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RESUMEN
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) muestran propiedades cataliticas y
antimicrobianas, con potencial de aplicacibn en la industria alimentaria. Sin
embargo, los métodos convencionales de sintesis generan subproductos toxicos.
Ante esta problemética surge la alternativa de implementar métodos verdes
utilizando extractos biolégicos como agentes reductores que sean amigables con el
ambiente. En esta investigacion se sintetizaron AgNPs utilizando dos extractos
vegetales comerciales de sabila (Aloe barbadensis Miller) y ajo (Allium sativum L.)
con la finalidad de aplicarlas como antimicrobiano y en el desarrollo de sensores.
Para la sintesis de AgNPs se utilizaron AgNO3 0.001 mM como precursor metalico y
los extractos vegetales como agentes reductores. La temperatura de sintesis
utiizada fue de 90°C bajo agitacion constante a 300 rpm. Las AgNPs se
caracterizaron mediante espectrofotometria UV-Vis, microscopia electronica de
transmision y difraccion de rayos X. Las AgNPs obtenidas se aplicaron en sensores
a base de oOxido de estafio (SnOz) para la diferenciacién de Piscos peruanos a
través de una nariz electronica y se evalud la actividad antibacteriana de las AgNPs
biosintetizadas utilizando sébila. Los resultados obtenidos muestran que las AgNPs
sintetizadas en este trabajo presentan efectividad antimicrobiana y poseen

caracteristicas apropiadas para su aplicacion en sensores.



DEDICATORIA

A Dios

A mi familia, mis padres y mi hermana



AGRADECIMIENTOS
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el financiamiento
otorgado para la realizacién de mis estudios de maestria.
Al Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, por permitirme realizar mi
investigacion en sus instalaciones y por el financiamiento de este proyecto. También
le agradezco el apoyo de la LGAC-3: Comercializacion Y Competitividad
Agroalimentaria Con Responsabilidad Social Y Ambiental, del programa de
Innovacion Agroalimentaria Sustentable del Colegio de Postgraduados Campus
Cordoba.
A mi consejero el Dr. Josafhat Salinas Ruiz, por su invaluable apoyo y toda la
motivacion brindada. Agradezco infinitamente su confianza, su buen humor y su
paciencia para la realizacion de este proyecto.
A los miembros de mi Consejo Particular Dr. Fernando Gomez, Dra. Verénica y Dra.
Adriana por sus observaciones y apoyo durante mi formacion académica.
A la Dra. Ma. Antonieta Rios Corripio por su gran apoyo y atinadas observaciones.
Al Dr. Francisco Hernandez Rosas y el Dr. Ricardo Herndndez Martinez por sus
aportaciones y apoyo incondicional dentro de su gran equipo de trabajo.
Al M.C. David Castilla Marroquin por su extraordinaria amistad, todos sus consejos y
su fortaleza y optimismo transmitido.
A la Dra. Maria del Rosario Sun Kou y al Grupo GICA por su valioso apoyo para la
realizacion de esta investigacion. Al Magister Henry Carcamo Cabrera por su valiosa
amistad. A los Magister Jorge Trevejo y Fabiola Hualpa y el quimico Joseph Pefa
por compartirme su conocimiento y su gran apoyo durante mi estancia de
investigacion. A Oshiro y Alanise por su increible amistad y todas las divertidas

experiencias en Lima.



CONTENIDO

RESUMEN ...ttt e e e e e e ettt et e et e e e e aaeaaeaeaaaeaaaaeaeaaeaanns [
DEDICATORIA .ottt ettt e e et e e e e e e e e e e e aaeeaaaaeeaaaaans i
AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e e e e eenns ii
L@@ ] N I I =1 N 5 L v
1.2 INtrodUCCION GENETAL.......ciiiiiee i e e e e e e e e e eeeeennnes 2
1.2 Planteamiento del problema..............ccooiiiiiii e 3
2. ODJEUIVOS ...ttt a e 4
S HIPOLESIS ...ttt 5
v Vg o) V7= od o] o PRSPPI 5
5. SuSteNtabilidad .........cooouiii 5
6. Literatura CILAO@ ........coe e 6
CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA ..ottt 7
00 R V=T To] (=Tt o] (o o | - SR PPPUPUPPRRI 8
1.2 Sintesis de NANOPAIICUIAS ..........cuuiiiieieice e e 9
1.3 MELOUOS TISICOS ..evvvvvviuiiie i e ettt e e ettt a e e e e e e e e e eeeeennnes 10
1.4 MELOUO QUIMICO vttt e e ettt e e e e e ettt et e e e e e e e e e e eeeeeenenes 11
1.5 Método de MICrOEMUISION ..........ccevviiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e eeeaaeee 11
1.6 Sintesis asistida por MICrOONAAS.............uceiiiiiiiiiii e 12
1.7 SiNtesiS FOLOQUIMICA.......evuuiii e e e e e e e e eans 12
1.8 REAUCCION QUIMMICA. ... ceieeiiiie e e s e e e e e e e e e e e e e e enaaaeeeeeans 12
1.9 Sintesis de AgNPs mediante reduccion qUIMICA ............uuueeieeiiieiiiiiieiiaaaaaeeenn. 13
1.10 QUIMICA VEIUE......ueie et e e e e e e e e et e e e e e eabaeeeeaeens 15
1,10 SINEESIS VEIUE ..ttt e e e e e et et n e e e e e e e e e e e e eeeeennnes 17
1.12 Sintesis verde de AGNPS ... 18
1.13 Aplicaciones de las NanopartiCulas ............ccoocoiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 19
1.14 Caracterizacion de nanopartiCulas .............cococeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 21
1.15 Nanoparticulas de plata (AGNPS) ......oooviiiiiii e 24
1.16 AJO (ATUM SALIVUM L.) 1oeriiieiiiiie e e e e e e eees 26
1.17 Séabila (Aloe barbadensis MIller)..........oooo i 27
(1= = 10 = W o = o - USSP 28



CAPITULO II. SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS DE PLATA UTILIZANDO
SABILA (A. barbadensis Miller) Y AJO (A. sativum L) COMO AGENTES

REDUCTORES. . ...t e et e e e et e e e e e e eanaes 39
RESUMEN ...ttt e e e e e e e e e e s e e et r e e e e e e e eeaaeeaaaeaaaaaans 41
P2 I [ o1 (oo (U Todox o T o PSSR 42
2.2 MaterialeS Y METOUOS ......uieeeeiiiie et e et e e e e et e e e e eeneaans 43
2.3 Caracterizacion de AGNPS ........uuuiiiiiiiiiiiiieieeeee et 44
2.4. ReSUltadoS Y AISCUSION ......cvvuriiiiiiii e e e a e e e e e a7
2.5 CONCIUSIONES ...ttt e e et a e e e e et et e e e e eeaannns 55
2.6 RECOMENUACIONES .....ciiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e 56
W A AN | - Vo [=Tox 0 0T =T o] (01 PP 56
(1= = 10 = W o = Lo - PSP 56

CAPITULO Ill. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS MEDIANTE SINTESIS VERDE DE

SABILA (A. barbadensis Miller) COMO AGENTE REDUCTOR ......c.ccovveveeveenennen. 63
RESUMEN ... e e e e e e e e e e e eanes 65
I 0 I [ 1 o o 11 oo o o SRR 66
3.2 MaterialeS Y MELOUOS ........eeeiiiiiie e e e e e e e eeeeaaaaas 67
3.3 ReSUtadOS Y QISCUSION ......ccieiiiie e e e e e e e e e e e e enanaas 70
G o] o] U] 0] 1= PP 76
3.5 RECOMENUACIONES .....covviiieiiiiiiie ettt e e e e et e e e e e eetan e e e e eeeennns 76
3.6 AQradeCiMIENTOS ... ccvuiieiiiii et e e e e e e e e 76
LITEratura CItATA .......evvveeiiiiie et e e e e ettt a e e e e e e e e e e e e eeeennees 77

CAPITULO IV. APLICACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA OBTENIDAS
MEDIANTE SINTESIS VERDE EN SENSORES BASADOS EN OXIDO DE ESTANO

PARA LA DIFERENCIACION DE PISCOS PERUANOS ........ccocoveieeeieeeeee e 81
RESUMEN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e ettt et et e eeeeaaeeaaaaaaeaaens 83
vt R | 1 £ o 18 o o [o ] ISP 84
4.2 MaterialeS Y METOUOS ... ...coeiiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnees 86
4.3 Caracterizacion de 10S SENSOIES .......cccvviiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e 89
4.4 ResUltados Y AISCUSION ........ouuiieeiiiiie e e e 92
4.5 CONCIUSIONES ...ttt e e e e e eeees 100
Gl S = ToTo] 1T T o Tod o] g =TS 100
Yo | = o [T o 10 41T o] (0 PR 100



Literatura Citada ......couoeeee e

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

Vi



ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
AgNPs: Nanoparticulas de plata

ANN: Redes neuronales artificiales
AuNPs: Nanoparticulas de oro

BSS: Brust-Schiffrin

CA: Analisis de conglomerados

CAD: Convertidor analogico/digital
CMI: Concentracién minima inhibitoria
CN: Caldo nutritivo

CuNPs: Nanoparticulas de cobre
DADS: dialil disulfuro

DAS: dialil azufre

DATS: dialil trisulfuro

DI: Pisco Demonio de los Andes Italia
DLS: Dispersion dindmica de la luz
DRX: Difracciéon de rayos X

EMB: Agar eosina y azul de metileno
Fesz04NPs: Nanoparticulas de éxido de hierro
FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
GAV: Grado de alcohol volumétrico
GHz: Gigahertz

Hz: Hertz

IR: Infrarrojo

JCPDS: Comité Conjunto sobre Normas de Difraccion de Polvo

vii



LDA: Analisis de discriminacion lineal

MHA: Agar Mueller-Hinton

MHz: Megahertz

mM: milimolar

NADH: Nicotinamida adenina dinucleotido

NaOH: Hidroxido de sodio

NASA: Administracién Nacional de Aeronautica y el Espacio
NPs: Nanoparticulas

PCA: Andlisis de componentes principales

PEI: Polietilenimina ramificada

pH: Potencial de hidrogeno

PLRS: Regresion de minimos cuadrados parciales
PMAA: Acido polimetacrilico

PMMA: Polimetilmetacrilato

PVP: Poli N-vinil-2-pirrolidona PEG: Polietilenglicol
QI: Pisco Queirolo Italia

QQ: Pisco Querirolo Quebranta

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SAC: g-glutamil S-alilcisteina

SAMC: S-alilmercaptocisteina

SEM: Microscopia electronica de barrido

Sn02: Oxido de estafio

SPR: Resonancia del plasmon superficial

TEM: Microscopia electrénica de transmision

UFC: Unidades formadoras de colonias

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Compuestos sulfurados presentes en el ajo (Morales-Gonzéalez et al.,
120 ) PR 27
Figura 2. Metabolitos secundarios presentes en la sabila (Chinchilla et al., 2013).. 28

Figura 3. AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila S1y S2 (A) y ajo S3 y S4

(= PP 44
Figura 4. Espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific™ . ..........cccccooiiiiiiniinnnnnnnn. 45
Figura 5. Difractometro de rayos X BRUKER D8 DIiSCOVET..........ccccuveeeeeiiiiiiieeeeenns 46

Figura 6. Microscopio electronico de transmision JEOL JEM-1010® (A) vy
portamuestras con la rejilla de cobre con AgNPS (B). ..ccovvvviiiiiiiiiii e, a7

Figura 7. Espectro UV-Vis de AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila (A) S1,

(23 TS Y22 PPPPPPPRP 48
Figura 8. Espectro UV-Vis de AgNPs sintetizadas usando extractos de ajo (A) S3,
(2 TS 7 P PPPPPPPRP 49
Figura 9. Patrones DRX de AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila (S1y S2)
Y QIO (SB Y S i 52
Figura 10. Micrografia TEM de AgNPs utilizando sabila como agente reductor, (A)
N I () TR 77 PPPPPPRR 53
Figura 11. Distribucion de tamafios de AgNPs utilizando sabila como agente
reductor (A) S1, (B) S2. ..o 53
Figura 12. Micrografia TEM de AgNPs utilizando ajo como agente redactor, (A) S3,
(2 TS 7 P PPPPRPPRR 54
Figura 13. Distribucion de tamafios de AgNPs utilizando ajo como agente reductor
NI T (=) ST TR 54

Figura 14. Cepas bacterianas en agar EMB Escherichia coli (A) y Enterobacter
BEIOGENES (B). .. iiiiiiiii it 70

Figura 15. Concentracion minima inhibitoria de AgNPs S1 (A) y S2 (B) contra E. coli.

= LT 010 =T 1T PP 71

Figura 17. Controles negativos Escherichia coli (A’) y Enterobacter aerogenes (B’).



Figura 18. Actividad antibacteriana de AgNPs S1 (A, B, C, D)y S2 (E, F, G, H)
contra Escherichia coli utilizando 25, 50, 75 y 100 pg/mL, respectivamente. .......... 72
Figura 19. Actividad antibacteriana de AgNPs S1 (A, B, C, D)y S2 (E, F, G, H)
contra Enterobacter aerogenes utilizando 25, 50, 75 y 100 pg/mL, respectivamente.

Figura 20. Actividad antimicrobiana de AgNPs S1 y S2 a diferentes concentraciones

(ug/mL) contra E. coli y E. aerogenes mediante prueba de difusion en agar........... 73
Figura 21. Piscos peruanos seleccionados para el analisis...........ccccccccveiiiinnnnnnnn. 87
Figura 22. Electrodos interdigitales de platino sobre sustrato de alumina. .............. 87

Figura 23. Material para preparar sensores a base de SnOz con AgNPs utilizando
Tz Lo 1 F= AN A= | (o (=) TS 88
Figura 24. Sensores a base de SNO2 Yy AGNPS. ... 89
Figura 25. Sistema de nariz electrénica. Muestra en el burbujeador (a), sistema
hidraulico (b), camara de sensado (c), controlador de temperatura (d), interfaz del
software LabView2018 (e), camara de sensado con arreglo de sensores (f). ......... 90
Figura 26. Respuesta del sensor durante 3 ciclos de sensado indicando las
condiciones de tiempo establecidas para el andlisis. ..............cccociiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 91

Figura 27. DRX de sensores a base de SnO: dopados con AgNPs sintetizadas

utilizando sabila (Sensor A) y ajo (SENSOr B). ...covvvvviiiiiieii e 93
Figura 28. DRX de SnO:2 sin dopar y sensores dopados con AgNPs Ay B............. 95
Figura 29. Sefnales obtenidas para el Pisco DI con los sensores Ay B................... 97
Figura 30. Sefales obtenidas para el Pisco QI con los sensores Ay B................... 97
Figura 31. Sefales obtenidas para el Pisco QQ con los sensores Ay B................. 98

Figura 32. Analisis PCA utilizando sensores A a base de SnO2 dopado con AgNPs-
sabila para la diferenciacion de PiSCOS. ... 99
Figura 33. Analisis PCA utilizando sensores B a base de SnO2 dopado con AgNPs-

ajo para la diferenciacion de PiSCOS. ..........iiiiiiiiiiiii e 99


file:///C:/Users/maria/Downloads/González_Torres_M_MCIAS-JSR.doc%23_Toc56613460
file:///C:/Users/maria/Downloads/González_Torres_M_MCIAS-JSR.doc%23_Toc56613460

LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Los 12 principios de la quimica verde (Anastas & Eghbali, 2010; C. M.

