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Resumen

En este trabajo se estudian las moléculas presentes en los extractos de tés e infusiones, los polifenoles
(catequinas, EGC, EGCG, aspalatina) y los alcaloides (Rhynchophyllina, Uncarina F, cocaina, higrina

y cuscohigrina) de las cuales en la literatura se ha reportado su actividad antioxidante.

Para obtener los extractos de los tés e infusiones se presenta un método para conseguir los
compuestos polares liquido-liquido, que se llevd a cabo entre 2 liquidos inmiscibles a una
concentracion de 1:1 utilizando un embudo de decantacion, la fase acuosa se obtuvo del hervor a
95°C de agua desionizada con 2 gramos de muestra triturada, se centrifugd a 25000 rpm /15 min'y
en la fase organica se utilizd n-hexano, después del proceso de adicion de las fases y agitacion de la
mezcla, se separan las fases en las que la fase acuosa se encuentra en la parte inferior del embudo

siendo esta la fase polar, la cual contiene los polifenoles y alcaloides de los extractos.

El estudio cualitativo de la fase polar de los extractos naturales de tés e infusiones fue por medio de
la espectrofotometria UV-vis en los cuales obtuvimos bandas caracteristicas, con respecto a las a los
cuatro tés (camellia sinensis) se obtuvo en promedio 270 nm y en el caso de las infusiones se obtuvo
en promedio 276 nm. También se caracterizaron por medio de espectros FT-IR los cuales muestran

bandas caracteristicas de los compuestos estudiados.

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas mediante un método de oxidacion-reduccion debido a
la naturaleza antioxidante de los compuestos polares de los extractos a partir de una solucién de
nitrato de plata (AgNOs) 0.1 M, facilitando la formacion de nanoparticulas de plata sin residuos
contaminantes y/o tdxicos. Los coloides obtenidos, a simple vista, se podia ver un cambio en la
coloracién de un amarillo translucido a un amarillo fuerte 0 a un color naranja. Con respecto a la
caracterizacion con la espectroscopia UV-vis se obtuvieron bandas en ~440 nm que indica la
formacion de nanoparticulas esferoidales, también se realizd un estudio de estos coloides con la
espectroscopia electrénica de transmision que nos permitié ver la forma real de las nanoparticulas

obtenidas, las cuales son esféricas de tamafio promedio de 5 + 1 nm.

Por medio de la amplificacion Raman: “efecto SERS”, se estudiaron las moléculas como los
flavonoides y los alcaloides ya que por su naturaleza producen un fendmeno de absorcion de luz
(efecto de fluorescencia) enmascarando las bandas Raman, para poder reducir este ruido, se realiz6

la sintesis de nanoparticulas de plata en el que se aumentd la sefial Raman, procedente de las



moléculas de los extractos cuando estan en contacto con un metal (Ag) y no haya pérdida de
informacién. Y por ultimo se realizé un estudio teérico de las moléculas reductoras ya mencionadas
por medio de la Teoria de Funcional de la Densidad (por sus siglas en inglés: DFT), con el programa
computacional Gaussian 03, se predijeron los espectros Raman, los cuales se compararon con los

resultados experimentales.



Introduccion

Las espectroscopias intensificadas han sido de gran interés ya que se emplean para el anélisis
cuantitativo de practicamente cualquier material, ya sea organico o inorganico. Sus principales
ventajas radican en que no es necesaria ninguna preparacion de la muestra a estudiar y que se trata

de un proceso no destructivo (Gutierrez Cano & Otero Marquez , 2014).

El efecto SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering) se descubri6 en los afios setenta y consiste
en un aumento de la difusion inelastica (sefial Raman), procedente de determinadas moléculas en
presencia de una nanoestructura metalica. Actualmente existen dos mecanismos fundamentales que
explican el aumento de la intensidad Raman; el modelo electromagnético y el modelo quimico o de
transferencia de carga. Ambos contribuyen al efecto SERS aunque la contribuciéon de cada uno
depende del sistema a estudiar. La técnica SERS implica un aumento de la sensibilidad como de la

selectividad (Garcia Ramos & Sanchez Cortés, 2006).

La mecanica cuantica se considera como uno de los logros trascendentales realizados por la
comunidad cientifica mundial, la misma que ha abierto un nuevo enfoque en las futuras investigaciones
y aplicaciones. La quimica cuantica esta presente en los campos de la quimica como es la cinética,
espectroscopia, la ciencia de los materiales o el disefio de los farmacos, siendo uno de los motores
basicos de su desarrollo. El nivel de aproximacion tedrica queda definido por cada problema. Asi, el
hidrogeno, helio 0 analogos pueden ser tratados con un alto nivel de exactitud, con respecto a
problemas que involucran muchos electrones (atomos y moléculas) (Cjuno H. & Arroyo Cuyubamba,
2003). Una de las tareas de la quimica computacional es la determinacion de estructuras y sus
propiedades moleculares mediante el uso de mecénica molecular, métodos semiempiricos y teorias

de orbitales moleculares (Angulo Cornejo & F. Tovar, 2014).

Las nanoparticulas son de gran importancia debido a su tamafio y propiedades electronicas y dpticas
dependientes de la forma. Por lo tanto, se han utilizado en distintos campos como la catalisis, fotonica
y dispersién Raman de superficie mejorada (por sus siglas en inglés: SERS) (Ramirez & Jaramillo,
2016).

Se ha descubierto que las nanoparticulas de metal tienen una muy alta sensibilidad en la deteccién
biomolecular, diagnésticos antimicrobianos, terapéuticos, catélisis y microelectrénica. La sintesis de

nanoparticulas metalicas ha atraido la atencién en diversas areas de la ciencia particularmente en las



ciencias quimicas, fisicas, materiales, biologicas, alimentos, médicas, Opticas, de ingenieria y
mecanicas. Las propiedades de las nanoparticulas metalicas dependen principalmente de su tamafio,

forma, morfologia, composicion y fase cristalina, asi como su superficie (Ali, Arfan, & Shahverdi, 2013).

La produccion de las nanoparticulas de plata con diferentes morfologias y tamafios ha sido realizada
durante la Ultima década usando diferentes métodos. Las técnicas rutinariamente fisicoquimicas para
la produccion de nanoparticulas, como la reduccion fotoquimica, la ablacion con laser, la
electroquimica, la litografia, la irradiacion de alta energia, siguen siendo costosas o emplean
sustancias peligrosas tales como disolventes organicos y agentes reductores tdxicos como
borohidruro de sodio y N, N-dimetilformamida. El desarrollo de procesos fiables y ecoldgicos para la
sintesis de nanomateriales es un aspecto importante de la nanotecnologia. Debido a la creciente
necesidad de minimizar o eliminar el uso de sustancias de riesgo ambiental, como lo describen los
principios de la quimica verde, la sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando entidades bioldgicas
ha recibido una creciente atencion en la ultima década. Los procesos biosintéticos conllevan el uso de
organismos vivos, tales como bacterias, hongos y plantas o biomasa, como extractos de plantas, que

es en lo que se enfoco este trabajo.

Las plantas producen diversos componentes organicos. Se ha demostrado en diversas
investigaciones la efectividad de sintesis de nanoparticulas de plata utilizando distintas especies de
plantas. Tal reaccion de reduccion es debido a la presencia de fitoquimicos como flavonas, cetonas,

aldehidos, amidas, acidos carboxilicos entre otros compuestos (K. Jha & Prasad, 2013).

El enfoque respetuoso con el medio ambiente tiene mucha mas importancia sobre los métodos
quimicos y fisicos, la cual resulta mas facil de manejar. Ademas, no hay necesidad de usar presion,
energia o productos quimicos toxicos. En la sintesis verde de nanoparticulas fue utilizada la reaccién

oxido - reduccion (Jayaseelan , y otros, 2011).

La presente investigacion se refiere a una pequefia parte del estudio de las moléculas presentes en
los extractos de tés (té verde, té rojo, té negro, té blanco) e infusiones (ufia de gato, mate de coca y
rooibos), ademas de que se utilizan métodos econémicos y ambientalmente limpios para sintetizar

nanoparticulas y asi facilitar el estudio de estas moléculas.



Objetivos

-Objetivo general

Caracterizar los extractos moleculares obtenidos de tés e infusiones mediante espectroscopia Raman:
‘efecto SERS”.

-Objetivos particulares

Implementar una metodologia de extraccion de flavonoides o moléculas con propiedades
reductoras en muestras de té e infusiones.

Caracterizar los extractos mediante técnicas espectroscopicas.

Obtener nanoparticulas metélicas utilizando como agente reductor las diferentes infusiones y tés.
Estudiar las moléculas reductoras por espectroscopia Raman: “efecto SERS” en las diferentes

muestras (extractos).



Capitulo 1 Generalidades

En las plantas los metabolitos secundarios juegan un papel importante en la adaptacion al entorno,
son compuestos quimicos cuyas interacciones tienen una gran complejidad, son responsables de
varias funciones como estabilizacion de la estructura, condensacion de fenoles y quinonas,
interacciones electrostaticas de poliaminas en componentes celulares, fotoproteccion, antioxidante y
anti radical por la disponibilidad de los grupos -OH, -NH2, —SH, nucleos aromaticos y cadenas alifaticas
insaturadas (K. Jha & Prasad, 2013).

1.1Té

El té proviene de las hojas de Camellia sinensis, comenzd como una medicina y sélo mas tarde se
convirtié en bebida, la mas consumida en el mundo. Se creé que fue descubierta accidentalmente por
el rey Chino, Shen Nong, cerca del afio 3000 a.c. (Juneja, Kapoor, Okubo, & Rao, 2013). Las
propiedades sensoriales y los efectos estimulantes, con beneficios potenciales para la salud, hacen
que esta bebida sea muy popular. Es un arbusto de hoja perenne que crece principalmente en climas
tropicales y subtropicales y requiere por lo menos cincuenta pulgadas de lluvia anuales con preferencia
por suelos bien drenados que tienen un pH &cido de 4,5 a 5,5. La planta de té puede originar cuatro
tipos principales de té, por lo general clasificados en tres categorias: t€¢ no “fermentado” (té blanco y
verde), semi-“fermentado” (té rojo) y totalmente “fermentado” (t& negro). Esta clasificacion se basa en
las diferencias que se producen en los procesos de recogida y fabricacion, lo que resulta en diferentes
composiciones quimicas. En este trabajo el término fermentacion se refiere al proceso en el cual hay
una oxidacién de los de los componentes de las hojas frescas de Camellia sinenesis, modificando las
caracteristicas quimicas, lo que conlleva que el té cambie de color y libere sustancias arométicas, pero
al no tener uno de los productos principales de la fermentacion, el alcohol, no es realmente una

fermentacion.

Figura 1. Planta del té (Camellia sinensis) (Ecologia, 2018)



Tras la cosecha, las hojas sufren un proceso de oxidacién enzimatica, comunmente llamado
“fermentacion”. Este proceso ocurre con la exposicion al aire por una reaccion, que implica a la enzima
polifenol oxidasa. Como era de esperar, segun el nivel de "fermentacién”, los tipos de té tienen
diferentes composiciones quimicas (perfiles fendlicos), propiedades organolépticas, apariencias y
gustos (Powell, 2015) (R. Preedy, 2013).

A pesar de que desde hace muchos afos se conocen algunos efectos benéficos del té, los estudios
cientificos de actividades biologicas, incluyendo antimutagénicos, anticancerigenos y antioxidantes,
se iniciaron recientemente. Entre estos estudios, los compuestos antioxidantes han recibido atencion
por diversos investigadores porque la ingestion de estos productos quimicos ayuda a prevenir el dafio
oxidativo in vivo, como la peroxidacion de lipidos, asociada con muchas enfermedades, incluyendo el
cancer, la aterosclerosis, la diabetes, el envejecimiento, la artritis y la deficiencia inmunitaria
(Yanagimoto, Ochi, Lee, & Shibamoto, 2003).

Habitat: se cultiva principalmente en China, India, Sri Lanka, Japdn, Indonesia y varios paises

africanos y sudamericanos.

1.1.1 Té verde

Figura 2. Té verde (Alonso, 2018)

Descripcion: el té verde se produce tipicamente cosechando las primeras dos a tres hojas del brote,
que tienen sabor y aroma unicos, de cada planta. La recoleccion de hojas de té frescas se repite
generalmente cada una a dos semanas, dependiendo de donde crece. Una vez cosechadas, las hojas
frescas se secan inmediatamente para evitar el proceso de “fermentacién” inhibiendo la actividad
polifenol oxidasa causante de la oxidacion de los compuestos polifenolicos del té verde. La inactivacion
de la polifenol oxidasa en hojas de té frescas se logra generalmente por coccién o por vaporizacion.
Las hojas de té son luego moldeadas (laminadas), secadas, envasadas y etiquetadas para su

distribucion y comercializacion.



La calidad final del té verde depende de la calidad de las hojas de té frescas que se cosechan. Los
atributos naturales de las hojas frescas de té, incluyendo el color y el aroma, se deben conservar

durante la fabricacion para producir el té verde de alta calidad (R. Preedy, 2013).

1.1.2 Té blanco

Figura 3. Té blanco (Alonso, 2018)
Descripcion: el té blanco es un t¢ minimamente procesado. Los brotes de té fresco con abundantes
tricomas (vellosidades blancas), se marchitan bajo condiciones ambientales naturales durante unos
dias y luego secado al sol. El producto final parece blanquecino debido a los densos tricomas blancos

de hojas que cubren los brotes de té.

1.1.3 Té negro

Figura 4. Té negro (Alonso, 2018)

Descripcion: el té negro es un té totalmente “fermentado”, su proceso consta de los siguientes pasos:
marchitamiento-laminacion-“fermentacion”-secado. Las hojas frescas se marchitan en aire caliente y
se enrollan en una maquina de laminacién cilindrica. Las hojas laminadas se “fermentan” bajo
temperatura y humedad controladas, durante las cuales los polifenoles del té son oxidados por la

enzima polifenol oxidasa, resultando en la formacion de pigmentos de té rojo y naranja.



1.1.4 Té rojo

Figura 5. Té rojo (Alonso, 2018)

Descripcion: el té Pu-erh es un té post-“fermentado’, y su fabricacion incluye procesamiento de té
crudo, “fermentacion” y compresion. Las hojas frescas se fijan y se enrollan como té verde. Las hojas
enrolladas se secan al sol y se utilizan como té crudo para la post-‘fermentacion”. El té crudo se hace
humedo y se amontona durante unos meses, durante el cual la post-“fermentacidn” tiene lugar por la
accion del moho. Las hojas “fermentadas” finalmente se comprimen en tortas o ladrillos (Zheng, Li,
Xiang, & Liang, 2016).

1.2 Infusiones

Son las bebidas calientes realizadas con hierbas distintas a Camellia sinensis y frutas. Al igual que los
tés, las infusiones se han vuelto muy populares. Los fitoquimicos (compuestos bioldgicamente activos
de las plantas) han estado recibiendo mayor atencién debido a sus importantes y reconocidos
beneficios para la salud, proporcionando una proteccién potencial contra varios dafios biomoleculares

(Barroso, y otros, 2016).

Figura 6. Diversos frutos o hierbas aromaticas utilizadas para hacer infusiones (AETi, 2017)

1.2.1 Uia de gato

El nombre cientifico es Uncaria tomentosa (Wild) esta distribuida principalmente en el area tropical de
Africa y Asia. En Sudamérica, desde las Guayanas y Venezuela hasta Bolivia y Brasil. Es una planta
tipicamente peruana. En este pais esta circunscrita a la Selva baja, ceja de selva y Selva alta, crece

en climas tropicales y lluviosos, en zonas de bosques altos con abundante luz solar.



Descripcion: la planta Ufia de Gato en la pos cosecha se limpia la parte externa de la corteza (musgos,
liquenes) y se seca al sol. El buen secado es muy importante para evitar la contaminacion con hongos

y la podredumbre.
Descripcion botanica.

