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1. RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son materiales nanométricos con un gran numero de
aplicaciones. Entre ellas esta su actividad antimicrobiana que puede ayudar a combatir enfermedades
en un ambiente donde la resistencia de los patdgenos a los farmacos se ha incrementado. En la
actualidad, el método principal para sintetizar AgNPs es mediante la reduccién quimica, usando
borohidruro de sodio (NaBH;) debido a que es capaz de producir particulas con excelentes
propiedades de forma rdpida y eficaz. Sin embargo, este método ha sido el foco de bastante
preocupacién debido a su toxicidad e impacto ambiental por lo que varios investigadores recomiendan
la sintesis verde con extractos vegetales como una alternativa prometedora y amigable con la
naturaleza. En el presente estudio se analizaron los aspectos que conllevan la creciente tendencia de
usar la biosintesis. Ademas, se evalud su relacién con la reduccién quimica usando NaBH, como
reactivo principal mediante el estudio de técnicas de caracterizacion (Espectroscopia UV-Vis, TEM,
SEM, AFM, FTIR, DLS, Potencial Z y XRD, por sus siglas en inglés), capacidad antimicrobiana e impacto
ambiental. Se encontré que esta nueva ruta de sintesis tiene la capacidad de cumplir con su promesa
si se tienen en cuenta elementos como el ciclo de vida de las AgNPs, optimizacion de parametros,

viabilidad econdmica, etc.

Palabras clave: Biosintesis, AgNPs, NaBH4, Actividad antimicrobiana, impacto ambiental.



2. ABSTRACT

Silver nanoparticles are nanometric materials with a large number of applications. Among
them is their antimicrobial activity that can help fight diseases in an environment where pathogen
resistance to drugs has increased. Currently, the main method to synthesize AgNPs is by chemical
reduction, using sodium borohydride (NaBH4) because it is able to produce particles with excellent
properties quickly and efficiently. However, this method has been the focus of considerable concern
due to its toxicity and environmental impact, so several researchers recommend green synthesis with
plant extracts as a promising and nature-friendly alternative. In the present study, the aspects involved
in the growing trend of using biosynthesis were analyzed and its relationship with chemical reduction
using NaBH4 as the main reagent was evaluated by studying characterization techniques (UV-Vis
spectroscopy, TEM, SEM, AFM, FTIR, DLS, Z-potential and XRD), antimicrobial capacity and
environmental impact. It was found that this new synthesis route has the ability to fulfil its promise if

elements such as AgNPs life cycle, parameter optimization, economic feasibility, are considered.

Keywords: Biosynthesis, AgNPs, NaBH., Antimicrobial capacity, environmental impact



3. INTRODUCCION

Los avances cientificos hechos en el campo de la nanotecnologia dieron paso al disefio de la
materia a nivel molecular, permitiendo construir nanomateriales con propiedades especificas que
sirven en una vasta cantidad de aplicaciones. Uno de los productos de las etapas mas tempranas de la
nanotecnologia es la sintesis de nanoparticulas (Chandraker et al., 2021), los cuales son materiales
formados por polimeros, minerales o metales que abarcan dimensiones de 1 a 100 nm que les otorgan
nuevas propiedades debido a la aparicion de efectos cuanticos. Ademas, al tratar con reducciones tan
grandes en las dimensiones de los compuestos la proporcion de superficie contra volumen incrementa
de 35 a 45% veces, modificando propiedades que dependen del tamafio como la dispersién,
morfologia y sobre todo la reactividad superficial que es sustancialmente mayor por tener mas
superficie de contacto (Jamkhande et al., 2019).

Las nanoparticulas de metales nobles como la plata han recibido especial atencidon en este
ambito por tener caracteristicas y versatilidad especial que pueden ser de gran relevancia en la
investigacion médica, sobre todo en la busqueda de nuevas alternativas en el tratamiento de baterias
resistentes (Vadlapudi & Kaladhar, 2014). Con los avances de la medicina y por la investigacién en la
industria farmacéutica se han logrado desarrollar fuertes antibidticos para luchar con las
enfermedades producidas por diferentes bacterias. Sin embargo, las bacterias han desarrollado
resistencia a este tipo de medicina ya sea por propiedades intrinsecas en su naturaleza o propiedades
qgue fueron adquiridas por exposicidn a los farmacos. Esto representa un costo bioldgico porque “(i)
las bacterias adquieren un nuevo gen o conjunto de genes responsables de nuevas funciones, (ii) las
mutaciones de resistencia se producen en genes con funciones esenciales o (iii) de la replicacion y el

mantenimiento de elementos extracromosdmicos que portan el gen de resistencia” (Périchon et al.,



2019). Cuando una cepa bacteriana muestra resistencia a los medicamentos las probabilidades que
también lo sean para otros tipos de antibidticos crece, lo que se conoce como una correlacién positiva
(Chang et al., 2015). Por lo tanto, la fabricacion de productos de alta capacidad bactericida como lo
pueden ser las nanoparticulas de plata (AgNPs) se ha vuelto una prioridad. Segun Rai et al. (2012) una
infeccidn causada por bacterias resistentes a los medicamentos es muy dificil de curar y requiere de
mayor tiempo de tratamiento en el hospital con el uso de antibidticos de amplio espectro, aumentando
el peligro para la salud del paciente y el gasto econdmico.

En la produccion de nanoparticulas existen muchos métodos, cada uno con sus propias
ventajas y desventajas. El enfoque mads popular se centra en utilizar procesos quimicos debido a su
capacidad para producir nanoparticulas (NPs) puras, bien definidas y de forma simple (Natsuki et al.,
2015). Para sintetizar AgNPs se suele recurrir a métodos como la reduccidon quimica, sintesis bioldgica
de AgNOs o deposicion fisica de vapor (Jamkhande et al., 2019; Kovacova et al., 2020; Mondal et al.,
2024).

Sin embargo, debido a la creciente necesidad de lucha contra el cambio climatico varios
investigadores se han trasladado a la busqueda de nuevos métodos de sintesis mas amigables con el
medio ambiente y con varios requerimientos como un bajo costo econdmico y energético, que
descarte el uso de reductores o estabilizantes peligrosos y reduzca el proceso de la reaccién cuyos
pasos pueden generar subproductos nocivos para la salud y el ecosistema, incrementando su
biocompatibilidad (Rauwel et al., 2015). Asi, las NPs sintetizadas por métodos verdes tienen una mayor
actividad bioldgica por la estabilidad coloidal que le otorgan los compuestos bioreductores lo que
permite que las AgNPs puedan ayudar al rendimiento en aplicaciones antimicrobianas (Reiad et al.,
2013), asi como utilizarse en el transporte de farmacos (Edo et al., 2025), biosensores (Jain et al.,
2021), biomarcadores para deteccion cuantitativa (Mavani & Shah, 2013), biorremediacion de metales
pesados y compuestos organicos (Tonelli et al., 2023); e incluso ha sido foco de estudio para combatir

el cancer (Hemlata et al., 2020).



Para demostrar el beneficio que puede traer el analisis de la sintesis verde de AgNPs con
extractos vegetales se realizara el presente estudio comparando las condiciones de varios métodos de
produccién, caracteristicas de las NPs resultantes y algunas limitaciones que se presentan como la
eficiencia de la produccidn de nanoparticulas sintetizadas en las aplicaciones para las cuales fueron
producidas. De esta manera, se busca determinar si el proceso de la sintesis verde tiene el potencial
para presentarse como. una alternativa viable a la reduccion quimica por borohidruro de sodio.

4. OBIJETIVOS
4.1. Objetivo general
e Analizar las ventajas y desventajas que presenta la sintesis verde de nanoparticulas de plata
sobre los métodos convencionales
4.2. Objetivos especificos
e Analizarlas condiciones de sintesis verde utilizadas en los diferentes métodos.
e Indicar las diversas aplicaciones de las nanoparticulas sintetizadas.
5. DESARROLLO TEORICO
5.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son materiales hechos de varios compuestos como metales (Ag, Au, Pt, Cu,
etc.) que poseen dimensiones menores a 100 nm. Esto les otorga propiedades diferentes a las de sus
contrapartes de tamafio macroscépico (Wu & Biswas, 2005). Su historia es mas antigua de lo que se
podria pensar, con registros que datan de hace mas de un milenio. Existen ejemplos de sintesis
accidentales de nanoparticulas provenientes del siglo XIV antes de Cristo en la era del antiguo Egipto
(Jeevanandam et al., 2018).

El ejemplo mds famoso es la Copa de Licurgo, una copa de vidrio de color verde claro adornado
con imagenes de un rey de la mitologia romana en su descenso al inframundo. El interés cientifico de
esta obra de arte radica en su cambio de color, ya que en su composicidon se han encontrado
nanoparticulas de oro de 5 a 60 nm de didametro que absorben la luz directa y devuelven un color rojo

intenso cuando se ilumina la pieza de forma especifica (Leonhardt, 2007).
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También se han encontrado esmaltes de origen celta y teselas galorromanas provenientes del
siglo cuarto antes de cristo que poseen varias tonalidades rojizas debido a la presencia de dxidos de
cobre o nano cristales de este metal (Brun et al., 1991). Incluso se han encontrado decoraciones de
ceramica provenientes de la region de Mesopotamia cuya capa de glaseado posee propiedades dpticas
gue les permiten irradiar colores verdes y azules bajo ciertas condiciones de iluminacién debido a la
presencia de nanoparticulas de plata y cobre (Heiligtag & Niederberger, 2013).

Siglos mas tarde, con el desarrollo de la fotografia las personas también se anticiparon al
estudio de las propiedades de las AgNPs. Mediante el uso de emulsiones de haluros de plata en las
peliculas se da lugar a la foto reduccion de iones Ag*y que al agruparse en diferentes cantidades como
grupos metalicos a lo largo de una zona especifica forman la imagen capturada (Schaming & Remita,
2015). Todo esto indica que los nanomateriales han mantenido su presencia junto a la humanidad
practicamente desde el inicio de las civilizaciones y que los grandes avances que se han obtenido en la
actualidad se deben a la iniciativa de tomar las riendas sobre esta tecnologia.

5.1.1. Propiedades de las nanoparticulas

Una de las propiedades mas importantes de las NPs es su area superficial, Roduner (2006)
expone que los nanomateriales se comportan mas como una molécula debido a la poca cantidad de
atomos constituyentes. Ademas, las nanoparticulas presentan mejor adsorcién con otras moléculas
porque los atomos externos tienen menor contacto entre si y son mas inestables que los atomos
internos, alterando la energia de cohesidon interatdmica. Seguidamente, Roduner (2006) indica que las
propiedades cudnticas como las longitudes de onda de fluorescencia o absorcién pueden variar con el
tamano de las NPs, como es el caso de los metales, que al tener los electrones deslocalizados el grupo
entero del elemento puede actuar como un pesudo-atomo con transiciones diferentes de electrones
excitados en orbitales HOMO-LUMO. Esta propiedad le permite experimentar la resonancia del
plasmon superficial (SPR), que es un fendmeno de oscilacidén de electrones que se da debido a los

cambios del campo eléctrico inducido por la absorcion de luz a una longitud de onda determinada
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(Cobley et al., 2009) donde la longitud de onda absorbida por las NPs es directamente proporcional a
su tamafio (Keshari et al., 2020).

Por otro lado, se pueden dar propiedades magnéticas a las NPs de elementos que
normalmente carezcan de esta caracteristica, lo que probablemente se da por el momento angular
orbital (Roduner, 2006). El autor explica como las propiedades cataliticas también se ven afectadas por
el tamanio, por el cual el cambio de los potenciales de ionizacién y afinidad electrénica se relacionan
directamente con los electrones disponibles en la participacidn de las reacciones quimicas. Debido a
esto, Yu et al. (2013) sefialan que las nanoparticulas hechas de plata tienen una mayor energia
superficial y mds sitios de contacto para catalizar reacciones de reduccién de mondxido de carbono y
benceno.