Hussain & KeGili, 2020). ... ..coiiiiiie e e e e e e et e e e e e e e e eaees 15
Cuadro 2. Descripcién en el etiquetado de 10S PiSCOS.........c.cccevvivieiieeiiiiiii e, 92
Cuadro 3. Analisis de grado alcohdlico volumétrico (GAV) de los Piscos................ 92
Cuadro 4. Andlisis del tamafio del cristal. ... 94

Xi



INTRODUCCION GENERAL



1.1 Introduccién General

Actualmente la nanotecnologia es una herramienta innovadora que propone un
amplio campo de aplicacién de nuevos materiales a escala nanométrica en el rango
de 1-100 nm (I. Hussain et al., 2016). Recientemente, las nanoparticulas (NPs) son
de gran interés y demanda debido a sus propiedades fisicas, quimicas y funcionales
Unicas. Las NPs metalicas presentan caracteristicas opticas, magnéticas, eléctricas
y cataliticas Unicas para ser utilizadas en mudltiples aplicaciones en biomedicina,
farmacéutica, electronicas, sensores, antimicrobianos, entre otros (Oliveira et al.,
2019; Polte, 2015). Por consiguiente, es necesario desarrollar métodos eficaces y
competentes para obtenerlas (Beyene et al., 2017). Existen diferentes enfoques
para la sintesis de NPs, como el método fisico y quimico (Lee & Jun, 2019). Sin
embargo, estos métodos producen consecuencias negativas debido al uso y
generacion de sustancias toxicas para el ambiente (. Hussain et al., 2016). No
obstante, métodos de sintesis verde se han desarrollado como una alternativa ante
el uso de reactivos quimicos. El principio de la sintesis verde es similar al quimico,
pero el agente reductor es reemplazado por un compuesto bioactivo, como
polisacaridos, proteinas y enzimas, extraidos de productos naturales como plantas,
bacterias, hongos y algas (Ahmed et al., 2016a; Beyene et al., 2017; Javaid et al.,
2017). Diversos autores han reportado el uso exitoso de nanoparticulas de plata
(AgNPs) destacando su uso en la biomedicina, almacenamiento de alimentos,
recubrimientos textiles y remediacién ambiental (Ahmed et al., 2016a), ademas de
su aplicacién como antibacterianos, antifingicos, catalizadores y en el desarrollo de
sensores. Ante esta demanda se requiere de un método sostenible y rentable para

su produccion en masa (Javaid et al., 2017).



1.2 Planteamiento del problema

La actual demanda de nanomateriales para su aplicacién en diferentes areas como
la médica, electrénica, alimentaria, farmacéutica, textil, cosmética y remediacion
ambiental, requiere de métodos eficientes y con un alto rendimiento en la
produccion de AgNPs. Sin embargo, los métodos fisicos y quimicos utilizan y
generan sustancias toxicas, que, al ser desechados, tienen un impacto negativo en
el ambiente. Ante esta problematica, desarrollar e implementar métodos de sintesis
ambientalmente amigables, eficientes y rentables son necesarios. Las AgNPs tienen
potencial para ser aplicadas en diversos campos debido a que poseen atractivas
propiedades Opticas, electronicas y funcionales. El uso de extractos vegetales como
agentes reductores son una alternativa para la obtencion de AgNPs evitando el uso
de reductores quimicos toxicos. Las especies vegetales sébila y ajo presentan
compuestos bioactivos, como antraquinonas (aloina, aloesina y aloe-emodin) y
compuestos organosulfurados (DAS, DADS, DATS) respectivamente, que son
potenciales agentes reductores, ademas son accesibles econémicamente y facil de
conseguir. Es por ello que el uso de sébila y ajo son una alternativa viable para la

produccion de AgNPs.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Implementar y evaluar dos rutas de sintesis verdes para obtener nanoparticulas de
plata (AgNPs) utilizando como agentes reductores sabila y ajo.

2.2 Objetivos especificos

* Sintetizar nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones de extractos de
sébila y ajo como agentes reductores mediante sintesis verde.

« Caracterizar las AgNPs mediante espectroscopia UV-Visible, difraccion de rayos X
(DRX) y microscopia electronica de transmision (TEM).

« Evaluar el efecto antimicrobiano de las AgNPs contra Escherichia coli y
Enterobacter aerogenes.

* Preparar sensores a base de o6xido de estafio (SnO2) dopados con AgNPs
biosintetizadas utilizando sabila y ajo para la diferenciacion de Piscos peruanos

empelando una nariz electrénica.



3. Hipotesis

Las nanoparticulas de plata obtenidas mediante sintesis verde utilizando sabila y ajo
presentan caracteristicas apropiadas para ser aplicadas como antimicrobiano y en la
sintesis de sensores a base de 6xido de estafio.

4. Innovacion

La sintesis verde de AgNPs utilizando extractos comerciales para su posterior
aplicacibn como antibacteriano y en tecnologias como sensores en una nariz
electrénica representa una alternativa amigable con el ambiente. La implementacion
del uso de extractos comerciales de sabila y ajo surge como una propuesta para su
utilizacibn como agentes reductores estandarizados, de bajo costo y de fécil
adquisicion.

5. Sustentabilidad

e Ecologica: El uso de sintesis verde impacta en la reduccion del uso de
reactivos quimicos nocivos para el ambiente.

e Econodmica: La implementacion de rutas de sintesis verdes y su posterior
aplicacion en el desarrollo de sensores para ser utilizados en la deteccion de
compuestos volatiles que comprueben la autenticidad y la calidad en bebidas
alcohdlicas a través de una nariz electronica representa una alternativa en el
andlisis de productos que requieren de técnicas analiticas con costos
elevados.

e Social: El uso de sintesis verde de AgNPs para su posterior aplicacion en un
desarrollo tecnologico dirigido a la industria agroalimentaria que pretende

afectar positivamente en la calidad del producto.
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA



1.1 Nanotecnologia

La palabra refiere a cosas de tamafio extremadamente pequefio. Un nanémetro es
equivalente a la billonésima parte de un metro (Shanmugavadivu et al., 2014). La
nanociencia se encarga de estudiar las propiedades de los objetos de tamafio
nanométrico. Es una ciencia interdisciplinaria actual (Sergeev & Shabatina, 2008).
Una de las principales areas de crecimiento de la nanociencia es la nanotecnologia
donde se desarrollan y se obtiene nuevos materiales con diferentes caracteristicas
funcionales, permitiendo diversas aplicaciones novedosas y rentables (Abou EI-Nour
et al., 2010; Beyene et al., 2017). El término nanotecnologia fue acufiado por el
profesor Norio Taniguchi de la Universidad de Ciencias de Tokio en el afio 1974
para describir la fabricacibn de precision de materiales a nivel nanométrico
(Shanmugavadivu et al.,, 2014). La nanotecnologia abarca la produccién de
materiales funcionales a escalas que van desde atomos o moléculas individuales
hasta dimensiones nanométricas, mediante la aplicacion de métodos fisicos,
quimicos y biolégicos (“Springer Handb. Nanotechnol.,” 2004). Los nanomateriales
poseen propiedades quimicas, fisicas y mecanicas Unicas, que pueden usarse para
una amplia variedad de aplicaciones, como en el area de la salud y la industria
(Gutierrez et al., 2017). Los nanomateriales se pueden clasificar en tres categorias
dependiendo de las caracteristicas que presenta en su tamafio y en su forma (ISO /

TS 80004-1, 2015):

1. Nanoparticulas (NPs): Nanomaterial con todas las dimensiones dentro de la
nanoescala donde las longitudes de los ejes mas largos y cortos del nanomaterial

no difieren significativamente.

2. Nanofibra: Nanomateriales con dos dimensiones en el rango de la nanoescala y

la tercera dimension significativamente mas grande.



3. Nanoplaca: Nanomateriales con una dimension en la nanoescala y las otras dos

dimensiones significativamente mas grandes.

En los ultimos afios las NPs, especialmente las metélicas, han atraido la atencion a
nivel mundial debido al uso potencial que esta directamente relacionado a las
caracteristicas particulares como su composicion (elemental y molecular), el area de
superficie, el tamafio y distribucion de particula, la morfologia, la quimica de la
superficie, el estado de aglomeracion y agregacion, la estructura cristalina y la carga
de superficie (Calderon-Jiménez et al., 2017; Kumar et al., 2019). Las NPs se han
utilizado en diversos campos como materiales magnéticos, materiales ceramicos,
elementos sensores, elementos O¢pticos, semiconductores, catalizadores,
antimicrobianos e incluso en biomedicina (Beyene et al., 2017; M. Wang et al.,
2017). Las NPs tienen dimensiones en el rango de tamafio 1-100 nm (Calderdn-
Jiménez et al., 2017; Saallah & Lenggoro, 2018). Actualmente, la investigacion
sobre NPs se ha incrementado mas en el sector agricola, en el procesamiento de

alimentos y la industria de la medicina (Beyene et al., 2017).

1.2 Sintesis de nanoparticulas

La produccion de NPs se puede realizar mediante dos técnicas diferentes: De arriba
hacia abajo (top to bottom) y de abajo hacia arriba (bottom to up), los cuales son dos
enfoques de sintesis implementando métodos quimicos y fisicos (Ahmed et al.,
2016a; Kumar et al., 2019). Sin embargo, estos métodos presentan algunas
limitaciones. La mayoria de estos métodos son costosos, tienen elevados
requerimientos de energia e implican la utilizacibn de productos quimicos
perjudiciales para el medio ambiente (Girén-Vazquez et al., 2019; Soto et al., 2019).
Un ejemplo del método de arriba hacia abajo es la molienda mecanica de metales a
granel estabilizando las particulas de metal obtenidas a escala nanométrica
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mediante la adicion de agentes coloidales. En el caso de la técnica de abajo hacia
arriba se incluye la reduccibn de metales, métodos electroquimicos y de

condensacion, entre otros (Beyene et al., 2017).

1.3 Métodos fisicos

Dentro de los enfoques fisicos para la sintesis de NPs destacan la evaporacion, la
condensacion y la ablacién con laser (Abou EI-Nour et al., 2010; Iravani et al., 2014;
Lee & Jun, 2019). La técnica de evaporacién-condensacion se basa en utilizar una
ruta de fase gaseosa que usa un horno de tubo para sintetizar nanoesferas a
presion atmosférica. Por este método se han obtenido nanoesferas, utilizando

diferentes sales metélicas, como Ag, PbS y Au (Kmis et al., 2000; Lee & Jun, 2019)

Sin embargo, las sintesis de NPs en horno de tubo a presion atmosférica tienen
algunas desventajas, como el alto consumo de energia, tiempo de sintesis largo y
se requiere una alta concentracion de precursor metélico (Iravani et al.,, 2014;
Tarasenko et al., 2006). Por otra parte, mediante el método de ablacién por laser
utilizando precursores metélicos a granel se pueden sintetizar NPs en solucion. La
muestra se irradia con un laser pulsado, se eliminan los iones, compuestos o
agentes reductores y se obtiene el medio liquido con las NPs sintetizadas.(Chen &
Yeh, 2002; Iravani et al., 2014). Este método depende de varios factores que
determinan la efectividad de la ablaciéon y las caracteristicas de las NPs sintetizadas,
como la longitud de onda del laser que incide sobre el precursor metalico, el periodo
de los pulsos del laser, la duracién del tiempo de ablacion, la eficiencia y
propiedades del medio liquido, con la presencia o0 ausencia de tensoactivos, y la
potencia del laser (Chen & Yeh, 2002; Tarasenko et al., 2006). Las ventajas de la
ablacion con laser es un método Unico y significativo que produce nanoparticulas
metélicas puras y limpias sin utilizar reactivos quimicos en solucion (Lee & Jun,

10



2019; Tarasenko et al., 2006). Varios parametros como la potencia del laser, la
duracion de la irradiacién, el tipo de fuente de metal base y la propiedad de los
medios liquidos, influyen en las caracteristicas de los NPs metdalicos formados

(Iravani et al., 2014; Lee & Jun, 2019).

En contraste con los procesos quimicos, la sintesis de NPs por métodos fisicos se
evita la contaminacién con otras sustancias y las NPs presentan homogeneidad en

la distribucion (Abou EI-Nour et al., 2010; Iravani et al., 2014; Lee & Jun, 2019).

1.4 Método quimico

Al realizar cualquier método de sintesis quimica se deben considerar los siguientes
factores para optimizar la eficacia y la seguridad del método: eleccion adecuada del
medio disolvente, uso de agente reductor amigable con el ambiente y seleccion de

sustancias relativamente no toxicas (Lee & Jun, 2019).

1.5 Método de microemulsion

La técnica de microemulsion permite manipular y determinar las propiedades de las
particulas, teniendo control sobre el tamafio de las particulas, morfologia,
homogeneidad y é&rea de superficie. Esta técnica consiste en utilizar
microemulsiones las cuales son soluciones isotropicas, macroscopicamente
homogéneas y termodinAmicamente estables que contienen al menos tres
componentes, una fase polar (generalmente agua), una fase no polar (generalmente
aceite) y un surfactante (Beyene et al., 2017; Malik et al., 2012). Este método tiene
diversas aplicaciones en el campo quimico y biolégico debido a las particularidades
en sus propiedades, como la capacidad de solubilizar liquidos inmiscibles, tension
interfacial ultrabaja, gran area interfacial y constancia termodinamica (Beyene et al.,

2017).
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1.6 Sintesis asistida por microondas

Las radiaciones con microondas son un espectro electromagnético con frecuencias
entre 300 MHz a 300 GHz (Henam et al., 2019). Este método se basa en la sintesis
de las NPs reduciendo los iones metalicos en las soluciones mediante la radiacion
de microondas de velocidad variable como alternativa al de calentamiento
convencional (Beyene et al., 2017). Esta técnica presenta ventajas como
calentamiento uniforme, reaccion de sintesis rapida, periodo de induccién térmica
corto, altos rendimientos de reaccion, control sobre las condiciones de reaccion,

operacion simple (Beyene et al., 2017; Henam et al., 2019).

1.7 Sintesis fotoquimica

La técnica de sintesis fotoquimica se basa en la absorcion de fotones Opticos,
generalmente en el rango espectral UV-visible, por un compuesto fotoquimicamente
activo que posteriormente puede reorganizarse o descomponerse en especies
reactivas, a menudo radicales (Barta et al., 2019). La disolucion oxidativa
espontanea de pequefas particulas metélicas permite la produccion de iones que
posteriormente se reducen en la superficie de las particulas mediante el agente
reductor bajo irradiacion de luz visible (Xue et al., 2008). Las principales ventajas de
este método son el control sobre el proceso al cambiar la intensidad de la luz de
irradiacion y realizar reacciones quimicas sin la necesidad de un control preciso de

la temperatura (Barta et al., 2019; Lee & Jun, 2019).

