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Figura 28 Curva sintética de las mediciones tomadas a lo largo de 405 minutos para las nanoparticulas
de yoduro de cobre sintetizadas a partir de las nanoparticulas de cobre a su vez sintetizadas con

Q- Tt o Xo [ ) o) o 1 USSPt 82
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Resumen
Ecuador posee una flora privilegiada a nivel mundial, lo que incluye una variedad de plantas
medicinales. Los metabolitos secundarios presentes les otorgan a las plantas caracteristicas de interés
debido a tienen propiedades antibacteriales, antifungicas y antivirales. Sin embargo, la informacion
sobre las plantas ecuatorianas es limitada y se encuentra desactualizada. El objetivo de este proyecto es
sintetizar nanoparticulas, utilizando extractos polifendlicos de plantas de Ecuador: hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), llantén (Plantago major L.), ruda (Ruta graveolens L.), santa maria
(Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y toronijil (Melissa officinalis L.) como agentes reductores y bio
protectores durante la sintesis de nanoparticulas de cobre y de yoduro de cobre; y caracterizarlas
posteriormente. La metodologia de este proyecto se dividié en dos partes la primera consistié en
realizar extractos con diferentes concentraciones de etanol (0%, 20%, 40% y 80%), asi como dos
métodos de agitacidn (orbital y rotacional), a continuacion, se realizé el andlisis de la concentracion de
compuestos polifendlicos y del porcentaje de capacidad antioxidante. La segunda parte consistié en
base a los analisis utilizar los tres mejores extractos para realizar una sintesis verde de nanoparticulas de
cobre y de yoduro de cobre, las cuales fueron caracterizadas y analizadas por DLS y espectro UV-Visible.
Los resultados de la primera parte mostraron que los tres extractos mayor concentracion de
compuestos fendlicos y mayor porcentaje de capacidad antioxidante, fueron los obtenidos de Ruda
(Ruta graveolens L.), Santa Maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y Toronjil (Melissa officinalis L.),
estos poseian 6.6 mg EAG/L, 5.34 mg EAG/L, 5.66 mg EAG/L de concentracion de polifenoles y 82%, 63%,
61% de capacidad antioxidante respectivamente. Con estos se sintetizaron nanoparticulas de cobre con
un tamafio entre 9-10 nm y nanoparticulas de yoduro de cobre con un tamafio de entre 8-9 nm.

Palabras clave: Polifenoles, capacidad antioxidante, plantas, sintesis verde, nanoparticulas
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Abstract
Ecuador has a privileged flora worldwide, which includes a variety of medicinal plants. The secondary

metabolites present give plants interesting characteristics because they have antibacterial, antifungal
and antiviral properties. However, information on Ecuadorian plants is limited and out of date. The
objective of this project is to synthesize nanoparticles, using polyphenolic extracts from Ecuadorian
plants: lemon verbena (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), Plantain (Plantago major L.), Ruda (Ruta
graveolens L.), Santa Maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) and Lemon Balm (Melissa officinalis L.)
as reducing and bioprotective agents during the synthesis of copper and copper iodide nanoparticles;
and characterize them later. The methodology of this project was divided into two parts, the first
consisted of making extracts with different concentrations of ethanol (0%, 20%, 40% and 80%), as well
as two shaking methods (orbital and rotational), then the analysis of the concentration of polyphenolic
compounds and the percentage of antioxidant capacity was carried out. The second part consisted,
based on the analysis, of using the three best extracts to carry out a green synthesis of copper
nanoparticles and copper iodide, which were characterized and analyzed by DLS and UV-Visible
spectrum. The results of the first part showed that the three extracts with the highest concentration of
phenolic compounds and the highest percentage of antioxidant capacity were those obtained from Ruda
(Ruta graveolens L.), Santa Maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) and Lemon Balm (Melissa
officinalis L.), these had 6.6 mg EAG/L, 5.34 mg EAG/L, 5.66 mg EAG/L of polyphenol concentration and
82%, 63%, 61% antioxidant capacity respectively. With these, copper nanoparticles with a size between

9-10 nm and copper iodide nanoparticles with a size between 8-9 nm were synthesized.

Keywords: Polyphenols, antioxidant capacity, plants, green synthesis, nanoparticles
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Capitulo I: Introduccion

Formulacién del Problema

Las plantas medicinales son utilizadas por las comunidades del Ecuador desde el inicio de la
civilizacién, esto se debe principalmente a las caracteristicas que estas poseen, muchas de las cuales se
deben a los compuestos fendlicos que producen las cuales les otorgan propiedades antioxidantes,
antivirales, anti fungicas, entre otras (Valencia-Avilés, y otros, 2017). A pesar de sus caracteristicas y
propiedades los compuestos fendlicos de las plantas medicinales ecuatorianas apenas estan
estudidndose a fondo, y mucho menos estudiadas aun son las aplicaciones de estos compuestos

extraidos de las plantas para la nanotecnologia (Yanez Yunga, 2022).

Por ello, es importante entender la cantidad de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante que se encuentran en plantas medicinales de uso cotidiano como: la hierba luisa, el llantén,
la ruda, la santa maria, y el toronijil. Por otro lado, la nanotecnologia es una ciencia que ha crecido a
nivel exponencial en los Ultimos afios, sin embargo, se estan implementando nuevos enfoques para

generar nanociencia de una manera mas responsable con el medio ambiente.

Las nanoparticulas de cobre y de yoduro de cobre poseen la ventaja de que presentan
caracteristicas similares a las nanoparticulas de oro y plata a una fraccién de su costo. Ademas, este tipo
de nanoparticulas poseen aplicaciones diversas especialmente en el area de la electrénica, mecatrdnica,
farmacéutica y la medicina. El proceso de sintesis de estas nanoparticulas es relativamente simple
siguiendo protocolos establecidos y al poder realizarse con extractos vegetales se afiade la posibilidad

de una sintesis verde de nanoparticulas.

Justificacion del Problema

Este proyecto de integracion curricular se dividié en dos partes, la primera fue realizar los

extractos de las plantas medicinales seleccionadas, de las cuales se analizé la concentracidn de
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polifenoles y el porcentaje de capacidad antioxidante. Al ser plantas de uso medicinal se esperé que
posean altas cantidades de polifenoles y una buena capacidad antioxidante; debido a que esto podria

justificar su uso en medicina ancestral.

Para la segunda parte, se usaron estos extractos para la sintesis “verde” de nanoparticulas tanto
de cobre como de yoduro de cobre, esto se debe a que la sintesis tradicional de nanoparticulas utiliza
agentes quimicos que son toxicos o de dificil degradacidn para el medio ambiente y deben ser
desechados correctamente para no causar dafios permanentes. Por ello el conseguir una sintesis de
nanoparticulas a partir de extractos vegetales es importante para estudios y aplicaciones futuras de las

nanoparticulas sintetizadas por este método.

Las dos partes que constituyen este proyector integrador tienen posibilidades de aplicacion en
distintas dreas. Solo el conocimiento de la cantidad de compuestos fendlicos como la capacidad
antioxidante de cada planta medicinal puede servir como base para otros estudios en dreas de
farmacologia, alimentos, etc. Por otro lado, las nanoparticulas que se generan utilizando los extractos de
las plantas medicinales a su vez tienen aplicacion en areas de biofertilizantes, biomedicina, cosmética,
alimentos y mds; como ha sido estudiando previamente por (Murgueitio, 2018) y (Alharbi, Alsubhi, &

Felimban, 2022).

Alcance

Este proyecto de integracidn curricular tiene un alcance exploratorio tanto cuantitativo como
cualitativo. Esto se debe a que una investigacidn exploratoria se caracteriza por ser aplicada a
fendmenos de los que no se conoce o de los que el conocimiento es limitado. Este proyecto de
integracion curricular entra dentro de esta categoria debido a que las plantas medicinales seleccionadas
tienen pocos estudios previos sobre su capacidad antioxidante y sobre la cantidad de compuestos

fendlicos que poseen en general; a su vez la sintesis verde de nanoparticulas es un protocolo
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relativamente nuevo que se ha dado a partir de que se ha observado el impacto negativo de los

guimicos tradicionales utilizados en la sintesis de nanoparticulas.

Este alcance se clasificd de tipo cuantitativo debido a que el disefio experimental que se va a
realizar contiene analisis estadistico de los datos que se van a recolectar a lo largo del proyecto. Por otro
lado, también tiene un alcance cualitativo debido a que se analizaran la estabilidad de las nanoparticulas

después de su sintesis.

Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas, utilizando extractos polifendlicos de plantas de Ecuador: Hierba Luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), Llantén (Plantago major L.), Ruda (Ruta graveolens L.), Santa Maria

(Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y Toronjil (Melissa officinalis L.) y caracterizarlas posteriormente.

Objetivos especificos

e Extraer polifenoles de plantas de Ecuador: Hierba Luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf),
Llantén (Plantago major L.), Ruda (Ruta graveolens L.), Santa Maria (Tanacetum parthenium L.
Sch.Bip.) y Toronjil (Melissa officinalis L.), obtenidas del mercado de Conocoto, utilizando 4
diferentes concentraciones de etanol (0%, 20%, 40% y 80%) y dos métodos de agitacién
(rotacional y orbital); para medir su concentracion posteriormente.

e Medir la concentraciéon de polifenoles con la técnica de reactivo de Folin-Ciocalteu y carbonato
de sodio por medio de absorbancia en el UV-VIS y capacidad antioxidante de los polifenoles con
el reactivo DPPH y midiendo la absorbancia en el UV-VIS, en los laboratorios del CENCINAT y
comparar estadisticamente los datos obtenidos entre las plantas seleccionadas para seleccionar

los 3 extractos con mejores caracteristicas conjuntas.
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e Sintetizar nanoparticulas dentro de los laboratorios del CENCINAT, por el método de
precipitacion a partir de sales de cobre y de yodo, con los 3 extractos de plantas con mayor
concentracion de compuestos fenélicos y capacidad antioxidante seleccionados.

e (Caracterizar y analizar la estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas, mediante DLS y UV-VIS,
dentro de los laboratorios del CENCINAT, para corroborar que los extractos polifendlicos de
plantas funcionan para una correcta sintesis de nanoparticulas.

Hipdtesis
Los extractos polifendlicos con alta concentracidn de fenoles, obtenidos de plantas de Ecuador,

funcionan como agentes estabilizantes y reductores en la sintesis de nanoparticulas.

Capitulo II: Marco teérico

Plantas medicinales en Ecuador

La medicina ancestral se basa en el uso de plantas, frutas, hongos, entre otros organismos que
se encuentran en la naturaleza, para elaborar diferentes productos medicinales a partir de estos para
brindar a las comunidades (Bottaso, 2019). Este tipo de medicina, como su nombre lo dice ha sido
utilizada desde el principio de los tiempos y continua hasta el dia de hoy, en Ecuador existen segun el
Consejo de Desarrollo de las Nacionalidades y Pueblos del Ecuador (CODENPE), 18 pueblos indigenas en
el pais, los cuales se encuentran distribuidos en las cuatro regiones del pais (FLACSO Ecuador, 2015).
Ecuador es considerado un pais relativamente pequefio, pero con enorme biodiversidad vegetal,

contando aproximadamente con 1700 de plantas (Yanez Yunga, 2022).

Las plantas medicinales se usan debido a que poseen compuestos conocidos como metabolitos
secundarios, que le otorgan a la planta mecanismos de defensa ante otros organismos y sirven para una
mejor adaptacion al estrés bidtico (Rodriguez-Hernandez, 2019). En Ecuador, las plantas comunes de

uso medicinal de la sierra incluyen: la ruda, la hierba luisa, el llantén, la santa maria y el toronjil (Mazén,
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Castillo, Veldsquez, & Barrera, 1997); pueden ser encontradas con facilidad en los mercados de la
ciudad, esto se debe a que su uso sigue siendo comun entre los ciudadanos, dentro de los mercados las
vendedoras ayudan a los clientes a encontrar las plantas para cada enfermedad. El uso de las plantas
medicinales ha sido pasado de generacion en generacidn, es por ello que las abuelas conocen la
combinacion de las plantas y el uso que se le da a cada una de ellas (El Tiempo, 2018). En el 2019 se
elabord la guia “Plantas Medicinales de Mercados de Quito”, dentro de esta se encontraron 40 plantas
de uso y venta dentro de los establecimientos, en la lista estan las 5 plantas que se van a analizar

durante este proyecto integrador (Monar, Lagla, & Lopez, 2019).

Compuestos polifendlicos en plantas medicinales

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos que poseen las plantas como metabolitos
secundarios, cada planta tendrd diferentes compuestos y en diferentes cantidades. La clasificacion de
compuesto polifendlicos mas comun es la de Harborne (Harborne, 1973), la cual los clasifica segun su
esqueleto de carbono. Estos basan su jerarquia en el nimero de anillos de benceno que posee la
estructura del metabolito y las cadenas que se encuentren unidas al anillo. A su vez también existen
compuestos que se clasifican como poliméricos (Jorda, 2020), los cuales son estructuras repetidas y los
hibridos, los cuales estan unidos a otras estructuras como terpenos, estructuras con un anillo de
benceno y un carbono, o lipidos, cadenas largas de hidrocarbonos lineales (Tsimogiannis & Oreopoulou,
2019). Estos compuestos provienen de la ruta biosintética del acido shiquimico la cual se observa en la

Figura 1.
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Figura 1

Ruta del dcido shikimico la cual es la principal ruta en plantas para la generacion de metabolitos

secundarios.
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Existen mas de 8000 compuestos fendlicos encontrados en diferentes plantas (Garrido, Cosme,
Rodriquez, & Espino Javier, 2020), cada planta presenta compuestos distintos que se adaptan al estrés
abidtico o bidtico que la planta deba enfrentar y de ello también dependera la cantidad de los
compuestos fendlicos encontrados. Estos fitoquimicos son la razén por la cual se utilizan las plantas
como medicinas herbales debido a que se han identificado importantes propiedades en la salud humana
como: actividad antioxidante, antiviral, antibacteriana, anti fungica, antiinflamatoria, entre muchas otras

(Tungmunnithum, Thongboonyou, Pholboon, & Yangsabai, 2018).



26

La actividad antioxidante es una de las propiedades de mayor interés cuando se analizan las

plantas y sus metabolitos, esta se debe a los compuestos polifendlicos de ellas, algunos de estos se

describen en la Tabla 1. La actividad antioxidante es la encargada de evitar que las especies reactivas de

oxigeno (ROS) causen oxidaciones prematuras a los organismos, en este caso el polifenol se reduce en

lugar de que se vean afectados metabolitos del organismo, lo que en el caso de los humanos puede

conllevar cancer o desarrollo de otras enfermedades (Fernandez-Panchan, Villafio, Troncoso , & Garcia,

2006). La actividad antioxidante esta relacionada con la estructura quimica del metabolito y del agente

oxidante, la habilidad para formar puentes de hidrégeno, la capacidad de la reduccidn de metales y el

potencial oxidativo. Estas dos ultimas son unas de las caracteristicas que permiten que los extractos de

plantas sean una alternativa para ser usados como agente reductores y bioprotectores en la sintesis de

nanoparticulas (Olszowy, 2019).