Las nanoparticulas también pueden heredar propiedades antimicrobianas de sus elementos
constituyentes, los metales mas estudiados para este tipo de aplicaciones son el cobre, zincy la plata
(Mondal et al., 2024) pero también se ha estudiado la capacidad del oro o selenio con éxito (Kazemi
et al., 2023). En el caso de la plata, el conocimiento de sus propiedades esterilizantes se ha aplicado
incluso desde épocas pasadas usado para fabricar envases de vino y agua (Garcia-Barrasa et al., 2011)
e incluso se solia tirar monedas en contenedores de leche para evitar que se heche a perder (Rohrig,
2020).

El uso de la plata dirigido a aplicaciones modernas también ha recibido un inmenso interés por
el cual las nanoparticulas de plata representan una alternativa prometedora para combatir diferentes
patdgenos por lo que su sintesis tiene un gran potencial para la lucha de enfermedades, demostrando
como a dimensiones mas pequefias su efecto es aun mayor (Lee et al.,, 2010). (Yu et al., 2013)
mencionan que las nanoparticulas de plata son utiles en la eliminacion tanto de cepas fungicas como
de bacterias grampositivas y gramnegativas que se han vuelto resistentes a otros farmacos. Aunque
todavia incégnitas para entender las formas en que las AgNPs pueden atacar a los microorganismos
(Donga & Chanda, 2021) se sabe que funcionan debido a la “liberacién lenta de Ag+ y por multiples

mecanismos [...] que dificultan que las bacterias produzcan cepas resistentes” (Yu et al., 2013),
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apoptosis inducida (Park, 2014) o por la generacion de especies oxidativas y la pérdida de actividad
mitocondrial (Cascio et al., 2015). Un mecanismo estudiado es la interaccion de la plata con grupos
tiol de las proteinas y enzimas que interfiere en la respiracion celular, provocar la perdida de iones
como el potasio, inducir estrés oxidativo en la pared celular generando dafios en la estructura del ADN
(Luoma, 2008). Como se presenta en la Figura 1 se ha demostrado la capacidad de las AgNPs para
romper las subunidades poliméricas de la membrana celular obteniendo una mayor permeabilidad a
mayores concentraciones (Beyene et al., 2017). Su propiedad de resonancia plasmadnica les permite
absorber energia infrarroja y generar vibraciones que matan a las células bacteriana por hipertermia,
lo que se conoce como terapia fotodinamica (Mondal et al., 2024).
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Figura 1. Accidn antimicrobiana de las nanoparticulas de plata (Abdoli et al., 2024)

5.1.1.1. Efecto del tamaiio en las propiedades de las nanoparticulas
Aparte del tamafio, la forma de las nanoparticulas también tiene un gran impacto en sus
propiedades dpticas, cataliticas y electrdnicas (Mukherji et al., 2019). Para empezar, la selectividad

catalitica dependen de la forma y la disposicion de los atomos en la superficie del catalizador (K. Wang
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et al,, 2019). Los mismos autores explican como especialmente las formas de picos, bordes o esquinas
afiladas tienen mas sitios activos y Chatterjee et al. (2020) exponen como las estructuras tetraédricas
aumentan la velocidad de catalisis en comparacion con las formas cubicas o esféricas. De igual manera,
alteraciones en la superficie como la porosidad y la rugosidad de la particula pueden dar pie a un
mayor grado de oxidacién utiles en aplicaciones cataliticas (Restrepo & Villa, 2021).

La éptica de las NPs experimenta variaciones en la frecuencia de la resonancia del plasmdn
superficial con cualquier cambio en la morfologia ya que afecta al patréon de oscilacion de los
electrones libres. Petryayeva & Krull (2011) mencionan que cuando se opera en regiones cuanticas las
bandas electrdnicas que en tamafos macroscépicos son continuas se vuelven discretas y su SPR al ser
dependiente de la formay aglomeracidn es un factor determinante para calcular la regidén de extincién

de luz incidente como se muestra en la ecuacion (1).

24m%R3&32,N &
Cext = —Ahr (16 m) * (X oy €y B 2 )
T m l

Donde R es el radio de la NPs, N su densidad, A la longitud de onda de haz, €, es la constante
dieléctrica del medioy € = &,4¢&n la constante dieléctrica compleja del material a granel con el factor
X afadido en consideracidn con la forma de la NP, tiene un valor de 2 para esferas o incluso 20 para
nanovarillas. Ademads, los mismos autores exponen que el pico SPR responsable del color de las NPs
esféricas ocurre cuando & = —2&, porque la polarizacidn de las cargas sufre una singularidad y el
campo electromagnético es realzado. Hu et al. (2006) explican que para figuras arbitrarias solo pueden
calcularse por aproximaciones numeéricas al contrario que en el caso de nano varillas donde la banda
SPR se separa en dos modos segun su orientacion con el campo electromagnético de la luz incidente
y su seccion transversal de extincion se puede calcular mediante la ecuacién (2):

2nV ., 1/P2)¢;
Coxt = B3-£32,, 5 3 L) S @

j (£r+(1 - Pj/Pj)Sm) + &
Donde V es el volumen de la particulay P; el factor de despolarizacion (j: A > B = C) de la varilla,

este ultimo factor depende de la relacién de aspecto entre el ancho (By C) y el largo (A) por lo que
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permite analizar varias formas elipsoidales que afectan cada una a sus respectivas bandas SPR.
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En el caso de las propiedades antimicrobianas, la morfologia también juega un papel crucial
demostrando que la porosidad afecta a su eficacia y como las formas dendriticas muestran mejor
capacidad antibacteriana que las particulas poliédricas (K. Wang et al., 2019). Hong et al. (2016)
manifiestan que un factor clave es el contacto de las AgNPs con la membrana celular de una cepa de
E. Coli, a través de su estudio determinaron que los nano hilos de plata tienen un peor efecto
antimicrobiano que NPs de forma cubica y esférica, porque tienen una estructura unidimensional que
no puede hacer mucho contacto y causa menos dafio a las células bacterianas que las particulas
tridimensionales. A su vez, los autores indican como el plano cristalino expuesto {100} de los nano
cubos le otorga una mayor reactividad que la faceta {111} de las nano esferas por lo que interactdan
mejor con el oxigeno de los polimeros de la membrana celular, permitiéndole adherirse con mas
facilidad a la cepa de E. Coli.

Existen varias rutas para sintetizar NPs que ayudan a elegir la forma de las nanoparticulas que
incluyen pasos como: aprovechar la susceptibilidad al grabado oxidativo que segun el reactivo puede
dar formas cubicas, piramidales o elipsoidales (Cobley et al., 2009). Utilizar agentes de recubrimiento
para estabilizar formas esféricas como algunos polimeros, lipidos y extractos naturales (Restrepo &
Villa, 2021), entre otros. Sin embargo, el tipo de morfologia mas reportada que produce la sintesis
verde es la esférica (Rajoriya et al., 2021; Restrepo & Villa, 2021). Esto puede deberse a la influencia
de varios tipos de compuestos naturales presentes en las plantas (Edo et al., 2025) pero también
depende de otros factores como la concentracidn de los reactivos, pH, temperatura, entre otros
(Bandeira et al., 2020).

5.2. Sintesis de nanoparticulas

Tabla 1. Métodos de arriba abajo (Jamkhande et al., 2019)

Métodos Ventajas Desventajas
-Alto uso de energia y tiempo de
Molie -Viable produccién a gran escala de molienda
nda Molino | NPs puras -Posible contaminacidn del polvo por el
meca | deBolas | -Incrementa solubilidad de farmacos de | material del molino
nica forma econémicamente efectiva -Puede destruir microestructuras
sensibles
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Sintesis
mecano
guimica

Método simple y eficiente

-Contaminacion del molino y ambiental
-Nanoestructuras muy sensibles ala
molienda

Ablacion laser

-Simple y efectivo para grandes
cantidades de NPs

-Los parametros del laser ayudan a
modificar las propiedades de las NPs
-No es necesario el uso de surfactantes
en el medio liquido

-El uso intenso del laser puede for mar
demasiadas NPs bloqueando laruta del
laser o desperdiciar energia por
absorcion extra en las NPs en vez del
material objetivo, afectando la
velocidad del proceso

Pulverizacion
ionica

-Mantiene mayor integridad de la
composicion antes y después de la
pulverizacidn

-Método preferido para metales
refractarios y compuestos Inter
metalicos

-Menor cantidad de impurezas como
en métodos quimicos

-Mayor control en la formacion de
aleaciones

-Control en la variedad de tamafio que
no se obtiene con soluciones

He, Ne, Ar, Kry Xe pueden afectar la
morfologia superficial, composicién,
textura y propiedades dpticas

Existen varias formas de sintetizar AgNPs y su eleccidon depende del acercamiento que se le

quiere dar: De arriba hacia abajo (Tabla 1); y de abajo hacia arriba (Tabla 2). Lo que significa el enfoque

del proceso en relacién al tamafo con al que se dirige a la reaccion (Jamkhande et al., 2019). Estos

acercamientos a la sintesis se dividen en tres grupos: métodos fisicos, quimicos o bioldgicos, siendo

los dos primeros los que conllevan mas riesgo toxicoldgico (Zafar et al., 2021). Algunos de los métodos

de arriba hacia abajo pueden ser procesos fisicos simples como la molienda por bolas hechas de

materiales pesados como el wolframio que giran en una cdmara triturando finamente el material; o

ser mas avanzados como el método de ablacidn laser que consiste en la liberacidon de nanoparticulas

en una burbuja de vapor al disparar un pulso de luz sobre el material objetivo y que la radiacién

electromagnética absorbida dé paso a una columna de plasma que se disipa en un medio liquido

(Sportelli et al., 2018).

Tabla 2. Métodos de abajo hacia arriba para la sintesis de NPs (Jamkhande et al., 2019).

Métodos Ventajas Desventajas

Deposicid , . ., . .
Fase N fl’iica de -Método simple para laformacién de | -Alto costo y baja cantidad de
solida S peliculas nanométricas material generado
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-Escalar a niveles industriales
requiere mas rendimiento
considerando el costo

-Control de la morfologia y

Peligros quimicos por el uso de

Deposicid | cristalinidad gases toxicos, corrosivos y
n quimica | -Deposicion de revestimiento con alta | explosivos
de vapor | durabilidad - Dificil deposicidn de materiales
-Proceso facil de escalar con varios componentes
-Método simple y eficiente .
, -Uso de precursores complejosy
-Control de la morfologia en base al .
Sol-gel ) . equipo de secado costoso (Ma
ajuste de las condiciones de la
., et al., 2016)
reaccion
., , .. -Toxicidad, alto costo, limitaciones
Reduccién | -Método mds simple parala ., .
i - en lareduccién y presencia de
quimica formacion de NPs .
impurezas
Fase Método -Permite controlar la morfologiay -Complejidad del proceso.
liquida hidroterm | tamafio de las NPs -Limitaciones en reproducibilidad y
9 al -Polvo altamente cristalino fiabilidad.
Puede requerir de instrumentos
adicionales para ajustar los
Método . . arametros de la sintesis y las
-Nano cristales mono-dispersados de P . y. .
solvoterm ran calidad propiedades de las NPs. (Lojkowski
al & etal., 2014)

-Existen dudas sobre su
escalabilidad. (Mahdy et al., 2022)

Por otro lado, los métodos de abajo hacia arriba se refieren a la formacidon de nanoparticulas

a partir de componentes mas pequefios que primero se preparan y luego se ensamblan. Algunos

ejemplos de estos procesos pueden ser: la deposicién quimica de vapor donde se libera una fase

gaseosa con atomos del precursor que reaccionan con la superficie de un sustrato para formar una

fina capa del material de interés, el método sol-gel que mezcla coloides con un medio liquido como el

gel para realizar la transicidn de soles como los dxidos metalicos, la reduccion quimica, etc. (Jamkhande

et al.,, 2019). Todos estos procesos también se pueden clasificar dependiendo del enfoque del

experimento, pero se suele utilizar frecuentemente este Ultimo método debido a su simplezay menor

consumo de energia comparado con otros procesos, aunque tenga limitaciones por el costo de los

reactivos, toxicidad o pureza de los reactivos (Jamkhande et al., 2019; Visentin et al., 2019).
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5.2.1. Sintesis de AgNPs por reduccion quimica

Es una sintesis en un solo recipiente, esta es una reaccidn que ocurre cuando un agente
reductor interacciona con una sal metalica como el AgNOs; mediante un proceso continuo que termina
en la formacién de una solucidn coloreada y de cimulos de plata de vida larga (Beyene et al., 2017).
Los agentes reductores que se utilizan mas seguido son las hidracinas y el borohidruro de sodio,
llevdndose a cabo estrictamente de la manera explicada pero generalmente se suelen afadir
surfactantes que ayudan a controlar el tamafio y morfologia de las nanoparticulas (Li et al., 2004). Este
método posee tanto ventajas como desventajas de gran consideracion como presenta la Tabla 2y es
un proceso ampliamente reportado con sintesis de AgNPs de diferentes tamafios y formas (Reiad et al.,
2013).

