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RESUMEN

En este estudio se sintetizaron nanoparticulas de plata (AgNPs, por sus siglas en inglés), mediante
biorreduccion utilizando extracto acuoso de hojas de Theobroma cacao linneu (HThCL) y la evaluacién
de la actividad y/o capacidad antioxidante, del extracto y la suspensién coloidal AgNPs- HThCL por
técnicas electroquimicas. Las hojas de HThCL utilizadas son productos de desechos de la cosecha de
cacao, para las cuales se ha encontrado la aplicacion descrita en esta investigacion. Los analisis
electroquimicos se llevaron a cabo mediante voltamperometria ciclica (CV) y voltamperometria de
pulso diferencial (DPV) y se contrastaron con anélisis espectrofotométricos tradicionales utilizando los
métodos DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) y Folin Ciocalteu; encontrando que las técnicas
electroquimicas son efectivas para evaluar poder antioxidante por su rapidez y operatividad. Las AgNPs
sintetizadas se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis, difraccion de rayos X (XRD),
microscopia electronica de transmision (TEM) y voltamperometria ciclica (CV). El tamafio promedio
de las AgNPs obtenidas fue de 10,3 = 1,7 nm. El indice antioxidante (Al50) para el extracto de HThCL
y en la suspension coloidal AgNPs-HThCL fue de 0,6981 £ 0,0519 mg/mL y 0,7383 £ 0,0085 mg/mL,
respectivamente; mientras el indice electroquimico (EI) fue de 0,0735 mA/V para el extracto y -0,3545

mA/V para la suspension AgNPs-HThCL. Los resultados de los analisis por las técnicas electroquimicas

1



concuerdan con los valores obtenidos para el EC50 y contenido fendlico total obtenido por
espectrofotometria. El estudio reveld que el extracto de las HThCL posee capacidad como agente
antioxidante e igualmente la suspension coloidal de las AgNPs biosintetizadas a partir de este extracto

posee esta misma caracteristica.

ABSTRACT

In this study, silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized by bioreduction using aqueous extract of
Theobroma cacao linneu leaves (HThCL) and the evaluation of the activity and/or antioxidant capacity
of the extract and the colloidal suspension. AgNPs- HThCL by electrochemical techniques. The HThCL
leaves used are waste products from the cocoa harvest, for which the application described in this
research has been found. Electrochemical analyzes were carried out by cyclic voltammetry (CV) and
differential pulse voltammetry (DPV) and were contrasted with traditional spectrophotometric analyzes
using the DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and Folin Ciocalteu methods; finding that
electrochemical techniques are effective to evaluate antioxidant power due to their speed and operability.
The synthesized AgNPs were characterized by UV-Vis spectroscopy, X-ray diffraction (XRD),
transmission electron microscopy (TEM), and cyclic voltammetry (CV). The average size of the AgNPs
obtained was 10.3 = 1.7 nm. The antioxidant index (AI50) for the HThCL extract and the AgNPs-
HThCL colloidal suspension was 0.6981 + 0.0519 mg/mL and 0.7383 + 0.0085 mg/mL, respectively;
while the electrochemical index (EI) was 0.0735 mA/V for the extract and -0.3545 mA/V for the AgNPs-
HThCL suspension. The results of the analyzes by electrochemical techniques agree with the values
obtained for the EC50 and total phenolic content obtained by spectrophotometry. The study revealed
that the HThCL extract has the capacity as an antioxidant agent and also the colloidal suspension of

AgNPs biosynthesized from this extract has this same characteristic.



INTRODUCCION

Las nanoparticulas de metales nobles como el oro (Au), la plata (Ag), el platino (Pt) y el paladio
(Pd) se han utilizado de forma destacada en aplicaciones medicinales y cataliticas (Royji Albeladi,
Malik, & Al-thabaiti, 2020, A. Shankar et al., 2020). Entre las aplicaciones se encuentra la
administracion, proteccion encapsulada, biodisponibilidad y administracion dirigida y controlada
de agentes antioxidantes (Khalil et al., 2020). Particularmente, debido a sus propiedades
fisicoquimicas, bioguimicas y optoelectronicas Unicas, increibles e intrinsecas (Bilal, Rasheed,
Igbal, Hu, & Zhang, 2017), las nanoparticulas de Ag se consideran de gran importancia en los
campos como la medicina (Sable, Kawade, Ranade, & Joshi, 2020), farmacologia, nanosensores
(Royji Albeladi, Malik, & Al-thabaiti, 2020), envasado de alimentos, agricultura (Morales-Luckie
et al., 2016), cosmética, textiles (Khalil et al., 2020) y catalisis (K. Do Kim, Han, & Kim, 2004).

Existen varios métodos para sintetizar nanoparticulas que incluyen reduccién quimica, sintesis
mecénica y métodos bioldgicos. Se ha reportado la sintesis de nanoparticulas de Ag covalentes
por todos estos métodos (Ponsanti, Tangnorawich, Ngernyuang, & Pechyen, 2020); sin embargo,
en los Ultimos afios ha ganado importancia la bioreduccidn de iones plata con extractos de plantas
con el fin de minimizar los impactos negativos de los procedimientos sintéticos tradicionales y
desarrollar en esta area procedimientos ambientalmente benignos (Dada et al., 2019; Fu et al.,
2006; Judith Vijaya et al., 2017; Sable, Kawade, Ranade, & Joshi, 2020). El uso de bioreductores
No requiere equipos costosos o reactivos quimicos y comulgan con los principios de la quimica
verde “disefio de productos y procesos respetuosos con el medio ambiente” (Morales-Luckie et

al., 2016).

Debido a la presencia natural de metabolitos secundarios, aminoacidos, proteinas y vitaminas en
los extractos de plantas, durante el proceso de bioreduccion se ha logrado un mejor control de
tamafio y forma de nanoparticulas (Sable, Kawade, Ranade, & Joshi, 2020). En este tipo de
procesos, son varios los factores de importancia a fin de lograr el tamafio nanométrico deseado:
concentracion del precursor (cominmente nitrato de plata), tipo de extracto, temperatura y tiempo
de reaccién (Dada et al., 2019; Fu et al., 2006; Judith Vijaya et al., 2017; Sable, Kawade, Ranade,
& Joshi, 2020). Las interrelaciones entre los factores anteriores, para lograr optimizar métodos de
biosintesis son complejas (K. Do Kim, Han, & Kim, 2004); sin embargo, las escalas de tiempo
cortas que generalmente se requiere en la bioreduccién hacen de este método una via alternativa,
atractivay viable a los métodos de sintesis quimica tradicionales (S. S. Shankar, Ahmad, & Sastry,
2003).