Es una planta perteneciente a la familia Rubiaceae, arbusto trepador que sube a los arboles aledafios
a su nacimiento formando enredaderas que alcanzan 20 metros de altura. Las ramas jovenes son
cuadrangulares y los tallos poseen espinas ganchudas y lefiosas, dirigidas hacia abajo pero no
retorcidas, que llegan a medir hasta 2 cm de largo. Estas espinas son las que le dan origen a su

nombre comun de ufia de gato (Figura 7).

Figura 7. a) esquema de la descripcion botanica y b) foto de una planta de Uncaria tomentosa (ufia de gato) (Quintela &
Lock de Ugaz, 2003)

Las hojas son pecioladas, opuestas, de forma oblonga y de color verde amarillento, opaco en el haz y
verde palido en el envés, con finos vellos caracteristicos del término “tomentosa”. El fruto es bivalvo,

oblongo y las semillas son fusiformes, longitudinales y pequefias (Quintela & Lock de Ugaz, 2003).

Aunque los principales compuestos activos, como los alcaloides, han sido estudiados mayormente en
la corteza de Uncaria, estas pueden también estar presentes en diferentes partes de la planta. Sin
embargo, las propiedades de la ufia de gato no se debe exclusivamente a la presencia de alcaloides,
existen otros metabolitos secundarios que en conjunto presentan una accion sinérgica las cuales
tienen efectos benéficos sobre el organismo humano, como los polifenoles, grupo quimico importante,

que se encuentra presente en muchas plantas medicinales (Romero Paucar, 2014).

Se han reportado usos medicinales de hojas de U. tomentosa Willd para el tratamiento del sarampion,
la raiz se ha utilizado como anticancerigeno, antiinflamatorio en el tratamiento de artritis. Keplinger

(1982) reportd reducciones estadisticamente significativas del edema (hinchazén causada por



acumulacion de liquidos en el cuerpo) mediante el uso de alcaloides. Kreutzkamp B. (1984), encontr6
componentes de bajo peso molecular con efectos inmuno estimulantes, se estudia también el efecto
bioldgico de esta planta sobre los eritrocitos y en diferentes cepas de bacterias. Ellos consideraron

que el grupo de las sustancias activas eran los indolalcaloides (Ramirez, 2003).

1.2.2 Mate de coca

De la familia Erythroxylum coca es una especie botanica de planta con flor sudamericana de la familia
de las Eritroxilaceas originaria de las escarpadas estribaciones de los andes amazonicos. Crece hasta
2.5 m de altura, de tallos lefiosos y hojas elipsoidales, pequefas y de color verde intenso. Sus frutos,
de color rojo, tienen forma ovoide y miden alrededor de un centimetro. Las hojas son arrancadas por

el peciolo y secadas al sol para su posterior venta y comercializacion.

Figura 8. Arbusto y fruto de mate de coca (cultura, 2018)

Su cultivo y el conocimiento de sus efectos neuro-estimulantes por el habitante de Peru, data de

épocas remotas, sin duda mucho antes de la fundacion del imperio Incaico.

En 1832, el médico alemén Eduard Poepping, revela que el masticado de las hojas de coca y la
ingestion de bebidas alcohdlicas por los campesinos peruanos era como una forma de aliviar el estado
de melancolia que les producia su condicion de vida, observo desérdenes fisicos y psiquicos multiples
en los masticadores. Los efectos de la hoja de coca son diferentes a los de la cocaina. La hoja es un
buen tratamiento para problemas gastrointestinales, artritis y diabetes (Bolo Lozano & Ocampo
Santillna, 2004).

1.2.3 Rooibos

El Rooibos es una infusion elaborada a partir de la planta Aspalathus linearis, y sin contenido de
cafeina, propiedades antioxidantes saludables, como por ejemplo calmar trastornos digestivos y
problemas estomacales, reduciendo tensién nerviosa y alivio de alergias. Se ha encontrado que el

rooibos evita la acumulaciéon de peroxidasa lipidica relacionada con la edad en el cerebro. Se



recolectan sus ramas mas delgadas, y se deja oxidar al sol, lo cual sirve para que adquiera su particular
sabor y color rojo (AKBAR, 2018).

Figura 9. Infusion, arbusto y flor de Rooibos (AKBAR, 2018)

Es uno de los pocos alimentos de los indigenas khoikhoi y San, que los colonizadores europeos
adoptaron con entusiasmo, fue una infusién elaborada a partir de las puntas de hojas secas y
fermentadas de una planta de Aspalathus linearis, conocida como redbush o rooibos. EI comercio de

rooibos se encuentra en Cederberg, ciudad del Cabo.

El proceso de elaboracién de esta hierva es permitiendo la oxidacion, desarrollando la hoja color
marrén y un sabor ligeramente dulce. Pocas personas fuera de Africa meridional saben cémo preparar
rooibos adecuadamente, es uno de las pocas infusiones que se pueden hervir sin llegar a ser
impalpable, tanico y fuerte; el rooibos gana dulzura y sabor cuanto mas tiempo se infunde (Sellick,
2010).

1.3 Composicion quimica

En esta perspectiva, los antioxidantes exdgenos y los compuestos bioactivos (Polifenoles, vitaminas,
tocoferoles, entre otros) de las plantas de hierbas han sido supuestamente utilizados por los seres
humanos para contrarrestar y prevenir los efectos deletéreos inducidos por radicales libres en las
células. Ademas, varios estudios han destacado el efecto protector antioxidante sobre el cuerpo

humano promovido por los tés e infusiones (Barroso, y otros, 2016).



1.3.1 Polifenoles

La planta Camellia sinensis contiene polifenoles, cafeina, aminoacidos, compuestos aromaticos,
vitaminas e hidratos de carbono. Los polifenoles son los compuestos de mayor importancia en la
calidad y la funcién de las hojas de té, y son los compuestos mas ampliamente reportados, su

contenido es de 18-36% del peso seco ( Chen, y otros, 2016).

Los polifenoles son compuestos bio-sintetizados por las plantas. La principal caracteristica estructural

de los polifenoles es poseer uno 0 mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a uno 0 mas anillos bencénicos.

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos
fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Los principales
grupos de polifenoles son: acidos fendlicos (derivados del &cido hidroxibenzoico o del &cido

hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Figura 10).

Derivados del acido hidroxibenzoico
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Figura 10. Principales grupos de polifenoles.

Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glucésidos, pero también pueden aparecer en
forma libre (Ilamados agliconas flavonoides). Ademas, se pueden presentar como sulfatos, dimeros o
polimeros. Los glucdsidos se pueden encontrar de dos formas: como O-glucdsidos con los
carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal), o como C-glucdsidos con



los carbohidratos ligados a través de enlaces carbono-carbono. De todas estas formas naturales, los
O-glucésidos son los mayoritarios. Existen varios subgrupos de flavonoides. La clasificacion de estos
compuestos se hace en funcion del estado de oxidacién del anillo heterociclico (anillo C) y de la
posicion del anillo B. Dentro de cada familia existen una gran variedad de compuestos, que se
diferencian entre si por el nimero y la posicién de los grupos hidroxilos, y por los distintos grupos
funcionales que pueden presentar (metilos, azucares, acidos organicos). Los principales subgrupos
de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas, flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas,

antocianidinas y flavanoles (Figura 11) (M. Quifiones y cols. , 2012).

Flavanonas

Flavonoles Flavonas

OH o] OH 0
R4=R,=0H; R;=H Quercetina R1=R2=OH Luteolina R4=0OH; R,=0CH, Hesperatina
R5=0H; R=R,=H Kenferol R=H; R,=OH Apigenina R{=H; R,=0OH Naringenina
Isoflavonas Antocianidinas | Flavanoles R

R4=OH Genisteina R4=R,=0H Delfinidina R4=R;=0H; Ry=H Catequina
R4=H Daidzteina R4=0H; R,=H Cianidina R4=R,=R;=0H Galocateequina

Figura 11. Subgrupos de los grupos principales de polifenoles.

Las catequinas representan el principal componente polifenolico del té, son miembros de una clase
mas general de flavonoides: los flavanoles, los cuales se clasifican en tres subgrupos: afzelequina,
catequina, y galocatequina, que representan grados variables de hidroxilacion de anillo B (Figura 12).
Son las formas dominantes, de los cuales los epi-isomeros de las catequinas y galocatequinas son los
componentes principales encontrados en el té. Las catequinas del t¢ componen hasta un 30% de
solidos disueltos (Harbowy & Balentine, 1997).
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Figura 12. Catequina y subgrupos de catequina

1.3.1.1 Aspalatina

La aspalatina es un flavonoide presente en niveles altos en la planta de rooibos, el material no
‘fermentado” contiene 4% y 12 % de aspalatina. Sin embargo también contiene otros flavonoides
aunque en menor concentracion. La aspalatina se caracteriza como una c-glicosidilchalcona, en los
flavonoides c-glucdsidos, el azucar esta directamente relacionado con el nucleo de los falvonoides a
través de un enlace C-C resistente a los &cidos y altamente enzimatico. La estructura de la aspalatina
se muestra en la figura 13, se ha descrito su efecto fisiolégico como una sustancia antioxidante y
antimutagénica (Kreuz, Joubert, Waldmann, & Ternes, 2008). Tan pronto como se tritura el material
de la planta, las dihidrochalconas, la aspalatina y el nothofagin se oxidan rapidamente y se produce
un oscurecimiento notable. El secado al sol se usa para detener la “fermentacion”. Se ha estudiado
que el contenido de aspalatina en la infusién y la actividad antioxidante tiene una buena relacién lineal,
siendo asi la aspalatina la molécula con mayor capacidad antioxidante del Rooibos (Schulz, Joubert,
& Schitze, 2003).

OH HO

H

%
%,

OH

Aspalatina

Figura 13. Estructura de la Aspalatina encontrada en las hojas de Rooibos.



1.3.2 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos ciclicos nitrogenados derivados de aminoacidos que
contienen nitrégeno con propiedades farmacolégicas importantes a dosis bajas, son compuestos de
caracter basico. A pesar de que los alcaloides muestran una amplia gama de diferentes estructuras

quimicas y son de interés bioldgico significativo.

La mayoria de los alcaloides son sustancias alcalinas que protonizan el dtomo de nitrégeno, por lo
que la mayoria de los alcaloides estan cargados positivamente y generalmente forman sales solubles

en agua como citratos, malatos, tartratos, benzoatos, etc.

Son sustancias presentes en todos los drganos de la planta, pueden encontrarse mayoritariamente en
hojas, flores, en frutos, en semillas, en cortezas y en raices. Los alcaloides son casi siempre incoloros
a excepcion de aquellos altamente conjugados, son normalmente sélidos a temperatura ambiente. La
existencia de los alcaloides en las plantas se presentan como sales de &cidos organicos los cuales
son solubles en agua. Los vegetales contienen generalmente cantidades apreciables de materia grasa
que impide un buen desarrollo en los procesos extractivos, por lo que se utilizan disolventes como

hexano o éter de petrdleo para poder extraerlos (Gabriel Jaime, 2008).

1.3.2.1 Alcaloides tetraciclicos

La ufia de gato tiene mas de 50 ingredientes activos, como son los alcaloides, heterosidos del &cido
quindvico, triterpenos, esteroles y compuestos fenolicos. La primera y mas ampliamente estudiada es
el grupo de alcaloides, los analisis fitoquimicos indican que en las hojas de Uncaria tomentosa (willd)
la concentracion de alcaloides totales alcanza 1.24%, de este porcentaje se ha descrito la presencia
de alcaloides oxinddlicos pentaciclicos y tetraciclicos, asi como de algunos de sus N-Oxidos y de sus
precursores indolicos. En la figura 14 se sefialan las estructuras quimicas y la configuracién de los
centros asimétricos de los alcaloides oxinddlicos pentaciclicos 1-6, tetraciclicos 7-10, y de los
precursores indolicos respectivos 11-13 y 14-17 que han demostrado propiedades y la estimulacion

inmune antileucémica (Zufiiga Quiroz, 1998).

En las hojas y los tallos de U. tomentosa se encontrd que contienen Rhynchophyllina e
Isorhynchophyllina como principales alcaloides, el contenido total de alcaloides oxindoles se reporta
que en las hojas es de 0.360-4.792% (Condori Pefaloza, 2015). Ademas, la rotundifolina y la
isorotundifolina se encontraron como alcaloides menores en una muestra de herbario. Se informé la

presencia de los alcaloides estereoisoméricos pteropodina, isomitrafilina, especiofilina, uncarina F e



isomitrafilina en la corteza de ufia de gato (Keplinger, Laus, Wurm, P. Dierich, & Teppner, 1999). Se
han hecho varios estudios de los tipos de alcaloides que predominan en las hojas de Uncaria
tomentosa (willd), se ha detectado Uncarina F, especiofilina, pteropodine e isopteropodine son
principales alcaloides detectados como predominantes en hojas de ufia de gato en algunas de las

muestras reportadas (Condori Pefialoza, 2015).

Otro grupo de compuestos llamados glucosidos triterpenos oxindol y el &cido quindvico, tiene
propiedades antiinflamatorias y antivirales demostradas, al igual que los compuestos antioxidantes
(taninos, catequinas, polifenoles y procianidina A, B1, B2 y B4) y los esteroles vegetales. Los azucares

encontrados son glucosa, fructosa, quinovosa, ramnosa y galactosa.



N

H o OMe
13S,7R,15S,19S,20S Pteropodina 73S,7R,15S, 20 R, R=etil  Rinchofolina
23S,7S,1585,19S,20S Isoteropodina 838S,7S,15S, 20 R, R=etif Isorrinchofilina
33R 7S,158,19S,20 S Especiofilina 93S,7R, 158, 20 R, R=vini/ Corinoxeina
43R 7R 155,195, 20S Uncarina F 103,78, 158, 20 R, R=vinil Isocorinoxeina

53S,7R 155,198, 20 R Mitrafilina
63S,7S,155,19S, 20R Isomitrafilina

13R 158,195,20 S Akuammigina 14 3R, 158, 20 R, R=etil  Hirsutina
123S§,1585,195,20 S Tetrahidroalstonina 1538, 15 S, 20 R, R=etil  Dihidrocorinanteina
133R 155,195, 20R Isoajmalicina 16 3R, 15, 20 R, R=vinil Hirsuteina
173, 15 S, 20 R, R=vinif Corinanteina
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Figura 14. Alcaloides de Uncaria tomentosa. Estructuras quimicas y su configuracién de los centros asimétricos de los
alcaloides oxinddlicos pentaciclicos 1-6, tetraciclicos 7-10, y de los precursores indélicos respectivos 11-13 y 14-17.

Harmano, carboxiestrictosidi (Zufiiga Quiroz, 1998).
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1.3.2.2 Cocaina

En las hojas de mate de coca los compuestos que se encuentran en mayor concentracion son los
alcaloides, la cocaina benzoymethylecgonine (figura 15) es el alcaloide mas abundante con una
concentracion promedio de 4.14mg por 180mL de infusion mate de coca (J. Jenkins, Llosa, Montoya ,
& J. Cone, 1996). La cocaina es un éster alcaloide, anestésico local (el cual ya no es utilizado debido
a sus potentes cualidades adictivas) y vasoconstrictor (se usa clinicamente para ese proposito).
También tiene efectos en el sistema nervioso central similares a las anfetaminas y es una droga de
abuso. Esta se une a las proteinas de trasporte de dopamina, serotonina y norepinefrina e inhibe la

recaptacion en las neuronas presinapticas (PubChem, 2018).

o
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Figura 15. Cocaina; Benzoylmethylecgonine (Sauvain, y otros, 1997)
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Figura 16. Alcaloides con nucleo tropanico encontradas en las hojas de Mate de coca (Arango Acosta, 2008)

La planta de mate de coca contiene, pequefias cantidades de taninos, flavonoides y aceite esencial,
ademas de alcaloides con el nucleo tropanico, bases volatiles derivadas de la N-acetil pirrolidina como
la ay B higrina y la cuscohigrina (Figura 16). Los principios activos son alcaloides derivados del

pseudotropanol (3p-alcohol) més precisamente del nucleo acgonina (Arango Acosta, 2008).



