RESEARCH Revista Mexicana dédica65 (2019) 95-105 JANUARY-FEBRUARY 2019

Absorbancia y reflectancia de hojas dé-icus
contaminadas con nanopariculas de plata

L. Pena*?, V. Rentefa®*, C. Velasque?, M.L. Ojede, y E. Barrer&
%Departamento de Ciencias Naturales y Exactas,
Universidad de Guadalajara-Centro Universitario de los Valles, Ameca, Jalisco, 46600¢d/]
* Departamento de Ciencias Naturales y Exactas Centro Universitario de los Valles, Universidad de Guadalajara
Carretera Guadalajara-Ameca Km. 45.5, 46600, Ameca, Jalisé@xidd.
Phone: +523757580500
e-mail: victor.renteria@profesores.valles.udg.mx
bCentro Universitario de Ciencias Bidgicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara,
Camino Ing. Rardn Padilla @inchez No. 2100. Poblado de la Venta del Astillero, Nextipac, Zapopan, 8aictVl
“Departamento de Ingeniir de Procesos e Hidwlica, Universidad Audinoma Metropolitana-lztapalapa,
Ciudad de Mxico, 09340, Mxico.

Received 17 April 2018; accepted 28 September 2018

En este trabajo se informa la prepatacide nanopaitulas de plata esficas dispersadas en agua con distribuaie taméo bimodal
(diametro promedio de 1.8 y 44 nm), las cuales son depositadas sobre la superficie de Figjas lsenjamingor el nétodo de inmeréin.

El efecto de las nanopéctilas en la absorbancia y la reflectancia en la superficie adaxial de las hojas es investigado con respecto a las hojas
sin contaminar, en la regn de 200 a 2000 nm. La absorbancia de la hoja contaminada disoremula regbn del UV, donde predominan
absorciones degptidos, quininas y flavonoides. La absorbancia relacionada con pigmentos fdtosinfue pacticamente constante en

la regbn del visible & 700 nm). En la regdbn de 730 a 780 nm aparece un pdgué@cremento en la absotri optica relacionada con

la aparicon de un color pardo en la hoja estresada. Para longitudes de onda del infrarrojo cercano, las abéptitiaseebido a agua
(méaximos en 970, 1194, 1458 y 1940) se incrementaron, sugiriendo un proceso de ibfilttaesta mokcula en la estructura interna de la

hoja. Por otra parte, las hojas reflejan muy poca luz en lémedV-Vis debido a que sus pigmentos absorben luz en esi@rddna ébil
disminucbn de la reflectancia en el verde (554 nm) proviene de oxadade polifenoles. El d& causado a las hojas por el éstmducido,

se confirnd por una disminuéin evidente de la reflectancia para longitudes de onda entre 730 y 820 nm. Mientras que la reflectancia en el
intervalo de 840 a 1070 nm alcanxalores tan altos como 96 % en la hoja contaminada. La baja reflectancia observada én lderégdioo

a 2000 nm se relaci@ncon la absoréin de radiadn por agua. Adicionalmente, se muestraalan la superficie de hojas contaminadas y

con ceficit hidrico utilizando espectrosc@pinfrarroja. Respecto a la morfol@gde las nanopddulas de plata, se obséngue tienden a

formar agregados sobre la superficie adaxial de la hofales La metodologa propuesta poé explicar ©mo el material nanoparticulado
existente en el entorno atmésico o terrestre, es depositado sobre las hojas de las plantas e inferir los efectossdeoestanopaidulas

en los procesos de la transpir@aej el balanceérmico y la fotontesis.

DescriptoresPropiedadespticas; hojas d€icus material nanoparticulado; estados agregados.