Tabla 1

Valores de potenciales de reduccion de algunos polifenoles (Santos-Espinoza, Gutiérrez-Miceli, Ruiz-

Vadiviezo, & Montes-Molina, 2020)

Compuestos fendlicos [V]* Referencia
Miricetina 0.20 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)
Quercentina 0.29 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)
Acido Cafeico 0.45 (Simi“c, Manohlovi’c, Segan, & Todorovic, 2007)
Catequina 0.36 (Butkovic, Klasinc, & Bors, 2004)
Acido Clorogénico 0.39 (Sousa, Da Rocha, Cardoso, Silva, & Zanoni, 2004)
Kaempferol 0.39 (Butkovic, Klasinc, & Bors, 2004)
Fisetina 0.39 (Gil & Couta, 2013)
Luteolin 0.41 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)
Acido Ferulico 0.53 (Sousa, Da Rocha, Cardoso, Silva, & Zanoni, 2004)
Acido p-cumérico 0.59 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)
Hesperetina 0.72 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)
Narigenina 0.76 (Freeman, Eggett, & Parker, 2010)

Nota: En la tabla se muestran los potenciales de reduccion de polifenoles encontrados en plantas
medicinales. *Las unidades de medida para este factor es de voltios debido a que se usa una celda

electroquimica para obtenerlos.
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Sintesis verde de nanoparticulas

La nanociencia es una rama de la ciencia que esta en crecimiento exponencial en los ultimos
afios, parte de ella es la sintesis de nanoparticulas. Las nanoparticulas de diferentes metales como oro,
plata, cobre, y zinc se estdn utilizando para aplicaciones que van desde productos medicinales, hasta
cosmeética e incluso la industria textil (EI-Shafey, 2019). Sin embargo, la sintesis tradicional de las
nanoparticulas incluye quimicos que generan residuos téxicos a una escala nanométrica; los cuales
deben desecharse correctamente para evitar que tengan un impacto negativo en el ambiente (Jadoun,
Arif, Kumari, & Kumar, 2020). Ademas del efecto negativo para el ambiente, las técnicas fisicoquimicas
para la sintesis tradicional de nanoparticulas resultan costosas y poseen un consumo sumamente alto de
energia, por lo que causan que el precio de las nanoparticulas sintetizadas aumente (Waris, y otros,

2021).

La conocida “quimica verde” es una nueva manera de hacer ciencia con un enfoque mas
amigable con el medio ambiente, este tipo estudio inicié aproximadamente hace 15 afios debido al
rapido avance del cambio climatico (Pajaro & Olivero, 2011). La sintesis verde de nanoparticulas
incorpora este tipo de acercamiento utilizando extractos de plantas, bacterias y hongos para utilizarlos
como agente reductores y estabilizantes (Badri & Sakthivel, 2011). Un agente reductor es aquel que
pasa electrones a otra sustancia conocida como agente oxidante y la reduce (Chang, Kenneth, Alvarez, &
Ponce, 2013). De esta manera se consigue una sintesis mas barata, debido a que obtener estos
extractos naturales aminora el costo de los procesos, el gasto energético es menor debido a que los
desechos no deben ser tratados; lo que en la sintesis tradicional involucra un proceso adicional (Alarcon
, Tolmos, Villacrés, & Huarote, 2021). Finalmente, la sintesis verde es un procedimiento que lleva
estudiandose poco y para perfeccionarlo se debe continuar investigando con extractos de diferentes

organismos.
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Las plantas en especifico tienden a ser mas faciles de usar para este tipo de sintesis debido a
qgue el obtener los extractos es sumamente sencillo pues son fabricas de quimicos naturales, son costo-
eficientes y necesitan poco mantenimiento (lravani, 2011). Ademas, los extractos de las plantas pueden
obtenerse de partes especificas como: hojas, frutos, semillas, entre otros; los cuales individualmente o
en conjunto poseen gran cantidad de fitoquimicos Utiles para la sintesis (Jadoun, Arif, Kumari, & Kumar,
2020). Las plantas fueron de los primeros organismos en ser estudiados, sorprendiendo a los cientificos
por la complejidad de sus rutas metabdlicas. Ahora, los metabolitos obtenidos a partir de estas rutas son
de uso para la sintesis de nanoparticulas debido a la capacidad antioxidante que poseen (Chand, y otros,

2020).

Los extractos de plantas son los mds estudiados al momento de realizar sintesis verde de
nanoparticulas, sin embargo, es importante que los extractos posean ciertas caracteristicas para una
sintesis exitosa. Entre esas caracteristicas es que la planta posea gran cantidad de metabolitos
secundarios como flavonoides y compuestos fendlicos (Alharbi, Alsubhi, & Felimban, 2022); Otra
caracteristica deseada es que la capacidad antioxidante sea alta, debido a que de esta depende la
capacidad de reduccidon del extracto, es decir la capacidad de donar electrones al agente oxidante, que
en este caso seria la sal del metal (EI-Shafey, 2019). Ademas, se busca que las plantas usadas sean de
facil acceso y que no se encuentren protegidas o en peligro de extincidon porque se perderia el objetivo
de quimica verde. Es importante mencionar que en este tipo de sintesis depende de controlar
correctamente parametros como: el periodo de incubacidn, el pH y la temperatura (Singh, Kim, Zhang, &

Yang, 2016).

Para la sintesis de nanoparticulas existen dos tipos de enfoques, “bottom-up” y “top-Down”,
estos se pueden observar en la Figura 2 (Zanella, 2012). El primer tipo se basa en empezar la sintesis
desde abajo, es decir con unidades mas pequefias que las nanoparticulas como atomos. Mientras que el

enfoque de “top-Down” consiste en sintetizar nanoparticulas a partir de un material mas grande
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después de pasarlo por procesos fisicos o quimicos para disminuir su tamafio hasta alcanzar la escala
nanométrica, es decir menor a 100nm (Sebastian, 2018) . En el caso de la sintesis a partir de extractos
de plantas, esta se clasifica en un enfoque “bottom-up” debido a que se empieza la biosintesis a partir
de los extractos de plantas, los cuales tienen moléculas mas pequefias, que después al mezclarlas con
otras sustancias quimicas a través de protocolos especificos se obtendran las nanoparticulas (Jadoun,

Arif, Kumari, & Kumar, 2020).

Figura 2

Explicacidn grdfica de los enfoques “bottom-up” y “top-Down” de la sintesis de nanoparticulas.
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Nanoparticulas de Cobre

Las nanoparticulas de metales tienen diferentes usos desde su descubrimiento por Faraday,
estos dependen directamente del tamafio, forma y estructura de las nanoparticulas (Imran Din & Rehan
, 2017); lo cual a su vez esta ligado al metal de las cuales estan elaboradas y el método de sintesis. El uso
de metales para sintetizar nanoparticulas se debe a que poseen caracteristicas de interés como la
sensibilidad UV-Visible; es decir que puede absorber la luz a diferentes nanémetros y de esta manera

generar una curva caracteristica, propiedades cataliticas, eléctricas, termales y antibacterianas (Wang,



30

2000). La sintesis verde de nanoparticulas de metales es un proceso simple que consta de reducir las
sales del metal seleccionado mezclando la solucidn de la sal con los extractos de las plantas para generar
un cambio de color, una vez que ha cambiado el color, quiere decir que se han formado nanoparticulas

(Al-Hakkani, 2020).

Entre los metales mas usados para sintetizar nanoparticulas estan el oro, la plata y el cobre. Los
dos primeros suelen tener una estabilidad mayor, pero a su vez un costo mas elevado que las
nanoparticulas de cobre (Cadenas, 2021). El cobre, presenta conductividad eléctrica alta, capacidad de
conduccién de calor elevada, resistencia a la corrosion y tiene una facil manejabilidad (Al-Hakkani,
2020). Esto ha hecho que la sociedad lo utilice durante el desarrollo de nueva maquinaria y estructuras a
escala macroscopica. Por ello, en la actualidad también se han analizado los usos que se le puede dar en
escala microscépica. En esta escala el cobre interviene en procesos importantes en la salud humanay es

parte esencial para algunas enzimas (Feoktistova & Clark, 2018).

La nanociencia también ha estudiado al cobre y se ha descubierto que las nanoparticulas de
cobre poseen una relacion superficie/volumen grande, por lo que resultan sumamente reactivas
(Guzman Duxtan, Rengifo, & Echevarria, 2020); esto causa que tenga facilidad de interactuar con otro
tipo de particulas lo que es de interés en dareas como la farmacologia porque a su vez esto esta
relacionado con la eficacia antimicrobiana. El problema constante con la sintesis exitosa de
nanoparticulas de cobre es que tiende a oxidarse con facilidad debido a que sus especies oxidadas son
mas termodindmicamente estables (Al-Hakkani, 2020). Por ello, la sintesis de estas nanoparticulas suele
ser mas tediosa o debe realizarse en linea de gas noble o en una atmosfera inerte. Lastimosamente, las
nanoparticulas de cobre en su estado oxidado tienen una conductividad eléctrica mucho menor que las
nanoparticulas de cobre no oxidadas, este es un problema que para industrias como la electrénica no

son deseables. (Yabuki & Arrifin, 2010)
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La sintesis de nanoparticulas de cobre tiene 3 posibles alternativas en caso de que las
nanoparticulas si hayan sido sintetizadas: se obtendran nanoparticulas frescas y sin oxidarse, se
obtendran nanoparticulas oxidadas o se obtendran nanoparticulas agregadas (Kapoor, Joshi, &
Mukherjee, 2002). Estas se pueden identificar por diferentes colores presentes; las nanoparticulas
frescas tienden un color cobrizo o rojizo; las nanoparticulas oxidadas tienen un color amarillo y las
nanoparticulas agregadas tienen un color negruzco o verdoso (Markina, Pozharov, & Markin, 2016).
Estas diferencias cualitativas también se pueden observar cuantitativamente leyendo la absorbancia en
el UV-Visible, las nanoparticulas normales suelen tener un pico notorio alrededor de 600nm, las
nanoparticulas oxidadas tienen un pico entre 300-400 nm y las nanoparticulas agregadas no tienen un
pico tan notorio pero una curva entre 600-650 nm (Markin & Markina, 2019). Las nanoparticulas
oxidadas, es decir de dxido de cobre, poseen caracteristicas disminuidas que las nanoparticulas no
oxidadas; por ejemplo, seguiradn siendo conductoras de calor y de electricidad, pero en menor medida.
Mientras que las nanoparticulas agregadas tienden a ser de tamafio mayor perdiendo levemente su
caracteristica “nano”. Sean oxidadas o sin oxidar, las nanoparticulas de cobre presentan ventajas de
precios y aplicaciones. Entre las aplicaciones de mayor interés para las nanoparticulas de cobre estan el
area tecnoldgica debido a que presentan un metal mas accesible para generar nanotecnologia. También
es de interés en el area farmacéutica debido a que como se menciond con anterioridad el cobre es un
metal esencial en muchas enzimas del cuerpo humano, por lo que tendria aplicaciones importantes en

esta area.

Nanoparticulas de yoduro de cobre

El yoduro de cobre (Cul) es un halogenuro metalico semiconductor, se puede encontrar en la
naturaleza, pero también se lo puede conseguir sintetizandolo a partir de reacciones quimicas de 6xido-
reduccién (Zanella, 2012). Este haluro presenta ademas propiedades dpticas inusuales que incluyen:

depende casi por completo de la temperatura, posee gran ionicidad (gran cantidad de enlaces idnicos),
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ademas de un comportamiento andmalo del diamagnetismo (una manera inusual de repeler un campo
magnético), una fase de alta presidn, entre otras (Abass, Alaubydi, & Ulwali, 2020). Estas caracteristicas
son las razones para usar al yoduro de cobre como un conductor superidnico, es decir presenta una
conductividad idnica (la habilidad de conducir energia) inusualmente alta (Dieterich, 1985) y por lo que
las nanoparticulas de este halogenuro metalico se estan estudiando mucho mas en la actualidad
(Vijayakumar & Rajagopal, 2016). El cobre solo como metal para nanoparticulas ya tiene mucha atencion
de los cientificos, el yoduro de cobre (Cul) esta llamando la atencidn debido a que posee propiedades
especiales, mencionadas anteriormente. La sintesis tradicional de nanoparticulas de yoduro de cobre
requiere sustancias téxicas, agentes quimicos reductores y temperaturas altas para una buena sintesis lo
gue conlleva una amenaza al medio ambiente si no se desechan los residuos correctamente (Archana,

Rajagopal, Gayathri, & Aishwarya, 2021).

Ya existen estudios para la sintesis verde de nanoparticulas de yoduro de cobre, se han
sintetizado con extractos de Brassica oleracea var. capitata f. rubra (Fernandez, Archana, & Rajagopal,
2020) y con extractos de semilla de Phaseolus vulgaris (Vijayakumar & Rajagopal, 2016). Ambos
extractos fueron seleccionados debido a que poseen gran cantidad de antocianinas, lo que esta ligado a
gue son agentes reductores fuertes y tienen la capacidad de usarse para reducir, bioproteger y
estabilizar en la sintesis de nanoparticulas de yoduro de cobre. La sintesis tradicional y la sintesis verde
de nanoparticulas han mostrado resultados prometedores generando nanoparticulas con aplicaciones
variadas entre las mas notorias estan una alta citotoxicidad para bacterias y hongos; ademas se han
hecho pruebas para utilizar las nanoparticulas de yoduro de cobre para utilizarlas en telas de mascarillas
y asi lograr una mejor proteccion contra la pandemia del COVID-19 y las pandemias que puedan venir en

el futuro (Archana, Rajagopal, Gayathri, & Aishwarya, 2021).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos
Preparacidn de las plantas para los extractos
Las plantas se obtuvieron del mercado ubicado en la parroquia de Conocoto, del cantén Quito,
provincia de Pichincha. Todas las muestras se llevaron al mercado la parroquia Amaguafia del cantdn
Quito, provincia de Pichincha; las cuales se encuentran a aproximadamente 30 minutos de distancia
entre ellas. Las muestras obtenidas se seleccionaron frescas, el mapa aproximado de la ubicacidn se

observa en la Figura 3.

Figura 3

Mapa del lugar de recoleccion de las muestras en Amaguania, (Lat. -0.3871685328900406; Long. -
78.50012708626325); y el lugar donde se compraron las muestras en el mercado de Conocoto, (Lat. -

5.5695462; Long. -79.526038443357.
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Se procedio a lavar las muestras con jabon neutro de manos y agua potable, asegurando que se
retiraran insectos y cualquier suciedad de las muestras. Se utilizaron solo las plantas que no presentaban
ningun hongo o bacteria a la vista. Se desinfectaron los cuchillos, tijeras, mesas y cualquier otro material

que se fuera a utilizar con alcohol al 70%. Una vez completado el protocolo de limpieza se cortaron el
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tallo, las hojas y las flores (de ser el caso) de las plantas medicinales seleccionadas en pedazos pequefios

y uniformes.