5.2.1.1. Nitrato de plata o AgNO3

Es el mejor precursor de iones de plata, su uso se reporta en casi todos los estudios sobre
sintesis de AgNPs tanto de reduccién quimica como bioldgica, aunque también se ha reportado en
menor proporcion el uso de AgBFs, AgBFs y AgClO, (Szczyglewska et al., 2023). Este compuesto
funciona debido a su alta solubilidad en agua (Clement & Jarrett, 1994), lo que facilita la sintesis al
formar rdpidamente iones Ag* aumentando su disponibilidad en medios acuosos. Ademads, su
concentracién también influye ya que se ha demostrado que a mayor fraccion molar mas répido se
forma un gran nimero de nucleos de plata, afectando al tamafio de las NPs de forma inversamente
proporcional (Sobczak-Kupiec et al., 2011).

5.2.1.2. Hidrazinas

Las hidrazinas estudiadas para la sintesis de nanoparticulas son: Hidrazina N2H, y el hidrato de
hidrazina N;Hs.H.O que es un derivado monohidratado. Ambos son liquidos incoloros altamente
polares con puntos de fusion de 2 y -51.7° C (Troyan, 1953). La N,H,4 fue sintetizada en Alemania
durante la segunda guerra mundial como propulsor de cohetes, pero con el tiempo sus propiedades
dieron paso a multiples aplicaciones afuera de la milicia (Sari & Akgul, 2025). Este compuesto junto

con el N2H4.H,0 son reductores potentes utilizados por su capacidad para reducir completamente los
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iones de plata de forma répida, de fécil disponibilidad y econdmicamente accesible (Kabiri & Heidari,

2025; Y. Wang et al., 2012). La hidrazina posee una alta actividad quimica y es capaz de oxidarse bajo

las condiciones adecuadas y es incluso un agente reductor mas fuerte que el borohidruro de sodio

(Maiti et al., 2025; Sari & Akgul, 2025). La transferencia de electrones de la hidrazina se da por las
reacciones (1) y (2) que se llevan a cabo de la siguiente forma (Singh et al., 2012):

N2H; - N, +4Ht +4e- EO=-0.23V D

4Ag+ + 4e- - 4Ag° E°=0.799V 2

Mientras que el hidrato de hidrazina puede generar N, con H, como subproductos en una
descomposicion completa o N, con NH; en una descomposicion incompleta (Xu et al., 2022). Este
compuesto tiene 36% de agua en su composicion y suele ser utilizado con mayor frecuencia que la
hidrazina pura, que es altamente higroscdpica (Troyan, 1953).

Sin embargo, a pesar de sus beneficios también existen varios riesgos que pueden afectar a su
uso, como el riesgo de que si se mezcla tanto la hidrazina como el hidrato de hidrazina con otros
compuestos puede dar lugar a reacciones explosivas (Furst et al., 1965), e incluso en temas de salud a
largo plazo la toxicidad del hidrato de hidrazina “puede activar células cancerosas al entrar en contacto
con superficies corporales” (Nurlis et al., 2022). Ademas, ambos compuestos son bases altamente
venenosas porque inhiben ciertos sistemas enzimaticos y pueden causar irritaciones en la piel, ojos y
membrana mucosa por lo que se debe evitar cualquier contacto o inhalacion (Furst et al., 1965).

5.2.1.3. Borohidruro de sodio

Es uno de los reactivos mas populares en la sintesis por reduccién quimica, se utiliza a bajas
temperaturas como reactivo mayoritario en la reaccion (Mavani y Shah, 2013). El uso del NaBH4 es
muy popular ya que es un reductor fuerte que no necesita de procesos ni equipos elaborados. Segun
las proporciones utilizadas es capaz de producir AgNPs de varios tamafnos y de formas esféricas
predominantes (Agnihotri et al., 2014). Incluso es una sustancia que funciona mejor a bajas
concentraciones al generar nanoparticulas con distribuciones mas uniformes tanto en forma como en

tamafio, tienen menos posibilidades de agregarse, mejores propiedades antimicrobianas e incluso
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presentan un alto rendimiento y calidad, lo que la vuelve un proceso facil de industrializar (Garcia-
Barrasa et al., 2011; Lee et al., 2010; Liu et al., 2012). Sin embargo, a pesar de presentar una buena
estabilidad con el pasar del tiempo pueden agregarse o sedimentarse (Hardini & Saraswati, 2023) por
lo que suelen acompaniarse de agentes estabilizantes. La sintesis por reduccion quimica ocurre a través
de las reacciones (3-5) que en medio acuoso se desenvuelven de la siguiente manera (Bratsch, 1989;
Karimadom et al., 2021):
4Ag+(aq) + 4e- 2 4Ag°(s), EOeq = 0.799V 3
40H-(aq) + BH4 () 2 B(OH)4~ () +2H2(aq) + 4e-, E%, = 1.241V €))
4Ag+(aq) + 40H-(aq) + BH4 (ag) 2 B(OH)4~ @ T 2H2(aq) +4Ag0(s)'EOcell = 2.040V (5)
La reaccion completa (6) es propuesta segun Pourzahedi y Eckelman (2015), los cuales
instruyen que para el uso correcto del NaBH, se debe usar en un bafio de hielo porque contrarresta su
efecto exotérmico y ademas se necesita en exceso debido a que puede entrar en reacciones
secundarias.
AgNO@xy+ NaBHs 2 Ag+1/2H4+ 1/2B2He + NaNO3 (6)
A pesar de todos sus beneficios, el borohidruro de sodio también es una sustancia con un
amplio impacto en diversas dreas. Primero, es una sustancia relativamente peligrosa: provoca
guemaduras en la piel, es altamente toxico y puede reaccionar violentamente en contacto con agua
aparte de liberar gases que entran en combustidon de manera espontdnea (Carl Roth, 2024). También
es un producto costoso, en experimentos como el de Visentin et al. (2019) que reporta el uso de 2.34
Kg de NaBH, para sintesis de nano hierro y describe que el reductor tenia un precio unitario de $
404.25, es decir, el precio total rondaria los 945 délares. Por otro lado, Thomé et al. (2023) explican
gue este reactivo esta mayormente relacionado con el 90 % del impacto del proceso y eso incluye
toxicidad al ecosistema, emisiones de contaminantes inorgdnicos respiratorios, impacto al cambio

climatico y uso de energias no renovables.
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5.2.2. Sintesis verde

La forma clasica de preparar nanoparticulas ha demostrado ser de gran impacto econémico y
contar con riesgos que han adquirido mayor preocupacion con el tiempo de tal manera que el interés
por encontrar sintesis alternativas ha incrementado recientemente. Jamkhande et al. (2019) explican
gue uno de los nuevos procesos que ha tomado mas fuerza es la sintesis verde, la cual consiste en dos
clasificaciones: bioreduccidn de iones metadlicos a su disposicidn biolégicamente estable en forma de
nanoestructuras faciles de separar y biosorcion de cationes en las paredes celulares de los organismos
incitando la interaccién entre los péptidos presentes.

Tabla 3. Comparacion de los tipos de extractos para la sintesis verde de NPs (Jamkhande et al., 2019)

Uso de Bacterias Uso de hongos Uso de plantas

-Método accesible

-Adaptabilidada |-Facil de escalary -Viable para produccién en masa

las condiciones | procesar

extremas -Subproductos/Desechos amigables con el
Ventajas -Econdémico y Flexible | medio ambiente

-Rapida

multiplicaciony | -Gran area superficial |-Sin patogenicidad como la de hongosy

facil de cultivar | debido al micelio bacterias

-NPs mantienen cierta homogeneidad

-Riesgo de Seguridad
-Riesgo de -Requiere calentamiento, aumentando los
seguridad -Produce NPs de costos de produccion.

tamafios variables

Desventajas

La biosintesis es mas segura para el medio ambiente por que se emplea por medio de extractos
naturales ya sea de bacterias, hongos o plantas. Ademas de ser un método simple y rapido que
disminuye los costos de produccion y los riesgos que los métodos convencionales conllevan a la salud
humana (ljaz et al., 2020). Los extractos mas utilizados son de origen vegetal por la cantidad de
ventajas que supone su uso por encima del de hongos o bacterias (Tabla 3), resisten la toxicidad de los
metales mas que las algas o las bacterias y sus propiedades medicinales reciben una especial atencion
debido a que aportan un mayor control sobre el tamafio y forma de las NPs (Ali et al., 2016). Por otro

lado, son materiales mas faciles de conseguir ya sea como materia prima o por su posible uso de
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residuos con propiedades reductoras de otros procesos industriales. Incluso Pati et al. (2014) indican
gue usualmente “los impactos ambientales de la unidad de masa de los agentes reductores
convencionales son mayores que los de los agentes reductores de origen vegetal”.

Figura 2. Estructura de las AgNPs con recubrimientos de la biosintesis (Nichita et al., 2020)
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La sintesis verde de nanoparticulas es posible “debido a la presencia de fitoquimicos que
actian como agentes reductores y protectores” (Shaikh et al., 2017). Generalmente son compuestos
antioxidantes que estan presentes en las plantas y utilizadas a una concentracién considerable pueden
bioreducir o quelar a los iones metalicos y estabilizar las nanoparticulas (Bandeira et al., 2020), la
estructura de las NPs se muestra en la Figura 2.

Algunos de estos fitoquimicos bioreductores son alcaloides, flavonoides, compuestos
fendlicos, vitaminas, taninos, saponinas, terpenoides, proteinas, polisacaridos o aminoacidos (ljaz
et al., 2020; Zafar et al., 2021) y los roles que llevan algunos de ellos se pueden ver en la Tabla 4 por
lo que su uso no solo se limita a la reduccién de NPs, sino que aportan otras propiedades de gran
relevancia. Ali et al. (2016) exponen que uno de los metabolitos mas importantes son los flavonoides

por la relaciéon entre sus propiedades antioxidantes con la alta probabilidad de los extractos vegetales
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de producir NPs mejoradas. Edo et al. (2025) exponen que los flavonoides incrementan la

biocompatibilidad, reducen la toxicidad y a mayores concentraciones promueven la formacién de NPs

uniformes de tamafio pequefio debido a la rapida nucleacidn.