1.8 Reduccion quimica

La reduccion quimica es comunmente empleada para la obtencién de NPs metalicas
en solucion acuosa como una dispersion coloidal mediante la reduccion de la sal o
precursor metdlico. Se utilizan agentes reductores organicos e inorganicos (Abou El-
Nour et al., 2010; Lee & Jun, 2019). Se han utilizado diferentes precursores
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metalicos para la produccion de nanoesferas, como Ag, Au, Fe, Cu, Pd, Pt, ZnO,
entre otros (Beyene et al., 2017; Nasrollahzadeh et al., 2014). Por otra parte, los
agentes reductores y de recubrimiento para la estabilizacion de las NPs pueden
modificarse para obtener las caracteristicas determinadas de forma, distribucién de

tamanfo y tasa de dispersion (Beyene et al., 2017; Lee & Jun, 2019).

Se debe tomar en cuenta las propiedades de los agentes reductores y
estabilizadores al sintetizar NPs metalicos debido a que influyen en la determinacion
de forma, tamafio y propiedades 6pticas especificas. El agente reductor determina
el tamafio de las NPs debido a que controla la velocidad de reaccién en la etapa de
nucleacion. Por otra parte, la funcion del agente estabilizador es recubrir la
superficie de las NPs evitando la agregacion mediante la repulsién electrostatica

(Calderon-Jiménez et al., 2017; Lee & Jun, 2019; Polte, 2015).

Los parametros de reaccién que rigen la nucleacion y el crecimiento de las NPs son
la temperatura de reacciéon, el pH, la concentracion y tipo de precursor o sal

metalica, asi como de los agentes reductores y estabilizantes (Dakal et al., 2016).

Entre los reductores quimicos més utilizados para la reducir sales metélicas se
encuentran la glucosa (CsH1206), hidrazina (N2H4), hidrato de hidrazina, ascorbato
(CeH7NaOe), etilenglicol (C2Hs0O2), N-dimetilformamida (DMF), hidrégeno, dextrosa,
ascorbato, citrato (método de Turkevich) y borohidruro de sodio (método de BSS)

(Goulet & Lennox, 2010; Lee & Jun, 2019; Polte, 2015).

1.9 Sintesis de AgNPs mediante reduccion quimica
Las AgNPs se sintetizan quimicamente principalmente mediante el método de
sintesis de Brust-Schiffrin (BSS) o el método de Turkevich (Chugh et al., 2018; Lee

& Jun, 2019). Obteniendo una solucién de plata coloreada, esto se debe a los
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electrones libres en la superficie del metal. El ion de plata Ag* se reduce en solucién
acuosa, recibiendo un electrén de un agente reductor para pasar de una valencia
positiva a un estado de valor cero Ag®, seguido de la nucleacién y el crecimiento

(Beyene et al., 2017; Lee & Jun, 2019).

La utilizaciéon de un reductor fuerte, como el borohidruro, ha demostrado la sintesis
de pequefios coloides monodispersos, y dificultad al controlar la generacion de
AgNPs de mayor tamafio. Por otra parte, la utilizacion de un reductor mas débil,
como el citrato, ha demostrado una cinética de reduccién mas lenta, lo que permite
el control de la distribucion de forma y tamafio de las NPs (Chugh et al., 2018; Polte,
2015). Para la estabilizacion de las NPs es comun utilizar agentes estabilizadores
gue puedan absorberse en la superficie de las AgNPs para evitar aglomeracion. Es
por ello que, para estabilizar, evitar la aglomeracion y la oxidacion de las NPs, se
utilizan agentes de recubrimiento y tensoactivos. Los mas comunes son quitosano,
celulosa, poli N-vinil-2-pirrolidona (PVP), polietilenglicol (PEG), acido polimetacrilico
(PMAA) y polimetilmetacrilato (PMMA) (Lee & Jun, 2019; Nagajyothi & Sreekanth,
2015; Polte, 2015). La estabilizacion puede lograrse mediante repulsion
electrostatica o estérica. La estabilizacion electrostatica se obtiene a través de la
intervencion de especies anionicas, como citrato, haluros, carboxilatos o
polioxoaniones que se adsorben o interactian con las AgNPs y confieren una carga
negativa en la superficie. La carga superficial de AgNPs se puede controlar
recubriendo las particulas con iones citrato proporcionando una fuerte carga
negativa (Lee & Jun, 2019; Polte, 2015). Por otra parte, el uso de polietilenimina
ramificada (PEI) crea una superficie funcionalizada con aminas con una carga
altamente positiva. El polietilenglicol (PEG) es otro agente que se utiliza para

recubrir AQNPs y proporciona funcionalidad adicional debido a las NPs exhiben una
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buena estabilidad en soluciones salinas altamente concentradas. Ademas, se ha
reportado que las AgNPs recubiertas con &cido lipoico con grupos carboxilo pueden
ser utilizadas para bioconjugaciéon. Por otro lado, la estabilizacién estérica se puede
lograr mediante la interaccion de NPs con grupos grandes, como los polimeros
organicos que evitan la agregacion a través de la repulsion estérica (Beyene et al.,

2017; Lee & Jun, 2019).

1.10 Quimica verde

El concepto filoséfico de la quimica verde se refiere al disefio y la aplicacién de
procesos y productos que reducen o eliminan el uso y la generacion de sustancias
gue producen efectos negativos para el medio ambiente y la salud. La quimica
verde es un enfoque innovador que permite la implementacién nuevas estrategias
para el desarrollo de la quimica sostenible (C. M. Hussain & Kegili, 2020; Kaboorani
& Riedl, 2015). La quimica sostenible es un término mas amplio que considera los
efectos econdmicos, sociales y ambientales relacionados con la produccion y

aplicacion de productos y productos quimicos (Kaboorani & Riedl, 2015).

Los principios que fundamentan a la quimica verde fueron propuestos por Anastas y
Warner en 1998 (Cuadro 1) y se basan en evitar el uso de solventes téxicos
durante los procesos quimicos, asi como evitar la produccién de residuos
contaminantes generados a partir de estos procesos quimicos (C. M. Hussain &

Kecili, 2020).

Cuadro 1. Los 12 principios de la quimica verde (Anastas & Eghbali, 2010; C. M.
Hussain & Kegili, 2020).

NUumero Principio Descripcion
1 Prevencion de residuos Disefio y aplicacion de técnicas de
sintesis para evitar el desperdicio de

componentes.
2 \Economia atomica Disefio y aplicacion de técnicas de
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sintesis para incrementar la
incorporacion de todas las materias
primas para obtener un producto de alto

rendimiento.
3 El uso de productos quimicos Disefio y aplicacion de técnicas de
menos peligrosos sintesis para reducir la contaminacion

ambiental mediante la generacién de
compuestos de menor toxicidad.

4 El uso de productos quimicos Disefiar productos quimicos que
MAas seguros presenten efectos téxicos minimos para
el medio ambiente.
5 El uso de solventes y Evite el uso de solventes y quimicos
condiciones de trabajo mas téxicos.
seguros
6 Eficiencia energética Realizar todos los procesos en

condiciones leves como temperatura

ambiente y presion baja.

7 El uso de materias primas Uso de materias primas renovables,

renovables también llamadas materias primas,
como materiales obtenidos de
productos agricolas o residuos.

8 Reducir derivados Evitar el uso de protectores o agentes
derivados si es posible.

9 Eficiencia catalitica Uso de catalizadores verdes para
reducir desperdicios.

10 Disefio degradable Disefio  de productos  quimicos

degradables y productos que no sean

potencialmente peligrosos para el medio

ambiente.

11 Analisis en tiempo real Andlisis, control y seguimiento en

tiempo real de los compuestos durante

el proceso para eliminar y minimizar los

productos no deseados.

12 Minimizar los peligros y Elegir los productos guimicos

accidentes potenciales adecuados para reducir sus peligros
potenciales y minimizar los riesgos
potenciales de accidentes, como
incendios, explosiones y emisiones de
productos quimicos al medio ambiente.

Estos principios refieren a los aspectos fundamentales de la sostenibilidad,
mediante el desarrollo consciente de productos quimicos que después de su vida
util se degraden y transformen en productos biodegradables que no perjudiquen el

medio ambiente, minimizando o evitando bioacumulacion. Ademas de reducir los
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riesgos laborales y ambientales inherentes a los procesos industriales. Por otra
parte, la quimica verde también proporciona beneficios econémicos, como una
menor inversion en almacenamiento y tratamiento de efluentes (de la Guardia &

Armenta, 2011; C. M. Hussain & Kegili, 2020).

1.11 Sintesis verde

El impacto negativo en el medio ambiente se debe principalmente a la urbanizacion
y la industrializacion, por lo que es necesario implementar procesos sostenibles que
sigan los principios que fundamentan la quimica verde, para el desarrollo y
ejecucion de enfoques simples, rentables y ambientalmente sostenibles para la
produccion de materiales innovadores (Kumar et al., 2019). Recientemente,
métodos bioldgicos y amigables se han propuesto para la sintesis de NPs. La
sintesis verde de NPs presenta ventajas sobre los métodos de sintesis fisicos y
guimicos, debido que es una estrategia que permite el control del tamafio, la forma 'y
la estabilidad, es de bajo costo y requiere menos energia. Ademas, es un método
sencillo y rapido sobre otros meétodos. Esta estrategia se caracteriza por la
utilizacion de solventes respetuosos con el ambiente y agentes reductores no
toxicos que se extraen de plantas, bacterias y hongos, de tal manera que se
producen menos desechos contaminantes (Giron-Vazquez et al., 2019; Soto et al.,

2019).

El método verde consiste en la bioreduccién de iones metalicos en NPs, empleando
productos biolégicos (microorganismos, algas, hongos o extractos de plantas
derivados de frutas, hojas y semillas). Estos extractos bioldgicos contienen
compuestos quimicos bioactivos como polisacaridos, proteinas, enzimas,
flavonoides, terpenoides, polifenoles, péptidos ciclicos, aminoécidos, vitaminas,
taninos y &cidos organicos como el &cido ascoérbico y acido retinoico, que
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intervienen durante la sintesis de NPs actuando como agentes reductores y agentes

estabilizadores (Giron-Vazquez et al., 2019; Hamouda et al., 2019).

1.12 Sintesis verde de AgNPs

La implementacién del método verde de AgNPs es un enfoque sencillo, rentable y
evita dafios ambientales (Beyene et al., 2017). La sintesis de AgNPs con extractos
biolégicos implica la reduccién quimica del ion plata Ag* a valencia cero Ag°
mediante metabolitos secundarios (alcaloides, acidos fendlicos, proteinas, etc.). Se
reconocen tres fases en la sintesis verde de AgNPs (Soto et al.,, 2019). En la
primera fase, denominada nucleacién, los &tomos de Ag® forman pequefios nicleos,
la segunda fase es la de crecimiento, donde se agrupan los pequefios nucleos, y
finalmente la fase de estabilizacion, donde los compuestos bioactivos oxidados
rodean la superficie de las AgNPs para estabilizar las NPs (Ahmed et al., 2016a,;
Soto et al., 2019). Los extractos de plantas representan una fuente de compuestos
bioactivos adecuado para la sintesis a gran escala de NPs metéalicas (Anandan et
al., 2019). Se ha reportado el uso de diferentes extractos vegetales para la sintesis
de AgNPs, como extracto de semilla de aguacate, extracto de Holoptelea
integrifolia, cascara de granada y cascara de papaya (Balavijayalakshmi &
Ramalakshmi, 2017; Giron-Vazquez et al, 2019; Kumar et al., 2019;
Shanmugavadivu et al., 2014). Por otra parte, el uso de microorganismos como
Bacillus subtilis, Streptomyces sp. y Lactococcus lactis han demostrado potencial en
la produccion de AgNPs (Rane et al., 2017; Saravana Kumar et al., 2015; Viorica et
al., 2017). Debido a las ventajas que presentan los métodos de sintesis verde, los
nanomateriales pueden ser sintetizados mas rapida y facilmente de una forma
rentable, sin las caracteristicas negativas asociadas con el uso de productos

guimicos téxicos (Gir6n-Vazquez et al., 2019).
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1.13 Aplicaciones de las nanoparticulas

Las NPs metadlicas presentan propiedades, fisicas, quimicas, eléctricas, mecanicas,
Opticas y funcionales especificas que resultan atractivas para su aplicacion en
diversos campos como medicina, electronica, tratamiento de agua, catalisis,
sensores quimicos y bioquimicos, Optica y farmacos (Abdelghany et al., 2018;

Narayanan & Sakthivel, 2011).

1.13.1 Aplicaciones en medicina

Las NPs magnéticas tienen varias aplicaciones biomédicas, debido a la
funcionalidad de los campos magnéticos que poseen (Shanmugavadivu et al.,
2014). Se ha demostrado que las NPs de 6xido de hierro presentan aplicaciones
exitosas en imagenes de contraste en resonancias magnéticas, asi como en el
tratamiento de cancer a través de hipertermia debido a la propiedad de
nanocalentamiento que caracterizan a las NPs de oxido de hierro (Vallabani &
Singh, 2018). Por otra parte, las NPs de cerio se ha estudiado ampliamente contra
el estrées oxidativo en enfermedades neurodegenerativas, diabetes y cancer.
También han mostrado consecuencias positivas en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (Pagliari et al., 2012; Walkey et al., 2015). Ademas, las NPs
metalicas han demostrado eficazmente sus propiedades para inhibir el crecimiento
de diversos microorganismos por lo que representan una opcion viable en el campo

de la medicina y odontologia (Nagajyothi & Sreekanth, 2015).

1.13.2 Aplicaciones en el medio ambiente

El uso de las nanoparticulas ha mostrado impactos positivos en la remediaciéon
ambiental. Se han aplicado para el tratamiento de los cuerpos de agua superficiales,
subterraneas y residuales contaminadas con microorganismos, asi como también
por iones metélicos toxicos, tintes, entre otras sustancias orgénicas e inorganicas
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perjudiciales (I. Hussain et al., 2016). Diversos autores mencionan que las NPs
metalicas y de 6xidos metalicos presentan alta eficacia y afinidad de adsorcién hacia
los metales pesados (George et al.,, 2018; Ragavan & Neethirajan, 2018). Se ha
estudiado ampliamente que las NPs de oOxido de hierro (FesOsNPs) muestran

eficacia en la adsorcion de esos metales en aguas residuales (Guerra et al., 2018).

