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Resumen
La nanotecnologia es una ciencia encargada de obtener nuevos productos que sirvan
para la remediacion de problemas abarcando distintas areas de la ciencia
consiguiendo alternativas para obtener un bienestar tanto para la humanidad como
para el medio ambiente, con la utilizacion de recursos renovables sin generar residuos
téxicos por la eliminacion del uso de quimicos; esto se consigue gracias a la creacion
de nanoparticulas que poseen tamanos reducidos entre 1 a 100nm; y cuando se
encapsula una nanoparticula se logra crear un nanocomposito con un tamafo hasta
300nm, presentando una notable actividad biolégica con efectos antibacterianos,
antifungicos e insecticidas; por lo cual la obtencién de nanoparticulas de plata por
sintesis verde a partir de extractos naturales como el romero, utilizado como agente
reductor en la formaciéon del nanomaterial ayuda a combinar las diferentes
propiedades del metal como del extracto para aplicaciones futuras.

Este estudio es la primera etapa del proyecto logrando encontrar la sintesis verde de
nanocompositos con nanoparticulas de plata y aceite esencial de romero que se
adhiere al metal para formar el nanocompuesto que ayuda con la liberacién de los
principios activos de manera directa, se realizé un disefio experimental factorial 2x2; el
cual depende de la cantidad de extracto (0.5 y 2mL ) y aceite esencial de romero (1y
2ul); utilizado que puede influir en el tamano, este disefio presenta 4 tratamientos o
combinaciones con 5 repeticiones que fueron caracterizadas mediante las técnicas de
espectroscopia UV-visible y Dispersion de Luz Dinamica (DLS).

Se concluye que para obtener un menor tamafo de nanocompuestos se debe utilizar
la menor cantidad de extracto y aceite de romero teniendo datos significativos en el
tamano, sin embargo, el volumen de aceite no representa un incremento mayoritario

como con el volumen de extracto de romero.

Palabras clave: Extracto, nanoparticulas de plata, aceite, nanocompositos.
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Abstract
Nanotechnology is a science dedicated to developing new products for addressing
problems across various scientific domains, providing alternatives to enhance well-
being for both humanity and the environment. This is achieved by employing renewable
resources and eliminating the generation of toxic waste through the avoidance of
chemical use. This is made possible through the creation of nanoparticles, which have
reduced sizes ranging from 1 to 100 nm. When a nanoparticle is encapsulated, it leads
to the formation of a nanocomposite with a size of up to 300 nm, exhibiting significant
biological activity with antibacterial, antifungal, and insecticidal effects. Consequently,
the production of silver nanoparticles through green synthesis, using natural extracts
such as rosemary as a reducing agent, demonstrates potential for combining the

unique properties of the metal and the extract in future applications.

This study represents the initial phase of the project, successfully achieving the green
synthesis of nanocomposites containing silver nanoparticles and rosemary essential
oil. The nanocomposites, formed by bonding the oil to the metal, facilitate the direct
release of active ingredients. An experimental factorial 2x2 design was employed,
varying the amount of extract (0.5 and 2 mL) and rosemary essential oil (1 and 2 uL) to
potentially impact the size. This design comprises four treatment combinations, each
replicated five times. The nanocomposites were characterized using UV-visible

spectroscopy and Dynamic Light Scattering (DLS) techniques.

In conclusion, to obtain smaller nanocomposites, it is advisable to utilize minimal
amounts of extract and rosemary oil. The data reveals significant size differences,
indicating that while the oil volume does not lead to a substantial increase, the volume

of rosemary extract does.

Keywords: Extract, silver nanoparticles, oil, nanocomposites
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Capitulo I: Introduccion
Planteamiento del problema

La nanotecnologia es considerada una ciencia multidisciplinaria que relaciona
diferentes areas como la fisica, quimica, biologia y la ingenieria, en la que por medio
de la aplicacion del conocimiento cientifico se llega a crear nuevos compuestos a
escala nanométrica que ayuda con la sintesis de nanoparticulas de diversos
materiales, formas y tamarnos (1ISO, 2015; Campos y Paez, 2022).

En el Ecuador se lleva a cabo la sintesis de nanoparticulas mediante métodos
que producen residuos toxicos y dafiinos para el medio ambiente, con la utilizacion de
reactivos costosos, sin aprovechar la amplia biodiversidad del entorno, existiendo un
constante problema con la utilizacién de sintesis verde al obtener una estabilidad para
las nanoparticulas, por lo cual, se considera el uso de extractos y aceites esenciales
que ayuden con la durabilidad de dichos compuestos, esta problematica se ve
solventada con la formacion de los nanocompositos, por lo tanto, existe una inclinacién
en el estudio de nanoparticulas de metales nobles por su versatilidad funcional (Bartoli
et al., 2021).

Actualmente, se busca una alternativa que sea amigable con el medio
ambiente considerando a la nanotecnologia verde como una solucion en el desarrollo
de técnicas que utilicen los principios fundamentales de la misma, fabricando
nanomateriales que sean provenientes de insumos renovables, el Ecuador cuenta con
una gran variedad de especies de plantas vegetales que presentan un alto potencial
para ser utilizadas, por lo cual se considera importante darles prioridad a las plantas
vegetales que se encuentran en el pais (Flores C. , 2014; Arias y Palma, 2019).

Los nanocompositos ayudan con la estabilidad en el tiempo de la
nanoparticula, ya que es formado por la union de dos o mas compuestos que
presentan diferentes propiedades que son identificados por una interface que existe
entre ellos, por lo tanto, se considera que la sintesis de nanoparticulas de plata tiene

un impacto ambiental y econémico de gran interés, ya que se trabaja con quimica
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verde aprovechando los efectos antifungicos, antimicrobianos e insecticidas que tienen
los aceites esenciales (Pardo et al., 2022), podemos lograr la encapsulacion de la
nanoparticula obteniendo el nanocomposito que brinda una ventaja al tener una
liberacion directa y controlado de los principios activos con menor cantidad de residuos

téxicos que se utilizan en otros procedimientos (Quinzi y Di Francesco, 2020).
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Justificacion del problema

Actualmente en el Ecuador se busca nuevos agentes reductores naturales para
la sintesis de nanoparticulas de plata por el método de reduccién quimica, esto nos
ayuda a evitar el uso de sustancias toxicas y disminuir los desechos que se producen,
por lo que se busca trabajar con sintesis alternativas para obtener un impacto positivo
con el medio ambiente y la sociedad (Torres, 2017). El motivo de este trabajo es
utilizar extractos vegetales que funcionen como agentes reductores e incluso
estabilizantes para la formacion de nanocompositos aprovechando recursos biolégicos
renovables.

El método a utilizar se basa en la reduccion quimica que es una técnica sencilla
que nos brinda resultados 6ptimos en la sintesis de nanoparticulas de plata con una
distribucion y tamafio muy reducido de 1 a 100nm, que ademas presenta mayor
reactividad, biodisponibilidad y poder catalitico (Arias y Palma, 2019).