Tabla 4. Propiedades de los fitoquimicos que aportan a la sintesis de NPs (Edo et al., 2025)

Rol en la sintesis Fitoquimico Efecto en las NPs
» . Flavonoides Influencia sobre el tamafio, estabilidad y morfologia
Reduccion de iones
metalicos Acidos fendlicos | Aumentan la capacidad antioxidante
Alcaloides Mejoran propiedades antimicrobianas
b .. : Proteinas Contribuyen a la funcionalizacion
revencion e L - - .
<. Polisacéridos Mejoran la biocompatibilidad
aglomeracion - - —
Saponinas Dispersidon mds estable
Velocidad y | Acido ascérbico | Previene degradacién oxidativa
rendimiento Polifenoles Contribuye a una morfologia uniforme
. Lipidos Aumenta  biodisponibilidad ralentizando la
Furfcmr.\allzacmn en eliminacidn del torrente sanguineo
aplicaciones - - —
. Glicoproteinas Recubrimiento molecular
biomédicas - - -
Terpenoides Influye en la capacidad de carga de farmacos

Este tipo de sustancias estan presentes a lo largo de toda la planta en concentraciones variadas

por lo que numerosos estudios utilizan diferentes extractos, los mds usados son de hojas, pulpa y
semillas aunque también se suelen hacer de tallos, cortezas, raices y flores (Zafar et al., 2021). Incluso
existe también la forma de utilizar sistemas vegetales vivos para la biosintesis donde se cultiva una
especie y se forman las NPs durante su crecimiento, probablemente el primer uso registrado de este
método para elaborar AgNPs haya sido el de Gardea-Torresdey et al. (2003) que con el objetivo de
formar quantum dots utilizaron Alfalfa nutrida con un medio de Agar con AgNOs; y descubrieron la
capacidad de esta planta para absorber la plata desde sus raices para luego transportarla al resto de
su cuerpo dando pie a un proceso de nucleacion.

Figura 3. Resumen del proceso de biosintesis de AgNPs con extractos vegetales (Ortiz-Tirado et al.,

2025)
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El proceso de la sintesis verde es bastante peculiar, al utilizar una gran cantidad de compuestos
naturales que influyen en el proceso de produccién de nanoparticulas pero que entre cada tipo de
planta no vienen ni las mismas especies quimicas ni en las mismas concentraciones definidas (Figura
3). Por lo que varios estudios como los de Febrianto & Zhu (2022) y Oganesyan et al. (2007) donde se
analiza la composicidn de las plantas pueden ser de gran utilidad para investigadores de NPs porque
ayudan a determinar que plantas pueden tener un mayor potencial de sintesis dentro de cada contexto
al que pertenecen. Ademas, la investigacion de plantas poco estudiadas puede ayudar a ampliar el
area de aplicacidn de recursos nativos de un pais (Pilaquinga et al., 2020).

5.2.3. Factores que afectan a la sintesis verde

Es tipico de cualquier reaccion que el control de las condiciones y pardmetros sea materia de
especial atencion porque puede intervenir en la formacion de un producto deseado y la biosintesis de
AgNPs con extractos vegetales no es ninguna excepcion. Aparte de la variacién de fitoquimicos que
intervienen en la produccion de nanoparticulas algunas variables que se suelen tener en cuenta son:

5.2.3.1. Concentracion de iones metalicos

Es uno de los efectos mds importantes por el mismo hecho de ser el precursor de las

nanoparticulas y por su capacidad de determinar sus propiedades finales. La cantidad de iones en

25



solucién puede afectar el crecimiento, el proceso de nucleacidn de las NPs e incluso sus propiedades
Opticas por lo que se puede aumentar la concentracion para obtener reacciones veloces, pero sin un
ajuste consciente puede estructuras cristalinas indeseadas (Kazemi et al., 2023). Ademds, a mayores
concentraciones las fuerzas de Van der Waals aumentan la probabilidad de aglomeraciones por lo que
se suele conseguir NPs mas estables a menores concentraciones.
5.2.3.2. Temperatura
Su efecto clave en la sintesis es el control que tiene sobre la cinética de la reaccion que influye
proporcional en la velocidad de nucleacién, tamafio y morfologia (Kazemi et al., 2023). Sin embargo,
su control es muy importante ya que con la temperatura adecuada se logran obtener NPs estables y
uniformes y en el caso de la sintesis verde las altas temperaturas pueden degradar los fitoquimicos
gue intervienen en la reaccion entorpeciendo la formacion de las NPs (Edo et al., 2025).
5.2.3.3. Tiempo
La duracion de la reaccién puede influir en el tamafio, cambios estructurales y en el
rendimiento ya que se da mayor oportunidad a que se reduzca la plata y crezcan las NPs, aunque
también con riesgos de agregacion, encogido y cambios en la estructura cristalinas que afectan a sus
aplicaciones (Kazemi et al., 2023). Para evitar esto los investigadores suelen recurrir a varias técnicas
para reducir el tiempo del proceso sin comprometer la calidad de las particulas como el calentamiento
uniforme asistido por microondas o la dispersién de los reactivos por ultrasonido (Edo et al., 2025).
5.2.3.4. pH
Al igual que lo visto anteriormente, esta propiedad también afecta al proceso de nucleacién
de forma directamente proporcional (Kazemi et al., 2023). En el caso de la sintesis verde Edo et al.
(2025) explican que los cambios de pH también participan en la toma de la morfologia final de las
nanoparticulas de plata y se suele preferir valores de pH entre 7 — 9 para aumentar la eficiencia
reductora de los flavonoides y compuestos fendlicos, que junto con el resto de compuestos naturales

son muy propensos a desnaturalizarse en niveles extremos de acidez o alcalinidad.
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5.2.3.5. Estabilizantes/Surfactantes

Aparte de prevenir la aglomeracion de nanoparticulas, los agentes estabilizantes también
pueden intervenir en el crecimiento y en la forma final de la nanoparticula (Mukherji et al., 2019) y
Jain et al. (2021) comentan el hecho de que las mismas especies quimicas que dan propiedades
medicinales a las plantas pueden servir como agentes estabilizantes. Ademas, pueden mejorar las
propiedades antibacterianas al mejorar la estabilidad coloidal, para lo que referiblemente se utilizan
polimeros o surfactantes neutros, anidnicosy catidnicos (Park, 2014). En este mismo estudio se analiz
como en la sintesis de AgNPs con extractos de Caesalpinia sappan el uso de CTAB mejord su capacidad
antimicrobiana al mostrarse eficaz contra 19 cepas de S. Aureus resistente a la meticilina (SARM).

5.3. Escalabilidad industrial de la sintesis verde

A pesar del uso dominante de la reduccién quimica para la sintesis de AgNPs y su uso en la
industria Ghaffari-Moghaddam et al. (2014) proponen que las mismas ventajas que tiene la biosintesis
en escala de laboratorio también puede servir en competencia con métodos quimicos: la poca
necesidad de afiadir agentes estabilizantes en comparacion con la reduccién quimica, la
implementacion de procesos ambientalmente benignos, la fuerte reduccién de la toxicidad en el
proceso y en algunos casos la reduccion del tiempo. Sin embargo, para realizar un proceso industrial
nuevo como es la bioproduccién de AgNPs se deben tener en cuenta mds otros pardmetros:

5.3.1. Proceso de industrializacidn y limitaciones regulatorias

La investigacion sobre el uso industrial de la biosintesis es realmente escasa debido a que la
elaboracion de una estrategia de “Scaling-Up” necesita atender desafios como la dificultad de producir
NPs en la misma cantidad y calidad, la optimizacidn del proceso de laboratorio a un proceso comercial,
asi como mas desarrollo y validacidon (EL-Moslamy et al., 2023). En el pasado ya han existido varios
experimentos para escalar la produccién de NPs mediante otras rutas sintéticas, los cuales han dejado
en claro que para seleccionar un método se deben tener en cuenta el rendimiento de la reaccion, el
ahorro de tiempo, el uso de recursos econdmicos y energéticos, la capacidad para automatizar el

trabajo e incluso la inversidon en equipos especializados (Mahdy et al., 2022; Sportelli et al., 2018).
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Otro factor que se deben tener en cuenta para diseiar un proceso industrial es la necesidad
de crear protocolos y regulaciones que faciliten su uso en distintas aplicaciones. Edo et al. (2025)
explican que se investigadores, entes reguladores y profesionales de la industria deben adoptar
lineamientos de uso seguro de las nanoparticulas mientras que sus protocolos deben aportar
sugerencias en la seleccion de las plantas, condiciones de reaccidn y técnicas de caracterizacion para
asegurar la robustez y reproducibilidad de cada proceso a la vez de otorgarles la capacidad para
adaptarse a cada area industrial.

5.3.2. Desafios ambientales

Las condiciones ambientales también pueden afectar a la disponibilidad de los metabolitos
reductores para la sintesis de AgNPs. La presencia de fitoquimicos puede variar en concentraciény a
lo largo de cada zona de la planta debido a los cambios de estaciones lo que puede afectar a sus
capacidades antimicrobianas segun el avance del afio (Tlhapi et al., 2024). Incluso recientemente se
ha estudiado como el cambio climatico con sus estimulos relacionados pueden afectar a la
composicion quimica vegetal y aunque la complejidad de este proceso a nivel quimico obstaculiza una
conclusion definida, Sun & Fernie (2024) explican como el estrés térmico impide la sintesis de
flavonoides y la deposicidon de nitrégeno elevado inhibe la produccién de compuestos fendlicos y
terpenoides. Debido a esto un proceso industrial de AgNPs deberia tener en cuenta estos obstdculos
junto con la optimizacidn de pardmetros experimentales como la temperatura, concentracion, tiempo
de reaccion, etc. (Dada et al., 2018)

5.3.3. Viabilidad econémica y optimizacion

Kulkarni et al. (2020) determinan que la viabilidad econémica es una materia compleja que
depende de la inversion que cada pais esta dispuesto a entregar a la investigacidén en nanotecnologia.
La biosintesis a gran escala puede tener cierto impacto econdmico por factores como la recolecciéony
procesado de materia prima, la modificacion de procesos de purificacién y separado para mantener la

integridad de las nanoparticulas (Edo et al., 2025).
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Algunas estrategias se podrian adoptar a partir de otras investigaciones como las de EL-
Moslamy et al. (2023) donde traspusieron la biosintesis microbiana entre escalas de un matraz a una
escala piloto, lo que les permitié tener un punto de partida para monitorear su control sobre distintos
factores como cultivo, agitacién, compartimentalizacion de metabolitos, capacidad de carga,
temperatura o pH. En cambio, el caso del estudio Nathanael et al. (2023) se indica cémo los avances
en “machine learning” pueden servir para investigar de forma mas eficiente la mejora de las rutas
sintéticas al ajustar pardmetros como las condiciones de las reacciones, composiciones quimicas y
sobre todo determinar las concentraciones de reactivos mas eficientes que son los que mayor impacto
tienen en la produccidn de un determinado tamafo de particula.

5.3.4. Produccién de materias primas

Como se menciond previamente, la recoleccion de materias primas puede llegar a ser costosa
y esta claro que la produccién industrial de plantas con el Unico objetivo de sintetizar AgNPs no seria
econdmicamente viable debido al desaprovechamiento de la materia organica para otras aplicaciones.
Por lo tanto, una alternativa que puede ser de interés es el uso de los residuos naturales de industrias

ya establecidas:

Los residuos vegetales pueden ser cualquier parte de una planta que no se necesita para el
resto del proceso inicial para el que fue cultivada. Generalmente la mayoria de este desperdicio viene
de la agricultura y de la industria alimentaria por las cantidades de biomasa que utilizan. Estudios como
los de Kumar et al. (2012), Rodriguez-Félix et al. (2022) y Wolny-Kotadka et al. (2022) sefialan como el
procesamiento de basicamente cualquier tipo de productos naturales para el consumo genera un alto
desperdicio ya que para cada uso se suele necesitar solo un par de componentes de las mismas plantas
mientras que, como se vio anteriormente, el resto de partes que también poseen los fitoquimicos
necesarios para la sintesis son descartados como desperdicios que no tienen valor aparente para otras
aplicaciones.