In this document, it is reported the preparation of spherical silver nanoparticles dispersed in water with bimodal size distribution (average
diameter of 1.8 and 44 nm), which are deposited on the surfaB&o$ benjamindeaves by the immersion method. The effect of nano-
particles on absorbance and reflectance on the adaxial surface of the leaves is investigated with regards to the leaves without contaminatiol
in the region from 200 to 2000 nm. The absorbance of the contaminated leaf decreased with respect to the absorbance of the control lea
in the UV region, where absorptions of peptides, quinines and flavonoids predominate. The absorbance related to photosynthetic pigment:
was practically constant in the visible regioa (00 nm). In the region from 730 to 780 nm, a small increase in optical absorption appears
related to a weak browning of the stressed leaf. For near-infrared wavelengths, optical absorptions due to water (maximum at 970, 1194,
1458 and 1940) were increased, suggesting an infiltration process of this molecule in the internal structure of the leaf. On the other hand, the
leaves reflect very little light in the UV-Vis region because their pigments absorb light in this region. A weak decrease in reflectance in green
(554 nm) comes from polyphenols oxidation. The damage caused to the leaves by the induced stress was confirmed by an evident decrea:
of the reflectance for wavelengths in the near-infrared between 730 and 820 nm. While in the range from 840 to 1070 nm, the reflectance
reached values as high as 96 % in the contaminated leaf. The low reflectance observed in the region from 1190 to 2000 nm was related witf
the absorption of radiation by water. Additionally, damage on the surface of contaminated leaves and with water deficit was showed by using
infrared spectroscopy. Regarding the morphology of the silver nanoparticles, it was observed that these tend to form aggregates on the adaxi:
surface of thé=icusleaf. The proposed methodology could explain how the nanoparticulate material existing in the atmospheric or terrestrial
environment, is deposited on the leaves of the plants and could infer the effects of nanoparticles-stress on the transpiration processes, therm
balance and photosynthesis.
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1. Introduccion res a este intervalo de tafim podfan pasar y acceder a la
membrana plaséatica [5]. Las alteraciones en los procesos
Investigaciones recientes han revelado la existencia de nanfisiol6gicos de las hojas provocados por nandpalds, de-
parfculas en varios sitios urbanos, entornosaicos, terres- penden de varios factores, tales como la morfizlggel ta-
tres y atmogfricos, producidas por combusti de fuentes maio de la paitula, el estado de aglomeréaniy suarea
estacionarias y Bviles, as como las provenientes de origen superficial.
natural [1, 2]. Tamkén, las nanopdxulas empleadas en pro- En los Gltimos dios, el estudio de las caradtticas
ductos de consumo generalizado se incorporan a los diversb®logicas, gimicas y fsicas de hojas de las plantas ha si-
entornos ambientales, donde su destino y comportamiento fifo de gran relevancia para la toma de decisiones. En lo que
nal son en gran parte desconocidos [3]. En consecuencia, taspecta a la absorbancia y reflectancia de las hojas, se rela-
presencia de material nanoparticulago00 nm en dame-  cionan con la cantidad de agua, los pigmentos fotesaus,
tro) en el medio ambiente, ha generado preocipegor los  la composiadn de la cucula, la estructura interna de la hoja,
efectos adversos que pueden tener en los ecosistemas y eratacomo la extengin del ddéio causado a las plantas someti-
salud del ser humano [1]. Particularmente, la elimiobade  das a esés [8]. Por consiguiente, llevando a cabo ualan
contaminantes del aire es muyidif en comparadin con la  sis e interpretadin de las propiedadespticas de hojas de
descontaminadn de los alimentos, el suelo y el agua. La ve-las plantas contaminadas con material particulado, séaodr
getacobn con su follaje puede usarse como un filtrodg  conocer su estado fistmjico. Por ejemplo, la detedsi es-
co de elementos traza, parlas gruesas, finas y ultrafinas, pectral de daos a plantas bajo eé por contaminath del
provenientes del suelo y del aire contaminado. No obstantaijre, los cuales se manifiestan por una pigmeatade color
cuando las paitulas son depositadas en las hojas de las plarpardo de las hojas y necrosis, pueden ser estimados como un
tas pueden cambiar sus propiedadipticas, provocando una aumento en la absofni 6ptica en la redin de 780 a 900 nm
alteracon importante en las velocidades de la transpiraci  [9-10].
el balanceé&rmico y el proceso fotosiatico [3-5]. Tambén, Las caractédsticas de las hojas determinan sus propieda-
se ha demostrado que cuando fgattas ultrafinas son aplica- desopticas, ya que tienen superficies irregulares y espacios
das en las hojas de las plantas, pueden ser absorbidaés traintercelulares ocupados con aire, esparcidos entrelaks
de la apertura de los estomas, un punto de entrada de materigllenas de citoplasma con paredes de celulasaguas [11-
nanoparticulado poco conocido [6]. 12]. En general, las hojas verdes de las plantas reflejan muy
Algunas paiiculas pueden ser absorbidas por las hojagoca luz en la re@in visible (400-700 nm), debido a que sus
a traves de sus estomas, aunque la mayde ellas se con- pigmentos absorben luz en este intervalo de longitud de on-
servan en la superficie. El proceso de filttmcde paiiculas  da. La luz azul (490 nm) y roja (660 nm) es de fundamen-
dependen del tricoma (pelos de la hoja), ldauia (formada  tal importancia para llevar a cabo el proceso de fotesis,
por cutina y cera)area foliar espéfica y densidad de esto- mientras que la luz verde no es absorbida, proporcionando
mas [2]. En particular, la cidula tiene un papel termorregu- el color caractédstico de las hojas frescas [11]. La absorci
lador en la interactin de las plantas con el ambiente y lasOptica en la regin UV (210-350 nm) es debido a la presencia
protege contra rayos UV. Tandi, reduce lagrdida de agua de poliggptidos, quininas y flavonoides [13]. En el intervalo
y difusion de gases, atd como una eficaz barreiigita pro- de 800 a 1100 nm, la reflectancia puede alcanzar valores tan
tectora de polvo y provee soporte rae@o [7]. La cuicu-  altos como 96 % [12]. La alta reflectancia en el IRaest-
la es una membrana permeable, tanto a compuestos polatesionada con la reflectancia difusa de celulosa (1075 nm) y
como no polares y su composiai qlimica comprendéci-  bandas de agua (1273 nm). La presencia de agua en las ho-
dos grasos hidroxilados de cadena media y glicerol. La cuas tiene impacto en varios procesos de transferencia radia-
tina es el principal componente de laicula constituyendo tiva, puesto que el agua es uno de los mejores absorbedores
del 40 al 80% en peso y cuyo grosorfeade 1 a 1Qum o de radiaddn solar en hojas de plantas [14]. Es claro que la
mas [7]. Las ceras cuticulares reducen la permeabilidad deresencia de material nanoparticulado en la superficie de las
agua y regulan la capacidad de la superficie para la transpiriojas o incorporado en los tejidos, afeétatos paametros
cion, adenas de que reflejan luz evitando el recalentamientobioglimicos y las propiedadéspticas.
Las ceras consisten de una mezcla compleja de compuestos Por otra parte, es muy cam utilizar diferentes combina-
alifaticos de cadenas lineales con una variedad de grupos fuciones de bandas de reflectancimdices de vegetan, co-
cionales sustituidos. Tan@mn se han identificadesteres, al- mo indicadores de e&is de hojas de las plantas. Lioglices
coholes, aldeidos, cetonasicidos grasos de cadena larga eneséin basados en conocimientos érigos sobre variaciones
ceras epicuticularesacidos grasos de cadena corta en ceraslel espectro de reflectancia con el contenido de componentes
intercuticulares [7]. Entre las ceras se han identificado algubioguimicos de las hojas [11]. Uimdice muy utilizado por su
nos metabolitos secundarios como flavonoides, pdisdas fuerte dependencia con el contenido de clorofila egmaté
(celulosa y pectina) y algunos paiptidos [7]. Por otra par- rojo (red edge), que corresponde a la longitud de onga
te, las propiedades de filtrado de pewtas ultrafinas, e&h  en la que se produce un cambio brusco en la reflectancia de
determinadas por el @metro de poro de la pared celular quela hoja entre el imimo en el rojo (asociado a clorofila) y el
varia de 5 a 20 nm. Por consiguiente, solo maltas meno- maximo en el infrarrojo cercano (asociado a la estructura in-
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terna de la hoja). La alta absadoi de clorofila en laregn  obtenidas por microsc@electbnica de transmiéin con un

del rojo ocasiona que la penetragide la luz en estas longitu- equipo JEOL 2100F, operando a 200 KV.