En este estudio se emplea la metodologia de sintesis verde partiendo de un
extracto de romero, el cual actuara como agente reductor en la formacién de las
nanoparticulas, se utilizara una técnica instrumental como espectroscopia UV-vis para
diversas detecciones quimicas como lo son la presencia de nanoparticulas de plata 'y
la intervencion del extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) (Flores C. , 2014;
Sanchez, 2017).

Esta investigacion esta enfocada en la utilizacion de recursos que sean
amigables con el medio ambiente, por este motivo se ha decidido realizar la sintesis
de nanocompositos de plata como una alternativa en la cual se prevé utilizar
materiales vegetales como el romero y naturales como los aceites esenciales,
representando asi un menor costo para la produccién con resultados satisfactorios

(Sahoo, 2014).
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Objetivo general

e Sintetizar y caracterizar nanocompositos a partir de nanoparticulas de plata con

aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.).
Objetivos especificos

o Obtener extractos y aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.)
mediante maceracion y método de arrastre de vapor respectivamente, para su
utilizacién a diferentes concentraciones.

¢ Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L.) obtenido por maceracion, para su posterior caracterizacion.

e Caracterizar nanoparticulas de plata con la utilizacion de técnicas
instrumentales como Dispersion de luz dinamica (DLS) y Espectroscopia
ultravioleta-visible (UV-VIS) para su utilizacion en la sintesis de
nanocompositos.

e Sintetizar nanocompositos utilizando las nanoparticulas de plata con aceite
esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) por el método de precipitacién
para su posterior caracterizacion

e Caracterizar nanocompositos con la utilizacion de técnicas instrumentales
como Dispersién de luz dindmica (DLS) y Espectroscopia ultravioleta-visible
(UV-VIS); para verificar el tamafio y distribucion del nanocomposito.

Hipétesis

La utilizacion de diferentes concentraciones de extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L.) que funciona como agente reductor de las nanoparticulas de plata con
distintas concentraciones de aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.)

influyen en el tamafo de los nanocompositos.
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Capitulo Il: Marco tedrico
Muestra vegetal
Romero (Rosmarinus officinalis L)

Rosmarinus officinalis L conocida popularmente como romero perteneciente a
la familia Lamiaceae, considerada una planta aromatica y de uso medicinal de gran
interés por el beneficio que puede aportar a la humanidad, cuenta con una gran
variedad de metabolitos secundarios y aceites esenciales tales como flavonoides,
terpenos, acidos fendlicos, entre otros (Purca, 2013). Se puede obtener productos
derivados de mayor interés como los de extracto acuoso y aceites esenciales (Pardo
et al., 2022).

Es una planta considerada un arbusto por sus hojas pequefas y forma de
espigas presentando un color verde, con una altura de dos metros, siendo una planta
resistente a los diferentes cambios de temperatura (Lax Vivancos, 2014). Autdctona
de la regién mediterranea de Europa y del Norte de Africa, el romero crece de manera
espontanea, sembrada en varios paises del mundo (Castafio, 2010).

Presenta propiedades quimicas, bioquimicas y organolépticas que son
utilizadas por poseer varios elementos principales de aceites esenciales como acidos
organicos, saponinas y taninos, entre otros, por sus propiedades antifungicas,
antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes, antibacterianas, insecticidas y
acaricidas (Lemjallad et al., 2019;Zinicovscaia et al., 2020). En la actualidad se ha
incrementado el uso del romero con varias participaciones cientificas para aplicaciones
futuras (Flores et al., 2020).

Extracto

Es una sustancia vegetal concentrada que se extrae por diferentes procesos
como la maceracion para obtener una parte de la materia prima de la planta utilizando
como disolventes el etanol, agua o aceite; con el fin de conseguir sustancias

biologicamente activas. Posee una alta gama de compuestos activos mas que los
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aceites esenciales, por lo que son mas eficaces en varias aplicaciones (Andrade et al.,
2018).
Extracto de romero (Rosmarinus officinalis L)

El romero presenta varios metabolitos encargados de la capacidad antioxidante
como estructuras fendlicas, compuestos fendlicos-tocoferoles, flavonoides y acidos
fendlicos, moléculas nitrogenadas- alcaloides, aminoacidos y aminas o carotenoides
(Pastene, 2009); considerada una fuente de compuestos que poseen una actividad
biolégica antioxidante que participa en reacciones de éxido-reduccion que generan
radicales libres con una alta reactividad quimica que debe neutralizarse para que se
genere el estrés oxidativo. Por lo cual, los compuestos antioxidantes en bajas
concentraciones son capaces de evitar el dafio oxidativo (Arazo et al., 2015).

Los antioxidantes naturales son posibles de conseguir en el extracto de romero
por el acido rosmarinico y el acido cafeico que poseen una potente actividad
antioxidante; por lo tanto; son las sustancias que impiden la oxidacion del sustrato.
Pudiendo ser utilizado en diferentes aplicaciones como en la sintesis de
nanoparticulas de plata como agente reductor (Nieto et al., 2018).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales que podemos obtener de las plantas son constituyentes
aromaticos existentes en las glandulas en forma liquida siendo inmiscible en agua y
solubles en compuestos apolares; pueden adquirirse a partir de material fresco por el
método de destilacion por arrastre de vapor; generalmente constituye del 0,1 al 1% del
peso seco de la planta (Naccari et al., 2017).

Su extraccion puede ser de toda la planta como hojas, flores, tallos, ramas,
semillas; que esta almacenado en células, canales, glandulas. Teniendo metabolitos
secundarios que aportan propiedades antibacterianas, antifungicas e insecticidas

(Bakkali et al., 2008).
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Aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L)

El aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L) presenta compuestos
quimicos, como moléculas bioactivas conocidas como metabolitos secundarios
detallados en la Tabla 1. La obtencion de estas moléculas puede variar por
condiciones externas como el clima, el suelo, condiciones agroecoldgicas donde los
componentes pueden variar (Beltran et al., 2017).

Tabla 1.

Compuestos quimicos presentes en el romero.

Componentes quimicos

Esteres terpénicos Acidos
1,8 cineol Vanilico
Alcanfor Caféico

Linalol Clorogénico
Verbinol Rosmarinico
Terpineol Carndsico
Carnosol Ursoélico
Rosmanol Oleandlico

Isorosmanol Butilinico
3 Octanona Betulinico
Isobanil-acetato Betulina
B cariofileno A-amirina
B amirina
Borneol

Acetato de bornilo

Nota. Recuperado de (Datiles y Acevedo, 2014).
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Figura 1.

