#—
ESPE
\\:“J/, UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

=

INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE

Departamento de Ciencias de la Viday de la Agricultura
Carrera de Biotecnologia

Trabajo de Integracidn Curricular, previo a la obtencion del titulo de Ingeniero
Biotecnologo

Sintesis y caracterizacion de nanocompositos de aceite esencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) y nanoparticulas de plata bioreducidas con extracto de
romero (Rosmarinus officinalis L.)

Autor: Sangotufia Gonzalez, Danilo Javier

Director: Msc. Izquierdo Romero, Andrés Ricardo Ph.D.




Contenido

-:@:—\ INTRODUCCION
@ OBJETIVOS
??: HIPOTESIS
METODOLOGIA

RESULTADOS Y DISCUSION

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

AGRADECIMIENTOS

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn




Extracto de Rosmarinus officinalis (romero) INTRODUCCION

Lamiaceas

Principales compuestos

« Acido carndsico
 Acido rosmarinico

Propiedades « Epirosmanol
« Rosmanol
Antioxidante * Metilcarnosato
natural e Isorosmanol

Poder reductor

Rosmarinus officinalis L. Propiedades anticancerigenas,
antioxidantes y antimicrobianas
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Aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

INTRODUCCION

Mirtaceas

Rendimiento
alido 1 a 3% hojas : :
P j6venes Metabolitos secundarios
presentes

Olor penetrante
parecido al alcanfor -

El eucaliptol o 1,8 cineol es el
compuesto con mayor

prevalencia (60 a 90%)
Propiedades
., actividad _ _
_ Op,tencmn antioxidante. a-pineno 'y el limoneno
Destilacion por arrastre +<—— antibacterial, constituyen el 9y 2%
de vapor Eucalypos dobads Labl antifingica e
insecticidas
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Las nanoparticulas de plata, generalidades

agoaogaocaoaaaq
20QQQQQQ0eaaQ

0Q0QQ20Q0Q2aa9
Qaooaocaoaaad

aaaaoaoaoaaaa
‘Qeooooooooaa

Qoo

Gran area @8 Actividad
superficial |8 biologica

Insecticida
Fungicida
Antibacteriano

Fraccion de atomos en la
superficie es mayor

Tamano
reducido

Cabello
humano

%(@a# e

°1m inm 10nm  100nm lum 10pm 100pm 1mm lcm im

—

Nanoparticulas

oA
=

' dtomo  molécula proteina

| Tamanos de 1 a 100 nm ’

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Biosintesis de nanoparticulas metalicas

Stabilization

Metal ions Growth

Reductlon

M Metal NPs capped by
Metal atoms ;

Bioreductants plant metabolites

in plants
Separacion de los Formacion de las Adoptan su
iones metalicos de sus » nanoparticulas » morfologia mas
precursores salinos metalicas favorable y constante
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Nanocompositos de A.E. eucalipto

INTRODUCCION

Material de matriz Material de refuerzo

Ventajas Desventajas

Conservar
caracteristicas Compuesto de
de sus rellenos

_ Comprension
varias fases

insuficiente

I Propiedades Estabilidad

Al menos combinadas reducida

una de sus . Formar

; 4 Se caracterizan

ases esta por: aglomerados . "

en escala Relacion Rentabilidad
nano

superficie/volumen

Tamanos entre
20 a 300 nm
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Caracterizacion de nanomateriales

Espectroscopia UV-VIS

Colimador Selector dc.l .ung‘ilud de Onda
(Lente) (Rendija) Detacos
(Fotocelda)
- A l' l' I -
' e Pantalla Digital
Monocromador St
Fuente de Luz (Prisma o Rejilla) Solucion
(en Ia Cubeta)

Dispersion de luz dinamica DLS

L Sirsfruments
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INTRODUCCION

Microscopia electronica de transmision
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Lents

~ anodo
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanocompositos de aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) y nanoparticulas de
plata bioreducidas con extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.)