Capitulo 2 Sintesis verde de Nanoparticulas

2.1 Nanociencia

Nanociencia es el estudio y desarrollo de sistemas en escala nanométrica que corresponde a un factor
de longitud de 10 metros. La nanociencia estudia la materia desde un nivel de resolucion
nanometrico, entre 1y 100 nanémetos. En esta escala se observan propiedades y fendémenos que se
rigen bajo las leyes de la mecénica cuantica, estas propiedades se aprovechan para crear nuevos
materiales (nanomateriales) o dispositivos nanotecnologicos, de esta forma la Nanotecnologia
promete soluciones a mdltiples problemas que enfrenta actualmente la humanidad, como los
ambientales, energéticos, de salud (nanomedicina), construccién, agricultura, cosmética, en la

industria de alimentos, etc. (Cristian, 2015).

Figura 17. Comparacion de tamafios de nanomateriales (Eli, 2016)

2.2 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas son una serie de atomos reunidos en escala nanométrica (109 m), las cuales
pueden presentar una gran variedad de morfologias, entre las que se encuentran esferas, cubos,
prismas, estrellas, entre otras. Estas presentan caracteristicas entre los iones (10-9m) y los materiales
macroscopicos y son de gran interés debido a que el numero de &tomos en estas particulas es

bastante pequefio y una fraccidn de estos estan cerca o en la superficie, esto hace que se modifique



su comportamiento atomico, electrénico y magnético, asi como sus propiedades fisicas, quimicas y su

reactividad relativa con respecto del volumen total de la particula. (F. Banfield & Zhang, 2001).

Las propiedades de las nanoparticulas metélicas son diferentes de las de los materiales a granel
fabricados a partir de los mismos atomos ( D. Solomon, Bahadory, V. Jeyarajasingam, A. Rutkowsky,
& Boritz , 2007).

Las nanoparticulas inorganicas son particularmente atractivas como piezas de construccion para tales
propositos, debido a sus propiedades opticas, electronicas, magnéticas y cataliticas unicas, muchas
de las cuales pueden ser moduladas simplemente cambiando su tamafio, forma, o la funcionalizacién
de la superficie de la nanoparticula, sin cambiar la composicion del material. Hasta ahora se han
realizado avances significativos utilizando estrategias de quimica himeda, para sintetizar
nanoparticulas de alta calidad de una gran variedad de materiales inorganicos, incluyendo oro, plata,

Oxido de hierro y semiconductores (Zentella, 2012).

2.2.1 Aplicaciones

Las nanoparticulas de plata se utilizan en numerosas tecnologias y se incorporan en una amplia gama
de productos de consumo que aprovechan sus propiedades opticas, conductivas y antibacterianas
deseables. El tamafio mas pequefio de las particulas de plata es muy importante en muchas de estas

aplicaciones novedosas de nanoparticulas:

Campo de la biologia: Secuenciacion de ADN antibacteriano, la plata se une al ADN y ARN bacterianos

por desnaturalizacién e inhibe la replicacion bacteriana (Rucha Desai, 2012).

Aplicaciones diagndsticas: Las nanoparticulas de plata se utilizan en biosensores y numerosos
ensayos en los que los nanoparticulas de plata se pueden utilizar como etiquetas bioldgicas para la

deteccidn cuantitativa.

Aplicaciones antibacterianas: Las nanoparticulas de plata se incorporan en prendas de vestir, calzado,
pinturas, vendajes para heridas, electrodomésticos, cosméticos y plasticos por sus propiedades
antibacterianas, los iones de plata y los compuestos a base de plata son altamente tdxicos para los
microorganismos, las particulas mas pequefias con una mayor area de superficie son mas eficientes
en las pruebas de actividad antibacteriana (Duran, Marcato, De Souza, Alves, & Esposito, 2007) y se
ha demostrado su eficacia antimicrobiana contra bacterias, virus y otros microorganismos eucariotas
(Rai, Yadav & Gade, 20009).



Aplicaciones Conductivas: Las nanoparticulas de plata se utilizan en tintas conductoras e integradas

en compuestos para mejorar la conductividad térmica y eléctrica.

Aplicaciones oOpticas: Las nanoparticulas de plata se utilizan para la recoleccion eficiente de la luz y
para espectroscopias dpticas mejoradas, incluyendo la fluorescencia potenciada con metal (MEF) y la

dispersién Raman de superficie mejorada (SERS) (J. Oldenburg, 2017).

Nanotecnologia Alimentaria: se encuentra aln en fase de ascenso; no obstante por sus numerosas y
diversas aplicaciones, entre las que se destacan las siguientes: aseguramiento de la calidad y
seguridad alimentaria, analisis de composicion, deteccion y neutralizacion de microorganismos
alterantes y patdégenos, contaminantes abidticos, deteccion de factores anti nutricionales y alérgenos,
control de procesos, alimentos mas saludables, nutritivos y/o con mejores caracteristicas

organolépticas.

La aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la alimentacion permite la elaboracion de alimentos

mas saludables, mas resistentes y de mayor durabilidad (Almengor, 2009).

2.3 Sintesis de nanoparticulas de plata

Los avances en los procesos de sintesis han permitido el control preciso sobre los parametros
estructurales que gobiernan la formacion de las nanoparticulas lo que ha permitido adaptar las
propiedades de estos atomos artificiales de acuerdo con su uso especifico. La sintesis y el ensamblado
modular de nanoparticulas permiten explotar sus propiedades Unicas, lo que puede llevar a nuevas
aplicaciones en catalisis, electronica, fotonica, magnetismo asi como censado quimico y bioldgico
(Zentella, 2012).

2.3.1 Quimica de la plata

La plata es un elemento quimico cuyo simbolo “Ag” provienen del latin Argentum, que significa
‘brillante”, de numero atomico 47, estado de oxidacion +1 ya que tiene poca tendencia a perder mas
de un electrén. Es raro encontrar compuestos formados con un estado de oxidacion de la plata de +2,
por ejemplo el difloruro de plata (AgF2). En el mundo se encuentra solamente 0.05 ppm. En la
naturaleza se forma como argentita Ag2S y cloruro de plata AgCl, su extraccion consiste en la
formacidn de un complejo [Ag (CN).] y el tratamiento de un mineral de plata con ion de cianuro acuoso

CN, para después desplazar la plata del complejo con zinc:

2[Ag (CN),]~ +Zn — 4CN~ + Zn? + 24g



El nitrato de plata es la sal de plata mas comun y se obtiene disolviendo el metal en acido nitrico
(Chambers & Holliday, 1975):

3Ag + 4HNO; — 3AgNO; + 2H,0,

El nitrato de plata es importante como antiséptico, en la preparacién industrial de otras sales de plata
y como reactivo en quimica analitica. El nitrato de plata puro es un intermedio en la preparacion de
otras sales de plata, incluidos los compuestos de plata coloidal utilizados en medicina y los haluros de
plata incorporados en emulsiones fotograficas. En quimica analitica, las soluciones acuosas de nitrato
de plata se utilizan en la determinacion de haluros, cianuros y tiocianatos, asi como para la deteccion
de agentes reductores y de los cationes de diversos acidos que forman sales de plata insolubles.
(Editors, 2018). Es ampliamente utilizado como precursor metalico para producir plata iénica, que
puede reducirse y precipitarse para producir nanoparticulas, ademas de su bajo costo y estabilidad

quimica en comparacion con otros tipos de sales de plata (Tolaymat, y otros, 2010).

Figura 18. Nitrato de plata

2.3.2 Métodos quimicos

El método quimico es el mas conveniente para la obtencion de nanoparticulas uniformes y pequefias.
El método coloidal es uno de los principales métodos quimicos que consiste en disolver una sal del
precursor metalico o del 6xido a preparar, un reductor y un estabilizante en una fase continua o
dispersante (un liquido en este caso). Este Ultimo puede jugar el papel de reductor, de estabilizante o
ambos. En principio el tamafio promedio, la distribucién de tamafios y la forma o morfologia de las
nanoparticulas pueden ser controlados variando la concentracion de los reactantes, del reductor y del
estabilizante asi como la naturaleza del medio dispersante. Por este método se pueden formar

dispersiones estables por periodos de tiempo muy largos.

Dentro de este método el precursor mas utilizado es el nitrato de plata. Para solubilizar estas sales y
otros productos quimicos se utiliza el agua, ya que se reporta que la plata produce nanoparticulas
estables y mdviles en este ambiente acuoso. El agente reductor proporciona los electrones libres



necesarios para reducir iones de plata y formar las nanoparticulas, uno de los agentes reductores mas
fuertes es el borohidruro de sodio (NaBHs), el cual produce un rango estrecho de pequefias particulas
monodispersas, y el agente reductor mas débil como el acido ascérbico produce tamarios de particula
mas grandes. La estabilidad, reactividad, solubilidad, forma y tamafio de las particulas estan
determinadas por la concentracion de un agente estabilizador como la polivinil pirrolidona (PVP)

(Tolaymat, y otros, 2010).

Otro método quimico utilizado es el de la reduccidn fotoquimica y radioquimica, las cuales modifican
el sistema quimico por medio de altas energias y se asocia con la generacion de reductores fuertes
altamente activos como electrones, radicales y especies excitadas. La reduccion fotoquimica (fotolisis)
y la radicacién-quimica (radiélisis) difieren en el nivel de energia utilizado. La sintesis fotoquimica esta
caracterizada por energias por debajo de 60 eV, mientras que la radidlisis utiliza energias de 103-104
eV. Los métodos de reduccion fotoquimica y radioquimica tienen la ventajas sobre el método de
reduccion quimica. Debido a la ausencia de impurezas formadas cuando se usan reductores quimicos,
estos métodos producen nanoparticulas de alta pureza. Ademas, la reduccion fotoquimica y
radioquimica permiten producir nanoparticulas en condiciones de estado sdlido y a bajas
temperaturas. La reduccién fotoquimica en solucién se emplea frecuentemente para sinterizar
particulas de metales nobles. Estas particulas se obtienen a partir de las correspondientes sales en

agua, alcohol o solventes organicos (Zentella, 2012).

2.3.3 Métodos fisicos
Los métodos fisicos describen la evaporacion térmica, la preparacion de clusters gaseosos, la

implantacion de iones, el dep6sito quimico en fase vapor y la molienda o activacién mecano quimica.

La evaporacion térmica, que consiste en el calentamiento hasta la evaporacion del material que se
pretende depositar. Se lleva a cabo en una camara de vacio en la que se condensa el vapor sobre
una lamina fria requiriendo en todo momento un control preciso de las condiciones de crecimiento para

no producir una modificacion de la morfologia de la capa depositada.

El deposito quimico en fase vapor (CVD, por sus siglas en inglés) es un proceso en el que un solido
se deposita sobre una superficie calentada a través de una reaccion quimica de la fase de vapor o gas
( Rajput, 2015).



La preparacion de clusters gaseosos, que utiliza un laser pulsado de alta potencia para producir
vapores atomicos metalicos que son acarreados en un gas inerte y posteriormente son depositados

en un éxido monocristalino u otro sustrato, bajo condiciones de ultra-alto vacio.

La implantacion de iones, que consiste en que los iones de un material pueden ser implantados en un
solido, cambiando por tanto las propiedades fisicas y quimicas de este Ultimo, ya que el ion implantado
puede ser de un elemento distinto al que lo compone, también se pueden causar cambios estructurales
en el solido implantado, puesto que la estructura cristalina del objetivo puede ser dafiada. El
equipamiento necesario para la implantacion de iones suele consistir en una fuente de iones que
produce los iones del elemento deseado, un acelerador donde dichos iones son electrostaticamente
acelerados hasta alcanzar una alta energia, y una camara donde los iones impactan contra el objetivo.
Cada ion suele ser un atomo aislado, y de esta manera la cantidad de material que se implanta en el
objetivo es en realidad la integral respecto del tiempo de la corriente de ion. Esta cantidad es conocida
como dosis. Las corrientes suministradas suelen ser muy pequefias (microamperios), y por esto la
dosis que puede ser implantada en un tiempo razonable es también pequefia. Por todo esto, la
implantacién de iones encuentra aplicacion en los casos en que el cambio quimico necesario es
pequefio. Las energias tipicas de ion se encuentran en el rango de 10 a 500 keV. La energia de los
iones junto con la especie de ion y la composicion del objetivo determina la profundidad de penetracion

de los iones en el solido.

La molienda de particulas de tamafio macro o micrométrico, por medio de molinos de alta eficiencia;
las particulas resultantes son clasificadas por medios fisicos, recuperandose las de tamafio
nanométrico. Dado que la molienda enérgica y continua de los materiales iniciales puede inferir
cambios energéticos en los solidos, debido a la acumulacion de defectos en situacion de no-equilibrio,
lo que puede causar una disminucion de las energias de activacion, activando los sélidos para llevar
a cabo reacciones quimicas en estado sélido. La activacién mecano quimica de sélidos cristalinos
puede producir también alteraciones y cambios tanto texturales como estructurales, que pueden

resultar de gran interés en el desarrollo de materiales (Zentella, 2012).

Mecano sintesis. En este proceso, la reaccion quimica es inducida por la energia mecanica. Los
precursores quimicos son en su mayor parte una mezcla de cloruros, éxidos y / 0 metales que
reaccionan durante la molienda o tratamiento térmico subsiguiente para producir un polvo compuesto

en el que se dispersan particulas ultra-estrechas en una matriz de sal estable. Estas particulas ultra



finas se recuperan lavando con un disolvente adecuado a partir de la eliminacion selectiva de la matriz.
Muchos tipos diferentes de nanoparticulas se pueden producir usando el método mecanico quimico
tales como metales de transicion, ceramica del dxido y semiconductores del dxido (Umer, Naveen, &
Ramzan, 2012).

2.3.4 Métodos bioldgicos

La sintesis biolégica de nanoparticulas es un enfoque de quimica verde que interconecta la
nanotecnologia y la biotecnologia. Se informan biosintesis de oro, plata, aleacion oro-plata, selenio,
telurio, platino, paladio, silice, titania, zirconia, puntos cuanticos, magnetita y uraninita NP (Shankar ,

Shobana, Karuppusamy, & Pugazhendhi, 2016).

El uso de microorganismos como bacterias, levaduras, hongos y actinomicetos se ha descrito para la
formacion de nanoparticulas y sus aplicaciones. La sintesis y el ensamblaje de nanoparticulas se
benefician de un desarrollo limpio, no tdxico y ambientalmente aceptable involucrando organismos que
van desde bacterias hasta hongos e incluso plantas. Los organismos vivos tienen un gran potencial
para la produccion de nanoparticulas. Al usar los organismos de bacterias simples a eucariotas
altamente complejos se puede obtener la produccion de nanoparticulas (Mohanpuria , K. Rana, &
Kumar Yadav, 2008). Los nanomateriales biosintetizados han estado controlando eficazmente las
diversas enfermedades endémicas con menos efectos adversos. La planta contiene abundantes
compuestos naturales tales como alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos y otros
compuestos nutricionales. Estos productos naturales se derivan de varias partes de la planta, tales
como hojas, tallos, brotes de raices, flores, cortezas, semillas. Recientemente, muchos estudios han
demostrado que los extractos de plantas actuan como un precursor potencial para la sintesis de
nanomateriales en formas no peligrosas. Dado que el extracto vegetal contiene metabolitos
secundarios, actua como agentes reductores y estabilizantes para la reaccion de biorreduccion a
nanoparticulas metalicas nuevas sintetizadas. No obstante, los métodos no bioldgicos (quimicos y
fisicos) se utilizan en la sintesis de nanoparticulas, que tiene un riesgo grave y alto de toxicidad para
los organismos vivos. Ademas, la sintesis biolégica de nanoparticulas metalicas es econdmica, de un
solo paso y respetuosa con el medio ambiente. Las plantas se utilizan con éxito en la sintesis de varias
nanoparticulas mas verdes tales como cobalto, cobre, plata, oro, paladio, platino, 6xido de zinc y
magnetita (Kuppusamy, Yusoff, & Govindan , 2016).



