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Resumen

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con la finalidad de contribuir al estudio de la nanotecnologia en el Ecuador aprovechando los recursos naturales
que nos brinda nuestro pais, mediante la utilizacion de una planta para la obtencion de nanoparticulas de plata que sean mas amigables con la naturaleza. Se
uso como agente reductor un extracto acuoso obtenido a partir de las hojas de romero (Rosmarinus officinalis), el cual facilitd la formacion de nanoparticulas
sin residuos de contaminantes toxicos. Las (AgNPs) fueron caracterizadas mediante Espectroscopia UV-VIS presentando una absorcion en el rango 400-418
nm, que corresponde a la resonancia del plasmon superficial de las (AgNPs), también se empled la microscopia electronica de barrido (SEM) para determinar
el tamafio y morfologia de las (AgNPs) determinando una forma esférica de 10 nm de didmetro. Se comprob¢ a través de cepas de E. coli, S. aureus y B.
subtilis, la actividad inhibitoria produciéndose halos de aproximadamente 3.2 cm de diametro producto de las (AgNPs) sintetizadas, por lo consiguiente dichas
nanoparticulas se la aplico a una fruta tradicional (manzana), se incorpor6 un conservante natural (cera de abejas) conjuntamente con las (AgNPs), el mismo
dio un resultado eficiente comprobandose su efecto antimicrobiano y manteniendo sus caracteristicas iniciales. Se concluye que las nanoparticulas realizadas
en esta investigacion son muy altas, debido a su estructura en tamano, su efecto inhibitorio y su excelente poder en la conservacion de alimentos.

Palabras Claves
Nanoparticulas de plata, agente reductor, sintesis verde, actividad antimicrobiana, Rosmarinus officinalis.

Abstract

This research aims the study of nanotechnology taking advance the natural resources of Ecuador. By using a plant to get nanoparticles friendlier with nature.
It was used as a reducing agent obtained from rosemary leaves (Rosmarinus Officinalis) which facilitated the formation of nanoparticles without residues of
toxic contaminants. The (AgNPs) were characterized by UV-VIS spectroscopy presenting an absorption in the range 400-418 nm, which corresponds to the
surface plasmon resonance of the (AgNPs), also scanning electron microscopy (SEM) was used to determine the size and morphology of the (AgNPs)
determining a spherical shape of 10 nm in diameter. It was verified through strains of E. coli, S. aureus and B. subtilis, the inhibitory activity producing halos
of approximately 3.2 cm in diameter product of the (AgNPs) synthesized. Therefore, nanoparticles were applied to a traditional fruit (apple), a natural
preservative (beeswax) was incorporated together with the (AgNPs). It caused efficient results proving its antimicrobial effect and maintaining its initial
characteristics, concluding that the nanoparticles in this research are very high, due to their dimensions, inhibitory effect and excellent power in food
preservation.

Keyword
Silver nanoparticles, reducing agent, green synthesis, activity antimicrobial, Rosmarinus officinalis.

1. Introduccion antiguo como la agricultura. Comenzo por la observacion
Desde la antigiiedad las plantas son utilizadas en varias y recoleccion de plantas que eran aprovechadas por los
partes del mundo por sus propiedades nutritivas, animales, pasando a una recoleccion selectiva de las
medicinales, aunque el empleo de las plantas con fines mejores caracteristicas organolépticas como el sabor del
terapéuticos estuvo durante muchos afios asociado a ritos fruto, tamafio y aroma hasta llegar a domesticar las plantas
atractivos y religiosos, en tal caso el resaltar la utilizacion mas utiles hasta su extension a cultivo. [1]

para su posterior conocimiento ancestral de las plantas. El
origen de la utilizacion de las esencias y aromas es tan
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Las plantas hoy en dia se aprovechan en la industria
alimentaria, medicina, cosméticos entre otros. En los
ultimos afios se ha estudiado el efecto de los compuestos
bioactivos presentes en las plantas para ser utilizados en la
medicina, por lo cual existe varios reportes sobre sus
propiedades funcionales, medicinales y/o toxicologicas
[1]. Sin embargo, lo que se conoce de las plantas y sus
compuestos bioactivos es muy bajo para el potencial que
nos pueden aportar en el desarrollo de nuevos compuestos.
[1] Diversas fuentes investigativas indican que los
subproductos mas importantes del romero son su extracto
acuoso y aceite esencial. [2]. En los ltimos afios se han
extendido una gran cantidad de aportaciones cientificas que
brindan una amplia informacién acerca de las aplicaciones
del romero. [3]

Tomando en consideracion que al sintetizar nanoparticulas
de plata mediante métodos fisicos y quimicos tienen un
gran impacto ambiental y econémico. En la actualidad se
estan realizando investigaciones, que sean de gran
beneficio para el medio ambiente conocidos como sintesis
verde, eficientes y que sean mas factibles produciendo
menor cantidad de residuos contaminantes que en otros
métodos ya utilizados. [4]

La nanotecnologia al ser implementada en el uso de
diversas ramas aplicativas como en la medicina, en la
industria textil, en la agricultura, etc.; asi mismo en la
actualidad existen algunas investigaciones que se han
realizado utilizando nanoparticulas de plata a partir de
extractos de plantas. [5]

Existen algunos reportes que se han realizado acerca de la
sintesis de nanoparticulas de plata a partir de las cascaras
de algunas frutas como puede ser el banano, etc.; asi
también en plantas de ajo, sabila, albahaca, matico,
cilantro, y romero que poseen componentes bioactivos con
contenido antimicrobiano de forma natural de acuerdo con
sus propiedades son capaces de producir una reduccion en
la plata y sintetizar nanoparticulas [6]. Extractos de plantas
como el romero (Rosmarinus Officinalis) han demostrado
en varios estudios que poseen una gran variedad de
compuestos y propiedades antioxidantes y antimicrobianas
utilizadas como medicina ancestral [7].

También existen varios reportes donde se han realizado
investigaciones acerca de los compuestos del romero
presenciando metabolitos secundarios y aceites esenciales,
algunos compuestos que contiene el romero son
flavonoides, terpenos, acidos fendlicos entre otros [3]

En relacion con las especificaciones descritas con
anterioridad, en este trabajo de titulacion propone sintetizar
nanoparticulas de plata a partir del extracto de las hojas de
romero debido a sus diversas propiedades que contienen
como son los compuestos polifendlicos (CPF), los cuales
son los principales responsables reductores y de gran
importancia para el desarrollo de las nanoparticulas.

