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1 INTRODUCCION

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga del estudio, andlisis, formacion y estructuracion de
materiales a nivel molecular o supramolecular en el rango de 1-100 nm, generando asi sistemas
con propiedades o funciones innovadoras debido a su diminuto tamafio (Ramirez Diaz & Ramirez
Solis, 2006).

Durante las ultimas décadas se han llevado a cabo importantes investigaciones en nanotecnologia
centradas en distintas aplicaciones en areas como: electrénica, mecanica, ciencias ambientales,
guimica, biomédicas, la ciencia de las plantas, entre otras. Por ejemplo; en el campo de la
agricultura, existen muchas investigaciones que demuestran su potencial para mejorar los sistemas
alimentarios a través de diferentes enfoques que mejoran el desarrollo de nuevos productos (Kole,
Kumar, & Mariya, 2016).

En general, las nanoparticulas metalicas se pueden obtener por métodos quimicos y fisicos. Sin
embargo, el uso de agentes quimicos en el proceso de sintesis no puede pasar desapercibido. Por lo
tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos procesos ecoldgicos para la obtencion de éstas. Los
métodos biolégicos han dado paso a la “sintesis verde” de nanoparticulas que han demostrado ser
mejores debido a que permite controlar su crecimiento, forma, estabilizacién y carga eléctrica. La
obtencion de nanoparticulas metdlicas por el método de sintesis verde involucra organismos marinos,
bacterias, hongos y plantas (Sood & Sethi Chopra, 2017).

Las plantas y sus derivados tales como los extractos vegetales son una mezcla compleja de compuestos
guimicos con variadas concentraciones y combinaciones de agentes organicos que cuentan con
capacidad de reducir iones metélicos en un medio acuoso. Este hecho se conoce desde principios del
siglo XX, pero en los ultimos afios ha adquirido una gran importancia por lo que se han desarrollado
metodologias para la sintesis de nanoparticulas metdlicas con diversas aplicaciones. Las nanoparticulas
de los metales nobles como la plata (AgNP’s) son un tépico de atencién para diversas aplicaciones
biol6gicas, ademas de que poseen propiedades Unicas tales como la relacion superficie/volumen,
absorcion de energia en el rango del espectro UV-Vis y su superficie de contacto las hacen que sean
muy utiles en la vida humana.

Como contribucidn a la investigacion del area de Fitoquimica; en el presente proyecto se plante6 como
proposito utilizar el extracto acuoso de las hojas de una planta medicinal perteneciente a la Medicina
Tradicional Mexicana, conocida popularmente como “marrubio” para la obtencién de nanoparticulas de
plata, con el fin de contribuir al desarrollo de metodologias experimentales repetibles con un enfoque
verde.



2 MARCO TEORICO
2.1. MEDICINA TRADICIONAL

La medicina tradicional ha desempefiado un papel importante en el tratamiento de diversas patologias,
fundamentalmente en los paises en desarrollo. ElI 80 % de la poblacion mundial acude a este tipo de
medicina para satisfacer las necesidades primarias de la salud. Si bien, con la llegada de los farmacos
sintéticos, los productos de origen vegetal pasaron a segundo plano, no obstante, en las Ultimas décadas
han vuelto a alcanzar una presencia cada vez mayor. El retorno a lo natural ha promovido una
investigacion mas intensa sobre las drogas de origen vegetal, por presentar un menor numero de efectos
secundarios comparado con los farmacos sintéticos (Prieto Gonzalez, Garrido Garrido, Gonzalez
Lavaut, & Molina Torres, 2004).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010), define a la Medicina Tradicional como la suma de
todos los conocimientos y practicas, explicables o no, usados en el diagndstico, prevencion y eliminacion
del desequilibrio fisico, mental o social y basados exclusivamente en la observacion y experiencia,
transmitidos de generacion en generacién oralmente o por escrito. Cada cultura del mundo, con base a
sus recursos naturales y costumbres ha desarrollado una serie de practicas encaminadas al
restablecimiento de la salud. México no se quedé atras de este desarrollo y orgullosamente poseemos
lo que se conoce como Medicina Tradicional Mexicana en donde la herbolaria es una practica
fundamental.

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos terapéuticos en zonas
rurales donde los servicios de atencion médica son escasos. En el pais existe una gran diversidad de
especies vegetales de origen tropical, de las cuales cinco mil plantas son usadas como medicinales, y
gue dada la diversidad vegetal podrian llegar a ser hasta 20 mil. A pesar de la riqueza y variedad de la
flora medicinal, el porcentaje de especies que poseen estudios fitoquimicos y farmacol6gicos es muy
escaso.

En nuestro pais el 99 % de las plantas medicinales, crecen de manera silvestre, algunas son anuales,
otras perennes, por lo que es necesario crear un programa de propagacion a nivel nacional para proveer
de materia prima vegetal en cantidades suficientes segun la demanda y evitar con ello el exterminio de
especies nativas y silvestres, garantizando asi la calidad de los recursos medicinales. El control de
calidad de los recursos vegetales utilizados como medicinales, debe aplicarse desde su cultivo, colecta,
transporte, almacenamiento y venta al publico, asi como también es necesario establecer una
metodologia para el registro de plantas que son introducidas al mercado, donde se incluyen
principalmente su identificacion botanica para asegurar, que es la especie medicinal correcta,
concentracion y dosificacion de los compuestos con actividad biolégica (Torres, Tapia, & Aguilar,
2005).

Dentro de la herbolaria mexicana se encuentran las plantas que se muestran en la tabla 1 y que se
seleccionaron como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNP’s), en este
proyecto de tesis, de las que se eligié el marrubio.



Tabla 1 Plantas estudiadas para la sintesis de nanoparticulas de plata

Nombre Nombre Sinonimia Eamilia Metabolitos Usos
cientifico comun popular identificados medicinales.
Malva del Apigenina, Bronquitis,
Marrubium N luteolina, bilis,
vuloare L marrubio marrF:Jt;io Lamiaceae acido padecimientos
9 ' blanco clorogénico, respiratorios y
verbascésidos  estomacales
Tagetona,
Tagetes Anisillo, tagetina, Padecimientos
uci d% Cav pericén hierba anis 'y Asteraceae kaempferol, estomacales y
' periquillo pectina y gripales
guercetina
Hierba santa, ﬁﬁigg{;ﬁg& Trastornos
Tanacetum Santa Maria manzanilla Asteraceae tanecetina’ menstruales,
parthenium L. grande y a-metil- _y padecimientos
mastranzo Y estomacales
lactona
. Padecimientos
Cumarinas,
Ruta quercetina estomacales,
ruda Roda, ruta Rutaceae : ' tosy
graveolens L. rutina y
trastornos
kaempferol
menstruales
Mucilagos,
. acido cafeico, .
Salvia . . . Padecimientos
L chia Chan Lamiaceae quercetina 'y
hispanica L. L estomacales
acido
clorogénico

2.1.1. MARRUBIUM VULGARE L. (MARRUBIO)

El género Marrubium cuenta con treinta especies diferentes, Marrubium vulgare L. es el nombre cientifico
de la planta conocida popularmente como “marrubio”, perteneciente a la familia Lamiaceae. Planta nativa
de las regiones templadas de Europa, norte de Africa y Asia. La composicion quimica de la planta esta
constituida por diterpenos, flavonoides y una serie de ésteres de fenilpropanoides. La lactona diterpenica
marrubina esta considerada como marcador quimiotaxonémico a quien también se le atribuyen las
propiedades biolégicas. Entre los flavonoides se encuentran la apigenina y luteolina (y derivados),
presentes en la familia Lamiaceae.

El marrubio es una planta anual que mide entre 30 a 90 cm de altura, sus hojas son opuestas de color
verde, ovaladas, rugosas y con presencia de tricomas, con flores blancas y pequefas concentraciones
glomerulares en la union entre la hoja y tallo, la flor tiene forma tubulosa, ademas cuenta con tallos
cuadrados (caracteristica de las plantas labiadas) cubiertos con abundante vello de color blanco. En la
figura 1 se muestra una imagen del ejemplar, asi como, su taxonomia (tabla 2).



Tabla 2 Clasificacion botanica de marrubio

Reino Plantae

Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Lamioideae
Tribu Marrubieae
Género Marrubium

Especie Marrubium vulgare L.
Nombre comun marrubio

Figura 1 Fotografia de un ejemplar de marrubio

De acuerdo con Boudjelal y cols. (2012), el extracto acuoso de las hojas de marrubio contiene quince
metabolitos secundarios del grupo de los polifenoles como &cido clorogénico y verbascésido (figura 2).
Por otro lado, los tallos y las flores jovenes se utilizas para el tratamiento de la bronquitis (aguda o
crénica), tos, asma, como expectorante y antiespasmédica; en general para problemas respiratorios.
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Figura 2 Estructura quimica de los polifenoles presentes en el extracto de las hojas de marrubio. Obtenido de Boudjelal y
cols, (2012)



2.2. METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

Los compuestos fendlicos y los polifenoles son metabolitos secundarios formados a partir de la ruta del
Shikimico, que directamente proporciona fenilpropanoides o por la via de aceto-malonato que conduce
a los policétidos, como algunos fenoles simples; ambos cumplen con una amplia gama de funciones
fisiologicas en las plantas (Lattanzio, 2013). Los flavonoides son metabolitos de biosintesis mixta (ruta
de Shikimico y acetato-malonato) con una estructura quimica basada en un esqueleto Ce-Cs-Cs. Se
diferencian en el grado de oxidacion del anillo “C”, en la colocacion del anillo aromatico “B” en las
posiciones C2 o C3 del anillo C, y en los patrones de hidroxilacion globales (figura 3). Los flavonoides
se pueden modificar por hidroxilacién, metoxilacion u O-Glicosilacion de los grupos hidroxilos (Stobiecki
& Kachlicki, 2006). Los flavonoides presentan actividad antioxidante y se les ha atribuido una gran
diversidad de efectos terapéuticos como, cardiotonicos, antiinflamatorios, antimicrobiales, entre otros
(Martinez Flérez, Gonzélez Gallego, Culebras, & Tufién, 2002).

En cuanto a sus caracteristicas estructurales y el grado de oxidacion que presenta en el anillo “B” y “C”
se pueden clasificar en: flavanos, flavonoles, flavonas, antocianidinas, catequinas, etc. Existen tres
caracteristicas estructurales que son importantes para su funcién: la presencia del anillo “B” de la
estructura catecol u o-dihidroxi, la presencia de un doble enlace entre el carbono 2y 3, y la presencia
de los grupos hidroxilos en las posiciones 3y 5.

Los flavonoles y flavonas se unen a azucares preferentemente en el C3 del anillo C y con menor
frecuencia en el C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran cominmente como O-
glucésidos, siendo la D-glucosa el residuo de azucar mas frecuente (Martinez Flores, Gonzéalez

Gallego, Culebras, & TUfAon, 2002).
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Figura 3 Estructura basica y algunos tipos de flavonoides

Entre los métodos més utilizados para cuantificar compuestos polifendlicos totales en vegetales son
vainillina y Folin-Ciocalteu. EI método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad que tienen los



compuestos fendlicos para reaccionar con agentes oxidantes, el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sédico en acido fosférico que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones en medio alcalino reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfottingstico (color amarillo, W8* y Mo®*) en éxidos cromégenos de color azul
intenso de tungsteno y molibdeno (W°" y Mo®") (figura 4). La coloracién azul producida posee una
absorcion méaxima a 765 nm. Por tanto, la respuesta de este andlisis depende de la cantidad de fenoles
presentes y el nimero de grupos hidroxilo o de grupos potencialmente oxidables que controlan la
intensidad del color observado (Gutiérrez, Ortiz, & Mendoza, 2008).

OH 9
CO5* Reactivo de FC
+ W5+ y M05+ + HCO3_
Reactivo de FC Color azul
W6+ y M06+
Color amarillo
OH 0

Figura 4 Reaccion entre un fenol y el reactivo de Folin-Ciocalteu

2.3. DISENO DE EXPERIMENTOS

2.3.1. RESENA DEL DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio de experimentos (DE) se origina a partir de los trabajos realizados por Ronald Fisher en
Inglaterra en el campo de la agricultura. Sus expectativas lo llevaron a publicar en 1935 su libro Desing
Of Experiments (DOE). Desde entonces, varios investigadores han contribuido al desarrollo y aplicacion
de la técnica en diferentes campos. Montgomery (2005) considera cuatro periodos histéricos para el
disefio de experimentos:

Periodo 1. Inicia en la década de los veinte, por Fisher e introduce de forma sistematica el pensamiento
cientifico, la aplicacién de disefio factorial completo y fraccionado; el andlisis de varianza en las
investigaciones experimentales cientificas.

Periodo 2. Box y Wilson inician este periodo con el desarrollo de la Superficie de Respuesta (RSM), es
decir, la respuesta es inmediata y sigue una secuencialidad. En esta etapa surgen disefios como:
Disefios Compuestos Centrales (DCC), Disefios Compuestos Centrales en las Caras (FCD) y Disefios
Box-Behnken (DBB). Durante los siguientes tres afios, la RSM y otras técnicas se extendieron a la
industria quimica y a los procesos industriales, en especial en las areas de investigacion y desarrollo.

Etapa 3. Este periodo inicia a finales de los 70’s por el interés que tienen las industrias de la época en
mejorar sus procesos. Los trabajos de Taguchi sobre el Disefio Robusto de Parametros (RPD)
permitieron acrecentar el interés y uso del Disefio de Experimentos en areas como automotriz,
electronica y semiconductores. Estos trabajos permitieron desarrollar el concepto de robustez y ampliar
la aplicacion del Disefio de Experimentos en otras areas.

Etapa 4. Esta etapa se desarroll6 en los 90°s, surgiendo los disefios 6ptimos y el software para su
andlisis de Disefios de Experimentos (llzarbe Izquierdo, Tanco, Viles, & Alvarez Sanchez, 2007).



El disefio de experimentos se define como una técnica en la que se realizan una serie de ensayos con
cambios premeditados de los factores de un proceso, para observar e identificar las causas de los
cambios en la respuesta de salida y lograr una investigacion de forma planeada.

Lo anterior se puede describir con base a Xi, X2, X3, ... X, son las variables independientes o variables
de entrada (factores controlables) con las que se va a trabajar el disefio, Z1, Z», Zs... Z,, son las variables
que intervienen en el proceso (factores no controlables) o ruido, y “Y” es la variable dependiente o bien
la variable de respuesta. El disefio de experimentos se realiza para obtener datos apropiados que
pueden ser analizados mediante métodos estadisticos, con el objeto de producir conclusiones validas y
objetivas (Siqueiros Tarazon, 2004).

2.3.2. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) sirve para optimizar una o mas variables de interés,
lo cual se logra al determinar sus mejores condiciones de trabajo. Para ello se utiliza un conjunto de
técnicas estadisticas que permiten modelar y analizar la forma en que la variable de interés es
influenciada por otras. Entre los disefios mas utilizados se encuentran los disefios factoriales completo
o fraccionado (Siqueiros Tarazon, 2004).