Kumar et al. (2012) expande este tema sefialando como en la industria agricola y alimentaria
por cada 1.6 mil millones de toneladas de cultivo cosechado se desechan 1.3 mil millones de toneladas
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de desperdicio para aislar el producto comestible, lo que ronda cerca del 80 % del peso de la materia
generada. También explica como en la industria del vino el 30 % del peso de la biomasa total utilizada
son solo residuos, esto junto con la biomasa lignocelulésica producida alrededor del mundo tiene una
suma que llega acerca de los 200 mil millones de toneladas.

Por otro lado, (Wolny-Kotadka et al., 2022) indica también que el uso de la biomasa residual
no tiene por qué ser un impedimento para la sintesis de nanoparticulas de plata con propiedades
antimicrobianas ya que concluyeron el potencial de sus AgNPs para desinfectar superficies de bacterias
como E. Coli y S. Aureus y concluyeron que se debe continuar expandiendo la investigacién de estos
procesos para crear coloides nano metalicos con mejor dispersién y capacidades antimicrobianas mas
amplias.

5.4. Efectos de la biosintesis en la producciéon de AgNPs

Como se observo anteriormente, las diferentes rutas sintéticas llevan a cabo la sintesis de
nanoparticulas de plata mediante un sinnimero de mecanismos diferentes que influyen en gran
medida en las caracteristicas finales que sus resultados pueden variar tanto como por el control de las
condiciones de la reaccién como por su misma naturaleza. Por lo tanto, es necesario observar su
influencia a lo largo de toda su produccién para entender que tendencias suele tener la sintesis verde
con extractos naturales con respecto a su producto final. No existen muchos estudios respecto a los
procesos previos a la bioproduccién de AgNPs en si por lo que a continuacidon se mantendrd el enfoque
en la identificacion de las particulas ya producidas y su aplicacién antimicrobiana.

5.4.1. Técnicas de caracterizacion de AgNPs

Son diversas técnicas que se suelen preferir para el analisis de las propiedades fisicas de las
nanoparticulas. Cabe recalcar que no todos los estudios utilizan absolutamente todas las formas de
caracterizacién por cuestiones como de tiempo, accesibilidad a los equipos cuyo precio es bastante
considerable o incluso porque el enfoque final para el que las AgNPs fueron hechas simplemente no

requiere agregar una técnica de caracterizacion especifica.
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5.4.1.1. Espectroscopia UV-Vis

Consiste en medir la absorcion de luz que tiene una muestra de la sintesis a lo largo de un
rango de longitudes de onda, generalmente de 200 a 800 nm. El resultado obtenido es un espectro de
absorcién donde se pueden observar picos correspondientes a las nanoparticulas y en el caso de la
sintesis verde también la absorbancia de algunos los compuestos fitoquimicos que dieron paso a la
reduccion cuya estructura quimica permite la absorbancia de esta zona del espectro electromagnético
(Yashni et al., 2019). Es la técnica mas utilizada para el analisis estructural de las nanoparticulas,
principalmente por el color amarillo caracteristico que muestran las AgNPs que aparece entre los 410
y 450 nm (Supraja et al., 2017) dependiendo de las condiciones en las que se llevd a cabo la sintesis.
Esto permite determinar la formacién de AgNPs antes de continuar con técnicas de caracterizacion
mas avanzadas.

Por otro lado, se puede usar esta técnica para determinar el fendmeno SPR de las NPs ya que
la oscilacidon de los electrones conductores esta confinada por los limites de la particula provocando
que el espectro de extincidn (absorcién o dispersion de luz incidente) dependa de caracteristicas como
el tamano o la forma de las NPs (Cobley et al., 2009). Para estimar el tamafio promedio de las
nanoparticulas se suele utilizar métodos matematicos como la teoria de Mie que suele ser
especialmente util para el andlisis de AgNPs esféricas, mientras que para formas mas asimétricas se
requiere de aproximaciones numéricas como la del dipolo discreto o DDA (Amendola et al., 2010).

5.4.1.1.1. Espectros UV-Vis de la reduccion quimica

Lee et al. (2010) explican sobre la informacién que puede dar el espectro UV-Vis sobre la
agregacion de las nanoparticulas ya que una mejor dispersion se muestra como un pico angosto y
viceversa. Esto se consigue principalmente al ajustar las proporciones de los reactivos, los autores
determinaron que utilizando razones molares NaBH4/AgNO3 pequefias se obtiene una menor
agregacion lo que se puede observar en la muestra por sus colores menos oscuros, pero ocurre lo
contrario en el caso de surfactantes como el dodecilsulfato sédico SDS donde sus fracciones de masa

pequefias mostraban la mayor agregacion. Agnihotri et al. (2014) también explican el efecto de la
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proporcién de los reactivos en las caracteristicas finales como se muestra en la Tabla 5. En este estudio
se determind que la longitud de onda de absorcién se desplaza a valores mds grandes conforme crecen
las AgNPs y el ancho de sus picos crecen por la inevitable poli dispersion de las AgNPs al usar
concentraciones mayores.

Tabla 5. Variacidn de las propiedades de AgNPs por la configuracion de sus precursores (NaBH4
Reductor Principal; TSC 2° Reductor/Agente estabilizante; Temperatura 60-90 °C; pH 10.50) obtenido

de Agnihotri et al. (2014)

AgNO; NaBH, T5C (mM) Rendimiento ';Zr:lapno Absorcion
0,
(mM) (mM) (%) o (nm)
4.28 78.20 5.00 393.00
1.00 2.00
3.55 67.40 7.00 394.00
1.17 2.00 2.00 82.30 10.00 398.00
1.06 77.90 15.00 401.00
1.00 1.00
3.55 ~84 20.00 406.00
4.00 1.00 3.55 70.50 30.00 411.00
1.22 5.00 2.00 58.40 50.00 420.00
3.54 ~61 63.00 429.00
2.00 5.00 177 68.30 85.00 449.00
' 64.60 100.00 462.00

El tiempo también afecta al agregado de nanoparticulas, Hardini & Saraswati (2023)
demostraron los efectos de la aglomeracién de AgNPs sintetizadas con NaBH,4 ya que a lo largo de 2
dias en almacenamiento a temperatura ambiente los picos de absorbancia pasaron de estar por debajo
de 1.3 a no sobrepasar los 0.7 aunque su desplazamiento de longitud de onda se mantenia dentro del
rango de 380 — 450 nm demostrando que todavia existian particulas formadas.

Nur et al. (2018) probaron la sintesis quimica con distintos volimenes de 0.250.50.75y 1 mL
de NaBHs 2 mN sobre 1 mLde AgNOs 1 mN, pH éptimo de 6-10, 40 mL de PVP 0.3% como estabilizador
estéricoy 20 mL de NaCl 1.5 N como estabilizador electrostatico de bajo costo. Los autores obtuvieron
un pico SPR alrededor de los 399 nm sugiriendo que los tamafios de las particulas no variaban mucho

con el cambio de volumenes de NaBH4, pero se consiguié un mejor rendimiento con 1 mL de este
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compuesto. Ademas, determinaron que la presencia de PVP era el que facilitaba la formacién pico de
resonancia plasmodnica superficial gracias a la capacidad de sus atomos de nitrégeno para coordinarse
con los iones Ag* protegiendo la estabilidad de AgNPs menores a 50 nm.

Por ultimo, un caso particular del uso de la hidrazina segin Guzman et al. (2009) encontraron
picos de absorcidon de 421 nm con un hombro a los 540 nm que se puede atribuir a la aglomeracion
de las NPs. Estos resultados fueron comparados con espectro de la hidrazina estabilizada con SDS
donde este hombro bajé su intensidad y el pico SPR se desplazd a los 418 nm, segun los autores se
puede deber a diferencias en la forma de las nanoparticulas.

5.4.1.1.2, Espectros UV-Vis de la biosintesis

Supraja et al. (2017) consiguieron sintetizar AgNPs con extractos de varias partes del Loto
sagrado (Nelumbo nucifera) con la presencia de efectos SPR apareciendo en menos de 5 minutos. En
su estudio se vieron las diferencias de cada muestra ya que se determind la absorcion de luz con 450
nm para el extracto del tallo de la planta, 420 nm en las flores y en el caso de las hojas se obtuvo el
pico a 410 nm que fue el de mayor absorbancia de todo el experimento. Sin embargo, el tiempo de
reaccidn no es universal ya que el andlisis espectral de Keshari et al. (2020) con extractos de fruta con
propiedades medicinales Withania coagulans confirmo el inicio de la sintesis de AgNPs después de
una horay su terminacidn después de siete dias.

En el caso de los residuos agricolas, Kumar et al. (2012) estudiaron la sintesis de AgNPs con
cascara de Chirimoya (Annona Squamosa) con el ajuste de las condiciones de la sintesis como
diferentes temperaturas y concentracién del precursor. En su estudio se encontré una evidente SPR a
433 nm después de una hora de reaccién y su absorbancia crecié con el tiempo por la continua
formacion de nuevas NPs. Estos resultados también demostraron su utilidad para inferir la forma de
las nanoparticulas ya que explicaron como la presencia de una Unica banda SPR se relaciona a la
presencia de AgNPs esféricas. Por ultimo, utilizaron los picos de mayor absorbancia para determinar
gue la temperatura 6ptima fue de 60 °Cy 1 mM AgNOs e incluso observaron como a partir de una

concentracién de 1.25 mM la absorbancia volvia a caer Figura 4.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de AgNO:; en la sintesis de AgNPs (Kumar et al., 2012)

Por otro lado, Wolny-Kotadka et al. (2022) compararon la sintesis quimica con NaBH4
estabilizado con PVP con la biosintesis mediante extractos de biomasa residual mas comun (cascara
de papa vy tallos de perejil) durante distintos periodos de tiempo y encontraron que la reduccion
quimica ocurre rdpidamente dando como resultado NPs mas pequeiias con picos UV-Vis angostos y
simétricos que se mantenian después de dos meses. En cambio, ocurrié todo lo contrario en la
biosintesis ya que mostraron picos anchos, aplanados y desplazados a la derecha de los ~400 nm
mostrando una tendencia al rojo debido a la dispersion de luz provocada por los electrones de una
mayor cantidad de particulas.

Por ultimo, en la Figura 5 se pueden ver la optimizacion de pardmetros en la sintesis de Dada
et al. (2019) con Acalypha wilkesiana (Abrigo de Jacob o Flamengueira), sus resultados también
confirmaron una temperatura preferible de 100 °C, concentracidon dptima de precursor de 1 mM por
su mejor resonancia de plasmoén superficial, la preferencia de pH bdsico por la ayuda de los grupos
OH- en la reduccién y un tiempo de contacto de 90 minutos apreciable por la tendencia al rojo y una

mejor SPR.
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Figura 5. Optimizacion de parametros de sintesis verde (Dada et al., 2019)

5.4.1.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Es una técnica andloga a la de un microscopio éptico, ya que es un haz de electrones el que
actla como la fuente de iluminacién que pasa a través de la muestra pero que opera a longitudes mas
cortas que el espectro visible para obtener mayor magnificacion en la imagen (Mukheriji et al., 2019).
Esto permite analizar principalmente las dimensiones de las nanoparticulas ya que se obtiene como
resultado una imagen de las nanoparticulas en dos dimensiones (Nur et al.,, 2018). Esto brinda
informacion valiosa para registrar y medir las distancias de las NPs, permitiendo hacer un estudio sobre
la dispersién del tamario de los coloides formados mediante programas computacionales (Mukherji et
al., 2019). Esto es muy util ya que la uniformidad en el tamario suele ser un indicador de la eficiencia y

calidad del método de sintesis utilizado.
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5.4.1.2.1. Analisis TEM de la reduccién quimica
Lee et al. (2010) utilizaron esta técnica para determinar la presencia de AgNPs esféricas de 10-
20 nm de tamafio promedio sin un cambio obvio de razones molares NaBH4/AgNOs. Aun asi, los
autores también explicaron que la agregacion de las NPs depende mucho de estas razones porque con
sus valores menores (0.5, 1y 2) se obtenia una mayor estabilidad y a partir de fracciones de 5 0 10 la

agregacion empeoraba.

