Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

“Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata
utilizando el extracto acuoso de Mentha x piperita L.
LAMIACEAE (Menta negra)”

TESIS

PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO

PRESENTAN:

SARA LESCAS NAVA
SERGIO ESTEBAN MORENO VAZQUEZ

Asesora:

Q.F.B. Brigida del Carmen Camacho Enriquez
Coasesores:

Dra. Flora Adriana Ganem Rondero
Dr. Enrique Salas Téllez

CUAUTITLAN IZCALLI, 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUALTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION FSCOLAR
DEFARTAMEN 1O DE FXA MLNLS PHHEESIDI\ ALFS

& 7
‘M'ﬂ.ﬁl.ﬂ M sl R e
Hidbmna o
M ASU uwﬁggpﬂmmutmu
M. oen UL ORGE ALFREDO CTELLAR ORDAT 1‘;.'- * "'1
DIRECTORDE LATLS CUALTITLAN
PRESENTR i Ji'r-'..z-_.‘l

ATN: LA Lal A Mautmltﬁfhﬁmmﬁﬁ FIL UEROA
Juli el Departmnanto dc Framenes Profesinmaio.
e b IS Cosanrlan.

Cor toed en e Feglemenln General dr Exdees, Y@ Dwooddn de la Faculad, 1os peifimos
CAFNEAT A ] e meRames o Traba)o de Tesls

Simesis v coracterizacion de nancparbculas de plata ulilizando & exbrecto acuoso de Manfha » piparita L.
LAMIACEAE (Menta Negra),

(o pesn=a la panavis: Sara Lescas Nova
Con anero de cuerky 35199955 nam nbderer = Tluo do b care s Licenclaturs de Quimica

Cenaderand: cue dico frobojo reune ins recusdhes Tecesar e pand sor Jscutido or of EXAMEN PROFESIONAL
ooTEsIOnden s, Slorgamios mestc VOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE _
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU®
Cupdiitlar zeall, Méx 2 02 de Sealizmbre de 2216

FROTTASORES LE INTEGRAM L JUKRALO

HOMNRRF: FIILY A
FRESIDENTE D han Mamas! Aceves Tlermionles i
R
VOCAL Ut Mg Guadahpe ez Cabellero .E‘j_ ﬁ"mﬂ'—i. ¥
& f I 4

SKCRETARIO Qb8 Deisid 3l Cormen Cameche brooues  _wligptimmiior 4

s
Ler, SUPLENTE D Lewicoe Remon Angshes Arysiary - r_b;'#‘:iﬂ -
2o, SUMLENTE Dra. Yolarda Birine Virge Rodrigocr = i-rl

)

BT gy phewpdale s W en il taraei ablm o 3 vremer e of Ly P03 el mmarmen I"I"I"Hi'l-"'.l‘:.'l'ﬂ g

FARER e



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPKRIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PH,Q:— K uuumdﬁa

] 2 Leey "-.' 5
VEIVEREDAL Marional
AR A TF
M ASUNTO: W -:m: wmm [ERIN
M. en C_JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ e ,;: '",
DIRECTOR DE LA FES CLALUTITLAN I.?',. g
FRESENTE ;

ATN: LA, LATRA MARGCARITA € ﬂH'.l tf..‘kH Iflhl ERIA
Juela del Bepartamentn de Fxdmenes I"mﬁ!gmlml-eg
de s TES Cuanlitlho,

Laom base =n & Reglamento Geteral de Esdmenos, y la Oieccdén de |l Facedad,  nos pemitmos
comunicar a usled que revisamas ) Trabajo de Tesis

dintesls ¥ caracterizacion de nanoparticulas de plata ufilizando 8l extracto acuosa da Mantha x piparita L.
LAMIACEAE [Menta Negra).

Clue prasenta & pazante: Sergio Esteban Moreno Vizquez
Con rdmers de cuenca 3TE25081 para ablenar el Titlo de iz carmera; Licenciatura de Quimica

Considerando que dicho rrabaio relre s requizites necesanios pera sor discudido en el EXAMEN PROFESIONAL
coresscidiente, olorgames nueslio VOTO APROBATORID.