Compuestos activos encontrados en la planta de romero (Rosmarinus officinalis L.).
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Nota. Estructura quimica de acido carnésico, carnosol, epirosmanol, rosmaridifenol,

acido rosmarinico. Tomado de (Shahidi et al., 1992; Zheng y Wang., 2001).
Nanoparticulas

La nanotecnologia se desarrolla con materiales, procesos y sistemas con una
escala de 1 a 100 nanémetros (nm), por lo tanto, la manipulacién y control de la
materia se trabaja a nanoescala brindando varias aplicaciones a la ciencia en
ingenieria, quimica y biologia, la investigacion de nuevos comportamientos y
propiedades de los materiales se ha desarrollado gracias al uso de la tecnologia a
pequefa escala (Ruzzene et al., 2019).

Entonces las nanoparticulas (NPs) deben presentar una dimensién de menos
100 nanémetros (nm) que poseen caracteristicas quimicas mas reactivas siendo
utilizadas en diferentes areas para futuras aplicaciones potenciales como en diferentes

campos biomédicos, 6pticos, electronicos, agricultura, entre otros. Se las puede
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obtener por varios métodos como quimicos, fisicos o0 de manera natural con metales
nobles (Dong et al., 2016).

Los diferentes tipos de obtencion de nanoparticulas (NPs) se dan por el método
quimico, método electroquimico, reduccion fotoquimica e irradiacion ultravioleta, los
cuales utilizan reactivos quimicos que son contaminantes para el ambiente generando
una gran cantidad de residuos quimicos perjudiciales para la salud y contaminantes de
suelos, agua y aire (Torres, 2017).

Actualmente la sintesis de nanoparticulas se esta enfocando en generar menor
cantidad de residuos cambiando los compuestos quimicos por extractos naturales
como agentes reductores, los cuales se encuentran en concentraciones elevadas,
ademas de contener estabilizadores naturales (Kim et al., 2010)., siendo una técnica
mas amigable con el ambiente brindando un método eficaz, y ecolégico conocido
como sintesis verde o fisicoquimica verde (Flores C. , 2014).

Nanoparticulas de plata

Los metales nobles tienen propiedades quimicas y fisicas especiales que seran
utilizadas en nanoparticulas para nuevas aplicaciones potenciales que se pueden
explotar en diversos campos. Para la sintesis de nanoparticulas de plata se considera
tres pasos principales la nucleacién, crecimiento y estabilizacion (Faraday y Turkevich,
2009).

Existen dos métodos generales que son:

v' Top-down: este método consiste en la reduccion del tamafio de agregacion
obteniendo un tamafo a nanoescala. Es decir, obtenemos un descenso del
tamafo hasta alcanzar el tamafio correspondiente a la escala nhanométrica.

v" Bottom-up: este método obtiene la escala nanométrica por dispersion
molecular, por ejemplo; en la sintesis verde de nanoparticulas de plata (Ag-
NPs) se utiliza como agente reductor un extracto natural que al diluirse con la

sal precursora (AgNO3) se obtendra nanoparticulas metalicas, considerando
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que el tipo de agente reductor que se utilice haria que varie el tamano y
morfologia de las particulas.
Figura 2.

Esquema representativo de la sintesis de nanoparticulas (Nanoparticle synthesis technique).
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Nota. Tomado de (Neto, 2019).

Entonces la reaccion que se obtiene para la formacion de nanoparticulas de plata
es gracias a la reduccién de la plata Ag* presente en el nitrato de plata acuoso, es
decir, que se debe adquirir un cation Ag* el cual debe reducirse ganando un electréon
para transformarse en Ag°® (Barzinjy y Azeez, 2020). Para el tamaiio de las
nanoparticulas de plata debemos considerar variables como la concentracion de iones

metalicos, pH, temperatura y el agente reductor que se utilice.

Figura 3.

Representacion esquematica de la sintesis de nanoparticulas de plata.
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Nanocompositos

Los nanocompositos, conocidos también como nanocompuestos estan
constituidos por dos fases, las cuales se pueden identificar como matriz polimérica
conformado por el aceite esencial y la segunda fase conformada de nanoparticulas; son
elaborados con el objetivo de brindar estabilidad a la molécula y poder distribuir los
principios activos de manera directa (Okpala, 2013).

Podemos encontrar una mezcla de varios sistemas unidimensionales,
bidimensionales y amorfos conformados de diferentes mezclas a escala nanométrica;
por varios métodos se logra la sintesis de hanocompositos donde se aplica técnicas de
mezclado en solucién para lograr la unién de la molécula (Saleh, 2022).

Métodos de caracterizacion

Espectroscopia ultravioleta — visible (UV-vis)

Es una técnica utilizada para la caracterizacion de moléculas como las
nanoparticulas siendo muy sensible con la presencia de coloides del metal analizado
ya que se forma un pico de absorcién intenso por la excitacion de plasmones
superficiales, existen varios factores que pueden alterar los resultados como el tamafo
y la forma que tengan las nanoparticulas (Alarcon et al., 2015).

Los resultados adquiridos por esta técnica son espectros obtenidos por la
relacion entre absorbancia con la longitud de onda en nanémetros (nm). Ya que el
fundamento de la técnica es la absorcion de radiacion ultravioleta y visible por la
muestra que inicia un estado activado conlleva a una eliminacién del exceso de
energia representado en forma de calor (Alarcon et al., 2015).

La ley de Beer Lambert es un método matematico que es aprovechado para
expresar el modo en que la materia absorbe la luz. Los factores que pueden influir
cuando se analiza la muestra con respecto a la luz que emana y se disminuye, son por

la fisica, la concentracion, longitud de la luz y la absorbancia (Vanlalveni et al., 2021).
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Una caracteristica de la absorbancia es que se requiere de una mezcla
absorbente y la longitud de onda; como resultado obtenemos un espectro de absorcion
el que puede indicar en qué punto se proyecta la longitud de onda caracteristica de la
muestra a estudiar (Anandalakshmi y Venugobal, 2017).

Dispersién de luz dinamica (DLS)

Las nanoparticulas pueden ser caracterizadas por dispersion de luz dinamica
conocida como DLS una técnica que ayuda a determinar el tamafio, distribucién y area
superficial; el sistema brinda el diametro de una esfera dura y la potencial zeta de las
nanoparticulas (Hoo et al., 2008).

Se utiliza celdas de cuarzo para leer los volimenes muy pequefios presentes
en la solucion, gracias a la alta sensibilidad podemos lograr medir diminutas
cantidades; siendo un método que se puede utilizar para observar las aglomeraciones
de las nanoparticulas (Cho y Hackley, 2010).

El método de analisis de la técnica se basa en la suspension de nanoparticulas
expuestas a un haz de luz, por lo tanto, la direccién y la intensidad del haz pasan por
un proceso de dispersion; las nanoparticulas se encuentran en movimiento aleatorio a
su energia cinética produciendo una variacion a la intensidad respecto al tiempo que
presenta la informacion para medir el coeficiente de difusion de las particulas

(Hiemenz y & Rajagopalan, 2016).
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Capitulo Ill: Metodologia
Obtencion de extracto de Romero (Rosmarinus officinalis L.)

