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Resumen

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) tienen propiedades antibacterianas y conservantes, algo
muy util en la industria de la belleza que busca nuevos conservantes para sus productos. Las
AgNPs estan siendo usadas en varios productos, incluyendo los jabones. La sintesis fitoquimica
permite sintetizar nanoparticulas no toxicas para los seres vivos. El marco (Ambrosia peruviana)
es una planta de los saberes ancestrales cuyo extracto presenta propiedades antibacterianas. Se
caracterizd el extracto acuoso de marco, se cuantifico flavonoides y se analizd el poder
antioxidante del mismo. Se sintetiz6 nanoparticulas de plata en extracto de marco. Se optimizé
la sintesis encontrandose las mejores condiciones (utilizando 1,5 mL de extracto, 20 mL de
solucion 1 mM de nitrato de plata, a una temperatura de 50°C + 1°C, por 7 horas, con un pH de
7). Se concentraron las AgNPs en rotavapor. Se caracterizd las nanoparticulas obtenidas usando
espectrofotometria UV-Vis, dispersion dindmica de luz (DLS), difraccion de rayos X (XRD),
microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)
y microscopia electronica de transmisién (TEM), obteniéndose nanoparticulas cuasi-esféricas de
22,12 nm + 6,09 nm. Se formulé el jabon utilizando las concentraciones de 1,25%, 2,5%, 3,75%
y 5% de AgNPs y extracto. Se midio la actividad antibacteriana de los jabones elaborados en
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, utilizando la técnica de
difusién en agar nutriente. Se obtuvo un mayor halo de inhibicion en Staphylococcus aureus,
puesto que esta bacteria es mas sensible que el resto, con el jabén de AgNPs al 5%. Las AgNPs

son buenos agentes antibacterianos en los jabones.

Palabras clave: nanoparticulas de plata, sintesis fitoquimica, jabén sélido de glicerina
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Abstract

Silver nanoparticles (AgNPs) have antibacterial and preservative properties, something very
useful in the beauty industry that is looking for new preservatives for it's products. AgNPs are
being used in various products, including soaps. Phytochemical synthesis allows the synthesis of
non-toxic nanoparticles for living beings. Marco (Ambrosia peruviana) is a plant of ancestral
knowledge whose extract has antibacterial properties. The aqueous extract of marco was
characterized, flavonoids were quantified and their antioxidant power was analyzed. Silver
nanoparticles were synthesized in marco’s extract. Synthesis was optimized by finding the best
conditions (using 1.5 mL of extract, 20 mL of 1 mM silver nitrate solution, at a temperature of 50°C
+ 1°C, for 7 hours, with a pH of 7). AgNPs were concentrated in rotapvap. The obtained
nanoparticles were characterized using UV-Vis spectrophotometry, dynamic light scattering
(DLS), X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray
spectroscopy (EDS) and transmission electron microscopy (TEM), obtaining quasi-spherical
nanoparticles of 22.12 nm £ 6.09 nm. The soap was formulated using the concentrations of 1.25%,
2.5%, 3.75% and 5% of AgNPs and extract. The antibacterial activity of the soaps made on
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa was measured using the
nutrient agar diffusion technique. A greater inhibition zone was obtained in Staphylococcus aureus
because this bacterium is more sensitive than the rest, with the 5% AgNPs soap. AgNPs are good

antibacterial agents in soaps.

Key words: silver nanoparticles, phytochemical synthesis, solid glycerine soap
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Capitulo 1: Introduccién

Formulacion del problema

La plata es un metal de transicion que no tiene ningun papel bioldgico y es toxico para los
organismos inferiores (Medici et al., 2019). Se lo ha usado a lo largo de la historia y ha mostrado
ser un buen agente antibacteriano (Medici et al., 2019). El rapido desarrollo de la nanotecnologia
ha permitido obtener nanoparticulas con funciones muy utiles para el ser humano, los animales
y el medio ambiente (Panda, 2021). Un ejemplo son las nanoparticulas de plata que han
demostrado ser un buen agente antibacteriano frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias (Panda, 2021).

La nano-biotecnologia en conjunto con la quimica verde, presenta un gran potencial para el
desarrollo de productos novedosos y necesarios que beneficien la salud humana, el medio
ambiente y las industrias (Castillo-Henriquez et al., 2020). Con la quimica verde se puede
sintetizar nanoparticulas con métodos no convencionales a partir de extractos vegetales (Castillo-
Henriquez et al., 2020). La sintesis verde de AgNps es una alternativa econémica y de rapido
crecimiento, muchos extractos de plantas se pueden usar como agentes reductores para el

proceso de sintesis (Chand et al., 2020).

El Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad del mundo en flora y fauna (Kleemann
et al., 2022). Es un pais intercultural y pluricultural, con creencias ancestrales que se transmiten
de generacion en generacion (Chamba-Tandazo et al., 2020). Especificamente, en la parte
medicinal existe una amplia gama de plantas que se han usado para el tratamiento de muchas
dolencias (Chamba-Tandazo et al., 2020). Ambrosia peruviana, también conocida como “marco”,
“altamisa” o “artemisa”, es una planta herbacea que es muy usada en la medicina tradicional

indigena para tratar muchas enfermedades (Guzman et al., 2022).

La industria cosmética ha tenido un gran crecimiento y la incorporacion de la nanotecnologia (en

la década de 1980) ha permitido la incorporacion de nuevas formulaciones que tienen una mayor
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eficacia (Ong & Nyam, 2022). Las AgNPs son de gran interés por sus propiedades, destacandose
las antimicrobianas (Ong & Nyam, 2022). Las nanoparticulas de plata también presentan
propiedades conservantes y el Comité Cientifico sobre Seguridad del Consumidor (SCCS) las

considera como un agente conservante seguro (Mondéjar-Lopez et al., 2021).

En el presente trabajo se elaboré un jabén de glicerina con nanoparticulas de plata sintetizadas
con extracto de marco (Ambrosia peruviana) con la finalidad de comprobar si este producto
presenta actividad antimicrobiana. Los resultados que se obtengan permitiran exponer las
caracteristicas del proceso de sintesis verde de nanoparticulas con el extracto de marco vy, de

manera particular, la efectividad antimicrobiana de las mismas dentro de un producto cosmético.

Justificacion del problema

En los ultimos afios, el uso de nanoparticulas en productos cosméticos se ha incrementado por
los beneficios que estas han demostrado tener, aunque persiste el debate de la toxicidad que
estas presentan (Gajbhiye & Sakharwade, 2016). La nanotecnologia es una ciencia emergente
gue continda en fase de investigacion encontrdndose muchas aplicaciones de la misma,
buscando el beneficio del ser humano (Gajbhiye & Sakharwade, 2016). La industria cosmética y
veterinaria genera muchas ganancias econdémicas a nivel mundial y con la aplicacion de
nanoparticulas en sus productos han incrementado su eficacia (Bansod et al., 2015; Betancur et

al., 2016).

La nanotecnologia ofrece técnicas que permiten la sintesis de materiales con actividad
antimicrobiana; las nanoparticulas antibacterianas inorganicas como las de plata (Kailasa et al.,
2019), 6xido de zinc (Kumar et al., 2014a), diéxido de titanio (Betancur et al., 2016) y 6xido de
cobre (Kumar et al., 2017) tienen una atencién especial por su alta estabilidad al estar en contacto
con sistemas biolégicos (Betancur et al., 2016). Los agentes antibacterianos inorganicos (metales
y 6xidos de metal) presentan ventajas respecto a los compuestos organicos, ya que son mas

estables y seguros (Betancur et al., 2016).
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Debido al abuso de los antibiéticos se han desarrollado cepas bacterianas mas resistentes, por
lo que se han desarrollado nuevos antibiéticos para estas cepas resistentes creando un ciclo
interminable (Kurtjak et al., 2017). Una opcién para terminar con este problema es usar agentes
antimicrobianos inorganicos por su capacidad de matar bacterias o inhibir su crecimiento (Kurtjak
etal., 2017). Gracias a los nuevos avances en la ciencia de los biomateriales y la nanotecnologia
se podria lograr: (a) una accion local y dirigida sin efectos secundarios en el organismo; (b) un
mejor transporte y una facil penetracion en las especies patégenas (mayor eficiencia) y (c) una
oportunidad Unica para el desarrollo de medicamentos eficaces (Kurtjak et al., 2017). Segun
Kurtjak et al. (2017) existe el riesgo de desarrollar una resistencia a la plata, lo cual est4 en
estudio; sin embargo, las nanoparticulas metalicas representan una clara ventaja para el

tratamiento de enfermedades bacterianas generadas por cepas resistentes a los antibiéticos.

Los métodos de sintesis de nanoparticulas pueden ser quimicos o a través de sintesis verde.
Para una sintesis quimica se usan precursores, agentes reductores y estabilizantes. Dentro de
los agentes reductores representativos se encuentran: borohidruro de sodio (NaBH.), glucosa, N,
N-dimetilformamida, hidracina (N2H4), citrato de sodio, polioles (etilenglicol, dietilenglicol o una
mezcla de ellos) y formaldehido; también estan los siguientes agentes protectores: tioles, aminas,
polimeros (Polivinilpirrolidona PVP, polivinil alcohol PVA), polielectrolitos (oleato de sodio, acido
oleico, etc.) y tensoactivos (suprimir la agregacion): bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB),
dodecil sulfato de sodio y cloruro de cetil trimetil amonio (CTAC), muchos de estos reactivos
guimicos son téxicos (Chouhan, 2018). Los métodos quimicos de sintesis de nanoparticulas
generan algunos subproductos quimicos toxicos que pueden tener efectos adversos si se las usa
como aplicacibn médica, y algunos de estos pueden ser costosos, tales como: borohidruro

(Kumar et al., 2014a), 2-mercaptoetanol (Garibo et al., 2020), tioglicerol y citrato (ljaz et al., 2021).

Por otro lado, la sintesis verde de nanoparticulas es una forma de obtener nanoparticulas no

toxicas y de bajo costo utilizando extractos de plantas (Bansod et al., 2015). Los extractos
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vegetales contienen sustancias que funcionan como agentes reductores y estabilizadores de las
nanoparticulas, ademas algunos tienen propiedades antimicrobianas (Geraldes et al., 2016).
Algunas de estas sustancias son: polifenoles, acidos organicos, flavonoides, terpenoides,
proteinas, flavonas, cetonas, aldehidos, amidas y quinonas (Garibo et al., 2020; Geraldes et al.,
2016). Varios estudios promueven el uso de nanoparticulas de metales u 6xidos para diferentes
fines, dentro de la industria cosmética el mas usado es la plata, y de preferencia se usa
nanoparticulas obtenidas de una sintesis verde porque presentan menor toxicidad y mejor
estabilidad (Gajbhiye & Sakharwade, 2016). La sintesis verde de nanoparticulas metéalicas implica
tres pasos principales basados en las perspectivas de la quimica verde: (1) seleccion de un medio
solvente biocompatible y no téxico; (2) seleccion de agentes reductores ambientalmente
favorables y (3) seleccion de sustancias no toxicas para la estabilizacion de las nanoparticulas

(Geraldes et al., 2016).

En humanos o animales superiores, las enfermedades flungicas y bacterianas estan
principalmente relacionadas con infecciones en la piel, pero debido a la aparicién y aumento de
la resistencia microbiana a multiples antibiéticos y los costos de la atencién médica, existe la
necesidad de desarrollar agentes antimicrobianos rentables y sin resistencia (Bansod et al.,
2015). Las infecciones de la piel son las mas comunes en animales, principalmente son
generadas por bacterias, hongos y ectoparasitos (Bansod et al., 2015). Por lo que es necesario
desarrollar nuevos productos para estas afecciones y con la aplicacién de nanoparticulas de

plata, se han obtenido buenos resultados, aunque es importante hacer una mayor investigacion.

La industria de la belleza utiliza la nanotecnologia para la conservacién de sus productos y
protegerlos de la contaminacion microbiana que puede ocurrir durante su produccién o
almacenamiento, esto es de suma importancia porque estos productos tienen un contacto directo
con el cuerpo humano (Pulit-Prociak & Banach, 2016). De acuerdo con Pulit-Prociak & Banach

(2016) un jabdn que incorpora AgNPs, gracias a la presencia de estas nanoparticulas, presenta
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actividad antiinflamatoria y protege la piel contra los efectos adversos de los microorganismos.
Las AgNPs pueden penetrar profundamente en la piel y eliminar cualquier contaminacion

bacteriana, lo que inhibe la formacion de acné (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

El marco es una planta usada desde hace mucho tiempo en el Ecuador. Normalmente se realizan
infusiones para aprovechar sus propiedades medicinales, se la usa para tratar infecciones
internas y externas (causadas por ectoparasitos) tanto en personas como animales mediante
bafios de la infusion (Mesa Vanegas et al., 2017; Moya Castillo, 2017). Estas propiedades se
deben a los metabolitos secundarios que presentan. Entre ellos destacan los flavonoides que, al
ser buenos antioxidantes, podrian favorecer la formacion de nanoparticulas lo que permitiria
efectuar una sintesis fitoquimica de AgNPs (Yanez C. et al., 2011; Geraldes et al., 2016). En
Ecuador segun Arias Ortiz & Palma Holguin (2019) la nanotecnologia esta muy poco desarrollada
y sus aplicaciones principalmente se enfocan en el area de la remediacién ambiental. Pero hay
gue recordar que existe una fuerte industria ganadera que es el sustento de muchas familias, en
donde aplicar productos naturales enriquecidos con nanoparticulas puede ser beneficioso y se
evitaria el uso de productos veterinarios de origen sintético cuyos efectos son mas dafiinos para
el animal y el medio ambiente. La industria cosmética ecuatoriana estd empezando a crecer con

emprendimientos de cosmética natural (Proafio, 2021).

Objetivos

General

Evaluar la actividad antibacteriana de un jabén sélido de glicerina enriquecido con nanoparticulas

de plata sintetizadas en extracto de marco (Ambrosia peruviana).

Especificos

e Obtener y caracterizar el extracto acuoso de marco (Ambrosia peruviana).
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e Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) mediante una sintesis fitoquimica con extracto

de marco (Ambrosia peruviana).

e Elaborar un jabon sélido de glicerina enriquecido con nanoparticulas de plata sintetizadas

en extracto de marco (Ambrosia peruviana).

e Evaluar la actividad antibacteriana del jabdn frente a Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa mediante el método de difusién en agar.

Marco Tedrico

Nanotecnologia

La nanotecnologia es el estudio de las nhanoparticulas y nanomateriales (Gajbhiye & Sakharwade,
2016). Un nanomaterial es cualquier material que mida menos de 100 nandmetros en al menos
una dimensién (Gajbhiye & Sakharwade, 2016). Estos materiales tienen propiedades épticas,
térmicas, eléctricas y / o magnéticas Unicas (Gajbhiye & Sakharwade, 2016). La nanotecnologia
es un campo de la ciencia que segun Pulit-Prociak & Banach (2016) tiene un rapido crecimiento
y es de interés para los investigadores desde principios de la década de 1990. Esta area se ha
convertido en una parte integral de la tecnologia moderna como una “tecnologia clave del siglo

XXI” con caracter interdisciplinario (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

Sus aplicaciones se hallan en una variedad de productos que incluyen la electrénica de consumo,
los automoviles, la ciencia aeroespacial, articulos: deportivos, del hogar, de higiene, de

construccién y meédicos (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

Especificamente, las nanoparticulas se producen de forma natural 0 se pueden sintetizar, y se

dividen en las siguientes categorias (Pulit-Prociak & Banach, 2016):

1. Nanoparticulas inorganicas metalicas: TiO,, SiO2, ZnO, Al(OH)s, Fe;0s, Fe3z04, CeOy,

ZrO,, CaO.

