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Resumen

La nanotecnologia es una linea de investigacién cientifica de gran relevancia, en virtud de sus
potenciales aplicaciones, la busqueda de nuevas tecnologias ha dirigido al desarrollo de
nuevos productos como las nanoparticulas y los nanocompositos que, dentro de sus
caracteristicas se encuentra; poseer una gran area superficial, tamanos muy reducidos de entre
1 a 100 nm y una notable actividad biologica en las que destacan sus efectos antibacteriano,
antifungico e insecticida. Existen muchas metodologias para la sintesis de nanoparticulas de
plata, se puede emplear métodos quimicos, electroquimicos, irradiacion ultravioleta, entre
otros. Todas estas metodologias tienen como constante el uso de reactivos quimicos que
producen graves problemas de contaminacién ambiental. Por ello, se investigan alternativas
gue brinden sostenibilidad, como el uso de agentes reductores de origen organico como
extractos que, aparte de no producir residuos quimicos, le dan a la nanoparticula propiedades

Unicas propias de sus constituyentes.

Se sintetiz6 y caracteriz6 en tamano y distribucion nanoparticulas de plata bioreducidas con
extracto de Rosmarinus officinalis L. (romero) y de estas, se elaboré nanocompositos
recubiertos con aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill. Se obtuvieron tamafos de
nanoparticulas de entre 3 a 20 nm, con una media de 10 nm, un distribuciéon poco agrupada y
estable. Por otro lado, los nanocompositos obtenidos cuentan con una amplia variabilidad en
tamanos (20 a 600 nm) formando aglomerados micelares y de estabilidad variable, maximo de
20 dias. De los ensayos realizados, se obtuvo que los protocolos propuestos son reproducibles,
siendo las condiciones del ensayo M1CN1 (concentracién de extracto y aceite esencial
menores) el mejor resultado obtenido en tamafo y distribucién concluyendo que el aumento en
la concentracién de extracto y aceite esencial disminuye la calidad y estabilidad de los

nanomateriales.

Palabras clave: Nanomateriales, biosintesis, tamafio y distribucién
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Abstract

Nanotechnology is a line of scientific research of great relevance, by virtue of its potential
applications, the search for new technologies has led to the development of new products such
as nanoparticles and nanocomposites that, within their characteristics, are; Possessing a large
superficial area, very small sizes between 1 and 100 nm and remarkable biological activity in
which its antibacterial, antifungal and insecticidal effects stand out. There are many
methodologies for the synthesis of silver nanoparticles, chemical and electrochemical methods,
ultraviolet irradiation, among others, can be used. All these methodologies have as a constant
the use of chemical reagents that produce serious problems of environmental contamination.
For this reason, alternatives that provide sustainability are investigated, such as the use of
reducing agents of organic origin as extracts that, apart from not producing chemical residues,

give the nanoparticle unique properties of its constituents.

Bioreduced silver nanoparticles with Rosmarinus officinalis L. (rosemary) extract were
synthesized and characterized in size and distribution, and from these, nanocomposites coated
with Eucalyptus globulus Labill essential oil were prepared. Nanoparticle sizes between 3 and
20 nm were obtained, with a mean of 10 nm, a little clustered and stable distribution. On the
other hand, the obtained nanocomposites have a wide variability in sizes (20 to 600 nm) forming
micellar agglomerates and variable stability, maximum of 20 days. From the tests carried out, it
was obtained that the proposed protocols are reproducible, being the conditions of the M1CN1
test (lower extract and essential oil concentration) the best result obtained in size and
distribution, concluding that the increase in the concentration of the extract and essential oil

decreases the quality and stability of the nanomaterial.

Keywords: Nanomaterials, biosynthesis, size and distribution
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Capitulo I: Introduccion
Planteamiento del problema
En la actualidad, la quimica verde usada para la elaboracion de nanoparticulas
metalicas ha tomado una mayor importancia debido a su amplia gama de aplicaciones que se
desarrollan en campos como el control de la contaminacion ambiental farmacéutica, control

fitosanitario, la tecnologia alimentaria, entre otras (Ghaedi et al., 2015; Vanlalveni et al., 2021).

Es por ello que, y con el uso de la nanociencia, se han adaptado los nanomateriales
para su desarrollo por medio de métodos biosintéticos como bacterias, hongos y extractos de

plantas que posean propiedades de interés (Logeswari et al., 2015).

Tradicionalmente, los protocolos de sintesis de nanoparticulas metalicas como la plata
conllevan el uso de reactivos quimicos como polivinilpirrolidona (PVP), Etilenglicol, acido
clorhidrico (HCI) entre otros productos quimicos (Khodashenas y Ghorbanib, 2019). Pese que
la sintesis quimica permite ajustar el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas de manera
gue se pueda controlar la produccion y estabilidad del nanomaterial, este tipo de protocolos son

costosos y conllevan el uso de reactivos toxicos y peligrosos (Khan et al., 2018).
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Justificacion del problema
La quimica verde en el campo de la nanociencia ha ido creciendo con el pasar del
tiempo, las alternativas ecolégicas y amigables con el medio ambiente son caracteristicas que

se buscan en la invencion de nuevos productos.

En el proceso de elaboracién de nanocompositos son necesarios dos elementos
importantes, las nanoparticulas metalicas y una matriz que encapsule dichas nanoparticulas
como los aceites esenciales como el de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto). Particularmente,
las nanoparticulas de plata han demostrado tener excelentes propiedades antibacterianas,

antifungicos e insecticidas (Khan et al., 2018).