El cacao fino de aroma pertenece a la clase Magnoliopsida, orden Malvales, familia Malvaceae,

género Theobroma y especie Cacao (Argout et al., 2011), es originario de las regiones selvaticas
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de América tropical, donde hasta hoy se encuentra en estado salvaje desde Pert a México. Charles
de L'Ecluse, fue el primero en citar el cacao en la literatura botanica como Cacao fructus; mas
tarde en 1737 Linneu lo describié como Theobroma fructus. Sin embargo, en 1753, el mismo
Linneu propuso el nombre especifico de Theobroma cacao, que permanece hasta el dia de hoy
(de Souza, Moreira, Sarmento, & da Costa, 2018).

En granos secos, sin fermentar, las células de pigmento de este fruto constituyen alrededor del 11
al 13 % del tejido; estas células son ricas en compuestos polifendlicos, en particular catequinas,
aunado al caracteristico color pdrpura de los granos que se debe a las antocianinas (J. Kim, Lee,
& Lee, 2011). Los productos a base de cacao se clasifican en altamente energéticos, estimulantes
y antioxidantes (Nasrollahzadeh, Sajadi, Rostami-Vartooni, & Bagherzadeh, 2015; Schewe,
Kihn, & Sies, 2002). Particularmente, los polifenoles del cacao exhiben fuerte actividad de
eliminacion de radicales libres, donde las epicatequinas monoméricas y las procianidinas
oligoméricas son eficaces para inhibir tanto la dioxigenasa como la 5-lipoxigenasa y prevenir la
oxidacion. Ademas, tienen una gran capacidad para donar electrones (actividad antioxidante) en
la reduccion de radicales piroxilos por transferencia de &tomos de hidrégeno (Cédiz-Gurrea et al.,
2014).

Para evaluar la actividad antioxidante de especies quimicas se utilizan varios métodos, siendo los
maés tradicionales por espectrofotometria (José Jara-Palacios, Hernanz, Escudero-Gilete, &
Heredia, 2014); métodos que pueden considerarse bien establecidos, pero presentan algunas
limitaciones como el tiempo de preparacion de la muestra, tiempos largos de andlisis y el uso de
reactivos costosos (Hoyos-Arbelaez, Véazquez, & Contreras-Calderén, 2017). Técnicas
electroquimicas como la voltamperometria ciclica y voltamperometria de pulso diferencial se han
reportado como alternativas para evaluar la actividad antioxidante de agentes quimicos (Lima,
dos Santos, Nossol, Richter, & Munoz, 2020). Estas técnicas consideran parametros de intensidad
de corriente (I/A) y potencial (E/V), que se correlacionan directamente con la capacidad y/o
actividad antioxidante, mostrandose mas eficaces, y algunos casos mas sensibles, que los métodos
espectrofotométricos (Alves, David, David, Bahia, & Aguiar, 2010). Dichas técnicas se basan en
ensayos de caracteristicas simples, rentables y faciles de interpretar, que muestran el poder
especifico y directo de reduccion o inhibicién de radicales libres a través de la medida de un valor
de potencial (Wootton-Beard, Moran, & Ryan, 2011).

Por toda la fundamentacion anterior, en el presente trabajo de investigacion se reporta la sintesis
y caracterizacion de nanoparticulas de Ag utilizando extracto acuoso de las hojas de cacao fino
de aroma, Theobroma cacao linneu (Malvaceae), y el uso de técnicas electroquimicas como

alternativas para seleccionar el extracto mas adecuado para la sintesis por bioreduccion y la
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evaluacion de la capacidad y/o antioxidante del extracto en presencia y en ausencia de las
nanoparticulas. Las hojas de HThCL utilizadas son productos de desechos de la cosecha de cacao,
para las cuales, y hasta nuestros presentes conocimientos, es primera vez que se ha encontrado la

aplicacién descrita en el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y soluciones

Hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (Sigma Aldrich), dimetilsulfoxido (Merck Millipore),
acido acético glacial (Merck Millipore), hidroxido de potasio (Merck Millipore), nitrégeno
gaseoso (Linde), 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (Sigma Aldrich), metanol 99,8 % (Merck
Millipore), reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich), carbonato de sodio (Merck Millipore),
acido galico (Sigma Aldrich), nitrato de plata (Thermo Fisher Scientific), hidréxido de sodio
(Merck Millipore). Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico y se utilizaron sin mayor

purificacion.

Preparacion de extractos acuosos de hojas de cacao fino de aroma Theobroma cacao linneu

Las hojas de Theobroma cacao linneu (HThCL), Malvaceae, fueron recolectadas mediante un
muestreo aleatorio simple entre los principales productores/exportadores de la provincia de
Zamora Chinchipe. Las hojas se sometieron a un examen visual para eliminar las partes
deterioradas y posibles impurezas adheridas. Luego se lavaron, desecaron y se pulverizaron para
su posterior analisis. Las condiciones para la preparacién de extractos acuosos a partir de las
HThCL, Malvaceae, se seleccionaron con el software Statgraphics Centurion XVLI.1, a través de
un disefio de cribado de tipo factorial 2K completamente aleatorizado (grados de libertad: 1,85).
Siguiendo el protocolo de preparacién de extractos reportado por Morejon et al. (2018), se vari
la cantidad de masa vegetal, temperatura de reaccion y tiempo de agitacion. Para la preparacién
del extracto, se emple6 una placa de calentamiento Velp Scientific modelo Single-Position
Heating Plate: Round (Usmate Velate, Italia). Se realizaron un total de seis (06) ensayos, de los
cuales se codificaron los extractos obtenidos de E1 a E6 (Tabla 1), segin la variacion de los
parametros previamente mencionados. Luego de la preparacion y previo a ser usados en la

bioreduccidn de iones plata, los extractos se filtraron al vacio y se almacenaron a 4 °C.