Objetivos especificos
. Obtener extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) y aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill)
mediante los métodos de maceracion y por arrastre de vapor respectivamente.
. Sintetizar nanoparticulas de plata utilizando extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) obtenido por maceracion
para su posterior caracterizacion.
. Caracterizar nanoparticulas de plata mediante dispersion de luz dinamica (DLS) y espectroscopia ultravioleta-visible
(UV-VIS) para determinar el tamafio y distribucion de particula.
. Sintetizar nanocompositos utilizando las nanoparticulas de plata y aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill) mediante precipitacion para su posterior caracterizacion.
. Caracterizar nanocompositos de aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) y nanoparticulas de plata

mediante Dispersion de luz dinamica (DLS) y espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) para verificar el tamafio y la

distribucion del ito. .
IStribucion del nanocomposito ESpE
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HIPOTESIS

La concentracion de extracto de romero (Rosmarinus
officinalis L.) como agente reductor de las nanoparticulas de
plata y, la concentracion de aceite esencial de eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) influyen en el tamafio de

particula de los nanocompositos.
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Elaboracién de extracto de Rosmarinus officinalis (Romero) METODOLOGIA

r

Limpieza Macerado | Condiciones
Lavado triple Mac;erda,cic')n 20 min, 77mbar
con agua por 7 dias -, y 40°C
corriente Etanol/agua Extraccion de En 3
Pesamos 25 g etanol con refrigeracion

de hojas de 3:lenun a4°C
J vaso ambar rotavapor

romero : . \ Conservacion
Pesaje ‘ Solvente } Extraccion ‘
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Extraccion de aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill (eucalipto)

Destilacion por arrastre de vapor
p&t\)?iﬁ IIJ"\ - ,x"# .I
3
" R 4 ™
Pesaje Lavado Montaje Destilacion .
Pesamos Lavado del equipo COREEEEIEn
200gde | triplecon = - : —/ 3 horas .~ | Tubos ambar de
hojas de agua A(;Zn\]/'i)cllgilcj)e 5ml
eucalipto corriente
\ Y \ J \ Y \ J . v
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Sintesis de nanomateriales

Preparacion de

soluciones
}.
Y.

Nitrato de Extracto de
plata 0.01 M romero
Hidroxido de 25% M1
sodio 0.1 M ) 100% M?2

/ Estabilizante
1 ml Citrato

de sodio 1%

FECHA ULTIMA REVISION: 13/12/11

Sintesis de nanoparticulas de plata

Nitrato de
plata

5ml

" Hidréxido

| Incubacion
3 horas, 40°C

de sodio

Ajustar el
pHa10.5 |

ya

A.E. eucalipto (pl/ml)
1.5: NC1
3: NC2

AgNPs

100 plen 2
ml de agua
tipo 1

Sintesis
Nanocompositos

CODIGO: SGC.DI.260

®

METODOLOGIA

\E

Conservacion

En tubos
protegidos de la
luz a 4°C

ESPPE
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Caracterizacion de nanomateriales

Espectroscopia UV-VIS

Las lecturas se realizaron a una dilucion de 1:350
AgNPs/agua

Equipo Genesys 10 scanning y software OriginPRO
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METODOLOGIA

Dispersion de luz dinamica DLS

Las lecturas son directas
Equipo HORIBA DLS 550 y software OriginPRO

Microscopia electronica de transmision TEM

- o

Laboratorio de microscopiay software FIJI, imageJ
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Nanocompositos

Disefio experimental, montaje de las muestras del ensayo
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M2CN2.2
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METODOLOGIA

Tabla 2. Detalle de nomenclatura usada en los tubos de centrifuga Falcon

[Extracto de Rosmarinus officinalis L.]

M2

M1

[A.E. Eucalyptus globulus Labill]
NC1 NC2
Réplicas
NC1.1 A NC1.2 | NC1.3 | NC1.4 | NC1.5 | NC2.1 | NC2.2 NC2.3 NC2.4 NC25
M1.1
M1.2
M1.3
M1.4
M1.5
M2.1
M2.2
M2.3

M2.4

M2.5

El andlisis estadistico se analiz6 con el promedio de
las réplicas de M1 y M2, empleando el modelo de
rangos multiples de Duncan
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Caracterizacion de AgNPs bioreducidas con extracto de romero

Figura 4. Espectro de absorcion UV-Vis de AgNPs , Reproducibilidad
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas muestran un pico de plasmoén de
resonancia en 409 nm.

La amplitud de la curva es mayor en M2,
suponiendo mayor agrupacion de AgNPs.