des de onda en la hoja sea muy baja y el fuerte esparcimiento Para el estudio de las propiedadgsicas se selecciona-
originado en su estructura interna causa alta reflectancia entan hojas verdes de la espe€ieus benjaminalas cuales se
region del infrarrojo cercano. Entre ambas regiones espectrdavaron varias veces con agua destilada y se secaron con pa-
les existe un punto de infleéxi, que en la primera derivada pel absorbente. El grosor de las hojas seleccionadas fue muy
de la reflectancia con respecto a la longitud de ofllAdA uniforme del orden de 0.30 a 0.35 mm. Luego de registrar
aparece como un &ximo Aeq. En otro ejemplo, eindice de  los espectros de absorbancia y reflectancia de las hojas con-
reflectancia fotogumico (PRI, por sus siglas en irigg photo-  trol (sin contaminar) en su cara adaxial, se sumergieron en
chemical reflectance index) compara la reflectancia relativia solucbn acuosa de nanopetlas de plata por 18 horas,

en la regbn del azul (zona de absobei de clorofilay carote- sin agitacbn y protegidas de la luz. Posteriormente, las ho-
noides) con la reflectancia del rojo (absércde clorofila so-  jas fueron secadas a temperatura ambiente e inmediatamen-
lamente) y se define como PRI =fR—R570)/(R531+R570), te despés, se midieron de nuevo sus propiedatjgicas en
donde R3; Y Rs57¢ se refieren a los valores de la reflectanciala misma superficie adaxial. Adicionalmente, se sumergieron
en 531 y 570 nm, respectivamente. Eistdice esta relacio- hojas de Ficus en la soldmi coloidal por 18 h y posterior-
nado con la propordin carotenoide/clorofila y por lo tanto, mente se secaron a 36 por 24 horas para investigar oscure-
con la eficiencia del proceso fotositito y la remodn del  cimiento termoqimico. Las propiedaddspticas de las hojas
exceso de enemgradiante en forma de calor [11]. Otfiosli-  fueron evaluadas por medio de un espectfattro UV-Vis-

ces para estimar antocianinas, carotenoides, y oscurecimientiR Shimadzu UV-3600 equipado con una esfera de integra-
(browning) en hojas han sido informados en la literatura [10cion. Para ajustar el 100 % de reflectancia se otsizifato de

11]. bario como referencia. Con la finalidad de observar la mor-

Pocos estudios han sido llevados a cabo en @aal  fologia y distribucon de taméo de las nanopddulas sobre
efecto de partulas de plata depositadas sobre hojas de lak superficie adaxial de las hojas, fueron obtenidagiemes
plantas [15-16]. Se ha informado de sitios de permeabilidade microscofa electbnica de barrido con un microscopio
selectiva de la citula a iones y sales precursoras de metaleJEOL 7800 F. Tami@n, se estimd el espectro infrarrojo de
de plata en presencia de agentes humectantes y luz. Al relsejas por espectromérinfrarroja con transformada de Fou-
pecto, se demosirpor microscofa de campo brillante, que rier (FTIR), utilizando un equipo Varian 660 con accesorio
las partculas de plata son depositadas preferencialmente eae reflectancia total atenuada (ATR).
salientes cuticulares yetulas protectoras que rodean a los
estomas. Ms plata se acumalen presencia de luz que en la . .
oscuridad y taml@n se incremebtel Mimero de precipita- 3. Resultadosy Discugin
dos en salientes cuticulares, estomas y paredes anticlinalegy
cuando se utilia el agente humectante Tween-20 [15].

El proposito de esta investigaw es estudiar el efecto de La absorddn dptica de nanopdrulas de plata dispersas en
nanopaificulas de plata en las propiedades de absorbanciaagua, red@n preparadas y en fuidci del tiempo de faeja-
reflectancia de hojas décus benjaminan su cara adaxial e miento, se muestra en la Fig. 1a. El espedptico de la
inferir dafos en la superficie de la hoja y su estructura internamuestra reén preparada es ligeramente asiritco, con an-

Sntesis y caracterizacbn de las nanopartulas

bajo condiciones de exceso éfitit de agua. cho de banda a media altura de 67 nm, tinimo en 369 nm
y posicibn del pico localizado en 388 nm. Las caraisicas
2. Procedimiento Experimental del espectrdptico son ipicas de una resonancia plaam