Tabla 1.- Condiciones experimentales para la obtencién de los extractos acuosos de HThCL

ENSAYO | EXTRACTO MASA | VOLUMEN | TEMPERATURA | TIEMPO DE
VEGETAL (mL) (°C) AGITACION
9 (min)

1 El 3,0010 60 60 40

2 E2 3,0015 60 30 60

3 E3 2,9995 60 60 60

4 E4 1,5011 60 30 40

5 E5 1,4992 60 60 40

6 E6 1,4990 60 30 60

Evaluacion de actividad y poder antioxidante por voltamperometria ciclica y
voltamperometria de pulso diferencial, respectivamente

La seleccion de los extractos con mayor y menor actividad antioxidante se realiz6 por el ensayo
de generacién in situs del anion radical superéoxido (O2) en un medio electrolitico utilizando

Voltamperometria Ciclica (CV, por sus siglas en inglés) y siguiendo el protocolo propuesto por

Pérez-Cruz et al., (2018) para el calcul6 el indice Al50.

El indice AI50, se define como la concentracion requerida para reducir el pico de corriente
anddica (Ipa) en un 50 %. EI AlI50 se obtiene ubicandose en la mitad de la recta de una gréfica
del pardmetro adimensional [(Ipaw)-Ipacs)) / Ipa o] vs. la concentracion del extracto en la solucion
electrolitica; donde Ipa () es la intensidad de corriente de pico obtenida en el medio electrolitico
(blanco) e Ipas) es la intensidad de corriente de pico obtenida en el medio electrolitico en

presencia de la muestra (extracto).Un menor valor de AI50 corresponde a una mayor actividad
antioxidante del analito en estudio contra el anion radical O, generado electroquimicamente en

el medio (Pisoschi et al., 2015).

Utilizando voltamperometria de pulso diferencial (DPV, por sus siglas en inglés), se calculé de
indice electroquimico (EI, por sus siglas en inglés) de acuerdo con lo reportado por Kinyua
Muthuri et al (2021), parametro que proporciona una medida eficaz del poder antioxidante
(capacidad y/o actividad) de una especie quimica, aplicando la siguiente ecuacion:

Ipal , Ipa2 I
e T o L

El
Epal Epa? Epan

Ec. (1)

Donde Ipa. corresponde a la corriente pico anddica y Ep, al potencial de pico anddico, obtenidos

en el voltamperograma respectivo (Lino et al., 2014).




Para ambos ensayos, se empled un Potenciostato CH Instruments modelo 700D (Tennison Hill
Drive Austin, TX, EE. UU.) y una celda electroquimica, de 20 mL, de un compartimiento y tres
electrodos: carbén vitreo (electrodo de trabajo, 3 mm de diametro), grafito (contraelectrodo) y
Ag/AgCI (KCI, 3M) como electrodo de referencia. Antes de cada medida el electrodo de trabajo
se pulié con polvo de alimina (utilizando consecutivamente tamafios de grano de 1,0 um, 0,3 um

y 0,05 um) y posteriormente se lavd con agua desionizada a 18m Q.

Para los ensayos por CV se utiliz6 como electrolito soporte hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
a una concentracion de 0,05 M en dimetilsulfoxido (DMS). Se obtuvieron voltamperogramas
ciclicos en ausencia y en presencia del extracto a evaluar (extracto sin y con solucién coloidal de
nanoparticulas), en un intervalo de potencial de -0,2 a-1,0V (vs. Ag/AgCl) y velocidad de barrido
de 0,1 V/s. Previo a cada lectura la solucion electrolitica se agité durante 1 minuto.

Para los analisis por DPV se utiliz6 como electrolito soporte buffer acetato, pH=>5, obteniendo
voltamperogramas en un intervalo de potencial de -1,2 a 1,5V (vs. Ag/AgCI). Antes de cada
medida se burbujeo el medio de reaccion por 5 minutos con nitrégeno gaseoso para eliminar

oxigeno disuelto.

Evaluacion de la actividad antioxidante por el método 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo

Para comparar los resultados obtenidos mediante los ensayos electroquimicos, se evalud la
actividad antioxidante de los extractos seleccionados mediante el método tradicional 2,2-Difenil-
1-Picrilhidrazilo (DPPH). Para este procedimiento, se sigui6 el protocolo sugerido por Lino et al.,
(2014) con pequefias modificaciones: la solucién de control estuvo compuesto por una mezcla de
0,5 mL de etanol y 2,5 mL de solucién etanolica de DPPH (0,1 mM), la absorbancia se midi6 a
una longitud de onda de 517 nm en un en el espectrofotémetro UV-Vis de doble haz Cary 60
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) operado con el software Cary WinUV 3.1, con
un valor final de A = 0,6. Todas las muestras se analizaron en una celda de 1 cm de longitud a
temperatura ambiente (~ 25 °C). El etanol, solvente utilizado para preparar todas las soluciones,
se utilizo para ajustar la linea base (A = 0,000). La actividad antioxidante se expres6 como EC50,
que representa la cantidad (L) de solucion de ensayo para cada extracto para producir el 50 % de

decoloracion de DPPH en relacion con el control en blanco. De acuerdo con la siguiente ecuacion:

L, A control— A muestra
% inhibicion = A control x 100 Ec. (2)

Donde A corresponde a la absorbancia. El EC50 se obtiene al ubicarse en la mitad de la recta de
una gréfica de % de inhibicion vs. concentracion de la especie a analizar (mL) (Sridhar & Charles,
2019).



Cuantificacion de contenido fendlico total por el método de Folin-Ciocalteu

Para cuantificar el contenido fendlico total se seleccionaron los extractos con menor y mayor
actividad antioxidante (segln los resultados y los codigos en la Tabla 1, E1y E6, respectivamente)
y las soluciones coloidales de nanoparticulas de plata con menor y mayor capacidad antioxidante
(segun los resultados y los cédigos en la Tabla 2, EN3 y EN7, respectivamente). Se siguié el
protocolo propuesto por Garcia, Fernandez, & Fuentes (2015), con pequefias modificaciones: se
tomaron 20 pL de la muestra y se le afladieron 1580 pL de agua destilada, 100 puL del reactivo de
Folin-Ciocalteu y 300 uL de una solucion de carbonato sodico al 10 %; se dejo reposar la mezcla
por 1 horay se midi6 la absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro UV-Vis de doble haz Cary
60 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) operado con el software Cary WinUV 3.1.
Se utilizé una solucién estandar de &cido galico para preparar la curva de calibracion en un

intervalo de concentracion de 20 a 120 mg L.