Determinacion de humedad en las muestras

Para determinar de humedad se utilizé el método conocido como “Secado al Horno” (Ranganna,
1977), el cual se basa en la diferencia de peso que existe entre la muestra fresca y la muestra seca,
después de haberla mantenido en un horno o estufa por un tiempo determinado. Para determinar la
cantidad de humedad de cada una de las muestras, se procedié a utilizar la férmula presente en la
Ecuacidn 1. Se registro el peso inicial de cada muestra, a continuacidn, se colocé en la estufa marca
Memmert SN30, por 2 horas a 105°C y después en el desecador de cristal por otros 30 minutos. Una vez
terminado este proceso se registrd el peso final de la muestra y se realizaron los cdlculos

correspondientes para el porcentaje de humedad de cada planta.

Ecuacion 1

Formula utilizada para determinar el porcentaje de humedad en cada una de las muestras de plantas por

analizar.

Pesoyy — Peso
% de Humedad = Himedo Seco 4 100

PesoHﬁmedo

Extraccion de compuestos polifendlicos de plantas

El protocolo de extraccion se basé en protocolos realizados anteriormente por (Manriquez,
2022) y (Salgado, 2018). Se realizd la extraccion de 5 plantas de uso medicinal en Ecuador: hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), llantén (Plantago major L.), ruda (Ruta graveolens L.), santa maria
(Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y toronjil (Melissa officinalis L.); Se tomaron en cuenta variables
tanto de concentracion de etanol como del tipo de agitacién. Para ello se varid la concentracion de

etanol al 0%, 20%, 40% y 80%. Mientras que los tipos de agitacidn que se usaron fueron orbital y



35

rotacional. Se pesaron 3 gramos de la planta previamente cortada y se los colocé en tubos de ensayo
con 10 ml de etanol a la concentracion necesaria por triplicado; esto se repitié para cada planta, en
ejemplo de este procedimiento se observa en la Figura 4. Se colocé los tubos de ensayo en la agitacion
respectiva, cada muestra se realizd por triplicado, teniendo un total de 24 muestras diferentes por
planta. En la agitacidn rotacional se dejé a las muestras toda la noche en rotacién en el agitador rotativo
marca SIEMENS y al dia siguiente se obtuvieron los extractos. Por otro lado, la agitacidn orbital se realizé

en el equipo WiseShake a 115rpms por 2 horas. Este procedimiento se observa en la Figura 5.

Figura 4

A) Separacion de las muestras de toronjil (Melissa officinalis L.), previamente cortadas para colocarlas en
los tubos de ensayo correspondientes. B) Extractos después del protocolo de extraccion de toronjil

(Melissa officinalis L.) por agitacion rotacional.
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Figura 5

Protocolo grdfico y resumido de la extraccion de compuestos polifendlicos a partir de las diferentes

plantas.
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Medicién de la concentracion de compuestos fendlicos

Para la medicion de la concentracidon de compuestos fendlicos se utilizé el protocolo estandar
por (Dewanto, Wu, Adom, & Liu, 2002), se incluyeron modificaciones realizadas por (Salgado, 2018) con
ciertas alteraciones, las cuales constituyeron en realizar filtraciones de las soluciones para obtener

mejores resultados.
Curva de calibracion

Se realizd la curva de calibracidn a partir de acido galico marca FISHER S., carbonato de sodio
marca SIGMA y reactivo de Folin-Ciocalteau marca MP. Esta se realizé debido a que se usan
concentraciones conocidas de acido galico, a partir de las cuales se obtienen absorbancias; al analizar las
muestras se obtuvieron por su lado las absorbancias a partir de las cuales se obtuvieron las
concentraciones en unidades de equivalentes acido galico por litro (mg EAG/L). Se prepard la solucidn
de carbonato de sodio al 20%, mezclando 20 gramos de carbonato de sodio y aforandolos a 100ml en un

matraz, se filtré esta solucién antes de usarla en la curva de calibracién y en el andlisis de las muestras.
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Después se prepard la solucidén de acido galico, previo a la preparacidon se cubrié un balén de 250ml con
papel aluminio para protegerlo del sol; se pesaron 0,025 gramos de acido galico, se lo colocd en el
matraz y se completd el volumen con agua destilada. Asi se obtuvo una solucién de acido galico de
0.1g/L. Finalmente para la preparacion del reactivo de Folin-Ciocalteau, se necesita una solucion 1N, la
disponible dentro del laboratorio es 2N por lo que se diluyd con agua destilada en una proporcién 1:1 de
agua y de reactivo; Primero se debe proteger el matraz de la luz solar con papel aluminio. Para preparar
la solucién se mezclaron 15 ml del reactivo con 15 ml de agua destilada. Todas las soluciones se

mantuvieron en refrigeracion hasta su uso.

Para la curva de calibracidn se realizaron soluciones de acido gélico de concentracion 5mg/L,
4mg/L, 3mg/L, 2mg/L, 1mg/Ly Omg/L. Para ello se hizo una solucién patrén de 10ml de concentracidn
5mg/L de acido galico en un matraz &mbar, para ello se colocaron 0.5ml de la solucién 1g/L de acido
galico y se colocd 9.5ml de agua destilada. A partir de esta se realizaron las diluciones mostradas en la

Tabla 2 para obtener las diferentes concentraciones de acido galico.

Tabla 2

Diluciones de la sustancia patron de dcido gdlico para obtener las sustancias de diferentes

concentraciones que se van a usar para la curva de calibracion.

Numero Concentracion Volumende Volumen de Concentracion
de inicial de la la solucion agua final de la
dilucion solucién inicial destilada solucién
1 5 mg/L 6,4 ml 1.6 ml 4mg/L
2 4mg/L 4.5 ml 1.5ml 3mg/L
3 3mg/L 2.67 ml 1.33ml 2mg/L
4 2mg/L 1.5ml 1.5ml 1mg/L

A partir de todas estas diluciones, se va a tomé 1.5ml de ellas y se agregé el reactivo de Folin-

Ciocalteau y el carbonato de sodio siguiendo la Tabla 3, tomando en cuenta que todas se realizaron en
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frascos ambar y debian estar protegidas de la luz solar directa. Parte de este procedimiento se observa

en la Figura 6.

Tabla 3

Preparacion de las soluciones de dcido gdlico con el reactivo de Folin-Ciocalteau y el carbonato de sodio

para la elaboracion de la curva de calibracion.

Muestra Concentracion Reactivo de Carbonato de

Ac. Galico (1.5ml) Folin-Ciocalteau sodio
1 Omg/L 250 ul Agitacién por 5 250 ul
2 1mg/L 250 ul minutos utilizando 250 ul
3 2mg/L 250 ul el ultrasonido 250 ul
4 3mg/L 250 ul 250 ul
5 4mg/L 250 ul 250 ul
6 S5mg/L 250 ul 250 ul

Figura 6

Preparacion de las soluciones para la curva de calibracion de dcido gdlico

A continuacidn, se midio la absorbancia a 760nm de cada una de las muestras en el

espectrofotdmetro de UV-Visible y se obtuvo la curva de calibracién.
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Preparacion de las muestras

Se separé el sobrenadante de los extractos utilizando una centrifuga marca TermoFisher a
3000rpm durante 5 minutos, este sobrenadante se colocé en otros tubos previamente etiquetados y
limpios, utilizando jeringas para una facil extraccidn después del centrifugado; este procedimiento se
observa en la figura 7. Una vez que obtenidos los extractos, se los colocé en bafio maria marca
Fisherbrand modelo CPX8800 a 40°C entre 10-15 minutos para evaporar los rastros de etanol sobrantes,
hasta que el olor caracteristico a etanol ya no se pudo oler en las muestras; esto se hizo para que el
etanol utilizado en la extraccidn no interfiera en la lectura de la concentracion de polifenoles. Se

preparan las muestras siguiendo el protocolo de (Salgado, 2018), haciéndose diluciones 1:1000 de cada

extracto colocando 100ul del extracto en 10ml de agua destilada tipo 1.

Figura 7

Extraccion de los sobrenadantes de las muestras de llantén (Plantago major L.) por agitacion orbital
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Nota: De izquierda a derecha se observan las extracciones con concentracion de etanol 0%, 20%, 40% y

80%.
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Medicidn de la concentracién de compuestos fendlicos en los extractos

En diferentes viales ambar se tomo 0.5ml de cada dilucidon y se mezclé con 0.75ml de reactivo de
Folin-Ciocalteau de concentracion 1N preparado previamente para la curva de calibracién, y se dejo
reposar por 5 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo se agregaron 0.75ml de la solucién de
carbonato de calcio al 20% preparada previamente. A continuacion, se agitaron fuertemente los viales
por 5 minutos y se los dejd reposar por 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad; los viales
preparados se observan en la Figura 8. Una vez transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 760nm

en el UV-Visible y se leyeron los resultados de cada extracto por triplicado.

Figura 8

Proceso de medicion de la concentracion de compuestos polifendlicos

Nota: A) Preparacion de los viales para la medicién de la concentracién de compuestos fendlicos B) celda
con la reaccion caracteristica donde se observa un cambio de color a azul al reaccionar los compuestos

fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteau y el carbonato de sodio al 20%

Disefio experimental para la medicidn de la concentracion de compuestos fendlicos en los extractos

Para la concentracidn de compuestos fendlicos en los extractos se realizé un disefio en cuadro factorial,

debido a que de esta manera se pudieron controlar varios factores de bloque. Se midieron cada una de
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las concentraciones por triplicado para realizar un analisis estadistico tipo ANOVA de tres vias, en ella se
analizaron los factores de: Tipo de planta, Tipo de agitacidon y Concentracidén de Etanol; analizdndose los
datos de concentracién de compuestos fendlicos en los extractos. Para este analisis se usé la Tabla 4

como disefio experimental preliminar para la concentracién de compuestos fendlicos en los extractos.

Tabla 4

Disefio experimental preliminar sobre la concentracidn de polifenoles a analizarse

Tipo de Agitacion Concentracion de Etanol Concentracidn de polifenoles en la muestra

Hierba Llantén Ruda Santa Toronjil
luisa maria

ORBITAL 0%
20%

40%

80%

ROTACIONAL 0%
20%

40%

80%

Nota: Dependiendo de los factores de concentracion de etanol y el tipo de agitacién como las variables
independientes para la extraccion, mientras que la concentracién de fenoles se medié por triplicado y

serd la variable dependiente.

Medicidén de la capacidad antioxidante

Para la capacidad antioxidante se usaron protocolos de (Mejia, Salcedo, Vargas, Serna, & Torres,
2018) y (Ruiz, Venegas, Valdivieso, & Plasencia, 2018), los cuales se basa en el método DPPH (2,2-Difenil-
1-Picrilhidrazilo) descubierto por Blois en 1958, este método se relaciona con atrapar los radicales libres,
como ROS (especies reactivas de oxigeno), haciendo que la solucién DPPH reaccione con un sustrato
antioxidante (polifenoles) y acepte un atomo de hidrégeno, haciendo que el color de la muestra cambie

de color morado intenso a amarillo. Este método se realizé solamente en los extractos con mayor



42

concentracion de compuestos polifendlicos obtenidos con el protocolo anterior de cada una de las
plantas. Para este método se prepardé el DPPH pesando 3.9mg del radical DPPH marca SIGMA en un
matraz aforado de 100ml previamente protegido del sol con papel aluminio, en este se colocé el DPPH
pesado y se aford con metanol al 80%. Se colocé la solucién en el sonicador marca Cole-Parmer por 20
minutos para asegurar una adecuada disolucién. En la celda se coloca 1ml de DPPH y se toman 200ul de
los extractos seleccionados de cada planta sin diluirlos. Se leyeron en el UV-VIS a 517nm primero el
DPPH sin la muestra y después de colocar la muestra cada 2 minutos por 10 minutos, tomando un total
de 6 mediciones al igual que realizé previamente (Ruiz M., 2020). Se repitio el proceso para cada
extracto. Una vez que se han realizado todas las mediciones se utiliza realizaron los calculos con la

Ecuacion 2 y se obtuvieron los porcentajes de capacidad antioxidante para cada extracto analizado.
Ecuacion 2

Ecuacion usada para determinar el porcentaje de capacidad antioxidante en las muestras de plantas a

analizar. Fuente: (Ruiz M., 2020)

Absorbancia;,;.iq; — Absorbanciay;
Inicial final +100

% de Capacidad Antioxidante = Absorbancia
inicial

Disefio experimental para el porcentaje de capacidad antioxidante

El disefio experimental para el porcentaje de capacidad antioxidante en las muestras de plantas se llevd
a cabo analizando el extracto con mayor concentraciéon de compuestos fendlicos para cada planta. Una
vez seleccionado este extracto se realizo el analisis anteriormente explicado y se realizé un disefio
experimental preliminar para analizar el Tipo de planta y los datos obtenidos de porcentaje de
capacidad antioxidante, la Tabla 5 es la tabla preliminar para este disefio experimental. Para el analisis
estadistico se realizd un andlisis ANOVA de una via con este se compard los tipos de planta con los datos

obtenidos para el porcentaje de capacidad antioxidante.
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Disefio experimental preliminar sobre el porcentaje de capacidad antioxidante a analizarse
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Medidas de Porcentaje de Capacidad Antioxidante

Absorbancia (nm)  Hierba luisa Llantén Ruda Santa maria Toronjil

Medida 1

Medida 2

Medida 3

Medida 4

Medida 5

Sintesis de nanoparticulas de Cobre

Una vez que se ha analizado tanto la capacidad antioxidante como la concentracién de
polifenoles, se eligieron los 3 extractos que presentaron la mayor concentracién de compuestos
polifendlicos y la mayor capacidad antioxidante. Con ellos se procedid a realizar una sintesis de
nanoparticulas de cobre. La sintesis se realizé en linea de gas noble, en este caso se usé gas nitrégeno
debido a que estaba disponible en el laboratorio. Se burbujea este gas en cada una de las sustancias

previo y durante la sintesis como se observa en la Figura 9.

Figura 9

Proceso de sintesis de nanoparticulas en linea de gas nitrégeno

Nota: A) proceso de sintesis de nanoparticulas en linea de gas. B) cambio de color observable despues

de agregar el extracto de plantas usado como agente reductor durante la sintesis de nanoparticulas.



44

Se preparo una solucién de sulfato de cobre (CuSO4) 0.01M, colocando 0.038 gramos del
reactivo sulfato de cobre pentahidratado marca FISHER S. con 15ml de agua destilada tipo 1 en un
matraz limpio y etiquetado. Después procedid a elaborar una soluciéon de 150ml de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,01M, esto se hizo pesando 0.06 gramos de NaOH marca FISHER S. y completando el volumen

con agua destilada tipo 1.

Las posibles reacciones y el mecanismo de reaccidn que se lleva a cabo durante la sintesis se
detallan en la Figura 10 y en la Ecuacién 3, no se puede saber con certeza las interacciones que ocurren
debido a que se estd trabajando con un extracto de varios compuestos fendlicos, los cuales pueden

interactuar todos a la vez en la formacidn de las nanoparticulas.

Figura 10

Mecanismo de reaccion entre los polifenoles presentes en los extractos de las plantas y la sal de cobre.
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Nota: En este caso se toma como polifenol genérico al 4cido caféico, como se presentd en el marco
tedrico el potencial redox del acido caféico es 0.45V mientras que el del cobre es 0.34V.