2. Metales y aleaciones de metales: Au, Ag, Pt, Pd, Cu, Fe, Ni, Co, Al, Mn, Mo.
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3. Nanomateriales basados en carbono: nanotubos de carbono, nanofibras de carbono,

grafeno.

4. Nanopolimeros y dendrimeros: nanoparticulas poliméricas, nanotubos poliméricos,

nanocables y nanovarillas, nanocelulosa, peliculas poliméricas nanoestructuradas.

5. Puntos cuénticos: telururo de cadmio, seleniuro de cadmio, puntos cuanticos libres de

cadmio.

Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Gracias a sus propiedades antimicrobianas, regenerativas, conservantes y antiinflamatorias, se
consideran lideres en la lucha contra la actividad microbiana patégena debido a que la plata tiene
un fuerte efecto de ralentizar su actividad (Pulit-Prociak & Banach, 2016). Las AgNPs obtenidas
por una sintesis mediada por extractos vegetales poseen mas actividades biolégicas que las

nanoparticulas sintetizadas por métodos quimicos (Ahmed & Mustafa, 2020).

A comparacién con la forma sélida de la plata, el aumento de la superficie de las nanoparticulas
de plata es lo brinda este comportamiento resultando en un mejor contacto con los
microorganismos y una actividad biocida mas eficaz frente a un amplio espectro de bacterias
Gram negativas y positivas (se incluyen algunas cepas resistentes a los antibiéticos) (Pulit-
Prociak & Banach, 2016). A continuacién, se citan las bacterias frente a las cuales se ha

confirmado actividad biocida:

Tabla 1

Bacterias frente a los cuales se ha confirmado actividad biocida con AgNPs.

Bacteria Resultado Referencia
Acinetobacter Susceptibilidad a una concentracion (Alharbi & Alarfaj, 2020)
baumannii (Gram de 75 yg de AgNPs y presentaron
negativa) resistencia a la colistina.

Bacillus cereus (Gram Buena susceptibilidad al combinar (Deepa et al., 2021)
positiva) las AgNPs (150 pg) con doxicilina
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Bacteria

Resultado

Referencia

Bacillus subtilis (Gram
positiva)

Enterococcus faecalis
(Gram positiva)

Escherichia coli (Gram
negativa)

Klebsiella pneumoniae
(Gram negativa)

Listeria monocytogenes
(Gram positiva)

Proteus vulgaris (Gram
negativa)

Pseudomonas
aeruginosa
negativa)

(Gram

Salmonella
enterica ser.
Typhimurium
negativa)

(Gram

Salmonella typhi (Gram
negativa)

Shigella dysentriae
(Gram negativa)

(15 pg) y un film de colageno (500
Mg), se obtuvo un halo de inhibicién
de 36 mm.

Buena actividad biocida respecto a
la gentamicina.

Buena actividad antimicrobiana
respecto al extracto vegetal usado
con un MIC de 4pg/mL.

Excelente actividad biocida, mejor
gue la de S. aureus.

Con  susceptibilidad a una
concentracion de 100 pg de AgNPs
y presentaron resistencia a la
colistina.

Buena actividad biocida respecto al
extracto vegetal y la gentamicina,
fue la bacteria mas resistente del
estudio.

Buena actividad antimicrobiana
respecto al extracto vegetal usado
con un MIC de 8ug/mL y un halo de
inhibicion de 26 mm.

Buena actividad biocida, mucho
mejor que la tetraciclina.

Buena actividad biocida respecto al
extracto vegetal y la gentamicina.

Buena actividad antimicrobiana
respecto al extracto vegetal usado
con un MIC de 16ug/mL y una zona
de inhibicion de 28 mm.

Buena susceptibilidad al combinar
las AgNPs (150 pg) con doxicilina
(15 pg) y un film de colageno (500
Mg), se obtuvo un halo de inhibicién
de 35 mm.

(Rama Krishna et al., 2020)

(Keshari et al., 2020)

(Khan et al., 2020)

(Alharbi & Alarfaj, 2020)

(Salayova et al., 2021)

(Keshari et al., 2020)

(Gomathi et al., 2020)

(Salayova et al., 2021)

(Keshari et al., 2020)

(Deepa et al., 2021)
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Bacteria Resultado Referencia

Staphylococcus aureus Buena actividad biocida aunque (Khan et al., 2020)
(Gram positiva) menor a la de E. coli.

Vibrio cholerae (Gram Buena actividad antimicrobiana (Keshariet al., 2020)
negativa) respecto al extracto vegetal usado

con un MIC de 8ug/mL y tuvo la

maxima zona de inhibicion (41 mm).

Recientes investigaciones han demostrado que las nanoparticulas de plata pueden ser un arma

eficaz en la lucha contra los virus al inhibir su replicacion (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

Se demostro su actividad contra el VIH-1 y el virus de la influenza; también son agentes eficaces
y de accién rapida en la destruccion de diferentes hongos como: Aspergillus, Candida y

Saccharomyces (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

Las nanoparticulas de plata se pueden sintetizar con métodos quimicos, fisicos y biolégicos, las
estrategias de reduccion quimica utilizan agentes reductores y de cobertura en un medio acuoso;

esta es una sintesis de bajo costo y alto volumen (Guzman et al., 2019).

El producto final de la reduccién quimica presenta caracteristicas coloidales debido a que estan
implicados fendmenos de co-precipitacion, incluyendo: reduccion, nucleacién, crecimiento,
engrosamiento y / o aglomeracién (Guzman et al., 2019); esto se puede observar en la siguiente

figura:
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Figura 1

Imagenes TEM de diferentes formas de AgNPs
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Nota: En el grafico se observan nanoplacas de Ag truncadas (izquierda), nanoparticulas de plata

semiesféricas (centro) y cubicas (derecha) y sus areas. Tomado de: (Guzman et al., 2019).

Caracterizacién de AgNPs

La caracterizacién de nanoparticulas es parte muy importante en la determinacién de la pureza
de fase, forma, tamafio, morfologia, entre otros; por lo que mediante el uso de técnicas analiticas
avanzadas como las que se citan a continuacion se pueden determinar estas propiedades

(Chouhan, 2018).

Espectrofotometria Ultravioleta Visible (UV-Vis)

Segun JoVE Science Education Database (2021) y Justin (2021) es una de las técnicas analiticas
mas populares debido a su versatilidad y la capacidad de detectar casi cualquier molécula, mide
la cantidad de longitudes de onda discretas de luz UV o visible que son absorbidas o transmitidas

a través de una muestra comparandola con una muestra de referencia o blanco.

La luz de UV-Vis pasa a través de una muestra y mide la transmitancia (T) de la luz de la misma,
mediante esta Ultima se puede calcular la absorbancia (A) con la férmula (JOVE Science

Education Database, 2021):
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A = —log(T) [Ec.1]

El espectro de absorbancia que se obtiene muestra la absorbancia de un compuesto en diferentes
longitudes de onda, la cantidad de la absorbancia a cualquier longitud de onda es debido a la

estructura quimica de la molécula (JOVE Science Education Database, 2021).

Segun Justin (2021) la mejor cubeta es la de cuarzo, ya que filtra casi toda la luz UV, en cambio

la cubeta de plastico es la menos indicada para utilizar.
Figura 2

Esquema del funcionamiento de un espectrofotometro UV- Vis.
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Nota: Imagen tomada de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Schematic_of UV-

_visible_spectrophotometer.png.

Esta técnica se puede utilizar de forma cualitativa para identificar grupos funcionales o confirmar
la identidad de un compuesto al hacer coincidir el espectro de absorbancia (JoVE Science
Education Database, 2021).; También puede usarse de forma cuantitativa al calcular la
concentracion de un analito, la cual se relaciona con la absorbancia mediante la ley de Beer
(JoVE Science Education Database, 2021). La ley de Beer es escrita cominmente como (Antylia

Scientific Blog Team, 2012):
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A =c¢lc[Ec.2]

Donde:

A es la absorbancia

€ es la absortividad molar (coeficiente de extincién)
| es la longitud de la trayectoria

c es la concentraciéon

Figura 3

Esquema del espectro de luz, se incluye la luz visible y otros tipos de radiaciones.
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Nota: Imagen tomada de: (Antylia Scientific Blog Team, 2012).

Esta técnica no es muy sensible porque no mucha luz es absorbida en un trayecto corto, pero
pese a que otras técnicas de espectroscopia tienen mayor sensibilidad no son aplicables (JoVE
Science Education Database, 2021). Sin embargo, presenta una sensibilidad similar a otras
mediciones de absorbancia como la espectroscopia infrarroja (JOVE Science Education

Database, 2021).

La forma (plana o tridimensional), el tamafio, la estabilidad y las propiedades generales de las
AgNPs estdn muy influenciadas por las condiciones experimentales (Guzméan et al., 2019). La

banda de absorcion de las AgNPs esféricas depende de la forma, el tamafio y el medio
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circundante de la particula, un ejemplo de ello es que la absorbancia méxima para las

nanoparticulas de plata esféricas se halla en el rango de 380 nm a 480 nm (Guzman et al., 2019).

Figura 4
Espectros de extincion (dispersion + absorcion) de nanoparticulas de plata con diametros que

oscilan entre 10 y 100 nm.
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Nota: Imagen tomada de: (Guzman et al., 2019).

Dispersién Dinamica de Luz (DLS)

Es una técnica util con aplicaciones en numerosas disciplinas cientificas donde, dependiendo de
la fuente de luz y el detector, se pueden estudiar propiedades especificas de las moléculas
(Stetefeld et al., 2016). La muestra se expone a una onda de luz monocromatica y un detector
apropiado detecta la sefial (Stetefeld et al., 2016). Esta técnica se ha utilizado ampliamente para
dimensionar las nanoparticulas magnéticas en fase liquida (Lim et al., 2013). A continuacién, se

observa un esquema del funcionamiento del equipo:
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Figura 5

Esquema de funcionamiento de un equipo DLS.
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Nota: Imagen tomada de: (Lim et al., 2013).

También conocida como espectroscopia de correlacion de fotones, es uno de los métodos mas
usados para determinar el tamafio de las nanoparticulas (Lim et al., 2013). Una suspension de
nanoparticulas se expone a un haz de luz (onda electromagnética) y a medida que la luz incidente
incide en las nanoparticulas, la direccion y la intensidad del haz de luz se alteran debido a la

dispersion (Lim et al., 2013).

Tiene varias ventajas sobre otros métodos, ya que se puede realizar experimentos con una amplia
gama de tampones de muestra, temperaturas y concentraciones; es una técnica no invasiva que
requiere cantidades comparativamente bajas de muestra (Stetefeld et al., 2016). Si se analizan
las fluctuaciones de intensidad (provocadas por el movimiento browniano de las macromoléculas
en solucién) de la luz dispersa, se puede obtener el coeficiente de difusiéon (DT) que esta
relacionado con el radio hidrodinamico, mediante microscopia electronica de barrido (SEM) se

puede calcular el radio verdadero (Lim et al., 2013).

Esta técnica que mide el movimiento browniano de macromoléculas en solucion que surge por el

bombardeo de moléculas de solvente, y relaciona este movimiento con el tamafo de las particulas
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con la ecuacion de Stokes-Einstein (Lim et al., 2013). Cuando se monitorea el movimiento de
particulas en un rango de tiempo, se puede obtener informacion sobre el tamafio de las
macromoléculas; las particulas grandes se difunden lentamente, lo que resulta en posiciones
similares en diferentes intervalos de tiempo, en comparacion con las particulas pequefias que se

mueven mas rapido y no adoptan una posicion especifica (Lim et al., 2013).

Este método analitico tiene sus limitaciones, no puede emplearse Unicamente para obtener la
informacién estructural; pero al combinarse con otras técnicas de microscopia electrénica,
proporciona datos estadisticos representativos sobre el tamafio hidrodindmico de los
nanomateriales (Lim et al., 2013). La interpretacion de los datos de DLS implica la interaccion de
algunos parametros (tamafo, concentracion, forma, polidispersidad y propiedades superficiales
de las nanoparticulas involucradas), por lo que se necesita un analisis cuidadoso para extraer la

informacion correcta (Lim et al., 2013).

Difraccién de Rayos X (XRD)

Es una técnica muy usada para la caracterizacion de materiales a nanoescala, permite determinar
la estructura cristalina, el tamafio y la forma de la celda unitaria y el tamafio del cristal de un
material (Chouhan, 2018; Holder & Schaak, 2019). Analizar una muestra en polvo mediante XRD
brinda informacién importante que es complementaria a varios métodos microscopicos vy
espectroscépicos, como la identificacion de fases, la pureza de la muestra, el tamafo del cristal
y, en algunos casos, la morfologia (Holder & Schaak, 2019). La informacion obtenida se puede
correlacionar con los datos microscoépicos para probar silas observaciones microscépicas en una
pequefia cantidad de particulas son representativas de la mayoria de la muestra (Holder &

Schaak, 2019).
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Figura 6

Esquema de funcionamiento de un equipo XRD.
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Nota: Imagen tomada de:(Understanding Science, 2010).

En XRD, el haz de electrones golpea un objetivo metdlico y se generan rayos X, los mismos que
inciden sobre una muestra en un angulo (0), si la muestra es cristalina y las distancias entre los
atomos son de la misma magnitud que la longitud de onda de los rayos X, se producira difraccion;
la diferencia de trayectoria entre las ondas de rayos X, que se reflejan desde dos planos paralelos
es 2dsen6 (Eraky Mohammed, 2016). La intensidad de los rayos X difractados y la orientacién de
la muestra se mide en funcidn del angulo de difraccion 20; este patrén de difraccion se utiliza para
determinar fases cristalinas y propiedades estructurales de la muestra de acuerdo con la ley de

Bragg (Eraky Mohammed, 2016):

2d sen 8 = n A [Ec.3]

Donde:

n es el orden de la reflexion correspondiente y es un entero
A es la longitud de onda de los rayos X

d es el espaciado atémico

0 es el angulo caracteristico
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Figura 7

Representacion de la ley de Bagg.
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Nota: Imagen tomada de: (Eraky Mohammed, 2016).
El tamafio cristalino de las particulas segin Chouhan (2018) y (Holzwarth & Gibson, 2011) se

puede estimar usando la féormula de Scherrer:

KA
thl = —Bhklcose [EC4]

Donde:

D n es el tamafio del cristal en la direccion perpendicular a los planos de la red,

hkl son los indices de Miller de los planos que se analizan,

K es un factor numérico también llamado factor de forma del cristal

A es la longitud de onda de los rayos X,

B n« €s el ancho (ancho completo a la mitad del maximo) del pico de difraccion de rayos X en
radianes

0 es el angulo de Bragg.

Los picos de difraccidn de las nanoparticulas de plata normalmente observados son a 38,00°,
44,16°, 64,40° y 77,33° (Chouhan, 2018); y esto se corrobora, ya que en la investigacion de
Kumar, Smita, Cumbal, & Debut (2017) obtuvieron resultados similares, con picos a 38.04°,

44.06°,64.34°y 77.17°.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Con esta técnica, la muestra es analizada mediante un escaneo con un haz fino de electrones
enfocado de alta energia en un patron de barrido de trama y lentes electrostaticos o
electromagnéticos para generar imagenes de alta resolucion (revelando detalles de entre 1y 5

nm de tamafio); mientras que la morfologia de la superficie de la muestra se determina con ayuda
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de los electrones secundarios emitidos por la superficie de la muestra (Chouhan, 2018; Eraky
Mohammed, 2016). A continuacion se observa una imagen tomada con SEM de nanoparticulas

de plata:

Figura 8

Imagen de AgNPs tomadas de un microscopio electrénico de barrido (SEM).