Sintesis de nanoparticulas de plata por bioreduccion con extracto acuoso de HThCL

La sintesis de nanoparticulas (AgNPs, por sus siglas en inglés) en solucion acuosa de HThCL, se
realizo utilizando el protocolo propuesto por Pilaquinga et al. (2021), con ligeras modificaciones.
Para el proceso de bioreduccion se seleccionaron los extractos con menor y mayor actividad
antioxidante (segun los resultados y los cédigos y los Tabla 1, los ensayos E1 y ES,
respectivamente). En la Tabla 2 se presentan las condiciones para la sintesis: se utilizaron 20 mL
de solucion AgNOs; 1 mM y 1 mL del extracto acuoso de HThCL; a pH 8 (ajustando con NaOH
1 % (Merck 99,9 %), variando el tiempo y potencia del horno microondas MWI 28BL Indurama

(Cuenca, Ecuador) utilizado para la sintesis.

Tabla 2.- Condiciones experimentales para la sintesis de AgNPs utilizando los extractos de

HThCL con menor y mayor actividad antioxidante

Cédigo del | Suspension Volumen de Volumen de pH Potencia | Tiempo (seg)
extracto coloidal de extracto AgNOs3 del (W) del
de HThCL AgNPs (mL) (mL) medio horno
microonda

EN1 1 20 8 4 60

E1 EN2 1 20 8 4 30

EN3 1 20 8 8 60

EN4 1 20 8 8 30

EN5 1 20 8 4 60

E6 EN6 1 20 8 4 30

EN7 1 20 8 8 60

EN8 1 20 8 8 30




Caracterizacion las nanoparticulas de plata

Para la caracterizacion de las AgNPs por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) se utiliz6
un espectrofotometro de doble haz Cary 60 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.)
operado con el software Cary WinUV 3.1. El rango de longitud de onda utilizado fue de 350 a

800 nm con una resolucion de 1 nm.

Para la caracterizacion de las AgNPs por microscopia electronica de transmision (TEM, por sus
siglas en inglés) se utilizé6 un microscopio Tecnai G20 Spirit, marca Field Electron and lon
Company (FEI) (New York, Estados Unidos). Para calcular el tamafio promedio de las

nanoparticulas, se tomaron 100 mediciones utilizando el software ImageJ.

El analisis por difraccién de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) de las AgNPs se realiz6 en
un difractémetro marca PANalytical modelo EMPYREAN (Nevada, Estados Unidos), operando
en una configuracion 6-20 (geometria Bragg-Brentano) equipado con un tubo de rayos X de cobre
(Ka radiation A = 1.54056 A) a 45 kV y 40 mA. Previo al analisis, la muestra se sec6 a 30 °C en
un portaobjetos, lo que genera una capa fina evitando la degradacion organica. Para obtener el

difractograma final se tomo el promedio de 4 patrones XRD de 5 © a 90 ° (configuracion 20).

RESULTADOS

Evaluacion de la actividad antioxidante por CV de extractos de HThCL obtenidos en los

diferentes ensayos

La actividad antioxidante de los extractos de HThCL obtenidos variando las condiciones de
preparacion, de acuerdo con lo reportado en la Tabla 1, se evalu6 mediante el calculo del
parametro Al50 por CV. Un ejemplo de los voltamogramas para la evaluacion de cada extracto
se presenta en la Figura 1 y el resumen de los resultados obtenidos a partir de gréaficas como la

presentada en la Figura 2 se presentan en la Tabla 3.

De acuerdo con los resultados, Tabla 3, para el extracto E6 se obtuvo el valor de AI50 més bajo,
por ende, es el extracto con mayor actividad antioxidante; mientras que el valor mas alto de Al50
fue para el extracto E1, por lo cual es el de menor actividad antioxidante. EI primer extracto, se
logré utilizando 1,4990 g de muestra vegetal, tiempo de agitacion de 60 min y temperatura 30° C
mientras que el segundo extracto, con 3,0010 g de muestra vegetal, tiempo de agitacion de 40 min

y temperatura 60° C.



Para fines de comparacion, para sintetizar AgNPs mediante biorreduccion fueron los
seleccionados los extractos de HThCL codificados como E1 (menor valor de Al50) y E6 (mayor
valor de AI50).
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Figura 1: Ejemplo de los voltamperogramas obtenidos para la formacion del anion radical O~

sobre la superficie de un electrodo de carbono vitreo, después de aumentar sucesivamente la
concentracion del extracto acuoso E6, volumen de extracto adicionado indicado en el inserto en

la figura, en una solucion de DMS+ BusNPFs 0,05 M a una velocidad de barrido 0,1 V/s
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Figura 2: Gréafica del parametro adimensional (Ip 2% -Ip 25/ 1p 2 %) vs. concentracion de extracto
(mg/mL) en solucidn, obtenida para el extracto acuoso de HThCL de mayor actividad

antioxidante (codificado como E6)
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Tabla 3. indice antioxidante (Al50) de los extractos acuosos de HThCL obtenidos en los

diferentes ensayos

DESVIACION
EXTRACTO AI50 (ppm) ESTANDAR
E1 1,4178 0,0930
E2 1,3941 0,0520
E3 1,3354 0,0892
E4 0,6631 0,1333
E5 0,7015 0,0421
E6 0,6981 0,0519

Evaluacion del poder antioxidante por DPV de extractos de HThCL obtenidos bajo los
diferentes ensayos

La evaluacién del poder antioxidante (capacidad y/o actividad) de los extractos obtenidos, de
acuerdo con las condiciones de preparacion reportadas en la Tabla 1, se llevé a cabo mediante la
obtencion del EI por DPV. Los voltamogramas para la evaluacion de cada extracto se presentan

en la Figura 3y los valores calculados de EI en Tabla 5.