Figura 6. Imagen SAED de AgNPs sintetizadas por reducciéon quimica (Agnihotri et al., 2014)

Por otro lado, Agnihotri et al. (2014) utilizaron la técnica TEM para confirmar la forma esférica
y mono dispersa de sus nanoparticulas y con su analisis acoplado de difraccién electrdnica en areas
seleccionadas SAED lograron determinar la presencia de celdas cristalinas cubicas centradas en la cara
o FCC a partir de los anillos de difracciéon concéntrica como se ve en la Figura 6. Sin embargo, los
autores también explican la presencia de varios tipos cristalinos que no se pueden diferenciar debido
a limitaciones del equipo pero que su formacion partia de monocristales que experimentaban la

maduracidn de Ostwald y crecian de tamafio.
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5.4.1.2.2. Analisis TEM de la biosintesis
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Figura 7. Micrografia TEM e histograma de tamaiios de sintesis verde (Kumar et al., 2012)

Los datos de Dada et al. (2018) confirman la forma esférica caracteristica de las AgNPs que en
este caso se sintetizaron con extractos de hojas de girasol mexicano Tithonia diversifolia y la sintesis
de Kumar et al. (2012) ilustrado por la Figura 7 expande este tema hablando sobre la apreciacién del
tipico recubrimiento organico presente en sus nanoparticulas verdes cuya forma es mas irregulary de
un diametro de 20 a 60 nm.

En el caso de Rivera-Rangel et al. (2018) se pudo observar en sus micrografias el impacto de la
concentracién de su extracto de hoja de geranio GLE en las nanoparticulas sintetizadas por emulsién
O/W con estearato de plata. Su investigacion determino que la micro emulsiéon con 50% de GLE
mostraba formas y tamafios homogéneos (promedio 15.7 £ 7.3 nm) mientras que la nano emulsion
con 80% de GLE dio tamafios menores (8.6 £ 4.3 nm). Ademas, los autores aclaran la posibilidad de
ajustar el tamano con cualquiera de los dos métodos y que la concentracion de GLE siempre es
inversamente proporcional a esta caracteristica siempre y cuando se utilice 5% del precursor metalico.

5.4.1.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Es una técnica similar al TEM pero que sirve sobre todo para analizar la superficie de las
nanoparticulas de plata. Esto es asi porque al contrario que la transmision electrénica, aqui se hace un

barrido con un haz de electrones que choca en la parte superior de superficie en lugar de traspasarlo
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completamente desde abajo. Los electrones utilizados para la captura de imagenes son los de
electrones secundarios que revelan la topografia y morfologia ademas de los electrones retro
dispersados que ayudan a obtener una mejor visualizacién mediante el contraste de fases y en la
topografia (Mukheriji et al., 2019). Junto con esto viene una ventaja enorme ya que cuando el rayo
incidente penetra en la superficie la colisién entre electrones que ocurre en los orbitales atémicos
internos provoca la emisidon de rayos X con caracteristicas especificas que permiten identificar
elementos de la muestra de forma no destructiva (Patil & Chougale, 2021). Asi, se puede analizar la
composicion de la muestra e identificar el metal reducido, algunos residuos de los precursores y sobre
todo los elementos que componen las especies utilizadas al funcionalizar una solucion de
nanoparticulas con algun tipo de compuesto de interés (Arregui-Almeida et al., 2024)
5.4.1.3.1. Andlisis SEM de la reduccién quimica

Agnihotri et al. (2014) evaluaron la deposicién de las AgNPs sobre células de E. Coli mediante
microscopia de efecto tunel junto con EDX e imagenes FEG-SEM donde encontraron los picos
especificos de la plata y fotografiaron la presencia de las AgNPs en el interior y a lo largo de toda la
superficie de las células bacterianas. Ademas, explican que su contacto se puede deber a la atraccién
electrostatica de las AgNPs y los residuos de las proteinas presentes en la membrana celular.

Por otro lado, en el caso de Guzman et al. (2009) se pudo confirmar la presencia de
aglomeraciones de pequefias AgNPs con formas esféricas tanto regulares como irregulares de 8 a 50
nm. Ademas, sus resultados EDX y HEED les permitieron concluir que obtuvieron un producto de alta

pureza y cristalinidad FCC.
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5.4.1.3.2. Analisis SEM de la Biosintesis
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Figura 8. Imagenes SEM de AgNPs con extractos de a) hojas, b) tallo y c) flores (Supraja et al., 2017)

Supraja et al. (2017) utilizaron las imagenes SEM para determinar la formacién de cristales de
20 um en los extractos de las hojas, 5 um para los tallos y 1 um en las flores (Figura 8). Ademas, se
observaron como las nanoparticulas sintetizadas poseian varios tipos de formas, principalmente
esféricas, triangulares, cubicas y otras mas irregulares. En cambio, en la comparacién de Wolny-
Kotadka et al. (2022) se midié la presencia de plata en todos los coloides formados mediante los
analisis de rayos x acoplado a su SEM-EDS que también fue Util para observar que en todas las rutas
se obtuvieron distribuciones uniformes. En el caso de la sintesis verde, se encontré un denso
recubrimiento en la superficie de las AgNPs de perejil mientras que las nanoparticulas hechas con los
extractos de papa mostraban una tendencia a la formacidn prismas de aglomeraciones. Finalmente,
los autores concluyen que sus suspensiones de plata con residuos vegetales poseian los tamafios y

propiedades fisicoquimicas deseadas ademas de no presentar agregacion excesiva.
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5.4.14. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

El AFM es una técnica de andlisis de menor coste econdmico que el SEM que funciona por
escaneo de la muestra con una sonda de diametro nanométrico que forma una imagen tridimensional
de la superficie de las NPs mediante la deteccidn de las fuerzas de repulsidn y atraccion entre la sonda
y la superficie (Sivalingam & Pandian, 2024; Vega-Baudrit et al., 2019). El analisis estructural de las
nanoparticulas mediante este tipo de microscopia revela con gran resolucion datos importantes como
su forma, el rango total del tamafio, la media y su distribucién (Jain et al., 2021). Ademas, a pesar de
tener limitaciones como la sobre estimacion de dimensiones laterales por el tamafio del cantiléver, el
AFM es una técnica no destructiva que provee una ventaja importante sobre otras microscopias
electrdnicas ya que no necesita agregar superficies conductoras para realizar las mediciones (Patil &
Chougale, 2021).

5.4.1.4.1. Anadlisis AFM de la Reduccién quimica
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Figura 9. Diferencia entre imagenes a) AFM y b) SEM

Los reportes del uso del AFM son mas escasos ya que es un método que aporta con resultados
similares a otras técnicas Michna et al. (2011) obtuvieron imagenes SEM y AFM que les ayudaron a
determinar un didmetro de aproximadamente 18nm Figura 9. En esta figura también se puede ver la
diferencia en la nitidez de la informacién de ambas técnicas y en la Figura 10 se muestra como es
preferible un andlisis AFM cuando existe un recubrimiento de las AgNPs que afecte a las caracteristicas

de su superficie.
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Figura 10. Microscopia de fuerza atémica de AgNPs sintetizadas con NaOH y dextrano a) version 3D,
b) A: AgNPs magnificadas, B: Imagen 2D, C: Esquema de la nanoparticula atrapada en dextrano
(Bankura et al., 2012).
5.4.1.4.2. Analisis AFM de la Biosintesis

Sivalingam y Pandian (2024) determinaron en modo intermitente la poca dispersion de tamario
de AgNPs hechas con extractos de hojas de Phyllanthus emblica L. (Grosellero de la India) en etanol a
lo largo de 1 um? con imégenes bidimensionales y tridimensionales. El mismo tipo de imdagenes
generaron Jha y Shimpi (2018) para entender la textura superficial y topologia de su solucién coloidal
sintetizada con extractos de fruta de melén amargo Momordica charantia Figura 11. En esta
investigacion se determind una rugosidad promedio de 4.9 nm con valores de asimetria (distribucion
de valles y picos) de Rsk = 0.0164 y curtosis de 3.7 por lo que la uniformidad de las particulas
sintetizadas confirmo la capacidad de esta sintesis para controlar parametros de forma y tamafio,

indispensables para aplicaciones de degradacién catalitica de contaminantes de tintes industriales.
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Figura 11. AFM de nanoparticulas de melén amargé a) Superficie 2D, b) Magnificacion 3D
proyectada en el eje z, c) Topografia, d) Perfil horizontal (Jha & Shimpi, 2018)
5.4.1.5. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica permite analizar los modos vibracionales caracteristicos de los enlaces que unen
a cada dtomo. Funciona debido a la capacidad de los dtomos de absorber radiacién electromagnética
de baja energia, que no se absorbe en los electrones de valencia como en el caso de la espectroscopia
UV-Vis, sino que se ubica en los enlaces interatdmicos generando la vibracion (Mukherji et al., 2019).
Esto permite determinar la formacidn de las NPs, pero también se puede identificar a los grupos
funcionales de varios compuestos quimicos que aportaron a la sintesis y a las propiedades finales de
estos nanomateriales (Dada et al., 2019). Es una técnica no destructiva que cuenta con varias ventajas
para el analisis como su rapidez, reproducibilidad y exactitud ademds de ser econdmicamente efectivo
(Patil & Chougale, 2021).

5.4.1.5.1. Analisis FTIR de la Biosintesis

En la sintesis quimica, no se suele realizar analisis FTIR con regularidad debido a que ya se
conocen los estabilizantes utilizados y se puede determinar su recubrimiento sobre las nanoparticulas
mediante otros métodos. Por lo tanto, esta técnica esta mas documentada en la sintesis verde debido

a enorme cantidad de compuestos orgdnicos presentes en los extractos naturales, cada uno con
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sefiales del espectro infrarrojo que ayudan a deducir la composicion de los agentes estabilizantes
depositados sobre la superficie de las AgNPs.

Segun (Dada et al., 2018) “El analisis del resultado de FTIR indica que las AgNPs estaban
rodeadas de terpenoides, alcoholes, lactona y un grupo carbonilo de la amina que actiia como un
fuerte sitio de unién para las AgNPs” y Rivera-Rangel et al. (2018) explican que los componentes
mayoritarios del GLE (geraniol y citronelol) son fuertes antioxidantes y los responsables de la
reduccion. Pero en su espectro indican que los grupos carbonilos y carbonilos/amidas también jugaron
un papel importante en la sintesis ya sea como reductores o parte de proteinas estabilizadoras.