En la actualidad ha aumentado enfermedades de origen
microbioldgica y esto se debe a la resistencia de ciertos
microorganismos  patégenos, a los  antibioticos
convencionales que son utilizados como aditivos en la
industria alimentaria, que en numerosos informes son
considerados como responsables de ser cancerigenos y
teratogénicos por su toxicidad residual. Por esta causa, ha
aumentado la tendencia al uso de conservantes de origen
natural, y como resultado han ganado espacio entre el
mercado al ser considerados como una alternativa viable en
sustancias con actividad antimicrobiana. [3]

También, estudios previos informan que el extracto de la
hoja de (Rosmarinus officinalis) presenta actividad
antimicrobiana, aunque son muy escasos los trabajos
realizados sobre la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) del mismo modo se observa que las cantidades de
seres no visibles evaluados. La determinacion del CIM es
fundamental para evaluar las acciones de sustancias no
tradicionales, y a su vez demostrar los valores de la
inhibicion de los patégenos teniendo en cuenta la alteracion
de sus caracteristicas o parametros a conservar. [2]

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es conocida desde la
antigliedad como una planta aromatica, sus usos van desde
fines medicinales ademas de ser utilizada como un valioso
condimento, se deriva del griego “rhops y myrinos” que
tiene como significado “arbusto marino” esto se debe al
crecimiento cercano a la region costa. La planta de romero
ha sido un peso importante debido a su trascendencia por
las caracteristicas medicinales que esta posee el mimo es
de gran beneficioso para la humanidad y su cultura. [8]

El ser humano ha tenido desde hace miles de afios una
estrecha relacion con las plantas, esto se debe al importante
uso principalmente medicinal. Estas plantas han sido muy
importantes para el desarrollo de medicamentos naturales
y alimentos funcionales, ya que son una fuente importante
de compuestos bioactivos. La investigacion de las
propiedades del romero tanto como sus aplicaciones viene
asentada desde muchos afios atras, ademas de tener una
ubicacion geografica muy beneficiosa para su facil
consumo Yy estudios es decir de facil acceso, su plantacion
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se extiende por las costas de todo el mundo, dentro de los
subproductos mas importantes del romero y que a su vez
han sido de gran beneficio dandoles valor agregado entre
estos se encuentra el extracto acuoso y aceite esencial. [9]

En el afio de 1330 fue obtenido por primera vez el aceite
esencial de romero por Ramoén Llull desde aquel entonces,
se lo emplea en perfumeria. Segun [9] expresa, que esta
planta la wusaban como un aromatizante natural,
actualmente industrias han tomado en cuenta estas
ideologias, para crear productos con el fin de satisfacer
necesidades, por eejemplo,es utilizado en la industria
farmacéutica esto se debe al ser considerado medicinal, asi
mismo usado para calmar malestares provocados por la
ingesta de alimentos en mal estado, la industria de
alimentos lo usa como un aromatizante y saborizante. [9]

La Fitoterapia es el nombre que le aplica al uso de plantas
con el fin terapéutico esta ciencia estudia la utilizacion de
las plantas medicinales con el objeto de prevenir, aliviar o
curar enfermedades. Investigaciones indican que desde la
antigiiedad las hierbas han sido uno de los principales
remedios curativos empleados por el hombre. No obstante,
actualmente la fitoterapia es una alternativa que
complementa a determinados tratamientos. [10]

1.1. Origen del romero

La especie vegetal (Rosmarinus officinalis), perteneciente
a la familia (Lamiaceae) conocida popularmente como
romero, es una planta originaria de la region mediterranea,
cultivada en muchos paises del mundo y es utilizada como
condimento y aromatizante en la elaboracion de algunos
alimentos, ya que es rica en principios activos que actuan
en la mayoria de los 6rganos del cuerpo humano [3].
Contiene fuentes de metabolitos secundarios y aceites
esenciales, algunos compuestos activos contenidos en el
romero estan distribuidos en flavonoides, terpenos, acidos
fenodlicos seguidos de otros grupos funcionales. [3] Como
subproductos de mayor relevancia estan los de extracto
entre ellos el acuoso y el aceite esencial. [2]. Ademas, es
usada en la medicina tradicional por sus efectos digestivos,
antiespasmodicos y carminativos. Ultimamente se han
extendido una gran cantidad de aportaciones cientificas que
brindan una amplia informacién acerca de las aplicaciones
del romero. [3]

Su origen data en la regién mediterranea del Sur de Europa
y del Norte de Africa, el romero crece de manera
espontanea o en cultivos. Por lo general se lo puede
encontrar en las islas Baleares y en la Peninsula a
excepcion del Norte su mayor produccion es en las tierras

bajas de clima calido. Actualmente se cultiva en todo el
mundo. [11]

Las plantas medicinales han llegado a adquirir una gran
demanda en cuanto a terapias alternativas o
complementarias en varias regiones del mundo. Las plantas
con uso medicinal poseen como caracteristica principal
tener un alto contenido de sustancias o principios activos,
con multiples propiedades quimicas, bioquimicas Yy
organolépticas que permiten su mejor utilizacion con fines
terapéuticos, plantas aromaticas o esencian, componentes
del romero, su capacidad antioxidante, sus principales
efectos son usados en la industria farmacéutica o
terapéutica, en la industria alimentaria su uso es cada vez
mas abundante tal es el caso que uso toxicoldgico es parte
de la industria. [12]

Se han registrado multiples compuestos quimicos presentes
en el romero (R. officinalis L), los cuales han sido
agrupados de forma general por distintos autores. Como
son los acidos fendlicos, flavonoides, aceite esencial,
acidos triterpénicos y alcoholes triterpénicos. [12]

Fig. 1. Romero
Fuente: [13]

Las ramas del romero presentan un aspecto seco propio de
las zonas donde este crece, tal y como se puede observar en
la Figura 1, es originario de la zona mediterranea, donde
también se cultiva, los principales paises productores son
Espafia, Marruecos y Tunez, pero también se la puede
encontrar en Oceania, Asia y en América del sur,
Centroamérica y algunas partes del norte Americano, su
recoleccion es por lo general en los meses de abril a julio
su almacenamiento es en cajas de carton o bolsas de papel.

(8]
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1.2. Distribucién del romero
La distribucién del romero (Rosmarinus officinalis L.) se
localiza en el mediterraneo Sur de Europa y Norte de
Africa, dichos lugares es donde el cultivo crece
espontaneamente, esto se debe a los suelos arenosos y
calcareos, agroecolégicamente las tierras bajas de clima
calido son las mas propicias para desarrollar a esta planta,
en la actualidad es cultivado en todo el mundo. [11]

En la siguiente imagen se muestra la distribucion del
romero a nivel global, cabe recalcar que se lo puede
adquirir por lo general en la parte suroeste de Europa, norte
de Africa, suroeste de Asia, asi como en Latinoamérica. La
introduccion del romero en Latinoamérica se debe a los
viajes realizados por los espafioles en la época colonial,
donde la utilizaban para fines medicinales en sustitucion de
los remedios aztecas.