Se consiguio hojas y tallos frescos de romero (Rosmarinus officinalis L.) que
fueron pesados y lavados con agua destilada previo a la obtencién de extracto por la
técnica de maceracién. Para la elaboracién del extracto se procedié a pesar 25
gramos de romero (Rosmarinus officinalis L.) a los que se les afadié 75mL de etanol al
96% y 25mL de agua destilada; se dejo reposar por dos semanas para conseguir un
extracto de color verde intenso.

Después se procedié a sacar el extracto, colar y pasar al rota vapor con bomba
al vacio, a una temperatura de 45°C por 20 minutos, el cual separa todo el etanol,
quedandonos un volumen de 20mL, llevando a volumen de 100mL. Utilizamos 20mL
de la soluciéon que pesamos para colocarlos en la centrifuga y luego procedemos a
filtrar el sobrenadante, esto ayuda en el tamario de las nanoparticulas y

nanocompositos.

Figura 4.

Obtencion de extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.)
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Extraccion de aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.)

Para la obtencion de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.)
necesitamos que la muestra sea fresca para mayor rendimiento, por lo cual se toma
las hojas y tallos que presenten mayor pigmentacion, entonces se debe pesar y lavar
la muestra con agua destilada para colocarlas en el balon de 2000mL, para conseguir
el aceite esencial por el método de arrastre a vapor por 120 minutos.

Se mantiene la temperatura a lo maximo de la plancha de calentamiento
aproximadamente unos 30 minutos para que empiece la ebullicién del agua a 100°C
comenzando la ruptura del tejido de la muestra vegetal liberando el aceite esencial que
presentan un caracter apolar, por lo cual, se puede evidenciar dos fases ya que el
hidrolato es polar y no se mezclan, empezd el vapor a los 20 minutos de la ebullicién
del agua, donde se puede visualizar las primeras gotas de hidrolato, después de unos
20 minutos podemos ya visualizar como empezamos a recolectar el aceite de romero

(Rosmarinus officinalis L.).
Figura 5.

Extraccion de aceite de romero por la técnica de arrastre a vapor.
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Sintesis de nanoparticulas de plata

Se procedio a preparar soluciones madre de Hidroxido de sodio al 0.1M y
Nitrato de Plata al 0.01M para ser utilizados en la sintesis.

De la solucién de Nitrato de Plata (AgNO3) al 0.01M utilizamos 5mL a la cual se
afiadié 1.5mL de agua destilada y 0.5mL de extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L.) obteniendo un pH que varia entre 4 a 5. Posterior a esto se afadio
Hidroxido de Sodio (NaOH) al 0.1M hasta alcanzar un pH de 10.5 con una variacion
() 0.05, logrando soluciones de un color marrén oscuro, las cuales deben permanecer
cubiertas con papel aluminio, esto debido a que la plata es fotosensible ala luz y
puede causar su degradacién. Finalmente se lleva al bafio maria por 3 horas a una
temperatura de 40°C.
Sintesis de Nanocompositos de romero

Se utiliza las muestras de nanoparticulas de plata donde se procedié hacer una
dilucion de 1.5:30mL de AgNPs-agua obteniendo una mezcla homogénea de un color
amarillo claro, tomando 5 mL de AgNPs diluidos donde se afiadié 1uL o 2uL de aceite
de romero pasando la mezcla a la punta ultrasénica por un tiempo de 3 minutos,
amplitud de 40 y pulsaciones de 30, esto nos ayuda con la homogenizad de las
muestras y obtener los nanocompositos.
Caracterizacion de nanoparticulas de plata y nanocompositos
Espectroscopia ultravioleta-visible

En el UV-vis se colocé una longitud de onda UV de 200-750nm con intervalo de
1nm, donde se visualizara al metal y el extracto de romero de la solucién de las
nanoparticulas de plata. Para los nanocompositos mantenemos la misma longitud de
onda para obtener la caracterizacién de la plata y el aceite de romero.
Los datos conseguidos en cada ensayo se compararon en el software ORIGIN 2023b.
Dispersién de Luz Dinamica (DLS)

Para la medicion en el equipo se utilizé una celda de cuarzo limpia donde se

colocé una proporcién de 1:350 de AgNPs -agua para poder visualizar el tamafio de



33

las nanoparticulas de plata y su distribucion, es importante establecer parametros de
funcionamiento como el indice de refraccién Ag y medio disolvente el agua. Para los
nanocompositos se utiliza la misma proporcién observando el incremento de tamafio y

la distribucion de los nanomateriales con la implementacién del aceite de romero.

Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Mediante el uso del microscopio electrénico de transmisién (TEM) se determind

el tamano promedio y morfologia de las nanoparticulas y nanocompositos.

Figura 6.

Proceso de sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata (AgNPs).
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Figura 7.

Proceso de sintesis y caracterizacion de nanocompositos (NCs).
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Analisis Estadistico

Para la sintesis de nanocompositos con aceite de romero se fij6 el siguiente
analisis estadistico:
Sintesis de nanocompositos

Para determinar los parametros adecuados en la sintesis de los
nanocompositos se debe establecer un disefio experimental factorial 2x2; el cual
depende de la cantidad de extracto y aceite utilizado que puede influir en el tamano,

este disefo presenta 4 tratamientos o combinaciones con 5 repeticiones.
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Tabla 2.

Analisis del volumen de extracto vs aceite de romero.

Volumen de aceite de

romero (ulL)

1 2

Volumen de extracto 0,5

de romero (mL) 2

El analisis se realizé en el programa estadistico InfoStad para conseguir los
datos del analisis de varianza (ANOVA) y asociaciones. En la siguiente tabla se
muestra las variables a estudiar en este trabajo:

Tabla 3.

Variables que intervienen en el disefio experimental.

Variable dependiente Variable Independiente

Extracto de romero

Tamario Aceite de romero

Variable de respuesta

Como variables de respuesta podemos considerar la sintesis de
nanocompositos de plata con aceite esencial de romero caracterizadas en el equipo de
espectroscopia UV-vis por la absorbancia y longitud de onda en nandémetros (nm); y el
tamafo de cada nanocompuesto en el equipo de dispersion de luz dinamica DLS.
Factores controlables

Podemos controlar en la muestra factores como el pH, las soluciones madre de
AgNO3 0.01M, NaOH 0.1M, temperatura del bafio maria, parametros en los equipos

de caracterizacion.



Factores no controlables

Al momento de pipetear para la sintesis y lecturas en los equipos, la cantidad
de reduccion de la plata con relacion al extracto, la cantidad de aceite encapsulante
por nanoparticula de plata. Esto se debe a errores que se pueden presentar por

mediciones de equipos, siendo error del ejecutor.
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Capitulo IV: Resultados

Obtencion del extracto de romero

Tabla 4.