Nota: Imagen tomada de: (Guzman et al., 2019).
Los electrones interactian con los atomos de la muestra y producen sefiales que contienen
informacion sobre la topografia de la superficie de la muestra, su composicion y otras propiedades

como la conductividad eléctrica (Eraky Mohammed, 2016).

Las micrografias SEM tienen un aspecto a gran profundidad de campo que produce una
apariencia tridimensional, algo muy util para comprender la estructura de la superficie de una
muestra (Eraky Mohammed, 2016). En la figura 9 se observa un esquema de un microscopio

electrénico de barrido.
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Figura 9

Esquema de un microscopio electrénico de barrido (SEM).
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Nota: Imagen tomada de: (Eraky Mohammed, 2016).

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

Es una técnica en donde la interaccién de un haz de electrones sobre una muestra genera varias
emisiones, incluyendo los rayos X caracteristicos; mediante un detector de dispersion de energia
(EDS) se separan los rayos X caracteristicos de diferentes elementos en un espectro de energia
(Goodge, 2017). El software del sistema EDS permite analizar el espectro de energia con el fin
de determinar la abundancia de elementos especificos, es decir se puede encontrar la
composicion quimica de los materiales y crear mapas de composicion de elementos, lo que brinda
informacion de la composicién fundamental para una amplia variedad de materiales (Goodge,
2017). En la figura 10 se observa un detector EDS Bruker X-Flash 6|30, que se puede acoplar a

un microscopio electrénico de barrido (SEM).
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Figura 10

Detector EDS Bruker X-Flash 6|30.

Nota: Imagen tomada de: https://pik-instruments.pl/wp-content/uploads/2020/03/Detektor-

Quantax-EDS-dla-mikroskopii-SEM-.jpg.

Normalmente un espectro de EDS se representa como un grafico de recuentos de rayos X frente
a energia (en keV), en donde los picos de energia corresponden a cada uno de los elementos
presentes en la muestra (Goodge, 2017). Acorde con Goodge (2017) estos picos normalmente
son estrechos y se resuelven facilmente, pero muchos elementos producen multiples picos, por
lo que influye mucho la experticia del operador, ademas los elementos en baja abundancia
generaran picos de rayos X que pueden no se observaran. A continuacion se observa un espectro

normal de un EDS:

Figura 11
Espectro tipico de un andlisis EDS.
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Nota: Imagen tomada de: (Garcia et al., 2020).
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Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

El microscopio electrénico de transmisién usa un haz de electrones para enfocar una muestra
produciendo una imagen detallada y ampliada de la misma (Mokobi, 2021). Su poder de aumento
es de mas de 1 millén de veces mejor que el del microscopio 6ptico, lo que permite realizar
facilmente una caracterizacién de la imagen en sus caracteristicas morfoldgicas, al igual que su
composicion (Mokobi, 2021). A continuacion, se observan imagenes tomadas con un microscopio

electrénico de transmision:

Figura 12

Imagen de AgNPs tomadas de un microscopio electrénico de transmision (TEM).
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Nota: Imagen tomada de: (Kumar et al., 2015).

En el analisis TEM, un haz incidente de electrones se transmite a través de una muestra ultrafina
gue interactia con la muestra y se transforma en electrones no dispersos, dispersos
elasticamente o dispersos inelasticamente (Chouhan, 2018). Los electrones dispersos o no
dispersos se enfocan con una serie de lentes electromagnéticos y se proyectan en una pantalla
para generar una difraccién de electrones en una imagen de contraste de amplitud, de fase o de
sombra de oscuridad variable acorde a la densidad del electrén no dispersado (Chouhan, 2018).

En la figura 13 se observa la apariencia de un microscopio electrénico de transmision:
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Figura 13

Microscopio electrénico de transmision (TEM) y su respectivo esquema.
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Nota: Imagen tomada de: (Aryal, 2022).

Mecanismo de accion antimicrobiana

En la accion antimicrobiana, hay dos pasos importantes en el control del crecimiento de
microorganismos, el primero implica la estabilizacion de la modificacion de las superficies de
AgNPs y el segundo se refiere a la interaccion de nanoparticulas de iones Ag* con paredes
celulares de bacterias (Kailasa et al., 2019). Acorde a lo mencionado por Kailasa et al. (2019) el
primer paso depende del entorno microbiano y de procesos de disolucion, agregacion, reaccion
fotoredox y liberacion de iones Ag* de AgNPs; mientras que en el segundo se inhibe las funciones
de las proteinas bacterianas, deteniendo su crecimiento y finalmente provocando la muerte de

las bacterias. Esto ultimo se relaciona con la concentracion de AgNPs, ya que segun el estudio
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de Guzman et al. (2019) las concentraciones de las nanoparticulas de plata generadas con acido

galico (GC-AgNPs) de 0,1 y 0,01 ug/mL fueron suficientes para inhibir el crecimiento bacteriano.

El grado de actividad antimicrobiana de las AgNPs depende de las propiedades fisicoquimicas,
el tamafio, la morfologia y la quimica del ligando de las AgNPs, el medio y el entorno microbiano
y la concentracion de las AgNPs (Kailasa et al., 2019). Segun Kailasa et al. (2019) alin no se sabe
el mecanismo antibacteriano exacto de las AgNPs, por ello es recomendable realizar

investigaciones futuras para poder comprenderlo de mejor forma.

Las AgNPs presentan una alta tendencia a interactuar con las bacterias, por lo que se acumulan
sobre las superficies de la membrana bacteriana, resultando en la formacién de agregados de las
nanoparticulas que dafian las membranas bacterianas (Kailasa et al., 2019). Este dafio se da
porque estos agregados se anclan a la superficie celular, generando inhibiciéon de las proteinas
(Yin et al., 2020). Finalmente esto conllevé a la muerte celular, ya que los agregados entraron
lentamente por la membrana, alterando las funciones de los acidos nucleicos (Kailasa et al.,
2019). Las GC-AgNPs sintetizadas no solo se enlazan a la membrana de peptidoglicano
bacteriana, sino que penetran en el protoplasma de las bacterias lo que se cree que provoca una

desnaturalizacion de las proteinas (Guzman et al., 2019).

Acorde con Kailasa et al. (2019) es importante recordar que la propiedad antibacteriana de las
AgNPs depende mucho de la interaccion de las paredes celulares bacterianas y las superficies
de las nanoparticulas, el tamafo de las nanoparticulas influye significativamente, siendo las mas
pequefias las mas eficientes mediante su mecanismo de adhesién con paredes celulares
bacterianas. Se cree que el ion Ag* actiia como un buen agente antibacteriano siendo su fuente
las AgNPs, debido a que este ion presenta una alta afinidad para unirse con moléculas bioactivas
gue contienen grupos amino, fosfato y mercapto, lo que conduce a una inactivacién significativa

de las vias biologicas de las células bacterianas, también se inhibe la replicacion de los acidos
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nucleicos y las funciones de las mitocondrias, provocando la muerte de las bacterias (Kailasa et

al., 2019).

Otra hipétesis menciona que los niveles bajos de iones Ag* son muy sensibles a perturbar la
funcién celular de las bacterias, lo que provoca la muerte significativa de bacterias; también se
ha visto que los ROS se generaron debido a la accidn fisicoquimica de las nanopatrticulas, aunque
estos pueden formarse por oxidacion fotoquimica de agua en presencia de catalizador (Kailasa
et al., 2019). Los ROS generados provocan un estrés oxidativo significativo en el sistema celular
de las especies bacterianas, alterando las funciones de las proteinas bacterianas y produciendo
la muerte (Kailasa et al., 2019). Guzman et al. (2019) menciona que se cree que la presencia de

GC-AgNPs en la superficie de las bacterias provoca un aumento en la produccién de ROS.

Yin et al. (2020) menciona que los iones de Ag* libres podrian provocar la desactivacion de las
enzimas relacionadas con la respiracion celular, provocando la generacion de los ROS y la
interrupcion de la generaciéon del trifosfato de adenosina (ATP). Estos iones también pueden
inhibir la sintesis de proteinas al desnaturalizar los ribosomas en el citoplasma (Yin et al., 2020).
Las AgNPs presentan una alta afinidad al azufre y fésforo y al interactuar con los que estan
presentes en el ADN se podria causar problemas en la replicacion del ADN, la reproduccién

celular o incluso provocar la muerte de los microorganismos (Yin et al., 2020).

Las AgNPs nanomolares muestran un alto grado de actividad antibacteriana, mientras que los
iones Ag* micromolares exhiben actividades antibacterianas eficientes (Kailasa et al., 2019). El
oxigeno provoca la oxidacion de las AgNPs, generdndose iones de Ag* a través de la
guimisorcién, estos ultimos presentan una actividad antibacteriana prometedora en Escherichia
coli, pero esta puede depender del grado de iones Ag* quimisorbidos y el tamafio de las
nanoparticulas (Kailasa et al., 2019). Las GC-AgNPs sintetizadas mostraron una potente eficacia

antibacteriana y efectos toxicos contra E. coli (Guzman et al., 2019).
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Las acciones antibacterianas de las AgNPs son las siguientes: (1) ruptura de la pared celular y la
membrana citoplasmatica, (2) desnaturalizacién de los ribosomas, (3) interrupcion de la
produccién de ATP, (4) rotura de la membrana por ROS, (5) interferencia de la replicacion del
ADN, (6) desnaturalizacién de la membrana y (7) perforacion de la membrana (Yin et al., 2020).

En la figura 14 se puede ver un esquema de estas acciones.

Figura 14

Acciones antibacterianas de las AgNPs.
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Nota: En la imagen se observan de forma esquematica las diferentes acciones antibacterianas
de las AgNPs. Tomado de: (Yin et al., 2020).

En la siguiente figura se puede observar la secuencia de la alteracion de la membrana celular de
células de Escherichia coli, las imagenes se obtuvieron mediante TEM y se las tomaron a lo largo
del tiempo, al inicio se tiene la célula bacteriana intacta y al final se puede observar la lisis celular
a las 12 horas del experimento, las nanoparticulas de plata usadas en este caso fueron

sintetizadas con Aspergillus niger (Roy et al., 2019):
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Figura 15

Secuencia de imagenes que muestran la actividad antibacteriana de AgNPs sintetizadas con

Aspergillus niger frente a E. coli.
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Nota: En la figura a se halla la célula de E. coli intacta; en la figura b se observa la adhesion de
AgNPs en la pared celular de E. colia 1 hora de iniciado el experimento; en la parte ¢ se observa
la rotura de la membrana celular a las 5 horas; en la parte d se observa la rotura completa de la
pared celular y la membrana; en la figura e se observa la penetracion de las AgNPs en la célula
de a las 8 horas y finalmente en la figura f se observa la lisis celular a las 12 horas. Tomado de:

(Roy et al., 2019).
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Métodos de sintesis
Se han utilizado muchas técnicas para la sintesis de AgNPs mediante varios métodos, cada
método tiene sus ventajas y desventajas, dependiendo de la ruta de sintesis seleccionada y las
condiciones experimentales se pueden obtener AgNPs de diferentes morfologias, tamafios y
formas (Chouhan, 2018). La produccion de nanomateriales puede llevarse a cabo mediante los

siguientes métodos:

1. Quimicos: son los mas utilizados, algunos ejemplos son: deposicién quimica de vapor,
reduccién quimica, sintesis solvotermal, hidrotermal, métodos sol-gel (Chouhan, 2018;

Pulit-Prociak & Banach, 2016).

2. Fotoquimicos: utilizan dos enfoques principales, el fotofisico (de arriba hacia abajo) y el
fotoquimico (de abajo hacia arriba); en el primer enfoque se preparan las nanoparticulas
mediante la fragmentacion de metales a granel y en el segundo se generan a partir de
precursores idnicos, las nanoparticulas se producen de forma limpia (Chouhan, 2018).
Las nanoparticulas se forman por fotorreduccion directa de un ion metalico utilizando
intermediarios generados fotoquimicamente (por ejemplo: moléculas excitadas vy
radicales), también pueden formarse por fotoirradiacién lo que permite fabricar las NPs en
varios medios (por ejemplo: emulsiones, micelas de tensioactivo, peliculas de polimero,

vidrios, células, etc.) (Chouhan, 2018).

3. Fisicos: usados de forma tradicional, permiten obtener una gran cantidad en un solo
proceso, algunos ejemplos son: deposicion fisica de vapor, produccién de peliculas
delgadas, pulverizacién catddica de iones, la ablacién con laser pulsado (Chouhan, 2018;

Pulit-Prociak & Banach, 2016).

4. Biolbgicos: recientemente se estan aplicando y presentan varias ventajas respecto a los
métodos citados anteriormente, normalmente se utilizan para la produccién de

nanoparticulas microorganismos (levaduras, hongos y bacterias, etc.) y partes de plantas
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(hojas, frutos, latex, cascara, flor, raiz, tallo, etc.) (Chouhan, 2018; Pulit-Prociak & Banach,

2016).

Generalmente los métodos quimicos y fisicos son costosos, dafiinos y peligrosos por los reactivos
guimicos que usan, en cambio los métodos biol6gicos son rentables, ahorran energia y tienen

protocolos amigables con el medio ambiente (Chouhan, 2018).

Sintesis verde

La sintesis verde, realizada con microorganismos o plantas, se basa en tecnologia ecoldgica,
amigable con el medio ambiente y de bajo costo (Bansod et al., 2015; Chouhan, 2018). Este
método es muy simple, requiere menos tiempo y energia en comparacion con los métodos fisicos
y quimicos, las nanoparticulas presentan una alta estabilidad (Chouhan, 2018). Una gran ventaja
de este método segun Chouhan (2018) es que existe una gran disponibilidad de recursos

biologicos y se pueden usar de materiales biodegradables o de desecho.

Figura 16

Sintesis verde de nanoparticulas metalicas
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Nota: En la imagen se observan las diversas formas y tamafios de NPs metélicas usando

microorganismos y extractos de tejidos vegetales. Tomado de: (Chouhan, 2018).

Las ventajas de la sintesis verde respecto a la sintesis quimica son (Ahmed & Mustafa, 2020):

1. Uso de materiales menos téxicos y peligrosos y solventes ambientalmente benignos.

2. Es simple, rapida y rentable.

3. Consume menos energia y funciona en condiciones de operacién moderadas.
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4. Combina la potencia de las nanoparticulas con los principios activos de la planta.

Roy et al. (2019) menciona que la sintesis de NPs mediante extractos de plantas es mucho més
rapida que otras vias biolégicas, ademas de que si el extracto vegetal usado presenta actividad

antimicrobiana las NPs sintetizadas tendran una actividad antimicrobiana mejorada.

Planta de Marco (Ambrosia peruviana)

Las especies del género Ambrosia acorde con (Luebert & Garcia, 2020) presentan capitulos
unisexuales, los masculinos con los filarios (bracteas de la inflorescencia) fusionados y los
femeninos, con los filarios espinosos o tuberculados, los mismos que se rednen en
capitulescencias espiciformes donde los capitulos masculinos se ubican en la porcion superior y
los femeninos se agrupan en la base; mientras que las espinas o tubérculos de los filarios de los
capitulos femeninos se desarrollan en estado de fruto y se dispersan junto con los aquenios
(Luebert & Garcia, 2020). Su aparente capacidad para dispersarse por viento o agua les ha
permitido como invasoras o colonizadoras en muchas regiones donde no eran nativas (Luebert &

Garcia, 2020).