ca dipolar, provenientes de nanopeutas de plata de forma
Las partculas de plata coloidal fueron obtenidas por reduceskrica con amplia distribuon de taméo [17]. El poten-
cion gumica de 0.016 mmol de AgNQOcon 0.03 mmol de cial ¢ fue cercano a 28 mV y predice una relativa estabilidad
borohidruro de sodio, disueltos en 100 ml de agua desionizale la soluddn coloidal. De hecho, el especibptico de esta
da. La concentradn molar de la soluéin con nanopaitulas  solucibn exhibd solamente un ligero incremento en su inten-
de plata fue de 0.16 mM. La soléei coloidal presegtun  sidad y un desplazamiento al rojo (en 400 nm), désple 2
color amarillo en pocos minutos y fuBejada por 24 horas a horas de ejamiento a temperatura ambiente {23. El in-
temperatura ambiente, sin agieiy protegida de la luz. En cremento en la absorbancia y desplazamiento al roj@cas
este periodo, fueron registrados ligeros cambios colerim Mo la forma asirétrica del espectro sugieren un incremento
cos con un espectrofametro UV-Vis Cary 300, para inferir en el taméo de paiicula y presencia de estados de agrega-
la estabilidad morfdigica de las nanopéculas. El dametro  cion, respectivamente [17]. La forma del espectro fue muy
hidrodiramico y la distribudn del tam#o de paficula fue  similar para 24 h defeejamiento (Fig. 1a). Por consiguien-
determinado por dispei®i de luz difamica con un equipo te, ya no ocurren cambios morfgjicos importantes de las
Malvern Instruments y la medida del potenajalue deter- nanopaiiculas en la fase acuosa en el intervalo de 2 y hasta
minado con el mismo equipo. La estimagide la morfologa 24 h de diejamiento. Segn el ardlisis de disperéin de luz
de las nanopaitulas de plata dispersas en fase acuosa fuerofiinamica se encorttruna distribudn bimodal en el tanie
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FIGURA 1. Espectros de absofri de nanopaitulas de plata preparadas en agua en imdel tiempo def@&ejamiento (a). Distribuéin de
tamdio de las nanopddulas de plata para 24 h déeggamiento (b).

TABLA |. Asignaciones de los principalesaximos de absoron
de compuestos en hojas de plantas.

A(nm) Asignacon Referencia
210 Feptidos [13]
250 Quininas [13]
260-270 Flavonoides [19]
280 Residuos de prdieas [13]
350-380 Flavonoides [19]
400-500 Carotenoides [11]
430, 490, 676 Clorofila a [20]
460, 643 Clorofila b [18]
970, 1194, 1458, 1940 Agua [18]
1702, 1780, 1910, 1964 Almich [18]
1220, 1480, 1930 Celulosa [18]
, principales longitudes de onda asociadaséimos de ab-
FIGURA 2.Microscopa electbnica de transmiéin de nanopaitu- sorcbn. de diverso; compuestos de la hojg se han registrado
las de plata. en la Fig. 3y las asignaciones correspondientes se enlistan en

la Tabla I. En la regin del ultravioleta (200-380 nm) las ab-
de las paitulas con valor promedio de 1.8 y 44 nm, respec_sorcion,es’)pticas corr_esponden &ptidos, quininas, residuos_
tivamente (Fig. 1b). de proténasy flavon0|de_s [13,19].. En particular, los flavonoi-
En la Fig. 2, se muestra una imagen de micro&zefec- d_es son compuestos t'aircog no nitrogenados, cuyas absor-
tronica de tran’smi'sh de las nanopadulas preparadas en ciones se encuentran en el mtervalo de 260-2_70’nmy350-380
agua para 24 h defi@jamiento. En la imagen se observan™: du€ protegen a Ia§ planta_s_demlapor radiadin UV-A
nanopaficulas individuales eéficas y cuasi-eéficas, con y UV.'B [10]. En la regon del visible, I"’.l luz fuertemente gb-
diametro desde 7 y hasta 30 nni esmo agregados de gran sorb|d§ en el azul (49.(,) r_lm) yen el rojo (676 nm) se atribuye
tamdio, en acuerdo con el alisis de distribu@n del taméo alos pigmentos f.OtOS'Bt',C(.JS’ mientras que |a luz yerde que
de partcula efectuado por dispesi de luz diamica. no es absorbldat|epe urimimo en 554 nm. Otros pigmentos
como los carotenoides (xantofilas y carotenos) absorben luz
en la regdn del azul (400-500 nm) al igual que la clorofila.
3.2. Propiedadesopticas de las hojas antes del proceso Su funcbn es evitar el d@ a las plantas por flujos excesi-
de inmersion vos de radiadin visible y aderas permiten el atrapamiento
de luz [10]. La hoja no contiene compuestos que absorban
Las propiedadespticas de las hojas dependen principalmen{fuertemente en la regin de 700-1300 [18]. Las absorciones
te de la concentragn de clorofila y otros compuestos bio- localizadas en 970, 1194, 1458 y 1940 nm son sobretonos de
guimicos, contenido de agua y estructura de la hoja [18]. Lagbsorciones fundamentales de agua [18]. Ya que los pigmen-
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FIGURA 3. Absorbancia de una hoja décusen su superficie adaxial para las regiones de 200 a 2000 nm (a) y de 200 a 740 nm (b).
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FIGURA 4. Reflectancia de una hoja de Ficus en su superficie adaxial para las regiones de 200 a 2000 nm (a) y de 400-1200 nm (b).

tos fotosinéticos y el agua absorben luz fuertemente en la La reflectancia en el intervalo de 200 a 470 nm es muy

region visible e infrarrojo respectivamente, estos compuesbaja (< 10 %), debido a que la cidula y la epidermis de la

tos determinan en gran parte el espectro de absorbancia bBoja son casi transparentes en este intervalo de longitud de

la regbn de 400-2000 nm. En general, el 70% de la radiaonda (Fig. 4a). Similarmente, predomina la baja reflectancia

cion solar incidente absorbida por las plantas es convertiden la regbn de la absoréin de pigmentos fotosiaticos. El

en calor y usada para mantener la temperatura adecuada derlaximo de reflectancia en la régi del visible localizado en

planta y para transpiram [18]. 554 nm, est asociado con el color observado en la hoja. La
Por otra parte, la reflectancia de una hoja de Ficus se haeflectancia aumenta bruscamente a partir de 684 nm (4%

registrado en la Fig. 4a para el intervalo de 200 a 2000 nnde reflectancia) alcanzando una reflectand@aima de 99 %