Ecuacion 3 (Markin & Markina, 2019):

Semireaccion de cobre: Cut? + 2e™ —» Cu  (Potencial Redox E° = +0.34V)
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Este procedimiento se realizé en linea de gas noble (nitrogeno) debido a que la interaccidn con
oxigeno va a intervenir con la sintesis de nanoparticulas ya que seran mas propensas a oxidarse, en este
caso se utilizd gas nitrégeno debido a que es un gas inerte. Se colocan en un matraz 5ml de sulfato de
cobre y por goteo se coloca el extracto de la planta medicinal, una vez que se produce el cambio de
color se procede a medir el pH con pH un pH-metro marca Mettler-Toledo. Se utilizé el hidréxido de
sodio previamente preparado para ajustar el pH entre 9-10; una vez que se encuentre ajustado se
procedid a hacer las mediciones tanto en el equipo de dispersion de luz dindmica (DLS), con el cual se
mide el tamafio de las nanoparticulas y se obtuvo un tamafio promedio. Asi como con el espectro UV-
Visible, con el cual se obtuvieron curvas debido a las absorbancias que presentan las nanoparticulas, las
cuales se compararon con curvas estipuladas previamente en otras investigaciones. Se repitio el proceso
para cada uno de los tres extractos seleccionados previamente debido a su capacidad antioxidante y su

concentracién de polifenoles.

Sintesis de nanoparticulas de Yoduro de Cobre

Este procedimiento también se realizé en linea de gas nitrégeno, como se puede observar en la
Figura 11, por las mismas razones estipuladas en la sintesis de nanoparticulas de cobre. Se realiz6 a

partir de las nanoparticulas de cobre sintetizadas con el protocolo anterior.

Figura 11

Proceso de sintesis de nanoparticulas de yoduro de cobre en linea de gas nitrégeno
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Para ello se hizo una solucion de yoduro de potasio (KI) 0.01M, la cual se prepard pesando 0.03
gramos de Kl marca FISHER S. y se completan 15ml de agua destilada tipo 1. Se colocé en relacion 1:1,
colocando 5ml de nanoparticulas de cobre con 5ml de la solucion de yoduro de potasio, se las mezcla 'y
se procede a medir el pH utilizando el pH metro marca Mettler-Toledo. Se ajusté el pH entre 9-10
utilizando la solucién de hidréxido de sodio (NaOH). Se repitid el procedimiento para las tres
nanoparticulas sintetizadas con los diferentes extractos. Este proceso y las reacciones que ocurren se
observan en la Ecuacion 4.
Ecuacion 4 (Archana, Rajagopal, Gayathri, & Aishwarya, 2021):

Reaccion 4: Nanoparticulas CuO (oxido de cobre) + KI(yoduro de potasio)
— Nanoparticulas Cul (yoduro de cobre) + KO (oxido de potasio)

Semireaccién de Yodo: I, + 2e~ — 21~ (Potencial Redox E° = +0.54V)

Una vez sintetizadas las nanoparticulas de yoduro de cobre, como se observa en la Figura 12, se hicieron

los andlisis en el DLS y en el espectro UV-Visible explicados anteriormente.

Figura 12

Nanoparticulas de yoduro de cobre

Nota: Nanoparticulas de yoduro de cobre sintetizadas a partir de las nanoparticulas de cobre y después
de agregar Yoduro de potasio en linea de gas. De izquierda a derecha se observan las nanoparticulas de

Toronjil, Ruda y Santa Maria.



47

Analisis de estabilidad y caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas

Para la medicion de caracterizacidn se realizd una lectura en el espectro UV-VIS marca Specord
S600, con el cual se obtuvo una curva con diferentes absorbancias a diferentes nanémetros, la cual
luego se compard con curvas obtenidas con otras nanoparticulas sintetizadas previamente, para tener
una idea de si la sintesis fue exitosa. Después, para la medicién de estabilidad se realizé6 mediciones en
el equipo de Dispersién de luz dinamica (DLS), marca Horiba LB-550; con este equipo se obtiene el de
tamanos de nanoparticulas en la celda de analisis y se obtiene a su vez un tamafio promedio después 5

mediciones consecutivas.

Primero fue necesario realizar una medicidn de prueba para obtener la cantidad de muestra a
utilizar para obtener una buena lectura en el DLS. Esto se llevd a cabo tomando alicuotas de 10ul,
colocandolas en una celda de cuarzo y después en ella se colocaron 3ml de agua destilada tipo 1 para
diluir la muestra, se procedié a medir y observar si las lecturas tenian buenos resultados. Se repitié este
proceso agregando de 10ul en 10ul hasta llegar a 60 ul, manteniendo los 3ml de agua destilada. Después
de este proceso se decide la cantidad de muestra que da buenas lecturas en el DLS y se la estandarizo

para todas las muestras.

A continuacidn, se realizé una curva de estabilidad cinética de las nanoparticulas para ello se
utilizé el equipo de dispersién de luz dinamica (DLS) y se tomaron mediciones cada 45 minutos de las
nanoparticulas, esto se repitié para un total de 10 mediciones, transcurriendo asi un total de 405
minutos en total. Este proceso se realizd para obtener una curva de estabilidad cinética que nos
permitio observar el cambio del tamafio de las nanoparticulas a través del tiempo. Estas mediciones nos
sirvieron para obtener los tamafos promedio de las nanoparticulas sintetizadas a partir de extractos de

plantas medicinales y el rango de variacidn del tamario de estas.
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Capitulo VI: Resultados
Determinacion de la humedad
Todas las muestras se consiguieron frescas y para la determinacién de la humedad se cortaron
en pedazos pequenos, se realizd un pesaje inicial y un pesaje final después de completar el protocolo
especificado anteriormente; los resultados del porcentaje de humedad de todas las muestras se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6

Resultados de los andlisis del porcentaje de humedad en las muestras de las plantas a analizar.

Muestra Peso inicial (gramos) Peso final (gramos) Porcentaje de humedad
hierba luisa 0.62 0.25 59.06%
llantén 1.08 0.14 87.12%
ruda 1.00 0.31 69.12%
santa maria 1.01 0.32 68.45%
toronjil 0.22 0.12 46.06%

Extraccidon de compuestos polifendlicos de plantas

Los resultados cualitativos de las extracciones mostraron diferentes colores e intensidades
dependiendo del porcentaje de etanol utilizado en la extraccidn, por lo que confirmamos que si existia
extraccion de compuestos polifendlicos. Las caracteristicas cualitativas de los extractos para los dos
tipos de agitacion se explican en la Tabla 7 y se presentan algunos resultados en la Figura 13; sin

embargo, no se observaron diferencias cualitativas observables al comparar los tipos de agitacion.
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Observaciones cualitativas de los extractos en diferentes concentraciones de etanol y por los métodos de

agitacion orbital y rotacional.

Planta Concen- Observaciones agitacion orbital Observaciones agitacion rotacional
tracion
0% Coloracion blanca levemente opaca Coloracion blanca levemente opaca
20% Color amarillento levemente opaco Color amarillo opaco
Hierba 20% Color amarillo con un subtono café y Color amarillo-café menos opaco.
luisa ? menos opacas
80% Color verde intenso Color verde intenso no opaco
0% Coloracidn café leve y transparente Coloracion levemente café
20% Color cobrizo y transparente Color cobre no opaco
Toronijil 40% Color cobrizo similar al anterior Color cobrizo un poco mas intenso
80% Color verde intenso y transparente Color verde intenso sin ser opaco
0% Subtono muy leve de color café, las Color café muy bajo y sin mostrarse
muestras a su vez fueron translucidas opaco
20% Color amarillo sin turbidez Color amarillo y no son opacas
Sant’a 40% Color amarillo mas intenso que el Color amarillo mas fuerte y no opaco
maria anterior
80% Color verde obscuro intenso, sigue sin Color verde obscuro y sin ser opaco
ser opaco
Planta Concen- Observaciones agitacion orbital Observaciones agitacion rotacional
tracion
0% No se observa rjin.gl]n color No se observa rjin.gt'm color
caracteristico caracteristico
20% Tonalidad rojiza con dejes cafés y Tonalidad café rojiza y no estan
transparentes opacos
Llantén 40% Tonalidad café, pero menor extracto Tonalidad menos café que el anterior
anterior y translucida extracto y siguen sin ser opacos
80% Color verde oscura fuerte pero lo Color verde fuerte pero no opaco
suficientemente translucido
0% Leve tonalidad amarilla-café Tonalidad amarilla y café leve
20% Extracto de color amarillo levemente  Extracto de color amarillo mas intenso
mas intenso que el extracto anterior
Ruda 40% Color verde claro y translucido Color verde claro, no opaco
80% Color verde oscuro intenso Color verde oscuro muy intenso
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Figura 13

Imagen referencial cualitativa de algunos de los extractos obtenidos

Jul

4 - Toronijil agitacién rotacional
Hlerba Luisa agitacion rotamonal ‘

| ‘ I ,,
40% l . 80% " 40% ,“J, 80%

Nota: Se observan los extractos de hierba luisa y toronjil a diferentes concentraciones de etanol por el

método de agitacion rotacional.
Medicién de la concentracion de compuestos fendlicos

Se realizd la medicidn por triplicado de la concentraciéon de compuestos polifendlicos utilizando

la curva de calibracién realizada con acido gélico explicada en el capitulo de materiales y métodos.

Curva de calibracion

La curva de calibracion obtenida a partir de dcido gdlico, carbonato de sodio y reactivo de Folin-

Ciocalteau se encuentra en la Figura 14 y posee un R=0.9984.
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Figura 14

Curva de calibracion obtenida a partir de dcido gdlico, reactivo de Folin-Ciocalteau y carbonato de sodio.

Con una ecuacion de la recta y=0.0764X — 0.0746 y un R=0.9984

Curva de Calibracion para la Cuantificacién de la Concentracién de Polifenoles

y=0.0764X — 0.0746
0.30 R=0.9984 4

0.25

0.20

0.15

Absorbancias obtenidas (nm)

0.10

0.05 T T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5

Concentracion Acido Galico (mg EAG/L)

Nota: La linea de color rojo muestra las absorbancias obtenidas experimentalmente y la linea de color
negro muestra la regresion lineal de estas lecturas con la cual se obtiene la ecuacién y la R utilizada en

los andlisis siguientes.

Medias de las concentraciones obtenidas por agitacion orbital de cada una de las muestras de plantas.

Utilizando esta curva de calibracién se realizaron las mediciones de la cantidad de polifenoles
totales en las 5 muestras de plantas y se obtuvieron los siguientes resultados para la agitacion orbital,

todas las concentraciones se encuentran en mg EAG/L en la tabla 8.
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Tabla 8

Medias de las concentraciones obtenidas por agitacion orbital con los diferentes porcentajes de etanol

utilizados para las extracciones.

Planta Concentracion Concentracion de compuestos Desviacion
etanol polifendlicos (mg EAG/L) Estandar
Hierba 0% 2.83 0.02
luisa 20% 2.09 0
40% 2.94 0.02
80% 2.38 0.01
Llantén 0% 1.12 0.02
20% 1.31 0.01
40% 1.77 0.02
80% 1.45 0.05
Ruda 0% 2.21 0
20% 3.09 0.01
40% 4.32 0.02
80% 4.05 0.01
Santa 0% 1.36 0.02
maria 20% 3.37 0.03
40% 4.22 0.03
80% 3.22 0.02
Toronijil 0% 2.49 0.01
20% 4.31 0.02
40% 5.66 0
80% 1.43 0.01

Nota: Todas las concentraciones mostradas son el promedio de los datos por triplicado obtenidas, y por

ello se muestran las desviaciones estandar.

Medias de las concentraciones obtenidas por agitacion rotacional de cada una de las muestras de plantas.

Utilizando esta curva de calibracién se realizaron las mediciones de la cantidad de polifenoles
totales en las 5 muestras de plantas y se obtuvieron los siguientes resultados para la agitacién

rotacional, todas las concentraciones se encuentran en mg EAG/L en la Tabla 9.
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Tabla 9

Medias de las concentraciones obtenidas por agitacion rotacional con los diferentes porcentajes de

etanol utilizados para las extracciones.

Planta Concentracion  Concentracidon de compuestos Desviacién

etanol polifendlicos (mg EAG/L) Estandar

Hierba 0% 1.82 0.01
luisa 20% 1.65 0

40% 1.76 0.01

80% 2.13 0.01

Llantén 0% 1.03 0.01
20% 1.25 0

40% 1.56 0.01

80% 1.32 0.02

Ruda 0% 4.36 0.05

20% 2.51 0.01

40% 6.6 0.07

80% 5.37 0.02

Santa 0% 2.76 0.02
maria 20% 2.33 0
40% 4.17 0

80% 5.34 0.03
Toronijil 0% 4.26 0

20% 4.03 0.02

40% 5.43 0.05
80% 5.33 0

Nota: Todas las concentraciones mostradas son el promedio de los datos por triplicado obtenidas, y por

ello se muestran las desviaciones estandar.

Andlisis de los mejores extractos para cada planta.

Una vez obtenidos los resultados de cada una de las plantas por triplicado y haber realizado los
analisis estadisticos para obtener las medias de cada uno de ellos se obtuvieron los siguientes
resultados. En los extractos de hierba luisa, llantén, ruda y toronijil; la concentracién de etanol del 40%

fue la con la que se obtuvo mayores concentraciones de compuestos polifendlicos para estas plantas
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para estas plantas. Mientras que en el caso de la santa maria se obtuvieron mejores concentraciones de
compuestos polifendlicos con una extraccion del 80% de etanol. Por otro lado, al analizar los métodos
de agitacion y los resultados en concentracién de polifenoles, se observa que tres de las cinco plantas
analizadas: hierba luisa, llantén y toronjil; muestran las concentraciones de compuestos polifenélicos
mayores al realizarse la extraccidn por agitacidn orbital. Por otro lado, la ruda y la santa maria presentan
las mayores concentraciones de compuestos polifendlicos al realizarse la extraccidn por agitacion

rotacional.

Con estos resultados podemos observar que las mayores concentraciones de compuestos polifendlicos
dependen directamente de la planta que se esté analizando y es importante previo a medir
concentraciones de compuestos polifenélicos probar varios métodos de extraccidn para asi asegurar

gue el método seleccionado es el mejor para la planta que se busca analizar.

Una vez obtenidas las concentraciones por triplicado de cada planta y la media de estas
concentraciones se procedieron a realizar la comparacion entre los extractos con mayor concentracion
de etanol de cada una de las plantas, el grafico comparativo se observa en la Figura 15. Las plantas
medicinales que presentaron mayor concentracion de compuestos polifenélicos fueron santa maria,
ruda y toronjil, estas presentaron cantidades mayores a 5 mg EAG/L de polifenoles. Mientras que llantén
y hierba luisa presentaron concentraciones menores a 3 mg EAG/L. Para esta caracteristica los 3 mejores

extractos son los que presentan mayor concentracion de polifenoles siendo santa maria, ruda y toronjil.
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Figura 15

Comparacion grdfica entre las concentraciones de compuestos polifendlicos en las plantas medicinales

analizadas, segun el extracto que presenté mayor concentracion de estos compuestos.