El uso de la biomasa vegetal y de los extractos de plantas para la sintesis de nanoparticulas son
potencialmente ventajosos frente a los microorganismos debidos a varios factores tales como
procedimientos simples, facilidad de escalabilidad y preclusion del mantenimiento del cultivo celular.
Ademas se pueden obtener faciimente debido a la disponibilidad y la abundancia de las plantas

(Bonnia, y otros, 2016).



Capitulo 3 Espectroscopia RAMAN

3.1 Introduccion a la espectroscopia Raman

La espectroscopia se origind como el estudio de la interaccion entre radiacion y materia en funcion de
la longitud de onda. Actualmente la espectroscopia comprende el uso de los efectos de absorcion,
emision o dispersion de radiacidn electromagnética por el material con el objetivo de estudiar
cualitativa o cuantitativamente la materia. La espectroscopia Raman es una técnica espectroscopica
empleada para el analisis de practicamente cualquier material, ya sea organico o inorganico. Sus
principales ventajas radican en que no es necesaria ninguna preparacion de la muestra a estudiar y
que se trata de un proceso no destructivo. El fundamento fisico de la técnica esta basado en el efecto
Raman, por el fisico indio que descubrio el efecto que lleva su nombre Chandrasekhra Venkata
Raman, consistente en la dispersion inelastica de una fraccion de la luz incidente en la muestra, la
cual sufre entonces un cambio de frecuencia debido al intercambio de energia con la materia en dicha

colision, segun la ecuacion de energia de los fotones.

El procedimiento de medida es el siguiente: un haz de luz monocromatico, de frecuencia v=0, incide
sobre la muestra, dispersandose de manera elastica (dispersion Rayleigh) en su mayor parte, pero
existiendo una cantidad de luz que ha sido dispersada inelasticamente, y por tanto presenta un cambio
en su frecuencia. Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la naturaleza quimica y del
estado fisico de la muestra, y por tanto son los datos que permiten identificar distintos compuestos y
caracteristicas moleculares. Microscopicamente, este efecto se puede describir como una excitacién
de la nube electrénica de la molécula debido a la interaccidn con el fotdn incidente. Este provoca que
la excitacion de la molécula a un estado excitado virtual, luego emite otro fotén con el objetivo de
regresar al estado fundamental. Sin embargo, si el choque ha sido inelastico y se ha perdido o ganado
energia, la molécula no volvera exactamente al mismo estado, sino que se encontrara en un estado
rotacional o vibracional distinto del inicial. La diferencia de energia entre estos estados es lo que
modifica la frecuencia del foton emitido. Segun la frecuencia de los fotones dispersados, se pueden
distinguir los siguientes casos, representados graficamente en la Figura 19. Dispersién Rayleigh:
Cuando el choque es elastico, la frecuencia del foton incidente y emitido es la misma, y por tanto no
hay ninguna variacion energética. Este proceso no proporciona informacién espectroscopica.
Dispersion Raman-Stokes: Un espectro Raman desplazado al rojo, si el choque es inelastico, y la

frecuencia del foton emitido es menor, quiere decir que ha transferido energia a la molécula, la cual



se encontrara ahora en un estado vibracional o rotacional superior al inicial. Dispersion Raman Anti-
Stokes: Un espectro Raman desplazado al azul, también para choques inelasticos, pero con
frecuencias mayores del foton. En este caso, la molécula no se encontraba en el estado fundamental,

y al proporcionar energia al foton, decae al estado de minima energia.

_______________ Estado
virtual
Energia . Fp fon Stokes . Fp fon Anti-Stokes
incidente incidente|
Final Final
inicial Inicial Niveles
nicia y niclal vibracionales

(@) (b)

Figura 19. Diagrama de niveles de energia para el esparcimiento Raman. A) esparcimientos Raman Stokes y b)

esparcimiento Raman anti-Stokes

Para obtener informaciéon molecular, se analizan los niveles de energia vibracionales, los cuales son
caracteristicos de los atomos del enlace, su conformacién y su entorno. Estos niveles tienen
frecuencias de resonancia caracteristicas, las cuales son funcién de la masa de las moléculas y la
fortaleza de sus enlaces. A diferencia de la espectroscopia infrarroja, en la que es necesario un cambio
en el momento dipolar de la molécula, para la espectroscopia Raman es necesario un cambio en la
polarizabilidad, lo cual permite obtener informaciéon espectral complementaria sobre moléculas
homonucleares. En general, un espectro Raman es una representacion de la intensidad de la luz

dispersada frente al nimero de onda (Gutierrez Cano & Otero Marquez , 2014).

La espectroscopia Raman es un proceso débil, con secciones transversales moleculares en el rango
de 1029 - 10-32 cm? se han encontrado dos métodos para aumentar estas secciones transversales:
resonancia electronica y mejora de superficie. En la dispersion Raman de resonancia, la frecuencia
de excitacion es igual o cercana a la frecuencia a un croméforo molecular. Una desventaja importante

es la fuerte fluorescencia causada por la excitacién a una frecuencia que coincide con la de una



transicion electrénica, por la relacion de la sefial RRS (resonance Raman scattering), la fluorescencia

que es muy dependiente de la molécula en cuestion, este método no es muy util.

Otro método que puede usarse para aumentar drasticamente las sefiales de dispersion Raman es la
mejora de superficie conocido como efecto SERS, este efecto se observd cuando se usaba la
dispersion Raman para tratar de comprender las reacciones espectroquimicas de la piridina en un

electrodo de plata rugoso. (A. Baker & S. Moore, 2005).

3.2 Efecto SERS

El efecto SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) fue detectado por primera vez en 1974 por
Fleischmann y col. dicho efecto se basa en el aumento de la difusién inelastica (sefial Raman),
procedente de determinadas moléculas en presencia de una nanoestructura metalica rugosa
especialmente preparada, cuya intensidad excede en un factor de 10° — 106 del que cabe esperar
cuando la molécula no esta ligada a la superficie metalica. Puesto que el efecto SERS esta relacionado
con la existencia de una geometria rugosa en la superficie metalica, el modelo electromagnético puede
simplificarse considerando la intensificacion de la sefial Raman cuando una radiacion de frecuencia
incide sobre una particula esférica o esferoidal aislada. Es lo que se conoce como modelo de la esfera
metalica y constituye la aproximacion méas simple al estudio tedrico de estos sistemas. Segun este
modelo, la polarizabilidad de la molécula no se ve afectada por la presencia del metal. La contribucién
electromagnénica de la mejora de SERS se debe a una mejora del campo electromagnético causada
por la excitacion del plasmén a través de la luz laser incidente en la superficie del metal. Los electrones
en el metal estan excitados con una oscilacion contra los nucleos del metal, llamado plasmén de
superficie. En las superficies nanoestructuradas, los plasmones salidos de la superficie conducen a
un campo electromagnético que llega a la superficie del metal donde se encuentra el analito. Dado
que los plasmones suerficiales deben ser excitados por la luz laser incidente, la longitud de onda de
excitacién para un experimento SERS debe adaptarse a la longitud de onda del plasmén del metal
respectivo y también a la nanoestructura de la superficie metalica, que también tiene un efecto sobre
la resonancia del plasmon. SERS requiere estructuras metalicas con tamafios de caracteristicas
claramente debajo de la longitud de onda de la luz. La capacidad de un metal para mostrar el efecto
SERS se determina a través de la funcion dieléctrica compleja dependiente de la frecuencia, la relacién
entre las partes reales e imaginarias y su relacion con la funcién dieléctrica del entorno (Hering, y
otros, 2008).



En la Figura 20 se muestra de forma esquematica el fenomeno que tiene lugar en un proceso de

dispersién Raman en ausencia y en presencia de estas particulas metalicas tomadas como modelo.
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Figura 20. Proceso de dispersion Raman en ausencia y presencia de nanoparticulas metélicas (Hering, y otros, 2008)

El desplazamiento en frecuencia de las bandas de los espectros SERS y la modificacion de la anchura
de éstas, con respecto a las equivalentes de los espectros Raman convencionales, son una
consecuencia de la interaccion quimica que tiene lugar entre el metal y el adsorbato. Generalmente,
las bandas de los modos mas directamente implicados en esta unién experimentan desplazamientos
en frecuencia mas acusados y suelen presentar una mayor anchura, respecto a las mismas bandas
en el Raman de la disolucion acuosa. Este ensanchamiento en el SERS se debe, posiblemente, a la
heterogeneidad de la geometria de la superficie metélica, hecho éste que da lugar a numerosos
centros de adsorcion distintos sobre dicha superficie. Una de las caracteristicas mas importantes de
los espectros SERS es la apariciéon de una nueva banda, en muchos casos de gran intensidad,
correspondiente a la vibracidn de tension del enlace que se establece entre el metal y la molécula
adsorbida. Esta nueva banda suele aparecer en el intervalo de frecuencias 250-200 cm-!, dependiendo
del atomo de la molécula implicado en esta interaccion y de la fuerza con que se produce la unién de

la molécula al metal; y suele presentar una gran anchura, lo que indica la existencia de muchos centros



de unién sobre la superficie. La observacion de esta banda en el espectro constituye una prueba
inequivoca de la formacién del complejo metal-adsorbato (Garcia Ramos J. V., 2004). Las mejoras
mas fuertes provienen de caracteristicas agudas y areas de gran curvatura, como las que se

encuentran en nano estructuras como agregados coloidales.

3.3 Aplicacion de espectroscopia Raman y Efecto SERS

La espectroscopia Raman es una técnica en la cual se puede analizar la composicion quimica de
distintos compuestos sin destruir las muestras y puede analizar materiales en cualquier estado: solido,
liquido o0 gaseoso. Algunos campos de aplicacion en la espectroscopia Raman son en la industria
petroquimica para resolver problemas de control de calidad en los polimeros y emulsiones;
aplicaciones biomédicas en el estudio de proteinas y estructuras polipetidicas en su estado fisioldgico
natural; industria alimentaria para determinar la presencia de macro-componentes tales como
proteinas, lipidos, carbohidratos y agua, en el medio ambiente; analisis de polimeros; identificacion de
materiales pictdricos en donde proporciona informacion completa de una molécula y de forma no
invasiva, siendo esto ultimo un requisito fundamental en el analisis del patrimonio cultural (Gonzalo
Barja-Becker, 2011).

Debido a su sensibilidad superficial, el alto contenido de informacidn y la naturaleza no destructiva, se
ha encontrado una amplia utilidad como sonda de diagndstico in situ para determinar la estructura y
orientacion molecular detallada en areas como los estudios fundamentales de adsorcién / coadversion,
electrocatalisis, corrosion, investigacion de células de combustible e interfaces biolégicas. La utilidad
del método SERS continua resolviendo una variedad de problemas analiticos, biomédicos,
ambientales y de seguridad nacional y global que van desde el monitoreo de la calidad del agua y las
investigaciones forenses hasta la guerra quimica y biolégica, deteccion y uso de agentes en entornos
de puntos de atencion (A. Baker & S. Moore, 2005).

SERS es de gran interés porque constituye una herramienta importante para la deteccion de alta
sensibilidad de un amplio tipo de compuestos (Sato Berrti, Rondén, Vazquez Olmos, & M. Saniger,
2009), por ejemplo, de drogas, otra aplicacion es en biospectroscopia para la investigacion de
bacterias, células eucariotas o tejidos, SERS ofrece ventajas para la deteccidon de biomoléculas: es
una herramienta rapida no destructiva, da informacion especifica del compuesto, y tiene el potencial

de andlisis multicomponente (Hering, y otros, 2008).



Capitulo 4 Técnicas de caracterizacion

4.1 Espectroscopia UV-vis

Para que la radiacion electromagnética incidente, interaccione con la materia tiene que tener una A del
mismo tamafio o0 menor que las dimensiones del cuerpo irradiado. Es por ello que la radiacion de la
region del ultravioleta (= 1-400 nm) nos permite obtener informacion de las transiciones electronicas

de las moléculas.

Figura 21. Diagrama del espectro electromagnético (Esopo, 2018)

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacion electromagnética (en el
rango de longitudes de onda del ultravioleta y visible) que puede absorber o transmitir una muestra en
funcion de la cantidad de sustancia presente. Todas las técnicas de absorcién suponen que cuando
una radiacion incide sobre una muestra se produce una absorcidn parcial de esta radiacion, lo que
hace que se produzca una transicion entre los niveles energéticos de la sustancia: atomo, molécula o
ion, pasando esta al estado excitado, el resto de radiacion es transmitida. Asi analizando una u otra

podemos relacionar la cantidad de especie activa presente en la muestra.

Las propiedades Opticas de nanoparticulas metalicas son determinadas por la interaccién de la luz
incidente en la conduccion de electrones libres. Cuando hay un acoplamiento entre la frecuencia del
campo eléctrico alternativo de la radiacidén electromagnética y la oscilacion de los electrones

conductores, bajo ciertas condiciones, este fendmeno se denomina oscilacién del plasma, que en el



marco de la mecanica se denomina plasmon y entonces se produce la absorcion (Guerrero Dib, Ortiz
Méndez, Sepulveda Guzman, Ferrer Lupi, & Yacaman, 2009), el plasmon se define como la oscilacion
coherente y colectiva de los electrones libres de una esfera metalica. Bajo ciertas condiciones, pueden
interactuar con la radiacién electromagnética en un fendmeno conocido como resonancia de plasmén
de superficie (por sus siglas en inglés: SPR). Los plasmones de superficie son especialmente Utiles,
su campo eléctrico oscilante amplifica mucho algunos fenémenos dpticos como la dispersion Raman.
Se conocen como plasmones de superficie localizados a las oscilaciones colectivas de electrones
restringidos en pequefios volumenes metalicos. Para que este fendmeno ocurra, la particula tiene que
ser mucho menor que la longitud de onda de la luz incidente. EI campo eléctrico oscilante de la luz
incidente, induce un dipolo eléctrico en la particula desplazando a una parte de los electrones moviles
deslocalizados en una direccion lejos del resto de la particula metalica, generando asi una carga
negativa en un lado de la particula como se muestra en la Figura 22. Como el resto de los nucleos y
sus electrones internos no se han desplazado, constituyen una carga opuesta (red cationica) (A. Cruz,
y otros, 2012).

Figura 22. Descripcion de los desplazamientos electrénicos de nubes en nanoparticulas electromagnéticas (K. Lance,
Coronado, Zhao, & C. Schatz, 2003)

Determinado por la forma y tamafio de la nanoparticula, los electrones acelerados producen un campo
de polarizacion adicional que dependen de la relacion del tamafio de la particula y la longitud de onda
de laluz incidente ya que de esta radiacion secundaria los electrones pierden energia experimentando
un efecto de amortiguacion lo que hace mas amplio el plasmén. Este campo reacciona con el campo
de polarizacion coasiestatico y desplaza la posicién de los modos a una longitud de onda mas grande
(Noguez, 2007).

La teoria de Mie predice una dependencia del tamafio de la nanoparticula con la intensidad del
plasmén y el ancho de la banda y la posicion es un efecto del diametro. El diametro modifica la
expresion de la constante dieléctrica del metal y de este modo altera la condicion de resonancia, el



ancho de la banda crece al aumentar el tamafio de la nanoparticulas. Las propiedades opticas de las
nanoparticulas dependen también de la naturaleza de las mismas y del medio ambiente en el que se

encuentren (Moores & Goettmann, 2006).