También conocida como Altamisa, pertenece a la familia Asteraceae, orden Asterales y ha sido
reportada por la medicina tradicional con potencial antibacteriano, antiparasitario, emoliente,
emenagogo, analgésico, entre otros (Mesa Vanegas et al., 2017). Es una hierba de entre 4y 8
cm de largo con una amplia distribucién en el continente americano (desde México hasta América

del sur) (Luebert & Garcia, 2020; Yanez C. et al., 2011).
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Figura 17

Ambrosia peruviana

i

Nota: Imagen tomada de: (University of Texas Herbarium, 1990).

Esta la planta tradicionalmente en infusiones o bebidas para tratar infecciones, artritis, célicos,
regular el ciclo menstrual; también para contrarrestar el estrefliimiento, alteraciones de la prostata,
aliviar migrafas y dolores de cabeza, disminuir lesiones internas producidas por golpes y
fracturas, evitar la formacion de llagas y Ulceras, propiciar la labor de parto, regular la presion
arterial y aliviar los sintomas de picazoén en la piel (Mesa Vanegas et al., 2017; Moya Castillo,

2017).

Se la ha usado en la etnoveterinaria para aliviar: inflamaciones, el moquillo, eliminacion de
parasitos externos como pulgas, nuches, garrapatas y acaros en forma de bafios en el ganado
bovino (Mesa Vanegas et al., 2017). También es (til para el desarrollo de una agricultura
sustentable, ya que los agricultores han considerado el uso de esta planta para contrarrestar las

plagas comunes de huertos y cultivos, ademas las hojas de marco junto con el eucalipto, la santa
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maria y la ortiga se usan para tratar el “mal aire” y hacer las llamadas “limpias” (Moya Castillo,

2017).

Acorde con Mesa Vanegas et al. (2017) se han realizado estudios fitoquimicos en Ambrosia
peruviana los mismos que han detectado la presencia de monoles, dioles y sesquiterpenlactonas
llamadas pseudoguaianolidos, los mismos se han identificado y caracterizado como peruvina,
peruvinina, psilostaquinas B y C, tetrahidroambrosina, entre otros. En el extracto de aceites
esenciales de esta especie se ha identificado el y-curcumeno (23,99 %), curcumeno (14,08 %),
acetato de bornilo (10,35 %), camfor (5,03 %) y epoxido de oximene (4,79 %) (Yanez C. et al.,
2011). Se han detectado otros metabolitos a los cuales se les ha comprobado la actividad
antioxidante como los flavonoides y glicésidos (Yanez C. et al., 2011). También se ha reportado
la presencia de alcaloides, taninos, glucdsidos cardiotdénicos, cumarinas, auronas, esteroides y
saponinas en sus hojas; ademas de que también tiene efecto antiparasitario contra Toxocara

canis (Guauque et al., 2010).

Toxicidad de las nanoparticulas de plata

Se pueden encontrar dos hipétesis principales que explican los efectos téxicos de las
nanoparticulas en los organismos vivos, la primera menciona que las actividades nocivas de las
nanoparticulas se deben a la liberacién de iones metalicos; mientras que la segunda establece
gue la toxicidad es inducida por la formacion de ROS (especies reactivas de oxigeno) (Pulit-

Prociak & Banach, 2016).

Los radicales libres resultantes pueden dafiar cualquier componente de la célula e iniciar la
produccion de un nimero cada vez mayor de especies reactivas de oxigeno (Pulit-Prociak &
Banach, 2016). Estos radicales libres pueden: generar estrés osmoético al aumentar la
permeabilidad de la membrana (oxidacion de acidos grasos ubicados en la membrana celular) e
inhibir la actividad de las enzimas al unirse a ellas y cambiar la hélice del ADN provocando la

muerte celular (Pulit-Prociak & Banach, 2016). La formacién de mayores cantidades de especies
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reactivas de oxigeno es inducida por la mayor superficie de las nanoparticulas, ademas los
nanomateriales pueden dafar la membrana celular, oxidar proteinas, ser genotéxicos e interferir

con la conduccién de energia (Pulit-Prociak & Banach, 2016).

Equilibrar los riesgos y beneficios de los nanomateriales es fundamental para realizar estudios
seguros y responsables de su desarrollo, debido a que se cree que la investigacién sobre la
toxicidad de los nanomateriales se queda atras del deseo de su uso comercial; por ello es
importante estandarizar la evaluacion de la seguridad de los nanomateriales, lo que facilitaria la
evaluacion de la exposicion a los nanomateriales y los riesgos derivados de su uso (Pulit-Prociak

& Banach, 2016).

Analisis microbioldgico
La microbiologia estudia los organismos microscépicos que a menudo son unicelulares, o si son
multicelulares, no tienen tejidos muy diferenciados, mediante el uso de diferentes técnicas para

su aislamiento e identificacion (Willey et al., 2008).

Las bacterias segin Murray et al. (2014) son microorganismos unicelulares procariotas, de
estructura simple con una reproduccién asexual. Sin embargo, la pared celular que las rodea es
compleja. Existen dos formas basicas: una pared celular Gram positiva con una gruesa capa de
peptidoglucano y una pared celular Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano
(Murray et al., 2014). Debido a esto que en tinciébn Gram las Gram positivas permanecen de color
violeta y las Gram negativas en color rojo, ya que estas Ultimas al tener una capa delgada de
peptidoglucano no pueden retener el cristal violeta y se tifien con el color de la safranina (Willey

et al., 2008).
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Figura 18

Pasos de la tincion Gram.
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Nota: En la imagen se muestran las diferencias de la tincibn Gram, tomando de referencia a

Staphyloccocus aureus y Escherichia coli. Tomado de: (Murray et al., 2014).

Figura 19

Estructura de la membrana de una bacteria Gram positiva.

Nota: Imagen tomada de: (Willey et al., 2008).
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Figura 20

Estructura de la membrana de una bacteria Gram negativa.
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Nota: Imagen tomada de: (Willey et al., 2008).
Para clasificar a las bacterias de forma preliminar se utiliza su tamafio (de 1 a 20 mm o mas),
forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposicion espacial (células aisladas, en cadenas,

formando cumulos), en cambio para su clasificacion definitiva se utiliza sus propiedades

fenotipicas y genotipicas (Murray et al., 2014).

Figura 21

Morfologia y agrupaciones bacterianas.
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Nota: Imagen tomada de: (Lira Gomez, 2018).
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Las bacterias se encuentran en muchos sitios del ambiente incluyendo el organismo humano y
sus alimentos; aunque muchas son relativamente avirulentas, otras pueden provocar
enfermedades potencialmente mortales, debido a los efectos toxicos de los productos bacterianos
(toxinas) o a la invasién de regiones corporales que acostumbran a ser estériles (Murray et al.,

2014).

Escherichia coli

Es el miembro mas frecuente e importante del género Escherichia, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae se le asocia a multiples enfermedades (gastroenteritis, infecciones del tracto
urinario, meningitis y sepsis) (Murray et al., 2014). Muchas cepas pueden producir enfermedad y
algunos serotipos se asocian a una mayor virulencia por ejemplo Escherichia coli O157 es la
causa mas frecuente de colitis hemorragica y el sindrome hemolitico urémico (Murray et al.,
2014).

Son bacilos gramnegativos anaerobios facultativos y oxidasa-negativos; su temperatura de
incubacién es de 40°C con un tiempo de generacién de 0,35 horas, es meséfilo con un crecimiento
Optimo entre 20 y 45°C, pero su temperatura éptima de crecimiento es de un rango entre 30 y
37°C (Murray et al., 2014; Willey et al., 2008).

Figura 22

Tinciéon Gram de una muestra

Nota: En la imagen se puede observar a Staphylococcus aureus en color violeta (Gram positivo)

y Escherichia coli en color rojo (Gram negativo). Tomado de: (Willey et al., 2008).
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Staphylococcus aureus
El género Staphylococcus son cocos Gram positivos que se desarrollan en un patrén similar a un
racimo de uvas, aunque en muestras clinicas aparecen como células aisladas, en pares o en
cadenas cortas (Murray et al., 2014). Staphylococcus aureus es el miembro mas virulento y mejor
conocido del género, forma parte de la flora normal de la piel y mucosas, su estudio es importante
porque produce graves infecciones en pacientes hospitalizados y de forma extrahospitalaria en
nifios y adultos (Murray et al., 2014). SARM o Staphylococcus aureus resistente a la meticilina es

la cepa mas virulenta de S. aureus (Murray et al., 2014).

Figura 23

Tincion Gram de Staphyloccocus aureus en un hemocultivo

Nota: Imagen tomada de: (Murray et al., 2014)
Su temperatura de incubacion 6ptima es de 37°C con un tiempo de generacion de 0,47 horas
(Willey et al., 2008). A continuacién, se observan una imagen tomada con SEM de

Staphyloccocus aureus.
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Figura 24

Staphyloccocus aureus observado en SEM.

Nota: Imagen tomada de: (Willey et al., 2008).

Las colonias de S. aureus presentan un color amarillo o dorado por los pigmentos carotenoides
gue se forman durante su crecimiento y que dan el nombre a la especie, la cual es la mas comun
presente en las personas (Murray et al., 2014). Produce la enzima coagulasa (algo util para una
prueba diagndstica), otras especies de estafilococos no producen esta enzima por lo que son
coagulasa-negativos; en agar sangre presenta una -hemdlisis (Murray et al., 2014), esto se

observa en la siguiente figura:

Figura 25

Colonias de Staphyloccocus aureus en una placa de agar de sangre de carnero.

Nota: Imagen tomada de: (Murray et al., 2014)
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Pseudomonas aeruginosa

Este género consta de bacilos Gram negativos, mdviles y aerobios, presentan una amplia
distribucion en el suelo, el agua, las plantas y los animales (Carroll et al., 2016). El principal
patégeno del grupo es Pseudomonas aeruginosa la cual se presenta a menudo en pequefas
cantidades en la microbiota intestinal normal y la piel del ser humano, aunque su distribucion es
amplia en la naturaleza y suele encontrarse en todos los ambientes hospitalarios (Carroll et al.,

2016; Murray et al., 2014).

Puede colonizar al ser humano, comportandose como saprofito, muchas de las infecciones son
de caracter oportunista, tiene forma de bastdn con un tamafo aproximado de 0,6 x 2 ym, se la
observa como bacteria individual, en pares y, a veces, en cadenas cortas, tal y como se observa
en la siguiente figura (Carroll et al., 2016).

Figura 26

Colonias de Pseudomonas aeruginosa con tincién Gram.

Nota: Imagen tomada de: (Carroll et al., 2016)
Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerobio obligado que crece facilmente en muchos tipos
de medios de cultivo, algunas cepas presentan hemolisis, otras pueden producir ciertas

sustancias con una pigmentacion caracteristica que se observa en el medio de cultivo como
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piocianina (verde fluorescente), pioverdina (verde), piorrubina (rojo oscuro) o piomelanina
(negro), esto se puede observar en las figuras 27 y 28 (Carroll et al., 2016).

Figura 27

Colonias de Pseudomonas aeruginosa en placas de agar sangre.

A B
Nota: Se puede observar la variacion de la morfologia de estas colonias, ya que en la figura A
se observan colonias de color gris verdoso con hemdlisis, mientras que en la figura B las colonias
presentan un color plateado sin hemdlisis. Tomado de: (Carroll et al., 2016).
Figura 28

Colonias de Pseudomonas aeruginosa en una placa de agar Mueller-Hinton.

Nota: se observa coloracion verde azulada en la placa debido a la segregaciéon de piocianina

(azul) y pioverdina (verde). Tomado de: (Carroll et al., 2016).
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Un cultivo de Pseudomonas aeruginosa puede originar multiples tipos de colonias que presentan
distintas actividades bioguimicas, enzimaticas y antimicrobianas, por lo que no es dificil saber si
los estas colonias son diferentes cepas o si son variantes de la misma cepa (Carroll et al., 2016).
Crece de forma éptima a una temperatura de entre 37°C y 42 °C con un tiempo de generacién de
0,58 horas, es psicotrofo, es oxidasa positiva, no fermenta carbohidratos, y tiende a formar

biofilms en las superficies (Carroll et al., 2016; Willey et al., 2008).

Método de difusion en agar con discos de Kirby-Bauer

La prueba de Kirby-Bauer, también llamada método de difusion en disco, es la prueba de
susceptibilidad a los antibiéticos mas utilizada para determinar la mejor elecciéon de antibidticos
para tratar una infeccién (Student Health Center, 2019). También se la puede usar con otra
sustancia que tenga el mismo efecto del antibiético, se basa en la difusién de la sustancia de
prueba desde los discos de filtro hasta los cultivos bacterianos lo cual genera una inhibicién del
crecimiento bacteriano medido en condiciones estandar (Kourmouli et al., 2018; Student Health

Center, 2019).

Fue desarrollada por primera vez en la década de 1950, perfeccionada por W. Kirby y A. Bauer,
luego estandarizado por la Organizacion Mundial de la Salud en 1961; la concentraciéon de
antibiético que se difunde en el medio disminuye al aumentar la distancia desde la fuente
(Reynolds, 2021). Para esta prueba se utiliza como medio de cultivo el agar Mueller-Hinton, el
mismo que es inoculado de manera uniforme y aséptica con el organismo de prueba y
posteriormente se colocan discos de papel de filtro impregnados con una concentracion
especifica de un antibidtico particular o sustancia de prueba (Kourmouli et al., 2018; Student

Health Center, 2019).

Se incuba la placa con el medio con el fin de que el organismo crezca, mientras la sustancia trata
de inhibir el crecimiento; si este es susceptible, no habra crecimiento alrededor del disco

pudiéndose observar y medir una zona de inhibicién para determinar la susceptibilidad a un
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antibiético para ese organismo en particular, tal y como se observa en la Figura 20 (Student
Health Center, 2019). El organismo puede clasificarse como Resistente (R), Intermedio (I) o
Susceptible (S) (Student Health Center, 2019). Cuanto mas sensibles sean las bacterias a un
antibiético determinado, mayor sera la zona de inhibicién, la misma que se mide en milimetros
(mm) con ayuda de una regla; si no se presenta zona de inhibicién en los resultados se debe
colocar el numero cero (Reynolds, 2021).

Figura 29

Método de Kirby — Bauer aplicado con antibi6ticos.

Nota: Imagen tomada de: (Reynolds, 2021).

Es recomendable usar agar Mueller-Hinton porque asegura que las zonas de inhibicion se puedan
reproducir del mismo organismo y no inhibe las sulfonamidas, ademas de que debe tener solo 4
mm de profundidad para asegurar la estandarizacién y la reproducibilidad del estudio (Student
Health Center, 2019). Pero este método también puede ser usado con agar nutriente
obteniéndose buenos resultados (Supraja et al., 2018). El tamafio del organismo inoculado debe
estandarizarse porque si el tamafio del indculo es muy pequefio, la zona de inhibiciébn serd mayor
de lo que en realidad es, y viceversa (Student Health Center, 2019). EI método de Kirby-Bauer se

puede utilizar para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas sintetizadas, pero
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hay que recordar que la actividad antibacteriana esta relacionada con el potencial de las NPs
para liberar iones toxicos y altamente difusivos en el medio de crecimiento del cultivo (Kourmouli
et al., 2018).

Figura 30

Método de Kirby — Bauer aplicado con una solucion de AgNPs en E. coli.

Nota: En la imagen se observa la zona de inhibicion generada en un cultivo de E. coli con discos

impregnados de una solucién de AgNPs. Tomado de: (Kourmouli et al., 2018).
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Capitulo 2: Metodologia

Participantes

El presente estudio fue elaborado por Hyllary Rossalyn Borja Borja, con la colaboracion de la
ingeniera Katherine Pazmifio y la guia, como tutor del proyecto, del Dr. Alexis Debut, Ph.D.
director del Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales del Centro de Nanociencia y
Nanotecnologia (CENCINAT); también la guia, como co-tutora del proyecto, de la Dra. Marbel
Torres, Ph.D. directora del laboratorio de Inmunologia y Virologia. Su financiamiento fue otorgado
por el Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales y el Laboratorio de Inmunologia y

Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — “ESPE”.