Una de las mayores desventajas que poseen las nanoparticulas elaboradas con
quimica verde es su falta de estabilidad en el tiempo, esta problematica puede verse
solventada con la formacién de los nanocompositos. Estas nanoestructuras al ser aisladas con
aceites esenciales como el de eucalipto adquieren, ademas de mayor estabilidad, las

propiedades de dichos aceites esenciales (Gémez et al., 2011).
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Objetivos de investigacion:
Objetivo general:
o Sintetizar y caracterizar nanocompositos de aceite esencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) con nanoparticulas de plata bioreducidas con extracto de

romero (Rosmarinus officinalis L.)

Objetivos especificos:

o Obtener extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) y aceite esencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) mediante los métodos de maceracién y por arrastre de
vapor respectivamente.

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

) Caracterizar nanoparticulas de plata mediante dispersion de luz dinamica (DLS) y
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) para determinar su tamafio y distribucion
de particula.

o Sintetizar nanocompositos utilizando las nanoparticulas de plata con aceite esencial de
eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) mediante precipitacion para su posterior
caracterizacion.

e Caracterizar nanocompositos de aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill) y nanoparticulas de plata mediante Dispersién de luz dinamica (DLS) y
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) para verificar el tamafio y la distribucion del

nanocomposito.

Hipotesis:
La concentracion de extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) como agente
reductor de las nanoparticulas de plata y, la concentracion de aceites esenciales de eucalipto

(Eucalyptus globulus Labill) influyen en el tamafio de particula de los nanocompositos.
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Capitulo Il: Marco tedrico

Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Es una especie de la familia Lamiaceae originaria de paises de la regiéon mediterranea

(Habtemariam, 2016).

El romero es un arbusto ramificado de flor blanco azulada, con un metro de altura
aproximadamente; posee hojas sésiles, lineares con bordes curvos, con nervadura central

prominente y un olor caracteristico (Habtemariam, 2016).

Tabla 1.

Taxonomia del Rosmarinus officinalis L. (romero)

Clasificacion Descripcion

Dominio Eucariota

Reino Plantae

Division Magnoliofita

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales

Familia Lamiaceas

Género Rosmarinus

Especie Rosmarinus officinalis L.

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

Morfologia de Rosmarinus Officinalis L.

Nota. Tomado de Kohler’'s Medical Plants, 1887

Ademas de su uso en la gastronomia, Esta planta es muy utilizada en la medicina
ancestral de muchas poblaciones indigenas, por ello, se han realizado un sin nimero de
investigaciones en torno sus componentes bioactivos en las que destacan el tener excelentes
propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, analgésicas

entre otras (Andrade et al., 2018).

Extracto de Romero

El extracto de una planta es una mezcla compleja que se obtiene para liberar los
compuestos bioldgicamente activos empleando métodos de extraccion como la maceracion

alcohdlica, la hidrodestilacion, la destilacion entre otras (Andrade et al., 2018).

El extracto de romero se utiliza como un antioxidante natural para mejorar la vida util de

los alimentos evitando la contaminacién microbiana (Habtemariam, 2016; Nieto et al., 2018).
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La composicion fitoquimica del extracto de romero principalmente presenta diterpenos
pertenecientes a la clase abietano, teniendo como esqueleto basico el acido carnésico el cual
representa del 1.5 al 2.5% de de las hojas secas. Ademas del acido carndsico, el extracto
contiene acido rosmarinico, epirosmanol, rosmanol, metilcarnosato, e isorosmanol (Nieto et al.,

2018).

Capacidad reductora del extracto de Romero

La capacidad reductora de una sustancia es una propiedad que permite la reduccién de
otra mediante la donacién de electrones. En las plantas aromaticas como el romero, esta
caracteristica se encuentra ligada a la presencia de grupos hidroxilos de los compuestos de

naturaleza fendlica (Arazo et al., 2015).

En el extracto de romero, la fuente principal de fenoles totales se encuentra dado por el
acido rosmarinico (185 mg GAE/g, miligramos de acido galico por gramo de extracto) lo cual se

encuentra directamente relacionado al poder reductor que posee (Dorman et al., 2003).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales producidos por plantas son mezclas complejas de compuestos
volatiles como hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no volatiles, los cuales

pueden ser obtenidos por medio de diversos métodos de destilacion (Torrenegra et al., 2019).

Estas sustancias son extraidas de la planta por medio de pelos, cavidades y canales

glandulares que la planta posee (Requejo, 2020).

La composicion quimica del aceite esencial varia asiduamente mientras esta en la
planta, su concentracion depende de multiples factores intrinsecos del entorno como la
radiacién solar, el clima, la composicion del suelo, el momento del dia y la estacion del afio y de

factores extrinsecos como el tipo de destilacion y técnicas de obtencién (Requejo, 2020).
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El uso de aceites esenciales de origen natural hasta no hace mucho, estaba restringido
al ambito cosmético y la medicina tradicional, pero en los ultimos afios se ha extendido al
campo clinico para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, alergias, artritis, entre otras

(Zonfrillo et al., 2022).

Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

El eucalipto es un forestal autéctono de Australia y Tasmania, pertenece a la familia de
las mirtaceas y al género Eucalyptus el cual cuenta con alrededor de 300 especies (Grieve,

2021).

Tabla 2.