1.13.3 Aplicaciones en optoelectrénica

Las NPs metalicas tienen un uso potencial como sensores, debido a las
propiedades de deteccion Opticas y electronicas que las caracterizan. Los metales
nobles mas estudiados son oro, plata y platino (Au, Ag y Pt). Estas NPs se pueden
funcionalizar para el desarrollo de quimiosensores y biosensores potentes que
presenten selectividad y sensibilidad por moléculas especificas como &cidos
nucleicos, proteinas y colorantes (C. M. Hussain & Kegili, 2020). Las AgNPs y las
AuNPs se han implementado en la fabricacion de biosensores amperomeétricos
modificando matrices de nanotubos de TiO2 para la deteccion eficaz y con alta
sensibilidad de glucosa (W. Wang et al., 2014). Por otra parte, las NPs de cobre que
tienen propiedades fotoluminiscencia, se emplean para desarrollar biosensores de

fluorescencia (Ragavan & Neethirajan, 2018).

1.13.4 Aplicaciones en la industria alimenticia

La aplicacion de nanotecnologia en la industria alimentaria se centra en el
procesamiento, conservacion, desarrollo de alimentos funcionales y aumento de la
vida util de los alimentos. Se han realizado diversos estudios sobre la
implementacion de NPs en las matrices alimentarias (Carrillo-Inungaray, M. et al.,
2016; dos Santos et al., 2020). Diversos autores sefialan que las NPs metdlicas
presentan actividad antimicrobiana potencial para incrementar la vida util de los
productos alimenticios. Ademés, las NPs metalicas pueden adicionarse a
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biopolimeros para formar una matriz funcional en el alimento (dos Santos et al.,
2020; Singh et al., 2017). En este contexto, se ha reportado que las AuNPs
confieren funcionalidad a enzimas para la deteccion de microorganismos y gases
gue se presentan cuando factores como el contenido de oxigeno y la temperatura
modifican el ambiente del alimento (Carrillo-Inungaray, M. et al., 2016). También el
uso de CuNPs se han estudiado en el desarrollo de biosensores de fluorescencia
para la deteccion de acido kojico producido por especies de Aspergillus y que aporta
propiedades indeseables al alimento. El acido kéjico se une selectivamente a las
CuNPs, lo que genera una reducciéon en la emisiéon de fluorescencia, indicando la

cantidad de acido kojico presente en la muestra (Ragavan & Neethirajan, 2018).

1.14 Caracterizacion de nanoparticulas

Se han adoptado diversas técnicas para la caracterizacion de materiales a escala
nanometrica. Existen multiples métodos implementados para el analisis de NPs
como la microscopia, la espectroscopia UV-Vis, espectroscopia FTIR, difraccion de

rayos X y dispersion dinamica de la luz (Campbell et al., 2020).

1.14.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Esta técnica se fundamenta en la medicion de la absorbancia o transmitancia de la
muestra en solucion liquida en las regiones ultravioleta y visible del espectro. Se
pueden procesar muestras organicas e inorganicas mediante este método. El
objetivo de este andlisis es obtener informacion acerca de la concentracion, tamafio
y el estado de agregacion de las NPs. La capacidad de absorciéon de UV-Vis en
funcion de la longitud de onda se puede describir con la siguiente ecuacion general

(Alin et al., 2015) :

A=cA™
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Donde:

A es la capacidad de absorcion,
c es una constante dependiente del material,
A es la longitud de onda, y

N es un exponente que varia entre Oy 4.

Se ha reportado que las NPs metdlicas, particularmente las AgNPs y las AuNPs
muestran una fuerte absorcién en la regién visible, entre los 390 y 550 nm, conocida
como la banda de resonancia de plasmoén superficial (SPR). Esta banda es definida

por factores como tamafio, la formay el estado agregacién (Sapsford et al., 2011).

1.14.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica mide la absorcion de radiacion IR por una muestra como consecuencia
de cambios energéticos ocasionado por las transiciones entre estados energéticos
vibracionales y rotacionales dentro de la molécula (Andersen et al.,, 2016). En
particular, esta técnica se usa con frecuencia para identificar grupos funcionales
presentes en la muestra, ya sea organico o inorganico a través de bandas
espectrales caracteristicas (Sapsford et al.,, 2011). Las bandas caracteristicas
corresponden a las vibraciones de estiramiento de los grupos OH (3700-3000 cm™),
a la absorciéon de C=0 (1700 cm™), las bandas de estiramiento C-C (1600-1400
cm™), la region para el estiramiento C-O (1070-1150 cm™), flexion C—-H (1450-

1400 cm™) y los anillos aromaéticos sustituidos (1200-900 cm™) (Soto et al., 2019).

1.14.3 Microscopia electronica
Estas técnicas consisten en la visualizacion de una muestra utilizando un haz de
electrones para generar una imagen. La microscopia es util para analizar la

dimension, la morfologia y la distribucion del tamafio de una amplia gama de
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materiales a escala nanométrica (Abdullaeva, 2017; Sapsford et al., 2011; Teulon et

al., 2019).

1.14.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Esta técnica de caracterizacion permite observar particulas con superficies de 100
nm de muestras organicas e inorganicas. Esta herramienta consiste en un haz de
electrones que interactian con la superficie de la muestra para formar una imagen
ampliada de un material, aumentando hasta 1000 veces el poder de resolucion
(Campbell et al., 2020). La imagen de la superficie de la muestra es generada
mediante el escaneo con un haz de electrones en alto vacio, cuando el haz de
electrones incide con la superficie de la muestra, interactia con los atomos para
producir sefiales en forma de electrones secundarios. Como consecuencia se
dispersan electrones y se generan rayos X que son capturados y revelan la

topografia 3D de la muestra (Gutierrez et al., 2017).

1.14.5. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Esta herramienta permite obtener informacion morfolégica y de distribucion de
tamafio de muestras por debajo de 100 nm. El microscopio genera un haz de
electrones de alto vacio capaz de atravesar la muestra observada (Abdullaeva,
2017; Sapsford et al., 2011). Ademas, este equipo alcanza una resolucion alta miles
de veces mejor que la luz 6ptica y puede detectar particulas de 1 nm. El contraste
de las imagenes se genera por la cristalinidad, la densidad y espesor de la
nanoparticula. A menudo se prefiere TEM a SEM para la caracterizacion de NPs
con un tamario inferior a aproximadamente 20 nm (Teulon et al., 2019; Verleysen et

al., 2019).
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1.14.6 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica empleada para determinar la fase y
estructura cristalina de la muestra. También es utilizada para caracterizar matrices
con NPs entre sus componentes (Sapsford et al., 2011). Este método se basa en la
dispersién de los rayos X por los atomos de un cristal, produciendo un angulo
especifico que resulta en un patrén de difraccion que proporciona informacién sobre

la fase cristalina del analito (Abdullaeva, 2017).

1.14.7 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Es un método sencillo que permite dimensionar particulas en solucién. También es
llamada espectroscopia de correlacion de fotones. Durante la medicién, la muestra
se expone a un haz de luz y la direccion y la intensidad del haz de luz se modifican
debido a un fendbmeno conocido como dispersion (Lim et al., 2013). Es considerada
una herramienta con excelente rango dinamico y eficiente para medir tamafos de
particulas menores a 20 nm. No obstante, esta técnica tiene limitaciones con
muestras polidispersas. Es decir, que no logra diferenciar poblaciones
monodispersas de NPs y sesga la muestra con el coeficiente de dispersion mas alto.
DLS es utilizada para confirmar el tamafio y la polidispersidad de una muestra

(Campbell et al., 2020; Gutierrez et al., 2017).

1.15 Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Los usos de la plata se han reportado desde el afio 1000 a.C. Se empleé en la
medicina China y ayurvédica India. La plata fue utilizada comunmente como
antimicrobiano y antifingico en granjas de pollos y en la sanitizacion de ostras
después de la cosecha. Ademas, se utilizé por la industria espacial para esterilizar el
agua residual a bordo de la estacion espacial MIR y en el transbordador de la NASA
(Gupta & Silver, 1998). En el siglo XIX se aplicd por via topica el tratamiento de
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Ulceras, heridas infectadas y para la prevencion de infecciones oftalmicas en recién
nacidos (Politano et al., 2013). Diversos autores han reportado el amplio rango de
aplicaciones de las AgNPs. Estas se caracterizan principalmente por ser
antibacterianas, antifingicas y antivirales (Beyene et al., 2017; Giron-Vazquez et al.,
2019; Kumar et al., 2019; Oliveira et al., 2019; Soto et al.,, 2019; M. Wang et al.,
2017). Asimismo, éstas presentan propiedades cataliticas, Opticas y eléctricas
exclusivas, dependiendo de su dimensién y morfologia (Arya et al., 2017; Calderén-
Jiménez et al., 2017; Hamedi & Shojaosadati, 2019; Hamouda et al., 2019; Lee &
Jun, 2019). Mdultiples métodos fisicos y quimicos se han establecido para sintetizar
AgNPs. Sin embargo, existen limitaciones y desventajas debido al elevado costo y
consumo de energia, ademas implica el manejo de algunos productos quimicos
perjudiciales para el ambiente. No obstante, métodos de sintesis verde se han
desarrollado cuyo objetivo es limitar el uso y obtencion de sustancias y
subproductos téxicos (Arya et al., 2017; Soto et al., 2019). Las AgNPs producidas
mediante cualquiera de los métodos mencionados deben ser caracterizadas
utilizando técnicas analiticas como espectroscopia UV-Vis y FTIR, DRX, DLS, SEM
y TEM (Sapsford et al.,, 2011). La caracterizacion de las AgNPs evaluara la
morfologia, la dimension, la distribucion del tamafio, el area superficial y la
agregacion de las NPs para definir su posible aplicacién (X. Zhang et al., 2016). Las
AgNPs han tenido aplicacion en numerosos campos como la medicina, la industria
alimentaria, remediacion ambiental, industria farmacéutica, textiles, electrénica,
biosensores, catalisis, agentes antimicrobianos y terapia contra el cancer (Kumar et

al., 2019; Lee & Jun, 2019; Mikhailov & Mikhailova, 2019).
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1.16 Ajo (Allium sativum L.)

El ajo es una especie vegetal bulbosa que pertenece a la familia Alliaceae. El ajo es
considerado un elemento importante en la gastronomia, utilizado como condimento
y saborizante. No obstante, se ha reportado su potencial como agente
antimicrobiano, antiparasitario y antioxidante. Su origen exacto es desconocido; sin
embargo, se cree que es originario de Asia Central y el noreste de Iran (El-Refai et
al., 2018; Morales-Gonzalez et al., 2019). El ajo contiene multiples compuestos
bioactivos, entre los que destacan los compuestos organosulfurados lo cuales se
dividen en dos grupos (Figura 1). El grupo gue es soluble en lipidos incluye el dialil
azufre (DAS), dialil disulfuro (DADS) y dialil trisulfuro (DATS). El otro grupo es
soluble en agua, donde se encuentra el g-glutamil S-alilcisteina (SAC) y S-
alilmercaptocisteina (SAMC) (Rastogi & Arunachalam, 2013). Cuando los bulbos de
ajo fresco son macerados se destruye el parénquima y se libera el compuesto
inodoro aliina (S-alilcisteinesulféxido) que al interaccionar con la enzima allynasa
produce un compuesto llamado alicina (dialiltiosulfinato). La alicina es la molécula
responsable del sabor y aroma particular del ajo y es el componente principal de los
homogeneizados de ajo triturados recientemente. Sin embargo, la alicina puede
reaccionar para producir otros compuestos mas estables, como DAS, DADS y DATS
(Morales-Gonzélez et al., 2019). Es por ello que debido a las diversas aplicaciones y
la gama de metabolitos secundarios como taninos, alcaloides, flavonoides y
compuestos sulfurados presentes en esta especie, asi como su disponibilidad y bajo
costo, resulta de gran interés para ser aprovechado como agente reductor en la

biosintesis de NPs (Bougellah et al., 2019).
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Figura 1. Compuestos sulfurados presentes en el ajo (Morales-Gonzalez et al.,
2019).

1.17 Sabila (Aloe barbadensis Miller)

Comunmente conocido como sabila, es una planta suculenta perenne sin tallo con
hojas alargadas y puntiagudas que almacenan grandes cantidades de agua en el
tejido, perteneciente a la familia Liliaceae. Originaria de climas tropicales y
subtropicales secos en Sudafrica. Esta planta ha sido de gran importancia en la
medicina tradicional de numerosas culturas asiaticas como las Indias Occidentales,
China y Japén (Guo & Mei, 2016). En términos de su composicion, la sabila es
caracterizada por su elevado contenido de agua (99%) el resto lo conforman
compuestos bioactivos vitaminas, minerales, enzimas, polisacaridos simples y
complejos, compuestos fendlicos y acidos organicos. Se ha demostrado que los
componentes estructurales de esta especie estan distribuidos en corteza (20-30%),
pulpa (70-80%) del peso total de la hoja. Por otra parte, sobre una base de peso
seco, se reportan los porcentajes de lipidos (2.7% y 4.2%), proteinas (6.3% Yy 7.3%),
polisacéaridos sin almidén y lignina (62.3% y 57.6%) del peso seco de la corteza y
pulpa, respectivamente (Radha & Laxmipriya, 2015). Sin embargo, las
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antraquinonas son los principales metabolitos secundarios presentes en esta
especie. Destacando, la aloina, la aloesina y el aloe-emodin (producto oxidativo de
la aloina) como los principales compuestos en el gel de sabila (Radha & Laxmipriya,
2015) (Figura 2). Particularmente el gel de sabila presenta aplicaciones
farmacéuticas y cosméticas ya que tiene propiedades antiinflamatorias, antifungicas,
antibacterianas y antioxidantes. También es utilizado en el tratamiento de patologias
como la diabetes y problemas dermatoldgicos (Patel & Patel, 2013). Debido a los
componentes bioactivos presentes en la sabila es factible su aplicacion como
agente reductor para la obtencion de NPs mediante un método de sintesis verde (Y.

Zhang et al., 2013).

OH
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Figura 2. Metabolitos secundarios presentes en la sabila (Chinchilla et al., 2013).
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Sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando sébila (A. barbadensis

Miller) y ajo (A. sativum L.) como agentes reductores

RESUMEN

Nanoparticulas de plata (AgNPs) se sintetizaron utilizando dos extractos vegetales
comerciales en polvo de las especies sébila y ajo. Los compuestos bioactivos
presentes en los extractos generaron la reduccion de Ag* a Ag®. Las AgNPs se
caracterizaron mediante técnicas analiticas de espectroscopia y microscopia. La
sintesis de nanoparticulas (NPs) se observd visualmente mediante un cambio de
color y se confirmé su formacion por medio de espectroscopia UV-visible. El analisis
mediante DRX mostré la fase cristalina de las AgNPs biosintetizadas. La morfologia,
tamafio y distribuciéon de las AgNPs se determind mediante Microscopia Electrénica

de Transmision (TEM).