ATENTAMENTE _ _
“POR M RAZA HABLARA EL ESPIRITUY
Cuzutilan Laealli, Mésx, & 02 de Sopliombn: de 2016

PROFESORES QUL INTEGILAN LL JURADC

WOMAERE

FRESIDENTE Dz, Juan Manuel Aeceves Homandez . B
YO AL oo Blarie Cuadalupe Pérer Cubullers
SFURETARIO i).F.H. Bripida del Canmen Camache Enrigues mfj\;ﬁ.—: gy Tﬁq“m&-f? 4
1ler. SUPLENTE e, Borigne Raman Angzles Ananiann e _J_{;‘Lﬁ-‘fﬁ;rf'i?

e
Zdo. SUPLENTE Dra. Yolonda Maring Vorgas Rodripues I:‘\‘-Hl e

B

HEOTA: os sicdalay seplaeles estan abligadn: o arasentarss o 2la oy bom del Bsaren Brabesianal lart. 137,

LMCFzga



AGRADECIMIENTOS
DE NOSOTROS

Primero, agradecemos al Programa de Apoyo a Proyectos para la Innovaciéon y Mejoramiento de la
Ensefianza PAPIME. Clave del proyecto: PE204814. Actualizacidon y fortalecimiento de la ensefianza
experimental de las asignaturas de Farmacognosia y Fitoquimica de la carrera de Licenciado en
Farmacia y Licenciatura en Bioquimica diagnostica.

Queremos agradecer a la Dra. Ganem por su apoyo y asesoramiento en la realizacidon de este
trabajo, asi como a la Dra. Lupita.

Al Dr. Angeles, a la Dra. Anita, a la Dra. Gaby Vargas y al Dr. Roberto por habernos proporcionado
su tiempo y el acceso a los equipos de laboratorio.

Al Dr. Téllez por permitirnos utilizar su laboratorio para realizar las pruebas biolégicas de las
nanoparticulas, asi como su conocimiento en el area.

Al técnico Rodolfo Robles por brindarnos su gran apoyo en el area de Microscopia Electrénica de
Barrido, asi como su amistad.

A nuestros amigos del laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica: Lidia, Irene, Raul, Ceci, Mario,
Heriberto, Rebeca, Daniel y Tonatiuh por toda su amistad, apoyo, convivios (que no fueron pocos),
juegos, e interés; asi como, su gran compaiiia en el tiempo que estuvimos con ustedes. También
agradecemos en especial a Alejandra por toda su amistad, apoyo y ayuda en la experimentacion de
nuestro trabajo, en verdad agradecemos el tiempo que invertiste, no lo olvidaremos. A Mary
Carmen por la gran ayuda en el laboratorio del Dr. Téllez, asi como su amistad. A Imelda por el apoyo
en la cromatografia y su amistad. A Miguel e Issac por su amistad y toda la locura que desatan (en
especial Issac), y por el asesoramiento en los equipos del LEM de Farmacia.

A los profesores Mario y Brigida. Agradecemos todo el apoyo que nos dieron, asi como su confianza
y amistad durante todo el tiempo que estuvimos bajo su asesoramiento y orientacion en nuestra
formacién como profesionistas. Gracias por ser un ejemplo para nosotros.

A la Profesora Brigida le agradecemos el habernos recibido en su laboratorio y por permitirnos ser
parte de su equipo de trabajo. Gracias por transmitirnos su conocimiento, por su ensefianza y por
su carifio brindado, gracias por confiar en nosotros. Nunca la olvidaremos.



DE SARA

“Detrds y delante me rodeaste, y sobre mi pusiste tu mano. Has escudrifiado mi andar y mi reposo,
y todos mis caminos te son conocidos. Si tomaré las alas del alba y habitaré en el extremo del mar,
aun alli me guiard tu mano. Despierto y aun estoy contigo. Te alabaré; porque formidables, y
maravillosas son tus obras; estoy maravillado, y mi alma lo sabe muy bien.” Salmo 139...

Gracias mi Dios por tu gran amor y misericordia, gracias por cumplir un anhelo de mi corazén y por
sostenerme en tus brazos. Sin ti, nada de esto seria posible.

Papa gracias por apoyarme en todo, por alentarme, por enseiflarme que todo es posible, gracias por
confiar en mi, por tu cuidado, por darme consejos sabios y gracias por darme la oportunidad de
estudiar una carrera. Este logro es tuyo. Te amo.

Mama gracias por tus desvelos, por preocuparte siempre por mi, por tus oraciones, por tu apoyo,
tus palabras de aliento y por todo tu amor hacia mi. Gracias por darme el ejemplo de una mujer
piadosa. No sabré como pagarte por todo esto.

Isaac, Vero y Margarita: iCuan agradecida estoy por sus vidas!, gracias por ser mi apoyo
incondicional, por cuidar de miy procurarme, gracias por su amor, y por ensefiarme que El Sefor es
todo lo que necesito, gracias por hacerme ver dicha y alegria en los dias dificiles. Isaac gracias por
recordarme esto: “Mientras haya vida, hay esperanza”.