Taxonomia del Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

Clasificacion Descripcion

Reino Plantae

Division Magnoliofita

Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Mirtales

Familia Mirtaceas

Género Eucalyptus

Especie Eucalyptus globulus L.

Nota. Tomado de (Renobales y Sallés, 2001)

Es un arbol perennifolio que puede alcanzar los 50 metros de altura. Tiene dos tipos de
hojas: las juveniles o en ramas con una disposicion opuesta y forma oval, y las adultas que

presentan una disposicion alterna, mas o menos coriaceas, falciformes, pecioladas y colgantes.
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Ambos tipos de hojas cuentan con glandulas secretoras de un aceite volatil y aromatico en el

mesdfilo (Renobales y Sallés, 2001).

Figura 2.
Morfologia del Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

Focalyphss globees Labal

Nota: Tomado de (Renobales y Sallés, 2001)

Es una de las plantas mas utilizadas por su extenso abanico de actividades bioldgicas
atribuidas a la gran diversidad de constituyentes fitoquimicos de la planta (BalCitGnaitiené et al.,

2022).

Aceite esencial de eucalipto

El aceite esencial de la hoja de eucalipto es de color amarillo palido y tiene un olor
penetrante y agradable a alcanfor. El rendimiento del aceite esencial se encuentra entre el 1y

3% (Shala y Gurrani, 2021).

La composicion fitoquimica del aceite esencial figura principalmente el eucaliptol o 1,8-
cineol que constituye entre el 60 y 90% de los compuestos presentes dependiendo de los

parametros genéticos de la region, seguido por el a-pineno y el limoneno con un 9y 2%
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respectivamente, ademas, cuenta con mas de 40 compuestos presentes en concentraciones

menores al 0.2% (Zonfrillo et al., 2022).

La espectrometria del aceite esencial nos puede dar una idea clara de los componentes
qgue conforman el aceite por medio de la formacion de crestas o picos a determinadas
longitudes de onda, asi, en los compuestos saturados la longitud de onda oscila entre 202 y
210 nm, del rango de 215 a 250 se encuentran mayoritariamente los compuestos insaturados y
de 250 a 270 se encuentran los compuestos aromaticos (Lock, 1994). El aceite esencial de

Eucalyptus globulus muestra un claro pico en 219 a 220 donde se prevé la presencia de

compuestos fendlicos no aromaticos (Figura 3).

Figura 3.

Curva de absorcion en el espectro ultravioleta del aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill
(eucalipto)

Nota. Tomado de: (Lock, 1994)

Las aplicaciones del aceite de eucalipto son la actividad antioxidante, antibacterial,
antifungica e insecticidas, ademas, estudios revelan que sus propiedades alelopaticas
funcionan para mejorar la creciente resistencia a los herbicidas. Ademas de estas aplicaciones
que se siguen estudiando, posee algunas otras que ya estan muy bien fundamentadas como su

uso para en enjuagues bucales y supresores de la tos (Shala y Gurrani, 2021).
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Nanoparticulas de plata (AgNPs)

En general, el precursor elegido y del método de sintesis determinan las propiedades
quimicas, fisicas, mecanicas y antimicrobianas de las nanoparticulas de plata (Bal€iGnaitiené et

al., 2022).

La mayoria de los métodos de sintesis quimica de nanoparticulas de plata se basan en
la reduccion de sales metalicas de plata. El uso del nitrato de plata como precursor metalico es
el mas utilizado tanto para la sintesis quimica como para la biogénica (Khodashenas y

Ghorbanib, 2019).

Por otro lado, lo que varia en gran medida entre un método de otro son los agentes
reductores, por ejemplo, en las sintesis quimicas se ha empleado acido ascoérbico, polioles,
NaBH4, citrato de sodio, polietilenglicol, entre otros. De manera similar existe un buen nimero
de agentes reductores de origen vegetal como B-Dglucosa, almidones, extractos de plantas y

aceites esenciales (Monge, 2009).

En los ultimos afios, las nanoparticulas de plata han atraido la atencidén debido a sus
particulares propiedades fisicoquimicas vitales que incluyen una mayor conductividad, actividad
catalitica (Ghaedi et al., 2015), ademas poseen actividad antibacteriana, antifungica, entre otras

(Vanlalveni et al., 2021).

Biosintesis de nanoparticulas metalicas

Segun (Barzinjy y Azeez, 2020), la sintesis de nanoparticulas bioreducidas con plantas
se dividen en tres etapas: reduccion, crecimiento y estabilizacion (Figura 4). La etapa de
reduccion es una de las fases de mayor importancia, ya que en esta sucede la separacion de
los iones metalicos de sus precursores salinos por medio de la interaccién de los metabolitos

con capacidades reductoras de la planta (por ejemplo, los compuestos fendlicos del romero).
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De esta manera, los iones metalicos adoptan estados de valencia cero produciendo,

posteriormente la nucleacién de los atomos metalicos reducidos (Espinoza et al., 2020).

En la segunda etapa se da el crecimiento de los atomos metalicos separados los cuales

se fusionan formando las nanoparticulas metalicas (Barzinjy y Azeez, 2020).

Por ultimo, se da la etapa de estabilizacion de las nanoparticulas en la cual adoptan su

morfologia mas favorable y constante (Kim et al., 2010).

Figura 4.