Los espectros de extincion de las nanoparticulas metalicas aportan una gran cantidad de informacion
sobre la naturaleza, tamafo, forma y modificaciones del entorno fisicoquimico de las nanoparticulas,
si se trabaja con nanoparticulas de plata esféricas, es de esperar que la banda de absorcion esté en
el rango de 400 nm, si son nanoparticulas triangulares se debe observar un maximo de absorcidn

cercano a los 800 nm (Figura 23).

b)

Figura 23. Espectro de nanoparticulas de plata esféricas 1h y triangulares 24h (Hernandez Canales, 2016)

El tamafio también puede afectar la posicién del maximo observado. A mayor tamafio de paticula se
observa un corrimiento del méximo hacia mayores longitudes de onda. El ancho medio del pico es un
paramentro Util para saber la distribucion de tamafio de las particulas, si el ancho del pico la
variabilidad de los tamafios es mayor. Los incrementos del ancho del pico posiblemente responden a
la disminucion del espacio inter-particula, lo cual evidencia la presencia de agregacion (Rucha Desai,
2012).
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4.2 Microscopia electrénica de transmision

Los microscopios electronicos son instrumentos del siglo XX, varios cientificos alemanes se dedicaron
a la construccion de un microscopico que utilizara haces de electrones acelerados como radiacion de
iluminacion y lentes de electrones. En 1932 se construyeron 2 prototipos de microscopios electronicos,
uno con lentes electrostaticas (Briiche y Johannson), y otro con lentes electromagnéticas (Knoll y
Ruska). En 1938 Von Borries y Ruska construyeron un instrumento mucho mas perfeccionado que
resolvia 10 nanémetros. En afios posteriores la técnica siguié mejorando, lograndose en la actualidad

resoluciones de hasta 0.15 nm (Vazquez Nin & Echeverria, 2000).

La microscopia electrénica de transmision sirve para estudiar todo tipo de materiales siempre y cuando
cuenten con la preparacion adecuada y tengan dimensiones dentro del rango manométrico o incluso
sub-micrométrico. Por sus caracteristicas, es una herramienta importante para la caracterizacion
estructural de materiales nanoestructurados, de los cuales se puede obtener no solo informacién
morfolégica, sino también cristalografica y de composicion quimica con la ayuda de la espectroscopia
de dispersion de energia de rayos-X (EDS). En la modalidad de STEM es posible hacer estudios de

dispersion de particulas y mapeos quimicos.

En un microscopio electronico de transmision convencional, se irradia una muestra delgada con un

haz de electrones de densidad de corriente uniforme.

La distribucion de intensidad de electrones detras de la muestra se visualiza con un sistema de lente
de tres o cuatro etapas en una pantalla fluorescente. La imagen puede ser registrada por exposicion
directa de una emulsién fotografica o una placa de imagen dentro del vacio o digitalmente a través de

una pareja de pantalla fluorescente mediante una placa de fibra dptica a una camara CCD.

Una capacidad adicional de TEM moderno en la formaciéon de sondas electrénicas de tamafio
nanométrico, de 1-10 nm de didmetro, por medio de un sistema de condensado de tres etapas, cuya
ultima lente es el campo objetivo previo del espesor de la muestra. La aplicacion principal de tales
sondas de electrones esta en microscopia electronica analitica. Esto permite que el instrumento
funcione en el modo de transmision de exploracion (STEM) con una resolucién determinada por el
diametro de la sonda electronica, esto tiene ventajas para obtener imagenes de especimenes gruesos

y registrar electrones secundarios y electrones retro-dispersados (Reimer, 1997).



4.3 Espectroscopia de absorcion infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los atomos de una molécula.
Se utiliza para obtener un espectro infrarrojo de absorcidn, emision, fotoconductividad o dispersion de
un sélido, liquido o gas. La técnica consiste en hacer brillar un rayo de luz monocromatica en una
muestra. Medir la cantidad de trasformada de Furier refleja el hecho de que, en todas las técnicas,
una transformada de Furier es necesaria para convertir los datos en bruto en el espectro real basado

en el teorema de Wiener-Khichin.

Un espectro infrarrojo se obtiene al pasar la radiacion infrarroja a través de una muestra y determinar
que fraccion de la radiacion incidente se absorbe en una energia particular. La energia a la que
aparece un pico de absorcion corresponde a la frecuencia de una vibracion de una parte de la molécula

muestra.

La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) se basa en la idea de la interferencia
de la radiacion entre dos haces para producir un interferémetro. El tltimo es una sefial producida como
una funcién del cambio de longitud de trayectorias entre los dos haces. Los dos dominios de distancia

y frecuencia son interconvertibles por el método matematico de transformada de Fourier.

El principio basico de esta técnica se basa en la excitacidn de grupos moleculares por un haz de luz
infrarroja que genera movimientos vibracionales en los enlaces de la molécula. Los movimientos
vibracionales se distinguen por el tipo de desplazamiento generado en los enlaces, conociéndose
como vibraciones de tension o flexién. Las tensiones provocan un estiramiento o estrechamiento del

enlace y las flexiones generan una deformacion del enlace (Barraza Garza, y otros, 2013).

La radiacion que emerge de la fuente se pasa a través de un interferdmetro a la muestra antes de
llegar a un detector. Al amplificar la sefial, en el cual las contribuciones de alta frecuencia han sido
eliminadas por un filtro, los datos se convierten a formato digital por un convertidor de analégico a

digital y se transfieren a la computadora para la transformada de Fourier.

La espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) es un método que utiliza el fendmeno de total
reflexion interna. Un haz de radiacion que entra en un cristal se sometera a un cristal de reflexion
interna total cuando el angulo de incidencia en la interfaz entre la muestra y el cristal sea mayor que
el angulo critico, donde este ultimo es una funcién de los indices de refraccion de las dos superficies.

El rayo penetra una fraccién de una longitud de onda més alla de la superficie reflectante y cuando un



material que absorbe radiacion electivamente esta en contacto cercano con la superficie reflectora, el
rayo pierde energia en la longitud de onda donde el material absorbe. La Radiaciéon atenuada
resultante se mide y traza en funcion de la longitud de onda por el espectrémetro y da lugar a las
caracteristicas espectrales de absorcion de la muestra. Los cristales utilizados en las celdas de ATR
estan hechos de materiales que tiene baja solubilidad en agua y tienen un indice de refraccion muy
alto. Tales materiales incluyen seleniuro de zinc (ZnSe), germanio (Ge) y yoduro de talio (KRS-5)
(Stuart, 2004).

El andlisis de una muestra por FT-IR provee como resultado un espectro de absorcion de infrarrojo el
cual proporciona informacion de la estructura y concentracion molecular. Todas las moléculas pueden
manifestar una serie de bandas de absorcién, cada banda corresponde con un movimiento de
vibracion de un enlace especifico dentro de la molécula. La mayoria de los componentes de un enlace
quimico tienen movimientos vibracionales con frecuencias dentro del infrarrojo (4000 a 650 cm1).
Estructuras quimicas grandes como es el caso de las biomoléculas tiene picos de absorcion
predecibles, los cuales pueden variar ligeramente dependiendo de las distintas interacciones
moleculares y propiedades fisicas de las muestras. El anélisis de células o tejidos bioldgicos es
complejo, ya que la técnica no solo detecta una sola molécula, sino que permite observar la

composicidn quimica de toda la célula o tejido (Barraza Garza, y otros, 2013).

4.4 Quimica computacional

La quimica computacional nace con la necesidad de comprender aspectos importantes que no se
pueden resolver de forma préactica, como lo es conocer estados intermediarios en reacciones que se
efectlan rapidamente, conocer el comportamiento de un material a temperaturas muy altas que son
muy dificiles de alcanzar en un laboratorio, 0 simplemente calcular propiedades en sistemas de alto

costo.

El objetivo principal de la quimica computacional es predecir todo tipo de propiedades moleculares de
sistemas quimicos utilizando la fisicoquimica, la fisica molecular y la fisica cuéntica, y emplea una gran

variedad de técnicas tedricas en constante desarrollo (Valles Sénchez, 2014).

4.4.1 Métodos computacionales
La quimica computacional abarca un amplio rango de métodos matematicos que pueden dividirse en

dos categorias:



e La mecanica molecular: que aplica las leyes de la fisica clasica al nucleo molecular sin
considerar explicitamente a los electrones.

e La mecanica cuantica: se basa en la ecuacion de Schrodinger para describir una molécula
con un tratamiento directo de la estructura electronica y que se subdivide a su vez en dos
clases, segun el tratamiento realizado, métodos semiempiricos y métodos ab initio ("desde el
principio").

4.4.1.1 Usos de la quimica computacional
La implementacidn y aplicacion de la quimica computacional nos permite investigar multiples

propiedades y comportamientos moleculares como los siguientes (Valles Sanchez, 2014):

e La geometria molecular en un sentido amplio, ademas de distancias y angulos de enlace, es
posible caracterizar la forma y tamafios relativos de todo tipo de moléculas y macromoléculas.

e Laenergia de todo tipo de especies quimicas, incluyendo intermedios, estados de transicion,
estados excitados, etc. Es posible estimar magnitudes termodindmicas tanto en fase gas
como en fases condensadas.

e Lareactividad quimica. La quimica computacional dispone de herramientas sofisticadas para
el calculo de todo tipo de propiedades cinéticas como constantes de velocidad, efectos
cientificos isotopicos, secciones eficaces de reaccion, etc.

e las propiedades fisicas de las fases condensadas. La descripcion correcta de las
interacciones intermoleculares es un desafio que es posible afrontar con éxito con la ayuda
de varios métodos.

e Las propiedades espectroscopicas, pero también todo tipo de propiedades eléctricas y
magnéticas de moléculas individuales. Para la espectroscopia Raman (en la que se mide la
luz IR dispersada en lugar de la transmitida), la necesidad de observar un modo vibratorio (es
decir, para la absorcion de un fotdn) es que la vibracion se produce con un cambio en la
polarizabilidad. Los espectros Raman son rutinariamente calculables (por ejemplo, los
programas gaussianos, las frecuencias IR y Raman son las mismas) junto con los espectros
IR (Lewars, 2004).



4.4.1.2 Programa de célculo Gaussian 03

El programa Gaussian 03 es producido por Gaussian Inc., es un sistema de programas conectados
para ejecutar una variedad de calculos de estructura electronica. Acompafiada de Gauss View permite
dibujar las moléculas, ver las vibraciones moleculares, representar los orbitales moleculares y las
cargas atomicas en las moléculas. Es capaz de predecir muchas propiedades moleculares y
reacciones quimicas, incluyendo: Energias y estructuras moleculares, estructuras de estado de
transicion, frecuencias, vibraciones, espectros infrarrojos y Raman, propiedades termodinamicas,
energias de reaccion y de enlace, trayectorias de reaccion, orbitales moleculares, cargas atomicas,
apantallamiento en resonancia magnética nuclear y susceptibilidad magnética, afinidades electrénicas
y potenciales de ionizacidn, polarizacion e hiperpolarizacidn, potenciales electrostaticos y densidades

electrénicas (Gaussian.com, 2003).
En este programa estan implementados los métodos siguientes:

— Mecanica molecular

— Mecanica cuantica

Los diversos mddulos del programa permiten optimizar estructuras moleculares, determinar energias,
espectros vibracionales y electronicos, asi como las cargas atomicas en los sistemas moleculares.
Calcular estados fundamentales y estados excitados, singuletes y tripletes (Figueroa Nazuno, Renteria

Agualimpia, & Baustillo Hernandez, 2008).

Las aproximaciones habituales implican la separacion de la funcién de particion en un producto de
componentes traslacionales, rotacionales, vibratorios, electrénicos y nucleares (Nicolaides, Rauk,
Glukhovtsev, & Radom, 1996). Para obtener las propiedades espectrales de sistemas moleculares se
plantea un operador hamiltoniano que toma en cuenta la energia cinética y la energia potencial
generada por las interacciones intermoleculares y en algunos casos en los sistemas moleculares
externos. Después de esto se plantea la ecuacion de Schodinger y se obtienen las soluciones. Existen
sistemas en los cuales se pueden aproximar los operadores hamiltoneanos permitiendo plantear estas

ecuaciones que se resuelven por medio de métodos computacionales.

e Meétodo Funcional de la Densidad (DFT) se basa en la funcién de densidad de probabilidad
electrénica o funcién de densidad de electrones, cominmente llamada densidad electrénica

o densidad de carga. DFT es un calculo SCF (Self-Consistent-Field).



e Método Hartree-Fock. Hartree fue el que introdujo un método que posteriormente modificarian
Fock y Slater para introducir los términos de intercambio, o la consideracion de las funciones
antisimétricas que son producto de las funciones monoelectrénicas (modelo de particulas

independientes).



Capitulo 5 Materiales y métodos

5.1 Reactivos
e AgNOs (Aldrich 99%)
e Agua desionizada MEYER (Lote: D0614308)
e n-Hexano (Ce¢H1s, MERCK, 95%)

o Extractos de: té (Camellia sinensis) e infusiones

5.2 Método de extraccion

Se calentd agua desionizada hasta llegar a la temperatura de ebullicion (aprox. 95 °C). Se apago la
parrilla y se agregaron 2g de muestras en el agua caliente; dejando la mezcla por 30 min.
Posteriormente, la mezcla (infusién) generada se centrifugd a 25000 rpm (centrifuga Hermle
Labortechnik Z36) durante 15 min. El sélido fue desechado y el sobrenadante (extracto) centrifugado
se diluy6 1:1 con hexano en un embudo de separacion; luego se agitd vigorosamente por 5 min y se
dejé reposar por 90 min. Después de este tiempo se obtuvieron dos fases, una polar y otra no polar.

En la Figura 24 se muestra un esquema que resume este método de extraccion.
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Figura 24. Esquema para obtencion de flavonoides y/o alcaloides a partir de extractos de tés e infusiones usadas para la

5.3 Sintesis

sintesis de nanoparticulas metalicas

La fase polar (acuosa) del extracto de té e infusiones se diluy6 al 5% con agua desionizada, se agitd

por 3 minutos, se tomaron 10 mL de la dilucién adicionandole 10 L de nitrato de plata 0.1 M y se deja

agitar por 20 minutos, para obtener una concentracion final de 1x104M de nitrato de plata.
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Figura 25. Esquema utilizado para la sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis consistio en la reduccion de la sal de plata con los compuestos antioxidantes de los tés e
infusiones y se dejo 24 horas y 48 horas en presencia de luz (Foco: 13.5 W, 6500K. PHILIPS) y en la
obscuridad (Figura 25).

5.4 Caracterizacion

Las propiedades Opticas que poseen las nanoparticulas metalicas son de interés para su observacion
y asi determinar estructura, configuracion y distribucién de tamafios, al igual que las moléculas
reductoras que se encuentran en los extractos. Los espectros para este trabajo han sido medidos en
el Laboratorio LUCE del ICAT UNAM. Las pruebas realizadas para la caracterizacion fueron las

siguientes:



5.4.1 Espectroscopia Infrarroja (IR)
Una vez obtenidos los extractos de tés e infusiones estos se caracterizaron por Espectroscopia
Infrarroja (IR) para poder identificar las moléculas que van a conducir a la plata a su reduccién,

utilizando un espectrofotometro Nicolet Nexus 670 FT-IR.

5.4.2 Espectroscopia UV-visible

Las nanoparticulas de plata se expusieron a la luz blanca y a la obscuridad, se caracterizaron por
espectrofotometria (UV-VIS_NIR, Cary 5000) cada 24 horas se analizd la muestra observando la
interaccion entre el nitrato de plata y los flavonoides contenidos en el t& observando los cambios de
las propiedades dpticas de los extractos sin AGNOs y de las nanoparticulas de plata. Se utilizan celdas

de cuarzo cuadradas, ya que el vidrio absorbe radiacion UV.

5.4.3 Espectroscopia Raman efecto (SERS)

El equipo utilizado fue el Microscopio Confocal Raman acoplado a un Microscopio de Fuerza Atomica
Alpha 300AR- WITec y se obtuvieron espectros Raman por efecto SERS observando los cambios de
las propiedades Opticas de las moléculas que se encuentran en los extractos cuando interaccionan

con las nanoparticulas de plata.