2.3.3. DISENOS EXPERIMENTALES DE SEGUNDO ORDEN

Los disefios de segundo orden son aquellos que nos permiten estudiar los efectos lineales, de
interaccion y efectos cuadraticos de un factor dependiente en funcién de un factor independiente. Se
utilizan para la exploracion de una superficie mas compleja o bien cuando se tienen identificada la region
de respuesta Optima y se requiere caracterizar esta respuesta. La Metodologia de Superficie de
Respuesta es una estrategia experimental y de analisis que permite resolver el problema de encontrar
las condiciones de operacion optimas de un proceso, es decir, que son aquellas que dan por resultado
valores 6ptimos de uno o varios experimentos. Los modelos que se utilizan en la metodologia de
superficie de respuesta son basicamente polinomios (Gutiérrez Pulido & De la Vara Salazar, 2008) .
De esta manera, si se tienen “k” factores el modelo de segundo orden es:

y = Bo+ B1A+ BB+ B3C+ BiB1A% + BB + B3B3C? + B1BAB + BiB3AC + BoffsBC...... (1)

Donde “y” es la respuesta, Bo es el intercepto, B1, B2, Bz son coeficientes lineales, P11, B2B2, B3Pz son
coeficientes cuadraticos, BiB2, BiPBs, P2Ps son coeficientes de interaccion, A, B y C son los factores
independientes (Krupa Deva, Evy, & Nirmala, 2016).

2.3.4. DISENOS BOX-BEHNKEN

Los disefios experimentales tipo Box-Behnken (DBB) son aquellos que tienen tres niveles en cada factor,
esto permite la estimacion de un modelo cuadréatico bien definido e incluyendo las interacciones entre
los factores, este disefio es una alternativa para ajustar modelos que requieren tres niveles (-1, 0, +1)
en cada factor. Es considerado un disefio cuadrético independiente que se forma combinando el Disefio
de Experimentos Factorial 2% con el Disefio de Bloques Incompletos Balanceados (Siqueiros Tarazon,
2004).



En un disefio factorial 2%, para cada factor se consideran dos niveles, que pueden codificarse en los
valores +1 (para el mas alto) y -1 (para el mas bajo), considerando todas las combinaciones posibles de
los niveles de los “k” factores, se obtiene una matriz de disefio de 2 filas, cada una de ellas presenta un
tratamiento, los disefios factoriales presentan el inconveniente de que, salvo que se repitan algunas
observaciones, no permiten la estimacion del error experimental (ecuacion 2).

El Disefio de Blogues Incompleto Balanceado (DBIB) es un arreglo tal, que todos los tratamientos tienen
igual numero de réplicas y que cada par de tratamientos se presenta en el mismo bloque en numero
igual de veces en algun lugar del disefio, el balance obtenido con el mismo nimero de ocurrencias de
todos los pares de tratamiento tiene como resultado una precision igual en todas las comparaciones
entre los pares de medias de tratamientos (Kuehl, 2001). El balance no siempre se puede lograr o en
algunos casos el niumero de bloques necesarios para lograrlo hace inconsecuente el experimento, la
desventaja que presentan estos disefios experimentales es que exigen un namero muy alto de
repeticiones, lo que lo hace inmanejable (Kohli Mohan, Ackermann Diaz, & Castro, 2003).

2.4. RESENA HISTORICA DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS

A principios del siglo XVI se descubrieron los compuestos de plata, sin embargo, fue hasta el siglo XIX
cuando con el trabajo de Fox-Talbod y Dagerre, utilizaron el haluro de plata en forma de nanoparticula
para aplicaciones en fotoquimica. En esa época, también se emplearon nanoparticulas de oro en el
moldeado del vidrio, mas conocido como “ruby glass”. En 1856, Michael Faraday postuld que el color
del ruby glass, asi como solucién acuosa de oro, se debia a pequefias particulas dispersadas en el
sélido.

Durante la segunda mitad del siglo XX, el interés cientifico por las nanoparticulas metalicas, no se limitd
a sus propiedades Opticas, también abarcé el estudio de su estabilidad coloidal y su nucleacion. El uso
de metales coloidales para fines histol6gicos como agentes de tincion empezd en 1960 y se expandio
rapidamente con el uso del microscopio electrénico en el campo de la biologia celular. A finales de los
70’s, Goad y Moskovits demostraron que los colores observados en los poros de 6xidos de aluminio se
debian a la resonancia de plasma de las particulas de metal que estaban depositadas en este 6xido.

El descubrimiento de la conexion entre las mejoras electromagnéticas y la resonancia de plasmones
provocaron un gran interés en los investigadores tedricos y experimentales que se dedicaron a estudiar
nanoparticulas metalicas con diferentes geometrias, esto marcoé el principio de importantes avances en
sus propiedades Opticas. En la década de los 90's, algunos de los avances en la sintesis de
nanoparticulas metalicas fueron inspirados por el fenbmeno de la cuantizaciébn en el tamafio,
principalmente para semiconductores (Lopez Téllez, y otros, 2013).

2.4.1. NANOPARTICULAS METALICAS

La nanotecnologia ha tenido un desarrollo importante en los Gltimos afios debido a que describe la
creacion de materiales con caracteristicas estructurales controladas en el rango nanométrico. La
nanotecnologia presenta un enorme potencial de aplicaciones en diferentes areas cientificas y
tecnoldgicas; por ello, uno de sus objetivos es la obtencién de nanoparticulas de diversos elementos



metdlicos con formas y tamafos diferentes, puesto que presentan propiedades Opticas, electronicas,
magnéticas y cataliticas Unicas, etc. (Lopez Téllez, y otros, 2013).

Una nanoparticula es considerada como un agregado de atomos que mediante un arreglo y las
condiciones de formacion llegan a comportarse como una unidad completa en términos de propiedades
y transporte por lo menos, una de sus dimensiones esté entre 1 y 100 nm. A medida que se aproximan
a este intervalo, los efectos de tamafio y superficie son mas evidentes. Esto tiene implicaciones que
pueden manifestarse en sus propiedades magnéticas, en la conduccion electronica o en la reactividad
quimica, entre otras. Es posible controlar dichas propiedades por la modificacion de su tamafio, su
morfologia y su composicion. Las nanoparticulas metalicas han sido empleadas para una variedad de
aplicaciones en diferentes areas tales como: marcadores biologicos, bactericidas, en celdas solares,
térmica, materiales ceramicos, en Optica y electronica, farmacos, fotoquimica, catélisis quimica, sector
textil e industrias cosmética y automotriz (L6pez Téllez, y otros, 2013).

2.4.2. METODOS DE OBTENCION DE NANOPARTICULAS METALICAS

La obtencion de nanoparticulas metalicas se puede lograr mediante tres métodos: fisicos, quimicos y
biolégicos. Los métodos fisicos son aquellos procesos en los que no hay transformaciones quimicas y
gue generalmente conducen a particulas cuyo tamafio tiene gran variabilidad, dentro de esta categoria
se encuentran los procesos de ablacion laser, irradiacion con microondas, luz infrarroja, calor
convencional, sonoquimica, entre otros.

Los métodos quimicos conllevan a reacciones quimicas de reduccién de iones metéalicos para la
formacion de nanoparticulas o de polimerizacion de o6xidos metalicos para la obtencién de
nanoparticulas de 6xidos metalicos como es el caso del método sol-gel, termdlisis, microemulsion,
electroquimica, reduccién quimica, fotélisis o fotoquimica, nanoparticulas soportadas, entre otros. Los
métodos bioldgicos son aquellos que emplean algunos organismos vivos, como los hongos, bacterias y
plantas (L6pez Téllez, y otros, 2013).

2.4.3. METODOS FisIicos
2.4.3.1. MICROONDAS

La radiacién por microondas es una forma de energia electromagnética situada en el intervalo de
frecuencias 300-300000 MHz correspondiente a una longitud de onda (10 mm — 30 cm) (Ferrer, Julian,
Carrera, & Marcos, 1992). Las microondas actian como campos eléctricos de alta frecuencia, capaces
de calentar cualquier material conteniendo cargas eléctricas como las moléculas polares en un
disolvente o iones conductores en un sélido. Los disolventes polares se calientan y sus componentes
moleculares se ven obligados a girar con el campo y pierden energia en colisiones. Las muestras
conductoras y semiconductoras se calientan cuando los iones y los electrones contenidos en ellas
forman una corriente eléctrica y la energia es liberada debido a la resistencia eléctrica del material
(Zanella, 2012).

El calentamiento por microondas de las muestras liquidas permite la disminucién de las fluctuaciones de
temperatura en el medio de reaccién, proporcionando, un entorno propicio para la nucleacion y el
crecimiento de las nanoparticulas metélicas. La técnica de irradiacion con microondas produce



nanoparticulas con una muy baja dispersién de tamafio, aunque no siempre se logre un control preciso
en la morfologia, como pasa en otros métodos fisicos (Zanella, 2012).

2.4.3.2. METODO DE DISPERSION DE ATOMOS METALICOS SOLVATADOS

En este método, el metal es vaporizado y depositado en nitrdgeno liquido a -196 °C aproximadamente,
de tal manera que los atomos o pequefios clusters metalicos quedan atrapados en una matriz organica
sélida, esto evita que se aglomeren las nanoparticulas obteniendo sistemas ultrafinos y altamente
reactivos por su diminuto tamafio. Generalmente, un calentamiento de la matriz o el uso de disolventes
mas polares deriva en particulas mas pequefas, cuyo tamafio y distribucion es usualmente menor que
el obtenido por la técnica de condensacién en gas inerte (L6pez Téllez, y otros, 2013).

2.4.3.3. ABLACION LASER

Dentro de esta categoria se encuentra la ablacién laser que ha demostrado ser una técnica verséatil para
la obtencién de nanoparticulas metélicas con una alta pureza. Para obtener nanoparticulas por esta
técnica se coloca un laser de alta potencia a manera de pulsos sobre la superficie de un blanco
provocando que se evapore rapidamente (llegando al estado de plasma) y enseguida se condensa para
formar el material nanoestructurado, la calidad y tamafio de las nanoparticulas dependen de la
optimizacion de los pardmetros del laser y/o de la presion del gas inerte que se esté utilizando. Una
variacion de esta técnica es colocar el blanco dentro de un liquido, de manera que el plasma generado
se condense inmediatamente en el liquido en forma de nanoparticula. De esta manera se obtienen
directamente nanoparticulas en un medio liquido y libre de subproductos, por lo que se evita la oxidaciéon
en caso de metales altamente oxidables como el hierro (Mosquera, Rosas, Debut, & Guerrero, 2015)

5.5.4 METODOS QUiMICOS
5.5.4.1 REDUCCION QUIMICA

El principio basico para la obtencion de sistemas coloidales es la reduccion de un precursor metalico,
este método de sintesis permite controlar adecuadamente el tamafio, distribucion y la forma de las
nanoparticulas. En sistemas acuosos, el agente reductor es adicionado o generado in situ, mientras que
en sistemas no-acuosos, el disolvente actlla también como agente reductor, entre los agentes reductores
mas utilizados son el borohidruro de sodio, citrato de sodio y glucosa, estos dos Ultimos agentes
reductores son sustancias no toxicas e igualmente efectivas. En sistemas no acuosos se emplea el
polietilenglicol, glicerol, y etilenglicol para la obtencién de nanoparticulas coloidales (Aguilar Mendez,
2009).

5.5.4.2 SoL-GEL

Este método se utiliza principalmente para la fabricacién de nanomateriales (normalmente un 6xido
metdlico). A partir de una solucion quimica que actia como precursor de una red integrada ya sea de
particulas dispersas o de una red de polimeros, los precursores tipicos del proceso sol-gel son los
alcéxidos y cloruros metalicos, que sufren varias reacciones de hidrélisis y policondensacion para formar
una dispersion coloidal, que luego de una polimerizacién lenta se forma un gel. El método sol-gel ha
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sido usado en los ultimos afios para preparar una amplia variedad de materiales nanoestructurados,
ademas de que involucra procesos a baja temperatura (Zanella, 2012).

5.5.4.3 FOTOQUIMICA Y RADIOQUIMICA

La reduccién fotoquimica o fotolisis y la radioquimica o radidlisis difieren en el nivel de energia utilizada,
la sintesis fotoquimica esté caracterizada por emplear energias por debajo de 60 eV, mientras que la
radiolisis utiliza energias de 103-104 eV. Estos dos métodos tienen ventajas sobre el método de
reducciéon quimica, debido a la ausencia de impurezas formadas cuando se usan los agentes reductores.
Ademads, la reduccion foto y radioquimica permiten obtener nanoparticulas en condiciones de estado
solido a bajas temperaturas y de alta pureza (Zanella, 2012).

5.5.5 METODOS BIOLOGICOS
5.5.5.1. BACTERIAS

En la busqueda de procesos sintéticos para la obtencién de nanoparticulas metélicas se encuentra la
utilizaciébn de microorganismos vivos o muertos. En virtud de que se realiza en condiciones suaves, es
posible controlar los factores involucrados en la sintesis y estabilizacion de las nanoparticulas. (L6pez
Téllez, y otros, 2013).

5.5.5.2. HONGOS

Mukherjee (2001) utiliz6 el hongo Verticillium (hongo fitopatégeno) aislado de una planta del género
Taxus Y lo expuso a una solucion acuosa de AgNO; causando la reduccién de los iones metalicos y la
formacion de nanoparticulas de plata de aproximadamente 25 nm de didmetro. Las nanoparticulas de
plata se formaron debajo de la superficie de las células fungicas con una reduccién insignificante de los
iones metélicos observados en la solucién.

5.5.5.3. PLANTAS

Recientemente se estan utilizando los extractos vegetales de las plantas para la obtencién de
nanoparticulas de plata ya que son una opcién amigable con el medio ambiente, ademas de que es
simple, rapida y estable la obtencidn de éstas y como medio reductor se utiliza el disolvente universal
“agua”. Utilizando la planta completa o sus 6rganos por separado se han obtenido nanoparticulas
metalicas con aplicaciones en las areas biomédicas y ambiental. EIl mecanismo exacto y los compuestos
guimicos responsables de la reduccion del ion metélico aun no han sido dilucidados. Sin embargo, se
ha propuesto que proteinas, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y metabolitos secundarios como
flavonoides, alcaloides, polifenoles, terpenoides, entre otros; tienen un papel importante en la reduccion
del precursor metalico, asi como en la estabilizacién de la nanoparticula producida. Especies vegetales
como Panax ginseng, Cocos nucifera, Ginkgo biloba, Cymbopogon citratus, entre otras han sido
utilizadas para la sintesis de nanoparticulas metélicas (Singh, Kim, Zhang, & Yang, 2016).
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2.6. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

2.6.1. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

La espectrofotometria UV-Vis se basa en la medida de la absorcion de radiacion electromagnética de
longitudes de onda situadas en una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica. El
intervalo espectral puede considerarse como si estuviera constituido por dos zonas, la ultravioleta que
abarca de 190 a 380 nm y la visible que va de 380 a 780 nm (tabla 3). La espectrofotometria en la zona
visible (antes se solia llamar colorimetria), es la medida de absorcién de la luz visible, gue generalmente
no es monocromatica pero que se selecciona mediante el empleo de filtros pigmentados o de
interferencia (Rios Castro, Moreno Bondi, & Simonet Suau, 2012).