Fig. 2. Distribucion Mundial del R. officinalis
Fuente: [12]

Existe una amplia cantidad de paises donde se cultiva el
romero, como productor se encuentran Espafia, Marruecos
y Tinez; aunque también se destaca en paises con una
produccion relativamente moderada entre ellos estan:
Rusia, Inglaterra, Francia, Portugal, Tunez, China,
Australia y Estados Unidos. El romero se cultiva dentro de
los rangos de temperatura de 2°C a 35°C, fuera de este
rango de temperatura el romero no posee un adecuado
crecimiento.

1.3. Caracterizacion y morfologia

Es una planta arbustiva, sus hojas son pequefias y tienen
forma de espigas con una coloracion verde brillante. El
romero es un arbusto de hasta dos metros de altura, florecen
dos veces al afio esta planta es muy resistente a los cambios
de temperatura, su posicion generalmente se mantiene
erguida, sin embargo, en ocasiones se encuentra colapsada

por otras plantas, el promedio de vida util esta entre los 5y
15 afios. Su floracién puede variar, pues mientras que
algunos autores afirman que las flores pueden estar
presentes en la planta durante todo el afio, otros declaran
que no hay floracién durante los meses mas calurosos del
afio. Parte del tallo crece recto con una caracteristica
aterciopelada y poseen numerosas glandulas esferoidales.
[14]

Las hojas, tiene una estructura simple su tamafio
regularmente es menor a 4-6 mm, sim embargo hay ramas
que se diferencias a otras, caracteristicas como en la parte
exterior del borde de la hoja se observa que es aguda y
entera, su oscilacion es lineal y concava, sus margenes son
planos. En cuanto a la superficie foliar, las hojas jovenes
por lo general estan sujetas al tallo sim embargo algunas
con frecuencia lanoso. [14]

Fuente: [15]

1.4. Propiedades medicinales del Romero

Segun [16], los antioxidantes son compuestos que retrasan
la auto-oxidacion de tal manera que proporcionan la
inhibicion o la formacion de radicales libres. En la industria
de la medicina es de gran importancia para la actividad
antioxidante, datos del INEN, en Ecuador en el afio 2015
se incrementd el uso de productos elaborados con esta
planta hasta un 15% que, en afios anteriores, esto se debe
al potencial antioxidante que el romero posee.

En quimica los antioxidantes de origen natural
provenientes de las plantas connotan en partes como el
tallo, las hojas y las flores, en la actualidad son una
alternativa convencional, esto se debe al alto contenido de
compuestos fendlicos que pueden prevenir la propagacion
de reacciones de oxidacion. [17]
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Industrias como la farmacéutica, utilizan al romero en
productos de salud y belleza, 4reas como la cosmetologia
expresan que al incorporar infusiones o aceites de esta
planta a un shampoo comercial, este fortalecera las
propiedades nutricionales que posee el romero, el objetivo
de la mezcla es evitar la pérdida del cabello y dafiar el cuero
cabelludo. [18]

1.5. Nanotecnologia

La “nanotecnologia” terminologia que proviene del latin
(nanus: enano- Real Academia, 1895) se acuiid en 1974,
fue expuesta por Norio Taniguchi de origen japonés en la
(Universidad de Tokio, Japon) esto se dio para hacer o
tener referencia acerca de cualquier tipo de tecnologia que
sea aplicada a escala atdbmica y molecular. En la actualidad
esto ya se distinguen, de manera general, existiendo dos
vias de desarrollo nanotecnolégico, la primera revista que
se cre6 en América latina en relacion a los topicos de
comunicacion informa que la via de arriba abajo y la via de
abajo a arriba (top-down y bottom-up), una se refiere a “la
version dilatada que tiene como significado utilizar la
tecnologia que tenga relacion con otros tipos de sustancias
u objeto diminuto que posea un tamafo menor a 100
nanoémetros (nm).”, en cuanto a la otra parte se basa en
“proyectar, plasmar y construir maquinas que tengan la
posibilidad de observar cada atomo y enlace quimico si se
encuentra precisamente especificado” (Storrs). La primera
es la modalidad o version ligera (light) y la segunda es una
version mas compleja o también se la suele llamar como
modalidad hard. [19]

Las nanociencias son un conjunto de disciplinas diversas
que buscan comprender las leyes que gobiernan este
universo diminuto. Las nanociencias tienen como
proposito el estudio de las propiedades de la materia tanto
de atomos como de moléculas (caracteristicas térmicas,
eléctricas, magnéticas, Opticas, quimicas) esto quiere decir
que las nanociencias contribuyen en gran magnitud a las
investigaciones y estudios cientificos: en mecatronica, en
ingenieria, en biologia, en quimica tanto inorganica como
organica, en fisica en la mayoria de sus ramas: Optica,
termodinamica, electronica, hidraulica, etcétera. Las
nanotecnologias, esto se refieren al conjunto de técnicas y
procedimientos que permite la manipulacion a nivel
atomico y molecular de la materia, asi como capacidad de
configurar y cambiar voluntariamente sus caracteristicas y
desempeifio (Royal Society: 2004).

Al ser combinadas estas tecnologias con los sistemas
microelectro mecanicos (MEMS), el potencial de la

computacion y los conceptos de disefio estos se basan en
sistemas bioldgicos, se construyen las condiciones para el
desarrollo de objetos y materiales nanos que son capaces
de responder a su ambiente. [19]

La nanotecnologia es considerada como una ciencia
“horizontal” esto se debe a que practicamente tiene
influencia, ya sea directa o indirectamente, sobre todos los
sectores; es decir, tiene un enfoque interdisciplinario; de
modo, que se proyecta que la nanotecnologia podria ser la
parte principal convergente dentro de la ciencia, la
economia y la sociedad del futuro. Aquellos que
promueven la nanotecnologia, pronostican que esta no solo
mejorard al mundo industrial, sino que lo reemplazara. El
progreso nanotecnoldégico se ha considerado como un
fenomeno, el cual se advierte por su constante incremento
con relacion a las patentes y entrevistas de la literatura
cientifica, esto sin duda afectard de manera positiva la
demanda de materiales nanoestructurados [20]

1.6. Nanotecnologia en el Ecuador

Pese a que la nanotecnologia a nivel mundial ha tenido un
gran desarrollo y avance prolongado en esta area, en el
Ecuador no se ha generado amplia informacion cientifica
en esta rama, aunque en el pais ya se estan utilizando
ciertos productos basados en la nanotecnologia. Las
investigaciones acerca de las nanoparticulas son de mucha
importancia, esto debido a que entre sus campos de
aplicacion estan el medioambiente, exploracion espacial,
tecnologias de la comunicacion e informatica, sector
energético, textil, construccion, y arquitectura, medicina,
instrumentacion, agricultura, ganaderia, electrénica,
cosmética, industria militar, automovilistica, seguridad
personal y wvial, higiene y salud publica, deportes,
espionaje, entre otras. [21]