Palabras clave: sabila, ajo, biosintesis, AgNPs, caracterizacion.
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2.1 Introduccion

La nanotecnologia es un campo moderno y atractivo en las ciencias de los
materiales (Tippayawat et al., 2016). Se han reportado métodos biosintéticos para la
produccion de NPs utilizando agentes biolégicos como microorganismos, enzimas y
extractos de plantas como potenciales alternativas ecoldgicas, reduciendo la
implementacion de los métodos quimicos y fisicos que tienen un impacto nocivo al
ambiente (Hussain et al., 2016). Los métodos biolégicos de sintesis ofrecen una
cinética mas lenta, una mejor manipulacion y control sobre el desarrollo y
estabilizacion del nanomaterial. Esto ha motivado un aumento en la investigacion
sobre las rutas de sintesis de NPs que permiten un mejor control de la forma vy el
tamafo para varias aplicaciones nanotecnoldgicas (Tippayawat et al., 2016). Estos
métodos se caracterizan por ser simples, econémicos, ofrecen altos rendimientos y
principalmente son amigables con el ambiente (Zhang et al., 2013). Actualmente, el
uso de NPs metalicas se ha incrementado debido a que los resultados preliminares
han sido alentadores en diversas areas. No obstante, las nanoparticulas de plata
(AgNPs) han recibido un particular interés debido a sus propiedades especificas,
como estabilidad quimica, buena conductividad y capacidades cataliticas, ademas
de poseer propiedades antimicrobianas (Ahmed et al., 2016). Los extractos
vegetales contienen compuestos bioactivos como proteinas, aminoacidos, enzimas,
polisacaridos, alcaloides, taninos, fenoles, saponinas, terpenoides y vitaminas que
intervienen en la reduccién de los iones de plata para la formacion y estabilizacién
de las AgNPs (Arya et al., 2017). La sabila y ajo son dos especies vegetales que se
caracterizan por sus propiedades medicinales, antimicrobianas y antioxidantes.
Ademas, ambas especies estan ampliamente distribuidas alrededor del mundo, son

de bajo costo y se comercializan en fresco, en extracto acuoso y extracto en polvo.
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Estas especies presentan diversos compuestos bioactivos. El ajo posee compuestos
organosulfurados que pueden actuar como agentes reductores en la produccion de
NPs. Por otra parte, sabila contiene polisacaridos, como la aloina, la cual es un
potencial agente reductor (Bougellah et al., 2019; El-Refai et al., 2018; Hajra et al.,
2014; Logaranjan et al., 2016). Sabiendo esto, el objetivo de este estudio fue
biosintetizar y caracterizar AgNPs utilizando extractos vegetales en polvo de sabila y

ajo como una alternativa ecoldgica y rentable de sintesis.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materiales

El nitrato de plata (AgNOs 99.99%), hidroxido de sodio (NaOH) se adquirieron de
Meyer® y Merck Company. Se utilizé agua Milli-Q® a lo largo del experimento y
papel filtro Whatman® No. 1. Los cuatro extractos vegetales en polvo de ajo y sabila
utilizados se obtuvieron de las marcas comerciales McCormick® y Sasson®; y
Centro Botanico Tradicional (Veracruz, Meéxico) y capslife (México),

respectivamente.

2.2.2 Preparacion del extracto

Se evaluaron tres concentraciones (0.25, 0.5 y 0.75 g). Se pesaron las cantidades
de extracto vegetal en polvo de ajo y sabila por separado y a cada uno se le
adicionaron adicion6é 25 mL de agua Milli-Q®. Se filtr6 cada solucion para su

posterior uso utilizando un filtro Whatman® No. 1.

2.2.3 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

La sintesis se realiz6 de acuerdo con la técnica sugerida por Soto et al., (2019),
realizando algunas modificaciones. Por lo tanto, se prepar6 una solucién acuosa de

nitrato de plata (AgNO3s) 1 mM. Se colocaron 25 mL de agua Milli-Q® y se afiadio 1
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mL de solucion de extracto vegetal. Luego se adicionaron gota a gota 10 ml de
solucion de AgNOs bajo agitacion continua a 300 rpm y a temperatura 90°C. El
cambio de color de la solucién de incoloro a amarillo indico la formacion de las NPs.
Las AgNPs fueron almacenadas a temperatura ambiente evitando el contacto con la

luz hasta que se realiz6 su caracterizacion.

2.3 Caracterizacion de AgNPs

2.3.1 Espectroscopia Ultravioleta- Visible (UV-Vis)

La medicion de la absorbancia de la banda plasménica superficial se realiz6 a la
longitud de onda de 300 a 700 nm mediante un espectrofotometro de doble haz
Thermo Scientific™ (modelo Genesys 10S UV-Vis) (Figura 3 y 4) operado a una
resolucién de 1 nm de acuerdo con lo descrito Arya et al. (2017). Las muestras se
colocaron en las celdas para espectrofotometro y se realizaron las mediciones

utilizando agua Milli-Q® como blanco.

A

B —
L —

lf'

- T

N - -

Figura 3. AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila S1y S2 (A) y ajo S3 y S4

(B).

44



Figura 4. Espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific™.

2.3.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Se empled un difractémetro de rayos X (DRX) BRUKER (modelo D8 Discover),
ubicado en el Centro de Caracterizacion de Materiales de la Pontificia Universidad
Catdlica del Peru (Figura 5), con la finalidad de identificar la composicion de fase
cristalina de las muestras de AgNPs. El difractdmetro estaba equipado con Cu Ka a
una longitud de onda de 1,5406 A, y se operé con una corriente de 40 mA y una
diferencia de potencial eléctrico de 40 kV de acuerdo con Hamedi et al. (2019). Para
preparar la muestra, se colocaron 5 mL de cada muestra de AgNPs por separado
sobre una base de silicio y se dejé secar a temperatura ambiente. Se colocé en el

portamuestras de aluminio del equipo para ser analizado.
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Figura 5. Difractometro de rayos X BRUKER D8 Discover.

2.3.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La morfologia y el tamafio de las AgNPs se determinaron utilizando un microscopio
electrénico de transmision (modelo JEOL JEM-1010) ubicado en la Unidad de
Microscopia Electronica del Colegio de Posgraduados Campus Montecillo (Figura
6). De acuerdo con Soto et al. (2019) los diametros de los NPs se obtuvieron
midiendo al menos 50 particulas con el software Image J. La muestra se preparé
colocando 5 pL de AgNPs en dilucion 1:5, en una rejilla de cobre recubierta de

carbono y se dejé secar a temperatura ambiente.
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Figura 6. Microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-1010® (A) y

portamuestras con la rejilla de cobre con AgNPs (B).

2.4. Resultados y discusién

2.4.1 Espectroscopia Ultravioleta- Visible (UV-Vis)

La bioreduccién del AgNOs se observd mediante un cambio de color de incoloro a
amarillo en todas las soluciones (Figura 3). Se establecié un pH final de 8. Alquidi et
al. (2014) reportan valores de pH entre 7-11 para la obtencion efectiva de AgNPs.
Ademas, mencionan que el valor de pH es proporcionalmente inverso al tamafio de
NPs y también influye directamente en la tasa de reduccién del precursor. Por otra
parte, Quintero-Quiroz et al. (2019) mencionan que la polidispersidad del tamafio de
las AgNPs disminuye al reducir el valor de pH. El cambio de color es atribuido a la
resonancia del plasmon superficial (SPR) (Hamedi & Shojaosadati, 2019). La
vibracion de los electrones conductores combinados con la onda de luz incidente
produce la formacion de la banda SPR (Huang & El-Sayed, 2010). La diferencia en
la intensidad (tonalidad) del color amarillo obtenido en las diferentes soluciones

indica una reduccion efectiva de Ag* a Ag° lo cual esta relacionado directamente
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por la capacidad reductora de cada extracto (Anandan et al., 2019). Chhrate et al.
(2012) mencionan que el color de las AgNPs esta correlacionado con el tamafio y la
morfologia de las NPs. Las Figuras 7 y 8 muestran los valores maximos de
absorbancia de las muestras de sabila Capslife y Centro Botanico Tradicional, S1 y
S2; respectivamente, y de ajo McCormick® y Sassén®, S3 y S4, respectivamente.
La longitud de onda méxima de los espectros resultantes se encuentra a 410 nm
para S1 y S2 y para el caso de las muestras S3 y S4 a 400 nm, con una

absorbancia de 1.5y 2.1 respectivamente para S1, S2y S3, S4.

E sabila S1

=== 25
—_—0.5

Absorbance {a.u)

300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Sabila 52

Absorbance (a.u)

300 350 400 450 500 550 600 B30
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Figura 7. Espectro UV-Vis de AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila (A) S1,

(B) S2.
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Figura 8. Espectro UV-Vis de AgNPs sintetizadas usando extractos de ajo (A) S3,

(B) S4.

Vigneshwaran et al. (2006) reporta que la absorcion maxima de las NPs de plata
coloidales oscila entre 390 y 420 nm. Las caracteristicas de longitud maxima de
absorcién y el SPR estan relacionadas con la morfologia, tamafio y distribucion de
las NP metdlicas (Senthilkumar et al., 2018). Se ha reportado que la presencia de
una sola banda es caracteristica de AgNPs con forma esférica (Kumari et al., 2016).
Por otra parte, dos 0 mas bandas indican la formacion de AgNPs anisotrdpicas, es
decir, sus propiedades eléctricas y mecanicas dependen de la direccion en que se
miden (Kim & Lee, 2015). Hu et al. (2019) reportan en su estudio la presencia de
tres picos de absorcion (348, 427 y 629 nm), lo que significa la formacion de
nanotridngulos de plata mientras que Zhang et al. (2019) menciona que la presencia

de 2 bandas de absorcion (400 y 676 nm) son caracteristicas de nanodiscos de
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plata, lo cual indica el crecimiento anisotrépico de NPs. Asi mismo Sanchez et al.
(2016) y Kathiravem et al. (2015) mencionan que el ancho de banda depende de la
constante dieléctrica que caracteriza al metal y el medio disolvente. Ademas la
formacion y estabilizacion de las NPs esta relacionada con el poder reductor de los
extractos vegetales (Gangula et al., 2011). De acuerdo con el estudio reportado por
Sathiskumar et al. (2009) un aumento en la concentracion de extractos vegetales
indica un aumento en la absorbancia debido a una mayor disponibilidad de
moléculas bioactivas que generan la reduccién de los iones plata Ag. Soto et al.
(2019) menciona que la produccion de AgNPs esta directamente relacionado con el
aumento en la medicion de la absorbancia y que la temperatura de sintesis a 90°C
aumenta la cinética de reaccion de Ag* a Ag®. Arya et al. (2019) mencionan que un
aumento en la concentraciéon de AgNPs es caracterizado por un aumento en la
altura del pico de absorcion. Sin embargo, este aumento en el rendimiento puede
ocasionar colision de las NPs y por lo tanto su agregacién. En este estudio se ha
demostrado que ambos extractos vegetales mostraron una efectiva formacion de
AgNPs. Ademds, se identific la concentracion de ambos extractos vegetales para
la bioreduccién eficaz de AgNPs, siendo 0.5 g de sabila y 0.25 g de ajo. Sin
embargo, los extractos de ajo mostraron una absorbancia mayor que los extractos
de sébila en la produccion de NPs, lo cual esta estrechamente relacionado con sus
poderes reductores. Se ha demostrado que las AgNPs con una absorcion maxima
alrededor de 420 nm presentan una forma esférica (Arya et al., 2017), es decir, se
presenta aglomeracién de las AgNPs. Lo anterior concuerda con el analisis TEM

realizado.
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2.4.2 Difraccion de rayos X (DRX)

La Figura 9 muestra el patron de DRX obtenido de las AgNPs biosintetizadas
utilizando sabila como agente reductor. Se observan los picos de difraccion en
angulos de 26 en 38.21°, 44.42°, 64.77°, 77.58° y 38.23°, 44.42°, 64.77° y 77.58°
para S1y S2 respectivamente. Estos picos corresponden a los planos (1 1 1), (20
0), (220)y (311)de lared cubica de plata centrada en la cara (FCC). Por otra
parte, para las AgNPs bioreducidas utilizando ajo S3 y S4, se identificaron 4 picos
de difraccion prominentes 20 en 38.37°, 44.45°, 64.44° y 77.75° y 38.35°, 44.42°,
64.44° y 77.75°, respectivamente; valores atribuidos a los planos cristalinos (1 1 1),
(200),(220)y (311). Estos picos estan asociados con la red cubica centrada en
la cara (FCC). Estos datos se ajustan a los del Comité Conjunto sobre Normas de
Difraccion de Polvo (archivo JCPDS N° 87 0720). Estos hallazgos confirman la
naturaleza cristalina de las AgNPs producidas y concuerdan con los resultados
obtenidos por Vidhu & Philip (2014), quienes utilizaron extracto de semillas de T.
foenum-graecum para la produccion de AgNPs, donde observaron picos de
difraccion a 38.36 °, 44.74 °, 64.85 °, 77.75 ° y 81.85 °, los cuales son similares a los
obtenidos en este estudio. Ademas, los resultados muestran un pico de difraccion
sobresaliente en el plano (1 1 1), indicando que las AgNPs son cristalinas y su
crecimiento podria suceder en esa direccion (Anandan et al., 2019). Los demas
picos no asignados pueden atribuirse a la cristalizacion de la fase organica presente

en las NPs (Hamedi & Shojaosadati, 2019).
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Figura 9. Patrones DRX de AgNPs sintetizadas usando extracto de sabila (S1y S2)

y ajo (S3Y S4).

2.4.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM) es empleada para el analisis de la
forma y el tamafio de las NPs, por lo cual es un instrumento Gtil para la
caracterizacion de particulas. Como se puede observar en las micrografias TEM
(Figura 10 y Figura 12), las AgNPs obtenidas a partir de los dos extractos diferentes
presentan morfologia casi esférica. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Anandan et al. (2019) y Hamouda et al. (2019). La Figura 11 revela que el
tamafo oscila alrededor de los 18-19 y 17-18 nm para las AgNPs sintetizados
utiizando una concentracion de 0.5 g del extracto de sabila S1 y S2,

respectivamente.
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Figura 10. Micrografia TEM de AgNPs utilizando una concentracion de 0.5 g de

extracto de sabila como agente reductor, (A) S1, (B) S2.
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Figura 11. Distribucién de tamafios de AgNPs utilizando una concentracién de 0.5 g

de extracto de sébila como agente reductor (A) S1, (B) S2.
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Por otra parte, para las AQNPs obtenidas utilizando una concentracion de 0.25 g del
extracto de ajo S3 y S4, se encontr6 que ambas estaban en el rango 12-13 nm

(Figura 13).