Etapas de biosintesis de nanoparticulas
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Nota. Tomado de (Barzinjy y Azeez, 2020)

La estabilidad de las nanoparticulas dependera de la fase de crecimiento y la
nucleacién generalizada que pueda ocurrir, dando paso a una mayor estabilidad con la fase de
crecimiento o, por el contrario, se produzca la agregacion de las nanoparticulas volviéndolas

inestables (Kim et al., 2010).

Reacciones bioquimicas (reduccion del nitrato de plata)

En las sintesis de nanoparticulas empleando extractos de plantas se dan muchas
interacciones entre los metabolitos de estas con la sal precursora (nitrato de plata), por su

parte, los metabolitos aportan con el agente reductor que reacciona con la sal metalica



27

produciendo la transferencia de sus estados de oxidacion monovalente a estados de valencia
cero, es decir, reduccion de la plata Ag* a Ag0 (Barzinjy y Azeez, 2020).

Los principales agentes reductores presentes en un extracto de plantas suelen ser los

compuestos de naturaleza fendlica, como acidos fendlicos, estilbenos alcoholes fendlicos y

flavonoides (Arazo et al., 2015).

En la (figura 4) se muestra como el enol de los compuestos fendlicos puede liberar los
electrones al romper el enlace OH, de esta manera, deja un electrdn libre el cual puede reducir
los iones metalicos, en dicho caso, las formas enol se convierten en quinonoides estables

produciéndose la nucleacion de los atomos metalicos reducidos (Espinoza et al., 2020).

Figura 5.
El papel de los compuestos fendlicos en la biosintesis de nanoparticulas de plata
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Tamaiio y forma de nanoparticulas biosintetizadas

Los tamanos y formas de las nanoparticulas son muy variadas y pueden determinar las

propiedades que posean estas (Khodashenas y Ghorbanib, 2019).

La mayoria de las nanoparticulas de plata optan por formas tridimensionales (esféricas,
cubicas, piramidales, entre otras), pero también pueden tomar formas de figuras planas como:

triangulos, superficies redondas (Khodashenas y Ghorbanib, 2019).

Las caracteristicas de las nanoparticulas fruto de una biosintesis pueden estar sujetas a

varios factores que, en su combinacién, afectan a la calidad de las nanoparticulas.

Entre los factores mas importantes se encuentran: la concentracién de sal metalica, el
pH de la solucién de reaccion, la concentracion del extracto vegetal, ademas de otras
circunstancias referentes a la reaccion como el tiempo y la temperatura, influyen en gran

medida sobre la calidad de las nanoparticulas (Barzinjy y Azeez, 2020).

Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas y nanocompositos

Debido a las dimensiones con las que se trabajan los nanomateriales (escalas entre 1 a
100nm) se torna complicado la tarea de caracterizar su naturaleza dinamica y diversas

propiedades, y mas si se pretende hacerla repetible y confiable (Quevedo et al., 2021).

Existen varios métodos disponibles para controlar y monitorear las propiedades

relacionadas con la nanoescala de forma confiable como las siguientes:

Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS)

Es una técnica empleada para evaluar de manera simple, no invasiva y rapida el
tamano, la concentracion y el estado de agregacion de las nanoparticulas (Vanlalveni et al.,

2021).
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Fundamentalmente, funciona midiendo la transmitancia de la radiacion electromagnética

de una muestra liquida en una longitud de onda entre 180 y 1100 nm (Quevedo et al., 2021).

Dispersion de luz dinamica (DLS)

Es una técnica fisicoquimica utilizada para determinar la distribucién de tamafios de
particulas en suspensiéon tomando en cuenta la variacion de la intensidad de dispersién en el

tiempo (Clementi et al., 2009).

Los equipos que usan esta tecnologia poseen una luz laser que, al alcanzar las
nanoparticulas que hay en la suspensién, se dispersa en todas las direcciones posibles, los
haces de luz que fueron dispersados por distintas particulas se chocan entre si obteniéndose

una intensidad de dispersion determinada (Moreno et al., 2014).

Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Esta técnica emplea la informacion que ofrece un haz electrénico coherente y a gran
velocidad sobre una muestra sélida, traspasandola y obteniendo informacién, la cual es
analizada por el equipo (Mufioz, 1991). La interferencia generada por un haz de electrones que
inciden sobre la muestra provocando interacciones a atdmicas con los elementos quimicos de
la muestra. Se analiza la muestra tomando en cuenta la zona y forma de hacer incidir los

electrones con la muestra (Paraguay, 2020).

Los programas para analizar este tipo de imagenes como FIlJI e Imaged emplean el
contraste de imagenes para resaltar las pequefas particulas y, empleando la relacion pixel-nm
transforma los pixeles de la imagen por nanémetros. El principio para determinar el diametro se
lo conoce como diametro de Feret, el cual consiste en trazas rectas tangenciales paralelas a

dos puntos de borde de la nanoparticula y de esta manera se mide el diametro.
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Nanocomposito de plata

El nanocomposito es un material sélido compuesto de varias fases donde al menos una
posee dimensiones a escala nano, en su estructura cuenta con un material matriz que puede
ser metalico, no metalico, inorganico y polimérico, ademas cuenta con un material de refuerzo
en fase dispersa que generalmente es una fibra organica o de vidrio la cual encapsula a la
matriz permitiéndole adoptar las caracteristicas de la matriz y anadir ventajas adicionales

(Miklicanin et al., 2019) .
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Capitulo lll: Metodologia

Tipo de investigacion

La investigacién que se desarrollo fue del tipo experimental cuantitativa. Para la
elaboracion y caracterizacion de las nanoparticulas y nanocompositos se necesité de
condiciones y equipos especiales que fueron ensayadas de cero en el laboratorio de materiales

avanzados.