Las nanoparticulas de plata han generado un gran interés a
lo largo de los afios por sus propiedades fisicoquimicas a
escala nanométrica muy especiales, que pueden ser
aplicadas en distintas areas como, por ejemplo, las
nanoparticulas de plata como agentes antibacteriales y
antivirales; lo que las hace atractivas es precisamente su
tamafio y forma. [21]

En la actualidad han aparecido distintos métodos para la
sintesis de estos nanomateriales, teniendo un control tanto
en la forma como en el tamafio de las (AgNPs), para ser
empleadas en diversas aplicaciones, sin embargo, la
mayoria de los métodos aplicativos para la sintesis de las
nanoparticulas son costosos y también agresivos con el
medio ambiente, debido a esto se busca rutas sintéticas
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biologicas, o biosintéticas, que involucran organismos
vivos totales como bacterias, hongos y plantas. Ecuador es
considerado un pais megadiverso en cuanto a recursos
floristicos, es importante estudiar el potencial de plantas
vegetales del Ecuador como agentes reductores y
estabilizadores en los procesos de sintesis verde de
nanoparticulas [22].

Seglin las investigaciones de los autores antes mencionados
se prevé, determinar la factibilidad del uso de una planta
vegetal (romero) con propiedades antimicrobianas en este
caso el romero, para sintetizar nanoparticulas de plata,
realizando varios procesos de sintesis teniendo en cuenta la
concentracion de extracto vegetal en el proceso, la
temperatura y otras variables. Los resultados obtenidos en
la sintesis se caracterizaron con las técnicas disponibles en
el pais [23].

1.7. Nanomateriales

Se define asi a los materiales que contienen particulas
dentro del rango de la nanoescala o escala nanométrica, es
decir que vayan desde un nanometro a 100 nm. El
nanémetro (nm) al ser considerada en otra unidad (m) es
equivalente a una milmillonésima parte (1 nm = 10™°m).
Seglin la comision europea en el 2011 se adoptd una
recomendaciéon sobre la definicion de nanomaterial,
entendiéndose como tal un material natural, accidental o
fabricado que este contenga particulas, sueltas o formando
un agregado y en el que el 50 % o mas de las particulas
presentes en una o varias dimensiones externas en el rango
de tamafios comprendido entre (1 a 100) nanémetros [24].

1.8. Nanoparticulas de Plata

Segtin Faraday y Turkevich (2009), propusieron uno de los
mecanismos por el cual se da la formacion de
nanoparticulas de plata. El mecanismo, esta constituido por
tres pasos fundamentales: nucleacion, crecimiento y
estabilizacion, como se puede apreciar en la figura 4.

Nicleos
estables

.'
e

Nucleacion Crecimiento

Nanoparticulas
metalicas en solucion |

Fig. 4. Estructura de las Nanoparticulas de Plata
Fuente: [25]

La nucleacidn inicia cuando se da una reduccion de la sal
metalica debido a la accion de un agente reductor que sea
adecuado, generando atomos de metal con estado de
oxidacion cero, estos atomos metalicos con iones metalicos
desencadenan la formacion de un nicleo metalico al cual
se le denomina semilla [25].

El crecimiento de los nticleos se da por difusion y debido a
la transferencia de masa de los iones metalicos hacia la
superficiec de estos nucleos. Durante esta ectapa, es
necesario un control 6ptimo tanto de la temperatura como
de la concentracion debido a que estos tipos de parametros
influyen de forma significativa en mencionada etapa. La
estabilizacion, depende del empleo de un agente de
equilibrio, el cual actia de manera que evita la
aglomeracion. El efecto es ocasionado por la repulsion
entre particulas provocada por la doble capa eléctrica que
se forma por los iones adsorbidos en la superficie de las
nanoparticulas [20].

1.9. Toxicidad de las nanoparticulas de plata

En base al constante crecimiento con respecto a las
aplicaciones que se les ha dado a las nanoparticulas de
plata, la exposicion del cuerpo humano, asi como también
la liberacion de estas al ambiente, se hace necesario realizar
un andlisis del potencial toxicologico que mencionadas
nanoparticulas puedan presentar.

A pesar de que la utilizacion de las (AgNPs) ya se ha
reportado hace varios afios, la evidencia de su toxicidad atin
no esta clara. Por lo que varios organismos acreditados,
FDA (Food and Drug Administration) y la EPA
(Enviromental Protection Agency), han aprobado el uso de
estas nanoparticulas en diversas industrias como textil,
cosmética, alimentaria, entre otras. Entre estos organismos
se encuentra también la Comision Europea de
Nanotecnologia que establece que, la toxicidad de estas
nanoparticulas es muy baja por lo que en algunos de los
productos actos para el consumo humano desprenden
pequeiias cantidades de plata, por tanto, no ejercen
consecuencias importantes para la salud [26].

Con respecto a la parte medioambiental se fundamenta que,
el uso de la plata a escala nano constituye un porcentaje
pequeio a diferencia de la cantidad de (Ag) total que se
encuentra presente en el medio ambiente. Sin embargo,
cabe resaltar que ciertas especies podrian absorber
facilmente esta plata especialmente los organismos
acuaticos, pero que la probabilidad de ello es minima [26].
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Las investigaciones sobre las formas de interaccion de
estas nanoparticulas con tejidos humanos y las principales
rutas de exposicion han demostrado resultados que reflejan
a las nanoparticulas de plata pueden presentar citotoxicidad
por interaccidn con proteinas y enzimas a nivel intracelular.

Sin embargo, hasta ahora no se han reportado casos de
efectos secundarios de productos que tengan relacion con
la utilizacion de las nanoparticulas de plata, se mantienen
las investigaciones para determinar si efectivamente las
mencionadas nanoparticulas son inocuas o no para el
organismo, asi como también para el medio ambiente [20]

2. Materiales y métodos

La recoleccion de datos es el resultado de una gran
diversidad de técnicas y herramientas que son utilizadas
para desarrollar la investigacion, las cuales son la entrevista
y la observacion. El presente trabajo de investigacion
consta de un formato o prototipo investigativo basado en la
aplicacion de técnicas modernas de la investigacion,
modelos en los cuales pueden ser discriminatorios y
cuestionables, son los que definiran y sistematizaran a las
entrevistas a utilizar con este tipo de método se brindara un
trabajo flexible en la recoleccion de datos:

En esta indagacion, el fundamento primario compone
textos cientificos, tesis doctorales y los datos que se
obtienen a partir de los ensayos experimentales efectuados
en los laboratorios de la facultad de ingenieria quimica de
la Universidad de Guayaquil, respecto a la sintesis de las
nanoparticulas de plata, y el efecto de estas nanoparticulas
sobre las bacterias E. coli, S. aureus y B. subtilis.