Los minimos de reflectancia corresponden a I@ximos de  en 1078 nm (&bil absorbancia de la radiéci solar en esta

absorcbn. Algunas absorciones para pigmentos fotésint region), para luego disminuir a longitudes de ondasnar-

cos (490, 676 nm), celulosa (1220 y 1930) y agua (970, 1194as (Fig. 4a). Espéicamente, en el intervalo de 700-1300

y 1458 nm) se han registrado en esta Figura. Tamdas nm donde la absoroh es muy baja, la magnitud de la reflec-

principales longitudes de onda para estiriratices de re- tancia esta gobernada por discontinuidades estructurales en-

flectancia se han registrado en la Figura 4b. Estdies se  contradas en la hoja [21]. En este caso, las diferencias en el

pueden obtener de forma inmediata sin destruir la muestraindice refractivo de los componentes de la hoja contribuyen a

proporcionan informadin de variaciones de clorofila, caro- maltiples reflexiones. Por consiguiente, cambios inducidos o

tenoides, agua y otros compuestos. A partir de estos datos sausados de forma natural que disminuyan las discontinuida-

puede inferir sobre la eficiencia del proceso fotadinb yla  des en elndice de refracéin causa una alteraéin de la re-

disipacbn de ener@ radiante en forma de calor [11,21]. flectancia [18]. La alta reflectancia-®0 %) en el IR et re-
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FIGURA 5. Espectro de Absorbancia en la regide 200 a 2000 nm (a) y espectro FTIR en ladegie 1575-1670 cit (b) para una
hoja deFicusen elarea adaxial, antes (....) y de§suy—) de sumergirla en la soléaci acuosa de nanopanilas de plata. Espectro UV-Vis
de la soluddn coloidal despés de la inmersin de la hoja de Ficus por 18 h (—) y espectro de agua para comfaraci). Espectro de
absorbancia antes (...) y de§su—) de oscurecimiento termdquico de la hoja (d).

lacionada con la estructura interna (celulosa) de la hoja y cola solucbn coloidal podia extraer fragmentos de praias y

el contenido de agua. En particular, loaximos de reflectan- los metabolitos mencionados, debido a la solubilidad de es-

cia debido a agua se identifican a longitudes de onda mayoréss compuestos en agua. Uradisis FTIR de las bandas de

a 1230 nm [18]. La reflectancia es miiil para estimar las absorcdn en la reghn de 1670-1575 cm' donde predomi-

propiedades de la superficie de la hoja, identifi@agicuan- nan aminas, amidas y ar@aticos [22-28], mostr que estas

tificacion de algunos compuestos y conocer caréstieas de  absorciones se atenuaron y se desplazaron a baja frecuencia

la estructura interna de la hoja [18]. desps de la inmersin (Fig. 5b). Las absorciones en 1654,

1648, corresponden a vibraciones de fiexC=N en grupos

amino [22] y vibraciones de fle@h asingtrica C=0 en ami-

das [23], respectivamente. Mientras que las absorciones en

1635, 1627 y 1608 cm' corresponden a ardticos princi-

Las hojas deFicus se sumergieron en la solaci coloidal pa_lmente_ 'for_mados por compuestosffninns (flavongides,
acidos ciamicos y derivados) provenientes de laicuia

conteniendo nanop&culas de plata, originalmente de ta-
mafio promedio de 1.8 y 44 nm. La finalidad de esta meto—[25]' Las bandas en 1654, 1648, 1635, 1627 y 1608 cm

. . . disminuyeron y se desplazaron a 1652, 1644, 1633, 1621 y
doloda es atrapar nanopatilas de plata sobre las hojas de 1 . . ;
Ficus e investigar las propiedadgsticas en su cara adaxial. 1602 e, rg;pectl\{amente. El desplazamlgnto, s€ rglamo-
En la Fig. 5a, podemos observar que la abgoréptica de na con reactividad dmica del grupo carbonilo provenien-
la hoja di.smi’nug'a en la reghn del UV. En esta regn las te de aminas, amidas y flavonoides [13, 26]. Por ejemplo, el
absorciones sorigicas de gptidos quininas y flavonoides grupo de polifenole; _(donde IO§ fIavonoideées’hclgido;)
extrddas en hojas d€icus en med,io acuoso a pHcido o pueden oxidarse or|g|nanQO quinonas [28] cuya abeovlen
basico [13]. En nuestro caso, la inménside las hojas en el espectro FTIR se localiza en 1642 Th29]. Tambén,

3.3. Propiedadespticas de las hojas despes del proce-
so de inmerson
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residuos de amiraxidos y @ptidos tienden a ligarse con me- a)
tales [13]. La banda de absabnilocalizada en 1617 cm 100 iR
corresponde a agua [30-31]. La atendadile las bandas de ]
absorobn indica una disminubn de compuestos ard@ticos

046 —4;,

~
o
PELL —

) 2
y residuos de proteas solubles. 33 :
Adicionalmente, en la Fig. 5¢c se muestra el espectro de g - 3
absorbancia de la fastjida despés de impregnar la hoja *E 50 '::% ' e
con la soluddn coloidal por 18 h. En este caso, la absorban- & o o R
. (v . . . . [T} B l : ©
cia exhibd un hombro localizado en 275 nm asociado princi- o e

vl
P
g3

nm), los cuales pueden combinarse con prate (ndximo de

palmente a flavonoides @wimo de absoréin entre 260-270 25 8
absorcdn en 280 nm) mediante puente de bigkeno. La ex- N | 3

traccbn de compuestos de hojas de las plantas por infittnaci 0 ‘
en agua caliente o disolventes anicos es un procedimien- 200 650 1100 1550 2000
to contin informado en la literatura [20, 26-27]. En nuestro Longitud de onda (nm)

caso, la temperatura ambiental promedio del experimento fue 10 7 b)

de 32°C, por lo que est condicon favorecd la extracabn.
Sin embargo, para una menor temperatura ambiente el proce
so de extracéin de compuestos no fue posible de identificar
para 18 h de inmersn.