Tabla 3 Colores absorbidos y complementarios en el espectro visible

A (nm) Color absorbido Color complementario
650-780 Rojo Azul-verde
595-650 Naranja Verdoso-azul
560-595 Amarillo-verdoso Parpura
500-560 Verde Rojo-purpura
490-500 Azul-verdoso Rojo
480-490 Verdoso-azul Naranja
420-480 Azul Amarillo
400-420 Violeta Amarillo-verde

Tomada de Rios Castro, Moreno Bondi, & Simonet Suau (2012)

Dentro de las propiedades épticas de las nanoparticulas metdlicas destaca la aparicion de plasmones
de superficie los cuales se pueden apreciar debido al pequefio tamafio de la nanoparticula. Para que
este fendmeno ocurra el tamafio de la particula tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de
la luz incidente. Los electrones de la superficie son capaces de interactuar con la radiacién
electromagnética dependiendo de la forma, tamafio y naturaleza de la nanoparticula, ademés de las
condiciones fisicas y quimicas del medio circundante en el que se encuentre el sistema coloidal. El
campo eléctrico oscilante de la luz incidente induce un dipolo eléctrico en la particula desplazando uno
de los electrones deslocalizados, generando asi una carga neta negativa a un lado de la nanoparticula
(figura 5). En particulas pequefias se produce un dipolo, a partir de los 30 nm se genera un cuédruplo
(Cruz D. A., y otros, 2011).

Campo Esfera de metal

Eléctrico

Nube de
electrones

Figura 5 Resonancia de plasmon superficial de una nanoparticula metalica
Modificada de Montero, J. M (2012)
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2.6.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia infrarroja es una técnica analitica que tiene sus bases fisicas en la vibracion de
enlaces de moléculas, esta vibracion genera movimientos caracteristicos de varios grupos funcionales
(alcoholes, carbonilo, amidas, etc.). La regidn infrarroja del espectro electromagnético se suele dividir en
tres partes debido a las diferencias de energia y también el caracter de las transiciones involucradas en
cada caso, asi como a la configuracion de la instrumentacion requerida para la obtencion de los
correspondientes espectros. En la tabla 4 se indican las zonas en las que se divide la regién infrarroja,
si bien es cierto que en algun caso se puede diferir el valor que se considera como separacion entre el
infrarrojo medio y el lejano (Rios Castro, Moreno Bondi, & Simonet Suau, 2012).

Tabla 4 Regiones del espectro infrarrojo

Regién A (cm) Tipo de transicion
Infrarrojo cercano (NIR) 4000-12800 Vibracion (sobretonos y combinacion)
Infrarrojo medio (MIR) 400-4000 Vibracion + rotacion (fundamentales)
Infrarrojo lejano (FIR) 10-400 Rotacion pura y vibracion

Nota: Informacién obtenida de Rios y cols. (2012)

En el infrarrojo cercano (NIR, Near IR) se producen las transiciones correspondientes a la excitacion de
un modo normal de vibracion al segundo estado excitado o superiores (sobretonos) o cuando el fotén
de vibracién excita simultaneamente dos o0 mas modos de vibracion (bandas de combinacion). La zona
del infrarrojo medio (MIR, Middle IR) corresponde bésicamente a las transiciones fundamentales entre
los estados vibracionales de mas baja energia hasta el primer estado excitado. Por otra parte, en el
infrarrojo lejano (FIR, Far IR) aparecen bandas de absorcién correspondientes a torsion de baja
frecuencia y rotacion interna en liquidos y vibraciones de red en sélidos (Rios Castro, Moreno Bondi,
& Simonet Suau, 2012).

2.6.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

La Microscopia Electronica de Barrido es una técnica de andlisis topogréfico, estructural y
composicional, que se ha usado en el estudio de muestra tales como; nanomateriales, productos
comerciales, materiales semiconductores, etc. (Clavijo, 2013). El funcionamiento basico del microscopio
electrénico de barrido se basa en la incidencia de un haz de electrones de alta energia por medio de un
sistema de lentes para focalizar dicho haz sobre una muestra que generara a su vez, electrones
secundarios y retrodispersos como respuesta de impacto electrénico, estos electrones que salen de la
muestra son detectados por dispositivos que registran la cantidad y la convierten en una sefial digital
para construir una imagen. La informacién que se obtiene en la MEB es la morfologia de la muestra,
simulacion 3D empleando la escala de grises, composicion de elementos acoplando un
espectrofotdbmetro de dispersion de energia (EDXS) o de longitud de onda (WDXS) de rayos X,
Cristalografia superficial acoplando un detector de electrones retrodispersos (EBSD) (Vargas, y otros,
2014).

2.6.3. DISPERSION DE Luz DINAMICA

Para determinar el tamafio de las particulas se hace pasar un haz de luz producido por una lampara de
helio-nedn el cual es filtrado a través de un monocromador y finalmente éste incide sobre una celda que
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contiene la muestra de particulas. Los detectores comunmente situados a 90° o 173° respecto al plano
de ubicacion de la celda registran la dispersion de fotones provenientes de la inflexion del laser de
incidencia. Finalmente, la sefial es convertida a registros digitales donde es posible analizar los graficos
de distribucion del tamafio de las particulas. Se debe de tener en cuenta algunos paradmetros importantes
durante la medicion como la absorcion de la luz por parte de la muestra, constante dieléctrica del medio
en que se encuentran dispersas las NP’s, la temperatura de medicion, viscosidad del medio y el
movimiento browniano de las particulas en estudio (Leyva G6mez, 2013).

Como consecuencia del movimiento Browniano las posiciones relativas de las particulas varian
constantemente entre si, cosa que también provoca cambios en las condiciones de interferenciay en la
propia intensidad de dispersioén. Si las particulas se mueven rapidamente (particulas pequefas), también
se acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas que se mueven mas
lento (particulas grandes) llevan variaciones de menor intensidad. Por norma general, en la dispersion
de luz dinamica la suspensién de la muestra debe permanece en reposo (Cuadros Moreno, Casafias
Pimentel, San Martin Martinez, & Yafies Fernandez, 2014).

2.7. NANOPARTICULAS DE PLATA Y APLICACIONES

La plata ha sido empleada durante miles de afios como metal precioso por el ser humano en aplicaciones
tan distintas como en la joyeria, fabricacion de utensilios, monedas, fotografia o explosivos, etc. De todos
estos usos, uno de los mas importantes es el empleo como agente desinfectante con fines higiénicos y
médicos. Asi, ya desde la antigiiedad se empleaban vasijas de plata para almacenar agua o vino ya que
se consideraba que preservaba sus propiedades. Hipdcrates, padre de la medicina moderna, describid
el empleo de polvo de plata para su aplicaciéon en la curacion de heridas y en el tratamiento de Ulceras.
En los siglos XVII y XVIII se emple6 el nitrato de plata para el tratamiento de Ulceras y su actividad
antimicrobiana se establecio en el siglo XIX. Sin embargo, después de la introduccién de los antibidticos
en 1940 el uso de las sales de plata disminuyd. Posteriormente se han empleado sales y compuestos
de plata en diferentes campos biomédicos, especialmente en el tratamiento de quemaduras (Monge,
2009).

El primer ejemplar reconocido es la copa de bronce Lycurgus (figura 6) del siglo 1V d. C. que posee vidrio
coloreado cuya propiedad es que dispersa luz verde y transmite luz roja debido a que contiene
nanoparticulas metalicas de aproximadamente 70 nm que son una aleacion de plata (70 %) y oro (30)
(Monge, 2009).

Figura 6 Recipiente cerdmico procedente de Manises (Valencia) del siglo
XV decorado con lustre
Nota: llustraciéon tomada de Monge (2009)
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En general, la sintesis de nanoparticulas metélicas en solucion se lleva a cabo mediante el empleo de
un precursor metélico, agente reductor y un agente estabilizante. EI mecanismo de formacion de las
soluciones coloidales a partir de la reduccién de iones de plata consta de dos etapas diferentes:
nucleacién y crecimiento. El proceso de nucleacion requiere una alta energia de activacion mientras que
el procedimiento de crecimiento requiere una baja energia de activacion. El tamafio y la forma de las
nanoparticulas dependeran de las velocidades relativas de estos procesos que pueden ser controladas
mediante regulacién de los factores que intervienen en la reacciébn como: concentracion, temperatura,
pH, agente reductor, etc. En la figura 7 se presenta el mecanismo de formacién de nanoparticulas de
plata. El precursor metalico en presencia de un agente reductor produce atomos de plata libres que
inician la nucleacién y crecimiento que de acuerdo con las condiciones de sintesis ésta se detendra.

nucleacion cracimiento

09 B
AgNO3 agente reductor O O &

T

disclvente O O {%
atomos de plata libres CB

Figura 7 Mecanismo de formacién de nanoparticulas de plata
Nota: Informacién tomada de Monge (2009)

El método mas usado para la obtencién de nanoparticulas es mediante el uso de una sal o precursor
metalico en presencia de un agente reductor y un medio liquido que favorezca la dispersion de
nanoparticulas formadas. En éste destaca la formacién de AgNP’s a partir de AQNO3; empleando como
agentes reductores acido ascérbico, polioles o monosacéridos. El uso de agentes reductores débiles,
como los polioles, deben tener una alta temperatura de reflujo para la obtencion AgNP’s de
aproximadamente 40 nm. En el caso de los monosacaridos, se ha desarrollado un método denominado
“verde “, debido a que no se generan residuos peligros para el medio ambiente. En la tabla 5 se muestra
una lista de agentes reductores y estabilizantes.

Lépez y cols., (2012) reportan que se pueden obtener nanoparticulas de plata utilizando extractos de las
siguientes plantas: Medicago sativa L. (alfalfa), Aloe vera (sabila), Cinnamomun camphora (arbol de
alcanfor), Capsicum annuum L. (pimiento rojo), etc. El tamafio de las nanoparticulas que se obtuvo esta
entre 20-80 nm.

Tabla 5 Agentes reductores y estabilizantes utilizados en la obtencion de sintesis de AgNP’s en solucién

Precursor Reductor Estabilizante
AgNOs Citrato de sodio Citrato de sodio
AgNO3 NaBH4 BH4
AgNOs Ac. Ascorbico Ac. Ascorbico
AgNOs Polioles PVP
AgNOs B-D-glucosa Almidén
AgNO3 DFM APSy PVP
AgNOs Radiacién UV PVPy PEG

Nota: PVP= polivinilpirrolidona, APS= aminopropiltrietoxisilano y PEG= polietilenglicol
Fuente: Monge (2009)
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Entre las aplicaciones de las nanoparticulas de plata esta la elaboracion de envases plasticos para
contener alimentos, prolongando de tres a cuatro veces su frescura (Euroresidentes, 2017). En
agricultura se estan utilizando las nanoparticulas de plata para erradicar microorganismos no deseables
de suelos de macetas y cultivos hidropdnicos o como aerosoles para detener el crecimiento de hongos,
moho para evitar la podredumbre y muchas otras enfermedades de las plantas (Singh, Kumar Singh,
S.M., & A K., 2015).

2.8. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Uno de los grandes problemas a los que se enfrenta la Industria Agroalimentaria es la pérdida
postcosecha ya sea por almacenamiento o transporte. Datos proporcionados por SAGARPA (2016),
estima la pérdida postcosecha a nivel internacional de granos almacenados, asciende al 5%, sin
embargo, en los paises subdesarrollados estos porcentajes se pueden incrementar hasta a un 30%. En
el caso de México estas pérdidas van en el orden de 20 a 30%, mientras que la FAO reporta que estos
porcentajes oscilan entre 10 a 25%. Las causas de las pérdidas postcosecha se atribuyen a los factores
biéticos como los insectos, hongos, roedores e incluso aves, entre otros.

Los recubrimientos comestibles (RC) son capas finas de material transparente alimenticio que se
deposita en una sustancia nutritiva (generalmente vegetales y frutas frescas) para extender su vida Util.
Estos recubrimientos reducen los procesos metabdlicos, retardando el crecimiento bacteriano y la
senescencia; facilitando la distribucion y comercializacion de las frutas y vegetales. La formulacion de
los RC incluye proteinas, polisacéridos y sustancias hidréfobas, ya sea como componentes Unicos o
combinados. El mecanismo por el que se conserva la calidad de frutas y vegetales es porque constituyen
una barrera semipermeable a los gases presentes en el aire, al vapor de agua; retrasando asi su
deterioro, controlando la respiracion, la senescencia, mejorando las propiedades sensoriales, ayudando
a mantener la integridad estructural del producto que envuelven, reteniendo compuestos volatiles y
también actuando como vehiculo de aditivos alimentarios (Andrade, Acosta, & Luna, 2013).

El uso de polisacéaridos y proteinas permite la formacién de redes moleculares enlazadas por una alta
interaccion entre sus moléculas, proporcionandoles excelentes cualidades mecanicas y de barrera.
Dentro de los polisacaridos mas utilizados en la elaboracion de recubrimientos comestibles se
encuentran; pectinas, celulosa y sus derivados, alginato, quitosano, dextrina, goma arabiga, almidones
(de trigo, maiz, yuca y papa) (Andrade, Acosta, & Luna, 2013). En el caso de las proteinas, la soya es
la mas utilizada por su excelente capacidad de formar recubrimientos y por sus buenas propiedades de
barrera frente al oxigeno en humedades relativamente bajas (Valdés Fernandez, Bafios Bautista,
Ramirez Ocampo, Pereira Garcia, & Rodriguez Falcon, 2015).

En cuanto a las sustancias hidr6fobas, éstas presentan excelentes caracteristicas frente a la humedad,
sin embargo, les falta adherencia e integridad estructural y por ende poseen malas propiedades
mecanicas dando como resultado recubrimientos quebradizos. Sin embargo, éstos reducen la
transpiracion y deshidratacion mejorando el brillo y apariencia del alimento. Dentro de las fuentes
lipidicas mas utilizadas estan las ceras animales y vegetales, los aceites esenciales (con buenas
propiedades antimicrobianas), los acidos grasos de puntos de fusion alto (cera de abeja) (Valdés
Fernandez, Bafios Bautista, Ramirez Ocampo, Pereira Garcia, & Rodriguez Falcdn, 2015).
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Debido a las desventajas que presenta el uso de sustancias hidréfobas en la formulacion de
recubrimientos comestibles, es necesario el uso de aditivos como plastificantes (glicerol, sorbitol, &cidos
grasos, etc.) emulsificantes y tensoactivos (Fernandez, Echeverria, Mosquera, & Paz, 2017)
(Andrade, Acosta, & Luna, 2013).

2.8.1 VENTAJAS DE UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE

Un recubrimiento comestible forma parte del alimento y como su nombre lo dice, pueden ser consumidos
como parte de éste. Los recubrimientos comestibles estan manufacturados por polimeros
biodegradables, no tdxicos que ayudan a conservar las propiedades de los alimentos durante su
almacenamiento y comercializacion. Algunas de sus caracteristicas que presentan se enlistan a
continuacion:

e No toxicos

e Preparacion simple

e Protectores por accion fisica, quimica y mecanica

e Transparentes y dificiles de detectar durante du consumo

e Prolongar la vida atil controlando el desarrollo de microorganismos

¢ Adecuada permeabilidad al vapor de agua

e Selectividad de gases desde el alimento hacia el exterior y viceversa
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia que permita la optimizacién de la sintesis de nanopatrticulas de plata
utilizando el extracto acuoso de las hojas de la especie Marrubium vulgare L. (marrubio) para
determinar los factores que influyen en el tamafio de particula.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar las partes aéreas de cinco especies vegetales utilizando el extracto acuoso de cada
planta como agente reductor en presencia de nitrato de plata para la obtencion de nanoparticulas
de plata.