5.4.4 Microscopia electronica de transmision

Las imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM), fueron llevadas a cabo en los
laboratorios del CIMAV (Centro de Investigacion en Materiales Avanzados, S.C.), ubicado en el
complejo industrial Chihuahua Chihuahua, usando un microscopio Electrénico de Transmision de Alta
Resolucién. Nanotech TEM JEOL JEM 2200FS+CS.



Capitulo 6 Resultados y analisis de resultados

6.1 Obtencion de muestras y sintesis de nanoparticulas

Se utilizaron muestras trituradas Figura 26 ya que mejora la eficiencia de extraccion al aumentar la
superficie del material vegetal, también disminuye la cantidad de disolvente necesaria para la
extraccion al permitir que el material se empaque mas densamente (Ali, Arfan, & Shahverdi, 2013). La
extraccion de los polifenoles del té y compuestos reductores de las infusiones con agua fria no es
exitosa, considerando que el té e infusiones son usualmente consumidos con una coccion previa, al
hervirlos se obtienen diferentes sustancias como sales inorganicas (sabor y color), cafeina, materia
gomosa (sabor y color), y sustancias no nitrogenadas (astringentes) como catequinas (polifenoles)
(Juneja, Kapoor, Okubo, & Rao, 2013) por lo que se decidio realizar la obtencidn del extracto con agua
desionizada caliente y se dejo enfriar por 30 min; se deja que los solidos se decanten para poder
obtener el extracto con menos solidos posibles. El extracto se centrifugd para separar las particulas

grandes (s6lidos) restantes.

A

Té verde Té blanco Té rojo Té negro

Ufa de gato Mate de coca Rooibos

Figura 26. Hojas trituradas de A) tés (Camellia sinensis) y B) infusiones utilizadas en esta investigacion



Tabla 1. Cambios de color observados durante el proceso de sintesis de nanoparticulas de plata, expuestas a la luz y en

la obscuridad de los tés.

| Dilucien | AgNOs | AgNOs ‘\[5132_?]3 AgNOs A[%y_%a
res 5% [107] [107] 24hrs 48[h1 O_LE 48hrs
inici rs Luz
inicial 24hrs Luz Obscuridad Obscuridad
Verde
Blanco
Rojo
Negro

Los compuestos polares que se encuentran en los extractos de tés e infusiones tienen propiedades
antioxidantes, estas actividades adicionales de fitoquimicos antioxidantes contribuyen a la sintesis de
nanoparticulas. En la sintesis de nanoparticulas de plata la reaccion que se lleva a cabo es la
reduccion del nitrato de plata por accion de los compuestos que se encuentran en los extractos. Se
realizd una separacion de fase polar y fase no polar del extracto removiendo los deméas compuestos
que no son de interés para la sintesis, utilizando hexano como disolvente, el cual ademas de la ya

mencionada principal funcién, puede también desactivar las enzimas presentes en la planta.



En el embudo de separacion, la parte superior se encuentra la fase no polar (compuestos insolubles

en agua) como celulosa y fibra cruda, proteinas, lignina, almidén (Wittig de Penna, 2005), en la parte

inferior se encuentra la fase acuosa que es la que contiene los compuestos polares (solubles en agua)

catequinas, alcaloides, cafeina, aminoacidos, azlcares, pectinas, cenizas e inositol (Wittig de Penna,

2005).

Tabla 2. Cambios de color observados durante el proceso de sintesis de nanoparticulas de plata, expuestas a la luz y en

la obscuridad de infusiones

| . AGNOs |  AgNO; A2N93 AgNOs A%N?3
Infusiones | Dilucion 5% [104] [104] [104] [104] [104]
inicial | 24hrsLuz | _ 24NrS | 4ghrsLuz | 48hrs
Obscuridad Obscuridad
Ufa de
gato
I’{ ¢ LR ....
Mate de :
h l .
Rooibos l .

La resonancia entre la frecuencia del campo electromagnético y el movimiento de electrones coherente

resulta en una fuerte absorcion que es el origen del color observado (Rucha Desai, 2012). Los tés
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tuvieron una coloracion amarillenta con distintos matices, el té negro y el té verde son los que se
aprecia mejor esta coloracion. El té verde es el unico que presenta coloracion en la obscuridad ya que

los otros tés solo mostraron esta coloracion en presencia de la luz (Tabla 1).

En la Tabla 2 podemos ver que a pesar de que la dilucién 5% tiene coloracidn propia de las infusiones,
hay un cambio de coloracién amarillenta y anaranjada después de la adicion del nitrato de plata y las

muestras expuestas a la luz, el color amarillo 0 anaranjado es mas intenso que en la obscuridad.

6.2 Espectroscopia Infrarroja (IR)

Se realiz6 un estudio adicional para caracterizar las moléculas reductoras en los extractos. Para la
obtencion de los espectros FT-IR se dej6 secar la muestra liquida sobre la celda por 1 hora y se utilizé
un espejo; mediante la incidencia de un haz de luz infrarroja sobre la muestra de los extractos diluidos

al 5% son indicados en las gréficas 1, 2, 3 y 4.

Grafica 1. Espectros FTIR de extractos de té al 5%: A. verde, B. blanco, C. rojo y D. negro



OH
OH

Catequina Epigalocatequina Epigalocatequingalato

Figura 27. Estructuras de los flavonoides que se encuentran en mayor concentracion en la planta de Camellia sinensis

En la grafica 1 A se muestra el espectro IR del extracto de té verde diluido al 5%, el pico de absorcion
a 1448 cm es asignado a la deformacién de C-H en anillos aromaticos, la absorcion en 1355 ¢cm,
1144 cm' y 1043 cm-! pertenecen al alargamiento de C-O y C-O-H de hidroxilos fenolicos. La banda

de absorcion en 3329 cm-timplica alargamiento del enlace O-H del fenol libre y enlaces de H.

La banda en 1605 cm-' se debe al doble enlace C=C aromatico, en 2929 cm-! se encuentra el

alargamiento del CHz, la banda en 827 cm-! podemos encontrar la substitucion meta (3 H adyacentes).

El espectro obtenido del extracto de té blanco se muestra en la gréfica 1 B, la banda ubicada en 3331
cm ' corresponde al alargamiento de los enlaces O-H, las sefiales de mayor intensidad, se encuentran
en 2924cm-1y 2854 cm-! se le asignan alargamientos simétricos y asimétricos de grupos C-H y CH»
de saturacion, la banda que se ubica en 1697 cm' es una vibracién de flexion asimétrica C=0 de
flavonoides, en 1456 cm-' se encuentra la vibracién de flexion de C-H de grupos CH2 y CH3 aromaticos
de flavonoides y anillos aromaticos. La sefial en 1377 cm-! es una deformacion de los enlaces C-H del
grupo CHs en flavonoides, la frecuencia en 1099 ¢cm-! son vibraciones de alargamiento en C-C y de

flexion en C-OH de flavonoides.

El espectro IR de la grafica 1 C corresponde al extracto de té rojo, que como en los espectros
anteriores podemos ver la frecuencia del alargamiento del enlace de O-H ubicada en 3306 cm, La
banda que se encuentra en 1632 cm-! es la vibracién del alargamiento de C-O y la flexién de C-OH

siendo esta banda la mas intensa, los enlaces de C-C y C-OH se ubican en la vibracion 1076 cm-'.

Por ultimo en la grafica 1 D la cual pertenece al extracto de té negro que tiene la banda de O-H en
3498 cm-' que no esta bien definida y tiene mucha intensidad, la banda en 1697 cm-! se encuentra la

sefal de vibracion de flexion asimétrica en flavonoides del enlace C-0O, la sefial en 1605 cm-! coincide



con la grafica 1 A donde se le atribuye al doble enlace en C=C, para flavonoide y anillos aromaticos,

en los enlaces C-H de los grupos CHz y CH3 se encuentran en la banda 1448 cm-'.

En la comparacion de los espectros de Camellia sinensis las sefiales que coinciden con los enlaces
que se atribuyen a los fenoles y flavonoides por algunos autores para este tipo de muestras, lo cual
se puede considerar como indicativo de la presencia de moléculas reductoras principalmente
catequinas, EGC y EGCG Figura 27 (Delgado Aceves, Andrade Ortega, & Ramirez Barragan, 2015).

Grafica 2. Espectro FTIR de extracto de ufia de gato al 5%

El espectro de la infusidn de Ufia de gato se presenta en la grafica 2, donde podemos ver la banda en
3336 cm! del enlace O-H y N-H, los enlaces del grupo C-H se detectaron la banda de absorcién de
1498 cm-1, el pico a 1635 cm-! indica la presencia del grupo carbonilo C=0 aromatico conjugado, con
dobles enlaces. En el area de 1398 cm' se observa una banda caracteristica del grupo CHs. La sefial
en 1265 cm! es debida a la vibracion de estiramiento del C-O, los modos de estiramiento de C-O-C

se puede encontrar en la region de 1078 cm-!.



Grafica 3. Espectro FTIR de extracto de mate de coca al 5%

En el espectro de la grafica 3 del extracto de mate de coca se observa una de las sefiales destacadas
en 3304 cm' caracteristica para grupos O-H. La ofra banda identificada en 1601 cm se ha
considerado debido a la absorcion de la amina :N — CH; y de vibraciones de los grupos carbonilo
C=C del anillo aromatico. En la banda 1049 cm! se encuentran las vibraciones de estiramiento de C-
0-C, en 2922 cm! se puede observar la banda aromatica de -C-H de los alcaloides. La banda que se
encuentra en 1709 cm-! se atribule al estiramiento de C=0, en 1390 cm-' representa la flexién de CH3

asimétrica.



Grafica 4. Espectro FTIR de extracto de rooibos al 5%

En la grafica 4 se muestra el espectro FTIR de la infusién de Rooibos, podemos encontrar la banda
caracteristica del enlace O-H en 3342 cm-' con una intensidad menor a las de las demas infusiones,
la sefial en 2884 cm-! se atribuye al alargamiento simétrico de C-H de hidrocarbonos, Las bandas con
mayor intensidad en este espectro son las que se encuentran en 2360 cm™ y 2341 cm que
corresponden a las bandas de estiramiento C-H de compuestos aromaticos (Stuart, 2004), la sefial en
1603 cm-' se asigna al doble enlace C=C de compuestos aromaticos, la banda en 1508 cm-! se refiere
al alargamiento de los enlaces de los compuestos aromaticos de los anillos de flavonoides. Los grupos
CH> y CHs aromaticos de los flavonoides que tiene la sefial en 1362 cm-!, también encontramos la
banda en 1271 cm- indica la flexién asimétrica de enlaces C-CO de hidrocarburos, la banda
encontrada en 1072 cm-! son sefiales de vibraciéon de alargamiento de C-C, flexion de C-OH y
alargamiento de C-O-C de los flavonoides (Delgado Aceves, Andrade Ortega, & Ramirez Barragan,

2015). Por ser la aspalatina el compuesto reductor que se encuentra en mayor concentracién en el



rooibos, podemos compararlo con los espectros de Camellia sinensis ya que la aspalatina es un tipo

de flavonoide y tiene bandas que son similares a los espectros de los tés.

6.3 Espectroscopia UV-vis
Los extractos de tés e infusiones fueron caracterizados antes de sintetizar nanoparticulas de plata, se
realizd la dilucion al 5% de cada extracto. Una de las pruebas principales se hizo con el

espectrofotometro UV-visible-NIR.

Se reporta en la literatura que la catequina y sus derivados se encuentra en mayor concentracion en
el té (Camellia sinensis) por lo que se comparo el espectro UV-vis de cada uno de los tés con una
solucion estandar de catequina al 5% (Gréfica 5), se observo que la catequina tiene una longitud de
onda méaxima de 279 nm, el té verde de 271 nm, el t& blanco 269 nm, té rojo 270 nm, té negro 271
nm. Estos valores se encuentran dentro del rango establecido para la deteccién de catequinas que
son de 269-280 nm (V. Vuong, B. Golding, Nguyen, & D. Roach, 2010).

Grafica 5. Espectro UV-vis de los extractos de té diluido al 5% comparando con una solucion estandar de catequina 5%

La Grafica 6 presenta los espectros UV-vis de los extractos de las infusiones diluido al 5% en donde
se pueden observar los picos de ufia de gato en 280 nm, mate de coca 265 nm y rooibos 284 nm, los
alcaloides tienen un rango de absorcion de 232 nm — 292 nm (Katoch, Kumar , Kumar, & Singh, 2012).

A pesar de que el compuesto mas abundante en el Rooibos es la aspalatina su banda se encuentra



dentro del rango de los alcaloides, esto puede ser por la presencia de otros compuestos que van a
influir en el analisis de esta infusion. Los anillos bencénicos sustituidos por grupos amino, presentan
dos bandas fundamentales que aparecen en 230 y 280 nm (Espada Dominguez, Ferrer Serrano,
Batista King, Bandera Napoles, & Almeida Acosta, 2016) y las catequinas en 269 nm — 280 nm (V.
Vuong, B. Golding, Nguyen, & D. Roach, 2010). El espectro UV de los alcaloides depende de su
estructura, naturaleza, nimero, tipo y posicion de los sustituyentes (Arango Acosta, 2008), las bandas
se encuentran dentro del rango reportado en la literatura y también se encuentran en el rango de

catequinas y polifenoles que podrian encontrarse en este tipo de plantas.

Grafica 6. Espectros UV-vis de los extractos de infusiones diluidos al 5%.

En las Gréaficas 7 y 8 se muestran los espectros de absorcion de UV-vis de las dispersiones acuosas
de nanoparticulas de plata con los diferentes extractos de tés e infusiones expuestas a la luz y en la

obscuridad durante 24 horas y 48 horas.
Extractos 5% + AgNO3 [104 M ]

Primeramente, analizaremos el espectro de absorcidn correspondiente a la dispercion de nanoesferas
producidas por los compuestos reductores de los extractos de tés (Camellia sinensis) Gréfica 7, en
dicho espectro podemos observar que en la Grafica 7 A a 24 horas expuestos a la luz se presentan
tres bandas, una en 270 nm la cual al compararla con los espectros de la Grafica 5 en donde solo se



tomaron los espectros de las diluciones al 5% de los extractos de té, podemos afirmar que esta banda
se refiere a la presencia de catequinas/polifenoles presentes en los extractos los cuales no han
reaccionado con la plata ya que la intensisdad disminuye en comparacion con la banda encontrada
antes de agregar la plata a la dilucion del extracto, asi que en los proximos espectros esta banda no
se tomara en cuenta como plasmén. Otra banda de absorcion solo la presenta el té verde en 347nm,
y una banda de absorcion en ~437nm que presentaron la mayoria de los tés. El té rojo no presento
ninguna de las bandas ya mensionadas a pesar de que se expuso a la luz durante 24 horas.
Comparando estos resultados con la Tabla 1 en donde podemos observar las fotos de estos procesos,
el tnico coloide que no mostro coloracion en prescencia de la luz a 24 horas fue el té rojo. En la gréfica
7 A en 48 horas expuestos a la luz blanca se sigue observando que el té verde muestra una banda en
349 nm y hay otra banda que muestran todos los tés en ~440 nm, siendo el té negro el té méas reductor
de todos en presencia de luz, ya que es el plasmdn que presenta la mayor intensidad en comparacion
con los demas tés. La dilucion al 5% con AgNO3 [10-4 M] del té negro es incolora, despues de 24 horas
en la luz blanca la solucion se vuelve amarilla clara, y se observa una banda de plasmén en 437nm,
cuando la solucién fue expuesta a la luz durante 48 horas su color amarillo se intensifico un poco. El
coloide muetsra una banda de resonancia mas intensa y se hace mas ancha a las 48 horas de la
exposicion a la luz y se desplaz6 de 437nm a 440nm, siendo que la irradiacién con luz blanca sobre
el coloide del t& negro tuvo mayor influencia en la produccion de nanoparticulas de plata con los

extractos de las infusiones.