Zona de estudio

El proyecto consté de dos fases, las cuales son:

Obtencién del material vegetal
El material vegetal se lo obtuvo en el Mercado Central localizado en la provincia Pichincha, cantén
Quito, parroquia Centro Histérico, Barrio San Blas, Avenida Pichincha entre Manabi y Esmeraldas

(coordenadas 0° 13' 12.61" Sur, 78° 30’ 25.74" Oeste).

Trabajo de laboratorio

El trabajo de investigacién se realiz6 en los Laboratorios pertenecientes al Departamento de
Ciencias de la Vida y la Agricultura y al Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT),
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, provincia Pichincha, canton Rumifiahui, autopista

General Rumifiahui y S.N. (coordenadas 0° 18' 53.5" Sur, 78° 26' 36.5" Oeste).

Periodo de investigacién
La investigacion inicié en octubre del 2021 y finaliz6 en agosto del 2022, con una duracién

aproximada de 10 meses.
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Tratamiento del material vegetal
El material vegetal fue lavado cinco veces con agua potable, dos veces con agua purificada y una
vez con agua destilada tipo I, con el fin de remover toda la suciedad presente. Posteriormente se
lo puso a secar al ambiente durante 16 dias en oscuridad. Luego se lo sec6 en una estufa a 60°C
por 6 horas para eliminar toda el agua presente en el material. Finalmente se lo molié en un
molino de bolas (Pulverisette 6 Classic Line, Fritsch, ver anexo A.3 figura a) a 200 rpm por 15

minutos, obteniéndose un polvo fino que se guardd en un desecador.

Obtencidn del extracto

Para la obtencion del extracto se adapt6 las metodologias usadas por Vu et al. (2019), Elez
Garofuli¢ et al. (2020) y Vazquez-Gonzélez et al. (2020), el extracto se obtuvo colocando 2.5 g
de hojas trituradas secas en 50 mL de agua destilada en el microondas (Anton Paar Multiwave
PRO Microwave Reaction System, ver figura 31) a una potencia de 1200 W por 2 minutos.
Posteriormente se lo filtré6 usando un cedazo y dos filtrados al vacio.

Figura 31

Microondas, Anton Paar Multiwave PRO Microwave Reaction System.
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Caracterizacion del extracto

Se cuantificaron los flavonoides del extracto adaptando la metodologia de Valenzuela Mena
(2020). Se diluyo el extracto a varias concentraciones, se tomo6 500 pL de cada una de estas
soluciones, a cada una se le agreg6 200 uL de una solucién de AICI; al 10% y se afor6 con etanol
absoluto a 5 mL; esta mezcla se agité con vértex y se almacend en oscuridad, a temperatura
ambiente por 30 minutos y finalmente se hicieron las lecturas en el espectrofotdmetro a una

longitud de onda de 425 nm por triplicado, realizando diez lecturas por cada repeticion.

Se hizo una curva de calibracién de quercetina, mediante la cual se cuantificaron los flavonoides,
para ello se siguié la metodologia de Colina Ramos (2016) y de Valenzuela Mena (2020). Se hizo
una solucién madre de quercetina de 200 ppm para lo cual se mezclaron 0,005 gramos de
guercetina dihidratada en 25 mL de etanol absoluto. A partir de esta solucién se hicieron
diluciones a las siguientes concentraciones: 1.5, 2, 4.5, 6, 7.5y 9 ppm (Valenzuela Mena, 2020).
Para la elaboracion de la curva de calibracion se tomaron lecturas a 425 nm en el
espectrofotémetro UV-Vis. Con la siguiente férmula se calculé la concentracién de flavonoides

totales expresados como quercetina (ug de quercetina/mL de solucion):

x =422 [Ec 5]
m
Donde:
X es la concentracion de flavonoides totales expresados como quercetina (ug quercetina / mL de
solucién)

Anm es laabsorbancia de la solucion muestra
b es la interseccién de la recta
m es la pendiente de la recta

Para medir la capacidad antioxidante o actividad antioxidante se adapt6 los métodos usados por
Kumar et al. (2014b) y El Moussaoui et al., (2019). Se tomé una alicuota de 1 a 0,2 mL de extracto
o control negativo (metanol absoluto) y 1 a 1,8 mL de agua destilada, se mezclé con 2 mL de la
solucion 0,2 mM de DPPH en metanol absoluto, la mezcla se agité con vortex y se dejé reposar

a temperatura ambiente por 30 min en oscuridad, se midi6 la absorbancia en el espectrofotémetro
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UV-Vis a 517 nm, la actividad de eliminacion de radicales libres se expres6 como porcentaje de

actividad de eliminacién de radicales libres de DPPH (mL) con la siguiente férmula:

Efecto de barrido (%) —1— absorbancia de la muestra [EC.G]

absorbancia del control

Sintesis de las AgNPs

Para sintetizar las AgNPs se adapt6 el método usado por Morejon et al. (2018), se usé 20 mL de
una solucion de nitrato de plata (AgNOs) que se goteo de forma uniforme en el de extracto de
marco, usando una plancha de calentamiento y agitacién con una agitaciéon constante de 350

rpm.

Se hizo la optimizacidon de la sintesis de AgNPs para obtener los pardmetros adecuados, los
mismos fueron: cantidad de extracto, concentracidon de nitrato de plata, temperatura, tiempo y pH.
Para cada parametro se consider6 cuatro valores y cada sintesis se hizo por separado, variando
solo un parametro y manteniendo los otros parametros restantes constantes. En la siguiente tabla
se muestra los valores de prueba para cada parametro:

Tabla 2

Parametros analizados en la optimizacion de la sintesis de AgNPs.

Cantidad de Concentracion Temperatura pH
extracto (mL) de AgNO3z (mM) (°C)
1 0,1 40+ 1 6,14
1,5 0,5 45+ 1 7
2 1 50+1 8
2,5 2,5 55+1 9

Caracterizacion de las AgNPs
Se adaptaron los métodos y técnicas usadas por Kumar et al. (2015) y Morején et al. (2018), para
la caracterizacion se realizaron varias pruebas, las cuales son: espectrofotometria UV-vis, DLS,

XRD, SEM y TEM, se interpretaron los resultados de los mismos usando los programas
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especificos para cada prueba, los cuales vienen integrados en los equipos utilizados. En cada

prueba se prepar6 la muestra para su correcto analisis.

Espectrofotometria UV-Vis
Se referencio con los parametros adecuados y se diluy6é 50 yL de muestra en 3 mL de agua
destilada, utilizando una celda de cuarzo. Las mediciones se hicieron por triplicado utilizando el

equipo Analytik jena SPECORD S 600 (figura 32).

Figura 32

Espectrofotometro UV-Vis, Analytik jena SPECORD S 600.

Dispersién dinamica de luz (DLS)
Se referencio con los parametros adecuados y se diluyé 250 yL de muestra en 3 mL de agua
destilada, utilizando una celda de cuarzo. Las mediciones se hicieron por triplicado utilizando el

equipo HORIBA LB-550 Dynamic Light Scattering Nanoparticle Size Analyzer (figura 33).
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Figura 33

Equipo HORIBA LB-550 Dynamic Light Scattering Nanopatrticle Size Analyzer.

Difraccion de rayos X (XRD)

Se centrifugé 14 mL de la muestra en tubos falcon a 6000 rpm por 30 min, se retiro el
sobrenadante dejando 3 mL y se lo agit6 constantemente con ayuda de un vértex. Se secé los 3
mL de muestra en placas portaobjetos con ayuda de un calentador de placas, formando capas
iguales de la muestra. Se analiz6 en el XRD realizando 4 repeticiones con el equipo PANalytical
Empyrean (figura 34) operando en una configuracion 6-20 (geometria Bragg-Brentano) y
equipado con un tubo de rayos X de cobre (Ka radiation A = 1.54056 A) a 45kV y 40mA. Se
hicieron los respectivos analisis de los difractogramas obtenidos, utilizando el software HighScore

Plus versiéon 4.1.
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Figura 34

Difractdmetro de rayos X, PANalytical Empyrean.

Microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia dispersiva de rayos

X (EDS)

Se tomé una muestra de 20 uL de las nanoparticulas de plata sintetizadas y se las colocé en un
portamuestra de aluminio para microscopia electrénica de barrido con doble cinta de carbono,
posteriormente se dej6 evaporar el liquido en una estufa a 40°C. El andlisis se realiz6 dentro de
la camara de muestras del Microscopio Electrénico de Barrido SEM marca Tescan, Mira 3
equipado con un emisor de campo Schottky, usando el detector marca Bruker, X-Flash 6|30 con

una resoluciéon de 123 eV a Mn Ka.
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Figura 35

Microscopio electrénico de barrido Tescan, Mira 3.

Laboratarip
Central

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se tomé una muestra de las nanoparticulas de plata sintetizadas de aproximadamente 5 uL y se
las coloco en un grid para microscopia electrénica de transmisién (formvar/carbono, 300 mesh),
se elimind el solvente con papel filtro. Se hizo el andlisis en el equipo FEI, Tecnai G2 Spirit Twin
equipado con una camara Eagle 4k HR a 80kV. Para calcular el diametro de las nanoparticulas

de plata se utilizo el software FIJI.
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Figura 36

Microscopio electrénico de transmision FEI, Tecnai G2 Spirit Twin

Concentracion de AgNPs

Se concentro las AgNPs en el rotavapor Buchi 23022A120. Se coloc6 50 mL por unas 2 horas y
15 minutos, el bafio maria estuvo a 23°C, con una rotacion constante. Posteriormente se verificd
mediante espectrofotometria UV-Vis la concentracion de AgNPs, diluyendo 50 uL de muestra en

3 mL de agua destilada, utilizando una celda de cuarzo (las mediciones se hicieron por triplicado).



72

Figura 37

Rotavapor Buchi 23022A120.
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Formulacion del jabén
Se adapté el método planteado por Proafio (2021), se calentd la base para jabon de glicerina a
bafio maria cambiando a fase liquida, se mezclaron los principios activos y se lo coloc6 en un

molde de silicona adecuado a temperatura ambiente hasta que solidifique.
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Segun Proafio (2021) el principio activo no debe superar el 5% del peso del jabdn, por lo que se
colocé el extracto y las AgNPs a esta concentracion. Los jabones tuvieron un pH de 7 (neutro) el
mismo se lo midié con ayuda de bandas para medir pH. Para la regulacién del pH se us6 una
solucion de &cido citrico al 1%, colocandose 40 pL de la solucion por cada gramo del jabon para

llegar al pH deseado.

Se elaboraron tres tipos de jabones, uno con nanoparticulas de plata, otro solo con extracto
vegetal y uno solo con glicerina, el peso de cada jabén fue de 3 gramos aproximadamente. Se
utilizaron variaciones en la cantidad de AgNPs y de extracto, siendo estos: 1,25%, 2,5%, 3,75%

y 5%.

Caracterizacion del jab6n

Se derritié cada tipo de jabdn elaborado, mediante bafio maria a 70°C en un porta-muestras para
XRD de silicio “zero background”, donde se traté de formar una capa uniforme y delgada y se
dej6 solidificar. Se hizo el analisis en el XRD realizando 4 repeticiones con el equipo PANalytical
Empyrean operando en una configuracion 8-26 (geometria Bragg-Brentano) equipado con un
tubo de rayos X de cobre (Ka radiation A = 1.54056 A) a 45kV y 40mA (figura 34). Se hicieron

analizaron los difractogramas obtenidos en el software HighScore Plus version 4.1.

Preparacion de la técnica de difusién en agar

Se adapté el método usado por Garibo et al. (2020), utilizando las bacterias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa; como control negativo un jabén solo de
glicerina y agua destilada estéril; en cambio como control positivo se utilizé un jabon comercial

con triclocarban y penicilina / estreptomicina (antibiético).

Se prepar6 el medio de agar nutriente siguiendo las instrucciones del fabricante, se lo esterilizd
y se lo colocé en placas Petri de vidrio, previamente esterilizadas. Una vez solidificado el medio,
se inoculé las bacterias en la placa Petri a la que corresponde. Se dej6 que estas crezcan por 24

horas.
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Se diluyé 1 gramo de cada jabon (con AgNPs y extracto de marco a las concentraciones
mencionadas anteriormente) en 5 mL de agua destilada estéril. Se colocé cada solucion en discos
estériles de 5 mm y estos se colocaron en las placas Petri previamente inoculadas (esto se lo

hizo por triplicado). Se midio el halo de inhibicion después de 72 horas.

Anédlisis Estadistico
Los datos en los que el trabajo sustentara la actividad antimicrobiana (proveniente de las

nanoparticulas de plata), la misma se obtendra mediante experimentos controlados.

El disefio experimental serd un Disefio Factorial compuesto por dos factores, los datos se
sometieron a un ANOVA y un test de Duncan al 95% de confianza para comparar las medias y

varianzas entre los distintos factores y sus interacciones.

Se utilizé el software Minitab 19 e InfoStat 2019e para el andlisis de los datos y el software

Microsoft Excel para la elaboracion de las gréficas.

Hipotesis de investigacién
H1: El jabdn con nanoparticulas de plata sintetizadas en extracto de marco (Ambrosia
peruviana) presenta mayor actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Pseudomonas aeruginosa respecto al jabon sin nanoparticulas.

HO: El jabén con nanoparticulas de plata y extracto de marco (Ambrosia peruviana)
presenta menor actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Pseudomonas aeruginosa respecto al jabon sin nanoparticulas.

Operatividad de las variables
La operatividad de las variables y su respectivo factor a determinar se encuentran en la siguiente

tabla:



Tabla 3

Variables a medir durante la fase de experimentacion.

Factor a

Objetivos Variables .
determinar

Elaborar un jabon sélido de glicerina enriquecido
con nanoparticulas de plata sintetizadas en pH Escala de 1-14
extracto de marco (Ambrosia peruviana).

Obtener y caracterizar el extracto acuoso de

marco (Ambrosia peruviana).
T Grados Celsius
Sintetizar nanoparticulas de plata (AgNPs) Témperatura C)

mediante una sintesis fitoquimica con extracto de
marco (Ambrosia peruviana).