Concentracion de compuestos polifendlicos en plantas medicinales

Santa Maria

Ruda ’

Llantén }(

T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Plantas analizadas

o

Concentracion de compuestos polifendlicos (mgEAGIL)

Nota: Las concentraciones en el grafico son las siguientes: hierba luisa 2.94 mg EAG/L, llantén 1.77 mg
EAG/L, toronjil 5.66 mg EAG/L, ruda 6.60 mg EAG/L y santa maria 5.34 mg EAG/L.

Estos resultados se comparan en la Tabla 10 a continuacidon con la concentracidon de compuestos
polifendlicos en otras plantas medicinales en las cuales se ha realizado el mismo andlisis en otras

investigaciones.

Tabla 10

Cuadro comparativo de la concentracion de compuestos polifendlicos analizados durante este proyecto
de integracion curricular y otras plantas medicinales analizadas en otros proyectos e investigaciones

anteriormente.

Planta Concentracion de Fuente
compuestos polifendlicos

Hierba Luisa (Cymbopogon Este proyecto

2. E L
citratus (DC.) Stapf) 94 mg EAG/
Llantén (Plantago major L.) 1.77 mg EAG/L Este proyecto
Ruda (Ruta graveolens L.) 5.66 mg EAG/L Este proyecto
i E.
Santa Maria (Tanacetum 6.6 mg EAG/L ste proyecto

parthenium L. Sch.Bip.)
Toronjil (Melissa officinalis L.) 5.34 mg EAG/L Este proyecto
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Planta

Concentracion de
compuestos polifendlicos

Fuente

Manzanilla (Matricaria
chamomilla L.)

2.54 mg EAG/L

(Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano,
Guajardo Garcia, Sanchez Carmona,
& Rodriguez Guerrero, 2022)

Lavanda (Lavandula angustifolia
Mill.)

2.21 mg EAG/L

(Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano,
Guajardo Garcia, Sanchez Carmona,
& Rodriguez Guerrero, 2022)

Buganvilias (Bougainvillea glabra
Choisy)

1.61 mg EAG/L

(Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano,
Guajardo Garcia, Sanchez Carmona,
& Rodriguez Guerrero, 2022)

Cola de caballo (Equisetum
bogotense
Kunth)

11.76 mg EAG/L

(Hernandez Moreno, Salazar,
Hernandez Rodriguez, & Pabdn,
2022)

Ortiga de drbol (Urera carasaca
(Jacq.) Gaudich. ex. Griseb.)

3.27 mg EAG/L

(Hernandez Moreno, Salazar,
Hernandez Rodriguez, & Pabodn,
2022)

Andlisis ANOVA para la concentraciéon de compuestos polifendlicos

Para la concentracidon de compuestos polifenélicos se utilizé el software de analisis estadistico

“SigmaPlot”. Dentro de este se colocaron como variables: A) El tipo de planta medicinal, B) El tipo de

agitacion y C) El porcentaje de etanol que se utilizé para la extraccion. Cada una de las medidas se

insertd por triplicado haciendo que el analisis final fuera de 120 datos en total.

Hipdtesis a probar con el andlisis ANOVA

R/

% Ho general: No hay diferencias entre las medias de concentracién de polifenoles para los

factores: Tipo de agitacion, el tipo de planta y el porcentaje de etanol utilizado para la

extraccion.

< H alternativa general: Al menos un par de medias de concentracién de polifenoles son

significativamente distintas la una de la otra para los factores de: tipo de agitacion, el tipo de

planta y el porcentaje de etanol utilizado para la extraccién.

de agitacion.

% Hol: No hay diferencia entre las medias de concentracidn de polifenoles para el factor de tipo



Y/
0'0

Y/
0'0
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H alternativa 1: Al menos un par de medias de concentracidn de polifenoles son
significativamente distintas para el factor de tipo de agitacion.

Ho2: No hay diferencia entre las medias de concentracion de polifenoles para el factor de tipo
de planta.

H alternativa 2: Al menos un par de medias de concentracién de polifenoles son
significativamente distintas para el factor de tipo de planta.

Ho3: No hay diferencia entre las medias de concentracién de polifenoles para el factor de
porcentaje de etanol utilizado para la extraccién.

H alternativa 3: Al menos un par de medias de concentracidn de polifenoles son

significativamente distintas para el factor de porcentaje de etanol utilizado para la extraccién.

Datos obtenidos del andlisis ANOVA con nivel de significancia de 0.05

En el andlisis ANOVA realizado con SigmaPlot se obtuvo la Tabla 11. En esta se obtienen valores

de F y valores de p. El valor de F es un cociente de varianzas y muestra que tan dispersos se encuentran

los datos entre ellos. Mientras que el valor p se encarga de medir la probabilidad de rechazar la

hipétesis nula, mientras menor sea este valor con mas certeza se puede descartar la hipétesis nula.

Por otro lado, en la Tabla 11 también se observan otros valores como el grado de libertad, la

suma de cuadrados y la media cuadratica. El grado de libertad, es la cantidad de datos que podrian

variar y esta se calcula restando uno a la cantidad de datos a analizarse. Por otro lado, la suma de

cuadrados es otra medida de variacidn, pero en este caso se calcula con respecto a la media, se calcula

sumando los cuadrados de las diferencias que se obtienen con respecto a la media. Finalmente, la media

cuadratica se calcula elevando al cuadrado todos los datos para eliminar signos negativos y se obtiene

una media aritmética para después volver a sacar la raiz cuadrada. Todos estos cdlculos se observan

resumidos tanto en la Tabla 11 y se vuelven a mencionar en tablas en otros analisis estadisticos.



Tabla 11

Tabla obtenida del andlisis de los datos de concentracion de compuestos polifendlicos en el software

“SigmaPlot” para un nivel de significancia de 0.05
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Fuente de Grados de SS (Suma de MS (Media F Valor p
variacion Libertad Cuadrados) Cuadratica)

Planta 4 140.71 35.18 57075.31 <0.001
Medicinal

Tipo de 1 6.68 6.68 10829.31 <0.001
Agitacidn

Porcentaje de 3 37.54 12.51 20300.73 <0.001
Etanol

Planta vs. 4 18.64 4.66 7560.37 <0.001
Agitacidn

Planta vs. 12 31.69 2.63 4272.20 <0.001
Etanol

Agitacion vs. 3 14.96 4,99 8090.54 <0.001
Etanol

Planta vs. 12 20.45 1.70 2765.42 <0.001
Agitacion vs.

Etanol

Residual 80 0.049 0.000616

Total 119 270.62 2.274

Para los andlisis de tipo ANOVA de tres vias es importante calcular los errores estandar debido a que al

analizar tres variables es posible que se cometa errores al momento de descartar la hipétesis nula, los

errores de este tipo se observan en la Tabla 12 para este andlisis. En este caso los errores se muestran

en decimales y mientras menores sean estos, quiere decir que menor error hay de descartar una

hipétesis nula correcta.
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Tabla 12

Errores estdndar de las medias de minimos cuadrados en cada una de las comparaciones realizadas para

un nivel de significancia de 0.05

Factor(es) analizados Error Estandar de las medias de minimos cuadrados
Tipo de Planta 0.00507
Tipo de Agitacién 0.00321
Porcentaje de etanol 0.00453
Tipo de Planta vs. Tipo de Agitacion 0.00717
Tipo de Planta vs. Porcentaje de Etanol 0.0101
Tipo de Agitacion vs. Porcentaje de Etanol 0.00641
Tipo de Planta vs. Tipo de Agitacion vs. 0.0143

Porcentaje de Etanol

Interpretacion de los datos obtenidos del andlisis ANOVA para un nivel de significancia de 0.05

Debido a que todos los valores p obtenidos del andlisis fueron menores a 0.001, esto indicaria que se
comprueba que existe una interaccién estadisticamente significativa entre los tres factores de andlisis
(Tipo de planta, Tipo de agitacidon y Concentracidn de etanol), por lo que se rechaza la hipdtesis nula
general y las 3 hipdtesis nulas especificas de cada factor. El andlisis de factores con interaccién de tres
vias concluyé que el efecto de interaccion que existe entre los factores del Tipo de Planta y el Tipo de

agitacion, depende del nivel de etanol que se esté utilizando para la extraccidn.

Por otro lado, se realizaron procedimientos de comparacién multiple por pares utilizando el método de
Holm-Sidak utilizando el mismo programa, este método se encargd de realizar comparaciones por
factores, es decir se hicieron ensayos para corroborar si existian o no diferencias significativas

estadisticamente entre los diferentes factores analizandolos entre ellos.

Como resultado de este analisis se obtuvo que existia una diferencia estadisticamente significativa con

un valor p=<0.001 para casi todas las comparaciones por pares exceptuando los siguientes casos:
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v' Comparaciones por factor: Tipo de planta, dentro de la agitacién orbital y con un porcentaje de
etanol del 80%; se determind que las diferencias de Llantén vs. Toronjil no son estadisticamente
significativas debido a que el valor p fue de 0.623.

v' Comparaciones por factor: Tipo de planta, dentro de la agitacién rotacional y con un porcentaje
de etanol del 80%; se determind que las comparaciones: Ruda vs. Toronjil, Ruda vs. Santa Maria
y Santa Maria vs. Toronjil no son estadisticamente significativas debido a que sus valores p
fueron: 0.148, 0.265 y 0.623. Siendo la Ultima comparacion la que presenta mayor valor p, esto
se debe a que los extractos de estas plantas tuvieron concentraciones de compuestos

polifenélicos sumamente similares en estos factores de extraccién.

Datos obtenidos del andlisis ANOVA con nivel de significancia de 0.01

Las tablas de resultados y los errores de este andlisis coincidieron con los obtenidos con un nivel de
significancia del 0.05, esto se debe a que los valores de p obtenidos durante el analisis de nivel de
significancia 0.05 siempre fueron menores a 0.001. Esto hace que los errores, y la interpretacién de
resultados se mantengan constantes. Puede que al no existir variacion en los resultados de los dos
analisis ANOVA con diferente nivel de significancia se considere innecesario un segundo analisis con un
nivel de significancia mds exacto; sin embargo, para métodos analiticos se necesitan analisis estadisticos

mas especificos, para aminorar la probabilidad de errores al descartar una u otra hipédtesis.

Medicion de la capacidad antioxidante

Para la medicion de la capacidad antioxidante se procedidé a tomar 6 medidas en total, la
primera fue del DPPH sin la muestra y a continuacion se procedié a tomar 5 medidas con la muestra en
intervalos de 2 minutos; los promedios de estas mediciones se muestran en la Tabla 13. Esto se realizo

solamente con el extracto con mayor cantidad de compuestos polifendlicos de cada planta, los cuales se
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presentaron en la Figura 15. Esto se debe a que para la sintesis de nanoparticulas se deben elegir los

extractos con mejores caracteristicas combinadas.

Promedios de absorbancias obtenidas para los extractos de las plantas analizadas y su respectivo porcentaje

de capacidad antioxidante.

Los resultados de las mediciones de absorbancia promedio de cada uno de estos extractos se
presentan en la Tabla 13, al igual que el porcentaje de capacidad antioxidante promedio obtenido

mediante la férmula explicada en metodologia.

Tabla 13

Promedios de absorbancias obtenidos para los extractos de las plantas analizadas y el porcentaje de

capacidad antioxidante promedio de cada una de ellas.

Planta Absorbancia %Capacidad Desviacién
Promedio Antioxidante Promedio Estandar
Hierba luisa 0.17 61% 0.03
Llantén 0.25 51% 0.01
Ruda 0.08 82% 0.03
Santa maria 0.17 63% 0
Toronijil 0.18 61% 0.01

Nota: los extractos con mayor concentracion de compuestos polifenélicos fueron los seleccionados. En
el caso de hierba luisa fue por agitacién orbital y con etanol al 40%. Para llantén fue por agitacién orbital
y con etanol al 40%. Para ruda fue por agitacidn rotacional y con etanol al 40%. Para la santa maria fue
por agitacion rotacional y con etanol al 80%. Finalmente, para toronjil fue por agitacién orbital y con
40% etanol.

Los resultados de los andlisis del porcentaje de capacidad antioxidante del mejor extracto de
cada planta estudiada se muestran en la Figura 16, los cuales muestran que los extractos de ruda,
toronijil y santa maria muestran los porcentajes mas altos de capacidad antioxidante, siendo todos

mayores al 60%. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el analisis de la concentracion de
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compuestos polifendlicos, por lo que estos fueron los extractos que se seleccionaron para la posterior

sintesis de nanoparticulas.

Figura 16

Comparacion grdfica de los promedios de los porcentajes de capacidad antioxidante de los 5 extractos
que fueron analizados.

Promedios de Capacidad Antioxidante de los 5 Extractos Analizados
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Plantas analizadas

Nota: La capacidad antioxidante de los extractos analizados son hierba luisa 58%, llantén 51%, toronjil
61%, ruda 82% y santa maria 63%.
Estos resultados se compararon con otros realizados previamente en otras investigaciones y proyectos

de plantas medicinales. Estas comparaciones se observan en la Tabla 14, los estudios presentados

muestran porcentajes obtenidos por el mismo método para evitar variaciones.

Tabla 14

Cuadro comparativo del porcentaje de capacidad antioxidante analizados durante este proyecto de

integracion curricular y otras plantas medicinales analizadas en otros proyectos anteriormente.

Planta Porcentaje de Fuente
capacidad antioxidante

Hierba Luisa (Cymbopogon Este proyecto

0,
citratus (DC.) Stapf) 58%
Llantén (Plantago major L.) 51% Este proyecto

Ruda (Ruta graveolens L.) 82% Este proyecto
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Planta

Porcentaje de
capacidad antioxidante

Fuente

Santa Maria (Tanacetum

Este proyecto

parthenium L. Sch.Bip.) 63%

Toronjil (Melissa officinalis o Este proyecto

L) 61%

Manzanilla (Matricaria (Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano, Guajardo

chamomilla L.) 75.4% Garcia, Sdnchez Carmona, & Rodriguez
Guerrero, 2022)

Lavanda (Lavandula (Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano, Guajardo

angustifolia 78.1% Garcia, Sdnchez Carmona, & Rodriguez

Mill.) Guerrero, 2022)

Buganvilias (Bougainvillea (Garcia Vieyra, Jaramillo Arellano, Guajardo

glabra Choisy) 80.2% Garcia, Sdnchez Carmona, & Rodriguez
Guerrero, 2022)

Cola de caballo (Equisetum (Hernandez Moreno, Salazar, Hernandez

bogotense 46.41% Rodriguez, & Pabdn, 2022)

Kunth)

Ortiga de drbol (Urera (Hernandez Moreno, Salazar, Hernandez

carasaca (Jacq.) Gaudich. 51.59% Rodriguez, & Pabdn, 2022)

ex. Griseb.)

Analisis ANOVA de la capacidad antioxidante

El analisis ANOVA que se realizé para la capacidad antioxidante, se analizé realizando 5 mediciones con

el extracto en el lapso de 2 minutos entre cada medicién. Los datos fueron colocados en el software

SigmaPlot como se muestra en la Tabla 15 y las hipdtesis de este andlisis se presentan a continuacion.