En la Figura 4, se compara los voltamogramas para los extractos de HThCL con mayor (E6) y
menor (E1) actividad antioxidante. El El proporciona una medida eficaz del poder antioxidante
(capacidad y/o actividad) de una especie quimica y suele estar correlacionado con el contenido
de compuestos fenolicos en la muestra analizada. Para el extracto E1 se obtuvo el EI mas alto y
para el E6 el mas bajo (Tabla 4). De acuerdo con este resultado se mantuvo la seleccién de los

extractos E1 y E6 para las sintesis por bioreduccion de AgNps.
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Figura 3: Voltamperogramas de pulso diferencial de los extractos de HThCL en buffer acetato,

pH=5, a una velocidad de barrido 0,1 V/s
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Figura 4: Voltamperograma de pulso diferencial del extracto acuoso de HThCL con mayor
(rojo) y menor (azul) actividad antioxidante en buffer acetato pH=5, a una velocidad de barrido
de 0,1 V/s

Tabla 4.- indice electroquimico (El) de los extractos acuosos de HThCL obtenidos en los

diferentes ensayos

EXTRACTO El DESVIACION
(MA/V) ESTANDAR
E1 0,1256 0,0127
E2 0,0588 0,0015
E3 0,0572 0,0014
E4 0,0528 0,0022
E5 0,0648 0,0032
E6 0,0735 0,0036
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Caracterizacion de AgNPS sintetizadas por bioreduccion utilizando extractos HThCL

Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS
La evaluacién del plasmon de superficie mediante la espectroscopia UV-Vis, de las
nanoparticulas obtenidas variando las condiciones de preparacidn de acuerdo con lo reportado en

la Tabla 3, se presentan en la Figura 5.

La longitud de onda promedio obtenida para las soluciones coloidales de AgNps fue de 410 nm,
valor gque de acuerdo con la estimacion del tamafio de nanoparticula por espectrofotometria UV-
Vis propuesta por Pradeep (2012), sugiere un valor aproximado de 30 a 50 nm con el

recubrimiento organico.

El valor de absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de AgNps presentes en el
medio. Para las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL identificadas en la Tabla 2 como EN3 y
EN7, se obtuvieron los mayores valores de absorbancia, por lo cual fueron seleccionadas para

Ilevar a cabo los anélisis por TEM.

De acuerdo con los valores de Al50, reportados en la Tabla 3, las suspensiones coloidales AgNPs-
HThCL etiquetadas como EN3 se sintetizaron con un extracto de HThCL de menor actividad
antioxidante que el extracto utilizado para obtener las las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL
etiquetadas como EN7. Se resalta que las AgNps EN3 se sintetizaron utilizando extractos de
HThCL con el doble de masa vegetal, temperatura y tiempo de agitacion que los extractos

utilizados para sintetizar las AgNps EN7.

2,5
2 ——BLANCO
EN1
L5 EN2
©
8 EN3
3 1
2 —
o EN4
38
< s ——EN5S
——EN6
0 EN7
300 350 400 450 500 550 600 650 ENS
0,5

Longitud de onda (nm)

Figura 5: Espectros UV-VIS de soluciones coloidales de AgNPs sintetizadas a partir de los
diferentes extractos de HThCL
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Caracterizacion por microscopia electrénica de transmision

Las micrografias TEM de las AgNPs EN3 y EN7, sintetizadas a partir del extracto acuoso HThCL
con menor y mayor capacidad antioxidante, respectivamente, se presentan en la Figura 6 y el
histograma de frecuencias normalizado en la Figura 7. Se obtuvo una mayor aglomeracion de
AgNPs, de mayor tamafio, para aquellas obtenidas con el extracto de menor actividad
antioxidante. El tamafio promedio las AgNPs sintetizadas con el extracto de mayor actividad

antioxidante fue de 10,3 nm + 1,7 nm.

——— 200 nm

(@ (b)

Figura 6: Micrografias TEM de AgNPs: a) EN3 sintetizadas a partir del extracto acuoso
HThCL con menor capacidad antioxidante (E1, Tabla 1) y b) EN7 sintetizadas con extracto

acuoso de con mayor capacidad antioxidante (E6, Tabla 1)
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Figura 7: Histograma de frecuencia de tamafio de AgNPs (EN7, Tabla 2) sintetizadas con
extracto acuoso de HThCL con mayor capacidad antioxidante (E6, Tabla 1)

Caracterizacion por difraccion de rayos x
La evaluacion mediante difraccion de rayos X de la naturaleza cristalina de las AgNps obtenidas
con el extracto de HThCL de mayor actividad antioxidante (etiquetadas en la Tabla 2 como EN7)

se presentan en la Figura 8.
Los datos de XRD de las AgNps sintetizadas, angulos de 26 de 32.8°, 38.0°, 56.5° y 66.4°,

coincidieron con el nimero JCPDS que confirma la estructura de cristalina cubica de las AgNPs

(de acuerdo con la ley de Bragg pico de reflexion a 38°).
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Caracterizacion electroquimica por voltamperometria ciclica y voltamperometria de pulso

diferencial

Para las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL obtenidas a partir de extractos de mayor

actividad antioxidante los valores de AI50 obtenidos son menores, Tabla 5, resultado que

confirma la mayor actividad antioxidante de estos extractos; mientras para aquellas suspensiones

obtenidas con los extractos de menor actividad antioxidante los valores de AI50 son mayores.

Tabla 5.- indice antioxidante (Al50) para las suspensiones coloidales de HThCL-AgNPs,

obtenidas con los extractos de mayor y menor actividad antioxidante

Cadigo del Cadigo de Al50 DESVIACION
extracto la (ppm) ESTANDAR
utilizadoen la | suspensidon
sintesis de las de AgNps
AgNPs
EN1 1,5403 0,0630
El EN2 1,4889 0,0231
EN3 1,4787 0,0285
EN4 1,4956 0,0285
EN5 0,7476 0,0212
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E6

ENG 0,7441 0,0098
EN7 0,7383 0,0085
ENS 0,7461 0,0107

La evaluacion del poder antioxidante de las suspensiones AgNPs-HThCL mediante el célculo del

El por DPV, obtenidas variando las condiciones de preparacion de acuerdo con lo reportado en la

Tabla 3, se presentan en la Figura 9 y Tabla 6.