Recolectar y herborizar un ejemplar de la planta medicinal seleccionada para que estudiando sus
caracteristicas macroscépicas en el herbario Etnobotanico IZTA de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala proporcione su identidad botanica.

Realizar el tamizaje fitoquimico preliminar al extracto acuoso de la planta seleccionada mediante
una serie de pruebas cromogénicas y de precipitacion para identificar cualitativamente los grupos
guimicos presentes.

Optimizar la sintesis de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional, microondas y luz
infrarroja utilizando un disefio experimental de segundo orden (Disefio Box-Behnken), para
estudiar los factores que afectan el tamafio de particula.

Caracterizar las nanoparticulas de plata obtenidas mediante espectroscopia UV-Vis, Dispersion
de Luz Dinamica, espectroscopia infrarroja y Microscopia Electrénica de Barrido para comprobar
su tamafio y forma.

Aplicar las nanoparticulas de plata sintetizadas en un recubrimiento comestible para evitar el
cambio de coloracién en trozos de manzanas.
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4 METODOLOGIA

4.1. ADQUISICION DEL MATERIAL VEGETAL

Para seleccionar la materia prima vegetal se ensayaron cinco especies: marrubio, Santa Maria, ruda,
pericon y semillas de chia. El marrubio se recolecté en el municipio de Zumpango, en la época de verano,
y la Santa Maria, ruda, pericon y semillas de chia se compraron en mercados de los municipios de
Cuautitlan y Cuautitlan Izcalli.

Para la conservacion de las plantas se utilizé el método de desecacion natural a la sombra, colocandolas
extendidas sobre papel secante protegido de la luz y el polvo. Posteriormente cada especie vegetal se
separo en sus diferentes 6rganos (flores, hojas y tallos).

4.1.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Los organos vegetales de cada especie se trituraron en un procesador de alimentos Marca Moulinex ®
durante un tiempo de 9 segundos (con intervalos de 3 segundos) y los tallos fueron cortados en
pequenos trozos.

Se pesaron 0.5 g de cada 6rgano por separado (flores, hojas y tallos), posteriormente se sometieron a
un proceso de extraccién discontinua, digestién o infusion, dependiendo de la dureza del érgano vegetal
en un volumen de 10 mL de agua destilada. Finalmente se separé el extracto del marco agotado por
centrifugacion a 2500 rpm por 5 min.

4.1.2. SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se colocaron 2 mL de extracto vegetal de cada planta en tubos de ensayo previamente identificados y
se adicionaron 12 mL de una solucion acuosa de nitrato de plata 1 mM. Cada sistema se agit6 hasta
obtener una mezcla homogénea y se monitorearon durante una semana para confirmar si habia un
cambio de color (rojo ladrillo) indicativo de la formacién de nanoparticulas de plata. La reaccion se llevé
a cabo a temperatura ambiente.

4.1.3. IDENTIFICACION DE LA MATERIA PRIMA (MARRUBIO)

Una vez seleccionado la materia prima, se regreso al sitio de recoleccion (Zumpango, San Sebastian,
Edo de México, en la época de verano) para el acopié de mas material vegetal. Del material recolectado
se seleccionaron tres ejemplares y se llevaron al Herbario Etnobotanico ITZA de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala para su identificacion taxonémica.

4.2. PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL CONTROL DE CALIDAD
4.2.1. MATERIAL EXTRANO

La materia prima recolectada se inspeccion6 para identificar y separar todo elemento que no cumpliera
con las caracteristicas fisicas de la planta, asi como la eliminacion del polvo (SSA, 2013).
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4.2.2. CONSERVACION

La materia prima recolectada se sometié a un proceso de desecacion natural a la sombra por lo que se
coloco extendido en una mesa sobre papel secante, protegida de la luz y el polvo durante una semana.
De la planta seca se seleccionaron las hojas y se trituraron utilizando un procesador de alimentos marca
Moulinex ® durante 9 segundos (en intervalos de tres segundos). El polvo obtenido se pasé por un tamiz
malla #10 con apertura de 1.68 mm, con el fin de clasificar el polvo de acuerdo con la Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (2013).

4.2.3. ANALISIS MACROSCOPICO

Un ejemplar de marrubio se separd en sus diferentes érganos (hojas, flores y tallos) y se observaron
utilizando el microscopio estereoscaépico con el fin de documentar las caracteristicas fisicas de cada
organo de la planta.

4.2.4. DETERMINACION DE AGUA Y MATERIA VOLATIL

Se determino el porcentaje de agua y material volatil en el polvo de las hojas de marrubio, por lo que se
pesé aproximadamente 1 g de muestra, posteriormente se colocaron en el plato de la termobalanza
marca Ohaus ® por un tiempo de 10 minutos y 100 °C de temperatura. Este procedimiento se realizé
por triplicado. Se anot6 el valor obtenido en la termobalanza y se calculé el porcentaje de agua y material
volatil con la ecuacién que se muestra a continuacion:

Valor obtenido en la termobalanza

gH,0 = 100 (peso promedio de muestra)
. 1000mg
mg de planta seca = (peso promedio de muestra — g H,0) (1—g>

4.2.5. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Para la obtencién del extracto acuoso de las hojas de marrubio se siguié la metodologia planteada en el
numeral 4.1.1. Y para realizar el tamizaje fitoquimico se ensayaron pruebas de identificacion y
precipitacion para flavonoides, lactonas, taninos/fenoles, alcaloides, espuma entre otras (anexo VIII).

4.3. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR DIFERENTES FUENTES DE ENERGIA
4.3.1. MONITOREO DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Se plantearon una serie de experimentos y se evaluaron empleando un modelo matemaético lineal en el
software estadistico Design-Expert versién 7.0.0. el tipo de disefio experimental empleado fue un
factorial completo de tres factores dos niveles sin puntos centrales, es decir 23 (tabla 6).

Tabla 6 Factores y niveles propuestos para la obtencién de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Calor convencional
Factor -1 1
V (mL) 1 2
T (°C) 60 70
t (min) 90 120
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Los experimentos se realizaron conforme al disefio experimental en términos actuales mostrado en la
tabla 7.

Tabla 7 Disefio experimental de monitoreo para la obtencién de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Exp V(mL) T (°C) t (min)

1 1 60 90
2 2 60 90
3 1 70 90
4 2 70 90
5 1 60 120
6 2 60 120
7 1 70 120
8 2 70 120

4.3.2. OPTIMIZACION DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Se planteé la optimizacion del método de sintesis de nanoparticulas de plata asistida por tres
diferentes tipos de energia: calentamiento convencional, irradiacion con microondas y luz infrarroja.
En la tabla 8 se observan los factores y niveles a optimizar. Se seleccionara la fuente de energia y
las mejores condiciones que condujeron a la obtenciéon del menor tamafio de particula.

Tabla 8 Factores propuestos para la optimizacion del método de sintesis de AgNP’s
Calentamiento

convencional Microondas
Factor -1 1 Factor -1 1
V (mL) 1 2 V (mL) 1 2
T (°C) 60 70 Potencia (w) 30 50
t(s) 200 300

t (min) 90 120

Luz infrarroja

Factor -1 1
V (mL) 1 2
% Voltaje 30 50

t (min) 23 31

Para la optimizacion de los métodos se utilizé un Disefio de experimentos Box-Behnken (DBB). Los
disefios de experimentos de optimizacion se realizaron empleando el software estadistico Design-
Expert version 7.0.0. Cada disefio constdé de 17 experimentos con cinco puntos centrales y se
realizaron conforme a las tablas 9, 10 y 11 para cada tipo de energia. Los disefios experimentales
se encuentran en términos actuales?.

1 El disefio experimental de monitoreo en términos codificados se encuentra en el anexo Il.
2 Los disefios experimentales de optimizacion en términos codificados se encuentran en el anexo lll.
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Tabla 9 Disefio experimental de Box-Behnken para calentamiento convencional

Exp V (mL) T (°C) t (min)

1 1 60 105
2 2 60 105
3 1 70 105
4 2 70 105
5 1 65 90
6 2 65 90
7 1 65 120
8 2 65 120
9 15 60 90
10 15 70 90
11 15 60 120
12 15 70 120
13 15 65 105
14 15 65 105
15 15 65 105
16 15 65 105
17 1.5 65 105

Tabla 10 Disefio experimental Box-Behnken para irradiacién con microondas

Exp V (mL) P (w) t(s)
1 1 30 250
2 2 30 250
3 1 50 250
4 2 50 250
5 1 40 200
6 2 40 200
7 1 40 300
8 2 40 300
9 15 30 200

10 1.5 50 200
11 1.5 30 300
12 15 50 300
13 1.5 40 250
14 15 40 250
15 15 40 250
16 1.5 40 250
17 1.5 40 250
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Tabla 11 Disefio experimental Box-Behnken para irradiacion infrarroja

Exp V (mL) Voltaje (%V) t (min)
1 1 30 23
2 2 30 23
3 1 50 23
4 2 50 23
5 1 40 15
6 2 40 15
7 1 40 31
8 2 40 31
9 15 30 15

10 15 50 15
11 15 30 31
12 1.5 50 31
13 1.5 40 23
14 1.5 40 23
15 15 40 23
16 1.5 40 23
17 1.5 40 23

4.4, CUANTIFICACION DE COMPUESTOS CON CAPACIDAD REDUCTORA

Para llevar a cabo la cuantificacibn de compuestos quimicos con capacidad reductora se utilizé el
reactivo de Folin-Ciocalteu. En la tabla 12 se muestran los detalles de preparacion de los sistemas y en
el anexo VIl se dan los detalles del procedimiento.

Tabla 12 Preparacion de sistemas para realizar la curva de calibracion

Sistema Blanco | Il 11 v V VI Muestra
Ac. Galico 0 50 200 400 600 800 1000 NA
0.1 mg/mL
Agua (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
Reactivo Folin-Ciocalteu 1 1 1 1 1 1 1 1
(mL)
Na2COzal 20 % (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
[ug/mL] 0 0.5 2 4 6 8 10 NA

Nota: NA significa No Aplica
4.4.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

En un matraz volumétrico de 25 mL se colocaron 10 mL de extracto acuoso de las hojas de marrubio y
se llevé al aforo con agua destilada (solucion 1).

En otro matraz volumétrico de 10 mL se adicion6 1 mL de la solucion 1, enseguida se adicionaron 2 mL
de agua destilada, 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu, se agit6 la mezcla durante un minuto y se dej6
reposar durante 8 minutos, posteriormente se adicionaron 2 mL de una solucion acuosa de Na,COs al
20 %, la solucién se mezcl6 durante un minuto y finalmente se dej6 reposar durante 30 minutos. Pasado
el tiempo de reposo se procedio a leer la absorbancia de la muestra a una longitud de 765 nm.
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4.5 APLICACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA EN PELICULAS COMESTIBLES

Las nanoparticulas de plata obtenidas se integraron a una formulacion de un recubrimiento comestible.
Para obtener los recubrimientos comestibles se procedié a colocar 2 g de alginato de sodio y 0.5 g de
Tween 60 en un vaso de acero inoxidable, posteriormente se adicionaron 50 mL de agua destilada a 70
°C, la mezcla se agit6 vigorosamente por 10 minutos. La emulsién resultante se dividié en dos partes y
se etiquetaron como “Soluciéon 1"y “Solucion 2”.

La Solucién 1 (control) contenia 25 mL de emulsién los cuales se colocan en una caja Petri y extendieron
uniformemente hasta obtener una capa homogénea, la caja Petri se introdujo a una estufa previamente
acondicionada a 40 °C y se dejo por un tiempo de 40 minutos de incubacién, una vez terminado el tiempo
de incubacion se determinaron las propiedades fisicas del recubrimiento.

La Solucién 2. En un vaso de metal se colocaron 25 mL de emulsién seguido de 25 mL de una solucion
de nanoparticulas de plata a una concentracion de 16.6270 ppm, la mezcla se agité vigorosamente por
5 minutos, posteriormente la mezcla resultante se colocé en un caja Petri extendiendo uniformemente
hasta que se obtuvo una capa homogénea, la caja Petri se introdujo a una estufa previamente
acondicionada a 40 °C y se dej6 por un tiempo de 40 minutos de incubacidn, una vez terminado el tiempo
de incubacion se determinaron las propiedades fisicas del recubrimiento.

Una vez obtenidos los recubrimientos comestibles, se procedié a cortar una manzana en trozos
cuadrangulares y se cubrieron. Se rotularon como recubrimiento sin nanoparticulas de plata, control y
recubrimiento con nanoparticulas. Se observaron los cambios de coloracién en cada caso.?

3 Los equipos utilizados en el presente trabajo de investigacion se encuentran en el anexo IX.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ELECCION DE LA MATERIA PRIMA

Como se indico en el apartado de metodologia se utilizaron las plantas: marrubio, Sta. Maria, ruda
pericén y semillas de chia. Se seleccionaron éstas, por los datos obtenidos en la literatura que indican
que contienen compuestos fenolicos con capacidad reductora. Los criterios para elegir la plata fueron;
cambio de coloracion (rojo ladrillo) en los sistemas de sintesis, tiempo de reaccién, presencia de una
banda alrededor de los 450 nm indicativa de la formacion de nanoparticulas de plata y la absorbancia
de éstas. En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 13 Estudio de las partes aéreas de las especies vegetales utilizadas en la sintesis verde de nanoparticulas de plata

: . . : Color A A (nm)
Organo de la planta Tiempo de sintesis obs obs obs
Flores de marrubio 22 horas Rojo claro 0.554 450

| Hojas de marrubio 3 dias Rojo ladrillo  1.238 450 |
Tallos de marrubio - - - -
Hojas de Sta. Maria 3 dias Rojo ladrillo  0.925 460
Flores de Sta. Maria 3 dias Rojo oscuro  0.745 495

Tallos de Sta. Maria - - - -
Hojas de ruda - - - -

Tallos de ruda 7 dias Rojo claro 0.784 460

Hojas de pericén - - - -
Tallos de pericon - - - -

Semillas de chia 7 dias Rojo-naranja  1.380 450

Nota: Los signos (-) significan que no hubo cambios visuales en los experimentos, si se deseara profundizar en el estudio se
recomienda el considerar modificar las condiciones de reaccion.

Con base a los resultados obtenidos, los tallos de marrubio, Sta. Maria y pericon, asi como, las hojas de
ruda y pericdn se descartaron porque no presentaron el cambio de coloracién. Considerando el tiempo
de reaccion, se descartaron las hojas y flores de Sta. Maria, los tallos de ruda y semillas de chia por ser
muy largos, sin embargo, éstos pueden ser candidatos para futuras investigaciones, debido a que estan
presentando la banda de plasmon en la longitud de onda prevista 450 nm), solo restaron las flores y
hojas de marrubio. Se seleccionaron las hojas de marrubio debido a su alta disponibilidad (la planta
presenta pocas flores) y porque cumplieron con los requisitos previstos.

