso de pulpa de café. a) Pesado de la muestra, b) Extraccion
mediante calor, ¢) Sonicacion y d) Extracto acuoso de pulpa de café.
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A 1.3 Sintesis verde de nanoparticulas de oro.

b)

Figura 3. Sintesis verde de nanoparticulas de oro. a) Calentamiento del extracto acuoso
de pulpa de café, b) Adicion del agente precursor (HAUCIs), c) Reduccion del agente
precursor y formacion de nanoparticulas de oro, d) Suspensién coloidal de nanoparticulas
de oro obtenidas por sintesis verde, €) Medicidn de la Resonancia de Plasmon Superficial
mediante espectrofotometia UV-visible.

A 1.4 Pretratamiento de muestra para lectura por Microscopia electrdnica de Barrido.
[— ”

Figura 4. Preparacién de la muestra para ser sometida a lectura por Microscopia
Electrénica de Barrido. a) Muestras seleccionadas y colocadas en microtubos, b) Lavado
por fuerza centrifuga, c) Muestras fijadas sobre cristales de silicio.
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