Para la suspensién coloidal AgNPs-HThCL obtenidas con el extracto de mayor actividad

antioxidante se obtuvieron menores valores de EI; mientras para aquellas obtenidas con los

extractos de menor actividad antioxidante los valores de EIl son menores, Tabla 6.
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Figura 9: Voltamperograma de pulso diferencial de una suspensién coloidal AgNPs-HThCL

con mayor actividad antioxidante sintetizada utilizando extracto de HThCI de menor capacidad

antioxidante (izquierda) y una suspension coloidal AgNPs-HThCL con mayor actividad

antioxidante sintetizada con extracto de mayor actividad antioxidante (derecha), en buffer

acetato pH=5y velocidad de 0,1 V/s

Tabla 6.- El de las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL

AgNPs El DESVIACION
(mA/V) ESTANDAR
EN1 -0,0310 0,0090
EN2 -0,0391 0,0078
EN3 -0,0538 0,0086
EN4 -0,0680 0,0093
EN5 -0,1117 0,0196
EN6 -0,1227 0,0240
EN7 -0,3545 0,0275
EN8 -0,1238 0,0225
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Todas las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL presentaron voltamperogramas caracteristicos
como el que se muestra en la Figura 9, donde se destaca un pico a un potencial aproximadamente
de 0,2022 V, asociado a la oxidacion de AgNPs presente en cada suspension. Particularmente,
para las suspensiones AgNPs-HThCL provenientes de extractos con mayor actividad antioxidante
la corriente a este potencial es mayor, lo que indica una mayor cantidad de AgNPs en dichas

suspensiones.

Cuantificacion del contenido fendlico total por el método de Folin-Ciocalteu en los extractos
HThCL y las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL con mayor y menor capacidad

antioxidante

Se utiliz6 el método de Folin Ciocalteu para evaluar el contenido fendlico total de los extractos
de HThCL vy las suspensiones AgNPs-HThCL con menor y mayor actividad antioxidante
seleccionados de acuerdo con los resultados obtenidos por las técnicas electroquimicas. La curva
de calibracién de &cido galico se presenta en la Figura 10 y los resultados, comparando con los
valores de El, en la Tabla 7. De acuerdo con los resultados, los valores de contenido fendlico total
concuerdan perfectamente con los valores de EI obtenidos para cada uno de los extractos
mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7.- Concentracion de acido galico en los extractos de HThCL y en las suspensiones

coloidales AgNPs-HThCL con mayor y menor capacidad antioxidante

Muestra Concentracion de Desviacion El
acido galico Estandar
(mg/L)
E6 44,0370 1,2183 0,0735
El 107,8889 1,6630 0,1256
EN7 34,5556 1,1037 -0,3545
EN3 39,0000 1,5818 -0,0538
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Figura 10: Curva de calibracion de &cido gélico. A =765 nm

20 40

Concentracion de acido galico (mg/L)

60

80

100 120

140

y =0,0009x + 0,004

R?=0,9993

Evaluacion de actividad antioxidante por el método DPPH de los extractos de HThCL y las

suspensiones coloidales AgNPs-HThCL con mayor y menor actividad antioxidante

Se utiliz6 el método de DPPH para contrastar los resultados obtenidos por los métodos

electroquimicos, utilizando los extractos de HThCL y las suspensiones coloidales AgNPs-HThCL

con mayor y menor actividad antioxidante. Los resultados se presentan en la Tabla 8.

Comparando las Tablas 3 y 8, se observa que los valores de EC50 y AI50 presentan una

correlacion directamente proporcional; mientras que los valores de que los valores de EC50 y El,

Tabla 7 y 8, presentan una correlacion inversa.

Tabla 8.- EC50 obtenidos para los extractos de HThCL y las suspensiones coloidales AgNPs-

HThCL con menor y mayor capacidad antioxidante

Muestra
El E6 EN3 EN7
EC50 Des. EC50 Des. EC50 Des. EC50 Des.
(uL) Estandar (uL) Estandar (uL) Estandar (uL) Estandar
60 0,3 20 0,3 30 0,4 13 0,5
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DISCUSION

Evaluacioén de la actividad antioxidante por voltamperometria ciclica

A partir del grafico del pardmetro [(Ipap)-Ipacs)) / Ipa )] vs. [extracto en solucion] (Figura 2), se

obtuvo el indice antioxidante AI50, el cual es inversamente proporcional a la actividad
antioxidante del extracto frente al anién radical O, generado electroquimicamente en la solucién

electrolitica. Los resultados presentados en la Tabla 3, indican que el extracto de HThCL
codificado como E6 fue el de menor valor de Al50 (0,6981+0,0519 ppm) y el E1 con el valor méas
alto (1,4178+0,0930 ppm), los cuales serian los extractos con la mayor y menor actividad
antioxidante, respectivamente. Estos resultados sugieren que a mayor cantidad de masa vegetal
de HThCL y mayor temperatura utilizada para la sintesis menor fue actividad antioxidante del

extracto obtenido, resultados que coinciden con aquellos reportados por Pilaquinga (2021).

El extracto con menor actividad antioxidante, en el cual se utiliz6 mayor masa vegetal, promovié
menor disminucién en la corriente de oxidacion del voltamograma (Figura 1), lo que se asocia a
la mayor cantidad de electrones que podrian aportar los azucares reductores de los extractos de
HThCLs en relacion al extracto con mayor actividad antioxidante, lo que resulta en un aumento
del radical superdxido en solucién, para mantener el sistema en equilibrio, reflejado en el aumento
de corriente de reduccion en el ciclo voltamperométrico (Climent & Feliu, 2018). Los azucares
reductores, polisacaridos, lignina y celulosa son extraidos al saturar la solucién con el extracto
vegetal, proceso favorecido por el aumento de la temperatura del medio de reaccion, puesto que
se alcanza la energia suficiente para romper los enlaces de los compuestos precursores (Rosales-
Castro et al., 2016). Por lo anterior, un aumento de masa vegetal y temperatura en la preparacion
de los extractos acuosos de HThCL contrarrestaria la actividad antioxidante aportada por los

fenoles y flavonoides.