En la regbn del visible, relacionada con la absartide
los pigmentos fotosigticos, no se observaron cambios en la
absorbancia o en la longitud de onda deélximo de absor-
cion localizado en 676 nm (Fig. 5a). En el intervalo de 730 a
780 nm aparece uréthil aumento de la abso#ri, que sugie-
re un incipiente cambio de coloraci de la hoja producido
por la presencia de las nanoparias de plata (Fig. 5d). El

Reflectancia %
[8)]

efectobptico fue muy notable cuando la misma hoja sé&sec 0 ' ' v
temperatura ambiente por 12 h. En este intervalo de tiempo. 200 290 380 470
la temperatura ambiente tuvo un valoaximo de hasta 3T Longitud de onda (nm)

y €s de esperarse que las ho!as Comlencen a per.der agua PoL o a 6. Reflectancia de una hoja @i&cusen su superficie ada-
efecto def IQ temperatura..Bajo esta; circunstancias, las pror, para las regiones de 200-2000 nm (a) y de 200-470 nm (b),
piedadedpticas de las hojas contaminadas fueron afectadagyies (...) y desras (— ) de sumergirla en la soléei acuosa de
notablemente, resaltando el incremento de abSo®@ptica  nanopaiculas de plata.
en el intervalo de 730-780 nm. Este efecto ha sido relacio-
nado con oscurecimiento termdguco que conduce a unin- en la hoja control (Fig. 6b). La hoja contaminada refleja me-
cremento de la reflectancia en el visible cuando el contenidaor cantidad de radiai UV a consecuencia de layglida de
de humedad disminuye [32, 33]. Una serie de medidas admaterial soluble (residuos de protas y flavonoides, princi-
cionales UV-Vis-NIR y FTIR, se efectuaron para investigarpalmente), procedente de la membrana cuticular. En conse-
este efecto en hojas contaminadas tratadas a una temperatgt@ncia, la protecon UV y el papel termorregulador de la
constante de 3% por varias horas (ver Sec. 3.5). cuticula son alterados. Similarmente, se ha informado de una
La absorddn Optica en el infrarrojo para bandas de aguadisminucbn de la reflectancia en la régi de 270-480 nm
(970, 1194, 1458, 1940 nm) se increm@rgspecto a la hoja en hojas sumergidas en cloroformo, debidcadfa de ce-
control (Fig. 5a), confirmando que el agua fue infiltrada en eta epicuticular [34]. El raximo de reflectancia localizado en
tejido vegetal. La absor@n de radiadin por agua en la hoja 554 nm, tamkén disminup un poco con la presencia de las
es el efecto rds importante en la disminuei de la reflectan- nanopaiitulas (Fig. 6a). Al respecto, se ha informado que los
cia difusa en la re@in del cercano infrarrojo [18]. Tan#m, el  espectros de reflectancia de las plantas presentan este tipo de
incremento en el contenido de agua infiltrada en las hojas ncambios durante el proceso de pigmeréagarda del tejido
solamente aumenta la absdnmcide bandas de agua, sino quey necrosis, debido a acumuléaaoide productos provenientes
tambin causa aumento de absofgi en otras regiones del de la oxidaddn de polifenoles [10]. Como ya se comaan-
espectro [18], por ejemplo en 1910 y 1930 nm para abmid tes, el espectro FTIR en la régide 1650-1500 cm' propor-
y celulosa, respectivamente. ciond evidencia de la identifica@n de este proceso de oxida-
En ttrminos generales, la reflectancia dismimpgra casi  cion en hojas inmersas en la sofuticoloidal por 18 h. No
todas las longitudes de onda con respecto a la hoja sin contabstante, muchos compuestos@keos pueden encontrarse
minar (Fig. 6a). Por ejemplo, en el intervalo de 200 a 470 nmen el citoplasma, en las vacuolas, en las paredes celulares o
la reflectancia en la cara adaxial fue ligeramente menor qudispersos en los tejidos ealalas especializadas [35]. Por tal
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razon, la sensibilidad para identificar procesos de oxiutaci
por espectroscdp FTIR en la estructura interna, adimita-
da a que la profundidad de penetfatde la reflectancia total
atenuada en hojas va de QuB1 a 4000 crm! hasta 0.7:m

a 700 cnt! [36], es decir, el haz incidente penetra una corta
distancia en la hojay los procesos que ocurren en la subsupe
ficie no son identificados claramente. Mientras quédaica
de reflectancia difusa ha sido reconocida por muchios de
ser capaz de identificar procedsm#icos en la subsuperficie,
incluyendo oscurecimiento oxidativo [10,33].

El dafio causado a la hoja por el egtrinducido fue ras
evidente en el espectro de reflectancia en el intervalo de 73(
a 820 nm, el cual se identifica por una dimiraurcide la re-
flectancia de hasta el 5% (a 780 nm) respecto al valor de Ig b B 0
reflectancia de la hoja control (Fig. 6a). La baja reflectancia — S0 I 7S00% SIEIIont
de la hoja en la regn del IR comparado con la hoja control, S ——
esh asociada a que la infiltrazi de agua llena los huecos 10 1 b)
de aire y las discontinuidades delice refractivo son dis-
minuidas [11,18,32]. Consecuentemente, disminuye la refle-
xién interna en interfaces dentro del tejido de la hoja [18]. En
condiciones normales de radiaciincidente, una hoja pue-
de obtener calor a trés de convecon, si la temperatura de
la hoja es ras baja que la del aire, manteniendo un proceso
de transpiradin 6ptimo. Para una hoja conteniendo exceso I

Intensidad (%)
(&)]

de agua se requegimayor enefig para el proceso de trans-

piracion, pero si la superficie de la hoja @stontaminada y U ‘
33 91 255 712

Tamano de particula (nm)

en particular los estomas, la eficacia del procesoipaghr
afectada.