Esta investigacion responde a un proyecto planteado a futuro que tiene como fin la
implementacién de estos nanomateriales en posibles aplicaciones del sector agricola (uso

como pesticida organico). Este trabajo cumple con la fase inicial del proyecto mencionado.

Elaboracion de extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. (romero)

Recoleccién y preparaciéon de la muestra

Para la elaboracién del extracto se tomé unicamente las hojas frescas Rosmarinus

officinalis L. (romero) de arbustos del sector de Yaruqui, al noreste de Quito.

Maceracion

El protocolo empleado consistié en pesar en un vaso de precipitaciéon 25 g de hojas
seleccionadas a las que se las lavé 3 veces con agua destilada y se secaron al ambiente. Para
el solvente se preparé una solucion de etanol (25 ml de agua en 75 ml de etanol al 96%) y se

dejo reposar durante 7 dias evitando la exposicién a la luz.

Eliminacion de etanol

El etanol interactia negativamente con la sintesis de las nanoparticulas de plata, por

ello se extrajo el etanol haciendo uso de un rotavapor marca BUCHI a una presién controlada
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por una bomba de vacio de la misma marca. El proceso se realizé por 20 min, con rotacién, a

45°C y con una presion de 10 mbar.

Para eliminar las impurezas del extracto se purificd usando una centrifugadora marca
HERMLE por 10 min a 6000 rpm. Del sobrenadante obtenido se recolecté 20 ml con una
jeringa con un filtro de 0.45 ym de poro y se afadio agua destilada tipo 1 hasta alcanzar un

volumen de 100 ml.

Extraccién de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

Recoleccion de muestra

Las hojas de eucalipto se tomaron de arboles ubicados en las instalaciones de la
Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE (Av. Gral. Ruminahui S/N, Sangolqui 171103). Las
condiciones que se tomaron en cuenta fueron: Hojas juveniles y yemas apicales de la parte
inferior del arbol y, la recoleccion preferentemente se realizdé en la mafana para evitar la

deshidratacion de las hojas.

Preparacion de la muestra

Las hojas y yemas apicales de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto) se seleccionaron
eliminando el tallo y hojas dafadas, de lo cual se tomé 250 g del material vegetal y se lavd 3

veces con abundante agua destilada tipo 1.

Hidrodestilaciéon por Arrastre de vapor

El arrastre de vapor vertical es una técnica que emplea el vapor de agua como medio
de transporte para llevar el aceite esencial a un recolector que, por la baja densidad del aceite
respecto del agua forman dos fases: en la parte inferior y en mayor proporcion se encuentra el
hidrolato, una suspension coloidal que contiene componentes hidrosolubles, asi como trazas de

aceite esencial, y en la superior, el aceite esencial.
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Como se muestra en la Figura 5, el equipo de destilacion (alambique de vidrio) consta
de un baldn generador de vapor, un balén de destilacién donde se deposita la muestra, un
refrigerante en espiral para condensar el vapor de agua y un condensador para recolectar el

aceite obtenido.

Una vez depositado el material vegetal en el balén de destilacion se monté el equipo y
se aplicd calor con una cocineta para alcanzar la ebullicién evitando el contacto del material de

vidrio.

El proceso de extraccion se realizé durante 2 horas obteniéndose al final de 2 a 3 mL de
aceite esencial por cada 250 g de material vegetal el cual fue recolectado en viales ambar

herméticos de 5 mL y se lo conservé a temperatura ambiente.

Figura 6.

Equipo para extraccion de aceites esenciales

Nota. Tomado por Danilo Sangotufia, Laboratorio de materiales avanzados-CENCINAT
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Sintesis de nanoparticulas de plata con extracto de Rosmarinus officinalis L. (romero)

Previamente se prepararon soluciones de nitrato de plata (AgNO3) 0.01 M e hidréxido

de sodio (NaOH) 0.01 N.

Para la sintesis se utilizaron 2 mL de extracto a diferentes concentraciones: una
solucion 1:3 de extracto-agua y el extracto concentrado a las que se denomindé M1y M2

respectivamente.

A M1y M2 se afiadié 5 mL de AgNO3 y se ajustd a un pH de 10.5 utilizando NaOH,
posterior a ello, se incubd por 3 horas a una temperatura de 40°C. Las muestras se

conservaron en refrigeracion a 4°C.

Sintesis de Nanocompositos con aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill.

(eucalipto)

En una celda de cuarzo se afadi6é 2 ml de agua destilada tipo 1, 100 yL de AgNPs y 1.5
y 3 pL de aceite esencial de eucalipto para NC1 Y NC2 respectivamente. La muestra se
sometio a sonicacion a intervalos de 30 segundos por una amplitud de 40% manteniendo la
temperatura con un bafio helado, posterior a ello, se deposité la muestra en tubos para

centrifuga Eppendorf. Este procedimiento se realizé para M1y M2.