Caracteristicas fisicas del extracto de romero.

37

Condiciones finales de Extracto
cada proceso Color Volumen
Maceracion Verde intenso 80mL
Rota vapor Verde oscuro 20mL
Centrifuga Verde claro 18mL
Filtrado Amarillo claro 17mL
Figura 8.

Obtencioén del extracto de romero.

a)

d)

Nota. Proceso de obtencion del extracto de romero para la sintesis de nanoparticulas

de plata. a) Extracto luego de dos semanas de maceracion en 75:25 etanol al 96%-
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agua, b) Extracto colado a las dos semanas, c¢) Extracto pasado a la centrifuga por 10
minutos a 6000 rpm, d) Filtracidn del sobrenadante de extracto de romero
centrifugado, e) Extracto de romero en el rota vapor al vacié a 45°C, f) extracto
centrifugado Yy filtrado listo para la sintesis de nanoparticulas.

Se caracterizo el extracto por su longitud de onda en el equipo de
espectroscopia UV-vis teniendo una estabilidad en las curvas sin variaciones

significantes en las absorbancias de polifenoles existentes en el extracto de romero.

Figura 9.

Caracterizacion del extracto de romero en el equipo UV-vis.

—— Extracto de romero_1
— Extracto de romero_2
4 - —— Extracto de romero_3
—— Extracto de romero_4

Extracto de romero_5

Absorbancia
|

I ! I ! I ! I ! I ! I ! ]
200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda
Nota. Absorbancia con longitud de onda entre 200- 350nm sin variacion significativa, la

muestra del extracto de romero 5 presenta una mayor concentracion a comparaciéon de

las muestras restantes.
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Aceite esencial de romero
Se obtuvo el aceite de romero por el método de arrastre a vapor, en las figuras
podemos visualizar la muestra fresca previa a su obtencién. Se realizo la

caracterizacion del aceite por sus propiedades fisicas y quimicas.

Figura 10.

Aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.).

Nota. Se pesa 400g de hojas y tallos frescos de romero para el proceso de arrastre por

vapor para la obtencion de aceite esencial de 4mL aproximadamente.

Tabla 5.

Parametros del aceite de romero (Rosmarinus officinalis L.).

Parametros Aceite de Romero
Rendimiento de extraccion (%) 1.10%
indice de refraccion 1.4695

Densidad relativa (g/cm3) 0.8111
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Sintesis de Nanoparticulas de plata (AgNPs)
Caracterizacion de las nanoparticulas de plata con espectroscopia UV-Vis

En las graficas obtenidas por espectroscopia UV-vis podemos visualizar la
caracterizacion de las nanoparticulas con un pico de absorcion en 409 nm que
corresponde a la plata (Figura 9). Se realizaron 5 réplicas las cuales presentan una

estandarizacion del protocolo realizado.

Figura 11.

Caracterizacion AgNPs en el equipo de espectroscopia UV-vis.

— AgNPs_MF1
— AgNPs_MF2
30 4 —— AgNPs_MF3
— AgNPs_MF4
25 - AgNPs_MF5
w 2.0 -
'S
-
o
21,5+
(o]
wn
0
< 1,0
0,5
0,0 ) —
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Nota. Grafica de las cinco muestras de nanoparticulas de plata (AgNPs) con un
volumen de 0.5mL de extracto de romero obtenidos por medio de sintesis verde.
Cuando se aumenta la cantidad de extracto se puede visualizar en las graficas
del UV-vis como varia la curva de absorcion presentando una curva mas anchay
desplazada, con un pico de absorcidon de 399 nm obteniendo las nanoparticulas de

plata con tamanos y formas diferentes.
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Figura 12.

Caracterizacion AgNPs en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Grafica de las cinco muestras de nanoparticulas de plata (AgNPs) con 2mL de

extracto de romero utilizados en la sintesis verde.

Figura 13.

Caracterizacion AgNPs en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Comparacion entre las diferentes concentraciones de extracto de romero con

respecto a la absorbancia en el equipo de espectroscopia UV-vis.

Caracterizacion de nanoparticulas de plata por Dispersion de Luz Dinamica
(DLS).

Para la primera concentracion de 0.5mL de extracto de romero en la sintesis de
nanoparticulas de plata obtuvimos los siguientes tamafos en nanémetros con una
distribucion adecuada sin presentar aglomeraciones y con la concentracion de 2mL de
extracto de romero, el tamafio incrementd ya que se encuentra mas concentrado y

esto influye en la agrupacion de nanoparticulas, los datos se registraron en la tabla 6.

Tabla 6.

Datos del tamario de las nanoparticulas de plata (AgNPs).
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Volumen
de Muestras
Concentracidn extracto de Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio
de plata (M) de AgNPS 1 2 3 4 5 (nm)
romero
(uL)
MF1 6,7 6,6 6,4 7,1 6,8 6,72
MF2 8,1 8,4 7,2 9,7 8,8 8,44
0.50 MF3 9,6 9,5 8,9 9,5 9,3 9,36
MF4 7,6 6,8 8 7,9 6,9 7,44
0.01 MF5 8,1 7,9 8,2 8 7,8 8,00
MF2.1 18,7 18,5 18,9 18,4 18,6 18,62
MF2.2 18,6 19,1 19,5 19,3 19,9 19,28
2 MF3.3 19,5 18,8 18,9 18,4 18,6 18,84
MF2.4 20 21,3 20,3 20,7 21,8 20,82
MF2.5 19,7 19,9 19,8 19,9 19,7 19,80

Nota. esta tabla muestra la variacién de tamafos de nanoparticulas de plata respecto
al volumen de extracto utilizado en la sintesis verde.
Figura 14.

Caracterizacion de AgQNPs con volumen de extracto 0.5mL en el equipo de dispersion

de luz dinamica (DLS).
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Nota. Representacion del tamafo de nanoparticulas de plata con una media de 9.5nm

sin distribucion acumulada.
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Caracterizacion de AgNPs con 2mL de extracto de romero en el equipo de dispersion

de luz dinamica (DLS).
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Nota. Grafica del tamafo de las nanoparticulas de plata con una media de 19.2nm

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Figura 16.

Nanoparticulas de plata (AgNPs) visualizadas en TEM
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Sintesis de Nanocompositos de plata con aceite esencial de romero

Figura 17.

Sintesis de nanocompositos de AQNPs con aceite esencial de romero.

Nota. Soluciéon de nanocompositos con su color caracteristico amarillo claro, pudiendo
observar que no existe fases y se mezclé correctamente las AgNPs con el aceite

esencial de romero.

Caracterizacion de nanocompositos con espectroscopia UV-Vis

Podemos visualizar en las imagenes obtenidos en el UV-vis la caracterizacion
del aceite en 229 nm y de la plata en 411 nm esto se realiz6 con la finalidad de poder

caracterizar la unién de la nanoparticula de plata con el aceite esencial de romero.