5.2. IDENTIFICACION BOTANICA

La planta fue recolectada en la comunidad de San Sebastian, Zumpango, Estado de México, el 26 de
agosto del 2016 entre 12-13 h, de la materia prima recolectada se separaron tres ejemplares completos,
los cuales se herborizaron para su identificacion taxondmica. El Herbario Etnobotanico IZTA de la
Facultad de Estudios Superiores lztacala emiti6 una carta con los siguientes datos; el ejemplar fue
registrado con el numero 2517 IZTA, con el nombre cientifico de la especie “Marrubium vulgare L.”,
conocido comunmente como “marrubio”, el cual pertenece a la familia Lamiaceae (anexo ).
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5.3. ANALISIS MACROSCOPICO

En la figura 8 se puede observar una serie de fotografias correspondientes a los 6rganos vegetales de
marrubio, en éstas se pueden observar que sus hojas son ovaladas con un peciolo corto que sobresale
del tallo, de color verde, con rugosidades y tricomas de color blanco (1a y 2a). Presenta inflorescencias
gue contienen flores en forma tubular cubiertas de pequefios tricomas (1b y 2b), ademés, cuenta con un
tallo que es rectangular el cual esta cubierto de una vellosidad blanquecina y abundante (1c).

2b 1c

Figura 8 Serie de fotografias de los érganos vegetales de la especie
Marrubium vulgare L.

5.4. DETERMINACION DE % DE AGUA Y MATERIAL VOLATIL

En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de las tres determinaciones del % de agua y material
volatil realizadas al polvo de las hojas de marrubio, obteniendo un valor de 8.77 %, de acuerdo con Villar
del Fresno, (1999) las plantas medicinales deberan tener un valor maximo del 10% de agua y material
volatil. El resultado obtenido se encuentra por debajo del 10 % por lo que se puede deducir que el
material se sometié a un correcto proceso de conservacion y almacenamiento.

Tabla 14 Determinacion de agua y materia volatil de las hojas de marrubio

Peso (g) de muestra de % agua y material Promedio % de agua y
marrubio volatil material volatil
1.002 8.39
1.020 8.97 8.77
1.005 8.96
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5.5. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

El andlisis fitoquimico preliminar es una técnica en la que se puede detectar de manera presuntiva los
grupos quimicos extraidos de una planta, en este caso, del extracto acuoso para después realizarle una
serie de reacciones que dan como resultado cambios de color caracteristicos y / o precipitaciéon. Los
grupos quimicos detectados en el extracto acuoso de las hojas de marrubio son: agrupamientos
lacténicos, fenoles, taninos, azlcares reductores, nitrogenados y flavonoides (tabla 15%) y en la figura 9
se muestran las imagenes correspondientes a las pruebas realizadas al extracto vegetal de marrubio

Tabla 15 Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de marrubio

Ensayo Metabolito secundario Extracto acuoso
Borntrager Quinonas -
Baljet Agrupamientos lacténicos ++
Espuma Saponinas -
FeCls Fenoles / taninos +++
Fehling Azlcares +++
Shinoda Flavonoides -
Aluminio Flavonoides +++
Ninhidrina Compuestos nitrogenados +++
2,4-DNFH Grupo carbonilo +++
Acido silicottingstico Turbidez -
Dragendorff Alcaloides -
Hager Alcaloides -
Mayer Alcaloides -
Wagner Alcaloides -
Rosentaler Alcaloides -

Prueba de Baljet Prueba de Cloruro férrico Prueba de Fehling

2,4-DNFH
Figura 9 Fotografias correspondientes a las pruebas positivas del tamizaje fitoquimico realizado al extracto acuoso de las

Prueba de aluminio Prueba de ninhidrina

hojas de marrubio

4 Nota: Los resultados se registraron de acuerdo con Dominguez (1988) cdmo: abundante (+++), moderado (++), escaso o dudoso (+) y negativo

(OF
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5.6. PARAMETROS Y MONITOREO DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Para la investigacibn de los factores que afectan el tamafio de particula en la obtenciéon de
nanoparticulas de plata, se tomé como referencia el trabajo de Lescas & Moreno (2016), en este trabajo
utilizaron 2 mL de extracto vegetal.

Por otra parte, para determinar la temperatura y tiempo se realizaron una serie de ensayos exploratorios
que dieron por resultado los intervalos de temperatura de 60-70°C y tiempo de reaccion de 90-120 min.
Con estos datos se plante6 el disefio experimental factorial completo, empleando un modelo matematico
lineal de tres factores dos niveles (23), sin puntos centrales (anexo Il). En el caso de la sintesis con
irradiacion con microondas (MO) e infrarrojo (IR) los factores fueron las siguientes MO; V:1 a 2 mL,
Potencia: 30 a 50 w, t: 200-300 s e IR; V: 1 a2 mL, % de Voltaje: 30 a 50 y t:23 a 31min.

Con base en los resultados obtenidos de la tabla 16 se concluye que se obtuvieron nanoparticulas de
plata con un intervalo de tamafio promedio de particula entre 51-98 nm que cumple con los criterios para
la escala nanométrica menor de 100 nm. °Entre los datos mostrados en la tabla 16 se observa que el
experimento 7 se obtuvo el menor tamafio de particula de 51.13 nm, mientras que el experimento 6 fue
el que presenté un mayor tamafio de particula de 98 nm.

Tabla 16 Disefio experimental de monitoreo para la obtencion de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Exp V(ML)  T(C)  t(min) Pgﬁcgﬁl?(gfn)
1 1 60 90 76.49
2 2 60 90 64.47
3 1 70 90 88.18
4 2 70 90 69.67
5 1 60 120 85.30
6 2 60 120 98.00
7 1 70 120 51.13
8 2 70 120 79.66

Los resultados obtenidos en el disefio experimental de monitoreo factorial completo indico que la
interaccion de los factores “AC” (volumen y tiempo) son altamente significativos, seguido de la
interaccion de “BC” (temperatura y tiempo) y el factor lineal B (temperatura) son significativos. La
influencia en la respuesta del sistema ante cambios en los factores puede observarse de manera
estandarizada en el Diagrama de Efectos de Pareto (figura 10), en el que se confirma que la interacciéon
del volumen y la temperatura son los factores que tienen un mayor predominio sobre la respuesta. Los
factores e interacciones que no sobrepasan el limite estadistico “t-value” tienen un aporte insignificante
en la respuesta.

5 El disefio experimental de monitoreo en términos codificados se encuentra en el anexo Il.
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Figura 10 Diagrama de Efectos de Pareto para el monitoreo de la sintesis de nanoparticulas
de plata asistida por calor convencional

Los efectos principales y de interaccidn presentes en el sistema pueden observarse en la figura 11. A
medida que la pendiente sea mayor, es decir, que la diferencia entre el nivel bajo y alto sea mas grande,
el efecto del factor sobre la respuesta serd mas influyente. Si se observa la interaccion de los factores
volumen-tiempo, se puede concluir que a menor tiempo y mayor volumen de extracto acuoso son las
condiciones en donde se obtendran particulas con un menor tamafio de particula. Y para la interaccion
tiempo-temperatura se concluye que a mayor temperatura y menor tiempo se favorecen las condiciones
de reaccién y la respuesta tiende a ser menor. Se debe de tener en cuenta que estos efectos son
representativos para los intervalos establecidos para cada uno de los factores monitoreados en este
estudio.
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Figura 11 Efecto de los factores e interacciones en el disefio experimental de monitoreo
de la sintesis de nanoparticulas de plata

5.7. OPTIMIZACION DE LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA ASISTIDA POR DIFERENTES
FUENTES DE ENERGIA
5.7.1. ANALISIS DE TAMANO DE PARTICULA

Los experimentos fueron disefiados y analizados en el software estadistico Design-Expert version 7.0.0.
Se utilizé un Disefio Experimental Box-Behnken (DBB), con 17 experimentos para cada tipo de energia
empleada con el fin de evaluar el efecto de los factores sobre el tamafio de particula, conteniendo cinco
puntos centrales para cada disefio experimental.
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En la tabla 17 se observan los tamafios de particula promedio de las nanoparticulas de plata por
diferentes tipos de energia: 50.99 a 79.89 nm, 100 a 114 nmy 64.48 a 118.9 nm para calor convencional,
irradiacién con microondas y luz infrarroja respectivamente®. Como se puede observar en la tabla 17
existen diferencias en la respuesta debido al tipo de energia empleada para la obtencién de
nanoparticulas de plata dado que cada una de éstas actla de diferente manera en la estructura de la
materia’.

Tabla 17 Datos experimentales de cada tipo de energia empleada en la obtencidn de nanoparticulas de plata

Tipo de energia Tamafo de particula (nm)
| Calentamiento convencional 50.99 a 79.89 |
Irradiacion con Microondas 100 a 114
Luz infrarroja 64.48 2 118.9

Las microondas se generan por ondas de radio de alta frecuencia, normalmente oscilan en un intervalo
de 300 MHz a 30 GHz (Correa Cuevas & Hernandez Baltazar, 2011). La irradiacién con microondas
es empleada como una fuente de calor que proporciona energia para completar procesos, esté tipo de
radiacion se considera como no ionizante, debido a que no contiene suficiente energia para provocar
cambios quimicos en los compuestos, ademas el calentamiento por microondas permite el ahorro de
tiempo y consumo de energia. En el presente estudio las microondas actlan principalmente sobre las
moléculas de agua provocando un calentamiento instantdneo debido a que las moléculas de agua
intentan alinearse con el campo eléctrico, el calor generado es la consecuencia del movimiento y friccion
entre las moléculas originando la transferencia de energia. Con base a los resultados obtenidos con éste
método de sintesis (100 a 114 nm) no fue un tipo de energia conveniente para la obtencion de
nanoparticulas de plata, debido al incremento rapido de temperatura la nanoparticula no alcanza el
estado de estabilizacion, por lo que conduce a un incremento en el tamafio de particula. El incremento
del tamafio de particula es atribuido a la formaciéon de agregados hecho que se demostré por la
observacién de un polvo fino color rojo en las paredes del vaso donde se llevé acabo la reaccion.

La luz infrarroja es un tipo de radiacion que forma parte del espectro electromagnético, tiene una mayor
longitud de onda que la radiacion visible, pero a su vez es menor que la radiacién de microondas. El
fundamento de la radiacion infrarroja radica en que las moléculas tienen frecuencias a las cuales pueden
rotar y vibrar. La transferencia de calor se origina por la rotacién bipolar y vibracional de las moléculas
polares presentes en el sistema, esto hace que el sistema incremente su temperatura en un tiempo mas
corto. Con base en los resultados obtenidos mediante este tipo de energia fueron mas favorables en
comparacion del método de Microondas. Sin embargo, los tamafios de particula oscilan entre 64.48 a
118.9 nm, por lo tanto, no cumplen con la especificacion, “menor a 100 nm”. El incremento de tamafio
se debe a la formaciéon de agregados, hecho que también se demostré por la formacién de un polvo fino
color rojo en las paredes del matraz en donde se llevo a cabo la reaccion.

Finalmente, la fuente de energia que presentdé mejores resultados y que se encuentra dentro de la
especificacion “menor a 100 nm” fue el método asistido por calentamiento convencional, en donde, los
mecanismos de calentamiento son por conduccion, es decir, que la transferencia de calor se realiza a

6 Los disefios experimentales de optimizacion en términos actuales y datos del andlisis de ANOVA para cada método de sintesis se encuentran
en el anexo Il y IV respectivamente.
’ Las fotografias de soluciones coloridas de nanoparticulas de plata de cada método de sintesis empleado se encuentran en el anexo V.
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través de una parrilla que por contacto directo con el sistema se puede controlar la cinética de formacion
de nanoparticulas de plata, asi como su tamafio (50.99 a 79.89) nm y forma.

5.7.2. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL METODO DE CALENTAMIENTO CONVENCIONAL

Tabla 18 Datos estadisticos del método de calentamiento convencional

Suma de Grados de  Cuadrado

Témino . adrados libertad medio F-value P-value

Modelo 803.79 9 89.31 5.88 0.0146 Significativo
V 495.81 1 495.81 32.64 0.0007
T 37.54 1 37.54 2.47 0.1599
t 24.47 1 24.47 1.61 0.245
VT 43.16 1 43.16 2.84 0.1357
Vit 1.28 1 1.28 0.084 0.7803
Tt 0.38 1 0.38 0.025 0.8791
& 63.38 1 63.38 4.17 0.0804
T2 52.83 1 52.83 3.48 0.1044

| e 93.71 1 93.71 6.17 0.042 |

Montgomery, (2004) considera que una prueba de hipotesis estadistica es un enunciado o una
afirmacion ya sea acerca de los pardmetros de distribucion de probabilidad o de un modelo. A
continuacion, se plantean una serie de hipotesis para la falta de ajuste al modelo y si los factores tienen
efecto sobre la respuesta (tamafio de particula).

Ho: Hay ajuste al modelo

H1: No hay ajuste al modelo

El criterio de decision es el siguiente:
Cuando el valor de significancia a=0.05

Se acepta Hp si la p<0.05.

De acuerdo con Ekpenyong, Antai, Asitok, & Ekpo, (2017) establecen que un valor de “p” mayor al nivel
de significancia (0.05) es la adecuada para la falta de ajuste a los datos. Con base al criterio establecido
anteriormente, se acepta la hipétesis nula (Ho) y se rechaza la hipotesis alterna (H.), debido a que el
valor de la probabilidad de ANOVA es menor que el valor de p (0.0146<0.05), por lo tanto, el modelo
actual tiene un valor de F=5.88 indicando que el modelo cuadratico es significativo con un nivel de
confianza del 95 % vy, por lo tanto, solo existe un 1.46 % de probabilidad de que el valor de F obtenido
pudiera deberse al ruido.
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Para analizar el efecto de los factores se consideré el siguiente planteamiento de hipétesis:
Ho: El factor tiene efecto significativo

Ha: El factor no tiene efecto significativo

El criterio de decision es el siguiente:

Cuando el valor de significancia a=0.05

Se acepta Hp si la p<0.05.

Con base en los resultados obtenidos en la tabla 18 se concluye que se acepta la hipotesis nula (Ho) vy
se rechaza la hipétesis alterna (Hi), para el factor lineal volumen de extracto (mL) y el factor cuadratico
t? (tiempo) debido a que sus valores de p=0.0007<0.05 y p=0.042<0.05 respetivamente, por otra parte,
se acepta la hipétesis alterna (Hi) y se rechaza la hipétesis nula (Ho) para los factores lineales
temperatura y tiempo, las interacciones de los factores VT (volumen y temperatura), Vt (volumen y
tiempo), Tt (temperatura y tiempo) y los términos cuadraticos V2 (volumen) y T? (temperatura) debido a
que sus valores de probabilidad son mayores a 0.05 indicando que no son significativos en el disefio
experimental.

Una prueba de ajuste en ANOVA normalmente suele venir acompafada por un coeficiente de
determinacién (R?), el cual es un porcentaje de las variaciones en una respuesta que se puede explicar
mediante los factores individuales y sus interacciones. Aunado a esto, mide que tan bien se ajusta a una
serie de observaciones, es decir, cuanto mas cerca esta el R? de 1, el ajuste de los datos sera mejor. En
este estudio, el R?= 0.8832 concuerda con la R? ajustada= 0.7330, para la sintesis de nanoparticulas de
plata asistida por calentamiento convencional indica que el modelo experimental es adecuado, con un
coeficiente de variacion de 5.61% (tabla 19).