Figura 12. Micrografia TEM de AgNPs utilizando una concentracion de 0.25 g de

extracto de ajo como agente redactor, (A) S3, (B) S4.
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Figura 13. Distribuciéon de tamafios de AgNPs utilizando una concentracién de 0.25

g de extracto de ajo como agente reductor (A) S3, (B) S4.
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Estos hallazgos son similares a los obtenidos por Rane et al. (2017) y Anandan et
al. (2019). Ademas, estos resultados confirman el andlisis UV-Vis. En un estudio
reciente de Hamouda et al. (2019) mencionan que las AgNPs obtenidas utilizando
extracto del alga O. limnetica mostraron una buena dispersion y no presentaron
variaciones de forma ni aglomeracion significativa, este comportamiento es atribuido
a los constituyentes del extracto bioldgico utilizado, el cual cumple con la doble
funcion de reductor y estabilizador de la NPs obtenidas. Los resultados obtenidos
concuerdan con lo presentado por Soto et al. (2019) quienes mencionan que los
compuestos bioactivos presentes en el extracto de uva, especialmente los grupos
hidroxilo, funcionan como estabilizadores de las NPs, lo que sugiere que los
compuestos bioactivos, como las antraquinonas (aloina, aloesina, aloe-emodin) y
los compuestos organosulfurados (DAS,DADS, DATS) (Bougellah et al., 2019; EI-
Refai et al., 2018; Hajra et al., 2014; Logaranjan et al., 2016) presentan un papel
importante en la formacién de las NPs.

2.5 Conclusiones

En este estudio se sintetizaron AgNPs mediante una sintesis verde utilizando
extractos vegetales en polvo de dos especies vegetales, sabila y ajo, como agentes
reductores y se caracterizaron a través de técnicas Opticas y microscoépicas. Los
resultados de espectroscopia UV-Vis confirmaron la formacion efectiva de las
AgNPs, pasando de Ag* a AgP. El extracto de ajo mostr6 mayor poder reductor que
el extracto de sabila. Esto se confirmé en el espectro UV-Vis donde se aprecian
absorbancias de 1.5-1.6 y 2.0-2.1 utilizando la concentracion mas baja de ajo y una
concentracion intermedia de A. barbandensis, respectivamente. Los resultados
DRX mostraron la naturaleza cristalina de las AgNPs FCC siendo los planos

correspondientes (11 1), (200),(220)y (311)en las 4 sintesis realizadas. Las
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imagenes TEM demostraron aglomerados la morfologia semi esférica de las AgNPs,
ademas se mostré que el tamafio de las nanoparticulas obtenidas utilizando sabila
(17-19 nm) era mayor que las obtenidas utilizando ajo (12-13 nm). Ademas, en este
trabajo se determiné la concentracion minima de dos extractos vegetales
comerciales en polvo para producir AgNPs empleando un método de bajo costo y
amigable con el ambiente, siendo los extractos comerciales un producto
estandarizado con caracteristicas positivas que ofrece una alternativa viable y

rentable para la sintesis de NPs.

2.6 Recomendaciones
En proximas investigaciones se recomienda analizar profundamente la cinética de
formacion de las AgNPs tomando en cuenta parametros como tiempo de reduccion,

cambios de pH y temperaturas diferentes.
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Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
obtenidas mediante sintesis verde de sabila (A. barbadensis Miller) como
agente reductor

RESUMEN

Se evalud la actividad antimicrobiana de las AgNPs obtenidas mediante sintesis
verde utilizando dos extractos diferentes de sabila como agente reductor. Los
métodos empleados en este estudio fueron concentraciéon minima inhibitoria (CMI)
para el crecimiento bacteriano y la prueba de difusién en agar contra dos bacterias
Gram-negativas, Escherichia coli y Enterobacter aerogenes. Las concentraciones
AgNPs probadas fueron 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL, Se observaron
diferencias no significativas entre los efectos bactericidas de las AgNPs obtenidas
mediante ambos extractos sabila, Capslife (S1) y Centro Botanico Tradicional (S2).
Se observo una zona de inhibicion de 21.800 £+ 0.300 y 21.867 + 0.896 para E. coliy
E. aerogenes respectivamente utilizando AgNPs S1. Las mejores zonas de
inhibicién empleando AgNPs S2 fueron 23.133 £ 0.252 y 23.833 + 0.351 para E. coli
y E. aerogenes respectivamente. Los resultados para la concentracidon minima
inhibitoria se obtuvieron utilizando 125 pg/mL y 62.5 pg/mL de AgNPs S1 y S2
contra E. coli. y contra E. aerogenes, respectivamente.

Palabras clave: AgNPs, inhibicién bacteriana, CMI.
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3.1 Introduccion

Recientemente las AgNPs han cobrado gran importancia por el uso potencial de
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica, entre otros. El uso y
aplicacion de éstas NPs depende de la morfologia, tamafio, método de sintesis, pH,
estabilidad quimica, naturaleza del medio disolvente, concentracion del precursor
metalico y del agente reductor (Arya et al., 2019; Siddigi et al., 2018). En recientes
investigaciones han reportado el incremento progresivo en la resistencia bacteriana
frente a una amplia gama de antibiéticos ocasionado por el uso excesivo e
indiscriminado de estos farmacos (Das et al., 2020). No obstante, la plata es un
eficaz agente de inhibicion contra bacterias, hongos y virus (Tang & Zheng, 2018).
Este elemento se ha utilizado en dispositivos médicos, la industria textil y la industria
cosmética (Das et al., 2020). Ademas, sales de plata se han aplicado en el
tratamiento contra infecciones en quemaduras y heridas (Lee & Nagajyothi, 2011).
Este metal ha mostrado su potencial en su forma coloidal, idénica y en NPs (Siddiqi
et al., 2018; Venkatesan et al., 2016). Por otra parte, Ye et al. (2016) menciona que
las AgNPs han sido empleadas en la industria de alimentos y en remediacion
ambiental. También, el uso de AgNPs se ha reportado en la conservacion y
embalaje de alimentos para reducir las pérdidas ocasionados por microorganismos
patégenos (Siddigi et al., 2018). Ademas, este nanomaterial fue adicionado a fibras
de algodon, mostrando una efectividad antibacteriana contra E. coli y la reduccion
de los malos olores que produce el sudor humano (Abou EI-Nour et al., 2010). La
actividad y eficacia antibacteriana de las AgNPs esta directamente relacionada con
la morfologia, el tamafio y los componentes bioactivos presentes en la superficie de
las NPs, asi como de la estabilidad quimica para la generacién de iones de plata

(Tang & Zheng, 2018). La plata posee alta reactividad y eficiencia en la union a
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proteinas desencadenando dafios en el exterior y en el interior célula bacteriana
(Jazmin Silvero et al., 2018). Se ha reportado que las AgNPs pueden actuar
acumulandose en la membrana celular y provocar cambios morfolégicos,
estructurales, de permeabilidad, asi como en la cadena respiratoria, el transporte de
iones y en la division celular (Ghiutd & Cristea, 2020; Tang & Zheng, 2018). Los
iones Ag* reaccionan con el grupo tiol de las proteinas ocasionando la
desnaturalizacion del ADN, se producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y la
interferencia de las diferentes rutas metabdlicas. De esta forma, diversas funciones
celulares vitales se interrumpen y como consecuencia se conduce a la muerte
celular (Das et al.,, 2020; Hamedi & Shojaosadati, 2019; Siddiqi et al., 2018). La
aplicacion de las AgNPs se ha utilizado para la inhibicion de patégenos (S.
saprophyticus, B. subtilis, E. faecalis, P. aeruginosa, S. pneumonia S. pyogenes, L.
monocytogenes, S. epidermidis, K. pneumonia, S. typhimurium, S. flexneri and P.
mirabilis) debido al efecto bactericida de éstas NPs (Das et al., 2020; Hemmati et al.,
2019). Con base a lo planteado anteriormente, esta investigacion tiene como
propésito evaluar la actividad antimicrobiana de las AgNPs, obtenidas mediante
sintesis verde utilizando sabila como agentes reductores contra las cepas
bacterianas Escherichia coli y Enterobacter aerogenes.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Aislamiento e identificacion de las cepas bacterianas

Se recolectaron cafias de azucar de la parcela La Estrella de la comunidad San
José de Abajo, Veracruz. El jugo de cafia se obtuvo en el trapiche ubicado en el
Colegio de Posgraduados Campus Coérdoba. Se realizaron diluciones seriadas del
jugo de cafia tomando 100 pl de jugo y 900 pl de Tween 0.03% hasta la obtencién

de 1.5x108 UFC o 0.5 en estandar de McFarland (Hamedi & Shojaosadati, 2019),
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verificando la absorbancia a 625 nm con ayuda de un espectrofotbmetro UV-Vis.
Posteriormente, 100 pl de la dilucion se tomaron y se inocularon placas Petri que
contenian agar EMB utilizando el método de Drigalski (Hedderich et al., 2011) y se
incub6 a 37°C durante 24 h. Las bacterias se identificaron mediante las
caracteristicas morfolégicas de las colonias.

3.2.2 Materiales

La actividad antibacteriana de las AgNPs, sintetizadas utilizando dos extractos
comerciales diferentes de sabila S1 (Capslife) y S2 (Centro Botanico Tradicional), se
evalu6 mediante el método de difusion de agar y microdiluciébn propuesto por
Hamedi & Shojaosadati (2019). El ensayo se realiz6 utilizando dos cepas
bacterianas aisladas de jugo de cafia de azucar Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes. Los medios de cultivo Eosina y azul de metileno (EMB), Mueller-Hinton
(MHA) y caldo nutritivo (CN) de la marca Bioxon® fueron utilizados. Discos de papel
filtro Whatman No. 1 de 6 mm de diametro fueron esterilizados. Se determiné la
zona de inhibicion del crecimiento bacteriano, y la concentracion minima inhibitoria

(CMI).

3.2.3 Concentracidn inhibitoria minima para el crecimiento bacteriano

La CMI de las AgNPs contra bacterias seleccionadas se evalu6 empleando el
método de microdilucion en caldo. Este andlisis se llevd a cabo en tubos
Eppendorf™. Cada tubo se llen6 con 5 pl de suspension de inoculante bacteriano
con una dilucién de 0.5 McFarland y las diferentes concentraciones de AgNPs (31.2
pg/mL, 62.5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL) y medio de cultivo CN hasta aforar a
200 ul en cada tubo. El ultimo tubo de cada fila se tom6 como control negativo y
contenia 195 ul del medio de caldo y 5 pl del in6culo sin la adiciéon de NPs. La placa

se incubd a 37 °C durante 24 h. El crecimiento bacteriano se detectd al observar
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turbidez en el fondo del tubo y la CMI se defini6 como la concentracion mas baja de
AgNPs que inhibia visiblemente el crecimiento bacteriano.

3.2.4 Prueba de difusion en agar

La actividad antibacteriana de las AgNPs se determiné mediante la prueba de
difusién en agar. En placas que contenian medio de cultivo MHA se inocularon
mediante estriado con un asa bacteriologica los dos microorganismos
seleccionados. Los discos de papel filtro estériles se impregnaron con las diferentes
concentraciones de AgNPs (25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL), y se
colocaron en las placas inoculadas con la bacteria. Las placas se incubaron a 37 ° C
durante 24 h. La zona de inhibicion se observé alrededor del disco y se calculo
midiendo el diametro de la zona alrededor del disco.

3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados de la prueba de difusion en agar fueron analizados utilizando el
paquete estadistico SAS 9.4 bajo un disefio completamente al azar con una
estructura factorial de tratamientos (extracto x concentracion) como se muestra a
continuacion:

Vipg=ptT iyt

Donde y;; es la zona de inhibicion en la observacion j en el extracto i y
concentracion j , u es la media general, 7; es el efecto del extracto i , ; es el efecto
de la concentracion j de AgNPs, y;; es el efecto de la interaccion extracto con
concentraciéon de NPs y &;; es el error experimental con media cero y varianza o2
(su-whi’(ﬂj 53]). El ensayo se realizo por triplicado. Las comparaciones entre medias

LSD se realizaron a un nivel de confianza del 5%.
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3.3 Resultados y discusién

3.3.1 ldentificacion de las cepas bacterianas

Se identificaron dos cepas bacterianas del jugo de cafia de azucar, Escherichia coli
y Enterobacter aerogenes. Como se muestra en la Figura 14 las caracteristicas
morfoldgicas de las colonias de E. coli son colonias grandes, color negro azulado,
brillo verde metadlico. Por otra parte, las colonias de E. aerogenes son colonias

grandes, mucoides, color morado intenso azulado.

Figura 14. Cepas bacterianas en agar EMB Escherichia coli (A) y Enterobacter

aerogenes (B).

3.3.2 Concentracion inhibitoria minima (CMI) para el crecimiento bacteriano

La CMI se determind como la concentracibn mas baja de AgNPs que inhibi6 el
crecimiento bacteriano, de acuerdo con la de la turbidez del medio observada. La
CMI se obtuvo a 125 pg/mL de AgNPs S1 contra E. coli y E. aerogenes
respectivamente. Mientras que la CMI obtenida utilizando AgNPs S2 fue a 62.5
pHg/mL para E. coli y E. aerogenes, respectivamente. Las Figuras 15 y 16 muestran
una disminucion de la turbidez al incrementarse la concentracion de AgNPs, la

disminucién de la turbidez esta altamente correlacionado con una mayor inhibicion
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del crecimiento bacteriano. Estos resultados coinciden con los reportados por
Hamedi et al. (2019) donde obtuvieron la CMI utilizando una concentracién de
AgNPs biosintetizadas utilizando Diospyros lotus de 62.5 ug/mL contra E. coli. Por
otra parte, Kumar et al., (2019) reportan una CMI empleando 100 pg/mL de AgNPs
obtenidas utilizando Holoptelea integrifolia contra las bacterias Gram-negativas

Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

=

Control

Figura 16. Concentracién minima inhibitoria de AgNPs S1 (C) y S2 (D) contra E.

aerogenes.

3.3.3 Prueba de difusion en agar

En la Figura 17 se muestran los controles negativos de Escherichia coli (A’) y
Enterobacter aerogenes, (B’) respectivamente, utilizando agua Milli-Q esterilizada en
los discos. La actividad antibacteriana de las AQNPs contra E. coli y E. aerogenes se

muestran en las Figuras 18 y 19. En ambos casos se evaluaron las concentraciones
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25, 50, 75y 100 pg/mL de AgNPs, siendo A, B,CyD paraS1yE, F, Gy H para S2,

respectivamente.

Figura 18. Actividad antibacteriana de AgNPs S1 (A, B, C, D)y S2 (E, F, G, H)

contra Escherichia coli utilizando 25, 50, 75y 100 pg/mL, respectivamente.
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Figura 19. Actividad antibacteriana de AgNPs S1 (A, B, C, D)y S2 (E, F, G, H)
contra Enterobacter aerogenes utilizando 25, 50, 75 y 100 pg/mL,

respectivamente.
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Concentraciones de AgNPs

Figura 20. Actividad antimicrobiana de AgNPs S1 y S2 a diferentes concentraciones

(ug/mL) contra E. coli y E. aerogenes mediante prueba de difusién en agar.