Para conservar la muestra se afadié 1 ml de citrato de sodio Na;C3H;0(C00); al 1%

El disefio experimental planteado es en base a los resultados obtenidos en la
elaboracion de nanocompositos, especificamente el didmetro de las nanoparticulas, para lo

cual se etiquetaron y se ensayaron 100 pruebas como se representa en la tabla 3.
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Tabla 3.
Detalle de nomenclatura usada en los tubos de centrifuga Falcon

[A.E. Eucalyptus globulus Labill]
Réplicas Nel NC2
NC1.1 NC1.2 NC1.3 NC1.4 NC15 NC2.1 NC22 NC23 NC24 NC25
M1.1
M1.2
M1 M1.3
M1.4
M1.5
M2.1
M2.2
M2  M2.3
M2.4

M2.5

[Extracto de Rosmarinus officinalis L.]

Caracterizacion de nanoparticulas y nanocompositos

La caracterizacion se realizé mediante espectroscopia UV-VIS usando un
espectrofotometro (Genesys 10 UV scanning) en un rango de absorcién de 190 a 600 nm con

un umbral de 1 nm para apreciar la presencia tanto del extracto como de la nanoparticula.

El tamafio y la distribucién de la nanoparticula se determindé mediante la técnica de
dispersioén de luz dinamica usando un equipo DLS 550 HORIBA. En el software del equipo se

establecio la plata como la particula refractaria y el agua como medio de dispersion.

Para la caracterizacién de M2 se realizé un lavado preliminar para eliminar el exceso de
extracto ya que al presentar una concentracion mayor de extracto producia ruido en las
lecturas. Para el proceso de lavado se tomo6 2 mL de AgNPs y se centrifugé en tubos eppendorf
a 13000 rpm por 5 min. Se tomo 25 pL del precipitado con una micropipeta y se resuspendié en

agua hasta obtener 2 mL.
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En cuanto a la Microscopia electronica de transmision, las muestras fueron enviadas a

ser analizadas en el laboratorio de microscopia de la universidad de las Fuerzas Armadas-

ESPE. Una vez obtenidas las imagenes de los nanomateriales, se procedié a hacer el analisis

de estas usando los softwares FIJI e ImageJ.

Andlisis estadistico

Por la naturaleza de los datos obtenidos en el laboratorio, se empleé el analisis de la

varianza (ANOVA) usando el test de rangos multiples de Duncan con un grado de significancia

de 0.05 para estimar si el tamafio de los nanocompositos respecto con concentraciones tanto

del extracto como del aceite esencial diferentes son estadisticamente significativas.

Los resultados de los ensayos fueron analizados con el software InfoStat.

Figura 7.

Disenio experimental, ensayos realizados

™

d‘«}o

Nanocompositos
A

g.\)\)&'

MI1CN2.
MICNZ.2
micn2z X5

>
2%
e
MINC1.1
MINCL.2

mincl3 X5

MINCLA

MINC1.5

MICNZA
MICN2.S

M2NCLL

1
M2NCE2
M2NCL3 x5
M2NCL e
M2NCLS

M20N2.1
M2CN2.2
M2CN23 xs
M2CN2 4
M2CNZS



Capitulo IV: Resultados
Nanoparticulas de plata (AgNPs) con extracto de romero

Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L) como se puede apreciar en la (Figura 6) en el literal A, el tamafio oscila entre los
3.4 a 15 nm con un valor medio de 8.3 nm, resultado correspondiente a una solucién de
extracto-agua 1:3. En la parte B de manera similar, pero para el extracto concentrado se
observa tamafios de 5 a 20 nm con una media de 10.9 nm. La distribucién de las AgNPs en

ambos casos no muestra agrupacion ni tamafios por encima de los 20 nm.

Figura 8.
Distribucion de tamafio de nanoparticulas de plata con extracto de romero
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En la (figura 7) se muestra la evaluacion de la reproducibilidad del protocolo descrito
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para M1 y M2 resultado obtenido usando un espectrémetro UV-VIS (Genesys 10 scanning). La

amplitud de la curva M1 es menor en correspondencia con la M2 mostrando mayor

homogenicidad en las formas obtenidas. De igual manera se aprecia una mejor integracion

entre las curvas de M1 respecto de M2.



Figura 9.
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Espectro de absorcion UV-Vis de AGNPs con extracto de romero, réplicas de M1y M2
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Caracterizacion de AgNPs empleando TEM

La imagen obtenida de TEM (Figura 10) fue analizada en el software FIJI e Imaged. Se

obtuvieron 40 valores correspondientes a diametros de nanoparticulas (Tabla 4) donde el valor

promedio fue de 12.4 £ 5.8 nm, ademas, se analizé la variabilidad de los datos obtenidos

respecto del valor promedio demostrando que los valores poseen una buena distribucién sin

mostrar sesgos (Apéndice A).



Figura 10.

AgNPs observadas con microscopia electrénica de transmision (TEM)

Tabla 4.

200

Diametros obtenidos empleando el software FlJI.

Diametro

14.32 13.6 11.18 7.81 11.18
18.03 19.85 19.7 14.42 17
6.4 1.4 21.02 7.28 21.1
10.3 6.71 8.06 20.81 13.34
3.61 2.83 19.42 10.3 18.38
9.49 8.94 1.4 14.14 3.61
17.26 2.24 10.82 13.04 17.8
22.02 18.44 4.47 2.24 13.04

Nanocompositos de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)
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Una representacion de los tamarios y la distribucion de los nanocompositos se observan

en la (figura 8). Para M1CN1 (A) los tamafios varian entre 20 a 450 nm, manteniendo una

media de 92.2 nm, la distribucion mayoritaria se encuentra en los diametros de 75 nm con un
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12.2%. En la parte B se representa la misma muestra, pero con mayor cantidad de aceite
esencial dando tamaros de 25 a 600 nm, la frecuencia maxima de distribucién se mantuvo en
los 75 nm, pero disminuyd a 9.8%. Para las muestras con extracto de mayor concentracién (C y
D), se evidencio un incremento en el tamano y disminucion de la frecuencia, dando tamafos

medios de 126.7 y 130.2 y frecuencias de 8.05 y 6.2% para C y D respectivamente.