Figura 18.
Caracterizacion de Nanocompositos con AgNPs al 0.5 de extracto y 1uL de aceite de

romero en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Comparacion de las muestras de nanocompositos existiendo una relacion en los
picos de absorcidn con longitud de onda para el aceite de 229nm y para el metal
411nm.

Figura 19.

Caracterizacion de Nanocompositos con AgNPs al 0.5mL de extracto y 2ul de

aceite de romero en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Comparacion de nanocompositos con un pico de absorbancia de 229nm para el

aceite y 413nm para la plata.

Figura 20.
Caracterizacion de Nanocompositos con AgNPs al 2mL de extracto y 1uL de

aceite de romero en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Grafica de comparacion de longitudes de onda para las muestras de
nanocompositos con AgNPs a 2mL de extracto y 1uL de aceite de romero con picos de

absorcion entre 225 a 250 con un pico mas prominente de 228nm para aceite y para el

metal entre 402 a 405 nm.



48

Figura 21.
Caracterizacion de Nanocompositos con AgNPs al 2mL de extracto y 2uL de aceite de

romero en el equipo de espectroscopia UV-vis.
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Nota. Grafica de comparacion de longitudes de onda para las muestras de
nanocompositos con AgNPs a 2mL de extracto y 2uL de aceite de romero con picos de
absorcion para el aceite entre 220 a 240 siendo el pico mas prominente en 229nm y
para el metal entre 405 a 411 nm.
Caracterizacion de Nanocompositos con aceite esencial de romero por
Dispersién de Luz Dinamica (DLS).

El tamafio de los nanocompositos se registro en la Tabla 7, donde se compara
los diferentes voliumenes utilizados en el extracto para las nanoparticulas con el aceite

esencial y verificar el incremento de tamano respecto al volumen utilizado.
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Tabla 7.
Datos del tamafio de las nanocompositos de plata (AgNPs) con aceite esencial de

romero.

Volumen de Volumen de
extracto de  aceitede  AgNps NCs MF1
romero (mL) romero (ul)

M1 77,3 80,2 82,6 85,7 87,6
M2 87,5 92,4 86,2 97,9 81,4

1 M3 88,6 89,1 93,3 95,5 92,9

M4 92,3 87,6 86,1 91,9 94,6

0,5 M5 89,7 85,9 97,7 86,5 92,2
NCs MF2

M2.1 127,8 1357 1326 126,7 117,8
M2.2 1379 1465 1384 135,2 134,5
2 M3.3 1422 152,3 1419 1454 142,2
M2.4 1417 1422 1441 156,1 155,3
M25 1473 156,1 157,2 153,9 167,1

NCs MF3

M1 177,2 1783 1823 1758 170
M2 1785 1785 168,7 174,2 1757
1 M3 1846 1816 177,3 186,44 165,3
M4 177,77 1722 176,1 180,6 175,2
M5 189,8 188,1 186,9 185,7 175,9

NCs MF4

M2.1 190,4 1853 198,3 1939 195,4
M2.2 190,3 185,8 198,2 193,7 194.6
2 M3.3 190,6 182,1 198,5 1928 1917
M2.4 190,9 184,3 198,8 193,8 190,9
M25 190,3 1851 1979 1929 193,5

Nota. tabla de tamafos de nanocompositos (NCs) con respecto a los diferentes
volumenes de extracto y aceite de romero en la sintesis verde, obtenidos en 5

repeticiones por cada muestra de nanoparticulas de plata (AgNPs).
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Caracterizacion de nanocompositos a partir de AQNPs con 0.5mL de extracto y 1uL de

aceite de romero en el equipo de dispersion de luz dinamica (DLS).
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Figura 23.
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Caracterizacion de nanocompositos a partir de AQNPs con 0.5mL de extracto y 1uL de

aceite de romero en el equipo de dispersion de luz dinamica (DLS).
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Nota. Tamafio de nanocompositos respecto al volumen de 0.5mL de extracto y 2ulL de

aceite esencial de romero obteniendo un tamafno de 141.1nm.

Figura 24.

Caracterizacion de nanocompositos a partir de AGNPs con 2mL de extracto y 1uL de

aceite de romero en el equipo de dispersion de luz dinamica (DLS).
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Figura 25.

Caracterizacion de nanocompositos a partir de AQNPs con 2mL de extracto y 2uL de
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Nota. Tamafo de nanocompositos respecto al volumen de 2mL de extracto y 2uL de
aceite de romero nos da 192 nm.

Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Figura 26.

Nanocompositos (NCs) visualizadas en TEM

Nota. Nanocompositos (NCs) visualizados en el TEM realizados zoom para una mejor
observacién de la formacion del nanocompuesto que se encuentra encapsulado por el
aceite esencial de romero recubriendo las nanoparticulas de plata (AgNPs), son los
gue se encuentran en un cuadro rojo evidenciando la nanomicela formada por el
método de sonicacion.
Disefio experimental

Se realiz6 una tabla de contingencia de promedios en base a datos extraidos
en multiples iteraciones variando tanto el volumen de aceite (entre 1y 2uL) y el
volumen del extracto de romero (entre 0.5 y 2mL) obteniendo diferentes tamanos

segun la combinacién entre aceite y extracto de romero.



53

Tabla 8.

Tabla de contingencia de promedios volumen de extracto y aceite de romero.

(Volumen de aceite)

1 2
(Volumen de extracto 0.5 88.70 132.40
de romero) 2 172.70 187.84

Una vez encontrada dicha tabla, se procedioé a realizar dos graficas de
interaccion
Figura 27.
Grafica de interaccion volumen de extracto de romero vs volumen de aceite esencial

de romero.
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Segun la evidencia muestral, se puede analizar de manera descriptiva que,
para minimizar el tamano de los nanocompositos, el volumen de aceite puede ser
entre 1y 2uL, considerando necesario trabajar con un volumen de extracto de Romero
de 0.5mL. De igual manera se puede constatar que hay un cambio mas significativo en
el tamano si se trabaja con un volumen de extracto de Romero de 0.5mL siendo cada

vez mayor el tamafio a mayor volumen de aceite, sin embargo, si se trabaja con un
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volumen de extracto de Romero de 2mL, si bien se mantiene la relaciéon de crecimiento

entre el tamafio y el volumen de aceite, el tamafo no cambia de manera significativa.

Figura 28.

Gréfica de interaccion volumen de aceite vs volumen de extracto de romero.
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De igual forma, segun la evidencia muestral, se analiza que, para minimizar el
tamano, es recomendable trabajar con un volumen de aceite con 1 (uL), sin embargo,
el tamano puede crecer facilmente a mayor cantidad de volumen de extracto de
Romero, por lo que se puede decir que dicho volumen es el que determina realmente
el tamafo que deseamos obtener.