Desde otra perspectiva las fuentes de las indagaciones
secundarias demuestran articulos de informacion reciente
sobre la sintesis de diferentes tipos de nanomateriales, asi
como nanoparticulas de oro y plata, métodos de
modificacion de superficies, microorganismos patégenos,
y el efecto antimicrobiano que tendran las nanoparticulas.
La tabla 1, demuestra una lista de todos los equipos que se
utilizan en la presente investigacion asi mismo también
instrumentos muy importantes de laboratorio. Los cuales la
mayoria estdn ubicados en la facultad de ingenieria
quimica de la Universidad de Guayaquil. En el caso del
Microscopio electronico de barrido (SEM), este se ubica en
el laboratorio de microscopia, localizado en instituto
nacional de investigacion en salud publica “Dr. Lepoldo
Izquieta Perez”. Los analisis de terpenos y fenoles totales
se los realizaron en “Laboratorio Analitico UBA”,
mediante el cual se determinan la cantidad de terpenos y
fenoles totales presentes en el extracto de romero.

Tabla 1.
Materiales y equipos utilizados
LRI Marca /
herramientas de Utilizacién
. Modelo
laboratorio
Agitador . Realizacion del extracto de
L. Elicrom . o
magnético con 48x22mm cilandro y en la sintesis de
calentamiento. ' nanoparticulas.
- Merck Control del pH del extracto y
Tirillas de pH Millipore de las nanoparticulas.
o . Peso del sélido, nitrato de
Balanza analitica Elicrom plata (AgNO3).
Fisher,
Gradilla Isolab, Bel- Soporte para los tubos de
Ar ensayos.
scienceware
E‘qlllp()‘ d ¢ Filtracion del extracto
Filtraciéon
Papel filtro Pape! gtlllzado para retener
o Whatman los solidos o grumos del
Whatman N°1
extracto de romero
Envases para conservar las
Envases de &mbar Green nanope_lmculas de .plata yasu
vez evitar que reciba la luz
solar
Utensilio de vidrio utilizado
Vidrio Reloj Pyrex para pesar cantidades
pequenas de nitrato de plata
Material volumétrico
utilizado para medir las
Pipetas Pyrex cantidades exactas de los
reactivos en los ensayos
fitoquimicos
Estufa Memmert Secadp de 1nstmmentos y
materiales de vidrio.
Utilizada para mantener un
Rejilla de Asbesto  ASEMED equilibrio con respecto a la
temperatura de una llama
durante su calentamiento
Equipo calentador con el
objetivo de elevar la
. o Corning PC-  temperatura para la
Hornilla eléctrica 400D y Mtx  realizacion del extracto de
romero y sintesis de
nanoparticulas.
Desarrollo y sostenimiento
Incubadora VWR del cultivo de bacterias.
Mlcro,sq)plo JEOL JSM Deter~mma la forma y e!
electronico de 5310 tamaio de las nanoparticulas
barrido (SEM) de plata
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Mide la absorbancia de una

. Genesys 10-  muestra en los espectros de
Espectrofotometro . -
uv luz ultravioleta y visible de
200 a 700 nm.
Termémetro Multi- Controlador de temperatura
digital thermometer  en los diversos procesos
Mortero Utensilio utilizado para
machacar el romero.
Utilizado para conservacion a
bajas temperaturas del
Refrigerador de Labomersa extracto de romero, muestras
laboratorio & Mabe de nanoparticulas, agares
preparados y utilizados,
discos para inhibicion.
. qurtWatch, Controlador de tiempo para
Cronémetro Casio HS- o
la sintesis de (AgNPs).
3V-1
2.1. Preparacion del extracto

Para la preparacion del extracto se siguid la
metodologia descrita por [27]. En este proceso se
utilizaron las hojas de Rosmarinus officinalis
(Romero), para la obtencion de un extracto natural que
favorezca el proceso de reduccion del nitrato de plata
y la formacion de las nanoparticulas, sin la necesidad
de utilizar sustancias quimicas contaminantes que
podria generar sustancias toxicas secundarias. El
proceso de preparacion del extracto comprende una
serie de etapas nombradas a continuacion:
Recoleccion de la planta

Seleccion y lavado de las hojas

Reduccion de tamafio utilizando un mortero

Se hirvieron 100 g de hojas bien lavadas en un Beaker
con 500 ml de agua destilada en un periodo de tiempo
de 20 a 25 min hasta ebullicion

Se utilizé una plancha de calentamiento con agitador
magnético para graduar la temperatura desde 50°C
hasta 200°C manteniendo una agitacion continua a 300
rpm.

Se filtro el caldo producido, y posteriormente se
agregaron 100g de hojas adicionales, hirviéndolo
nuevamente bajo las mismas condiciones para
concentrar la solucién en funcion del contenido de
Romero.

Posteriormente se calento el extracto concentrado para
reducir su volumen por evaporacion hasta 50 ml y asi
concentrar aun mas el caldo.

Por tultimo, se filtré el extracto final, se dejo reposar a
temperatura ambiente hasta que se enfrie y luego se
almacend en un recipiente de vidrio (matraz)

esterilizado. Para conservar el extracto se mantuvo en
refrigeracion a una temperatura de 4°C.

Fig. 5. Extracto de hojas de romero con diferentes
solventes

Para la determinacion de los metabolitos secundarios se
utilizé tres tipos de extracto cada uno con diferentes
solventes; en agua destilada, en etanol y en agua acidulada;
con la finalidad de utilizar el extracto que presente mayores
compuestos y propiedades quimicas para su determinado
uso en la obtencién de las nanoparticulas.

2.2. Preparacion del nitrato de plata acuoso (AgNO3)
Para realizar la respectiva preparacion del nitrato de plata
a una concentracion de 1 [mM] se disuelve 0.034 gramos
de AgNO3 en 200 ml de agua destilada en un recipiente de
vidrio que se encontrara sellado hasta su respectivo uso.
(28]

0.001[M]
X = 1[mM] X W = 0.001 [M] (1)
Mgy = PM(%) x V(1) x molaridad )

mgy = 169.87 g/mol x 0,2 L x 0.001 M (3)

megy = 169.87 g/mol x 0,2 L x 0.001 mol/L  (4)

2.3. Sintesis de nanoparticulas de plata
Para la sintesis de nanoparticulas de plata se siguio la
metodologia descrita por Camacho polo, estudio cientifico
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realizado en la Universidad de Cartagena, realizando varias
modificaciones experimentales en las variables, de tal
manera que se pueda obtener cuantitativamente una mejor
eficacia en los resultados.