Hipdtesis:

** Ho: No hay diferencia entre las medias de capacidad antioxidante para el factor de tipo de

planta.

®

de tipo de planta.

+* H alternativa: Al menos un par de medias capacidad antioxidante son diferentes para el factor
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Tabla de como se colocaron los datos para el andlisis ANOVA de la capacidad antioxidante

Mediciones Hierba luisa Llantén Ruda Santa maria Toronjil
Medicién 1 62% 53% 86% 64% 62%
Medicién 2 59% 52% 84% 64% 61%
Medicién 3 57% 51% 82% 63% 61%
Medicion 4 55% 50% 80% 62% 60%
Medicién 5 54% 50% 79% 63% 60%

Nota: *%: porcentaje de capacidad antioxidante

Andlisis ANOVA de capacidad antioxidante para un nivel de significancia de 0.05%

Para este andlisis se realizé un ANOVA de tipo Kruskal-Wallis, también conocido como prueba de H, por

tipo de planta.

Tabla 16

Tabla de los datos obtenidos durante el andlisis ANOVA de la capacidad antioxidante

Grupo N 25% 75%
Hierba luisa 5 57.00 54.50
Llantén 5 51.00 50.00
Ruda 5 82.00 79.50
Santa maria 5 63.00 63.00
Toronijil 5 61.00 60.00

Nota: En este grafico N es la cantidad de datos ingresado, en este caso fueron 5 mediciones. El 25% vy el

75% muestras las distribuciones de los daros en estos porcentajes. De ellos se obtiene un valor H.

Se obtiene un valor H de 22.473 con 4 grados de libertad. (P = <0.001)

Ademas, se realizé un test de Turkey para obtener una comparacién multiple, los resultados de este test

en particular se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17

Resultados del test de Turkey

Comparaciones Diferencia de rangos q P<0.05
ruda vs llantén 100.00 6.08 Si
ruda vs hierba luisa 70.50 4.28 Si
ruda vs toronjil 54.50 3.31 No
ruda vs santa maria 25.00 1.52 No probar
Comparaciones Diferencia de rangos q P<0.05
santa maria vs llantén 75.00 4.56 S
santa maria vs hierba luisa 45.50 2.77 No
santa maria vs toronjil 29.50 1.79 No probar
toronjil vs llantén 45.50 2.77 Si
toronjil vs hierba luisa 16.00 0.97 No probar
hierba Luisa vs llantén 29.50 1.79 No probar

Nota: La diferencia de rangos muestra las comparaciones realizadas entre las plantas. El valor g se
obtiene a través de la Tabla de Turkey, y con este valor a su vez se obtiene el valor p.

Interpretacion de los resultados para el andlisis ANOVA de capacidad antioxidante para un nivel de

significancia de 0.05

La Prueba de ANOVA de Kruskal-Wallis de un Factor mostrd que las diferencias de los valores de las
medianas entre los tipos de planta analizados son mayores a los esperados por error, por ende, se

concluye que son estadisticamente significativos con un p menor a 0.001.

Por otro lado, la prueba de Turkey de multiple comparacién arrojé como resultado que los datos que se
muestran como “no probar”, es decir ruda vs. santa maria, santa maria vs. toronjil, toronjil vs. hierba
luisa y hierba luisa vs. llantén no tuvieron una diferencia significativa entre los dos factores analizados
dentro de estas comparaciones, siendo el tipo de planta y el porcentaje de capacidad antioxidante. En
este mismo cuadro podemos observar que las que si tuvieron una diferencia significativa
estadisticamente fueron la ruda vs. llantén, ruda vs. hierba luisa y santa maria vs. llantén; esto se debe a
gue ruda y santa maria fueron los dos extractos con mayor porcentaje de capacidad antioxidante

mientras que la hierba Luisa y el llantén fueron los dos extractos con menor porcentaje.
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Andlisis ANOVA de capacidad antioxidante para un nivel de significancia de 0.01

Para este andlisis se realizé un ANOVA de una via con un nivel de significancia menor que el anterior
debido a que al estarse analizando metabolitos, las medidas de andlisis suelen ser sumamente pequefias
y por ello es recomendable analizar niveles de significancia del 0.01. Los datos obtenidos del analisis

ANOVA con un nivel de significancia de 0.01 se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18

Tabla de los datos obtenidos durante el andlisis ANOVA de la capacidad antioxidante para un nivel de

significancia de 0.01
Grupo N Mediana Desv. Estandar Error Estandar
Hierba Luisa 5 57.40 3.21 1.44
Llantén 5 51.20 1.3 0.58
Ruda 5 82.20 2.86 1.28
Santa Maria 5 63.40 0.55 0.25
Toronjil 5 60.80 0.84 0.37

Nota: En este caso N representa al nimero de mediciones analizadas. La mediana es el promedio de las
mediciones. La desviacién estandar es la variabilidad que existe en los datos obtenidos y el error
estandar se encarga de estimar como varia el valor entre muestra y muestra.

En este tipo de analisis ANOVA se analizan a su vez las fuentes de variacion, cuyos resultados se
observan en la Tabla 19, la variacién entre grupos es la variacién que se da entre los 5 grupos analizados
(hierba luisa, llantén, ruda, santa maria y toronjil), mientras que la fuente de variacion residual es
aquella que se da entre todos los datos. Como se explicé en el andlisis anterior SS es la suma de
cuadrados y MS es la media cuadratica. Ambas medidas fueron explicadas en significado y en manera de

calcular anteriormente, al igual que el valor F y el valor p.

Tabla 19

Tabla de las Fuentes de variacion obtenidas por el andlisis ANOVA de la capacidad antioxidante para un

nivel de significancia de 0.01



67

Fuente de variacion Grados de Libertad SS MS F Valor p
Entre Grupos 4 2721.20 680.30 160.45 <0.001
Residual 20 84.80 4.24
Total 24 2806.00

A continuacidn, se realizd un andlisis por el método de Holm-Sidak para una comparacion de pares
multiples, es decir se realizé una comparacién entre los diferentes pares de plantas como se observa en

la Tabla 20.

Tabla 20

Tabla de comparaciones por el factor: tipo de planta. Para un ANOVA con nivel de significancia de 0.01

Comparacion Diferencia de Medias T P P<0.010
ruda vs. llantén 31.00 23.8 <0.001 Sl
ruda vs. hierba Luisa 24.80 19.04 <0.001 Sl
ruda vs. toronjil 21.40 16.43 <0.001 Sl
ruda vs. santa maria 18.80 14.44 <0.001 Sl
santa maria vs. llantén 12.20 9.37 <0.001 Sl
toronjil vs. llantén 9.60 7.37 <0.001 Sl
hierba luisa vs. llantén 6.20 4.76 <0.001 Sl
santa maria vs. hierba luisa 6.00 4.61 <0.001 Sl
toronjil vs. hierba luisa 3.40 2.61 0.03 No
santa maria vs. toronjil 2.60 2 0.06 No

Nota: El valor T que se presenta la diferencia en relacién a la variacién de los datos analizados. El valor p
es el presentado anteriormente, el cual representa que tan acertadamente se puede descartar la

hipétesis nula.

Interpretacion de resultados para el andlisis ANOVA de capacidad antioxidante para un nivel de

significancia de 0.01

Estos resultados muestran que al analizar la fuente de variacion entre plantas se obtiene un valor de p
menor a 0.001, por lo que se rechaza la hipdtesis nula, lo que significa que si existe diferencia

estadisticamente significativa en la capacidad antioxidante entre el tipo de planta que se estd
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analizando. Por otro lado, al realizar la comparacién por factor se observa que solamente hay dos
comparaciones que se pueden considerar “iguales” siendo estas: toronjil vs. hierba luisa y santa maria
vs. toronjil. Esto se relaciona directamente con que la capacidad antioxidante de toronjil estd
justamente intermedia entre la de santa maria y la de hierba luisa haciendo que este sea el tercer
extracto con mayor porcentaje de capacidad antioxidante. Por ende, al compararlo con las dos muestras
mas cercanas (segunda y cuarta) puede parecer que no existe una diferencia significativa
estadisticamente entre los porcentajes de capacidad antioxidante del extracto de toronjil con los

extractos de hierba luisa y santa maria.

Anadlisis de las de nanoparticulas de Cobre sintetizadas

Previo a los andlisis de estabilidad y caracterizacion de estas nanoparticulas se hicieron analisis
de la cantidad de muestra que usar para el DLS para obtener resultados éptimos. Los resultados de este
analisis mostraron que entre 10ul y 60ul de muestra se obtenian lecturas similares, sin embargo, con
mads de 60ul presentaban lecturas disparejas o erraticas en ciertas muestras. Por ello se estandarizé la
medicion en el DLS para todas las muestras de nanoparticulas tanto de cobre como de yoduro de cobre,

con 50ul de muestra de nanoparticulas y 3 ml de agua destilada tipo 1.

Nanoparticulas con extracto de Ruda

Las nanoparticulas de cobre sintetizadas con extracto de ruda tuvieron el cambio de color que
muestra la sintesis correcta de nanoparticulas después de colocar 0,8 ml del extracto de ruda
seleccionado, en este caso fue la obtenida con etanol al 40% y agitacidn rotacional. El pH inicial de la

solucion fue de 3.6 y después se agregaron 9.4ml de NaOH para llegar a un pH final de 9,02.

A continuacidn, se realizé la lectura en el UV-Visible de las particulas obtenidas, mostrandose
una curva con un pico entre 200-350nm el cual llegaba a su limite mds bajo en alrededor de 500nm. Lo

gue indica que, si existid una sintesis de nanoparticulas de cobre, esto se concluye debido a que existen
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curvas obtenidas en investigaciones previas sobre nanoparticulas de cobre que muestran curvas iguales
a las obtenidas, sin embargo, se encuentran en su estado oxidado, esto también se puede concluir
debido a las curvas observadas en bibliografia de investigaciones previas. La curva obtenida se muestra

en la Figura 17.

Figura 17

Curva obtenida en el UV-Visible del andlisis de NPs de cobre sintetizadas con extracto de ruda (Ruta

graveolens L.)
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Por otro lado, los resultados de la curva cinética de estabilidad, mostraron que las
nanoparticulas de ruda tenian un tamaio medio de aproximadamente 10 nm, aunque las medidas
mostraron que las nanoparticulas se encontraban en un rango entre 7.3-12.3 nmlo que muestra una
pequefia variabilidad de tamafios; esto se puede observar con mayor claridad en la Tabla 21 y la Figura

18.
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Tabla 21

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs

de cobre sintetizadas con extracto de ruda

Tiempo Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio Promedio Desv. Estad.

(Min) 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm) 4 (nm) (nm) General General

0 9 9.2 9 8.8 9

45 10.8 11.2 11.5 11 11

90 11.9 12.8 12.5 12.1 12.3

135 9.3 9.4 9.5 9.4 9.4

180 10 10.5 9.8 9.7 10

225 9 9.2 9 8.9 9.1 27 136

270 8 7.4 7 7 7.3

315 10.4 10.6 11 10.7 10.7

360 9.7 10 9.2 9.7 9.7

405 9 9.1 9 9 9

Figura 18

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de cobre sintetizadas con extracto de ruda.

Cinética de estabilidad de NPs de cobre con extracto de ruda
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Nanoparticulas con extracto de Santa Maria

Las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de santa maria, tuvieron el cambio de color con
0.8 ml del extracto seleccionado. El extracto seleccionado para la sintesis fuer el obtenido con una
concentracion de etanol del 80% y por agitacién rotacional. Al analizar el pH inicial de las nanoparticulas
fue de 4.09 y se agregaron 8.4ml de NaOH hasta alcanzar un pH final de 10.63. La curva obtenida en el
UV-Visible se muestra en la Figura 19, en ella se puede observar una curva pronunciada entre 200 y 350
nm y después una curva menos pronunciada entre 350 y 500 nm después de la cual se llega a una linea

constante. Esto resulta una curva similar a la obtenida en nanoparticulas de cobre oxidadas.

Figura 19

Curva obtenida en el UV-Visible de las NPs de cobre obtenidas a partir de extracto de Santa Maria

(Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.)
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Las mediciones de tamafos se pueden observar en la Tabla 22 y la curva de estabilidad cinética
se puede observar en la Figura 20. Para las nanoparticulas sintetizadas con el extracto de santa maria se
obtuvo una media de 9.7nm y las mediciones oscilan entre 7.9nm y 13.1 nm. Esto muestra una variacién
de alrededor de 5nm sin embargo la mayoria de las mediciones situan al tamafio de las nanoparticulas

cercano a 9nm.

Tabla 22

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs

de cobre sintetizadas con extracto de santa maria.

Tiempo Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio Promedio Desv. Estand.

(Min) 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm) 4 (nm) (nm) general general

0 10 11 10.5 10.3 10.4

45 8 8 8.3 8.5 8.2

90 9 8.9 9.3 9.1 9.1

135 8.8 9.2 9.1 9.3 9.1

180 12.9 13 13.2 13.3 131

225 11.1 11.5 12 10.8 11.4 27 1.68

270 8 8 8.5 8.7 8.3

315 11 10.7 10.8 10.8 10.8

360 8.5 8.9 8.9 8.5 8.7

405 8 8 8 7.6 7.9
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Figura 20

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de cobre sintetizadas con extracto de santa
maria

Cinética de estabilidad de NPs de cobre con extracto de santa maria
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Nanoparticulas con extracto de Toronjil

Las nanoparticulas que se sintetizaron con el extracto de toronijil llegaron al cambio de color
después de colocar 0,8ml del extracto obteniéndose un pH inicial de 3.35, a esta substancia se le agregd
8.4ml de NaOH y se alcanzd un pH final de 9.08; una vez alcanzado un pH dentro del rango se procedio a
medir la curva en el espectro de UV-Visible y se obtuvo una curva que se muestra en la Figura 21, la cual
tiene como caracteristica ser una curva con varios picos entre 200-400nm y después a partir de los
450nm empieza a descender hasta que en los 650 nm aproximadamente se convierte en una linea recta.
Esto al igual que las dos curvas anteriores muestra que si se realizé una sintesis de nanoparticulas de

cobre, sin embargo, el resultado fue nanoparticulas oxidadas.
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Figura 21

Curva obtenida en el UV-Visible de las NPs de cobre obtenidas a partir de extracto de Toronjil (Melissa

officinalis L.)
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Las mediciones del tamafo de nanoparticula se muestran en la Tabla 23 y al analizar la
estabilidad y realizar la curva de estabilidad cinética de las nanoparticulas sintetizadas con extracto de
toronijil, la cual se observa en la Figura 22, se obtuvo un tamafio promedio de 9.38nm. A su vez se
obtuvo un rango entre las 10 mediciones tomadas de entre 7.1nmy 12.1 nm. Es decir, al igual que en las
otras dos nanoparticulas sintetizadas con otros extractos existe una diferencia de alrededor de 5nm

entre el rango superior y el inferior; 6 de las 10 mediciones muestran un tamafio de nanoparticulas

entre 9-10 nm.
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Tabla 23

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs

de cobre sintetizadas con extracto de toronjil

TIEMPO Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio Desv. Estand.