A) Extracto diluido 1:3 B) Extracto sin diluir

Bijanzadeh et al., 2012
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Caracterizacion de AgNPs bioreducidas con extracto de romero

Figura 1. Distribucion de tamafio de AgNPs, muestra M1

Frecuencia (%)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 2. Distribucion de tamarfio de AgNPs, muestra M2
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Caracterizacion de AgNPs bioreducidas con extracto de romero

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 2. Nanoparticulas de plata observadas en TEM Tabla 1. tamafios de AgNPs, software FIJI

> $ . b Didmetro
] 14.32 13.6 11.18 7.81 11.18
e’ 18.03 19.85 19.7 14.42 17
‘ % 2 . @ 6.4 11.4 21.02 7.28 21.1 Media: 12.4 +5.8

. - ey 10.3 6.71 8.06 20.81 13.34

< 3.61 2.83 19.42 10.3 18.38

i 9.49 8.94 11.4 14.14 3.61

; [} 17.26 2.24 10.82 13.04 17.8

‘ 22.02 18.44 4.47 2.24 13.04

. * Figura 3. Analisis de la distribucion de los tamafios de AgNPs
L) ° <
. * - AN M anae within 1.51GR
—— Median Line
25 Mean
. ° L + Outliers

® - 20
e W B
3 L] . § 10 4
s
Para sintesis verde de AgNPs, el rango de tamafio °]

oscila entre 10 a 35 nm, forma esférica

Niamatrn

Pardo et al., 2022; Vanlalveni et al., 2021; Ghaedi et al., 2015
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Caracterizacion de Nanocompositos con A.E. de eucalipto

Figura 7. Espectro de absorcion UV-Vis de nanocompositos, reproducibilidad
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respectivamente.

Picos en 219 y 409 nm para el A.E.

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 8. Estabilidad de nanocompositos, muestra M1CN1
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Los nanocompositos son estables alrededor
de una semana, después comienzan a
degradarse.
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Figura 5. Analisis de la distribucidén de tamafios de nanocomposito de
A.E. de eucalipto, software originPRO
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 2. Descripcién de resultados

Parametro M1CN1 MI1CN2 M2CN1l M2CN2
[Extracto de romero] 25% 100% 25% 100%
[A.E. eucalipto] 15 3 15 3

ul/ml
Uil e jeis 93.2 1052 1267  130.2
(nm)
Frecuencia mayor 12 9 3 6
%
Distribucion
+ ++ +++

(agrupamiento)

Tamano

P %

El tamafio y la distribucion se
ven influenciados por el
incremento de las

concentraciones.
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Caracterizacion de Nanocompaositos con A.E. de eucalipto RESULTADOS Y D|SCUS|()N

Tabla 5. Media de tamafos de nanocompositos a diferentes concentraciones de Figura 4. Nanocompositos observados en TEM

aceite esencial y extracto, equipo HORIBA DLS 550

Promedios de muestras ” &

CN1 CN2

MINC M1INC MINC| MINC MINC M1CN M1CN M1CN M1CN M1CN
11 1.2 13 1.4 15 2.1 2.2 2.3 24 2.5

M1
108.6 105.8 107.3 107.6 109.2 123.1 122.4 116 126.1 124.3
M2NC M2NC M2NC M2NC M2NC M2CN M2CN M2CN M2CN M2CN
Mo | 41| 12| 13|14 |15 | 21|22 | 23 |24 |25 : .
1147 114.3 1156 118.4 1183 1345 133.3 1357 129.7 135
Tamafio
El ensayo M1CN1 posee los menores tamafios V Se observan estructuras micelares formadas de
AgNPs recubiertas por A.E. de eucalipto
El ensayo M2CN2 muestran un aumento del x

tamafno mayor a 30 nm
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CONCLUSIONES

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

El aumento de la concentracidon de extracto, influye negativamente sobre las nanoparticulas de plata. Dando tamafios promedio de
8.3y 10.9 para M1 (extracto diluido) y M2 (extracto sin diluir) respectivamente manteniendo una forma esférica en ambos ensayos.
Los nanocompositos son materiales recubiertos por sustancias que por lo general presentan diferentes fases de agregacion, el uso de
aceite esencial cumple este objetivo promoviendo la formacién de estructuras micelares, este efecto puede incrementar su tamafo y
disminuir drasticamente su estabilidad, por ello, es necesario el uso de estabilizantes como el citrato de sodio.

El analisis estadistico demuestra que los tamafos de los nanocompositos presentan diferencias significativas respecto de las medias
de las réplicas ensayadas, dando como mejor tratamiento (menor tamafio e indice de agrupamiento) el ensayo M1NC1 el que cuenta

con una menor concentracidon de extracto y aceite esencial, ademas se pudo observar que, a mayor concentracién de estas, la

& ESPE

inestabilidad del nanocomposito es mayor pero el aumento del tamafio es moderado.
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