FIGURA 7. Imagen de microscda electbnica de barrido de na-

3.4. Morfologia de las nanopartculas en la superficie de  nopartculas de plata depositadas en una hojéides en su cara
las hojas adaxial (a). Distribu@n del taméo de las nanopddulas de plata

en agua desp@s de la inmersin de las hojas deicuspor 18 h (b).
En la Fig. 7a, se muestra una imagen de microscefec-
tronica de barrido de las partilas de plata depositadas sobrehomogenea y puede contener numerosos intersticios en di-
la hoja deFicusen su lado adaxial. En la imagen se observarferentes proporciones, frecuentemente llenados con material
muchos agregados de gran tdiod> 1 xm) y parfculas de  granular grueso y dégitos de minerales de silicio [39]. Los
forma esérica con dametros de~200 nm. Probablemente, intersticios pueden estar interconectados y son burdos en la
las propiedades fisicogmicas de la membrana cuticular, ta- cara adaxial. Entonces, el proceso de agrégeiciicia debi-
les como la masa, solubilidad, compoéitigumica e inters-  do a que una peqiia paricula de plata sin protedm de su
ticios favorecen estados agregados. Una expbicede ©mo  superficie (como en nuestro caso), puede aeilrhente ab-
ocurre este proceso se presenta a contibmaSe ha infor-  sorbida sobre una p&tila mas grande (plata o mineral de
mado que la masa por unidad@®a de la membrana cuticu- silicio) previamente atrapada en los intersticios o en la ce-
lar en una hoja d€icuses de 458:g/cn?, y de esta masa el ra cuticular, causando un proceso continuo de crecimiento y
75 % (343ug/cn?) es insoluble para la cara adaxial [37]. El aglomeraddn de paiiculas. Es especialmente interesante in-
material insoluble es principalmente cutina, la cugdesins- formar que los estados aglomerados deipalds, tami&n
tituida deéacidos grasos saturados, predominantemente en fgueden ser promovidos por el material soluble de l&aut
longitud de cadenafgy C;s, portando grupos -OH y épi- la. La aseverabn se prueba indirectamente con base a que
do en la mitad de la cadena o en el extremo opuesto. Ya quel tamdio de la nanopaitulas dispersas en la sol@niacuo-
la cadena es apolar y es muchaswmrande que el grupo polar sa, se incremeatnotablemente desps de 18 horas de estar
proveniente del hidroxilo o €xido, las moéculas de cadena en contacto con la hoja décus (Fig. 7b). Adicionalmente,
larga no se disuelveratilmente en agua. Consecuentemen-el ancho de banda de la resonancia plasice aumerit 38
te, las nanopaitulas de plata di€ilmente podian distribuir-  nm con respecto a la resonancia original (67 nm) y se des-
se homo@neamente sobre la éctila, no obstante, algunas plaz al rojo 5 nm. El resultado confirma que los compuestos
parfculas podian quedar atrapadas en la cera cuticular, tabxtrados de las hojas déicuspromueven un incremento del
y como se ha informado para otros metales depositados eéamdio de la nanopaitula en faseifuida. El ensanchamien-
hojas de plantas [38]. Por otra parte, la matriz cuticular no et y desplazamiento al rojo fue muy notable para solu-

Rev. Mex. Fis65(2019) 95-105



ABSORBANCIA Y REFLECTANCIA DE HOJAS DEFICUS CONTAMINADAS CON NANOPARTICULAS DE PLATA 103

B8 g a)
= 151 °T s 5
< = || |1
S : :
< @ o i
] = : 1910 —:
S T 1 1 2 :
= c t &
S | =
@ K i l
g 2| e
a i 8 05 3
= s © = .o
2 8 3 il
T T T 1 l l
600 1450 2300 3150 4000 0 e T w
Numero de onda (cm) 200 650 1100 1550 2000
. Longitud de onda (nm)
FIGURA 8. Espectro FTIR en la regh de 600-4000 cm' de una 970 b)
hoja deFicusimpregnada con nanopatilas a) y posteriormente 100 - . I B
secada a 3% por 24 h b). La flecha indica la evolédri espec- e e
trosdpica correspondiente. l
. . : . . X 75 4 =
ciones coloidales mantenidas en contacto con la hoja varios ©
dias, mientras que el espectiptico de la soludn coloidal § _
de plata original, no sufdicambios en el mismo periodo. S 50 - i3
Se deduce que las hojas de las plantas en presencia d% o
agua poseen un mecanismo eficiente de aglonteralg na- (14 o 2
nopartculas en su superficie, evitando de estamaneraquepa 25 - g 3 =
sen a estructuras internas del tejido vegetal. En diferentes tra l I : I
bajos se ha informado que las pawmlas médlicas ultrafinas i AN R
emitidas por fuentes industriales ynmiles, presentan estados 0 - ‘ ‘ ’ ‘
200 650 1100 1550 2000

aglomerados en la superficie de hojas de plantas [38,40-41]. .
Longitud de onda (nm)

3.5. Oscurecimiento termogqumico FIGURA 9. Absorbancia (a) y Reflectancia (b) en la @gte 200—

. . .2000 nm para una hoja décusen elarea adaxial, impregnada con
En la Fig. 8 se ha graficado el espectro FTIR de una hO]:’fla solucbn coloidal (...) y desps de secarla a 36 por 24 h (—).