En la Tabla 5, se observa que las suspensiones coloidales HThCL-AgNPs obtenidas a partir de
los extractos de mayor y menor actividad antioxidante (E6 y E1, respectivamente), resultaron con
mayor y menor actividad antioxidante, respectivamente; resultado que confirma los reportados en
la Tabla 3 a partir de los cuales se seleccionaron las condiciones experimentales consideradas

Optimas para la sintesis de las AgNPs respectivas a partir de cada extracto.
Cuando se compararan los valores de Al50 reportados en la Tabla 3, para los extractos de HThCL,

con los reportados en la Tabla 5, para las suspensiones HThCL-AgNPs, estos fueron mayores

para los primeros; resultado que se asocia a la disminucion de la cantidad de compuestos
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antioxidantes en las suspensiones coloidales producto de la reaccion de bioreduccion con los iones

plata para formar AgNPs (Rivera-Rangel et al., 2018).

Evaluacion del poder antioxidante por voltamperometria de pulso diferencial

De acuerdo con la literatura Gtod et al. (2014) las sefiales a menores potenciales de oxidacion en
los voltamperogramas en la Figura 3 se pueden asociar a compuestos con mayor capacidad de
donacion de electrones, y las sefiales de corriente mayores indican mayor concentracion de estas
especies presentes en solucidn. En la Tabla 9 se resume el nimero de sefiales, valores de potencial
anodico (Epa) y densidad de corriente (j) obtenidos en los voltamogramas para los extractos
acuosos de HThCL con menor y mayor actividad antioxidante seleccionados de acuerdo con los
valores calculados de AI50. Los resultados indican que no existe diferencia sustancial entre los
valores de los Epa y j entre los diferentes extractos, lo que sugiere la presencia de especies muy
parecidas quimicamente en los extractos e igual cantidad de ellas. Sin embargo, en la Tabla 4
destaca el extracto E1(menor actividad antioxidante) por su mayor valor de El (0,1256+0,0127
mA/V) y el E6 (mayor capacidad antioxidante) por el valor mas bajo (0,0735+0,0036 mA/V).
Comparando los resultados reportados en las Tablas 3 y 8, se observa que los valores de Al50 y
EC50 presentan una correlacion directa, para aquellos extractos con menor valor de AI50 (Tabla
3), ¥ por ende mayor actividad antioxidante, se obtuvo igualmente un valor de EC50 menor (Tabla
8). Mientras que, los valores de EC50y EI, Tabla 7 y 8, presentan una correlacién inversa; cuanto
menor es la cantidad requerida para convertir el radical DPPH en su forma reducida (Tabla 8),
mayor seré la actividad antioxidante. Por otro lado, cuanto mayor sea el valor de EI mayor sera

el contenido de antioxidantes, asi como su poder reductor inherente en la muestra relacionada.

El valor de El del extracto E1 es menor que el del E6, mientras que la Ipa no varia apreciablemente
entre ambos extractos. Considerando que “actividad antioxidante” se refiere a la velocidad de
reaccion entre el compuesto antioxidante y la especie oxidable, mientras que la “capacidad
antioxidante” se refiere a la cantidad (en moles) de radicales recuperados por mol de antioxidante
(es decir, el factor estequiométrico), podemos concluir que el extracto E1 tiene mayor capacidad

antioxidante que el extracto E6; sin embargo, ambos poseen actividad antioxidante similar.
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Tabla 9.- Valores de densidad de corriente y potencial de pico (Epa) anddico de HThCL con

menor y mayor capacidad antioxidante

Sefial en el EXTRACTO
votamograma El E6
de la Figura 4 Epa (V) j (A/Imm?) Epa (V) j (AImm?)
(E(V) vs. j
(A/mm?))
1 -0,3761 1,768x107 -0,4070 2,6597x107
2 0,0268 2,603x10°7 0,0611 3,8820x107
3 0,1578 3,383x107 0,2851 4,3545x107
4 0,3400 3,216x107 0,5054 3,1873x107
5 0,5778 2,855x1077 0,7051 3,7150x107
6 0,9015 5,800x1077 0,9978 5,4113x107
7 1,4387 1,286x10° 1,5044 1,3219x10°

Cuanto se comparan los voltamogramas obtenidos para los diferentes extractos de HThCL, Figura
3y la Figura 4, con los correspondientes a las suspensiones coloidales HThCL-AgNPs (Figura
9), se observa la desaparicion, casi en su totalidad, de todas las sefiales asociadas a las especies
antioxidantes identificadas y ahora se aprecia solo un pico muy pronunciado ubicado a 0,1989V
(vs. Ag/AgCl). Este pico totalmente simétrico se asocia a la oxidacion de las nanoparticulas de
plata presentes en la supresion HThCL-AgNPs, lo cual corrobora la presencia de este material
nanoparticulado en este medio (Gtod et al., 2014). Por otro lado, el valor de densidad de corriente
para este pico es mayor para suspensién HThCL-AgNPs obtenida del extracto E3, lo cual indica
una mayor cantidad de material nanoparticulado obtenido en la biosintesis; resultado que

concuerda con los obtenidos por TEM.

Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS de las AgNPs

Para las suspensiones HThCL-AgNPs etiquetadas como EN3 y EN7 se tienen las sefiales de
méaxima absorbancia a una longitud de onda 413,99 nm y nm 409,98 nm, respectivamente (Figura
5). Ambas suspensiones fueron obtenidas utilizando 1 mL de extracto vegetal, 20 mL de AgNOs,
pH=8 potencia de 800W y tiempo de 60s, donde la diferencia entre ellas es la actividad
antioxidante del extracto vegetal utilizado para obtenerlas; la suspensién EN3 se obtuvo utilizan
el extracto E1 con menor actividad antioxidante y EN7 utilizando el extracto E6 con mayor

actividad antioxidante.
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Las nanoparticulas de plata tienen tendencia a agregarse y formar particulas a granel, debido a la
atraccion de las fuerzas Van der Waals entre ellas, por ende, la suspension HThCL-AgNPs
etiquetada como EN3 al formar un conglomerado (Figura 6) genera una mayor absorcién, puesto
gue permite un menor paso de luz en comparacion a la suspension HThCL-AgNPs etiquetada
como EN7.