Ademas, Keshari et al. (2020) exponen precisamente con su espectro representado en la
Figura 12 la existencia de una capa organica dedicada a la prevencion de la aglomeracion de la plata
por las bandas de absorcién ubicadas en: 3477cm relacionada al estiramiento del enlace O-H de
grupos hidroxilos y carboxilos que intervienen en la reduccidn (fenoles y flavonoides); 3349cm™ para
el estiramiento N-H de aminas primarias y secundarias que también actlan como agentes de
recubrimiento; 2917 cm™ de grupos metilos C-H; 2347 cm™ para aldehidos H-C=0; 2208 cm™ nitrilos
C=N; 2003 cmt alquinos C=Cy 1657 cm™ de grupos carbonilos C=0 que ayudan a formar las capas por

su alta capacidad de enlazamiento.
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Figura 12. Espectro FTIR de AgNPs hechas por sintesis verde (Keshari et al., 2020)
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5.4.1.6. Dispersion dindmica de luz (DLS) y Potencial-Z

Son técnicas que frecuentemente se estudian a la vez debido a sus instrumentos que cuentan
con las especificaciones necesarias para ambos analisis (Cascio et al., 2015; Supraja et al., 2017). En el
caso del anadlisis por DLS, generalmente muestra medidas sugestivas ya que pueden existir diferencias
en los resultados con otras técnicas de caracterizacion (Arregui-Almeida et al., 2024). Aun asi, su uso
radica en la determinacion del diametro hidrodindamico y distribucidn de NPs en base a la dispersién
de luz teniendo en cuenta factores como el movimiento browniano, nucleos metdlicos o sustancias
adheridas (Patil & Chougale, 2021). Ademas, se suele preferir el DLS sobre otras técnicas
especialmente en casos donde determinar la dispersion de NPs es una prioridad porque registra la
distribucién de tamafio en bancos de datos miles de veces mas grandes que otras técnicas como la
microscopia electrdnica de transmisidon (Mukherji et al., 2019).

Por otro lado, el potencial Z se utiliza para evaluar la carga de las nanoparticulas producidas
debido alaincapacidad para medir directamente el potencial de Nernst de la superficie, por lo que se
opta por medir la velocidad del movimiento electroforético de los electrones a través del campo de
una doble capa eléctrica (Mukheriji et al., 2019). La sintesis por reduccidén quimica tiende a producir
NPs con carga mas neutra mientras que en la sintesis verde Nichita et al. (2020) explican cdmo algunos
fitoquimicos reductores también adoptan el rol de agentes de recubrimiento y cuando se enlazan a las
NPs provocan que esta exhiba cargas mds positivas.

En este sistema, son las cargas negativas de los grupos funcionales del recubrimiento las
causantes de un potencial zeta negativo. Incluso estudios como el de Rivera-Rangel et al. (2018)
demuestran que a mayores concentraciones del extracto el potencial es mas negativo. Sin embargo,
esto es un comportamiento que funciona en ambas direcciones porque mientras los valores del
potencial mas altos sean habra mayor repulsidon electrostatica, dispersiéon y por lo tanto mayor
estabilidad en las NPs ya sea en valores positivos o negativos (Patil & Chougale, 2021).

Por otro, lado con valores pequefios del potencial z las NPs estan destinadas a agregarse por

las fuerzas de Van der Waals (Mukherji et al., 2019), lo que puede explicar el hecho de que las NPs
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sintetizadas por reduccién quimica frecuentemente necesitan acompanarse de otros reactivos como
agentes de recubrimiento.
5.4.1.6.1. Potencial Z de la reduccién quimica

Agnihotri et al. (2014) atribuyeron los potenciales Z de -26.8 a -53.1 mV a las altas energias
superficiales de las AgNPs de 5 a 100 nm respectivamente e incluso su estabilidad se mantuvo sin
cambios significativos durante 6 meses y en el caso de Nur et al., (2018) se explica que las cargas son
suficientes para prevenir aglomeraciones en valores de -15.58 mV. Ademas, los autores explican que
este valor se debe a un espaciado cercano entre nanoparticulas y su posicién negativa es proporcional
a la absorcién de iones OH" estabilizadores.

5.4.1.6.2. DLS y Potencial Z de la Biosintesis

Supraja et al. (2017) registraron tamafios de particula de 87.7, 68.6 y 88.1 nm por DLS y
potenciales Z de -55.4, -57.9 y 98.9 mV para hojas, tallo y flores respectivamente. Pardmetros que
también exponen la buena estabilidad en la sintesis verde. En cambio, la comparacion DLS de Wolny-
Kofadka et al. (2022) determindé como el método clasico produjo las NPs con la distribucién mas
pequeia pero su promedio se vio 5 veces sobreestimado por particulas mdas grandes que la escala
nanométrica. En cambio, el uso de los extractos naturales resultd en la formacion de nanoparticulas
poli dispersas y de distintos tamafios debido a la presencia de una mezcla de varios compuestos
presentes en el material crudo. En general, el orden de tamafio de las AgNPs fue creciendo de la
sintesis quimica, la infusidn de papay al Ultimo el perejil con un promedio de ~200nm.

Por dltimo, las AgNPs de hojas de pepino silvestre Cucumis prophetarum sintetizadas por
Hemlata et al. (2020) resultaron de un didmetro hidrodinamico de ~90 nm mayor al rango de 30-50
nm que se obtuvo por SEM ya que se toma en cuenta las dimensiones de los fitoquimicos adheridos y
la capa de solvatacion. Ademas, su estabilidad se demostrd con un bajo indice de poli dispersion de

0.3 y un potencial Z de -36.7 mV.
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5.4.1.7. Difraccion de rayos X

Un analisis XRD es bastante Util para determinar de forma no destructiva la generacion de NPs,
identificar especies quimicas, tamafio de particula, sustituciones isomorfas (Patil & Chougale, 2021)
pero sobre todo para estudiar la cristalinidad de las NPs (Yaqoob et al., 2020) y determinar la
uniformidad de su estructura (Supraja et al., 2017). Esto se hace mediante el uso de la ley de Bragg
(Ecuacion 6) que determina el dangulo de difracciéon de los rayos x especifico para cada estructura

atémica (Chandraker et al., 2021):
2d * sinf = na (6)
Donde d es el espaciado que hay entre el plano cristalino, 8 es el dngulo incidente, n es el
orden de difraccién y A la longitud de onda. Gracias a la obtencidn de estos datos Kabiri & Heidari
(2025) explican que el tamafio cristalino de las NPs se puede calcular mediante la mediante las

ecuaciones (7) u (8) de Debye-Scherrer y de Williamson Hall respectivamente

K2 7
te BcosO
K2
Bcos6 = 4e = sinf + - ®

Donde T es el tamafio del cristal, K es el factor de forma, A es la longitud de onda de los rayos
X, B es el ancho completo de la mitad del valor maximo perteneciente al pico de mayor intensidad, 6
es el angulo de difracciéon de Bragg y € se refiere a la deformacidn reticular. Ademas, los autores
explican que gracias a este Ultimo factor la ecuacidon de Williamson-Hall ofrece estimaciones de
tamafo mas confiables que la ecuacion de Scherrer que solo atribuye el ancho del pico principal al
tamafio en si. Segin Mukheriji et al. (2019) el funcionamiento de esta técnica obedece a los siguientes
fundamentos:

Los espectros de difraccidn de rayos X generados son una manifestacién del mapa de densidad
electrdnica, lo que permite obtener informacidn sobre la posicién de los atomos en un cristal. Ademas,

la difraccién de rayos X puede proporcionar informacién sobre los enlaces quimicos, sus trastornos y

46



otros factores presentes.
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5.4.1.7.1. Analisis XRD de la reduccién quimica
Agnihotri et al. (2014) utilizaron la ecuacién de Scherrer para determinar que la faceta (111)
era la mds intensa. Ademas, confirmaron que sus NPs mdas pequeiias eran predominantemente
monocristalinas mientras que las mas grandes poseian difracciones de multiples dominios debido al
fendmeno de macla cristalina dejando una poblaciéon de cristalinidad diversa.

5.4.1.7.2. Analisis XRD de la biosintesis
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Figura 13. Espectro XRD de AgNPs verdes (Parit et al., 2020)

La cristalinidad de las nanoparticulas de Keshari et al. (2020) resulté tener planos (111) (200)
y (220) mientras que las de Kumar et al. (2012) mostraron fases amorfas y una faceta adicional (311)
gue junto con las anteriores representan los planos de la plata FCC. Lo mismo ocurrié con (Dada et al.,
2018) sin las partes amorfas por lo que se puede confirmar que este tipo de cristalinidad es bastante
estandar en las sintesis de AgNPs. Aparte de esto, la sintesis de Parit et al. (2020) con extractos de
hojas de planta medicinal Gardenia resinifera concluyé que el espectro de la difraccion varia con la
concentracion del precursor (Figura 13) donde a altas concentracién se aprecia mejor los planos FCC

de la plata e incluso se observan planos no identificados que pueden estar relacionados a los

fitoquimicos de la sintesis.
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5.4.2. Capacidad antimicrobiana

Este es mas un enfoque en la caracterizacion que una técnica en si y no solo sirve para la
aplicacion que se le quiere dar a las AgNPs, sino que también puede servir para analizar su toxicidad,
lo que se traduce en su viabilidad de uso.

La toxicidad de la plata suele depender de “los diferentes métodos de sintesis, sus distintos
tamafios, la presencia o ausencia de agentes de recubrimiento, los diferentes organismos y/o células
de cultivo” (Wei et al., 2015). Pero los mismos autores explican que los riesgos para las personas
deberian ser estudiados por casos especificos ya que no es posible afirmar una conclusién definitiva.
Esta es una razén importante para elegir la sintesis de AgNPs con capacidad antimicrobiana ya que se
conoce el hecho de que este metal resulta mas peligroso para bacterias que para las células humanas
(Clement & Jarrett, 1994) y por lo tanto existe la posibilidad de ajustar estos pardmetros para
manipular esta caracteristica a favor de la salud de las personas.

Por esto cuando los estudios se refieren al método de sintesis verde como necesario para
reducir la toxicidad de productos y procesos (Bandeira et al., 2020) se refieren a buscar maneras de
afrontar limitaciones en sus aplicaciones. Edo et al. (2025) explican algunos de los ejemplos mas
importantes: Primero, estan los obstaculos en la administracion de medicamentos que son los
problemas de distribucidon bioldgica, actividad del sistema inmunolégico, penetracién en el tejido por
problemas en la difusidn y problemas de solubilidad por agregacién de las NPs; Segundo estan las
preocupaciones sobre la biodegradabilidad y la acumulacion por metabolizaciéon incompleta que
puede estd relacionada a la interaccidon de Ag con componentes celulares; y por ultimo, las estrictas
barreras regulatorias ya que los entes reguladores deben exigir limites estrictos para poder aprobar el
uso de AgNPs pero sus protocolos de evaluacién siguen en desarrollo y su avance requiere de mucha
colaboracidn entre investigadores y organizaciones publicas y privadas.

Existen varios métodos para evaluar la actividad antimicrobiana pero generalmente se basan
en medir la capacidad de las NPs para matar un cultivo bacteriano, algunos de ellos pueden ser por: El

método Kirby-Bauer de difusion de disco donde se mide durante un tiempo determinado la distancia
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de una zona de inhibicidn de los microorganismos incubados (Lee et al., 2010); Métodos de diluciéon
para determinar la concentracién minima de inhibicidn y la inhibicién del crecimiento bacteriano a lo
largo de un periodo de tiempo (Keshari et al., 2020); pero también se puede determinar la actividad
sinérgica de lainhibicidn de microorganismos de AgNPs trabajando en compaiiia de farmacos (Beyene
et al., 2017).
5.4.2.1. Capacidad antimicrobiana de la reducciéon quimica

Agnihotri et al. (2014) redujeron el crecimiento bacteriano subiendo la concentracion
de AgNPs después de 24 horas y en las dosis MBC observaron una mayor eficacia en las nanoparticulas
menores a 10 nm y especialmente con las de 5 nm. Sin embargo, el grado de actividad bactericida era
el mismo para todas las cepas utilizadas por lo que la variacion del efecto puede deberse mas a su
concentracién. Ademas, se determind por TEM que las interacciones de la plata con células de E. coli
demuestran paredes celulares arrugadas atribuibles al derrame del citoplasma y alteraciones en la
osmorregulacién que pudieron haber sido los causantes de la muerte celular.