Anadlisis de la varianza

Analisis de la varianza

Variable N R* R?Aj CV
Tamafio 200,99 0,99 2,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F  p-valor
Modelo 31771,91 3 10590,64 871,72 <0,0001
[Extracto] 23968,12 1 23968,12 1972,83 <0,0001
[Aceite] 5731,14 1 5731,14 471,73 <0,0001
[Extracto]*[Aceite] 2072,65 1 2072,65 170,60 <0,0001
Error 194,3916 12,15
Total 31966,30 19

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 12,1491 gl: 16
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[Extracto] Medias n E.E.
0,50 116,02 10 1,10 A
2,00 185,25101,10 B

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

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 12,1491 gl: 16
[Aceite] Medias n E.E.

1 133,71 101,10 A
2 167,56 101,10 B

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

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 12,1491 gl: 16

[Extracto] [Aceite] Medias n _E.E.
0,50 1 88,91 51,56 A

0,50 2 143,12 51,56 B
2,00 1 178,50 51,56 C
2,00 2 192,00 51,56 D

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

Para el analisis estadistico se realizé promedios de los datos obtenidos para
trabajar con una muestra de 20 datos, haciendo un ANOVA con las variables
independientes que son volumen del extracto y volumen de aceite de romero, con la
variable dependiente que es el tamafio del nanocomposito, agregando interacciones
se realizé comparaciones utilizando Duncan ya que es un estudio de laboratorio, se
logra explicar que el cambio del tamafo de los nanocompositos tiene relacion con las
diferentes concentraciones utilizadas de las variables mencionadas anteriormente,
dando como resultado valores p 0,0001 que indican un correcto modelo estadistico
con interacciones estadisticamente significativas comprobando que el mejor
tratamiento es el que presenta menor concentracion de extracto y aceite de romero.

Se verificd supuestos utilizando la grafica Q-Qplot para comprobar la
normalidad del conjunto de datos teniendo una tendencia lineal y préximos a la recta si
existen datos muy alejados son datos atipicos que no se ajustan a la distribucion
normal por esto se realizé la grafica de probabilidad en InfoStad, donde se puede ver

la relacion de los datos de manera lineal teniendo veracidad en los analisis realizados.
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Figura 29.

Gréfica de normalidad de los residuos Q-Qplot.

uuuuuu

Inferencia basada en una muestra

Prueba de normalidad (Shapiro- Wilks) es una prueba de comprobacion
obteniendo un valor p alto a 1% para demostrar que esta correcta la normalidad que
analizamos en la grafica Q-Qplot.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO Tamario 20 0,00 3,20 0,96 0,7028

Supuesto de homogeneidad u homocedasticidad

Por un diagrama de dispersién obtenido por residuos vs valores predichos en el
programa InfoStad, confirmé el supuesto del valor-P siendo 0.05 sin presentar
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la desviacién estandar

evaluado en intervalos de confianza al 95%.



Figura 30.
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Diagrama de dispersion de los residuos vs los predichos.

Analisis de Levene

[ ]

Se considera este andlisis estadistico inferencial para comprobar la igualdad de

las varianzas de la variable calculada de residuos absolutos obtenidos de la parte

experimental con las variables independientes teniendo el valor p del modelo <0.05

suponiendo que las varianzas son iguales por lo cual tenemos la homocedasticidad de

las varianzas.

Analisis de la varianza

Variable N R?> R*Aj CV
RABS Tamafio 20 0,16 0,01 93,33

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 14,36 3 4,79 1,04 0,4033
[Extracto] 11,50 111,50 2,49 0,1342
[Aceite] 1,78 1 1,78 0,39 0,5435
[Extracto]*[Aceite] 1,08 1 1,08 0,23 0,6359
Error 73,93 16 4,62

Total 88,29 19
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Capitulo V: Discusién
Extraccion del extracto de romero

La extraccion de metabolitos secundarios obtenidos en el laboratorio por
maceracién es considerada una de las técnicas mas utilizadas en adquirir extractos
acuosos del romero a partir de hojas y tallos fresco, controlando parametros de
temperatura para impedir el desarrollo de microorganismos (Zoral et al., 2018). Por lo
tanto, el extracto se mantiene a temperatura ambiente sellado con papel aluminio y
papel film para evitar el ingreso de luz y microorganismos logrando un extracto de
color verde intenso (figura 6b.)

Se consiguio el extracto de romero por el método de maceracién siendo un tipo
de extraccién solido- liquido, con el uso de disolventes organicos para tener resultados
satisfactorios sin residuos toxicos, por lo cual utilizamos etanol al 96% y agua
destilada, coincidiendo con la bibliografia se adquiere una solucion hidroalcohdlica que
funciona como agente extractor en las hojas y tallos del romero (Endo et al., 2018),
ganando moléculas fendlicas como el acido carnosinico, carnosol y acido rosmarico
que presentan propiedades antioxidantes.

Para conseguir un producto libre de residuos soélidos se puede centrifugar
logrando la separacion rapida por la fuerza gravitacional acelerada y la filtracion para
facilitar la remocién de sélidos. por lo tanto, se aplicé los métodos de centrifugar y
filtrar para obtener un extracto libre de impurezas con la eliminacion de sélidos,
presentando un color amarillo claro (figura 6e).

En la caracterizacion del extracto de romero se utilizé el equipo de
espectroscopia UV-vis presentando una absorbancia con longitud de onda entre 200 a
350 nm (figura 7), que pueden corresponder a los componentes bioactivos
mayoritarios como compuestos fendlicos (acido carnosinico, carnosol y acido
rosmarico), bibliograficamente los espectros de absorcién UV de la muestra pura para
el acido rosmarico (AR) con picos maximos de absorbancia a 330 nm y 280 nm, por

otro lado el &cido carnosinico (AC ) a 240 nm y 280 nm (Baroni, 2014).
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Extraccion de aceites esenciales

Utilizando la técnica de arrastre por vapor logramos obtener el aceite esencial
de romero (figura 8), siendo un método por el que se consigue dos liquidos inmiscibles
a temperaturas menores de la ebullicion del agua adquiriendo componentes volatiles
por una corriente de vapor de agua. Los vapores condensados forman dos liquidos
inmiscibles que se separan por gravedad (Armijo C. et al., 2012).

Propiedades fisicas que presenta el aceite esencial de romero es un aroma
intenso a alcanfor (Bilska et al., 2019). Como componentes principales encontrados en
el aceite esencial de romero tenemos a a-pineno, el acetato de bornilo, el alcanfor y el
1,8-cineol (Ebrahimi et al., 2020).

Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata con extractos naturales son un método eficaz, facil,
no toxico siendo eco-amigable con el ambiente (Flores C. , 2014). Aprovechando la
reduccion de la plata con extracto de romero que presenta una composicion de
moléculas fendlicas que tienen actividad antioxidante.