Cuando un medio liquido mueve una particula dispersa, la mayoria de las veces se forma una capa
eléctrica dipolar en su superficie, por lo cual puede presentarse diferencias entre los tamarfios de
particula esperados y los obtenidos por esta técnica (Portilla-Arias et al., 2010). De acuerdo con
el resultado por UV-Vis, la estimacion del tamafio de nanoparticula, tomando en cuenta el
recubrimiento organico que la acompafia (Pradeep, 2012), tienen un valor aproximado de 30 a 50

nm.

Caracterizacion por microscopia electrénica de transmision de las AgNPs

De acuerdo a la micrografia (Figura 6) y el histograma (Figura 7) de las AgNPs obtenidas en la
suspension EN7 y sintetizadas con el extracto acuoso de HThCL de mayor actividad antioxidante,
E6, el tamafio real aproximado de las AgNPs fue de 10,3 £ 1,7 nm con una morfologia cuasi-
esférica que destacan por su dispersion, mientras que las AgNPs obtenidas en la suspension EN3
sintetizadas con el extracto acuoso de HThCL de menor actividad antioxidante, E1, formaron un
conglomerado de AgNPs agregadas (Figura 6), que no permitié medir el tamafio estimado de las
mismas, ademas de reducir la resonancia de plasmaén superficial y la gran seccién eficaz que

mantienen las nanoparticulas.

Caracterizacion por difraccién de rayos x de las AgNPs

En el difractograma de las AgNPs sintetizadas con el extracto de HThCL de mayor actividad
antioxidante, Figura 8, se muestran los picos a angulos de 26 32.8 °, 38.0 °, 56.5 ° y 66.4 °
correspondientes a los planos de reflexién de una red cibica de 6xido de plata, (111), (002), (122)
y (220), referenciada por ICDD 98-028-1041 (Pilaquinga et al., 2021). No hubo evidencia de otros
componentes, como el cloruro de plata, como posibles competidores para la reaccion quimica.
Este resultado indica que la reaccion esta sujeta a la exclusiva bioreduccion a nanocristales AgNPs

por el extracto acuoso de HThCL por la sintesis.
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Cuantificacion del contenido fendlico total por el método de Folin-Ciocalteu en los extractos
de HThCL y suspensiones coloidales AgNPs-HThCL con mayor y menor actividad

antioxidante

Se utiliz6 el método Folin Ciocalteu para evaluar el contenido fendélico, mediante una curva de
calibracion fue de &cido gélico (Figura 10), donde a partir de la misma se pudo cuantificar el

contenido fendlico total en los extractos de HThCL y las suspensiones HThCL-AgNPs (Tabla 7).

El extracto E1, de menor actividad antioxidante de acuerdo con su valor AI50, result6 ser el
extracto con mayor contenido fenélico (107,89+1,66 mg L™). En la sintesis de este extracto se
utilizé la mayor cantidad de masa vegetal (Tabla 1), por lo que los ensayos por Folin Ciocalteu,
al ser sensibles a la luz, pueden valorar a los compuestos opacos (como por ejemplo taninos)
presentes en la solucién que no necesariamente contribuyen a la actividad antioxidante del
extracto evaluado en el ensayo. Por otro lado, el concepto de EI establece que
electroquimicamente el contenido total de polifenoles en una muestra se obtiene por oxidacion no
selectiva de todos los polifenoles, pero se pueden estimar la identidad y poder antioxidante, de
acuerdo al potencial de oxidacion, de las diferentes fracciones que conformen al conglomerado
de especies antioxidantes presentes en la muestra (Escarpa, 2012). El contenido fendlico total
(Tabla 7), se correlacion6 perfectamente con los valores de El obtenidos para cada uno de los
extractos mostrados en las Tablas 4 y 6; para los extractos con mayor contenido fendlico el El es
mayor. Para las suspensiones coloidales HThCL-AgNPs EN3y EN7, se obtuvieron valores del
contenido fendlico muy similares: 39,00+1,58 y 34,56+1,10 mg L, respectivamente. La
disminucién de la concentracion del contenido fendlico de estas suspensiones en comparacion a
la de los extractos de los que provienen, E1 y E6, respectivamente, se asocia al consumo de
material en la reduccion de iones plata a AgNPs; encontrandose que en estas suspensiones aln

hay presencia de compuestos antioxidantes que reaccionan con el reactivo de Folin Ciocalteu.

Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH de los extractos de HThCL y
las suspensiones HThCL-AgNPs con mayor y menor actividad antioxidante

El método DPPH es una técnica espectrofotométrica tradicional que se utiliza para estimar la
actividad antioxidante (Prior et al., 2005). En la a Tabla 8 se presenta los EC50 para los extractos
El y E6 y las suspensiones HThCL-AgNPs EN3 y EN7. De acuerdo con estos resultados y
considerando que la "actividad antioxidante" se refiere a la velocidad de reaccién entre los
antioxidantes y las especies oxidables y la "capacidad antioxidante™ a la cantidad (en moles) de
radicales recuperados por mol de antioxidante (es decir, el factor estequiométrico), podemos
concluir que el extracto de HThCL E6 posee la mayor actividad antioxidante y por ende es el

mejor precursor de AgNPs. Este extracto fue obtenido con el menor contenido de masa vegetal,
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menor temperatura y menor tiempo de agitacion. A partir de este extracto se sintetizaron AgNPs

con las mejores caracteristicas, segun los resultados obtenidos por TEM y XRD.

CONCLUSION

En este estudio, se obtuvieron AgNPs de tamafio 10,3 + 1,7 nm utilizando extracto de hoja acuosa
de Theobroma cacao linneu por la ruta de sintesis verde. La reduccion de los iones plata se asocid
con la presencia de antioxidantes en el extracto de hojas de esta planta. Los valores de la actividad
antioxidante de los extractos analizados por CV, Folin-Ciocalteu y DPPH disminuyeron en
relacién con la suspension coloidal de AgNPs provenientes del extracto respectivo, lo que podria
ser una medida indirecta de la capacidad de compuestos antioxidantes para reaccionar con los
compuestos reductores presentes. La metodologia electroquimica aplicada en este trabajo redujo
considerablemente la cantidad de muestras para los andlisis posteriores, por lo que se sugiere
mantenerla en los futuros andlisis de sintesis de AgNPS con extractos vegetales con los cuales no
se haya trabajado.
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