Por otro lado, Lee et al. (2010) también demostraron que las concentraciones mas bajas eran
las mas eficaces tanto para E. coli como S. aureus al tener la presencia de zonas de inhibicidn y de
menor tamafo. Este estudio verifica el impacto de las aglomeraciones ya que las NPs agregadas
empeoraban la capacidad antimicrobiana o incluso la impedian. Ademas, las altas proporciones de
masa SDS/AgNOs fueron las que tenian mayor eficacia con zonas de inhibicién de 0.5-4 y 2-3.5 mm
para E. coliy S. aureus respectivamente.

Finalmente, en los estudios con SARM de Guzman et al. (2009) se encontré que las AgNPs
inhibian mas del 90% del crecimiento bacteriano utilizando una concentracidén bacteriana inicial de
10°-108 CFU/mL y concentraciones de plata menores a los 6.74 pg/mL. Aqui también se indica que las
NPs mas pequefias tienen mejor actividad antimicrobiana, especialmente las de 9y 11 nm y el uso de

citrato de sodio aumentaba la eficacia contra cepas Grampositivas.
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5.4.2.2. Capacidad antimicrobiana de la biosintesis

El analisis de difusién de disco de Hemlata et al. (2020) y Dada et al. (2019) con E. coli y S.
aureus mostraron zonas de inhibicién con una afinidad para las gramnegativas del primero y
grampositivas del segundo y en ambas se expresa como la sintesis verde mejora las capacidades
antibacterianas de cada planta. En el caso de la A. Wilkesiana se determiné que la concentracién de
NPs es directamente proporcional a la inhibicién microbiana y el uso del antibiético Cloranfenicol
ayudaba en gran medida. En cambio, el estudio con pepino silvestre se propone que la actividad
antibacteriana se da por el impacto a la permeabilidad celular provocado por la atraccidn electrostatica

de la Ag* con la membrana celular

Figura 14. Zona de inhibicion de distintos patégenos (Keshari et al., 2020)

La Figura 14 muestra como Keshari et al. (2020) midieron la zona de inhibicién contra S. Typhi,

E. Coli, P. vulgaris, S. aureus, V. cholerae, y E. faecalis de las AgNPs donde encontraron que usandose
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en combinacién con Levofloxacina mostraban menores valores MIC por lo que tenian una mejor
capacidad antimicrobiana que al usar cualquiera de las dos por separado. Esto se confirmd por la
determinacion del indice de concentracion inhibitoria fraccionada FICI que mostré una actividad
sinérgica/aditiva entre la mezcla farmaco-NPs. El efecto de la concentracion también resultd ser un
pardmetro importan que ya que en menor cantidad las AgNPs actuaban como inhibidoras del
crecimiento (< 20 pg/mL), pero se comportaban como bactericidas a altas concentraciones (> 50
ug/mL).

En el estudio comparativo de Wolny-Kotadka et al. (2022) se probd cada tipo de AgNPs con 80
cepas de E. coliy S. aureus cada una. Con este analisis concluyeron que para la E. coli la mayor eficacia
era la de la reduccion quimica seguido por el perejil y al ultimo la papa, es mas, en las 23 de 26 cepas
resistentes a la amplicilina eran especialmente sensibles a los coloides de plata. En cambio, todos los
cultivos de S. aureus fueron sensibles a la cefoxitina y las NPs de perejil y las de reduccién quimica eran
iguales. Aun asi, mediante un analisis estadistico se determind que el origen de las nanoparticulas no
poseia una diferencia significativa por lo que las rutas biogénicas de residuos industriales pueden tener
eficacia similar a los métodos sintéticos.

5.4.3. Impacto ambiental (evaluacion del ciclo de vida)

Aparte del peligro ambiental que pueden haber en el uso de los reactivos, las nanoparticulas
de plata también presentan varias preocupaciones para el medio ambiente que se relacionan a su
misma capacidad para matar bacterias: En el suelo puede inhibir el crecimiento de microorganismos
que aportan nutrientes a los cultivos, los iones Ag+ en el agua pueden lastimar las branquias de los
peces y respecto a la salud de las personas puede provocar argiria/argirosis asi como afectar la
permeabilidad de las células humanas (Mavani & Shah, 2013)

Aun asi, el verdadero impacto ambiental no se mide solo por los quimicos utilizados, sino que
representa toda una materia de estudio dentro de la sintesis de nanoparticulas. Esto se le conoce en
inglés como el “Lifecycle Assesment” y se refiere al analisis de la influencia que tienen distintas rutas

sintéticas sobre varias areas como la econdmica, social, y ambiental (Thomé et al., 2023) que es el
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tema principal de esta seccidn. Pati et al. (2014) expresaron cémo en casos de la biosintesis vegetal de
AuNPs puede ser incluso peor para el ambiente en base a su estudio de la reduccién quimico y la
sintesis verde con extractos naturales (Tabla 6). En este caso en escala de laboratorio se observé que
a pesar de que los extractos naturales tengan impactos ambientales cercanos a seis ordenes de
magnitud por debajo de los reductores tradicionales también pueden empeorar el impacto ambiental
especialmente por su mayor demanda de energia acumulada y su extensa ocupacion de tierra agricola.

Tabla 6. Impactos ambientales de varias rutas sintéticas tanto verdes como quimicas (Pati et al.,

2014)
Potencial de | Potencial de .. Ecotoxicidad en
Demanda de bi N Ocupacion dul
i cambio agotamiento | . | agua ulce
Agente reductor acumulara climatico metalico agricola (equivalente Kg
(M) (equivalente | (equivalente (gz Jafio) 1,4-
Kg CO2) Kg Fe) mZ/ano diclorobenceno)
Impactos ambientales de 1 mg de agentes reductores
NaBH4 4.63x10* 2.87x10° 1.36x10° 5.95x107 2.49x10°
Citrato 3.88x10° 3.40x10°® 2.19x107 6.92x107 3.03x10°
Hidrazina 1.57x10* 1.03x10° 8.49x107 2.86x107 1.14x10°
Semillas de soya 6.75x10° 8.94x107 5.03x10® 4.10x10° | 2.22x10%°
:;‘l:‘c’:r:; remolacha | ¢ 5,107 4.16x10° | 2.64x10° 6.76x10™ | 6.46x1012
Impactos ambientales de agentes reductores por mg de AuNPs
NaBH4 1.17x10°3 7.28x10° 3.46x10° 1.51x10°® 6.31x10°
Citrato 1.97x10* 3.40x10° 2.19x1077 6.92x107 | 3.03x10°
Hidrazina 2.56x10° 1.68x10°® 1.38x10”7 4.65x10® | 1.86x107
Semillas de soya 5.59x10° 4.54x10* 2.55x10° 2.08x103 | 1.13x107
::J‘Z:r:r‘; remolacha | ; ;3,102 3.57x10° | 2.27x107 5.81x10% | 5.55x101°

El caso de las AgNPs tampoco es diferente, como parte de los métodos estudiados por
Pourzahedi y Eckelman (2015) se observaron 4 tipos de reduccién en base a dos enfoques: el
rendimiento de cada proceso que incluye uso de energia y los reactivos en exceso; y segun su
bioactividad dependiente del tamafo que ignora las diferencias el desempefio, pero es muy importante
para determinar el impacto ambiental segun la relacion superficie-volumen lo que influye bastante en
su capacidad antimicrobiana. De esta forma, rutas que antes no tenian un impacto tan contundente
como el resto muestran que para esta funcionalizacidn especifica de AgNPs no serian tan convenientes,
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pero a su vez sefiala el hecho de que el uso de componentes biolégicos no necesariamente reduce el
impacto ambiental del ciclo de vida en la sintesis. En su estudio tamafio/funcion, la biosintesis de
AgNPs con almiddn de papa muestra un menor impacto ambiental relativo en la mitad de los criterios
seleccionados cuando se compara con el borohidruro de sodio, pero estos se ven atados a la naturaleza
de ambos tipos de reactivos como el impacto de carcindégenos o los obstdculos ambientales de su
produccién como el uso de combustibles fésiles en su transporte y el uso de pesticidas en los cultivos
con sus efectos consecuentes en la eutroficacion y toxicidad de los ecosistemas. Finalmente, un factor
importante que sefala este estudio es que los métodos que sacrifican el rendimiento de la produccién

por el tipo de agentes reductores tienden a empeorar generalmente sus efectos en el medio ambiente.

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Una gran cantidad de investigadores a lo largo del mundo defienden la capacidad que la
sintesis verde como una alternativa prometedora para la produccién de AgNPs por su simpleza,
rapidez, baja toxicidad impacto ambiental benigno, etc. Todas estas razones son ciertas siempre y
cuando se tenga en cuenta lo siguiente:

Primero hay que entender que, al contrario que los protocolos de reducciéon quimica, la
biosintesis de AgNPs nunca puede ser exactamente igual debido a la complejidad de la composicién
de los extractos vegetales. Aspectos como la propia naturaleza de las plantas, las estaciones del afio,
contaminacion y otras condiciones del crecimiento influyen en la presencia de los fitoquimicos
indispensables para la reduccidn de Ag". Si se planea utilizar una especie en siempre va a ser necesario
investigar los parametros éptimos especificos para cada sintesis, sobre todo si se trabaja con
ejemplares poco estudiados.

Segundo, la sintesis verde permite la aplicacién de las nanoparticulas en varias areas siendo
su capacidad antimicrobiana la del foco principal en este estudio. En general, este método tiene la
capacidad de equipararse con la reduccién quimica dependiendo de las condiciones utilizadas y se ha

demostrado cdmo funciona mejor en combinacién con otros medicamentos por lo que su potencial
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como aditivo es otra posibilidad. Por lo tanto, se necesita investigar mds sobre el desarrollo de AgNPs
verdes con mejores caracteristicas para poder dar el salto hacia la produccién mayoritaria por métodos
sostenibles.

Tercero, su escalabilidad industrial obtiene mayor viabilidad cuando se trabaja con residuos de
otras industrias que utilizando especies especificas. Esto significa que no solo se debe organizar
convenios para resolver obstaculos en la regulaciéon o disefiar protocolos estandarizados para el
aseguramiento de la calidad también, sino que también existe la necesidad de generar nuevas
industrias. La promesa que lleva la sintesis verde se demuestra también en plantas que no se han
utilizado en gran medida en otras areas por lo que estimular su uso industrial puede ayudar a ampliar
las formas de sintetizar AgNPs ecolégicamente e incluso puede diversificar la economia de paises con
recursos nativos.

Finalmente, la parte mas importante de la investigacidon en biosintesis es la reduccion de la
contaminacion y la proteccion del medio ambiente. Para esto se ha demostrado que el impacto
ambiental no solo implica los beneficios directos de la sintesis, sino que se requiere una visién holistica
de cada aspecto perteneciente al proceso de produccion de AgNPs. Por lo tanto, la obtencion de
resultados ambientales realmente positivos depende de la concientizacion de las soluciones a cada
aspecto ecoldgico. Con el tiempo, la urgencia de promover un cambio total en el funcionamiento de
la sociedad seguird creciendo por lo que aplicaciones como la de este estudio deben enfocarse como
una pieza mas en la proteccién de la naturaleza en lugar de ser comparable a un parche diminuto en

una tuberia defectuosa.
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