Evaluar la actividad antibacteriana del jabdn
frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus

y Pseudomonas aeruginosa mediante el método Tiempo Horas ()
de difusién en agar.
Evaluar la actividad antibacteriana del jabon ~
o : Tamafio del
frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus .
. . i halo de Milimetros (mm)
y Pseudomonas aeruginosa mediante el método inhibicion

de difusion en agar.
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Capitulo 3: Resultados y Discusion

Caracterizacion del extracto

La extraccion de metabolitos de plantas via microondas es un nuevo método innovador que se
estd aplicando actualmente (Elez Garofuli¢ et al., 2020). Este requiere menos tiempo para obtener
un extracto vegetal, ademas de que permite una buena extraccion de componentes fitoquimicos
como lo son los flavonoides (Elez Garofuli¢ et al., 2020; Wu et al., 2021). Segun Saifullah et al.,
(2019) se encontré la mayor cantidad de flavonoides al usar potencias de 960 W y 1200 W, pero
esto puede depender de la especie de planta con la que se trabaje, ya que en el estudio de Wu
et al., (2021) se encontr6 que a altas potencias puede disminuir el rendimiento. Otro factor
importante es la temperatura, pero en el microondas solo se puede controlar un parametro, ya
sea temperatura o potencia (Saifullah et al., 2019), en este caso se control6 la potencia. Segun
Wu et al., (2021) el aumento en la temperatura es beneficioso para la extraccion de flavonoides,
pero un tiempo prolongado no lo es. En este caso se escogié un tiempo corto el cual fue de 2

minutos que fue apropiado para el caso segun la metodologia que se adapté.
De la cuantificacion de flavonoides se obtuvo la siguiente curva de calibracion:

Tabla 4

Datos de la curva de calibracion de quercetina

Concentraciéon (ppm) Absorbancia a 425 nm (promedio)

15 0,0876
2 0,1167
4,5 0,2905
6 0,3909
7,5 0,4962

9 0,6603
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Figura 38

Curva de calibracién de quercetina.
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La ecuacion de la recta obtenida es la siguiente:

y = 0,0599x + 0,3927

Para el célculo de la concentracion de flavonoides se utilizo la siguiente formula:

.y Absorbancia tra—0,3927
Concentracioén ides = mues
flavonoides 0,0599

(ug Quercetina/mlL de solucion) [Ec.7]

Obteniéndose los resultados que se observan en la tabla 5, en las figuras 38 y 39 se observa de
forma gréfica los resultados obtenidos y se observa que no hay un error significativo en los datos
obtenidos. Conforme aumenta la concentracién de extracto aumenta la concentracion de
flavonoides. A una concentracion de 0,1 g/mL la concentracion de flavonoides fue de 5,8181 ug
de Quercetina/mL solucion, una cantidad menor a la obtenida por Novillo Logrofio & Chamorro
Rodriguez (2020) en donde se obtuvo la maxima cantidad de 6,57 pug Quercetina/mL solucion,
pero esta fue de un extracto etandlico (etanol al 76%) y en extracto metandlico la cantidad méaxima
obtenida fue de 5,99 ug Quercetina/mL solucién para el extracto de Ambrosia arborescens a una
concentracion de 0,1 g/mL. En el estudio de Guauque et al. (2010) se encontré una notoria

presencia de flavonoides en el extracto acuoso de Ambrosia peruviana utilizando una prueba
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cualitativa con el reactivo de Shinoda, aqui se detecté mas cantidad de flavonoides en el extracto

etandlico que en el acuoso.

Tabla 5

Resultados de la concentracion de flavonoides

Concentracién

Concentracion de
Flavonoides (ug

Concentracion de
Flavonoides (ug

de Extracto Repeticion Quercetina/mL solucién)  Quercetina/mL solucién)
(9/mL) : ot :
(promedio por repeticién) (promedio total)
R1 0,472
0,0025 R2 0,4407 0,4542
R3 0,4499
R1 1,9943
0,005 R2 2,0255 2,0109
R3 2,0127
R1 3,9356
0,0075 R2 3,9746 3,9573
R3 3,9616
R1 5,8267
0,01 R2 5,8045 5,8181
R3 5,8232
R1 8,3139
0,025 R2 8,076 8,2033
R3 8,2202
Figura 39
Diagrama de cajas de la concentracion de flavonoides.
Grafica de caja de Flavonoides (pg Quercetina/mL)
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Figura 40

Resultados de la concentracion de flavonoides.
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En el estudio de la actividad antioxidante se utilizé la siguiente ecuacion:

Efecto del barrido (%) =1 — Absorbanciamuestra y 1)) [Ec.8]

Absorbanciacontrol

Los resultados de la actividad antioxidante se los observan en la tabla 6 y de forma gréfica en las
figuras 40 y 41, se observa que el error obtenido es muy pequefio en los datos obtenidos.
Conforme aumenta el volumen de muestra aumenta la actividad antioxidante (expresada como
efecto del barrido). En el estudio de Novillo Logrofio & Chamorro Rodriguez (2020) se realizé una
variacion en la concentracion del DPPH utilizando como unidades partes por millon (ppm),
variando la concentracion desde 2 ppm a 10 ppm, aumentando la actividad antioxidante conforme
aumenta esta concentracion, se encontré la mayor actividad antioxidante en el extracto etandlico
(etanol al 76%) variando desde 2 ppm de DPPH con una actividad antioxidante de 49,78% a 10
ppm de DPPH con una actividad de 82,07% en Ambrosia arborescens. Los resultados obtenidos
por Fernandez Delgado (2019) en el extracto acuoso de Ambrosia peruviana fueron de 89,92 mM

de Trolox Eq./ 1 g de muestra seca, esto se lo obtuvo al realizar una curva de calibracion con
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BHT (Butilhidroxitolueno) o Trolox, una solucién estandar para cuantificar la capacidad

antioxidante.

Tabla 6

Resultados de la actividad antioxidante

volumen de la o Actividad Antiqxidante _Actjvidad
muestra (mL) Repeticion (%) (prome_c!lo por Ant|OX|d§1nte (%)
repeticion) (promedio total)
R1 14,3392
0,2 R2 14,0201 14,0975
R3 13,9331
R1 16,4412
0,4 R2 16,6452 16,6668
R3 16,9139
R1 22,7572
0,6 R2 22,9823 23,025
R3 23,3355
R1 25,6293
0,8 R2 25,9203 25,8896
R3 26,1192
R1 30,6625
1 R2 30,7134 30,7199
R3 30,7838

Figura 41

Diagrama de cajas de la actividad antioxidante.
Grafica de caja de Actividad Antioxidante (%)
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Figura 42

Resultados de la actividad antioxidante.
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Sintesis de las AgNPs

Al formarse las nanoparticulas de plata hubo un cambio en la coloracién de la solucion, la solucion
presento6 un color inicial café claro (figura 43a) que cambi6 a un color café oscuro (figura 42b), lo
gue brinda un indicio de la formacion de AgNPs. Este cambio en la coloracion se ha observado
en el extracto de Ambrosia arborescens (Morején et al., 2018) y en el de Clinacanthus nutans
(Mat Yusuf et al., 2020) en donde también se oscurecio el color inicial de la solucion, ambas
plantas son ricas en flavonoides.

Figura 43

Sintesis de AgNPs en extracto de marco

Nota: En la figura (a) se observa la apariencia antes de la formacion de AgNPs y en la figura (b)

la apariencia después de la formacion de AgNPs
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Caracterizacion de las AgNPs

Para la optimizacién de la sintesis se utilizaron las técnicas de Espectrofotometria UV-Vis y DLS
gue permitieron identificar los pardmetros apropiados para la sintesis de AgNPs. En cada uno de
los andlisis se hizo tres lecturas y se mostré como resultado el promedio de las mismas. Una vez
identificados las mejores condiciones de sintesis se hicieron los analisis de XRD, SEM, EDS y
TEM con el mejor resultado obtenido. De acuerdo con Akintelu et al. (2020) la concentracion del
extracto de la planta, el pH, el tiempo de la sintesis, la concentracion de la sal de plata (como el
AgNOg) y la temperatura son condiciones apropiadas para la optimizacién para la sintesis de

AgNPs; y estas se evaluaron.

Efecto del tiempo

Se realiz6 la sintesis manteniendo constantes todos los parametros menos el tiempo, se tomé
una alicuota de 500 pL cada hora por 8 horas y se analizo en el espectrofotometro (diluyendo 50
ML en 3 mL) y en el DLS (diluyendo 250 uL en 3 mL), obteniéndose que el mejor resultado es a
las 7 horas, tal y como se observa en la figura 44. Acorde con Akintelu et al. (2020) el tiempo de
la sintesis depende de los otros factores de optimizacion, pero también de los metabolitos

presentes en el extracto vegetal.

Se observa que conforme pasa el tiempo la absorbancia aumenta hasta llegar a las 7 horas,
pasado ese tiempo disminuye la absorbancia. De acuerdo con Mat Yusuf et al. (2020) conforme
aumenta el tiempo de reaccion se da un aumento de la intensidad de la absorbancia de la longitud
de onda y esto se debe al aumento del nUmero de nanoparticulas formadas a partir de la
reduccion de iones de plata y biomoléculas presentes en la solucion acuosa del extracto vegetal.
Aunque Domenech Gordillo (2017) menciona que una disminucién de la absorbancia en un

tiempo posterior puede deberse a una aglomeracion de las nanoparticulas sintetizadas.
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A una longitud de onda de 427 nm se obtuvo una absorbancia de 0,1477. Esta longitud de onda
ratifica la presencia de AgNPs, ya que segun Guzman et al. (2019) la absorbancia maxima para
estas nanoparticulas esta dentro del rango de 380 nm a 480 nm.

Figura 44

Espectros observados en las AgNPs sinterizadas variando el tiempo.
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En DLS se pudo observar la disminucion del tamafio de las nanoparticulas a lo largo del tiempo
(figura 45). A la primera hora se tuvo un diametro promedio de aproximadamente 585,2 nm +
1455,47 nm, en la segunda, tercera, cuarta, quinta y sexta hora los diametros fueron de aprox.
199,73 nm + 688,17 nm, 111,13 nm + 468,53 nm, 92,37 nm + 413,57 nm, 80,63 nm + 363,83
nmy 36,2 nm + 14,8 nm respectivamente; pero el mejor resultado se obtuvo a las 7 horas con
un diametro promedio de 32 nm + 14,7 nm. Segun Mat Yusuf et al. (2020) conforme aumenta el
tiempo de reaccidon se da un aumento de la cantidad de AgNPs sintetizadas, por lo que va
disminuyendo el tamafio de las NPs obtenidas.

Todas las nanoparticulas obtenidas son menores a 114,5 nm con un 64,55% que oscilan entre

19,1y 38,7 nm. A las 8 horas hubo un pequefio aumento del diametro promedio a 33,93 nm +
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14,43 nm, esto pudo deberse a una aglomeracién de las nanoparticulas; algo que Domenech

Gordillo (2017) menciona como una posible razoén.

Figura 45

Diagramas observados del analisis en DLS a lo largo del tiempo (a. 1 hora, b. 2 horas, c. 3 horas,

d. 4 horas, e. 5 horas, f. 6 horas, g. 7 horas y h. 8 horas).
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Se realiz6 la sintesis manteniendo variando la cantidad de extracto, se pudo observar que

conforme aumenta la cantidad de extracto aumenta la absorbancia, pero al pasar 1,5 mL esta

disminuye, siendo esta cantidad la idénea para la sintesis (figura 46). Esto se corrobora acorde a

lo que Mat Yusuf et al. (2020) menciona, ya que también se observé un comportamiento similar

con el extracto de otra planta rica en flavonoides. Un aumento en la nitidez de la curva es signo

de la formacién de AgNPs esféricas (Mat Yusuf et al., 2020). Pero es de suma importancia
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entender que esto depende mucho de los componentes del extracto (Akintelu et al., 2020; Mat
Yusuf et al., 2020).
A una longitud de onda de 427 nm se obtuvo una absorbancia de 0,1477, la misma que se halla
dentro del rango que Guzman et al. (2019) propone. En este caso 1,5 mL fue la cantidad idonea
para la sintesis, algo que coincide con lo que Amarasinghe et al. (2020) utiliz6 que fue una
proporcion 1:10 entre la cantidad de extracto y la de la solucion de AgNOs.
Figura 46
Espectros observados en las AgNPs sintetizadas variando la cantidad de extracto
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En el caso del DLS se observaron varios tamafios, con las cantidadesde 1 mL,2 mLy 2,5 mL se
obtuvieron los tamafos de 1080,27 nm + 1269,73 nm, 25,73 nm + 10,87 nm y 32,07 nm % 14,07
nm respectivamente. Pero el mejor resultado fue con 1,5 mL de extracto con un tamarfio de 32
nm + 14,7 nm (figura 47b). Acorde con Mat Yusuf et al. (2020) al encontrarse la cantidad de

extracto apropiada se reduce el tamafio de las NPs.
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Figura 47

Diagramas observados del andlisis en DLS variando la cantidad de extracto (a. 1 mL, b. 1,5 mL,

c.2mLyd. 2,5mL).
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Efecto de la concentracién de nitrato de plata

Al variar la concentracion de nitrato de plata se pudo observar un aumento de la absorbancia al
aumentar la concentracion, pero al pasar 1 mM el pico se desplaza conforme se observa en la
figura 48, por lo que la concentracion adecuada es la de 1 mM. Segun Akintelu et al. (2020) la
concentracion apropiada de la solucion de la sal de plata para una sintesis verde oscila entre 1y
5 mM; pero Hussain et al. (2017) menciona que la concentracion de sal de plata puede variar de

0,25 a 10 mM y la concentracion 6ptima es de 1 mM.

Aumentar la concentracion de AgNO; aumenta el rendimiento de las NPs, pero un aumento
superior a 10 mM puede generar una deposicion de AgNOs; en las AgNPs y su inestabilidad
(Hussain et al., 2017). Esto depende mucho del extracto vegetal que se use (Akintelu et al., 2020;
Mat Yusuf et al., 2020). Estas son las posibles razones por las que se observé el desplazamiento
del pico a mayores concentraciones de AgNOs. A 427 nm se obtuvo una absorbancia de 0,1477,

esta longitud de onda se halla dentro del rango que Guzman et al. (2019) menciona.
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Figura 48

Espectros observados en las AgNPs obtenidas al variar la concentracion de AgNOs.
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En el analisis DLS se observaron varios tamafos, 151,933 nm + 597,8 nm, 19,133 nm + 6,37 nm
y 126 nm + 52,73 nm para las concentraciones de 0,1 mM, 0,5 mM y 2,5 mM de AgNO3;

respectivamente.

El mejor resultado se dio a una concentracion de AgNOzde 1 mM fue de 32 nm + 14,7 nm (figura
49c¢). Esto se corrobora con lo que Akintelu et al. (2020), Hussain et al. (2017) & Mat Yusuf et al.
(2020) mencionan que el aumento de la concentracion puede generar precipitacion de la sal de
plata, lo que altera el tamafio de las AgNPs porque la sal precipita en las nanoparticulas de plata,

ademéas de que su forma deja de ser regular.
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Figura 49

Diagramas observados del andlisis en DLS variando la concentracion de AgNOs; (a. 0,1 mM, b.

0,5mM, c. 1 mMyd. 25 mM).
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Efecto de la temperatura

Al variar la temperatura se pudo observar un aumento de la absorbancia al incrementar la
temperatura hasta los 50°C, ya que al aumentar mas la temperatura la absorbancia disminuye,
aqui se tomo el rango de + 1°C en cada una de las temperaturas estudiadas, por lo que la
temperatura adecuada es de 50°C + 1°C (figura 50). De acuerdo con Mat Yusuf et al. (2020) la
produccion de AgNPs aumenta conforme aumenta la temperatura. Aunque Akintelu et al. (2020)
menciona que una temperatura ambiente es mejor para una sintesis fitoquimica, esto depende
mucho de los metabolitos que estan presentes en el extracto. En el caso de la sintesis de AQNPs

obtenidas con extracto de Ambrosia arborescens se utilizé la temperatura de 50°C + 1°C, la cual

fue la 6ptima para la sintesis (Morején et al., 2018).

A unatemperatura de 55°C + 1°C hubo un desplazamiento del pico y ensanchamiento del mismo,
aungue la absorbancia disminuy6. Esto coincide con lo Hussain et al. (2017) menciona, una alta
temperatura genera picos anchos, mientras que una baja temperatura produce picos agudos que

indican que las AgNPs son de tamafio uniforme. Las AgNPs que generan un pico ancho son de
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un didmetro mayor que las que provienen de un pico agudo (Mat Yusuf et al.,, 2020). A una
longitud de onda de 427 nm se obtuvo una absorbancia de 0,1477, esta longitud de onda esta

dentro del rango que Guzman et al. (2019) menciona como normal para AgNPs.