Tabla 19 Datos de estadistica descriptiva para la obtencion de nanoparticulas de plata asistida por calentamiento
convencional

CV. % 5.61
R2 0.8832
R? ajustada 0.7330
Precisiéon 8.8010

La precisién adecuada es uno de los parametros por los cuales se puede o no navegar por el espacio
de un disefio experimental. La precision adecuada mide la relacién de sefial / ruido, de acuerdo con
Vargas Henriquez, Pedraza Yapes y cols, (2014) para que la relacion sea la adecuada debe ser mayor
a 4. La relacion obtenida en este estudio fue de 8.801>4 lo que indica que existe una sefial adecuada,
por lo tanto, este modelo se puede utilizar para navegar por el espacio del disefio experimental para
futuros estudios.

La siguiente ecuacion polinomial cuadratica en términos actuales muestra la dependencia del tamafio
de particula en funcion de cada termino lineal, interacciones y términos cuadraticos. Esta ecuacion que
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se muestra enseguida sirve para predecir el tamafio de particula o los factores que pueden influir en la
respuesta.

T. Particula = —436.65875 + 108.312V + 20.39345T — 4.66615t — 1.31400VT + 0.075333Vt
+4.1x1073Tt — 15.519V% — 0.14169T?2 + 0.02968t2 ... (4)

En la ecuacion 4 se observa como el volumen de extracto y la temperatura aumentan el tamafio de
particula, mientras que el tiempo de reaccién lo disminuye. De igual manera las interacciones de VT
disminuyen el tamafio de particula, por otro lado, las interacciones de Vt y Tt tienden a aumentar el
tamario de particula. Finalmente, los factores cuadraticos V? y T? disminuyen el tamario de particula y el
t2 tiende a aumentar la respuesta en el sistema.

Dado que los factores que afectan el tamario de particula; V y el t? resultaron ser significativos, estos
términos seran los que permaneceran en una nueva ecuacion llamada “ecuacién cuadratica reducida”,
y los factores que no tienen efecto sobre la respuesta se eliminan, es decir, son los que presentaron un
valor de p>0.05 con base a la tabla 18 de ANOVA, la ecuacién cuadratica reducida se muestra enseguida
en términos actuales (ecuacion 5):

T.de particula = —436.65875 + 108.312V + 0.02968t? ... (5)
5.7.3. REPETIBILIDAD DEL METODO

Para comprobar los resultados obtenidos anteriormente mencionados se realiz6 la repetibilidad del
método de sintesis de nanopatrticulas de plata. En la tabla 20 se muestra la repetibilidad del método de
sintesis de AgNP’s asistida por calor convencional, para esto, se realizaron 5 repeticiones en
condiciones oOptimas (2 mL de extracto vegetal, temperatura de 70°C y un tiempo de reaccién de 105
min), obteniendo un tamafio de particula promedio de 52.68 nm, por lo que se deduce que la metodologia
propuesta es precisa y a su vez es repetible, obteniendo asi un %RSD de 2.05%, es decir, el método
puede ser utilizado en futuras investigaciones.

Tabla 20 Repetibilidad del método de sintesis de AgNP’s asistida por calor convencional

No de Tamafio de
repeticion particula (nm)
1 52.75
2 52.51
3 52.11
4 54.45
5 51.59

Prom 52.68
Desv. Est. 1.08
%RSD 2.05

5.8. ESPECTROSCOPIA UV-VIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

De acuerdo con Boudjelal, Henchiri, Siracusa, Madani, & Ruberto (2012), la infusiébn acuosa de marrubio
revela la presencia de 15 metabolitos, pertenecientes a la clase de los polifenoles. En especial, siete
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flavonoides y acido clorogénico en pequefias cantidades. El extracto, ademas presenta una serie de
moléculas complejas derivadas del verbascoésido. Entre los flavonoides identificados se encuentra la
apigenina y ladaneina y luteolina. En la tabla 21 se muestran las longitudes de onda de las bandas
caracteristicas de algunas de las moléculas identificadas en el extracto acuoso de marrubio y cuyas
longitudes de onda se encuentran entre 219 y 350 nm.

Tabla 21 Longitudes de onda de metabolitos presentes en el extracto de marrubio

Metabolito Longitud de onda (nm) Referencia
A A2 As Siahpoush, Ghasemi, Shams
Acido clorogénico 219 243.7 328 Ardakani, & Asghari (2011)
Apigenina 270 350 N. A Grayer, y otros (1996)

L Gafner, Wolfender, Nianga, &
Verbascoésido 291 329 N. A Hostettmann (1997)

Ladaneina 286 335 N. A Grayer, y otros (1996)

Estos datos concuerdan con el espectro UV-Vis del extracto acuoso de las hojas de marrubio (figura 12,
espectro color azul). El trazo rojo corresponde al espectro UV-Vis de las nanoparticulas de plata,
comparandolo con el del extracto acuoso sin reaccionar se observa un ligero desplazamiento
batocromico de 250 (extracto) a 260 nm y desaparicion de las bandas entre 275 y 410 nm
aproximadamente. Demostrando que los polifenoles que adsorben energia en esa regidn son parte de
las moléculas responsables de la reduccion de la Ag* a Ag® y en el caso de los flavonoides la region del
cinamoilo se encuentra aproximadamente a 328 nm, por lo tanto, se sugiere que es la especie quimica
gue esta reaccionando.

2.5

Extracto
——AgNP’s
————— +» 425 nm

200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 12 Espectros UV-Vis de extracto acuoso de las hojas de marrubio (azul) y AgNP’s (rojo)

5.8.1. EFECTO DEL VOLUMEN DE EXTRACTO

En la figura 13 se muestran una serie de fotografias de soluciones coloridas correspondientes a
nanoparticulas de plata obtenidas al variar la cantidad de extracto vegetal, manteniendo a una
temperatura de 70 °C y un tiempo de reaccién de 105 min. En las imagenes de los sistemas con 1, 1.5
y 2.5 mL de extracto adicionado el color de la solucion fue café, mientras que para una cantidad de 2
mL de extracto el color fue un rojo ladrillo caracteristico de las nanoparticulas de plata.
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1mL 1.5mL 2mL 2.5 mL
Figura 13 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de AgNP’s sintetizadas con diferentes cantidades de
extracto acuoso de las hojas de marrubio

Cruz, D. A,, y cols, (2011) explican, para que el fendbmeno de formacion de un plasmon de superficie
ocurra el tamafio de la particula en estudio tiene que ser mucho menor que la longitud de onda de la luz
incidente. La luz incidente produce un dipolo eléctrico en la particula desplazando los electrones
deslocalizados, generando asi una carga negativa y como el resto de los nicleos y sus electrones
internos no se han desplazado contribuyen a una red catidnica dando estabilizacién a la nanoparticula.
En particulas menores a 30 nandémetros se produce un dipolo, en particulas mayores a 30 nanémetros
se produce un cuadruplo y en particulas extremadamente grandes se producen multipolos.

En la figura 14 se observan los espectros UV-Vis de los sistemas anteriormente descritos. Primero se
debe de fijar la atencién en la banda de 425 nm que esta presente en todos los sistemas y que
corresponde al plasmén de resonancia superficial, indicativa de la formacion de las AgNP’s, cuando se
aumenta el volumen de extracto hay un incremento en la absorbancia, se podria decir que cuando se
incrementa el volumen de extracto hay una mayor cantidad de moléculas con capacidad reductora que
pueden producir una mayor concentracion de AgNP’s, sin embargo, entre 2 y 2.5 mL no se cumple con
esto, para que el sistema con 2.5 mL de extracto incremente su absorbancia se necesitaria aumentar el
tiempo de reaccion.

Un requisito primordial para que la resonancia de plasmén de superficie se presente es que la longitud
de la luz que se incide sea mayor que el tamafio de la particula que recibe el haz de luz. Si hay una
disminucién en la absorbancia, como aqui se esta evidenciando, es debido probablemente a un aumento
en el tamafio de particula, producto de la agregacién de las AgNP’s, que como se puede observar el
color rojizo empieza a desaparecer y el sistema adquiere turbidez, lo que impide el paso libre del haz de
luz.

—1mL
1.5

1.5mL
<1 | —2mL

—2.5mL
0.5

0
200 300 400 500 600 700 800

A (nm)
Figura 14 Espectros UV-Vis de nanoparticulas de plata (efecto de la cantidad de extracto)

5.8.2. EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION

En la figura 15 se observa una serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de
nanoparticulas de plata tomadas a diferentes tiempos (en intervalos de 15 minutos) durante tres horas.
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En el transcurso de la reaccion se observaron los colores caracteristicos de éstas que van desde un
color café (color inicial) pasando por amarillo, marrén, rojo y finalmente un color rojo obscuro, ademas,
se puede observar que conforme avanza el tiempo de reaccion el color se intensifica indicando la
reduccién de Ag*a Ag°.

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
105 min 120 min 135 min 150 min 165 min 180 min

Figura 15 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de AgNP’s tomadas a diferentes tiempos

En la figura 16 se presentan los espectros de absorcion a diferentes tiempos desde el tiempo 0 hasta 17
horas. En este grafico se observa un incremento de la absorbancia cuando el tiempo de incubacién se
prolonga y en consecuencia la concentracion de plata coloidal incrementa. La banda de plasmén de
resonancia se observo a un tiempo de 15 minutos de reaccién en donde se confirma la formaciéon de
nanoparticulas de plata. Por otra parte, este experimento revel6 que la longitud de onda de la banda de
plasmén de superficie se presenta entre 415 y 420 nm; dicha banda esta presente en un intervalo de
tiempo de 1 a 6 horas y cuando alcanza las 17 horas desaparece, producto de la coalescencia de las
nanoparticulas metélicas observandose un precipitado de color café obscuro en el fondo del matraz.
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0.8
0.7
< 0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

200 300 400 500 600 700 800
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Figura 16 Espectros UV-Vis de nanoparticulas de plata (efecto del tiempo de reaccion)

5.8.3. OBTENCION DE NANOPARTICULAS PURAS

Para obtener las nanoparticulas puras fue necesario colocar la suspensién coloidal en una
ultracentrifuga a 12500 rpm por 20 minutos. Se retird el sobrenadante y la suspension coloidal de plata
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obtenida se re-suspendié en 50 mL de agua destilada, observando un color rojo ladrillo caracteristico de
las nanoparticulas de plata con una concentracion de 9.6460x10* M. Cabe sefialar que esta
concentracion se determiné por el método de Simpson?® (area bajo la curva) (anexo V).

En la figura 17a se muestra el espectro UV-Vis de las nanoparticulas de plata puras, en éste, se observan
dos bandas; la primera (izquierda a derecha) se asigna a los compuestos fendlicos presentes del extracto
acuoso de las hojas de marrubio que se encuentran adsorbidos en la superficie de las nanoparticulas
de plata y son los responsables de la formacion y estabilizacion de éstas. La segunda banda que es mas
intensa corresponde al plasmén de resonancia superficial, ésta se encuentra alrededor de 425 nm, si
bien los metabolitos secundarios adsorbidos, son los responsables de la estabilidad y carga de las
nanoparticulas (carga negativa), esta carga evita que se aglomeren y se mantengan a una cierta
distancia entre si mismas. En la figura 17b se muestra la micrografia obtenida por Microscopia
Electronica de Barrido que revel6 que las nanoparticulas de plata obtenidas son esféricas.
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Figura 17 Espectro de absorcion UV-Vis de nanoparticulas de plata puras (a) y (b) micrografia de una
nanoparticula observada por MEB: 10000x [Fotografia de Alejandra Sanchez, México, 2018, Laboratorio
de Microscopia Electrénica de la Facultad de Estudios Cuautitlan]

8 El desarrollo matematico del método de Simpson se encuentra en el anexo VI.
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5.9. ESTABILIDAD DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA PURAS

La estabilidad de las nanoparticulas de plata aisladas se estudié durante 28 dias obteniendo espectros
UV-Vis correspondientes, para lo que se utiliz6 como blanco una solucion de AgNOs 1 mM, y en el caso
de la muestra se tom6 una alicuota de 1 mL y se llevé a un aforo de 5 mL con agua destilada. En la
figura 18 se observan los espectros UV-Vis correspondientes a 1, 14 y 28 dias, observandose que en
14 dias alcanza la absorbancia maxima y posterior a ese tiempo disminuye. En cuanto a la longitud de
onda se presenta un ligero desplazamiento de 425 nm (dia 14) a 420 nm (dia 28) disminuyendo el
rendimiento de 25.48 a 15.9 %. De acuerdo con los resultados obtenidos la estabilidad de las
nanoparticulas de plata se encuentra entre 1y 14 dias aproximadamente.

1.2

1

0.8

< 0.6
0.4

0.2

0

200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 18 Espectros UV-Vis de nanoparticulas de plata puras para la determinacion de estabilidad

5.10. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD REDUCTORA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE
MARRUBIO POR EL METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

Los fenoles y flavonoides son metabolitos secundarios que poseen diversas actividades biolégicas como
la capacidad antioxidante y antiinflamatoria por mencionar algunas (Mufioz Velazquez, Rivas y cols,
2012). Con base en lo anterior se llevé a cabo la determinacion de la capacidad reductora del extracto
acuoso de las hojas de marrubio y una muestra problema de nanoparticulas de plata purificadas. En la
figura 19 se muestra la curva de calibracion de acido galico (ug/mL) utilizado como estandar, a partir de
las lecturas realizadas se obtuvo la siguiente ecuacion de linea recta: y=0.1226x-0.0111, con un
coeficiente de determinacion de 0.9915.

Cada muestra se ensay6 por triplicado. En el caso del extracto acuoso de las hojas de marrubio se
obtuvo un valor de 5.7115 mg Eq de acido galico por gramo de planta seca con un porcentaje de
capacidad reductora de 0.5945 %. De acuerdo con Mufioz Velazquez, (2012) la yerbabuena presenta
un mayor contenido de polifenoles que marrubio (231.85>5.7115), pero a su vez marrubio presenta una
mayor concentracion de polifenoles en comparacion con el romero (1.30<5.7115) (tabla 22) Mercado,
Gilberto. (2012).

Aunado a lo anterior, también se determiné la capacidad reductora de una muestra problema ensayada
por triplicado de una solucion de nanoparticulas de plata, en este caso se obtuvo un valor de 11.26 mg

EAG con un porcentaje de capacidad reductora 1.2231 %, se podria decir que los metabolitos
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secundarios presentes en el extracto de las hojas de marrubio quedaron adsorbidos en las
nanoparticulas de plata, proporcionandole poder reductor a éstas (tabla 23).

0.8 y =0.1226x - 0.0111
R2=0.9915

0.6
0.4
0.2

Concentracion pg/mL de acido galico.

Figura 19 Curva de calibracion de acido gélico

Tabla 22 Contenido de mg de EAG/g Ps de romero, marrubio y yerbabuena.