Se realizé la preparacién de las nanoparticulas de plata
variando algunos factores como los dias del extracto, el pH,
y el volumen del extracto. En la siguiente tabla se describen
las variables modificadas en la experimentacion durante
todo el proceso.

Tabla 2.
Variables modificadas en el proceso de elaboracion de
(AgNPs)

Extracto de romero

1 (dia) 3 (dias)
Cantidad de extracto de romero Cantidad de extracto de romero
(ml) (ml)
5 10 20 30 40 5 10 20 30 40
pH pH
8 9 10 8 9 10

Se inici6é utilizando el agente precursor nitrato de plata
(AgNO3) quimicamente puro y se prepard una disolucion
acuosa de un milimolar (mM).

Cabe recalcar que esa misma concentracion del nitrato de
plata se la utilizara en todo el proceso, variando el volumen
del extracto de romero para comprobar mediante la
experimentacion cual es la concentracion mas adecuada,
dicho de esta manera. Se tomaron 5 ml de la solucién de
nitrato de plata de (1 mM) afnadiéndole al extracto del
romero a diferentes volimenes de (5,10,20,30,40 ml), y
titulando con hidroxido de sodio (NaOH) al 0.1N con la
finalidad de ajustar el pH a basico. Para que se produzca
esta reaccion se la realiza con agitacion constante a una
temperatura de reaccion (65°C) con variaciones en valores
de pH (8,9 y 10).

Luego se almacenaron en frascos de ambar de 30 y 100 ml
de capacidad conservandolos a una temperatura de 4°C. El
procedimiento descrito anteriormente se lo realizd
variando el tiempo con relacion al tiempo de elaboracion
del extracto en los dias 1 y 3 dejandolo en reposo en
refrigeracion. Luego se observo en el espectrofotometro en
que dia present6 una mejor absorbancia. A las muestras
obtenidas se le realizaron un control de duracion que fue de
1 a7 dias.

3. Resultados

Como resultado se obtuvo un extracto acuoso de las hojas
de romero para la obtencion de nanoparticulas de plata; el
extracto al ser caracterizado por ensayos cualitativos
present6 cuatro de los metabolitos que se encuentran dentro
de la composicion quimica del romero, y mediante el
analisis cuantitativo se obtuvieron excelentes resultados en
el extracto acuoso, reportando presencia de fenoles y
terpenos en un 24%. Esto quiere decir que en el extracto de
las hojas de romero produce sus propios metabolitos
secundarios con capacidad reductora, en este caso como
agente reductor de la plata.

3.1. Analisis fitoquimico
Tabla 3.

Analisis fitoquimico-contenidos en el extracto acuoso de
las hojas de Rosmarinus officinalis

Ensayos fitoquimicos

5 Extracto Extracto Extracto
(Metabolitos o q
. acuoso etandlico acidulado
secundarios)
Saponinas Negativo Positivo Negativo
Compuestos
reductores(reactivo Positivo Positivo Positivo
Fehling)
Corppuestos Positivo Positivo Negativo
fendlicos
Flavonoides Positivo Positivo Negativo
Alcaloides: (ensayo (+++) (+++) )
de Dragendorff) +H) )
Resinas Negativo Negativo Negativo
Terpenoides Positivo Positivo Positivo

Como se observa en la tabla 3, no hubo presencia de
saponinas debido a que no se presencié espumas en la
muestra, ni de resinas por parte del extracto acuoso. Sin
embargo, si hubo presencia de los compuestos esperados
como lo son los compuestos fendlicos y los terpenoides
seguido de azucares reductores, flavonoides y alcaloides.

Mediante el ensayo de los compuestos fenolicos se pudo
comprobar la presencia de una coloracion roja con un
ligero color verde, cualitativamente esto quiere decir que
hay presencia de acidos fenodlicos y se podria decir que
pequenas cantidades de taninos.
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En la tabla 4 podemos observar cuantitativamente las
cantidades de fenoles y terpenos contenidos en el extracto
acuoso de romero, siendo estos los compuestos con
mayores propiedades quimicas.

Tabla 4.
Determinacion cuantitativa de los principales metabolitos
secundarios

Metabolito

. Método Resultados Unidades
secundario
Fenoles Singleton and 24.0 %
Terpenos Rosy 2844.0 mg/kg

Fuente: Laboratorios UBA
Elaborado por: (Arias & Palma, 2018)

3.2. Sintesis de nanoparticulas de plata

En el proceso de sintesis de nanoparticulas se observo que
se produjo un cambio en la coloraciéon de una tonalidad
amarilla producto del mismo extracto a una coloracion
marrén oscuro. Diversos autores como [29], [30] y [31];
afirman que esta coloracion es producto del crecimiento y
desarrollo de las (AgNPs) cuando se utilizan solventes
naturales de origen vegetal como extractos de cilantro,
matico, sideroxylon capiri, vitis vinifera, nopal, sabila, etc.
Al finalizar el proceso las muestras de nanoparticulas con
pH 10, se las conservo en frascos de ambar con aislamiento
a la luz y conservandolas a temperaturas de 4°C. Las
muestras de (AgNPs) se dejaron reposar de 1 a 3 dias,
donde se sembré en medios de cultivos en el dia 0 y en el
dia 3, con el objetivo de comprobar el mejor efecto
inhibitorio.

Fig. 6. Solucion de (AgNPS) sintétizadas a partir de
extracto de hojas de romero como agente reductor de la
plata (Ag)

3.3. Caracterizacion de nanoparticulas de plata
(AgNPs)

Las nanoparticulas fueron caracterizadas mediante el
espectrofotometro Genesys 10-uv.

Tabla 5.
Analisis de las (AgNPs) con diferentes volimenes y pH 8
por Espectroscopia UV-VIS

Factor
Propor Longi T de
cionen Di tudde Absorba ( absorci Con'c’entr
. 2 acion
volume a onda ncia % on
n @ ) (Lmol (™M
cm)
2.318 0 33.25
1 365 2.315 5' 24.28 33.22
2.317 33.28
5-5
2.394 0 33.92
3 298 2.396 4' 18.25 33.91
2.396 33.93
2.354 0 33.50
1 325 2.354 7' 21.53 33.55
2.353 33.54
5-10
2.380 0 33.84
3 312 2.382 3' 14.36 33.85
2.384 33.84
2.339 0 33.35
1 345 2.337 2' 12.78 33.38
2.334 33.35
5-20
2.308 0 33.16
3 382 2.307 6- 14.40 33.14
2.306 33.14
2.343 0 33.45
1 335 2.342 3' 16.14 33.43
2.341 33.44
5-30
2.014 0 33.14
3 369 2.015 4' 20.94 33.16
2.017 34.12
2.372 0 33.76
1 318 2.374 4' 10.06 33.77
2.372 33.74
5-40
2.265 0 33.65
3 324 2.267 6- 14.22 33.64
2.268 33.67