Figura 50
Espectros observados en las AgNPs sintetizadas variando la temperatura.
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Hubo serias variaciones en el diametro promedio de acuerdo al analisis DLS, para las
temperaturas de 40°C, 45°C y 55°C, y son de 129,23 nm + 2337,17 nm, 113,07 nm + 1350,7 nm
y 75,23 nm + 61,77 nm respectivamente. El mejor resultado se obtuvo a una temperatura de 50°C
+1°C, con un diametro de 32 nm + 14,7 nm (figura 51c). Acorde a lo que Hussain et al., (2017)
& Mat Yusuf et al. (2020) mencionan que a esta temperatura las AgGNPs sintetizadas presentan

un tamafio uniforme y menor.
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Figura 51
Diagramas observados del andlisis en DLS variando la temperatura (a. 40°C, b. 45°C, c. 50°C y

d. 55°C).

Frequency (%o)
=

Frequency (%%)

=}
=}

e

0 6001

._.
=)
—_
=
o
—_
=
<
=)
—
=
=]

=g

=

Frequency (%)
Frequency (%o)

LS LIS SIS SIS

b

u T T - T g
1.0 10.0 100.0 1000 6000 1.0 10.0 100.0 1000 6000

Efecto del pH

El incremento de pH se hizo con soluciones 0,1 Ny 1 N de hidréxido de sodio, el pH se midié con
un pH metro, el pH inicial (sin la variacion) fue de 6,141. Se pudo observar que al incrementar el
pH aumenta la absorbancia, pero al pasar el valor de 7,042 esta disminuye y el pico se ensancha
(figura 52). Segun Vanlalveni et al. (2021) en la sintesis de AgNPs en extracto de hoja de Ziziphus
jujuba se observé que el valor de absorbancia aumenta de forma lineal al incrementar el pH de 4
a 9, esto significa que la tasa de formacién de AgNPs aumenta al pasar de un medio &cido a uno
basico. La presencia de bandas mas anchas es un indicativo de un aumento en el tamafio de las
particulas; pero si estas son mas estrechas, indica una disminucion del tamafio de las particulas

(Mat Yusuf et al., 2020).

La mejor sintesis se dio con un valor de pH de 7,042. Acorde con Akintelu et al. (2020) &
Vanlalveni et al. (2021) en un pH neutro se da una rapida formacion de AgNPs y una reduccién
total de Ag* a Ag® posiblemente en pH neutro y basico se da la ionizaciéon de grupos fenélicos
presentes en el extracto de hoja. Es importante mencionar que a un pH basico existe la posibilidad

de precipitacion de AgOH (hidréxido de plata) que debe evitarse, por lo que la condicién 6ptima
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para la preparacion de AgNPs con el tamafio y la estabilidad deseados es un medio neutro

(Vanlalveni et al., 2021).

A una longitud de onda de 436,5 nm se obtuvo una absorbancia de 0,2009, esta longitud de onda
esta dentro del rango apropiado para las AgNPs que Guzman et al. (2019) menciona. Ademas
Mat Yusuf et al. (2020) menciona que se puede predecir la forma de las NPs acorde a la longitud
de onda donde se halla la mayor absorbancia, siendo esféricas en un rango de 400 a 490 nm, en
forma de pentagono entre 500 y 590 nm, y triangulares en el rango de 600 a 700 nm. Por lo que
de acuerdo a lo mencionado anteriormente se puede afirmar que las AgNPs obtenidas son
esféricas.
Figura 52
Espectros observados en las AgNPs sintetizadas variando el pH.
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En el analisis DLS se obtuvieron varios valores de didmetro promedio a las diferentes condiciones
de pH que fueron 57 nm + 19,9 nm, 54,47 nm + 24,5 nmy 71,5 nm + 26,53 nm aprox. para un
pH de 6,141, 8,012 y 9,007 respectivamente. El mejor resultado se obtuvo a un pH de 7,042 con

un diametro de 44,73 nm + 20,8 nm que se observa en la figura 53b. Esto corrobora lo
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mencionado por Vanlalveni et al. (2021), ya que se obtuvo un tamafio de NPs estables y de menor
tamano.

Figura 53
Diagramas observados del andlisis en DLS variando el pH (a. pH 6,141, b. pH 7,042, c. pH 8,012

y d. pH 9,007).
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La mejor sintesis se dio con una solucion de nitrato de plata a una concentracién de 1 mM, con
1,5 mL de extracto de marco a una temperatura de 50°C + °1C por 7 horas, acorde a los
resultados obtenidos de la optimizacién. Segun Akintelu et al. (2020) & Mat Yusuf et al. (2020)
este procedimiento de optimizacién es de suma importancia y los valores hallados para cada
condicién son los que se debe hallar de forma experimental para encontrar la mejor metodologia

de obtencion de AgNPs.

Luego de la concentracion en rotavapor se obtuvo una absorbancia de 1,1530 a una longitud de
onda de 430 nm (figura 54). Se observa que no hay cambios en la amplitud del pico hallado, salvo
un aumento en la absorbancia que demuestra la efectividad del método de concentracion. En la
figura 55 se puede observar la apariencia de las AgNPs concentradas siendo estas de un color
café mucho més oscuro que las observadas en la figura 43b, esto también ratifica que el proceso

de concentracion fue exitoso.



Figura 54

Espectro observado en las AgNPs sintetizadas después de concentrarlas en rotavapor.
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AgNPs concentradas en rotavapor.
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Difraccion de rayos X (XRD)

En la figura 56 se muestra el difractograma obtenido con las mejores condiciones, observandose
solo la presencia de nanoparticulas de plata. Se observa que la posicion 26 obtenida de los picos
fue: 38,0611°; 44,0815°; 64,4455°; 77,3287° (valores de reflexion de Bragg). Esto coincide con lo
gue Chouhan (2018) afirma, ya que los picos de difracciébn de las nanoparticulas de plata
normalmente observados son a 38,00°, 44,16°, 64,40° y 77,33°. Segun Jabbar et al. (2020) los
valores de reflexion de Bragg para las AgNPs son 38°, 44° 64° y 77° los mismos que
corresponden al conjunto de planos de red: (111), (200), (220) y (311). La presencia de estos
ultimos valores indica la formacién de una estructura cristalina cubica centrada en la cara (fcc) de
nanoestructura de plata (Jabbar et al., 2020). El analisis se lo obtuvo del programa HighScore
Plus versién 4.1, en donde se reconocié a la muestra con AgNPs como plata en forma de
nanoestructura con un score de 49. Mediante la ecuacion de Scherrer (Ec. 4) se estimo6 el tamafio
de las AgNPs utilizando el valor del ancho completo a la mitad del méaximo (FWHM) siendo este

de 11,42 nm.

Acorde a los resultados obtenidos se puede inferir que se tiene una red fcc simétrica de plata, y
acorde a Jabbar et al. (2020) esto significa que no hubo favorecimiento para la sintesis de AgNPs
anisétropas por la ruptura de la simetria en los metales fcc que presentan una tendencia a la

nucleacién y al crecimiento en particulas gemelas en la escala nanométrica.

El pico relacionado con el plano de la red (111) es el mas intenso como se lo puede observar en
la figura 55, y de acuerdo con Jabbar et al. (2020) esto sugiere su orientacidbn mas predominante
y la naturaleza cristalina de las AgNPs sintetizadas. No se observa presencia de AgOH (hidroxido
de plata) debido al cambio de pH, ya que este se subié a un pH neutro (7,042) tal y como
menciona Vanlalveni et al. (2021) en su estudio. Tampoco hay presencia de Ag.O (6xido de plata).
Los picos que pertenecen al 6xido de plata son 26,2°, 32,9°, 38,1°, 55,2°, 65,7° y 69,1°

correspondientes al conjunto de planos en red (110), (111), (200), (220), (311) y (222) que dan
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un Ag-0 en forma de estructura cubica (Elyamny et al., 2021). El hidréxido de plata es formado
por la reaccién entre el nitrato de plata y el hidréxido de sodio, este compuesto es muy inestable

por lo que se transforma en 6xido de plata (Al-Essa et al., 2021).

También se observa otro pico en 206 = 30°, y esto es por la presencia de los compuestos organicos
del extracto de marco, tal y como se observa en los estudios de Aslam et al., (2021) y Rautela et
al., (2019) que muestran otros picos diferentes a los de la plata debido al uso de un extracto
vegetal.

Figura 56

Difractograma obtenido del analisis con el Difractometro de rayos X (XRD).
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Microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (EDS)

En la figura 57 se puede observar el porcentaje en masa de cada elemento quimico encontrado
en la muestra de AgNPs analizada, se observa el promedio de las tres repeticiones. Los

elementos con mayor presencia son el carbono, oxigeno y plata.
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La presencia de varios elementos quimicos puede deberse al uso del extracto vegetal de marco,
gue es rico en componentes organicos (polifenoles, flavonoides, entre otros), tal y como
mencionan Alsammarraie et al., (2018) y Raj et al., (2018) en sus estudios donde también se
hallaron algunos elementos quimicos, siendo el carbono el mayoritario por la compaosicion
organica del extracto vegetal usado. Otros elementos también hallados son: oxigeno, cloro,
aluminio, potasio, fosforo, magnesio (Balciunaitiene et al., 2021); calcio, oro (Jebril et al., 2020)
silicio (Hamelian et al., 2018); azufre (Kumar et al., 2016). El sodio se observa debido al uso de

una solucién de NaOH 0,1 N para subir el pH a 7 durante el proceso de sintesis de las AgQNPs.

En la figura 57 se observa el espectrograma obtenido con el andlisis EDS, en donde se puede

observar un pico de la plata en aproximadamente 3 keV, esto corresponde a las nanoparticulas
de plata (Alsammarraie et al., 2018).

Figura 57

Resultados obtenidos del andlisis con espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS).
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En la figura 58 se observa el mapeo elemental realizado con SEM, donde se confirma la presencia
de los elementos citados en la figura 57. Se observa a cada elemento de un color diferente, en la
tabla 7 se detallan cada uno de los colores observados. En el analisis XRD no se observé estos
elementos debido a una baja concentracién o un bajo grado de cristalinidad de los mismos,
factores que contribuyeron a que no se emita sefial alguna por estar bajo los limites de deteccion

del equipo, su limite de deteccion es del 3% (Karimi-Maleh et al., 2020; Safavipour et al., 2020).

Tabla 7

Colores observados en el mapeo elemental realizado con SEM de los elementos hallados

Elemento Color

Carbono Rojo

Oxigeno  Verde oscuro

Sodio Azul
Magnesio Celeste
Aluminio Azul

Silicio Fucsia

Fosforo Amarillo
Azufre Anaranjado
Cloro Turquesa

Potasio Morado
Calcio Rosado

Plata Verde claro
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Figura 58

Imagenes obtenidas del analisis con espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).

Nota: Cada color representa a cada elemento quimico encontrado, también esta la imagen BSE
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Microscopia electrénica de transmision (TEM)

En la figura 59a se puede observar la morfologia de las AQNPs obtenidas, esta es similar a una
elipse, no son totalmente esféricas posiblemente al ser sintetizadas en un extracto vegetal. A esto
también concluye Alsammarraie et al., (2018), quienes obtuvieron AgNPs cuasi esféricas y
elipsoidales. Se observa una homogeneidad de las nanoparticulas, con el andlisis DLS de la
figura 53b también se observa lo mismo; esto también encontré6 Ebrahimzadeh et al. (2020)

guienes mostraron similares resultados.

También se observa cierto grado de aglomeracién entre las nanoparticulas (figuras 59b y 59d),
confirmandose los resultados hallados en DLS (un mayor diametro por la aglomeracion de
AgNPs), ya que este equipo tiene un menor grado de precision en la medicién respecto al TEM
porque en su medicidon asume que todas las particulas son esféricas (Alsammarraie et al., 2018;

Rautela et al., 2019).

Otra razon de que el analisis DLS presente un mayor diametro es que las AgNPs sintetizadas
presentan un recubrimiento del extracto vegetal. Esto hall6 Ebrahimzadeh et al. (2020) en su
estudio, en donde en las imagenes obtenidas con el TEM se puede observar un recubrimiento de
un color grisaceo alrededor de las AgNPs que se observan de un color oscuro. Este recubrimiento
se lo observa de mejor forma en la figura 59¢, el mismo que tiene la misma apariencia de que
observé Ebrahimzadeh et al. (2020) en su estudio. El andlisis DLS calcula el radio hidrodinamico,
el mismo que es mayor al del radio verdadero que solamente se lo puede calcular mediante
microscopia electrénica de transmision (Lim et al., 2013), y el valor del diametro hidrodinamico

calculado en este andlisis fue de 44,73 nm = 20,8 nm.
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Figura 59

Imégenes obtenidas con el Microscopio Electronico de Transmision (TEM).

] 00 nm

El promedio del diametro de las AgNPs encontradas es de 22,12 nm + 6,09 nm. Esta informacion
fue obtenida de las imagenes de TEM usando el Software FIJI. Este resultado es diferente al
hallado en DLS (figura 53b), siendo mayor posiblemente debido a una aglomeracion de las
nanoparticulas y a la presencia de un recubrimiento de extracto vegetal. Esto es comprobado en
los estudios de Ebrahimzadeh et al. (2020) y Rautela et al. (2019) quienes también observan

estas variaciones en el diametro de las nanoparticulas.
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Figura 60

Histograma del didmetro de las AgNPs obtenidas por TEM.

167

147

121

Frecuencia (%)
=

a 12 18 24 30 L] 42
Diametro (nm)
Formulacion del jabén
Se elabor6 el jabon siguiendo las recomendaciones de Proafio, (2021), en las figuras 60, 61y 62
se pueden observar los jabones elaborados. Su apariencia se debe al uso de base de jabén de
glicerina transparente y el uso de &cido citrico para bajar el pH a un valor de 7, algo que Proafio,
(2021) menciona que puede suceder. Se puede observar que mientras mas concentracion de

AgNPs o extracto esté en el jab6n més intenso es el color.
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Figura 61
Jabones elaborados con AgNPs sintetizadas en extracto de marco a concentraciones de: a. 1,5%,

b. 2,5%, c. 3,75% y d. 5%

Figura 62
Jabones elaborados con extracto de marco a concentraciones de: a. 1,5%, b. 2,5%, c. 3,75% y

d. 5%

Figura 63

Jabdn elaborado sin AgNPs ni extracto de marco usado como control
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Caracterizacion del jabén
Se analizaron los tres tipos de jabones observandose los picos de la base del jabén de glicerina

que se hallan al inicio de la gréafica. Se observé un pico en 26 = 39° en el jabdn con AgNPs (figuras

64 y 65).

Esta desviacion puede deberse a la presencia de los componentes de la base de jabén de

glicerina, debido a que se ha observado estas desviaciones en otros casos (Aslam et al., 2021;

Rautela et al., 2019).

Figura 64

Difractograma obtenido del andlisis de los jabones con AgNPs, extracto y sin ningln principio

activo con el Difractometro de rayos X (XRD).
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Nota: En la figura el color rojo representa el jabdn con AgNPs, el azul al jabdn con extracto y el

verde el jab6n solo con glicerina.
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Figura 65

Difractograma obtenido del andlisis del jabon con AgNPs realizado con el Difractometro de rayos

X (XRD).

Actividad antimicrobiana

Se midio la actividad antimicrobiana después de 72 horas encontrandose un halo de inhibicién
de 2 mm en la bacteria Staphylococcus aureus y no se hall6 actividad antimicrobiana en
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, tal y como se lo puede observar en la tabla 8 y las

figuras 66, 67, 68, 69, 70 y 71.