Planta Contenido en mg EAG/g Ps Referencia
Mercado Mercado, Rosa Carrillo, Wall Medrano,

1. 1.377 , . P .
fomero 30als Lopez Diaz, & Alvarez Parrilla (2013)
marrubio 5.7115 N. A
yerbabuena 231.85 Mufioz Velazquez E. (2012)

Tabla 23 Cuantificacién de compuestos con capacidad reductora del extracto acuoso de las hojas de marrubio

% de capacidad

Muestra A1 Az As Aprom mg EAG/g Ps reductora
Extracto acusode ,50  () 334 025  0.269 57115 0.5945
hojas de marrubio

AgNP’s 0.266 0.270 0.260 0.265 11.26 1.2231

5.11. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA DE EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS DE MARRUBIO,
NANOPARTICULAS DE PLATA Y SOBRENADANTE

En el espectro infrarrojo (figura 20, 1a) correspondiente al extracto acuoso de las hojas de marrubio se
observa la banda en 3714.68 cm™ se puede asignar a la vibracién de estiramiento del enlace N-H. A
nimeros de onda mas bajos se encuentra una banda mas ancha con una frecuencia de 2933.18 cm*
gue se asigna al enlace C-H tanto de Csp?, asi como de Cs,%. En la zona de enlaces miiltiples se observa
una banda a 1609.25 cm™ que se atribuye a la vibracién de estiramiento del enlace C=0 vy flexion tijera
del enlace N-H. A nimeros de onda mas bajos, en 1400.11 cm™ se presenta una banda gque se asigna
a la vibracién de estiramiento del enlace C-C(=0)-C, C-N y O-H. Finalmente, la banda a 1071.15 cm™
se puede atribuir a la vibracion estiramiento asimétrico del enlace C-O, y en la tabla 24 se observan
éstos grupos funcionales con su respectivo valor experimental e intervalo teérico y el tipo de vibracion
atribuido (Silverstein, Webster, & Kiemle, 2005). Los datos anteriormente mencionados concuerdan
con los grupos funcionales de los metabolitos identificados en el analisis fitoquimico; fenoles, taninos,
azucares reductores, compuestos nitrogenados y flavonoides (numeral 5.5), estos datos son
consistentes con lo reportado por Boujdjelal y cols, (2012).
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Tabla 24 Grupos funcionales identificados en el extracto acuoso de las hojas de marrubio

Gr_upo f_u_nC|onaI Frecuent?lla exp. Frecuer_lua reporta(_jla enla Tipo de Vibracion
identificado cm literatura cm
N-H 3714.68 3500-3250 Estiramiento
C-H (Csp3) 2850-3000 S
C-H (Cop2) 2933.80 3000-3100 Estiramiento
Cc=0 1609.25 1870-1540 Estiramiento
N-H 1609.25 1650-1580 Flexion tijera
C-C(=0)-C 1400.11 1300-1100 Estiramiento y flexion
C-N 1400.11 1342-1266 Estiramiento
O-H 1400.11 1420-1330 Flexién
C-0 1071 1260-1000 Estiramiento

En la figura 20, 2a se muestra el espectro IR correspondiente a las nanoparticulas de plata. Los
espectros IR del extracto de las hojas de marrubio (figura 20, 1a) y el de las nanoparticulas de plata son
muy similares, al compa rar ambos espectros IR, las bandas del extracto con frecuencias de 1609.25,
1400. 11, 1071.15 cm™ se desplazan a nimeros de onda mas bajos; 1545.98, 1354.28 y 992.78 cm™ en
las nanoparticulas de plata, con base a lo anterior, el desplazamiento de los nUmeros de onda mas
bajos se puede atribuir a la presencia de la plata.

En el espectro infrarrojo de las nanoparticulas de plata se observa una banda a 3740 cm™ que se asigna
a la vibracion de estiramiento del enlace N-H. A nidmeros de onda mas bajos se observa una banda
ancha, en 3183.91 cm® y 2912.71 cm™ son atribuidos a la vibracién de estiramiento del enlace C-H
pertenecientes a Cs,? y Csp° respectivamente. En la zona de enlaces mdltiples se observa una banda a
1545.48 cm™ se puede atribuir a la vibracién de estiramiento del enlace C=0 y la vibracién de flexion
tijera del enlace N-H. La banda a 1354.38 cm™ se asigna a la vibraciéon de flexion del enlace O-H,
estiramiento del enlace C-N, y al estiramiento y flexién del enlace C-C(=0)-C. Finalmente a 992.78 cm*
se asigna a la vibracion de estiramiento del enlace C-O vy la flexion en el plano del enlace C-H. Con base
a lo anterior, en los espectros IR se puede observar que parte de los metabolitos presentes en el extracto
de las hojas de marrubio se integraron a las nanoparticulas de plata (tabla 25)

Tabla 25 Grupos funcionales identificados en las nanoparticulas de plata

Gr_upo f_u_ncional Frecuen(?ila exp. Frecue_ncia reportafjla enla Tipo de Vibracion
identificado cm literatura cm
N-H 3740.31 3500-3250 Estiramiento
C-H (Csp?) 3183.91 3080-3020 Estiramiento
C-H (Csp®) 2912.71 2970-2950
Cc=0 1545.48 1870-1540 Estiramiento
N-H 1545.48 1650-1580 Flexion tijera
O-H 1354.38 1420-1330 Flexién
C-C(=0)-C 1354.38 1300-1100 Estiramiento y flexion
C-N 1354.38 1342-1266 Estiramiento
C-O 992.78 1260-1000 Estiramiento
C-H 992.78 1000-650 Flexién fuera del plano
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En la figura (20, 3a) se muestra el espectro infrarrojo del sobrenadante, en éste se observan bandas a
frecuencias a 3708.61, 2935.45, 1605.05, 1389.87 y 1064.36 cm™, acordes con las bandas presentes
en el extracto y al comparar los espectros IR se observa un ligero desplazamiento a nimeros de onda
mas bajos debido a la presencia de los iones de plata (tabla 26).

Tabla 26 Grupos funcionales identificados en el sobrenadante

9Grupo funcional Frecuencia exp. Frecuencia reportada en la Tio de Vibracion

identificado cml literatura cm-? P
N-H 3708.61 3500-3250 Estiramiento

C-H (Csp3) 2850-3000 . .

C-H (Cep2) 2935.45 3000-3100 Estiramiento
C=0 1605.05 1870-1540 Estiramiento
N-H 1605.05 1650-1580 Flexion tijera
O-H 1389.87 1420-1330 Flexion
C-N 1389.87 1342-1266 Estiramiento

C-C(=0)-C 1389.87 1300-1100 ES“;f‘er;‘i'gRto y
C-0 1064.36 1260-1000 Estiramiento

5.12. APLICACION DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA EN PELICULAS COMESTIBLES

El recubrimiento comestible se obtuvo utilizando la formulacion mostrada en la tabla 27 preparando
la cantidad suficiente para todo el experimento. Posteriormente se colocaron trozos de manzana en
tres lotes; recubrimiento con AgNP’s, sin recubrimiento y recubrimiento sin AQNP’s.

Tabla 27 Formulacién utilizada para la obtencién de peliculas comestibles

Compuesto Peso (g)
Alginato de sodio 2
Tween 60 0.5

La pelicula que se obtuvo con la formulacion anteriormente mencionada presentd las siguientes
caracteristicas mediante un analisis visual y al tacto: flexibilidad, con textura, rigidez y adherencia.
A la formulacién se le adicionaron 25 mL de una solucion de nanoparticulas de plata en una
concentracion de 16.6270 ppm, obteniendo una pelicula transparente con una coloracion
ligeramente naranja. Posteriormente se procedié a cubrir trozos de manzana con las peliculas. Se
mantuvieron en observacion durante 7 dias buscando cambios en la coloracién y pérdida de peso.

% En los espectros infrarrojo del extracto acuoso de las hojas de marrubio, AgNP’s y sobrenadante aparece una sefial en aproximadamente
3100 cm? es asignada la vibracion de estiramiento del enlace O-H de la molécula de agua presente en las muestras anteriormente
mencionadas.
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Figura 20 Espectro infrarrojo del extracto acuoso de las hojas de marrubio (1a), nanoparticulas de plata (2a) y
sobrenadante (3a)
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En la figura 21 se muestra la grafica de pérdida de peso para dos muestras de trozos de manzana,;
uno con recubrimiento (color rojo) y el otro en ausencia de recubrimiento (color verte), se puede
observar que la manzana con recubrimiento con nanoparticulas de plata tuvo una mayor pérdida
de peso en comparacion con la manzana control.

2.9 Manzana control (g)

N
N

—#— Manzana recubierta (g)

=N NN
o Rk W n

Perdida de peso (g)

=
~

=
n

Dia

Figura 21 Pérdida de peso (g) de trozos de manzana recubiertos (rojo) y trozo de manzana control
(verde)

Como se puede observar en la figura 22 (después de 7 dias) los tres trozos de manzana cambiaron
de color, es decir, sufrieron una oxidacién. Sin embargo, al comparar los dos trozos de manzana
cubiertos por la pelicula, con la que no contiene nanoparticulas de plata en su formulacién, presenta
una menor coloracion en comparacion de la que si contiene nanoparticulas de plata.

P Recubrimiento con Control sin Recubrimiento sin
Dia L ,
recubrimiento AgNP’s
RN
1 !
7

L

Figura 22 Serie de fotografias correspondientes a la aplicacion de nanoparticulas de plata en recubrimientos comestibles

[ N,

A continuacioén, se planteara una hipotesis que puede explicar los resultados obtenidos:
Cambio de coloracion en trozos de manzanas. El cambio de color puede ser el resultado de una

catalisis de la reaccion de conversion de polifenoles en quinonas. Primero se observa que todos
los trozos de manzana se oxidaron (con recubrimiento con AgNP’s, sin recubrimiento y con
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recubrimiento en ausencia de AgNP’s), por lo que el andlisis se centrar& en los que se envolvieron
con los recubrimientos.

Como se observa en la figura 22 los dos trozos de manzana cambiaron de color, por lo que existe
la posibilidad de que los recubrimientos no actuaron como una barrera contra el aire, con este hecho
se puede plantear lo siguiente: la enzima polifenoloxidasa (PPO) es la responsable del
oscurecimiento en las manzanas, siendo una enzima que tiene dos sitios de union; uno es asignado
para compuestos aromaticos como los “fenélicos” y el segundo le corresponde al oxigeno. La
polifenoloxidasa transfiere oxigeno y cataliza la oxidacién de los fenoles a quinonas, causantes del
oscurecimiento de las manzanas (ver figura 23) (Worthington Biochemical, 2018).

OH
©+02+2H—>©/
©/+02—>25>r

Figura 23 Oxidacion de fenoles a quinonas

+ 2 H0

Dado que el trozo de manzana cubierto con la pelicula con AgNP’s sufrié una oxidacién mayor, se
considera que la plata esta actuado como un catalizador ya que en su superficie metalica se
adsorbe oxigeno molecular y en consecuencia puede oxidar a los compuestos fendlicos presentes
en la superficie de la manzana. Este fenédmeno se puede atribuir al tamafio de la nanoparticula y a
la gran superficie de contacto (figura 24) (Weissermel & Arpe, 1981).

AgNP AgNP

T O =0

OH o)
AgNP OH o AgNP

Figura 24 Reaccion de fenoles a quinonas en presencia de nanoparticulas de plata

En cuanto a la pérdida de peso, las manzanas son frutos vivos que después de ser recolectados
respiran, es decir, toman el oxigeno del aire y eliminan CO,. La respiracion va acompafiada de la
perdida de agua por transpiracion de las células y un marchitamiento de los frutos. Si las
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nanoparticulas de plata fueron capaces de adsorber oxigeno en su superficie, entonces se cataliz6
la transpiracion y por tanto la pérdida de peso fue evidente.

6 CONCLUSIONES

e Se realiz6 la optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de plata empleando como agente
reductor el extracto acuoso de las hojas de marrubio asistida por calor convencional utilizando
un Disefio de Experimentos tipo Box-Behnken, obteniendo los factores que influyen en el tamafio
de particula los cuales son: la cantidad de extracto (mL) y el tiempo de reaccion (t2).

e Se evaluaron las partes aéreas de marrubio, pericon, Sta. Maria, ruda y semillas de chia
empleando el extracto acuso como agente reductor para la obtencién de nanoparticulas de plata,
de las cuales se seleccioné el marrubio para el monitoreo y optimizacion para la sintesis de
nanoparticulas de plata.

e Se recolecto y herboriz6 un ejemplar de la especie vegetal seleccionada, que fue entregado al
Herbario Etnobotanico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala y quedando bajo
resguardo con el nimero 2517 IZTA, cuyo nombre cientifico es “Marrubium vulgare L.”, conocido
comunmente como “marrubio”, perteneciente a la familia Lamiaceae.

e Se realiz6 el tamizaje fitoquimico preliminar al extracto acuoso de las hojas de marrubio en el
cual se encontraron los siguientes grupos quimicos: agrupamientos lacténicos, fenoles/taninos,
flavonoides, azucares reductores y compuestos nitrogenados.

e Se optimizd y se selecciond la sintesis de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional,
debido a que cumple con una buena precisibn adquirida y presenta un coeficiente de
determinacion adecuado (R?) de 0.8832. Este tipo de fuente de energia influye en el tamarfio y
forma de la nanoparticula dado que la cinética de formacion de éstas es mucho mas lenta que
en microondas y luz infrarroja.

e La espectroscopia UV-Vis y la DLD (Dispersion de Luz Dindmica) revelaron que las
nanoparticulas de plata obtenidas presentan un plasmon de superficie a 425 nm con un tamafio
de particula promedio de 52.68 nm, respectivamente y mediante MEB se observo que tienen
forma esférica. Asi mismo, la espectroscopia infrarroja revel6 que los metabolitos presentes en
el extracto acuoso de las hojas de marrubio quedaron adsorbidos en la superficie de las
nanoparticulas de plata.

e Se determind que las nanoparticulas de plata no pueden ser utilizadas en la incorporacién de

recubrimientos comestibles para alimentos, debido a que posiblemente catalicen reacciones de
oxidacion y provoquen la senescencia del fruto mas rapido.
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7 PROSPECTIVAS

Identificar y cuantificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de las hojas
de la especie vegetal Marrubium vulgare L. mediante electroforesis capilar.

Determinar la actividad biologica del extracto acuoso de las hojas y nanoparticulas de plata
obtenidas a partir de la especie vegetal Marrubium vulgare L.

Obtener nanopatrticulas de plata a partir de los diferentes extractos (hexano, acetato de etilo y
etanol) de las hojas de la especie vegetal Marrubium vulgare L. y caracterizarlas por
espectroscopia UV-Vis, Dispersion de Luz Dinamica, espectroscopia infrarroja y Microscopia
Electronica de Barrido.

Sintetizar nanoparticulas de plata empleando las condiciones obtenidas en éste trabajo de
investigacion y aplicarlas en una reaccion de oxidacion.
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8 ANEXOS

l. IDENTIFICACION BOTANICA

UNI AUT DE

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES %

IZTACALA u u
- =

HERBARIO IZTACALA IZTACALA

FESI/HI/028/2016

LUIS ANGEL FLORES LINARES

Alumno de la Carrera de Quimica,

Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM
Presente

Por este conducto me permito proporcionar a usted la identificacion taxonémica del
material botanico de respaldo del Proyecto de Tesis de Licenciatura “Optimizacion del
método de sintesis de nanoparticulas de plata, usando como agente reductor el
extracto acuoso de Marrubium vulgare L. (LAMIACEAE) (Marrubio) utilizada en la
medicina tradicional mexicana”, que se realiza en el Laboratorio de Farmacognosia y
Fitoquimica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, bajo la direcciéon de la
Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enriquez.