Al observar la tabla de datos tomados, en el
espectrofotdmetro se tienen valores que van desde 296 a
418 nm indicativo de que si existe presencia de
nanoparticulas, se descartd ciertos rangos que no son
indicativos de una buena estabilidad en las NPs como son
los rangos de 296 a 325 nm; esto debido a que la resonancia
de plasmon superficial en la escala nanométrica del equipo
espectrofotometro absorbe la luz visible en los rangos de
400 a 800 nm y en relacion al barrido electronico se puede
observar con respecto a los resultados los valores no
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sobrepasan de los 400 nm y en relaciéon a la luz que
transmitirdn se proyectara tomando en cuenta que de
acuerdo al valor de la longitud de onda se reflejara el color
absorbido de la muestra, en esta tabla como se presentan
rangos menores y si se observa en la tabla 5 no existe
ninguna coloracion que se refleje en estos rangos por tal
motivo fueron descartados.

Tabla 6.
Analisis de las (AgNPs) con diferentes volimenes y pH 9
por Espectroscopia UV-VIS

Factor
Propor Longi T de
Shmen T ae  AGmhn  ( chow Do
. , acion
volume a onda ncia % on "
n @) )  (mo. (&M
cm)
2.403 0 34.02
1 402 2.405 5' 16.10 34.05
2.405 34.04
5-5
2.435 0 34.30
3 390 2.432 3' 14.12 34.32
2.430 34.31
2.412 0 34.15
1 396 2414 4' 18.02 34.16
2414 34.19
5-10
2.478 0 34.87
3 342 2.476 5' 12.11 34.87
2.478 34.88
2.419 0 34.78
1 376 2.420 8. 19.24 34.79
2.422 34.81
5-20
2.424 0 34.81
3 369 2.422 6. 17.05 34.84
2.423 34.84
2416 0 34.21
1 395 2416 4' 13.72 34.23
2418 34.24
5-30
2.438 0 34.52
3 382 2.438 3' 11.23 34.54
2.440 34.55
2.426 0 34.48
1 388 2.426 6. 17.99 34.46
2.428 34.46
5-40
2.396 0 34.90
3 309 2.396 4' 14.42 34.92
2.398 34.94

Se observo que en la proporcion 5-5 presentd una longitud
de onda de 402 nm en el dia 1, seguido de la proporcion 5-
10 con 396 nm en el mismo dia; luego estd 5-5 en el dia 3.
Estos valores lo que muestra es que en el dia 1 presentan

longitudes de onda mayores, aunque sus cantidades son
muy cercanas. Esta tabla se descartd debido que en su
mayoria presentaron valores con rangos bajos no obstante
se tomd como referencia los dos valores que presentaron
los mejores resultados en esta parte como lo son los de las
proporciones de 5-5y 5-10.

Tabla 7.
Analisis de las (AgNPs) con diferentes volimenes y pH
10 por Espectroscopia UV-VIS

Factor
Propor Longi T de
cibnen Di tudde Absorba ( absorci Con.c?ntr
: - acion
volume a onda ncia % on 1)
n @) )  (Lmol. (™8
cm)
2.328 0 34.21
1 418 2.326 4' 16.98 34.27
2.329 34.25
5-5
2.362 0 34.72
3 405 2.363 2' 14.12 34.75
2.362 34.76
2.374 0 34.61
1 409 2.373 4' 12.32 34.67
2.376 34.65
5-10
2312 0 34.50
3 412 2317 5' 14.54 34.52
2.318 34.52
2.368 0 34,78
1 404 2.367 4' 16.38 34.77
2.367 34.77
5-20
2416 0 34.84
3 399 2.417 3' 15.03 34.84
2418 34.83
2.392 0 34.80
1 401 2.395 3' 12.14 34.81
2.394 34.80
5-30
2.364 0 34.66
3 410 2.363 4' 14.74 34.66
2.361 34.67
2.425 0 34.96
1 389 2.427 4' 13.37 34.97
2.423 34.95
5-40
2.396 0 34.90
3 400 2.398 5' 15.02 34.92
2.397 34.94

En la tabla 7 se consideran que los datos en su mayoria son
los mejores en comparacion a los de la tabla 5 y 6, esto se
debe a que las moléculas en pH basico se dispersan e
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interactiian de mejor manera lo que permite que al unirse la
molécula de Ag con la del extracto se realice de una manera
uniforme, de acuerdo a los resultados se obtienen valores
muy cercanos es decir su variaciones son pequefias, pero
los mejores resultados se dieron en la proporcién 5-5 con
dia 1 seguido de la proporcion 5-10.

Se dice que cada planta contiene sus mismas propiedades
quimicas y que cada una puede reaccionar de diferente
manera ya sea con rapidez o lentitud. En este caso el agente
reductor del romero (acido rosmarinico) reacciona con
rapidez en el dia 1 manteniendo sus valores en el rango
hasta el dia 3.

Entonces las nanoparticulas obtenidas como resultado en
pH 10 con proporciéon 5-5 en el dia 1 presentaron una
velocidad de reaccién mas elevada, teniendo el pico mas
alto con respecto a la grafica y por consiguiente un valor en
longitud de onda de 418 nm.

Dia 1 (5-5)
450
[
k=
S 400 —_
=0 /
EE v Abs
= 350
2 ——
=]
)
300

pH & pH9 pH 10
Fig. 7. Representacion de los datos obtenidos en el equipo
Espectrofotometro Dia 1 (5-5)

Dia 1 (5-10)

600

[}

g 400 —

: ——

) Abs
E £ 200 ——
o0

=

=]

=)

0

pH 8 pH9 pH 10
Fig. 8. Representacion de los datos obtenidos en el equipo
Espectrofotometro Dia 1 (5-10)

Dia 3 (5-5)
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Fig. 9. Representacion de los datos obtenidos en el equipo
Espectrofotometro Dia 3 (5-5)

Dia 3 (5-10)
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2 200 bs
: >
S 100
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Fig. 10. Representacion de los datos obtenidos en el
equipo Espectrofotometro Dia 3 (5-10)

Tabla 8.
Medidas de los halos formados con respecto a las
muestras analizadas

Mu(.estras E. coli S. aureus B. subtilis
analizadas
2.929 2.043 1.972
Extracto
2912 2.200 2.252
2.828 2.127 1.803
Promedio 2.889 2.123 2.009
1.803 1.296 1.093
Solucion de
nitrato (AgNO3) 1.418 1.313 9.31
1.430 1.319 1.133