Por otro lado, tomando el ensayo M2CN1 se analizé la reproducibilidad de los
nanocompositos (Figura 9) y se evidencid una alta correspondencia entre las curvas obtenidas

tanto de la cresta del aceite esencial como de la Ag cerovalente.

Figura 11.

Distribucién de tamafio de nanocomposito de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill
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Nota. A) Solucion 1:3 extracto-agua, 1.5 uL de A.E. eucalipto B) Solucion 1:3 extracto-agua, 3

ML de A.E. eucalipto C) Extracto concentrado, 1.5 pyL de A.E. eucalipto. D) Extracto

concentrado, 3 uL de A.E. eucalipto.

Figura 12.

Espectro de absorcion UV-Vis de nanocompositos de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto),

reproducibilidad del protocolo de elaboracion de nanocompositos
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Nota. 5 réplicas de nanocompositos. ANPs M2 y 1.5 uL de aceite esencial de Eucalipto

Estabilidad de nanocompositos de Eucaliptus globulus Labill

Mediante el espectro de absorcion UV-VIS se evalué como punto final la estabilidad de

los nanocompositos, los resultados obtenidos muestran una estabilidad de aproximadamente
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una semana. Trascurrido este tiempo los hanocompositos tienden a degradarse con mayor

velocidad reduciéndose a una cuarta parte en 20 dias (Figura 10).

Figura 13.
Estabilidad de nanocompositos de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), muestra M1CN1
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Analisis estadistico

Para determinar si existe correlacion entre los tamafio de nanocomposito de la tabla 4 y
las concentraciones diferentes de extracto y aceite esencial se realiz6 el analisis de ANOVA
empleando el test de rangos multiples de Duncan, se hizo la comparacion entre los promedios
de las réplicas de cada nanocomposito y se determiné que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los ensayos propuestos, siendo el ensayo M1NC1 el que presenté mejores
resultados con tamafios entre 105.8 a 109.2 nm. Por otro lado, el ensayo M2NC2 mostroé ser el

peor en cuestion de tamanos (129.7 a 135.7nm).

Ademas, se analiz6 el supuesto de homocedasticidad y normalidad del modelo
graficamente (apéndices C y E) y, empleando la prueba de Shapiro Wilks y de Levene
(apéndices D y F) se determind que el modelo se ajusta a la naturaleza de los datos con un p-

valor de 0.3534 y 0.4678.



Tabla 5.

Tamarios de nanocompositos a diferentes concentraciones de aceite esencial y extracto.
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A.E. Eucalyptus globulus Labill

NC1 NC2

M1.1 95.4 99.3 95.9 101.9 102.8 | 105.7 104.7 106.3 106.2 110.8
_ M1.2 116.0 1151 120.0 122.0 120.2 | 117.7 114.0 1139 1103 115.1
% 0.25% M1.3 129.5 1228 126.7 130.7 1299 | 1614 1454 130.2 152.8 143.8
5 M1.4 102.7 96.7 98.3 93.9 96.7 104.3 110.2 102.1 1205 1214
E M1.5 99.6 95.1 95.8 89.3 96.5 126.2 1379 1275 140.6 130.3
; Prom. 108.6 1058 107.3 1076 109.2 | 1231 1224 1160 126.1 1243
E M2.1 112.4 110.7 100.3 106.9 110.1 | 1355 131.3 1434 1254 1397
é M2.2 111.8 116.3 1157 1243 118.2 | 143.7 134.8 1348 1379 1418
§ 100% M23 119.9 1211 1291 136.6 1336 | 1381 128.2 1383 128.8 127.8
& M2.4 115.9 1144 1228 1151 1194 | 1251 1314 1322 1314 1222
E M2.5 113.6 1089 110.0 109.1 110.2 | 129.9 140.8 129.7 1252 143.6

Prom. 114.7 1143 1156 1184 1183 | 1345 133.3 1357 129.7 135.0

Nota. Los datos representan a las medias de los tamafios obtenidos mediante la técnica de

dispersién de luz dinamica (DLS) usando el equipo DLS 550 HORIBA.
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Capitulo V: Discusién

Obtencién de Aceite esencial de Eucalyptus officinalis Labill (eucalipto)

El aceite esencial de eucalipto es uno de los mas estudiados y comercializados debido
a sus caracteristicas unicas tanto en el campo de la investigacion como a nivel industrial.
(Shala y Gurrani, 2021) en un articulo de revision mencionan que el rendimiento del aceite
esencial oscila entre 1y 3%, valores que se corroboran en este estudio al obtenerse

aproximadamente de 1.5% respecto a la materia organica empleada.

El analisis por espectroscopia UV-VIS mostrd un pico agudo constante de
aproximadamente 219 nm en los analisis de los nanocompositos con aceite esencial de
eucalipto, esta cresta que esta ausente en los analisis de nanoparticulas de plata, puede

representar los metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial.