(Min) 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm) 4 (nm) 5 (nm) general General
0 10 10 9.5 10.5 10
45 9.2 9.6 9.4 9.4 9.4
90 12.3 12 11.9 12.3 121
135 9.2 9.3 9.7 9.4 9.4
180 10 9.8 9.7 9.7 9.8
225 10.5 10 10.1 10.2 10.2 938 1.48
270 10 10 9.8 10.2 10
315 7 7.1 7 7,2 7.1
360 7.2 7.2 7.1 7.2 7.2
405 8.6 8.5 8.7 8.6 8.6

Figura 22

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de cobre sintetizadas con extracto de
toronjil

Cinética de estabilidad de NPs de cobre con extracto de toronjil
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Sintesis de nanoparticulas de Yoduro de Cobre

Como se explicd en el protocolo para esta sintesis se utilizaron las nanoparticulas anteriores y se

les afadid yoduro de potasio, para de esta manera obtener nanoparticulas de yoduro de cobre.

Nanoparticulas con extracto de ruda

El pH inicial una vez se agregd el yoduro de potasio a las nanoparticulas de cobre fue de 8.20, el
cual luego se le agregd 0.2ml de NaOH para regular el pH hasta un valor de 9.06. A continuacién, se
analizaron las curvas en el espectro UV-Visible las cuales mostraron picos pronunciados que empezaban
a decrecer entre 300-350 nm y alcanzaban una linea recta aproximadamente a partir de 500 nm, como

se observa en la Figura 23.

Figura 23

Curva obtenida en el UV-Visible del andlisis de NPs de yoduro de cobre sintetizadas a partir de NPs de

cobre con extracto de ruda (Ruta graveolens L.)
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Después de realizar el andlisis de la curva en el UV-Visible se realizd el analisis en el DLS para

obtener la curva cinética y poder observar la estabilidad de las nanoparticulas a través del tiempo. El

analisis del DLS se puede observar en la Tabla 24 y en la Figura 24; en estos se puede observar que las

nanoparticulas de yoduro de cobre hechas a partir de la sintesis previa con extracto de ruda tuvieron un

tamafio aproximado de 8nm y tuvo un rango de tamafio de entre 6.9nm y 10.6nm, es decir la diferencia

maxima de tamafio entre las mediciones fue de 3.7nm.

Tabla 24

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs

de yoduro de cobre sintetizadas con extracto de ruda

Tiempo Medicion Medicion Medici6 Medicion Medicion Promedio Desv. Estand.
(Min) 1 (nm) 2 (nm) n 3 (nm) 4 (nm) 5 (nm) General General

0 8.6 8.2 8.4 8.4 8.4

45 7.2 7 7.4 7.3 7.2

90 8 8 9 9 8.5

135 7.2 7 6.8 6.9 6.9

180 9 8.9 8.8 9.3 9

225 7.6 7.9 8.2 8.1 7.9 8.37 1.02

270 8 8.3 8.5 8.1 8.2

315 10.6 10.9 10.5 10.7 10.6

360 8.2 8.3 8.3 8.4 8.3

405 8.5 8,9 8.7 8.6 8.7




78

Figura 24

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de yoduro de cobre sintetizadas con extracto
de ruda

Cinética de estabilidad de NPs de yoduro de cobre con extracto de ruda
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Nanoparticulas con extracto de santa maria

Las nanoparticulas de yoduro de cobre que se sintetizaron a partir del extracto de santa maria
tuvieron un pH inicial de 7.98 al cual se le regulé con 0.2ml de NaOH hasta alcanzar un pH final de 9.98.
Se procedid a analizar la muestra en el UV-Visible y se obtuvo la curva que se muestra abajo en esta se
puede observar que la curva tiene un pico en aproximadamente 250nm y que después existe una
protuberancia en aproximadamente 275nm antes de empezar el descenso completamente entre 300 y

350nm hasta alcanzar una linea recta estable a partir de 450nm, esto se puede observar en la Figura 25.



79

Figura 25

Curva obtenida en el UV-Visible del andlisis de NPs de yoduro de cobre sintetizadas a partir de NPs de

cobre con extracto de Santa Maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.)
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Las mediciones del tamafo de nanoparticulas se muestra en la Tabla 25 y el analisis de
estabilidad cinética en el DLS de las nanoparticulas, que se observa en la Figura 26, mostraron que
tenian un tamafio promedio de 8.6 nm. Ademas, el tamafio se encontrd en un rango entre 6.4y 10.1. Lo
gue muestra una diferencia maxima de 3.7 nm entre el mayor tamafo y el menor tamafio de medicién.
Las mediciones, la media de ellas y la curva cinética obtenida se pueden observar tanto en la tabla como

en el grafico a continuacién.
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Tabla 25

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs
de yoduro de cobre sintetizadas a partir de las NPs de cobre a su vez sintetizadas con extracto de santa

maria.

Tiempo Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio Desv. Estand.

(Min) 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm) 4 (nm) 5 (nm) General General
0 7.8 7.9 7.9 8 7.9
45 6 6.6 6.5 6.5 6.4
0 104 10 9.8 10.1 10.1
135 6 6 7 7.3 6.6
180 8.8 8.8 8.7 8.9 8.8
8.57 1.28
225 10 10.1 9.5 9.3 9.7
270 8 8.3 8.2 8.1 8.2
315 9.5 9.1 9.3 9.3 9.3
360 9.8 9.3 9.4 9.5 9.5
405 8.9 9.3 9.2 9.3 9.2
Figura 26

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de yoduro de cobre sintetizadas con extracto
de santa maria.

Cinética de estabilidad de NPs de yoduro de cobre con extracto de santa maria
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Nanoparticulas con extracto de toronjil

Las nanoparticulas obtenidas a partir de extracto de toronjil tuvo un pH inicial de 8.20 al cual se
le anadieron 0.3 ml de la solucidn de NaOH hasta obtener un pH final de 9.23. Se analizé las
nanoparticulas de yoduro de cobre en el UV-Visible y se obtuvo la curva que se observa en la Figura 27,
en la cual se puede observar varios picos entre 200 y 300 nm para después decrecer entre 350 y 600 nm

hasta alcanzar una linea recta.

Figura 27

Curva obtenida en el UV-Visible del andlisis de NPs de yoduro de cobre sintetizadas a partir de NPs de

cobre con extracto de toronjil (Melissa officinalis L.)
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Las mediciones del tamafio de las nanoparticulas se observan en la Tabla 26 y la curva de
estabilidad cinética se muestra en la Figura 28. El andlisis de estas mediciones mostré que el tamafio

promedio de las nanoparticulas sintetizadas a partir de las nanoparticulas de cobre con extracto de
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toronjil fue de aproximadamente 9.28 nm. A su vez en las mediciones se observd un rango de 6.6 nm

como la mas pequena y 10.9 nm como el mas grande. Es decir, la mayor diferencia de mediciones es de

4.3 nm entre la mayor medicién y la menor. Todas las mediciones se observan en la tabla de abajoy la

curva cinética de las nanoparticulas se observa en la grafica.

Tabla 26

Mediciones en intervalos de 45 minutos para la elaboracion de la curva cinética de estabilidad de las NPs

de yoduro de cobre sintetizadas a partir de las NPs de cobre a su vez sintetizadas con extracto de toronjil.

Tiempo Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion Promedio Desv. Estand.
(Min) 1 (nm) 2 (nm) 3 (nm) 4 (nm) 5 (nm) general General
0 8.7 8.7 9 8.8 8.8
45 10 9.1 9.6 9.6 9.6
90 11 10.5 11.2 11.1 10.9
135 10.2 10.5 10 10.1 10.2
180 6 7 6.5 6.7 6.6
225 7.5 7.1 6.8 6.9 7.1 9.28 1.39
270 10.1 10.1 10.2 10 10.1
315 10.2 10.1 10 10 10.1
360 9.7 9.9 9.7 9.8 9.8
405 9 10 9.6 9.7 9.6
Figura 28

Curva de estabilidad cinética de las mediciones para las NPs de yoduro de cobre sintetizadas con extracto

de toronjil.
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Capitulo V: Discusion

Concentracion de compuestos fendlicos

Estudios previos de plantas medicinales alrededor del mundo han concluido que los flavonoides
y otros compuestos fendlicos son los responsables del uso de estas plantas como medicinal ancestral
(Tungmunnithum, Thongboonyou, Pholboon, & Yangsabai, 2018). Los fitoquimicos de las plantas cada
vez se estan estudiando en mayor medida debido a que han demostrado poseer propiedades de interés
como anticancerigenos, antibacteriales, protectores cardiacos y muchas mas. Estas caracteristicas son
de interés en areas como la agricultura, la alimentaria, la cosmética y la que mayor impacto tiene es la

farmacéutica (Sytar, Hemmerich, Zivcak, Rauh, & Brestic, 2018).

Los resultados del andlisis de la concentracion de compuestos fenélicos realizados en esta
investigacion mostraron que todos los extractos tenian cierta concentracion de compuestos fenélicos,
incluso los extractos obtenidos con agua destilada. La concentracidn obtenida de llantén en agua
destilada tipo 1 fue la menor siendo apenas 1.03 mg EAG/L mientras que la mayor concentracion

obtenida fue la de ruda en 40% de etanol obteniéndose una concentracion de 6.6 mg EAG/L.

En este proyecto de integracién curricular no fueron analizados los fitoquimicos especificos
presentes en cada una de las plantas. Otros estudios si los han analizado, en el caso de la hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) un estudio realizado por (Unuigbe, Enahoro, Erharuyi, & Okeri, 2019)
concluyd que esta planta posee carbohidratos, azlcares reductores, saponinas, taninos, flavonoides,
otros compuestos fendlicos, proteinas y aceites esenciales. Otro estudio realizado por (Sousa,
Figueirinha, Batista, & Pina, 2021) realizé una identificacidon de polifenoles en hierba luisa por HPLC-PDA,
los resultados mostraron la existencia de taninos, acidos fendlicos como cafeico, ferulico y p-cumarico;
mientras que los dos flavonoides principales encontrados fueron los derivados de luteolina y apigenina.

En hierba luisa los mayores resultados obtenidos fueron 11.76 mg EAG/L, 11.32 mg EAG/Ly 9.44 mg
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EAG/L, las cuales al compararse con las obtenidas por (Delgado & Dagmarali, 2021) las cuales son 8.28

mg EAG/L, 10.59 mg EAG/L y 10.59 mg EAG/L resultan bastante similares.

Otra de las plantas analizadas fue Plantago major L., conocida cominmente como “llantén”,
esta planta ha sido estudiada alrededor del mundo debido a que se puede encontrar en numerosos
paises. Un estudio realizado por (Kobeasy, Abdel-Fatah, El-Salam, & EI-Ola, 2011) mostré que el llantén
posee 17 de los 22 compuestos que se analizaron, estando entre los principales compuestos fendlicos
los acidos ferulico, caféico y vanillico; ademas de que el principal flavonoide identificado fue la
luteonina. Un estudio similar en llantén, realizado en Colombia (Galvez & Jacobo, 2019), mostré que la
concentracidn de fenoles totales en llantén fue de aproximadamente 99 mg EAG/L, mientras que el
resultado obtenido en esta investigacion fue de 1.77 mg EAG/L, al comparar los resultados obtenidos
por Galvez y Jacobo, parecen ser totalmente disparejos, sin embargo esto se debe a la dilucién con la
cual se realizaron los andlisis; una vez que se realiza un equivalente de las diluciones los resultados
obtenidos son mds cercanos. Otra caracteristica importante al comparar los estudios realizados
anteriormente en Plantago major L., es que generalmente al compararla con otras plantas suele ser la
gue posee menor concentracion de compuestos polifendlicos, una caracteristica que se repite a lo largo

de este proyecto de integracion curricular.

La tercera planta medicinal que se analizé fue Ruta graveolens conocida coloquialmente como
“ruda” un estudio realizado por (Elasary, y otros, 2020) mostré que los compuestos fenélicos
encontrados en ruda fueron cuatro acidos fendlicos y dos flavonoides. En este estudio se determiné que
los principales acidos fendlicos que posee Ruta graveolens es el acido clorogénico y el acido p-cumarico.
Ademas, se encontré cantidades altas de flavonoides como rutosida y quercentina. El estudio realizado
por (Mokhtar, y otros, 2022) concluyd que la ruda posee una concentracidn alta de polifenoles por lo
gue es una de las plantas que puede tener aplicaciones importantes en el area farmacoldgica. Estos

resultados al compararlos con los obtenidos durante este estudio muestran conclusiones similares; esto
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se debe principalmente a que la ruda fue la planta medicinal con mayor cantidad de compuestos
polifendlicos presentes entre las plantas analizadas. Esto estd directamente ligado a los multiples usos
de la planta en medicina ancestral y a que el uso medicinal de esta abarca mas de un continente. Los
estudios citados previamente se realizaron en Asia o Africa; por lo que se puede intuir que los usos

medicinales de la planta han sido adaptados de estos continentes.

Tanacetum parthenium L. Sch.Bip., conocida comunmente como “santa maria” es una planta
medicinal que se usa tradicionalmente para tratar dolores de cabeza y migrainas. El uso ancestral de esta
planta ha hecho que en la actualidad estudios se interesen en los compuestos fenélicos que esta posee y
en el mejor método de extraccién de los mismos. El estudio realizado por (Zengin, y otros, 2020)
comparo técnicas de extraccién de compuestos polifenoles de santa maria, en todas se obtuvieron
concentraciones de polifenoles mayores a 45 mg EAG/L de extracto. El analisis por cromatografia liquida
de ultra alta presidn y espectrometria de masas en tandem (UHPLC-MS/MS), realizado en este estudio
mostrd que los compuestos fendlicos presentes en Tanacetum parthenium fueron los derivados del
acido caféico. Estos resultados comparados con la mayor medicién obtenida en este estudio la cual es
5.34mg EAG/L, esto se debe a que nuestro andlisis se realizé con diluciones sumamente altas por lo que
las concentraciones obtenidas parecen ser bajas a simple vista, pero en realidad se encuentran en un

nivel practicamente equivalente a las observadas en otros estudios.

La ultima planta medicinal analizada fue Melissa officinalis L., un estudio realizado por (Tulek, y
otros, 2020) y otro realizado por (Zam, y otros, 2022) mostraron que los principales compuestos
fendlicos que se encuentran en el toronjil son compuestos volatiles como: geranial y citronella; acidos
fendlicos, siendo el 4cido rosmarico el de mayor concentracidn; ademas se encontraron flavonoides
como la luteonina. En el estudio previamente realizado por (Medina, 2019), en la cual determind en la
cuantificacion de fenoles totales que el toronjil posee cuando se analiza extracto seco es de 34.5 mg

EAG/L; esto al compararlo con los resultados obtenidos en el desarrollo del proyecto de integracion
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curricular el cual fue de 5.66 mg EAG/L se observa que al analizar el extracto seco se obtienen mayores
cantidades de compuestos polifendlicos que al utilizar muestras frescas para el analisis. A pesar de que
se observa una diferencia dependiendo del estado del extracto, ambos extractos presentaron
concentraciones altas de compuestos polifendlicos al compararlos con otros resultados obtenidos

durante este proyecto de integracién curricular como es el caso del llantén (Plantago major L.).