En las Figuras 18 y 19 se puede observar el area de inhibiciéon producida por las

diferentes concentraciones de AgNPs. La zona de inhibicibn mas alta obtenida
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empleando S1 fue a 21.92 + 0.16 mm y 20.21 + 0.16 mm para E. coli y E.
aerogenes, respectivamente. Por otra parte, S2 mostré una inhibicion de 19.55 +
0.16 mm y 19.08 + 0.16 mm para E. coli y E. aerogenes, respectivamente. Es
importante notar que se observé diferencias significativas en las zonas de inhibicion
entre las AgNPs producidas entre ambos extractos (Figura 20).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los reportados Hamouda et
al. (2019) donde indican la mayor zona de inhibicidon a 22 mm contra E. coli. Por otra
parte, los resultados obtenidos son similares con los mencionados por Jalal et al.
(2019) donde observaron una zona de inhibicién de 18 mm contra E. coli, utilizando
una concentracion de 0.5 mg/mL. No obstante, en este trabajo se obtuvieron zonas
de inhibicibn mayores. Esto puede atribuirse al tamafio y forma de las AgNPs
obtenidas en el estudio de Jalal et al. (2019), ya que ellos observaron NPs de forma
hexagonal con diferentes tamafios en un rango de 10 a 100 nm.

Para Enterobacter aerogenes Bernardo-Mazariegos et al. (2018) reportan una zona
de inhibicion de 7.1 mm empleando una concentraciéon de 100 mg/mL de AgNPs
biosintetizadas utilizando Justicia spicigera las cuales eran de forma esférica y
tenian un tamafio promedio entre 86 y 100 nm. En contraste, en este trabajo se
obtuvieron AgNPs con un tamafio promedio entre 17 y 19 nm y una morfologia
esférica.

De acuerdo con Anandan et al. (2019) y Soto et al. (2019) mencionan que la
actividad microbiana se encuentra directamente relacionada con el tamaiio, la
morfologia y la concentracién de las AgNPs. Las AgNPs de un tamafio pequefio,
entre 10 y 15 nm, poseen mayor eficacia en la inhibicion microbiana debido a que se
adhieren y penetran facilmente al microorganismo en comparacion con las

particulas de mayor tamafio (Loo et al., 2018; Soto et al., 2019). Por lo tanto, se
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requieren dosis mas bajas de AgNPs cuando estas NPs son de un tamafio pequefio.
Las particulas pequefias tienen disponible un area de interaccibn mayor contra el
microrganismo que las particulas mas grandes (Guzman et al., 2012). La efectividad
de las AgNPs contra Escherichia coli puede deberse a la capa delgada de
peptidoglicano, con espesor de 4 nm, en la pared celular de esta bacteria,
permitiendo un ingreso mas eficiente de las NPs a la célula (Oliveira et al., 2019;
Soto et al., 2019).

Las bacterias Gram-negativas tienen una membrana externa que rodea la capa de
peptidoglicano a diferencia de las Gram-positivas. Esta membrana externa funciona
como barrera de permeabilidad selectiva y confiere proteccién a la célula contra
agentes externos como medicamentos, toxinas y detergentes, ademas evita que las
proteinas del espacio periplasmico ingresen al medio. Las proteinas periplasmicas
tienen funcion en el transporte activo. Escherichia coli posee una membrana interna
gue contiene principalmente cadenas de fosfolipidos compactas, mientras que la
membrana externa estd compuesta por moléculas de lipopolisacarido (Li et al.,
2010; Lugtenberg, 1981).

Se han descrito diversos mecanismos de accidén antimicrobiana de las AgNPs. En
primer lugar la atraccion electrostatica entre la pared celular bacteriana y las AgNPs
produce alteraciones en la permeabilidad (Oliveira et al., 2019). Ademas, los iones
Ag* tienen alta afinidad por los compuestos que contienen azufre y fésforo que se
encuentran presentes en grandes cantidades en la membrana bacteriana (Guzman
et al., 2012). Soliman et al. (2018) reportan que las AgNPs poseen afinidad por los
grupos tiol de las proteinas ocasionando la degradaciéon de la cadena proteica. Las
AgNPs liberan iones plata e ingresan al interior de la célula interfiriendo con la

sintesis de acidos nucleicos y proteinas, la replicacion del ADN y la generacion de
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enzimas y cofactores (hidrogenasa Il y NADH) de importancia en la cadena
respiratoria (Hamedi & Shojaosadati, 2019). Los iones plata inducen la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (radicales OH" y aniones
O2) interrumpiendo la cadena respiratoria celular y posteriormente ocasionando la
muerte celular (Hamedi & Shojaosadati, 2019; Loo et al., 2018).

3.4 Conclusiones

La actividad antibacteriana de las AgNPs producidas utilizando sabila mostr6 una
zona de inhibicion promedio de 21.92 y 20.21 mm para E. coli y E. aerogenes
empleando AgNPs S1. Por otra parte, las zonas de inhibicion obtenidas utilizando
AgNPs S2 fueron 19.55 y 19.08 mm para E. coli y E. aerogenes respectivamente.
Ademas, las CMI se obtuvieron utilizando 125 pg/mL y 62.5 pg/mL de AgNPs S1y
S2 contra E. coli y E. aerogenes. En este estudio se concluye que las AgNPs
obtenidas mediante sintesis verde utilizando sabila son una alternativa efectiva para
aplicarse contra las bacterias Gram-negativas Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes.

3.5 Recomendaciones

Se recomienda probar la actividad antimicrobiana de las AgNPs contra cepas
bacterianas Gram-positivas y contra hongos fitopatégenos que ocasionen pérdidas
de algun cultivo agroalimentario en particular. Asi mismo, realizar estudios de
microscopia de transmision electrénica para analizar el dafio producido en las
bacterias mediante la aplicaciébn de las diferentes concentraciones de AgNPs y
determinar el mecanismo de accién en ambos microorganismos.
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Aplicacion de nanoparticulas de plata obtenidas mediante sintesis verde en
sensores basados en 6xido de estafio para la diferenciacién de Piscos
peruanos

RESUMEN

Se elaboraron dos tipos de sensores a base de 6xido de estafio (SnO2) dopados
con AgNPs biosintetizadas utilizando sabila y ajo, con tamafios de nanoparticulas
(NPs) promedio de 18 y 13 nm respectivamente, para la diferenciacién de Piscos
peruanos empleando una nariz electronica. La caracterizacion de ambos sensores
se realiz6 mediante DRX. La recoleccion de datos de la nariz electronica se realiz6 a
través del software LabView2018. Las respuestas registradas por los sensores se
analizaron utilizando el método estadistico multivariado PCA. Las mejores
respuestas en la deteccién de volatiles en los Piscos Peruanos se obtuvieron con
los sensores a base de SnO: dopados con AgNPs biosintetizadas con ajo,
permitiendo una mejor diferenciacién de los Piscos analizados. La sensibilidad
(>99%) y habilidad de los sensores en la diferenciacion de estas bebidas pueden
atribuirse al tamafio de nanoparticula pequefia (13 nm).

Palabras clave: AgNPs, extracto, compuestos volatiles, sensor, Pisco.
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4.1 Introduccion

El Pisco peruano es una bebida alcohdlica obtenida por la destilacion del vino
elaborado a partir de diversas variedades de uvas aromaticas como Albilla, Italia,
Moscatel y Torontel y uvas no aromaticas como Mollar, Negra, Quebranta y Uvina.
Las marcas mas populares de Pisco son Italia y Quebranta (Cacho et al., 2012).
Una de las problematicas que presenta el sector de las bebidas alcohdlicas son las
adulteraciones, falsificaciones y presencia de sustancias contaminantes (Mishra et
al., 2018). Para llevar a cabo el control de calidad en estos productos se requiere la
implementacion de métodos tradicionales, los cuales presentan limitaciones como el
tratamiento previo de la muestra, tiempo de deteccion prolongado y ademas los
equipos e instrumentos para la deteccion de adulteraciones tienen con un costo
elevado (Lim & Kim, 2016; Lv et al., 2018). Ante este problema surgen tecnologias
alternas como el uso de una nariz electrénica. El propésito de esta herramienta es la
deteccion y clasificacion de los datos obtenidos a través de un arreglo de sensores
(Karakaya et al., 2020; Loutfi et al., 2015). El funcionamiento de la nariz electrénica
inicia con la deteccion de los componentes voléatiles de la muestra por medio de la
matriz de sensores, generando una sefal procesada mediante el cambio de
parametro fisico como el voltaje, frecuencia, resistencia o corriente (Ghasemi-
Varnamkhasti et al., 2018; Mohamedkhair et al., 2019). La sefial obtenida es
convertida en un formato digital mediante un convertidor de analégico al digital para
posteriormente ser procesada a través de una computadora (Ghasemi-
Varnamkhasti et al., 2018). Por ultimo, la informacion recabada es clasificada y
enviada a una PC para ser analizada (Aguilera et al., 2012; Karakaya et al., 2020).
El procesamiento de datos se realiza implementando métodos estadisticos como

analisis de componentes principales (PCA), analisis de conglomerados (CA),

84



analisis de discriminacion lineal (LDA), redes neuronales artificiales (ANN) y
regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR) (Scott et al., 2006). Actualmente
el desarrollo de sensores ha tenido un crecimiento progresivo con una amplia gama
de aplicaciones (Cruz et al., 2017). Entre los materiales comunmente utilizados en el
desarrollo de sensores se encuentran los oOxidos metdlicos, los polimeros
conductores (Lin et al.,, 2017), resonadores de cuarzo, sensores acusticos,
dispositivos semiconductores (Loutfi et al., 2015; Sharma et al., 2015). Entre los
oxidos metalicos, el 6xido de estafio (SnO2) es un material cominmente utilizado en
el desarrollo de sensores semiconductores para la deteccion de gases y
compuestos volatiles (Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2018; Li et al., 2020). Ademas,
el uso de sensores basados en Oxidos metélicos han sido utilizados en la industria
alimentaria en la detecciéon de deterioro de alimentos, deteccién de adulteraciones y
control de calidad (Neethirajan et al., 2018). Sin embargo, los sensores presentan
desafios como baja especificidad, sensibilidad y selectividad. Ante este
inconveniente surgen los sensores basados en nanomateriales como NPs,
nanotubos de carbono y nanobarras (Lv et al., 2018). Los sensores con
nanomateriales incorporados presentan ventajas positivas como un aumento en la
selectividad y sensibilidad, mejor deteccion de la sefial y tiempo de analisis corto
(Lim & Kim, 2016). Se ha reportado el uso de nanoparticulas de metales nobles en
sensores, especificamente destacan las AQNPs y AuNPs debido a sus propiedades
para aumentar la deteccién de la sefal (efecto SEIRA) (Lv et al., 2018). Existen
diversos métodos para la obtencion de nanoparticulas como la reduccion quimica,
sintesis electroquimica, microondas y sintesis fotoquimica (Oliveira et al., 2019). Sin
embargo, estos métodos suelen ser costosos y con demandas energéticas

elevadas, ademas generan subproductos nocivos para el ambiente. Es por ello, la

85



implementacion de un método de sintesis verde representa una alternativa rentable
y ecoldgica para enfrentar esta problematica, donde los compuestos bioactivos
provenientes de sistemas bioldgicos como extractos plantas, bacterias y hongos son
utilizados como agentes reductores (Anandan et al., 2019; Soto et al., 2019). Es por
ello que, ante la necesidad de fortalecer la seguridad alimentaria donde se requiere
de la implementacién de tecnologias que permitan la deteccion de contaminantes,
adulteraciones y falsificaciones, el presente trabajo se ha centrado en el desarrollo
de sensores a base de SnO: dopados con AgNPs obtenidas mediante sintesis
verde utilizando sabila y ajo como agentes reductores para la diferenciaciéon de
Piscos peruanos a través de una nariz electronica.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Materiales

Se utilizaron dos muestras de AgNPs biosintezadas utilizando los extractos
vegetales sabila y ajo como agentes reductores y AgNOs 1mM como precursor
metélico. Las AgNPs presentaron un tamafio promedio de 18 y 13 nm
respectivamente. Se seleccionaron 3 muestras de Piscos de 2 variedades y 2
marcas comerciales distintas (Demonio de los Andes, variedad lItalia, Queirolo,
variedad Italia, Queirolo, variedad Quebranta) (Figura 21). Se emplearon electrodos
interdigitales de platino sobre sustrato de alumina con dimensiones 16 x 5 x 0.625
mm mediante serigrafiado utilizando una cortadora laser marca Trotec (modelo 300)

con 0.1 mm de precision (Figura 22).
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Figura 21. Piscos peruanos seleccionados para el analisis.

Figura 22. Electrodos interdigitales de platino sobre sustrato de alumina.
4.2.2 Descripcion de los Piscos
La densidad y el contenido de alcohol de los Piscos se determind empleando un
picnédmetro de 50 mL por comparacion con agua ultrapura (0.06 uS/cm) a 20 °C.

Para calcular la densidad de los Piscos se emple¢ la siguiente formula:

m
B

dy = —d

B fa

Donde ma es la masa del picnometro con solucién conocida, mg es la masa del
picnémetro con la solucion problema, da es la densidad de la solucion conocida y ds
es la densidad de la solucion problema.

Para calcular el grado de alcohol volumétrico (GAV) se utilizo la siguiente formula:

d
GAV = =2
dA
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Donde da es la densidad de la solucion conocida y dg es la densidad de la solucion
problema.

4.2.3 Preparacion de los sensores a base de SnO, dopados con AgNPs

Se pesaron por separado 1 g de SnO2 comercial (Merck, > 99.9 %) y se afiadieron a
cada uno 20 mL de agua Milli-Q®. Se adicionaron 1 mL de AgNPs biosintetizadas, a
partir de sabila y ajo respectivamente. Ambas soluciones se mantuvieron a 30 °C
bajo agitacién constante a 300 rpm durante 20 minutos. Posteriormente se llevaron
a la estufa durante 1 hora a 80°C. El material obtenido se pulverizé finamente

utilizando un mortero con pistilo (Figura 23). Se prepararon dos dispersiones

L R KN

diferentes.

:'*:

Figura 23. Material para preparar sensores a base de SnOz con AgNPs utilizando
sabila (A) y ajo (B).

4.2.4 Sensor A (AgNPs-sabila y SnOy)

Se pesaron 25 mg del material finamente molido y se afiadieron 50 pL de 1,2
propanodiol. Esta mezcla se sometié a sonicacion durante 15 minutos, utilizando un
bafio ultrasonico marca Branson® 1510E-MTH. Se depositaron 10 pL de las
dispersiones preparadas sobre 3 sustratos de alimina sobre electrodos
interdigitales de platino, A1, A2 y A3, respectivamente. Por ultimo, se calcinaron a

450°C durante 2 horas.
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4.2.5 Sensor B (AgNPs-ajo y SnOy)

Se pesaron 20 mg del material finamente molido y se afiadieron 60 pL de 1,2
propanodiol. Esta mezcla se sometié a sonicacion durante 15 minutos, utilizando un
bafio ultrasénico marca Branson® 1510E-MTH. Se depositaron 10 pL de las
dispersiones preparadas sustratos de alimina sobre electrodos interdigitales de
platino, B1, B2 y B3, respectivamente. Por ultimo, se calcinaron a 450°C durante 2
horas. En la Figura 24 se muestran los sensores preparados que posteriormente se

colocaron en la nariz electrénica para realizar el andlisis de los Piscos.