de Ficusimpregnada con nanopailas antes y desps de
secar por 24 h a 33C. Se observa una dismindai de la
absorbancia de muchos grupos funcionales asociados a cofila (210-676 nm), @éscomo la absorbancia en la régidel
puestos orgnicos de naturaleza compleja, que indicafiada infrarrojo (1106-2000 nm) donde predomina agua, dismi-
a la superficie de la hoja. Por ejemplo, se puede observar lauyd respecto a la hoja impregnada (Fig. 9a). Este efecto
disminucbn de la banda ancha localizada en 3365 tpa-  confirma la degradadi de proténas y compuestos ardti-
ra la hoja seca, relacionada al modo de vitbadie ten$in  cos inducida por efecto de la temperatura, la cual se relaciona
del grupo -OH que comprende alcoholes, agua y flavonoieon erdida de agua. Tamd, puede distinguirse la apafioi
des [27,42]. Taml@n se observa la diminui de aliiticos  de una fuerte absofmn 6ptica en la redin de 714 a 1106 nm
que se encuentran en varias ceras de las plantas y se carpara la hoja contaminada y calentada por 24 h (Fig. 9a). Pa-
teriza por vibraciones de tesi de metileno localizado en ra hojas de tabaco que sufren oscurecimiento eftitm o
2917 y 2846 cm' [25,36], flexibn en 1462 cm!, adends  termoqumico exhiben un incremento de la absorcoptica
de las vibraciones de balanceo en 719¢1{86]. Las absor-  en la regbn de 500-1380 nm [33]. Con respecto al espectro
ciones en 1730y 1157 cm esén asociadas a vibraciones de de reflectancia, tamén se observaron varios cambios impor-
tensbn C=0 en aldhelos alifaticos [36] y a vibraciones de tantes (Fig. 9b). La tendencia general en lagedlV-Vis
tensbn C-H, C-C en anillos aroéticos [27,36], respectiva- es un incremento en la reflectancia. Por ejemplo, la reflec-
mente. Otras absorciones predominantes que disminuyereancia en 676 nm para la hoja seca fue mayor que en la ho-
fueron observadas en 1612, 1244 y 1105 ¢mlebido a agua  ja impregnada y sin secar, sugiriendo una dismibnien la
[30], aminas aroraticas [43] y vibraciones C=S [22]. concentradn de clorofila. Tami&n, ha sido informado que

En la Fig. 9 se muestran las propiedadpticas en el in- cuando la concentram de pigmentos fotosiaticos dismi-
tervalo de 200-2000 nm correspondientes a la hoja contamiruye el espectro de reflectancia se ensancha [44] y ocurren
nada antes y desps de secado. La absorbancia en latregi desplazamientos al azul debiximo de reflectancia déhhite
UV-Vis debido a protinas, flavonoides, carotenoides y cloro- rojo [45]. De hecho, eliinite rojo \req, S€ desplazde 715 nm
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en la hoja antes de secar a 703 nm para la hoja calentada 24do, comprometen la transpiréai, incrementan la temperatu-

El aralisis delindice PRI pas de un valor de 0.068 para la ra de la hoja y alteran el proceso fotosiinto.

hoja impregnada con nanoparticulas a 0.023 para la misma

hoja calentada por 24 h. Ya_que es’ue“ce esh re!auona- 4. Conclusiones

do con la propordn carotenoide/clorofila, se sugiere que la

concentradn de carotenoide taném disminuye. Dado que Egp este trabajo, se informa que laicuta de la hoja d€icus

la funcion de los carotenoides es la de evitdiama las hojas benjamina favorece la agregam de nanopaitulas en su

por flujos excesivos de radid@ci visible, su disminuén alte- superficie, evitando de esta manera queigalds de tanfio

ra el balanceérmico y compromete la eficiencia del procesonanongtrico (menor al tanf# del dametro de poro de la pa-

fotosingtico. Adicionalmente, se puede afirmar que dlala ,gg celular), se incorporen a la membrana patica. La alta

causado a los pigmentos de la hoja secada y contaminada R@¥sorchn de radiadin de las hojas dEicusen la cara ada-

nanopaiiculas compromete un proceso eficaz de disgaci yja| disminuye en la regin UV despés de sumergirlas en la

de calor. solucibn coloidal, sugiriendo perdida de material soluble pro-
Por otra parte, ya que la radiani es difundida y espar- veniente de la citula (flavonoides y residuos de pritas,

cida a traes de la cutula y epidermis, hacia laglulas del  principalmente). El estudio de FTIR de las hojas antes y des-

mefilo y cavidades de aire en el interior de una hoja sanapués de la inmersin, proporciod evidencia de la extradm

la radiacon sufre nliltiples reflexiones que causan alta reflec-de diversas especiesiqucas presentes en la hoja, que mo-

tancia en el intervalo de 800-1200 nm. Sin embargo, la refleddifican sensiblemente sus propiedadesicas. Compuestos

tancia de la hoja calentada y contaminada dismbnligsta  alifaticos, aroraticos y residuos de pradtes, explican la in-

34% a 810 nm con respecto a la hoja contaminada sin cderaccon peculiar entre nanoparticulas sedimentadas en las

lentar (Fig. 9b). El resultado sugiere una altebacén la in-  hojas deFicus benjaminay la estructura cuticular analizada

terfase pared celular-aire causada por la sébhucobloidal de  en este estudio. La actual metoddlgmpleada en este tra-

parfculas metlicas. Elindice de oscurecimiento (browning bajo, permite vislumbrar del potencial contaminante de las

index) definido como Bl = (1/Ry-R700)/Rsoo pa® de 0.55 zona urbanas, y que las plantas son las primeras especies vi-

para la hoja contaminada y sin tratamientontico a 0.93 vientes en intentar mitigar, a trés de diferentes procesos de

despi@s del secado, indicando que el proceso de oscuredidtracion. El mecanismo de proteéei por agregabin de ma-

miento se incremeft de manera similar al proceso de os-terial nanoparticulado en la superficie de las hojas, ewin-

curecimiento informado para una fruta envejecida por varioprometido por éficit de agua y pude ser una explidatide

meses [46]. los notorios d&os de las especie vegetales, ante eéestm-

Resumiendo los resultados de las hojas contaminadas cigntal por paitulas medlicas.
nanopalficulas y sometidas a un tratamienéwnico, se de-
duce que la falta de agua provoca degradfade compuestos Agradecimientos
aromaticos, déo en la superficie de la hoja, oscurecimiento
termogumico y alteradbn de su estructura interna. En conse-Los autores agradecen a la Dra. Miriam Tostado Plascencia
cuencia, se predice que en hojas deddmoles contaminadas por las medidas de dispebsi de luz didamica efectuados en
con partculas metlicas ultrafinas y sometidas éfetit hidri- el laboratorio del Centro Universitario de los Valles.
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