Analizando la Gréfica 7 B a 24 horas en la obscuridad se puede observar que el té verde sigue
mostrando dos bandas de absrcion en 346nm y otra en 442 nm, los espectros de los demés tés no
muestran ningun plasmén, viendo las fotografias obtenidas de los coloides a 24 horas en la obscuridad
(Tabla 1), estos no muestran ninguna coloracién. Al igual que en la Grafica 7 B a 24 horas, en la
obscuridad no hubo cambios en los espectros, el extracto de té verde es el uUnico que muestra las
bandas en 346nm y 442nm, siendo este el t& con mayor poder reductor ya que presento plasmones

expuesto a la luz y en la obscuridad.



Grafica 7. Espectros de absorcion de la dispersién acuosa de nanoparticulas de plata a una concentracion final de 104 M
obtenidas por los extractos de té (Camellia sinensis). A) exposicién de las muestras a la luz blanca a 24 horas y 48 horas.

B) muestras en la obscuridad por 24 horas y 48 horas

Por otro lado en la Grafica 8 A a 24 horas en la luz se pueden observar dos bandas una en 281 nm la
cual, al igual que en el caso de los tés se refiere a la banda que se observa en los espectros de los
extractos de las infusiones diluidas al 5%, no se tomara en cuenta como plasmén, y la otra banda es
en 422 nm la cual se observa con poca intensidad, comparando con las imagenes de la Tabla 2 a
pesar de que la misma dilucion ya tiene un color caracteristico de la infusién, si hubo un cambio en su
coloracién en las tres infusiones a un color anaranjado intenso. En la Grafica 8 A a 48 horas de
exposicion a la luz los plasmones se intensificaron por mucho a una longitud de onda de 434 nm en
los cuales el plasmon mas intenso pertenece a la ufia de gato y el siguiente al mate de coca, para el
Rooibos no hubo ninguna diferencia de 24 horas ni en 48 horas. En el espectro de absorcién de la
Grafica 8 B a 24 horas y 48 horas en la obscuridad, solo se observa la banda de 281 nm
correspondientes a los componentes de los extractos sin nitrato de plata, lo que podemos ver es que

solo con fotoreduccién podemos obtener nanoparticulas de plata con los extractos de las infusiones.



Grafica 8. Espectros de absorcion de la dispersion acuosa de nanoparticulas de plata obtenidos con las infusiones de ufia
de gato, mate de coca y rooibos. A) exposicion de las muestras a la luz blanca a 24 horas y 48 horas. B) muestras en la

obscuridad durante 24 horas y 48 horas

La longitud de onda del maximo, asi como la forma, se han asociado con la formacién de nanoesferas

de plata.

6.4 Espectroscopia electronica de trasmision
A pesar de que los espectros de absorcion proveen una evidencia sélida de la formacién de las
nanoparticulas de plata al igual que su crecimiento, la forma y el tamafio puede ser mejor ilustrado

con la ayuda de las imagenes TEM.

Se obtuvieron las imagenes TEM la cual consiste en realizar un barrido con un haz estrecho de
electrones a través de una muestra delgada. En la Tabla 3 se confirma la formacién de nanoparticulas
de plata en un rango de tamafio de ~4.7+1.3 nm sintetizadas en los medios de extractos de té e
infusiones. EI té verde tiene un tamafio promedio de ~6.9£1.8 nm siendo el segundo tamafio mas
grande en comparacion al promedio de las nanoparticulas formadas por los tés e infusiones. Las
nanoparticulas del té blanco son las de mayor tamafio con un promedio de ~ 15.4+4.1 nm. La mayoria

las nanoparticulas formadas por el método de sintesis utilizado presentan morfologia semi-esférica.



Tabla 3. Imagenes obtenidas por espectroscopia electronica de transmision de los extractos de tés e infusiones y los

respectivos gréficos de distribucién de tamafios de nanoparticulas.

Grafico de distribucion de tamaiio de las
. Iméagenes TEM
nanoparticulas




6.5 Espectroscopia Raman

Se obtuvieron espectros Raman de los extractos de los tés e infusiones (Grafica 9) donde se observd
fluorescencia, la cual ha sido un gran desafio en el analisis espectroscopico Raman de muestras
organicas y especimenes biolégicos. La dispersion Raman y la fluorescencia tiene origenes similares.
Generalmente, un fotdn I&ser rebota en una molécula y pierde cierta cantidad de energia que permite
a la molécula vibrar (Stokes). El fotdn disperso es por lo tanto menos energético y la luz asociada
exhibe un cambio de frecuencia. Los diversos cambios de frecuencia asociados con diferentes
vibraciones moleculares dan lugar a un espectro, que es caracteristico de un compuesto especifico.

Por el contrario, en la fluorescencia la emision sigue un proceso de absorcion (JobinYvon, 2018).
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Grafica 9. Espectros Raman de los extractos de tés e infusiones al 5%

6.5.1 Espectroscopia Raman: “efecto SERS”

Los espectros se observaron en el corrimiento Raman de 1200 a 1800 cm-' (rango donde se
observaron las bandas significativas), los coloides de plata fueron utilizados para minimizar la
fluorescencia en los extractos y mejorar las sefiales de los componentes de interés. En las siguientes
Graficas 10, 11, 12 y 13 se obtuvieron de los extractos de tés e infusiones los cuales en todas las
muestras se observo fluorescencia, y después de 48 horas de la sintesis de nanoparticulas de plata,
cuando los componentes de los extractos se ponen en contacto con las nanoparticulas se obtiene el
efecto SERS, que permite la mejora de las sefiales Raman de moléculas absorbidas en la superficie
del metal debido a factores electromagnéticos y quimicos (Baranska & Schulz, 2009). Los célculos
DFT tedricos de quimica cuantica se usaron para comparar con los espectros experimentales. Los
calculos se realizaron dentro de DFT utilizando software Gaussian 03 el cual como ya se mencion6
anteriormente, permite simular las estructuras de las moléculas responsables de la reduccion de la
plata (Anexo Il), ver las vibraciones moleculares, representar los orbitales moleculares y las cargas
atomicas en las moléculas. Los factores de escala han sido desarrollados para una variedad de niveles
tedricos con el fin de lograr que las frecuencias tedricas estén en mejor acuerdo con los fundamentos
experimentales (Nicolaides, Rauk, Glukhovtsev, & Radom, 1996). Los factores de escala dptimos
dependen de la propiedad que se va a calcular, en este caso la geometria de la molécula se optimizo
mediante el método de la densidad de la red de integracion en las frecuencias DFT para una cuadricula



en B3-LYP/6-31G (d). En cada uno de los espectros obtenidos por el software Gaussian se multiplico
por el factor 0.9614 ver anexo lll (en donde se muestran los factores que se recomiendan utilizar para

cada método utilizado en el anélisis computacional).

En las grafica 10 se muestran los espectros Raman de los compuestos que se encuentran en mayor
cantidad en los tés (verde, blanco, rojo y negro) calculados por el software Gaussian 03 como son la
catequina, epigallocatequingalato y epigallocatequina los cuales se compraran con un espectro
Raman efecto SERS de cada uno de los coloides de nanoparticulas de plata que se sintetizaron
utilizando los extractos de tés. Las bandas experimentales de los tés en el rango de 1262 cm-' - 1303
cm ' no se encontrd coincidencia con las bandas teoricas de Gaussian 03, sin embargo en la literatura
(Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013) las bandas ubicadas en ~1272 cm! son

asignadas a las vibraciones de los enlaces C-H y C-OH en el anillo fenilo.

Las bandas ubicadas en 1324 ¢cm-' — 1403 cm-! se comparan con las bandas calculadas de las
moléculas de catequina en 1314 cm!, EGC en 1349 cm-! de la flexién asimétrica de los grupos C-H
del anillo aromatico y EGCG en 1332 cm-! de la flexion asimétrica de grupos C-H y C-OH. Los cuatro
tés se encuentran alrededor de 1372 cm-' que pertenecen al C-H del anillo del hexano (Biswas,
Kapoor, & S. Mahal, 2007). La banda que se encuentra en 1439 cm-! se atribuye a la deformacion de
tijera en CHz (C. Barthus & J. Poppi, 2001), esta banda coincide con la banda de la catequina en 1439
cm! flexion asimétrica de los grupos C=C, C-H y C-C del anillo fenilo (tedrica) y al té negro

(experimental) en 1436 cm 1.



Grafica 10. Comparacion de los espectros Raman obtenidos en el programa computacional Gaussian 03 de la catequina,
EGCG, EGC y el espectro Raman efecto SERS del coloide de plata con el extracto de té verde, te blanco, té rojo y té

negro (espectro Raman inferior)
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Tabla 4. Comparacion de las vibraciones moleculares calculadas (gaussian 03), experimentales de los coloides de extractos de Camellia sinensis con nitrato de plata y teéricas
(literatura): a. (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013). b. (Biswas, Kapoor, & S. Mahal, 2007). c. (C. Barthus & J. Poppi, 2001).

Vibraciones Vibraciones moleculares calculadas Vibraciones moleculares experimentales
Grupos funcionales moleculares cm cm
Referencia referencia
cme EGC EGCG Catequina té verde té blanco té rojo té negro
CH del anillo del 1324
13720 1349 1332 1314 1353 1399 1403
ciclohexano 1370
C=C,C-H,C-C 1439c - - 1439 - - - 1436
Estiramiento del
14590 1460 1448 - 1469 1419 1452 1509
anillo fenilo
Estiramiento del
1539 1521 1534 1497 1514
Anillo fenilo foos? 1630 1584 1573 1590 1558 1574 )
c=C
Estiramientos de los
anillos fenilicos y 1611
1608 y 16302 1608 1601 - 1647 - 1635
extensiones de los 1647

etilenos C=C
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Los picos encontrados cerca de 1459 cm-! se asigno a los estiramientos del anillo fenilo (Biswas,
Kapoor, & S. Mahal, 2007), en las vibraciones teéricas de las estructuras fendlicas analizadas, el rango
encontrado esta en 1448 cm-! — 1460 cm-' hay movimiento en el anillo fenilo de los enlaces C=C y C-
Hy en los espectros experimentales estas vibraciones estan en 1419 cm-' - 1509 cm". Las vibraciones
de los estiramientos de C=C en el anillo fenilo son en ~1554 cm-1, en las vibraciones teoricas las
bandas se encuentran en1530 cm-' de la EGC por la flexion asimétrica del anillo pirano en los grupos
C-H, 1539 cm' tension asimétrica de grupos C-H y 1584 cm-! de las vibraciones de los anillos
aromaticos en C=C y C-C de la EGCG y las bandas en 1521 cm-! flexion simétrica de C-H y 1573
cm-! flexion asimétrica en el anillo pirano de los enlaces C-C y C-H de la catequina. Con respecto a

las bandas experimentales se encontraron bandas en 1497 cm-! - 1590 cm-".

Las bandas que se atribuyen a los estiramientos C=C de los etilenos estan en las bandas de 1608
cmy 1630 cm ' (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013), la EGC tiene una banda en
1608 cm-' de la deformacion de los enlaces C-H, C-OH y C=C del anillo fenilo y la EGCG en 1601
cm ! de la tension asimétrica de grupos C-H y 1584 cm-' de las vibraciones de los anillos aromaticos
en C=Cy C-C, en el té blanco no se presentan bandas dentro de estos rangos, el té verde se encuentra

en 1647 cm', el té rojo en 1635 cm-' y el té negro en 1611 cm-'y 1647 cm".

Para terminar con el analisis de los espectros de los tés, se encuentra el estiramiento del C=0 en 1690
cm! (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013), en las vibraciones teéricas la EGC hay
una banda en 1670 cm-! de la flexién asimétrica de los enlaces C-C de los anillos pirano y fendlico y
1730 cm-1 de la flexion asimétrica del anillo fendlico en los en laces C=C y C-H, las bandas de EGCG
en 1665 cm! de las flexiones en el anillo aromatico en C=C y C-C; en 1728 cm' de las flexiones y
estiramientos asimétricos de grupos C-OH y C-H del anillo, la catequina tiene una banda en 1710
cm ! de las flexiones asimétricas de C-H y C=C del anillo fenilo. El té verde es el Unico que present6

una banda en 1690 cm-".

Al comparar las bandas encontradas experimentales con las bandas obtenidas teéricamente de las
moléculas que se encuentran en mayor concentracion en los extractos de té podemos ver que estas
bandas se encuentran en la regién espectral donde se identifican estos compuestos fendlicos ya
reportados en la literatura y con los espectros Raman obtenidos del Software Gaussian 03.
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Grafica 11. Comparacion de los espectros Raman obtenidos en el programa computacional Gaussian 03 de la catequina,

Rhynchophyllina, Uncarina F y el espectro Raman efecto SERS del coloide de plata con el extracto de ufia de gato

(espectro Raman inferior).

Como ya se revisé en la grafica 1 la presencia de fluorescencia, se realiz6 la adicion de nitrato de plata
para formar nanoparticulas de plata y utilizar la técnica SERS para asi poder identificar las bandas
caracteristicas de los compuestos reductores. En la Grafica 11, se observa la comparacion de los
espectros experimentales de la infusion de Ufia de gato, las moléculas analizadas en el software
Gaussian 03 fueron la catequina, rhynchophyllina y uncarina F (las ultimas dos son moléculas que se

encuentran en mayor concentracion en esta infusion).



Tabla 5. Comparacion de las vibraciones moleculares calculadas (gaussian 03), tedricas (literatura): a. (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013). b. (Biswas, Kapoor,

& S. Mahal, 2007). c. (C. Barthus & J. Poppi, 2001) y experimentales de los coloides de extractos de Ufia de gato con nitrato de plata.

Vibraciones Vibraciones moleculares calculadas Vibraciones moleculares
Grupos funcionales moleculares cm-! experimentales cm-!
referencia cm-! Rhynchophyllina Uncarina F Catequina Ufia de gato
CH y COH en el anillo
feniloy auna
12722 1264 1282 - 1295
distorsion en la
vibracion
CH del anillo del
13720 1328 1354 1314 1362
ciclohexano
Estiramiento del
1439¢ 1426 1443 1439 1437
anillo fenilo
Deformacion de tijera
1459 1472 - - 1460
en CH:
Estiramiento del
1521
Anillo fenilo 1554b 1580 1534 1566
1573
C=C
Estiramientos de los
anillos fenilicos y a 1598
1608 y 16302 1651 1661 -
extensiones de los 1635

etilenos C=C
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Comparando las vibraciones moleculares de Ufia de gato, el pico experimental a 1295 cm se
encuentra cerca de la regién reportada en la literatura (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez
, 2013) en 1272 cm™' que se le atribuye a las vibraciones de CH y COH en el anillo, los picos ubicados
en 1264 cm' corresponden a las flexiones de los grupos C-H, CH2 en los anillos pirano de
Rhynchophyllina y la banda en 1282 cm-! de la flexién asimétrica del C-H y N-H del anillo fenilo de

Uncarina F.

La banda en 1362 cm! esta cercana a la vibracion reportada en 1372 cm-' que corresponde al enlace
C-H del ciclo hexano (Biswas, Kapoor, & S. Mahal, 2007) y hay cercania de las bandas en las
moléculas tedricas, en ryhynchophyllina hay dos bandas en 1328 cm-! de la flexion del enlace CHz y
1389 cm-' de la flexion de C-H, CHz y CHs de los anillos fenilo, en la Uncarina F esta la banda en 1354
cm de la flexidn de los grupos CH, CH> de los anillos pirano y en la catequina esté en 1314 cm-' de

la flexion asimétrica del grupo C-H del anillo aromatico.