El analisis de espectroscopia UV-vis se lo realizé para detectar la presencia de
nanoparticulas de plata teniendo picos de absorbancia con longitud de onda de 409 y
399 nm a dos volumenes de extracto de romero (0.5 y 2mL) respectivamente (figura 9
y 10). También podemos indicar que la forma de las AgNPs es esférica ya que se
encuentran dentro del rango de 390 a 420 nm que pertenecen a este tipo de forma; si
la longitud de onda se presenta entre 420 y 553 nm las estructuras son cubicas o
triangulares (Rojas-Lema et al., 2015).

Es importante mencionar que si el ancho de banda es amplio no tendriamos
tamanos pequenos si no tamafos grandes de nanoparticulas En la figura 11 podemos
observar las bandas obtenidas en el UV-vis y se comprueba que a mas volumen de
extracto se obtiene un tamafo mayor de nanoparticula por la banda mas ancha y esto

se verifico en el equipo de dispersion de luz dinamica DLS con los tamafios obtenidos
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de la media, por lo tanto, es mejor trabajar con volumenes mas pequefios de extracto
(figuras 12 y 13) (Rojas-Lema et al., 2015).

El equipo utilizado en la caracterizacion de nanoparticulas que ayuda con la
visualizacién de tamanos, distribucién y forma esféricas se presenta en las AgNPs, es
la microscopia electrénica de transmision conocida como TEM (figura 14).

Sintesis de nanocompositos

La observacion del aceite esencial de romero en el UV-vis nos permite
determinar la posible composicién del aceite por el grupo funcional con una longitud de
onda entre 215 a 250nm que representa la presencia de compuestos insaturados,
mientras que si supera los 250 hasta 270nm son compuestos aromaticos.

En las muestras obtenidas se analiza la absorbancia con una longitud de onda
de 229nm para el aceite esencial, con 1uL y 2uL de aceite con 0.5mL de extracto de
romero (figuras 14 y 15), también tenemos nanoparticulas de plata con 2mL de
extracto con 1uL y 2uL de aceite de romero (figuras 16 y 17), se puede evidenciar que
la longitud de onda del aceite se mantiene a diferentes volumenes existiendo la
presencia de varios picos por la concentracion de aceite que aumenta y esto interfiere
en la medicion, mientras que las nanoparticulas de plata (AgNPs) se visualiza su curva
entre los 399 a 415 nm teniendo como resultado mejores graficas a menores
volumenes de aceite y extracto de romero que nos indica la presencia de compuestos
insaturados en mayor proporcion.

Los aceites esenciales presentan varios componentes como: acidos organicos,
saponinas y taninos, que tienen propiedades antifungicas, antiinflamatorias,
antimicrobianas, antioxidantes, antibacterianas, insecticidas (Zinicovscaia et al., 2020),
los componentes mencionados son los posibles valores en la curva de absorbancia.

Como método de verificacion de los tamafios de los nanocompositos se utilizo
el equipo de dispersién de luz dinamica DLS con tamafios de 80 — 200 nm
dependiendo la cantidad de extracto y aceite esencial de romero utilizado (figuras 18,

19, 20 y 21) que concuerda con el aumento de tamafo ya que el equipo mide el aceite
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esencial de romero y nanoparticulas de plata adherido a éste (Nifio-Martinez et al.,
2008)

El uso del ultrasonido para homogenizar la muestra ayuda a incrementar la
eficiencia en la obtencidn de los compuestos bioactivos y formacion del
nanocomposito a diferentes volumenes de extracto y aceite de romero. Considerando
que la mezcla debe ser homogenia esto puede indicar que se formaron los
nanocompositos de manera correcta para verificar la unién de nanoparticulas de plata
con aceite esencial de romero presentando un color amarillo sin fases formando una
solucion (figura 14). (Hosseinie et al., 2018)

El método utilizado en la caracterizacion de nanocompositos (NCs) de
tamanos, distribucién dispersa y forma esférica nos determina la microscopia

electronica de transmision conocida como TEM (figura 24).
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Capitulo VI: Conclusiones
La maceracién y filtracion son métodos utilizados parar obtener un extracto
acuoso con capacidad antioxidante por la presencia de compuestos fendlicos
como el acido carnosinico, carnosol y acido rosmarico interviniendo en
reacciones redox generando radicales libres; con una absorbancia con longitud
de onda entre 200 a 350nm, que se encuentra el acido rosmarico (AR) con
picos maximos de absorbancia entre 330 nm y 280 nm, por otro lado el acido
carnosinico (AC) a 240 nm y 280 nm, siendo los componentes mas destacados
en la muestra.
La obtencién de aceites esenciales de romero se obtuvo por el método de
arrastre por vapor, con valores de rendimiento 1.10%, indice de refraccién
1.4695 y densidad 0.8111 del romero, estando dentro del rango encontrado
bibliograficamente.
Se aplico sintesis verde para la obtencién de nanoparticulas de plata con el
extracto de romero actuando como agentes reductores en la reaccion
ayudando a la reduccion de la plata cero valente.
En la caracterizacion de nanoparticulas de plata se obtuvo una absorbancia
con longitud de onda de 409 y 399nm con un didmetro de 9,5y 19.2nm, para el
volumen de extracto (0.5 y 2mL) respectivamente; presentando forma esférica
con tamafos pequefios a menor volumen de extracto de romero.
Se obtienen nanocompositos de plata con aceite esencial de romero a
diferentes volumenes de extracto (0.5y 2mL) y de aceite (1 y 2uL), formando
nanomicelas con fase acuosa y la fase oleosa logrando la unién por sonicacion.
En la caracterizacion de nanocompositos en el UV-vis se puede comparar las
bandas que demuestra un incremento en el tamafo dependiendo el volumen
de extracto y aceite que se utilice, definiendo que el tratamiento 1 con valores
pequenos (extracto: 0.5mL y aceite: 1uL) es el adecuado para obtener

nanocompositos esféricos.



Si se aumenta el volumen de extracto de romero tenemos datos significativos
con respecto al aumento de tamano, que cuando se aumenta el volumen de

aceite de romero.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Buscar alternativas para elaborar un proceso de caracterizacién del extracto de
romero mas idoneo que presente una estabilidad que no influya en la sintesis
de nanocompositos con un tamafio adecuado.
Se recomienda sintetizar nanocompositos con citrato trisédico como solvente
para el aceite de romero en las nanoparticulas de plata, utilizando diferentes
volumenes para probar su efectividad.
Realizar estudios de estabilidad a los nanocompositos variando las
concentraciones de solventes y probando cual sea mas 6ptimo para conservar
mejor el nanomaterial con respecto al tiempo.
Seguir trabajando con compuestos organicos sin adicionar quimicos que sean
perjudiciales a la salud considerando la sintesis verde para conseguir
productos amigables con el ambiente.
Se recomienda mandar las muestras a los equipos de microscopia electrénica
de barrido (SEM) y de trasmision (TEM) para tener datos exactos del tamano y

forma que presentan las nanoparticulas de plata y los nanocompositos.
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