Revista Ingenieria Quimica y Desarrollo
Universidad de Guayaquil | Facultad de Ingenieria Quimica | Telf. +593 4229 2949 | Guayaquil — Ecuador
https://revistas.ug.edu.ec/index.php/iqd
Email: inquide@ug.edu.ec | francisco.duquea@ug.edu.ec

Pag. 12

ISSN: 1390 -9428 / INQUIDE / Vol.03 / N°01



https://revistas.ug.edu.ec/index.php/iqd

w Universidad de . .
Guayaquil Ingenieria Quimica y Desarrollo

-). Facultad de https://revistas.ug.edu.ec/index.php/igd
Ingenieria Quimica

Promedio 1.550 1.309 1.052 E Cﬂ’l.
B 3.255 2.082 2.329
Nanoparticulas - 44
de plata 3218 2.269 2.341 E.c
(AgNPS) =
3.159 2.197 2.168 £
§ ¥
Promedio 3.211 2.182 2.279 g, |
Fuente: Laboratorio LAZO 'E
5 45
]
Los resultados obtenidos demuestran que la solucion de ; 15
AgNO3 1mM vy el extracto de romero poseen actividad T
antimicrobiana. Sin embargo, las nanoparticulas de plata $ 1-
sintetizadas presentaron una mejor respuesta con respecto 'E
a la inhibicion. EO05 4
=
Las nanoparticulas inhibieron tres tipos de bacterias 0-
presentando mayor sensibilidad en la bacteria E. coli esto BAGNO3(St)  mExtracto (Ext) mAgNPs 5-5(Nn)

se debe a que es una bacteria gram negativa, la cual cuenta
con una triple capa en la pared celular una membrana
conformada de fosfolipidos y lipopolisacaridos, una
membrana citoplasmatica y una fina capa de
peptidoglicano a diferencia de las gram positivas, que
posee una capa muy gruesa de peptidoglicano y su
membrana citoplasmatica. [32] So aureus

Fig. 11. Actividad antimicrobiana de las muestras
utilizadas en la bacteria E. coli

e~

Por lo tanto, se puede anunciar que los mejores resultados
se dieron en la bacteria gram negativa (E. coli), esto es

o
(]

debido a que poseen una capa mas fina de peptidoglicano
en comparacion a las gram positivas (S. aureus y B.

(&S]

subtilis) las cuales tienen una capa mucho mas gruesa lo
que impide que las nanoparticulas sintetizadas ingresen con

=
[, ]

facilidad en el interior de la membrana.

La inhibicion provocada por las (AgNPs) presentaron halos
que van desde los 2.1 cm a 3.2 cm el cual resultd ser el
mayor diametro.

K
[, ]

—_
|

Por tanto, se puede decir que las nanoparticulas de plata
sintetizadas con extracto de romero presentan actividad
antimicrobiana en las bacterias E. coli, S. aureus y B.
subtilis siendo mas eficiente en la E. coli.

Dimensidn del halo inhibitorio (cm)
(-]
T ro
I

=
I

BAGNO3(St)  mExtracto (Ext) W AgNPs 5-5(Nn)

Fig. 12. Actividad antimicrobiana de las muestras
utilizadas en la bacteria S. aureus
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Fig. 13. Actividad antimicrobiana de las muestras
utilizadas en la bacteria B. subtilis

4. Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas de plata utilizando el
extracto de las hojas de romero, asi como su estudio de la
actividad antimicrobiana probadas en las cepas de E. coli,
S. aureus y B. subtilis. Para lograr este tipo de accion fue
necesario investigar las propiedades quimicas reductoras
del romero, asi como cada mecanismo reductor de los iones
plata, la interaccion microbioldgica que se puede generar.

En relacion con los ensayos fitoquimicos realizados en el
extracto acuoso de las hojas de romero, se puede decir que
presenta los metabolitos secundarios mas importantes entre
ellos los acidos fenolicos, flavonoides, terpenoides y
compuestos reductores, al generar polifenoles esta planta
es indicativa que puede desarrollar una excelente
interaccion con las moléculas del nitrato de Ag, aunque se
estima que la reaccion que se presenta se da con rapidez.

Los resultados obtenidos en la tabla 4 muestra el analisis
realizado cuantitativamente por espectrofotometria, donde
muestra que los resultados obtenidos en 4cidos fenolicos
son considerables puesto que el agente reductor se
encuentra en la misma planta por naturaleza siendo factible
para la sintetizacion de nanoparticulas de plata.

Las  (AgNPs) fueron  caracterizadas por el
espectrofotdmetro uv-vis como se muestra en las tablas 5,

6 y 7; los mejores resultados se presentaron en la tabla de
pH 10 en dia 1 y con proporcidn v/v, esto es debido a que
se detectd la mejor muestra en 418 nm representando el
pico mas alto con respecto a las gréaficas; también gracias
al equipo (SEM) se logrd visualizar a las (AgNPs)
obteniendo una morfologia esférica con un tamafio de 10
nm, indicativo que se encuentra dentro del rango
nanométrico, considerandose una excelente dimension
necesaria para inhibir en gran cantidad a los agentes
patogenos.

Las (AgNPs) utilizadas en este trabajo generaron una
accion antimicrobiana en los tres tipos de bacterias
analizadas entre ellas la E. coli, S. aureus y B. subtilis; para
probar la inhibicién o qué tipo de bacteria presentd ser mas
sensible a las nanoparticulas de plata sintetizadas, se utiliz6
el método (Bauer-Kirby); donde se observaron halos con
tamafios desde 1 a 3 cm de diametro, siendo muy eficiente;
esto quiere decir que las (AgNPs) presentaron resultados
con respuesta positiva a la accion antimicrobiana.

Como se indico en el parrafo anterior, que en los tres tipos
de bacterias present6 inhibicion, sin embargo, los halos con
mayor magnitud se dieron en la bacteria gram negativa (E.
coli) debido a que posee una capa mas fina en su membrana
en comparacion a las gram positivas. La (E. coli) fue la que
present6 una mayor sensibilidad frente a las nanoparticulas
de plata sintetizadas (AgNPs), seguido de las gram
positivas (S. aureus y B. subtilis). Cabe recalcar que los
mejores resultados de acuerdo con las siembras realizas,
fueron en tiempo cero, manteniendo una mayor estabilidad
e interaccion las bacterias.

Se comprobd el efecto antimicrobiano en manzanas rojas,
donde se utilizo las nanoparticulas y la cera de abejas como
conservante, este compuesto retardd el proceso de
maduracion, mantuvo su peso final con respecto al inicial
y lo mas importante que impidi6 que cualquier tipo de
microorganismo ingresara en el interior de la fruta. Por lo
tanto, se puede concluir que este trabajo es muy eficiente
para conservar frutas de manera natural, sin variar sus
propiedades organolépticas.
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