La banda de la ufia de gato en 1437 cm-' coincide con la rhynchophyllina en 1426 cm-' de la flexion
asimétrica del anillo pirano de los grupos CHy, la Uncarina F en 1443 cm-! del estiramiento del anillo
fenilo en C=C'y las vibracién tedrica de la catequina en 1439 cm-! de la flexion asimétrica de los grupos
C=C, C-Hy C-C del anillo, el cual corresponde al estiramiento del anillo fenilo que en la literatura se
encontré en 1439 cm-' (C. Barthus & J. Poppi, 2001). El pico experimental en 1460 cm! se atribuye a
la deformacidn en CH2 que se encuentra en la literatura en 1459 cm-! (Biswas, Kapoor, & S. Mahal,
2007) y en la rhynchophyllina se encontrd coincidencia en 1472 cm.1 de la flexion asimétrica de los

grupos CHs y CHa.

La Uncarina F tiene un pico en 1534 cm-' de la flexion asimétrica de los grupos CH2 del anillo pirano
y estiramiento del anillo fenilo en C=C, la catequina en 1521 cm-! de la flexién asimétrica de los
enlaces C-Hy 1573 cm-' de la flexion asimétrica de C-C y C-H del anillo pirano y en el coloide esta en
1566 cm! estos picos se asignan a lo estiramientos del anillo fenilo en C=C ya que se encuentran
cerca de la banda en 1554 cm-! (Biswas, Kapoor, & S. Mahal, 2007). Las bandas encontradas en 1598
cmy 1634 cm-' en el espectro experimental de ufia de gato que coinciden con las bandas calculadas
de uncarina F en 1661 cm' de la flexion asimétrica de los enlaces C-H y C=C del anillo fenilo, la
rhynchophyllina en 1651 cm-! de las vibraciones de los enlaces CH2 del anillo pirano que en la literatura
las podemos comparar con las bandas en 1608 y 1630 cm-' a las cuales se les atribuye a las

extensiones de los etilenos en C=C (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013).
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Grafica 12. Comparacion de los espectros Raman obtenidos en el programa computacional Gaussian 03 de la, cocaina,
higrina, cuscohigrina y el espectro Raman efecto SERS del coloide de plata con el extracto de Mate de coca (espectro

Raman inferior)

En la grafica 12 podemos observar los espectros teéricos de la higrina, cuscohigrina y cocaina que
son las moléculas en mayor concentracion encontradas en la infusién de mate de coca. Estas bandas
tedricas se comparan con un espectro Raman efecto SERS experimental de la infusiéon de mate de

coca con nitrato plata a las 48 horas.

Las bandas mas representativas que se encontraron en la infusion Mate de coca se analizaran a
continuacion. La banda en 1253 cm-! de la flexion asimétrica de los grupos CH2 del anillo pirano de
la higrina y la banda en 1260 cm-' de la flexion asimétrica de los grupos CH2 de los anillos pirano de
la cuscohigrina coinciden con el pico experimental de mate de coca en 1283 cm-'. La banda
experimental en 1432 cm- esta cerca del pico calculado en 1420 cm-! de los estiramientos asimétricos

de CHz de la cocaina y del pico en 1407 cm-' del estiramiento del anillo pirano y flexion asimétrica de



Tabla 6. Comparacion de las vibraciones moleculares calculadas (gaussian 03), tedricas (literatura): a. (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013). B. (Biswas, Kapoor,
& S. Mahal, 2007). C. (C. Barthus & J. Poppi, 2001). D. (Baranska & Schulz, 2009) y experimentales de los coloides de extractos de Mate de coca con nitrato de plata.

Vibraciones moleculares

Vibraciones moleculares calculadas

Vibraciones moleculares experimentales

Grupos funcionales referencia cm-! cm
cm!
higrina cuscohigrina cocaina Mate de coca
Deformacion de tijera en
1439¢ - 1407 1420 1432
CH2
Estiramiento del anillo
1459p 1498 1484 - 1509
fenilo
Estiramiento del Anillo
fenilo 15540 1562 1568 - 1566
c=C
Estiramiento asimétrico
16902 - - 1692 1693
de C=0
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los enlaces CH> de la cuscohigrina que en la literatura los picos cercanos a estas vibraciones se

atribuyen a la deformacién en tijera del CHzen la banda 1439 cm-' (C. Barthus & J. Poppi, 2001).

El estiramiento del anillo fenilo tiene sefial en 1459 cm-! (Biswas, Kapoor, & S. Mahal, 2007) se
asemeja a los picos calculados de la higrina en 1498 cm-' de la flexion asimétrica de los enlaces CH3
y la cuscohigrina en 1498 cm-' de la flexion simétrica de los enlaces CHs, estas bandas coinciden con
la experimental en 1509 cm-'. El estiramiento de C=C del anillo fenilo en 1554 cm! (Biswas, Kapoor,
& S. Mahal, 2007) esta dentro del rango de la higrina en 1562 cm* de la flexién del enlace de CH: del
anillo pirano y la cuscohigrina en 1568 cm! e la flexion simétrica de CHz en el anillo pirano y de 1566
cm! del extracto del mate de coca. En el estiramiento asimétrico de C=0 en 1690 cm-' (Barrera,
Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013) esta en la cocaina en 1692 cm-' de la flexién del enlace

C=0y en 1693 cm! del espectro experimental.

Por Gltimo tenemos la grafica 13 donde se compara el extracto de rooibos con nanoparticulas, los
espectros calculados de la aspalatina, molécula que se encuentra en mayor concentracion en los
extractos de rooibos, la catequina y la epigalocatequina. Esta comparacion de los fenoles se realiza

ya que aunque en pequefias concentraciones se encuentran presentes en el extracto.

La banda en 1324 cm-'y 1391 cm' en el espectro experimental se compara con las bandas calculadas
en 1312 cm-' de la flexion simétrica de los enlaces de CH2, 1344 cm- de los estiramientos de enlaces
C=C del anillo fendlico y 1384 cm-' de la flexidn asimétrica de enlaces C-H del anillo pirano y extencion
de C-OH de la aspalatina, por otro lado la banda en 1314 cm-! de la flexién asimétrica del grupo C-H
del anillo aromatico de la catequina y la banda en 1332 ¢cm-! de la flexion asimétrica de los grupos
C-Hy C-OH de la EGCG.

El pico experimental en 1485 cm-' coincide con las bandas calculadas en 1488 cm-! de la deformacion
en tijera del enlaces de CH: de la aspalatina y 1448 cm-' de los enlaces C=C y C-H del anillo fenilo de
EGCG, que con respecto a la literatura es la deformacion de tijera del CH2 en 1459 cm-!. También se
puede observar una banda cerca de 1554 cm-! el cual se atribuye al estiramiento del anillo fenilo C=C
(Biswas, Kapoor, & S. Mahal, 2007), las vibraciones moleculares teéricos en 1536 cm del
estiramiento del anillo fenilo en los enlaces C=C y la flexion simétrica de CH2 y C-OH que corresponden
a la aspalatina, las bandas en 1521 cm-! de la flexion simétrica de C-H y 1573 cm! de la flexion
asimétrica de C-C y C-H del anillo pirano de la catequina y las bandas en 1539 cm-' de la tensién



asimétrica de grupos C-H y 1584 cm-! de las vibraciones de C=C y C-C de los anillos aromaticos de

EGCG que se encuentran muy cercano al pico experimental en 1566 cm-!.
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Grafica 13. Comparacion de los espectros Raman obtenidos en el programa computacional Gaussian 03 de la catequina,
EGC, aspalatina y el espectro Raman efecto SERS del coloide de plata con el extracto de Rooibos (espectro Raman

inferior)

La diferencia de las bandas experimentales con las bandas teoricas pueden deberse a que los calculos
que solo se basan en la estructura molecular ignorando las fuerzas intermoleculares en los coloides
(Cai, Xue, Wang, & Du, 2018).

Las bandas fuertes reportadas en la literatura (Baranska & Schulz, 2009) de diferentes alcaloides se
encuentran en 1600 cm' - 1560 cm-! se han considerado debido a las vibraciones simétricas y
asimétricas de estiramiento de carbonilo C=0 de los alcaloides. En la generacion de nanoparticulas
de plata en los extractos de té e infusiones lo mas probable es que los flavonoides y los alcaloides

sean los potenciadores de causar la reduccion de la plata Ag* — Ag°. Esta reaccion de reduccion



genera una superficie compleja que involucra atomos de plata y moléculas del analito; cuyas
propiedades electronicas son mas resonantes debido a un aumento de la contribucion del mecanismo
de trasferencia de carga y un cambio de conformacion en las moléculas de los extractos lo que provoca

el aumento quimico de las sefiales obtenidas en los espectros SERS.

Las intensidades de las sefiales presentes en todos los espectros corresponden a las vibraciones de
estiramiento para [-C = C— C = 0],[ —C = C —],[-C — C—] en el anillo aromatico, [-C — O]

en éter, esteres y polioles como las hydroxiflavonas y las catequinas.

En la siguiente figura se muestra un mecanismo de oxidacion (Begum, Mondal, Basu, Laskar, &
Mandal , 2009):

OH OH (0]
f _OH % (o) O
e +H' e +H'

Figura 28. Esquema del mecanismo tentativo para la oxidacion por iones metéalicos a a, 8- insaturado de los grupos

carbonilo

El mecanismo de reaccion para la formacién de nanoparticulas de plata en solucion acuosa se lleva
a cabo mediante la reduccién de las moléculas polifendlicas y alcaloides presentes en los extractos
de tés e infusiones, esta solucién acuosa tiene una mezcla de diferentes polifenoles y alcaloides con
multiples hidroxilos ortofendlicos, que podrian tener varias capacidades reductoras. Por ejemplo en la
literatura se demuestra que EGCG es un excelente ligando bidentado que une con los iones de la
plata, lo que conduce a la formacién de un complejo de quelato de Ag* la cual se reduce a Ag?, mientras
que una parte de los hidroxilos fendlicos se oxidan simultaneamente a los grupos carbonilo de la
molécula. Los carbonilos formados como los hidroxilos libres son capaces de estabilizar las
nanoparticulas de plata por la interaccion entre la superficie de atomos de plata en las nanoparticulas

y atomos de oxigeno de la molécula (Zhu, y otros, 2012).



Tabla 7. Comparacion de las vibraciones moleculares calculadas (gaussian 03), tedricas (literatura): a. (Barrera, Losada Losada, & Vargas-Hernandez , 2013). B. (Biswas,
Kapoor, & S. Mahal, 2007). C. (C. Barthus & J. Poppi, 2001). D. (Baranska & Schulz, 2009) y experimentales de los coloides de extracto de Rooibos con nitrato de plata.

Vibraciones moleculares calculados Vibraciones moleculares
Grupos funcionales Vibraciones moleculares em- experimentales cm-"
referencia cm-!
aspalatina catequina EGCG Rooibos
1312
Extension de 1314 1324
1331d 1344 1332
C-N 1391
1384
Deformacion de tijera en CH2 14596 1488 1448 1485
Estiramiento del Anillo fenilo 1521 1539
1554p 1536 1566
C=C 1573 1584
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Figura 29. llustracion esquematica del mecanismo de formacion y estabilizacion de nanoparticulas de plata en una solucién

acuosa reducidas por EGCG (Zhu, y otros, 2012)
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Conclusiones

Se obtuvieron los extractos de tés (verde, blanco, rojo y negro) y de infusiones (Ufia de gato, mate de

coca y rooibos) de una manera simple, econdmica y didactica para el estudiante.

Se caracterizaron los extractos mediante espectroscopia IR y UV-vis. En donde se determinaron las
bandas caracteristicas de los grupos funcionales existentes en las moléculas estudiadas en el
presente trabajo. Se obtuvieron los espectros de absorbancia de los cuatro tés de Camellia sinensis
en 270 nm, la cual es caracteristica de la molécula de la catequina (279 nm); las infusiones mostraron
espectros de absorbancia con bandas entre 250 nm y 350 nm, region que es caracteristico de los

flavonoides y los alcaloides.

Se sintetizaron y generaron nanoparticulas de plata mediante un método libre de disolventes, sintesis
verde, con los diversos extractos estudiados en el presente trabajo. Se observé que el té verde puede
generar nanoparticulas de plata en ausencia de luz; por el contrario todos los extractos necesitaron la
presencia de luz para aumentar su capacidad de generar nanoparticulas (método de fotoreduccién).
El té negro y la ufia de gato presentaron mejor capacidad de reduccion de iones de plata en presencia
de luz (24 y 48 horas).

Se pudo observar la evolucion de las nanoparticulas de plata en el color de los coloides. Los coloides
evolucionaron de incoloro a un color amarillo 0 a un color naranja en presencia de luz blanca (desde
400 nm a 715 nm). La banda de absorcion en 440 nm muestra una variedad de nanoparticulas de
plata, la cual es respaldada con imagenes de microscopia electrénica (TEM). Se obtuvieron

nanoparticulas de plata de forma esferoidal con un tamafio promedio de 5 = 1 nm.

Se caracterizaron los extractos moleculares obtenidos de los tés y de algunas infusiones mediante
una variante de la técnica Raman, la cual es conocida como técnica SERS. Se aproveché el efecto
SERS debido a que la interaccion metal-molécula disminuye o apaga la sefial de fluorescencia; la cual

es muy intensa en las moléculas organicas como los flavonoides y los alcaloides.

Por lo tanto, los extractos de tés e infusiones contienen moléculas que pueden servir como agentes
reductores y generar nanoparticulas de plata. Lo cual, lo hace un método alternativo; asi también es
un proceso respetuoso al medio ambiente, rentable y no hay necesidad de usar alta presion, energia,

ni productos quimicos peligrosos.



Se simularon, optimizaron y estudiaron los polifenoles (catequina EGC, EGCG, aspalatina) y los
alcaloides (Rynchophyllina, Uncarina F, cocaina, higrina y cuscohigrina) mediante el software
Gaussian, con el método DFT y la base B3LYP. Los espectros Raman experimentales y teoricos
fueron comparados y una alta correspondencia fue encontrada; asi también fue posible una

visualizacion e identificacion de las vibraciones moleculares de los extractos estudiados.

En proyectos futuros se puede explorar el control eficiente de la morfologia de las nanoparticulas
optimizando las condiciones de reaccion. Por ultimo, se puede considerar que estos hanomateriales
son obtenidos en forma limpia y creemos que pueden ser utilizaos en diversas areas; como en

productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios.
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Anexo

l. Imagenes SERS de la zona donde se detecté sefal en cada una de las
muestras analizadas en esta tesis.
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Il. Representacion de las estructuras quimicas de los compuestos que en la
literatura se conocen como reductores de la plata para la generaciéon de
nanoparticulas obtenidas por el programa computacional Gaussian.

Catequina Epigallocatequina
Epigallocatequingallato Uncarina F
Higrina Cuscohigrina
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Il Resumen de factores de escala de frecuencia recomendados (Merrick,
Moran, & Radom, 2007)

Método Factor de escala
AM1 0.9532
PM3 0.9761
HF/3-21G 0.9085
HF/6-31G(d) 0.8953
HF/6-31+G(d) 0.8970
HF/6-31G(d,p) 0.8992
HF/6-311G(d,p) 0.9051
HF/6-311G(df,p) 0.9054
MP2-fu/6-31G(d) 0.9427
MP2-fc/6-31G(d) 0.9434
MP2/6-31G(d,p) 0.9370
MP2/6-311G(d,p) 0.9496
QCISD-fc/6-31G(d) 0.9538
B-LYP/6-31G(d) 0.9945
B-LYP/6-311G(df,p) 0.9986
B-P86/6-31G(d) 0.9914
B3-LYP/6-31G(d) 0.9614
B3-P86/6-31G(d) 0.9558

B3-PW91/6-31G(d) 0.9573



Iv.

Equipo utilizado en la caracterizacion.

Centrifuga Hermle Labortechnik Z36 HK Espectrofotometro UV-VIS-NIR Cary 5000

Microscopio con focal AF acoplado a Espectroscopia de absorcion infrarroja

espectroscopia Raman para transformada de Fourier
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