En un estudio realizado por (Arun y Inderjeet, 2021) se muestra un pico similar (220 nm)
mencionan que esta cresta indica la acumulacion de metabolitos secundarios del tipo fendlicos.
De igual manera, (Lock, 1994) menciona que a longitudes de onda entre 215 y 250 nm
prevalece la presencia de compuestos insaturados, demostrando la ausencia de compuestos

aromaticos.

Caracterizacion de nanoparticulas de plata bioreducidas con extracto de romero

(Rosmarinus officinalis L.)

Las nanoparticulas obtenidas por dispersion de luz dinamica (DLS) tuvieron tamafos
gue oscilan entre las 5y 20 nm, con una media de 10 nm aproximadamente. Este tamafio se
encuentra dentro del rango estimado para sintesis verde de nanoparticulas de plata que
comprende el rango de entre 10 a 35 nm (Pardo et al., 2022; Vanlalveni et al., 2021; Ghaedi et

al., 2015).
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Ademas, los autores coinciden en que la forma de las nanoparticulas empleando

extractos como el de Rosmarinus officinalis L. es esférica en todos los casos revisados.

Respecto a la caracterizacion por medio de microscopia UV-VIS, se reporté
absorbancias maximas por encima de 2, en longitudes de onda entre 409 y 412 nm, estas
coinciden con las reportadas con (Pardo et al., 2022) en donde las absorbancias reportadas
son superiores a 2 y aumentan con forme aumenta la concentracién del extracto parecido a los

datos reportados en este estudio.

Caracterizacion de nanocompositos de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill

Los nanocompositos fueron sintetizados empleando concentraciones variables de aceite
esencial, esta diferencia mostré aumentar el tamafo y la frecuencia con forme se aumenta la
concentracién del aceite esencial reportando tamanos fluctuantes y con un gran rango que van
entre 20 y 600 nm, estos valores tan altos muestran la falta de estabilidad del nanomaterial

como se observa en la (Figura 10).

Por otro lado, las medias de tamano obtenidas por dispersién de luz dinamica (DLS)
muestran valores entre 100 y 135 nm, lo que denota aglomeraciones de AgNPs con el aceite
esencial. Estos rangos estan dentro de los establecidos para un nanomaterial recubierto o de

relleno esférico (20 a 300 nm) (Fu et al., 2019).

Dentro de las funciones que cumplen en la formacién de los nanocompositos, como
menciona (Miklicanin et al., 2019) estos cuentan con una fase dispersa dada por un material de
refuerzo y una fase continua por una matriz que puede ser metalica, ceramica o polimérica. En
este caso, el aceite esencial es el material de refuerzo y el material de matriz de tamano

nanomeétrico son las nanoparticulas de plata.

El test de Duncan para definir el mejor tratamiento entre las medias de las réplicas, se

ajusté de manera Optima ya que estos valores contaban con una alta similitud, (Garcia et al.,
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2001) menciona que Duncan es superior a los test de Dunnett y Tukey para la comparacion de

las medias de ensayos de laboratorio.
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Capitulo VI: Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

El rendimiento del aceite esencial de eucalipto varia dependiendo de las condiciones
que se aplican en la destilacion por arrastre de vapor, siendo este de aproximadamente
un 1.5% de aceite esencial por cada 200 gramos de materia organica, este rendimiento
es dado por el uso de hojas jovenes de la planta.

El tamafio y la estabilidad de las nanoparticulas de plata se ve influenciada por el
extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.), no solo por su concentracion, si no
también, por factores intrinsecos como la etapa de desarrollo, cambios genéticos
propios de la regién, entre otros y, extrinsecos relacionados con su entorno, temporada
del afo, humedad relativa, ademas de las condiciones del proceso de extraccién.

Los nanocompositos son materiales recubiertos por sustancias que por lo general
presentan diferentes fases de agregacion, el uso de aceite esencial cumple este
objetivo promoviendo la formacién de estructuras micerales, este efecto puede
incrementar drasticamente su tamafio y estabilidad, por ello, es necesario el uso de
estabilizantes como el citrato de sodio.

El analisis estadistico muestra que el nanocomposito muestra diferencias significativas
respecto de las medias de las réplicas ensayadas, dando como mejor tratamiento
(menor tamanio e indice de agrupacion) el ensayo M1NC1 el que cuenta con una menor
concentraciéon de extracto y aceite esencial, ademas se pudo observar que, a mayor
concentraciéon de estas, mayor es la inestabilidad del nanocomposito, pero dandose un
aumento moderado en el tamafio.

En la realizacion de las réplicas, es necesario depurar los datos obtenidos que se
encuentran fuera del rango para una misma muestra, esto debido a la sensibilidad del

equipo (DLS 550 HORIBA) a las vibraciones del entorno de trabajo.
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Recomendaciones

En el extracto etandlico de romero (Rosmarinus officinalis L.) es necesario realizar la
eliminacion completa del alcohol antes de la sintesis de la nanoparticula de plata ya que
Su presencia provoca la inestabilidad del nanomaterial por medio de mecanismos de
oxidacion.

Se recomienda la estandarizacién de los métodos de extraccion de romero y destilacion
por arrastre de vapor para el aceite esencial con el fin de evitar resultados erréneos
debido a la variabilidad de las condiciones.

Para determinar la forma y la distribucion de manera mas detallada, se recomienda el
uso de microscopia electronica de barrido (SEM) y de trasmision (TEM).

Es necesario ahondar en el estudio de la estabilidad de los nanocompositos

enfocandose en el tipo y la concentracién de los estabilizantes.
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