Asi mismo, le informo que la planta ha sido integrada en la Coleccién Etnobotanica
del Herbario Iztacala con el siguiente nimero de registro:

Nombre Cientifico | Familia Botanica | Nombre Popular | No. de Registro
Marrubium vulgare L. LAMIACEAE “Marrubio” 2517 IZTA

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

Atentamente )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Los Reyes Iztacala, Estado de México, 4 de agosto 2016

M. EN C. MA. EDI OPEZ VILLAFRANCO
Responsable del Herbario |Z

C.c.p.- Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enriquez
Directora de Tesis, FES Cuautitlan, UNAM

Av. De los Barrios No. 1. Los Reyes Irtacala. Tiainepantio, Estado de México,
C.P. 54090. A. P. 314. Tel/Fax: 5623-1378.
herbario Irfo@campus.iztacalo.unam.mx
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. MONITOREO PARA OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE PLATA ASISTIDA POR CALOR
CONVENCIONAL

Tabla 28 Disefio experimental para la obtencion de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Exp V(ml) T (°C) t (min)

1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1

Tabla 29 Disefio experimental de monitoreo para la obtencion de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Exp V(ML) T(C)  t(min) P;f‘tgﬁl’;"(ﬂfn)
1 1 1 1 76.49
2 1 1 1 64.47
3 1 1 1 88.18
4 1 1 1 69.67
5 1 1 1 85.30
6 1 1 1 98.00
7 1 1 1 51.13
8 1 1 79.66
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. DISENOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS EN LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA ASISTIDA POR
DIFERENTES TIPOS DE ENERGIA.

Tabla 30 Disefio experimental en términos codificados Box-Behnken para calentamiento convencional

Exp V (mL) T (°C) t (min)

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Tabla 31 Disefio experimental de optimizacion de sintesis de nanoparticulas de plata asistida por calor convencional

Exp V(mL) T(°C) t(min) p;ﬁlfl‘a';o(g;) PDI
1 1 60 105 69.16 0.283
2 2 60 105 53.47 0.438
3 1 70 105 79.82 0.225
4 2 70 105 50.99 0.433
5 1 65 90 75.69 0.264
6 2 65 90 65.33 0.357
7 1 65 120 76.78 0.253
8 2 65 120 68.68 0.287
9 15 60 90 67.59 0.336
10 15 70 90 71.55 0.268
11 15 60 120 71.75 0.244
12 15 70 120 76.94 0.234
13 15 65 105 69.63 0.287
14 15 65 105 70.94 0.243
15 15 65 105 74.26 0.244
16 15 65 105 68.67 0.267
17 15 65 105 70.41 0.263
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Tabla 32 Disefio experimental en términos codificados Box-Behnken para irradiacion con microondas

Exp V (mL) P (w) t(s)
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Tabla 33 Disefio experimental de optimizacion de sintesis de nanoparticulas de plata asistida por microondas

Tamanfo de

Exp V(ML) PW) ) aticiia (m) PDI
1 1 30 250 141.7 0.181
2 2 30 250 100.0 0.402
3 1 50 250 174.8 0.328
4 2 50 250 127.6 0.271
5 1 40 200 114.6 0.381
6 2 40 200 120.8 0.328
7 1 40 300 129.9 0.263
8 2 40 300 142.4 0.272
9 1.5 30 200 147.2 0.207
10 1.5 50 200 162.5 0.280
11 1.5 30 300 149.0 0.291
12 1.5 50 300 117.3 0.252
13 1.5 40 250 148.7 0.324
14 1.5 40 250 145.7 0.316
15 1.5 40 250 142.5 0.250
16 1.5 40 250 140.0 0.363
17 1.5 40 250 133.2 0.284
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Tabla 34 Disefio experimental en términos codificados Box-Behnken para irradiacion infrarroja

Exp V (mL) Voltaje (%V) t (min)
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Tabla 35 Disefio experimental de optimizacion de sintesis de nanoparticulas de plata asistida por luz infrarroja

Voltaje Tamafio de

Exp V(mL) (%V) t (min) particula (nm) PD
1 1 30 23 67.30 0.297
2 2 30 23 64.48 0.397
3 1 50 23 118.9 0.452
4 2 50 23 119.0 0.322
5 1 40 15 98.25 0.348
6 2 40 15 77.09 0.262
7 1 40 31 100.8 0.253
8 2 40 31 74.20 0.373
9 15 30 15 109.3 0.378

10 15 50 15 93.99 0.349
11 1.5 30 31 84.00 0.259
12 1.5 50 31 94.79 0.292
13 1.5 40 23 87.91 0.336
14 1.5 40 23 92.67 0.390
15 1.5 40 23 116.5 0.450
16 1.5 40 23 86.07 0.233
17 1.5 40 23 96.21 0.349
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V. ANALISIS ANOVA PARA LOS METODOS UTILIZADOS EN LA SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA
ASISTIDA POR DIFERENTES TIPOS DE ENERGIA.

Tabla 36 Datos estadisticos de analisis de varianza (ANOVA) para la sintesis de nanoparticulas de plata asistida por calor
convencional

Andlisis de Varianza (ANOVA)
Grados

Termino Suma de de Cuadrqdo F p-Value
cuadrados . medio Value Prob>F
libertad
Modelo 803.79 9 89.31 5.88 0.0146 significativo
A-V 495.81 1 495.81 32.64 0.0007
B-T 37.54 1 37.54 2.47 0.1599
C-t 24.47 1 24.47 1.61 0.245
AB 43.16 1 43.16 2.844 0.1357
AC 1.28 1 1.28 0.084 0.7803
BC 0.38 1 0.38 0.025 0.8791
A2 63.38 1 63.38 4.17 0.0804
B2 52.83 1 52.83 3.48 0.1044
c? 93.71 1 93.71 6.17 0.042
Residual 106.32 7 15.19
Falta de ajuste 88.27 3 29.42 6.52 0.0509 no significativo

Tabla 37 Datos estadisticos del analisis de varianza (ANOVA) para el método de sintesis de nanoparticulas de plata asistida
por microondas

Analisis de Varianza (ANOVA)

Grados
Teming  Swede e Ot evae  Ruale
libertad
Modelo 2163.5 9 240.39 0.54 0.8109 no significativo
A-V 616 1 616 1.37 0.2793
B-P 245.31 1 245.31 0.55 0.4834
C-t 5.28 1 5.28 0.012 0.9166
AB 7.56 1 7.56 0.017 0.9003
AC 9.92 1 9.92 0.022 0.8859
BC 552.25 1 552.25 1.23 0.3036
A? 560.24 1 560.24 1.25 0.3004
B2 129.23 1 129.23 0.29 0.6079
c? 53.36 1 53.36 0.12 0.7402
Residual 3136.55 7 448.08
Falta de ajuste 2996.28 3 998.76 28.48 0.0037 significativo
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Tabla 38 Datos estadisticos del analisis de varianza (ANOVA) para la sintesis de nanoparticulas de plata asistida por luz
infrarroja

Andlisis de Varianza (ANOVA)

Termino Suma de Grgdos Cuadr_ado F p-Value
cuadrados . medio Value Prob>F
libertad
Modelo 2051.08 9 227.9 0.65 0.7316 no significativo
A-V 318.53 1 318.53 0.91 0.3721
B-Voltaje 1290.32 1 1290.32 3.68 0.0964
C-t 77.13 1 77.13 0.22 0.6532
AB 2.13 1 2.13 0.006 0.94
AC 7.4 1 7.4 0.021 0.8885
BC 170.3 1 170.3 0.49 0.5023
AN2 136.49 1 136.49 0.39 0.5523
B"2 21.16 1 21.16 0.06 0.8129
cn2 28.32 1 28.32 0.081 0.7844
Residual 2452.04 7 350.29
Falta de ajuste 1856.69 3 618.9 4.16 0.1011 no significativo

V. FOTOGRAFIAS DE SOLUCIONES COLORIDAS DE NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS POR
DIFERENTES TIPOS DE ENERGIA.
A) SINTESIS DE NANOPARTICULAS ASISTIDA POR CALENTAMIENTO CONVENCIONAL

1mL 1.5mL 2mL 2.5mL

Figura 25 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto de la cantidad de
extracto)

60 °C 65 °C 70 °C
Figura 26 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto de la temperatura)

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
105 min 120 min 135 min 150 min 165 min 180 min
Figura 27 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto del tiempo de
reaccion)
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B) SINTESIS DE NANOPARTICULAS ASISTIDA POR IRRADIACION CON MICROONDAS

1mL 1.5mL 2mL
Figura 28 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto de la cantidad de
extracto)
30w 40w 50 W

Figura 29 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto de la potencia)

120 s 180s 250 s 300 s 360 s
420 s 500 s 600 s 720 s 780 s 840 s
900 s 960 s 1000 s
Figura 30 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto del tiempo de
reaccion)

C) SINTESIS DE NANOPARTICULAS ASISTIDA POR IRRADIACION INFRARROJA

1mL 1.5mL 2mL
Figura 31 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto de la cantidad de
extracto)
30 %V 40 %V 50 %V
Figura 32 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto del porcentaje del
voltaje)
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0 min 15 min 23 min

30 min 60 min 90 min

120 min 150 min 180 min
Figura 33 Serie de fotografias correspondientes a soluciones coloridas de nanoparticulas de plata (efecto del tiempo de
reaccion)

VI. CUANTIFICACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA POR LA METODOLOGIA DE SIMPSON

_ 425-330

d
X 1

95
95, h=—-=47.57 y y,=330+47.5=377.5

425 47.5
f senxdx = 3 [sen 330 + 4sen 377.5 + sen 425] = 25.48 U% 0 25.48 %
330

37 mL
43.4 mgAgNO; <7

250 mL) = 6.4232 mgAgNO;

6.4232 mgAgNO; RA (100 mg AgNO3 RP) ( 1 mmol AgNO3 ) ( 1 mmol Ag® ) (107.8682 mg Agf

) = 4.1620 mg Ag®
98 mg AgNO3 RA 169.87 mg AgNO3 RP 1 mmol AgNO3

1 mmol Ag®

25.28
4.1620 mg Ag° (—) = 1.0405 mg Ag®

100
1.0405 A 0(5 mL)( 1 >— 0 10405mg AgC
' mg A8 1mL/\50mL/ mlL mg Ag
0.10405 msg AgC (1000 mL) = 104.05
' mL 8 1L )~ orteppm

VII. PREPARACION DE SOLUCIONES

Solucién de Na,COs; al 20%. Se pesan aproximadamente 5 gramos de carbonato de sodio y se disuelven

en 25 mL de agua destilada.

Solucién stock de &cido gélico 0.1 mg/mL. Se pesan 21.9 mg de &acido galico, se disuelven en 10 mL de

agua destilada, de esta solucién se toman 456 uL y se aforan a 10 mL con agua destilada.

NOTA: Después de adicionar el reactivo de Folin-Ciocalteu se agité cada sistema con un vortex durante
un minuto y se dejo reposar por 8 minutos. Inmediatamente se afiadié una soluciéon acuosa de Na>COs
al 20 % y se agité por un minuto. Terminado el tiempo de agitacion los sistemas se llevaron a un aforo
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de 10 mL con agua destilada. Los sistemas se dejaron reposar durante 30 minutos protegido de la luz.
De acuerdo con Medina, y otros, (2009) se midi6 la absorbancia de cada sistema a una longitud de onda
de 765 nm.

VIIIL. PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN EL TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR

Borntrager. Se toma una porcién del residuo y se disuelve en 1 mL de cloroformo, posteriormente se
agrega 1 mL de hidréxido de sodio al 5%, la mezcla resultante se agita. Si la fase alcalina se colorea
rosa-rojo, indica la presencia de quinonas.

Baljet. Se toma 1 mL de extracto acuoso y se le adicionan unas gotas de una mezcla recién preparada
de 1 mL de Baljet (solucion A) y 1 mL de Baljet (solucion B). Si se observa un color o precipitado color
rojo-naranja indica la presencia de agrupamientos lactonicos.

Espuma. A la fraccion disuelta en 1 mL de etanol, se le adicionan 10 mL de agua, se tapa y se agita
vigorosamente durante 2 min. La formacién de espuma estable por unos minutos con una apariencia de
panel de abeja se considera positiva, indicando la presencia de saponinas.

Cloruro Férrico. A 1 mL de extracto acuoso, se le adicionan unas gotas de una solucién de cloruro
férrico. La aparicién de un color o precipitado de color verde oscuro indica la presencia de fenoles y/o
taninos.

Fehling. A una porcion del extracto se trata con una mezcla recién preparada de 1 mL de Fehling Ay 1
mL de Fehling B. La mezcla se calienta en bafio maria durante 15 a 30 min. La aparicién de un color o
precipitado rojo indica la presencia de azucares reductores.

Shinoda. En un tubo de ensaye se colocan 2 mL de extracto diluido, se le agrega un trozo de viruta de
magnesio amalgamado y se le agregan unas gotas de acido clorhidrico concentrado (este es el Reactivo
de Shinoda). La inmediata aparicion de colores que van del anaranjado, rojo o violeta es indicativo de
flavonas, flavononas, flavonoles o xantonas. Ocasionalmente los flavanoles, las flavanonas y
flavanonoles dan colores verdes o azules.

Alcaloides. Del filtrado en acido Clorhidrico diluido se toman 2 mL t se dividen en tres tubos de ensaye:

1. Se mezcla con una gota de reactivo de Dragendorff. Un precipitado rojo ladrillo indica la presencia
de alcaloides.

2. Se mezcla con una gota de reactivo de Ac. Silicotungstico. Un precipitado blanco y fino indica la
presencia de alcaloides.

3. Se mezcla con una gota de reactivo de Hager. Si se observan agujas de color amarillo indican la
presencia de alcaloides.

Aluminio. A 2 mL de extracto acuoso se le adicionan gotas de una solucién de cloruro de Aluminio al
10 % seguido de unas gotas de hidréxido de sodio al 5%, se agita la mezcla, si un color rojo es observado
la prueba indica la presencia de flavonoides.

Ninhidrina. Se afiaden gotas de ninhidrina a 2 mL de extracto acuoso, la aparicién de un color violeta-
azuloso, indica la presencia de aminoacidos.
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IX.

LISTA DE EQUIPOS UTILIZADOS

Espectrofotometro infrarrojo modelo Nicolet iS10FT con punta de diamante.

Stereo microscope modelo No. Z45V

Espectrofotémetro UV-Vis HALO XB-10 marca DYNAMICA

PowerSpin™ LX CENTRIFUGE marca UNICO®

Balanza OHAUS® HARVARD TRIP BALANCE

Microondas marca GE modelo JES1142SJ

Z-SIZER marca Malvern, Nano-ZS90

Ultracentrifuga Optima XL-100K, Beckman Coulter, rotor SW28

10.
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