Figura 24. Sensores a base de SnO:2 y AgNPs.

4.3 Caracterizacion de los sensores

4.3.1 Andlisis DRX

El andlisis DRX se realiz6 empleando el difractometro BRUKER (modelo D8
Discover). El difractometro estaba equipado con Cu Ka a una longitud de onda de
1.5406 A, y un rango angular de andlisis (26) entre 20° y 80°, con una velocidad de
0.30 °/s. El analisis DRX permitié determinar las estructuras cristalinas presentes en
los 6xidos de estafio después del dopaje y del tratamiento térmico a 450 °C.

Se estimo el tamafio de las particulas formadas empleando la ecuacién de Debye-

Scherer (Lu et al., 2018):

KA
d =
B cos8

Donde d es el tamafio promedio de los dominios ordenados (cristalitos), K es la
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constante de la forma cristalina (0.9 para granos cubicos), 4 es la longitud de onda
de los rayos X empleados (1,5406 A) , € es el angulo de Bragg para el pico de
maxima intensidad y £ es el ancho a la altura media del pico de difraccion de mayor
intensidad (FWHM).

4.3.2 Analisis de Pisco en nariz electronica

El sistema de nariz electronica se conformd por un arreglo de sensores y sus
accesorios, como se muestra en la Figura 25. La camara de sensado se constituyo
de una termocupla de contacto y una resistencia controlados de forma externa
donde se establecio la temperatura de trabajo a 240°C y un arreglo de 6 sensores
(A1, A2, A3 y B1, B2, B3) conectados a través de cables a un convertidor
analégico/digital (CAD) National Instruments USB 6213 que registraron el cambio en
la conductividad, expresada en voltaje, generado por interaccion de cada sensor con
los componentes volatiles de la muestra. La sefial se registré con una frecuencia de

muestreo de 1 Hz. La cAmara de sensado se mantuvo cerrada herméticamente.

Figura 25. Sistema de nariz electronica. Muestra en el burbujeador (a), sistema
hidraulico (b), camara de sensado (c), controlador de temperatura (d), interfaz del
software LabView2018 (e), camara de sensado con arreglo de sensores (f).

Se colocaron 40 mL por separado de cada muestra en el burbujeador de capacidad
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100 mL. La mezcla gaseosa de aire saturado con los componentes volatiles de cada
muestra se transportod a la camara de sensado a una velocidad de 5 L/min, mediante
el sistema hidraulico conformado por una bomba de vacio y dos electrovalvulas.

La entrada y salida de los gases en la camara de sensado se controlé6 mediante el
software LabView 2018, que permitié la apertura y cierre de las electrovalvulas y el
registro de las respuestas de los sensores. En todas las mediciones se emplearon
ciclos de 300 segundos: 80 segundos para el ingreso de los componentes volatiles
de la muestra arrastrados por aire y 220 segundos de purga con aire antes del inicio
del siguiente ciclo (Figura 26). Los sensores se mantuvieron a una temperatura de
trabajo constante durante el sensado (respuestas obtenidas durante la deteccion de
los componentes volatiles) y fueron sometidos a una diferencia de potencial de 5.22

V.

Ingreso de muestra Ingreso de muestra Ingreso de muestra
80 seg 80 seg 80 =eg

Purga Purga Purga
220 =eqg 220 seg 220 zeqg

Respuesta del sensor (V)

—
I T T

0 200 400 600 800 1000

Tiempo (s)

Figura 26. Respuesta del sensor durante 3 ciclos de sensado indicando las

condiciones de tiempo establecidas para el andlisis.
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4.3.3 Analisis estadistico
Se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA) utilizando el software
estadistico R 3.6.0. para la reduccion del niumero de dimensiones del conjunto de

datos. Ademas, facilita la interpretacion de datos a través de la ilustracion.

4.4 Resultados y discusién

4.4.1 Descripcion de los piscos

En el Cuadro 3 se muestran las caracteristicas reportadas en las etiquetas de los
Piscos seleccionados. En el Cuadro 4 se reportan los grados de alcohol volumétrico
calculados. Los resultados demuestran que el GAV reportado en la etiqueta de los

Piscos coincide con los resultados obtenidos y no presentan adulteraciones.

Cuadro 2. Descripcion en el etiqguetado de los Piscos.

Pisco Informacién en la etiqueta
Demonio de los Andes, ltalia | Variedad: Italia
(D) Afio de produccion: 2018

Lote: 1023 078 2018 1453
Grado alcohdlico volumétrico (% Vv/v):

43.5
Queirolo, Italia Variedad: Italia
(o)) Afo de produccion: 2018

Lote: Q05-D-161018 17:34 B

Grado alcohdlico volumétrico (% v/v): 42
Queirolo, Quebranta Variedad: Quebranta

(QQ) Afo de produccion: 2019

Lote: Q03-D-150219 14:27 B

Grado alcohdlico volumétrico (% v/v): 42

Cuadro 3. Andlisis de grado alcohdlico volumétrico (GAV) de los Piscos.
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Pisco GAYV (% viv, Densidad | Densidad agua GAYV (% viv,
etiqueta) (g/mL) (g/mL) calculado)
DI 435 0.9429 0.02187 43.1
Ql 42 0.9451 0.02261 41.8
QQ 42 0.9443 0.02237 42.2

4.4.2 Caracterizacion DRX

La Figura 27 muestra el difractograma obtenido de los sensores a base de SnO:

dopado con las AgNPs. Los tamafios de las particulas de los 6xidos preparados se

estimaron a partir de la ecuacion de Debye-Scherrer. para los picos de mayor

intensidad de los espectros DRX. Los resultados se muestran en el Cuadro 5 donde

se incluyen los valores de intensidad del plano de difraccién (indices de Miller) (1 1

0), (1 01)y (211). Los célculos indican que el tamafio promedio del cristal fue de

37.7451 nm Y 37.4520 nm para los sensores A y B respectivamente.

Numero de cuentas

——Sensor A

Sensor B

A

20 30

40

L A LAA_ A
50 60 7

0

Angulo de difraccién 26 (°)

Figura 27. DRX de sensores a base de SnO: dopados con AgNPs sintetizadas

utilizando sabila (Sensor A) y ajo (Sensor B).
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Cuadro 4. Andlisis del tamario del cristal.

indices
Tamano
de Intensidad FMHW
Sensor 20 de cristal
Miller (a.u.) (B)
(nm)
(hkl)
110 11665 26.63591 | 0.19367 42.1534
Sabila-SnO2 101 8596 33.92865 | 0.21357 38.8898
211 5872 5872 0.27438 32.1922
Tamafo promedio 37.7451
110 13032 26.61734 | 0.19187 42.5472
Ajo-SnO:2 101 9299 33.90938 | 0.2165 38.3615
211 6537 51.82559 | 0.27546 32.0638
Tamafo promedio 37.4520

La fase y orientacion cristalina es de gran importancia, ya que influye de manera
directa en las propiedades de superficie para la deteccion de compuestos volatiles y
catdlisis (Yang & Guo, 2015). La Figura 28 muestra los picos caracteristicos del
SnO: correspondientes a los planos (110), (101), (211) de la red cristalina. Estos
datos se ajustan a los del Comité Conjunto sobre Normas de Difraccion de Polvo
(archivo JCPDS 01-070-4175). Ademas, se observa que los picos de las muestras
dopadas con AgNPs se desplazan hacia un angulo mayor en comparacion con el
SnO: sin dopar. El SnO2 sin dopar presento los angulos de difraccion a (110), (101)
y 211). Por otra parte, el efecto del dopaje sobre el angulo de difraccion de los picos

prominentes se registré a 26.6267 (110), 33.9014 (101), 51.8097 (211) y 26.6032
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(110), 33.9014 (101) y 51.8097 (211) para sabila y ajo respectivamente. Ademas, se
observé que la intensidad de los picos es mayor en los sensores producidos
utilizando ajo. Esto puede atribuirse al tamafio de AgNPs. De acuerdo con la ley de
Bragg, las posiciones 20 de los angulos de difraccion estan estrechamente
relacionadas con el espaciado y la dislocacion de la red (Yang & Guo, 2015). Por lo
gue el desplazamiento de los picos se atribuye la incorporacion de las AgNPs en la
red cristalina. A pesar de ello, no se observan picos de difraccién relacionados con
las AgNPs, esto puede deberse a la concentracion baja de este nanomaterial. Los
resultados en esta investigacién coinciden con lo reportado por Lu et al., (2018),
donde menciona que no se aprecian cambios significativos entre el SnO:2 sin dopar y

el dopado con AgNPs debido a la escasa concentracion.
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o
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100004 = 3 B
o~
= ®
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Figura 28. DRX de SnO:2 sin dopar y sensores dopados con AgNPs Ay B.
4.4.3 Sefiales de los sensores
Las sefales obtenidas por los sensores durante el analisis de las muestras de Pisco
se pueden apreciar en las Figuras 29, 30 y 31. El mecanismo de deteccion de los

compuestos volatiles depende de las caracteristicas de la superficie del sensor y la
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interaccion entre el gas y las especies de oxigeno adsorbidos por la superficie del
SnO2 (Tomer & Duhan, 2016). Cuando el sensor de SnO2 dopado con AgNPs entra
en contacto con el aire, las moléculas de oxigeno se adsorben en la superficie y
captan electrones de la banda de conduccion del SnO2 produciendo especies de
oxigeno quimiosorbidas (027, O y 0%). Cuando los componentes volatiles de la
muestra interactian con las especies de oxigeno adsorbidas, los electrones
captados se liberan nuevamente en la banda de conduccion de SnO2 ocasionando
un incremento en la conductividad (Li et al., 2020; Lu et al., 2018). Se ha reportado
gue el SnO2 dopado con Ag poseen deteccion mejorada de compuestos volatiles.
Esto es atribuido a las propiedades cataliticas de la plata, las cuales pueden actuar
como sitio activo (Wu et al., 2013). Las AgNPs favorecen la respuesta de la
deteccidén de gases por el proceso de sensibilidad quimica generando un aumento
de las especies de oxigeno activo en la superficie del sensor (Lu et al., 2018; Tomer
& Duhan, 2016). La plata y el SnO2 forman uniones de Schottky, que es la union
entre un semiconductor y un metal, lo que produce una transferencia de electrones
efectiva de SnO2 a Ag (Shahabuddin et al., 2017). Como se puede apreciar en las
Figuras 29-31, los sensores B a base de SnO: dopados con AgNPs obtenidas
utilizando ajo muestran una mejor sefial que las obtenidas con los sensores A. Lo

cual coincide con los resultados obtenidos en el analisis PCA.
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Figura 29. Sefiales obtenidas para el Pisco DI con los sensores Ay B.
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Figura 30. Sefiales obtenidas para el Pisco QI con los sensores Ay B.
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Figura 31. Sefiales obtenidas para el Pisco QQ con los sensores Ay B.

4.4.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del analisis PCA se muestran en la Figura 32 y 33 para los
sensores de SnO: dopados con AgNPs biosintetizadas con sabila y ajo
respectivamente. De acuerdo con el analisis PCA se puede observar que los
sensores B presentan mejor diferenciacion y mayor sensibilidad que los sensores A.
Esto puede atribuirse al tamafio de AgNPs, las NPs de menor tamafio incorporadas
durante la preparacion del sensor permite una mejor deteccion de compuestos
volatiles durante el sensado de los Piscos. En las graficas se aprecia la elipse de
confianza del 95% de los sensores A y B, respectivamente; y en ellos se puede
observar una separacion clara de los tres Piscos ya que con dos componentes
principales explican el 99% y 99.2% de la varianza presente en el conjunto de datos
para el sensor A y B; respectivamente. De esta manera podemos decir que los
sensores B tienen una mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion de

volatiles en los Piscos.
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Figura 32. Analisis PCA utilizando sensores A a base de SnO2 dopado con AgNPs-

sabila para la diferenciacion de Piscos.
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Figura 33. Analisis PCA utilizando sensores B a base de SnO2 dopado con AgNPs-

ajo para la diferenciacion de Piscos.
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4.5 Conclusiones

Los resultados sugieren que los sensores a base de SnO2 dopados con AgNPs con

tamafos promedios de 13-19 nm obtenidos mediante sintesis verde representan

una alternativa viable para el analisis de Piscos peruanos a través de una nariz

electrénica. Sin embargo, el tamafio de la nanoparticula estd directamente

relacionado con la habilidad y sensibilidad del sensor, por lo que se pudo observar

gue un tamafio de particula pequefio (sensor B) mejora la deteccién de compuestos

volatiles. Esta alternativa resulta innovadora y rentable por su potencial para sustituir

los analisis cromatograficos que presentan costos elevados.

4.6 Recomendaciones

Se recomienda realizar mas ensayos con diferentes marcas y variedades de Piscos,

ademas realizar pruebas con muestras adulteradas para identificar la confiabilidad

de los productos alimentarios.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

En el presente trabajo se biosintetizaron AgNPs utilizando dos extractos comerciales
de sabila y ajo, comprobandose la reduccién efectiva de los iones Ag* a Ag°
mediante espectrofotometria UV-Vis alrededor de los 410 nm. La morfologia
esférica y el tamafio promedio de 18-19 y 12-13 nm de las AgNPs, utilizando sabila
y ajo respectivamente, se reveld a través de microscopia electrénica de transmision
y la estructura cristalina FCC de las AgNPs se identific6 empleando difracciéon de
rayos X. Por otra parte, se evalud la efectividad de las AgNPs como agente
antibacteriano contra las cepas Gram-negativas Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes obteniendo zonas de inhibicion promedio de 20 y 22 mm
respectivamente, empleando una concentracion de 100 pg/mL. En cuanto a la
aplicacién en la sintesis de sensores a base de 6xido de estafio, los resultados
mostraron que las AgNPs biosintetizadas en este trabajo presentan propiedades
adecuadas para la diferenciacion de bebidas alcoholicas, como el Pisco peruano, a
través de una nariz electronica. Ademas, se observdO que el tamafio de
nanoparticula esta estrechamente relacionado con la sensibilidad del sensor para la
identificaciébn de compuestos volatiles presentes en las muestras. En conclusion, las
AgNPs obtenidas mediante sintesis verde presentan potencial para aplicaciones

biotecnolégicas como antibacterianos y sensores en la industria alimentaria.
Recomendaciones

Se recomienda profundizar en la cinética de sintesis de las AgNPs para optimizar el
proceso. Ademas, se recomienda identificar el mecanismo de accién de las AgNPs
como agente antimicrobiano en las diferentes concentraciones aplicadas. Por otra
parte, se recomienda evaluar diferentes concentraciones de AgNPs en la sintesis de
sensores a base de SnO: en bebidas alcohdlicas adulteradas y no adulteradas.
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