Los resultados analizados en este proyecto como todos los articulos y tesis citados
anteriormente corroboran nuestros resultados que de las 5 plantas analizadas: hierba luisa
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), llantén (Plantago major L.), ruda (Ruta graveolens L.), santa maria
(Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y toronjil (Melissa officinalis L.), todas poseen compuestos fenélicos
dentro de sus extractos, pero la ruda (Ruta graveolens L.), la santa maria (Tanacetum parthenium L.
Sch.Bip.) y el toronjil (Melissa officinalis L.) poseen mayor cantidad de estos y por ello fueron

seleccionadas para la sintesis de nanoparticulas de cobre y de yoduro de cobre.

Capacidad antioxidante

Todas las plantas medicinales analizadas presentaron un alto porcentaje de capacidad
antioxidante, siendo el menor porcentaje 51% para la muestra de llantén. Estos resultados respaldan el
uso en medicinal ancestral, debido a los efectos positivos en la salud de las personas que las consumen
tanto de infusiones o extractos de estas plantas en cremas, farmacos, infusiones, etc. Ya se han
discutido previamente las concentraciones de compuestos polifendlicos y los tipos de estos compuestos
gue se encuentran en cada una de las plantas: hierba luisa (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), llantén
(Plantago major L.), ruda (Ruta graveolens L.), santa maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y toronijil
(Melissa officinalis L.). Estas cantidades suelen estar directamente relacionadas con el porcentaje de
capacidad antioxidante de cada uno de los extractos por lo que la mayoria de estudios citados
anteriormente también presenta un andlisis de la capacidad antioxidante, en su mayoria con el método

de DPPH.



87

Los resultados obtenidos en las concentraciones de compuestos polifenélicos y los obtenidos en
el porcentaje de capacidad antioxidante estuvieron relacionados, es decir los tres extractos con mayor
concentracion de compuestos polifendlicos coincidieron en ser los que obtuvieron mayor capacidad
antioxidante. Es importante mencionar que el primer analisis se lo llevé a cabo con el extracto diluido

1:100 y el segundo analisis se lo hizo con el extracto puro.

Para la capacidad antioxidante, los resultados obtenidos para hierba luisa (Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf), fue de un 58% de capacidad antioxidante; el estudio realizado por (Sah, Sia, Kiat, Kwang, &
Seng, 2012) mostrd que la hierba luisa analizada tenia una capacidad antioxidante de alrededor de 62%
lo que muestra una diferencia de apenas un 4%. Esto muestra que a pesar de que hay una diferencia de
10 afios entre el analisis citado y el andlisis realizado durante este proyecto de integracién curricular los
dos resultados mostraron un porcentaje sumamente similar, lo que sugiere n2que los metabolitos

secundarios que se encontraron hace diez afos son similares a los encontrados en el presente.

Otra de las plantas analizadas fue el llantén (Plantago major L.), los resultados que obtuvimos
del analisis fue que esta planta tenia un 51% de capacidad antioxidante, sin embargo otros estudios que
analizaron esta misma planta mostraron resultados muy variados, incluso (Rico, Sanchez, Trujillo , &
Pérez, 2013) usaron muestras de llantén de Espafia y obtuvieron un porcentaje de capacidad
antioxidante del 90.9%; es decir existe una diferencia del 40% entre los resultados obtenidos en dos
estudios. Al investigar la planta mas a fondo Plantago major L. es una planta de origen europeo y
asiatico, que en la actualidad esta distribuida en toda Europa, Norte de Africa, el Occidente de Asia,
Norteamérica y América Latina hasta Ecuador. Esta es considerada una “mala hierba” debido a su
facilidad para crecer y reproducirse, por ello se la encuentra en praderas, laderas y en los laterales de
carreteras y caminos (Blanco, Saborio, & Garro, 2008). La facilidad de adaptacion de Plantago major L.

muestra que los metabolitos que esta posee son capaces de ayudarla a sobrevivir al estrés abidtico y
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bidtico que pueden presentarse en diferentes territorios, es esto también lo que puede contribuir a su

tan variado porcentaje de capacidad antioxidante.

La tercera planta analizada fue ruda (Ruta graveolens L.), el andlisis mostré que la capacidad
antioxidante de esta planta fue del 82%, mientras que (Naveda, 2010) determiné que la ruda poseia un
70.60% de capacidad antioxidante. Los dos estudios fueron realizados con muestras de plantas
obtenidas de Pichincha por lo que comparten caracteristicas similares de terreno en la que han sido
cultivadas. Sin embargo, hay una diferencia significativa de un poco mas del 10% de actividad
antioxidante, esto se puede dar debido al tiempo que ha transcurrido entre un estudio y el otro, doce
afios, o también puede ser un efecto de que los cambios presentes en la tierra de la provincia han

sufrido alteraciones que han hecho que el porcentaje de antioxidantes en la planta aumente.

A continuacidn, se analizd la santa maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.), los resultados que
se obtuvieron fue que esta planta posee una capacidad antioxidante del 63%. Un estudio realizado por
(Hwan, y otros, 2019) que analizé 22 extractos de plantas de Peru, obtuvo que Tanacetum parthenium L.
Sch.Bip. tiene una capacidad antioxidante de 61.1% lo que demuestra que los resultados de esta planta
son consistentes con los obtenidos durante este estudio. A diferencia de los otros estudios que se
usaron para comparar los resultados de otras plantas este es mucho mds cercano en fecha,
aproximadamente realizado solamente dos afios después; el tiempo de diferencia entre estudios podria
estar directamente relacionado con la similitud de resultados. Ambos estudios confirmaron que
Tanacetum parthenium L. Sch.Bip. tiene una capacidad antioxidante alta, con mas del 60% por lo que es

una planta que seria buena candidata para sintesis verde de nanoparticulas.

Finalmente, se analizé toronjil (Melissa officinalis L.) los andlisis de esta planta mostraron que
tenia un porcentaje de capacidad antioxidante del 61%. Un estudio anterior (Moaca, y otros, 2018)

mostré que analizar diferentes concentraciones de Melissa officinalis L. obtenia diferentes porcentajes
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de actividad antioxidante, en este caso una concentracidén de 6mg/ml mostré una capacidad
antioxidante de aproximadamente un 70%. Otro estudio realizado con extractos a partir de agua
(Koksal, Bursal, Dikici, & Tozoglu, 2011) mostraron que la capacidad antioxidante cuando se realizan
extractos de este tipo es menor, 47.8% a los extractos a partir de etanol donde dependiendo del

tratamiento de la muestra se pueden obtener una capacidad antioxidante entre 60%-90%.

Como pudimos observar y comparar con otros estudios las capacidades antioxidantes de las
plantas estudiadas en la mayoria de casos tienden a variar o tener diferencias entre los estudios. Esto
como ya se explicd anteriormente se debe a que los metabolitos secundarios no solo dependen de las
rutas metabdlicas de cada planta; sino también estan relacionados con el estrés biético y abiético que la
planta esté experimentando en esa época y momento preciso. Por ello, aunque se analicen las mismas
plantas en diferentes afios, meses o incluso dias de diferencia puede existir cambios dentro de los
metabolitos secundarios que la planta necesita en ese instante. Otro estudio (Pokorny, Yanishlieva, &
Gordon, 2005) menciona que las diferencias en actividad antioxidante de las diferentes plantas depende
directamente del solvente que se use al momento de realizar la extraccién. En los diferentes estudios
usados para comparar se usaron métodos de extraccidn con etanol esto debido a que con ello las
variantes disminuian y la comparacién seria mas exacta; sin embargo, existian muchos otros estudios
con solventes como acetona, butanol o metanol que también se consideran buenas alternativas para

realizar extractos de plantas.

Nanoparticulas de cobre

Los extractos de frutas y plantas se han utilizado para la sintesis verde de nanoparticulas en los
ultimos anos. Ensayos previos como el de (Murgueitio, 2018) comprobd que se pueden sintetizar
nanoparticulas de hierro cero valente a partir de extractos de frutas como el capuli y el mortifio. Al igual
que en este proyecto integrador, el proyecto de (Murgueitio, 2018) mostré que los extractos vegetales

son excelentes agentes reductores y estabilizantes durante la sintesis verde de nanoparticulas y que
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ademas las nanoparticulas sintetizadas con ellos pueden utilizarse para aplicaciones como la

bioremediacién de suelos.

Las nanoparticulas de cobre son consideradas en la actualidad una alternativa menos costosa y
aproximadamente igual de eficiente que las nanoparticulas de oro y de plata. La sintesis quimica de las
nanoparticulas de cobre depende de la reaccidn inicial entre el sulfato de cobre con el boro hidruro de
sodio y agua. El boro hidruro en este caso funciona como un reductor, lo cual en la sintesis verde de
nanoparticulas es cambiado y se usa los extractos de plantas como agentes reductores. A pesar de
presentar una buena alternativa, la sintesis verde también presenta muchos desafios en comun con la
sintesis quimica de nanoparticulas. Uno de estos desafios son las reacciones secundarias que ocurren a
la vez las cuales tienen la tendencia a generar nanoparticulas de cobre oxidadas debido a que este es el

estado mas estable del cobre (Markin & Markina, 2019).

El estudio realizado en el 2019 por Markin y Markina, presenta las diferentes curvas que se
pueden obtener en el espectro UV-Visible con nanoparticulas frescas, oxidadas y agregadas. Dentro de
este estudio la curva presentada para las nanoparticulas de cobre oxidadas es casi exactamente igual a
la obtenida durante los analisis de las nanoparticulas sintetizadas con los extractos vegetales
seleccionados. Las curvas tanto de las nanoparticulas sintetizadas en este estudio como las presentadas

por Markin y Markina, mostraron un pico de absorbancia que decrecia en los 500nm.

A pesar de que en el pasado la hipétesis era que las nanoparticulas de cobre oxidadas no tenian
la misma actividad y tenian menos usos que las nanoparticulas no oxidadas; en la actualidad estudios
como el de (Salahuddin & Husen, 2020) muestran que tanto las nanoparticulas de cobre y las
nanoparticulas de dxido de cobre son estables y han presentado buenos resultados en aplicaciones que
van desde la degradacion de tintes, antibacterial, antioxidante y anti fungico; estas ultimas tres

aplicaciones se deben a que las nanoparticulas de cobre y de éxido de cobre presentan citotoxicidad.
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Otras aplicaciones en donde se estdn utilizando las nanoparticulas de cobre oxidadas es en la
agricultura, donde se ha observado que estas nanoparticulas pueden tener efectos en la cantidad de
clorofila, carotenoides, azUcares, antocianinas y otras moléculas. Todas las utilidades antes mencionadas

son aplicables a las nanoparticulas sintetizadas con quimica verde a partir de los extractos de plantas.

Las nanoparticulas sintetizadas mostraron un tamano de entre 9-10 nm el cual se mostré
relativamente estable a través de las mediciones realizadas. Este tamafio concuerda con el obtenido en
un estudio previo por (Rios, y otros, 2015) mostré que el tamafio promedio de las nanoparticulas de
oxido de cobre sintetizadas por la via quimica a partir de acetato de cobre e hidréxido de sodio fue de 8
nm en promedio lo que muestra que la sintesis quimica tradicional y la sintesis verde obtiene
nanoparticulas de tamafos similares. Esto muestra que a través de la sintesis verde pueden obtenerse
buenos resultados de nanoparticulas, sin embargo, para obtener nanoparticulas no oxidadas es
necesario mas estudio y realizar la sintesis en un ambiente estéril y con la menor presencia de oxigeno

posible.

Nanoparticulas de yoduro de cobre

Las nanoparticulas de yoduro de cobre se obtuvieron por sintesis verde utilizando
nanoparticulas de cobre sintetizadas previamente y adicionando una sal de yodo, en este caso yoduro
de potasio. Los resultados obtenidos mostraron nanoparticulas de tamafos en un rango promedio entre
8-9nm. Esto muestra una disminucién de tamafio de aproximadamente 1 nanémetro entre las
nanoparticulas de cobre utilizadas para la sintesis de las nanoparticulas de yoduro de cobre. Las curvas
obtenidas el espectro UV-VIS se compararon con las de un estudio similar de sintesis con jugo de Punica
granatum (Abass, Alaubydi, & Ulwali, 2020) estas curvas mostraron un pico entre 210 y 240nm, otro
estudio (Archana, Rajagopal, Gayathri, & Aishwarya, 2021) de sintesis verde utilizando flores de Hibiscus
mostré resultados similares en el espectro UV-DRS donde se mostrd que la absorbancia decrecia

alrededor de los 300nm, donde se convertia en una linea constante.
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Los resultados expuestos anteriormente y los obtenidos durante este proyecto integrador
muestran similitudes en las curvas obtenidas durante el analisis realizado por espectro UV-VIS. Las tres
nanoparticulas de yoduro de cobre sintetizadas durante este proyecto de integracién curricular
mostraron picos similares y después un decrecimiento en la curva alrededor de 300nm. Lo que confirma
gue se han sintetizado nanoparticulas de yoduro de cobre. En los resultados obtenidos se mostré que
existian una diferencia de hasta 4.3 nm entre los tamafios de nanoparticulas, todos los estudios
anteriormente citados también mostraron que podian existir variaciones en los tamanos de las

nanoparticulas.

Capitulo VI: Conclusiones

Todas las plantas medicinales poseian capacidades antioxidantes altas de mas del 50%, ademas,
incluso las extracciones hechas a partir de solo agua destilada, es decir con una concentracién de etanol

del 0%, se obtuvo concentraciones de polifenoles medibles.

Las plantas con la mayor concentracién de compuestos fendlicos también fueron las que tenian
mayor porcentaje de capacidad antioxidante, por ello fueron las seleccionadas para la segunda parte de
este proyecto: ruda (Ruta graveolens L.), santa maria (Tanacetum parthenium L. Sch.Bip.) y toronijil

(Melissa officinalis L.).

Se sintetizaron nanoparticulas de éxido de cobre, debido a que existio interaccién con oxigeno
durante la sintesis presente en el aire haciendo que el cobre reaccione formando nanoparticulas
oxidadas. Estas nanoparticulas aun son capaces de ser utilizadas para aplicaciones como antibacteriano,

anti fungico, entre otras.

Las nanoparticulas de yoduro de cobre sintetizadas a partir de estos extractos mostraron buena

estabilidad y curvas practicamente iguales a las reportadas en los otros estudios citados en este texto.
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Se comprobd la hipdtesis planteada para este proyecto de integracién curricular, la cual es “Los
extractos polifendlicos con alta concentracidn de fenoles, obtenidos de plantas de Ecuador, funcionan

como agentes estabilizantes y reductores en la sintesis de nanoparticulas.”.

Capitulo VII: Recomendaciones

Es recomendable realizar otros analisis de las nanoparticulas sintetizadas por este método con
equipos como el microscopio electrénico (TEM) y el microscopio electrénico de barrido (SEM). Se
recomienda seguir con el estudio de las nanoparticulas sintetizadas con extractos de plantas medicinales

de Ecuador y aplicar estas nanoparticulas a diferentes areas para ver su efectividad.
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