Hubo un pequefio halo de inhibicion presente en el jabdn con glicerina (sin extracto ni AQNPS) en
Staphylococcus aureus. Esto también lo observé De la Vega & Cava Vergiu (2019) en su estudio
en esta misma bacteria y se debe a que esta bacteria Gram positiva presenta una cierta

sensibilidad a la glicerina, la cual esté presente en este jabon.
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Tabla 8

Resultados obtenidos en el tamafo del halo de inhibicibn en mm

Tamafio del halo de inhibicién (mm)

Muestra . . Pseudomonas
Staphylococcus aureus Escherichia coli .
aeruginosa

Rl R2 R3 Prom. R1 R2 R3 Prom. R1 R2 R3 Prom.

H20 (Control

negativo) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicilina/
Estreptomicina
(Control 6 5 6 5,67 9 9 9 9 4 5 4 4,33
positivo)
Jabén con
extracto al 3 2 2 2,33 0 0 0 0 0 0 0 0
1,25%
Jaboén con
extracto al 2,5% 3 2 2 2,33 0 0 0 0 0 0 0 0
Jabén con
extracto al 3 2 2 233 0 0 0 0 0 0 0 0
3,75%
Jaboén con
extracto al 5% 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Jabén con
AgNPs al 1,25% 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Jaboén con
AgNPs al 2,5% 3 2 2 2,33 0 0 0 0 0 0 0 0
Jabén con
AgNPs al 3,75% 3 2 2 2,33 0 0 0 0 0 0 0 0
Jaboén con
AgNPs al 5% 3 3 2 2,66 0 0 0 0 0 0 0 0
Jaboén con
glicerina 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Jabdén comercial
con triclocarban 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 66
Resultados obtenidos con el jabdon de extracto de marco en Staphylococcus aureus a las

concentraciones de: a. 1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.

Resultados obtenidos con el jabdn de extracto de marco en Escherichia coli a las concentraciones

Figura 67

de: a. 1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.

Resultados obtenidos con el jabdn de extracto de marco en Pseudomonas aeruginosa a las

Figura 68

concentraciones de: a. 1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.
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Figura 69
Resultados obtenidos con el jabon de AgNPs en Staphylococcus aureus a las concentraciones

de: a. 1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.
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Resultados obtenidos con el jabén de AgNPs en Escherichia coli a las concentraciones de: a.

Figura 70

1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.

Resultados obtenidos con el jabén de AgNPs en Pseudomonas aeruginosa a las concentraciones

Figura 71

de: a. 1,25%, b.2,5%, ¢.3,75% y d. 5%.
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Analisis estadistico de la actividad antimicrobiana

Se utilizaron los datos que se encuentran en la tabla 8, en el andlisis del disefio factorial se pudo
comprobar que los datos no siguen una distribucion normal, segun las gréficas de residuos
analizadas (ver figura 72). De acuerdo a los diagramas de Pareto (figura 73) se puede observar
gue la concentracion de extracto, de AgNPs, el tipo de microorganismo y la respectiva interaccion

entre los mismos tiene un efecto significativo en el tamafio del halo de inhibicién.

En las gréficas de efectos principales se puede observar que el control positivo es el que mayor
efecto ejerce, pero en el caso del jabdn con extracto se puede observar que los mejores efectos
se dan con concentraciones del 1,25%, 2,5% y 3,75%, mostrando un halo de inhibicién de un
promedio de 2,33 mm. En el caso del jabon con AgNPs se puede observar que los mejores
efectos se dan con una concentracion del 5% de AgNPs, mostrando un halo de inhibiciéon de un
promedio de 2,67 mm; el cual es mayor que el mostrado con el jab6n de extracto de marco frente

a Staphylococcus aureus.

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa son bacterias Gram negativas y Staphylococcus
aureus es Gram positiva, por lo que se puede afirmar que se tiene un mejor efecto en bacterias
Gram positivas debido a la diferencia en la estructura de su membrana porque estas Ultimas no
tienen una membrana externa y su espacio periplasmico es mas pequefio (Ali et al., 2022). Esta
membrana externa actla como una barrera que impide el ingreso de moléculas extrafias
(Carvalho et al., 2018). Ademéas el espacio periplasmico presenta enzimas que pueden

descomponer particulas extrafias que provengan del exterior (Ali et al., 2022).

En bacterias Gram negativas se ha observado una adhesion y acumulacion de AgNPs en la
superficie celular y estas pueden penetrar la membrana externa a través de las porinas; pero es
probable que la pared celular mas gruesa de las bacterias Gram positivas produzca la penetracién
de iones de plata en el citoplasma (Mikhailova, 2020). Es posible los lipopolisacaridos presentes

en la pared celular de las bacterias Gram negativas contribuyan en la integridad estructural de la
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misma, haciendo que sean menos susceptibles que las Gram positivas (Mikhailova, 2020). El
mecanismo exacto de actuacién de las AgNPs en las bacterias es desconocido, aunque se tienen
muchas hipétesis, una de ellas es que estas generan cambios estructurales en la membrana

celular de las bacterias ocasionando su destruccion (Mikhailova, 2020).

Hay mucha informacién respecto a la resistencia bacteriana al Ag i6nico, se identifica la
eliminacion de iones de Ag* a través de bombas de expulsiéon o la reduccion al estado de
oxidacion de Ag° como mecanismos de resistencia (Stabryla et al., 2021). De acuerdo con
Stabryla et al. (2021) las cepas mutantes de Escherichia coli resistentes a la plata tienen
membranas celulares deficientes en porinas, reduciéndose la absorcién de la plata. A nivel
genético, la resistencia al ion plata esti asociada con el operdn sil en bacterias Gram negativas,
este codifica dos bombas de expulsién: una ATPasa de tipo P (SilP) y un antiportador (SilCBA),
también estan dos proteinas chaperonas periplasmicas de unién a plata (SIlE y SilF) que

funcionan de forma sinérgica para expulsar los iones plata de las bacterias (Stabryla et al., 2021).

Se ha demostrado que la resistencia a las AgNPs depende de los microorganismos, a pesar de
gue se tiene resultados contradictorios, la mayoria de la comunidad cientifica atribuye la
resistencia a las AgNPs a la premisa de que las estas nanoparticulas sirven como reservorios
para los iones Ag* y la eliminacién de estos iones se produce a través de los mecanismos
mencionados anteriormente (Stabryla et al., 2021). También se han encontrado genes de
resistencia a Ag expresados de forma constitutiva (siempre activos), incluso en ausencia de Ag e

independientemente de su forma (Stabryla et al., 2021).

Acorde con Stabryla et al. (2021) se ha encontrado una mutacion genética permanente que se
transmite de forma hereditaria en Escherichia coli. Esta se halla en el gen cusS que codifica una
histidina quinasa sensorial, la misma que forma parte de un sistema regulador de dos
componentes con CusR, que activa la expresion de la bomba de expulsién periplasmica cusCFBA

en respuesta a la exposicidén a cobre o plata (Stabryla et al., 2021). La mutacién cambia el residuo
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de arginina cargado positivamente (residuo 292) a uno de leucina hidrofébico no polar, se
desconoce todavia el efecto funcional de este cambio, pero esta relacionado con la resistencia a

las AgNPs en Escherichia coli (Stabryla et al., 2021).

La motilidad, segun Stabryla et al. (2021) es un rasgo clave para la supervivencia de muchas
bacterias, ya que confiere una ventaja al permitir que las células escapen de malas condiciones
y busquen ambientes mas favorables. Se corrobord que este aspecto no influye en la resistencia
a las AgNPs, en el caso de la flagelina; ya que se comparé una cepa hipermévil de Escherichia
coli con una no mévil y ambas mostraron una agregacion de AgNPs similar, lo que lleva a suponer
gue podria haber otras proteinas que promuevan esta agregacion y deberian investigarse

(Stabryla et al., 2021).

Se puede observar que las diferencias de los halos de inhibicion halladas entre los jabones con
extracto de marco y con AgNPs no son significativas segun la prueba de Duncan al 5% de
significancia, lo que significa que pese a que el jabén con AgNPs es mejor que el jab6n con
extracto de marco y el jabdén comercial, este efecto no es significativo. Con esta misma prueba
estadistica se puede corroborar que existe homocedasticidad en los datos obtenidos. Los datos
de la prueba de Duncan se pueden observar en las figuras 76 y 77 para el jabdn con extracto y

nanoparticulas respectivamente.

Para un mejor analisis de los efectos de cada microorganismo y la concentracién de extracto de
marco, asi como de AgNPs, del control positivo y del jab6n comercial se asignd con un nimero
al tipo de microorganismo y tratamiento usado, observandose en las siguientes tablas las

asignaciones para una mejor comprension de las gréaficas posteriores:



Tabla 9

Asignaciones dadas en el disefio factorial al tipo de microorganismo

Microorganismo Asignacion
Staphylococcus aureus 1
Escherichia coli 2
Pseudomonas aeruginosa 3

Tabla 10

Asignaciones dadas en el disefio factorial al tipo de microorganismo

Tratamiento Asignacion

Jabon con extracto al 1,25%

Jabon con extracto al 2,5%
Jabon con extracto al 3,75%

Jabon con extracto al 5%

Jaboén con AgNPs al 1,25%

Jabén con AgNPs al 2,5%

Jabon con AgNPs al 3,75%

Jabén con AgNPs al 5%

Penicilina/Estreptomicina (Control positivo)

Jabon comercial con triclocarban

1

2
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Figura 72

Gréficas de la probabilidad normal para a. el jabon con extracto de marco y b. el jabén con

nanoparticulas de plata.
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Figura 73

Diagramas de Pareto para a. el jabon con extracto de marco y b. el jabdn con nanoparticulas de

plata
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Figura 74
Graficas de efectos principales para el halo de inhibicién para: a. jabon con extracto de marco y
b. jabén con AgNPs.
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Resultados de la prueba de Duncan con la varianza y las medias para el jabén con extracto de

marco.

Analisis de la varianza

Variable N R® R®* Aj CV
Halo de inhibicién (mm) 54 0,99 0,98 18,26

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sSC gl CM F p-wvalor
Modelo 318,67 17 18,75 202,45 <0,0001
Microorganismo 38,78 2 15,3% 209,40 «0,0001
C. Extracto 235,33 5 47,07 508,32 <0,0001
Microorganismo*C. Extracto.. 44,56 10 4,46 45,12 <0,0001
Error 3,33 36 0,09
Total 322,00 53

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0028 gl: 3¢
Microorganismo Mediazs n E.E.

3 0,72 18 0,07 &
2 1,50 18 0,07 B
1 2,78 18 0,07 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,082&6 gl: 3&

C. Extracto Medias n E.E.

4 0,87 9 0,10 A

& 0,67 9 0,10 A

3 0,78 9 0,10 A

2 0,78 9 0,10 A

1 0,78 9 0,10 A

5 6,33 5 0,10 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 00,0828 gl: 38

Microorganismo C. Extracto Medias n E.E.

2 1 0,00 3 0,18 A

2 2 0,00 3 0,18 &

2 3 0,00 3 0,18 A

2 4 0,00 3 0,18 A

3 2 0,00 3 0,18 A

3 3 0,00 3 0,18 &

3 4 0,00 3 0,18 A

3 1 0,00 3 0,18 A

2 & 0,00 3 0,18 A

3 & 0,00 3 0,18 A

1 ] 2,00 3 0,18 B
1 4 2,00 3 0,18 B
1 3 2,33 3 0,18 B
1 2 2,33 3 0,18 B
1 1 2,33 3 0,18 B
3 5 4,33 3 0,18

1 5 5,67 3 0,18

2 5 9,00 3 0,18

D

E

Madias con una letra comin no son significativaments diferentss (p » 0.085)



Figura 76

Resultados de la prueba de Duncan con la varianza y las medias para el jabén con AgNPs.
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Microorganismo*C. AgNPs 45,63 10 4,56 49,23 <0,0001
Error 3,33 36 0,09
Total 323,85 53
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Capitulo 4: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Se hizo la cuantificacion de flavonoides y la evaluacion de la actividad antioxidante del extracto
acuoso de hojas Ambrosia peruviana. De acuerdo a lo que se ha hallado en la literatura se puede
afirmar que el solvente influye significativamente para estos analisis, siendo el mejor el etanaol;
pero al realizarse una sintesis ecoldgica es conveniente utilizar agua como solvente, la misma

gue mostré buenos resultados en los analisis.

Se realiz6 la sintesis fitoquimica de AgNPs a partir del extracto acuoso de hojas de Ambrosia
peruviana. Se encontré que el proceso era relativamente econémico, no toxico y respetuoso con
el medio ambiente. Los parAmetros optimizados para las nanoparticulas de plata sintetizadas
mediadas por extracto acuoso de hojas de Ambrosia peruviana se obtuvieron de la siguiente
manera: 1,5 mL de extracto, una concentracion de 1 mM de AgNOs, a una temperatura de 50°C
+ 1°C por un tiempo de 7 horas con un pH de 7. Estos pardmetros afectan la forma de las
nanoparticulas y su tamafio. Las AgNPs sintetizadas tenian forma cuasi-esférica y tamafos

medios de 22,122 nm + 6,091 nm.

Se realizo la caracterizacion de las AgNPs utilizando: espectrofotometria UV- Vis, que ratifico la
presencia de AgNPs al observarse un pico en una longitud de onda igual a 436,5 nm, DLS, que
demostré un tamafio promedio de 44,733 nm + 20,8 nm; XRD, que observé los siguientes valores
de reflexion de Bragg 38,0611°; 44,0815°; 64,4455°; 77,3287° que corresponde a las AgNPs,
ademas de que mediante la ecuacion de Scherrer se estimé el tamafio de las AgNPs usando el
valor del ancho completo a la mitad del maximo (FWHM) siendo este de 11,42 nm.; SEM-EDS,
encontrando una variada composicion elemental con la presencia de carbono, oxigeno, sodio,
magnesio, aluminio, silicio, fosforo, azufre, cloro, potasio, calcio y plata, esta ultima con un pico
ubicado en aproximadamente 3 keV concerniente a las AQNPs; TEM, que ratificd la forma cuasi-

esférica de las AgNPs y un tamafio promedio de 22,122 nm + 6,091 nm.
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Se concentraron las AgQNPs en rotavapor obteniéndose una absorbancia de 1,1530 a una longitud
de onda igual a 430 nm. Se elaboraron los jabones con AgNPs y extracto de marco a las
concentraciones de 1,25%, 2,5%, 3,75% y 5%. Se caracterizo el jabon con AgNPs en XRD

encontrdndose un pico en 26 = 39° concerniente a las AgNPs.

Se evalué la actividad antibacteriana, el jabon con AgNPs al 5% demostré ser el mejor, ya que
mostré un mayor halo de inhibicién (2,67 mm) respecto al jabdn con extracto de marco (2,33 mm)
y al jabon comercial (2 mm) frente a Staphylococcus aureus. No se hall6 actividad antimicrobiana
en Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa, debido a que estas son bacterias Gram negativas
y la estructura de su membrana es diferente a la de Staphylococcus aureus que es una bacteria
Gram positiva. También se ha observado la presencia de otros mecanismos de resistencia a las

AgNPs en Escherichia coli.

Recomendaciones

Con el extracto de marco es recomendable usar una plancha de calentamiento y agitacién para
la sintesis de AgNPs, ya que este reacciona demasiado rapido con el nitrato de plata, por lo que

no es posible su sintesis en microondas.

No hubo halos de inhibicion significativos por lo que se recomienda repetir el experimento
midiendo las concentraciones bacterianas porque existe la posibilidad de que la sobresaturacion

de bacterias genere resultados alterados.

Es recomendable a futuro realizar posteriores investigaciones en la toxicidad de las AgNPs
obtenidas asi como probar este jabon in vivo para poder saber si presenta otras propiedades que

sean beneficiosas; de igual forma verificar la estabilidad del jabén en el tiempo.
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