Eduardo, mi ser amado, gracias por tomar mi mano y por haber decidido acompafiarme en este
largo viaje, gracias amor por tus abrazos, por acompanarme en los desvelos, por tus palabras de
aliento y por hacer mis dias extremadamente divertidos. Dios me bendijo con tu hermosa vida. Te
amo por siempre.

A mis sobrinos: Vale, Elit, Dana, Anita, Caleb, Lalis, Pablo y Abi, gracias por llenarme de sonrisas
cada dia, les veo y soy sumamente dichosa.

Raquel y Nancy, iqué hermoso es saber que ustedes existen!, gracias por su amor, por preocuparse
siempre por mi, por alentarme, por animarme, por ser tan lindas conmigo y por ser un ejemplo para
mi.

A mis abuelos, a Fer, a mi tia Paty, a Tavo, a mis tios y primos: gracias por su amor y carifio.

A mi hermosa familia en Cristo, gracias por su apoyo incondicional, y por sus palabras alentadoras,
gracias por velar por mi durante todos estos afios, gracias por todo su amor y bondad. Ustedes son
una bendicion para mi.

Mony, eres un pilar para mivida, eres una mujer maravillosa, gracias por alentarme cuando me daba
por vencida, por confiar en mi, por hacerme reir, por ser mi hermanay confidente, y por ser un bello
sol en mi vida. Te amo lorencita.

Ale, gracias por permitirme ser parte de tu familia, por darme consejos sabios, por tus regafios
oportunos y por apoyarme en todo, gracias por ser una hermana para mi, en definitiva tu eres una
gran bendicion. Gracias por apoyarme en este trabajo, por todo tu amor. Te amo Alets.



Cecy y Mary les amo grandemente, les agradezco por permitirme ser parte de ustedes, por
apoyarme en este trabajo y por contagiarme con sus risas, por las largas platicas llenas de sazén,
ustedes siempre serdn especiales para mi.

A mis amigos: Jonathan, Tofio, Emir, Yair, Caro, Pilar, Isabel, Tony, Mario, Juan Manuel, Ely y Yare,
les quiero en demasia, gracias por hacer mis dias divertidos y amenos. Gracias por compartir sus
vidas conmigo y por su bondad hacia mi persona.

Ale, te agradezco por todo lo que has hecho por mi, por ser mi hermana y amiga durante estos
veintitantos aifos, por acompainarme en esto y mas. Te amo y lo sabes muy bien.

A mi familia de la CNSNS, Ligia, Lalo, Arturo, Eva e Isaura, gracias por permitirme trabajar con
ustedes, por transmitirme sus conocimientos y por ensefiarme como tiene que desempeiarse un
profesionista. Ustedes son excepcionales.

Profesor Marcial, gracias por motivarme a seguir estudiando, gracias por su ejemplo, le admiro.

Sefior Rodolfo, iqué bendicidon fue conocerlo!, gracias a Dios por su vida, por su carifio y por
ensefiarme cosas que desconocia, gracias por cuidar de miy por aconsejarme, le quiero.

Sergio, eres pieza fundamental de este trabajo, gracias por haber compartido conmigo momentos
inolvidables, por tu esfuerzo puesto para realizacién de este proyecto, gracias por ser un amigo y
companfiero. Gracias por tu confianza puesta en miy gracias por reir a mi lado aun en los dias grises.

“Respeta y quiere a tu maestro, hijo mio. Quiérelo porque consagra su vida al bien de tantos que
luego lo olvidan; quiérelo porque te abre e ilumina la inteligencia y te educa el corazon.

Quiere a tu maestro, porque pertenece a esa gran familia de cincuenta mil profesores elementales
esparcidos, y que son como padres intelectuales de millones de muchachos que contigo crecen;
trabajadores mal comprendidos y mal recompensados, que preparan para nuestra patria una
generacion mejor que la presente.

No estaré satisfecho de tu carifio hacia mi si no lo tienes igualmente para todos los que te hacen
bien. Quiérelo como querrias a un hermano mio; quiérelo cuando te acaricie y cuando te regafie;
cuando es justo contigo y cuando te parezca injusto; quiérelo cuando esté alegre y afable, y
quiérelo mds aun cuando lo veas triste. Quiérelo siempre.

Pronuncia perpetuamente con respeto el nombre de maestro, que, después del padre, es el nombre
mads dulce que puede dar un hombre a un semejante suyo.” Edmundo de Amicis

Maestra Brigida, gracias por ensefiarme mucho, por su confianza, por su carifio, por tanto...

Gracias a mi amada casa de estudios por permitirme desarrollarme como persona y como
profesional, gracias por acogerme y ser mi segundo hogar. Gracias por todo lo recibido.



DE SERGIO

A mis Padres. Agradezco el gran esfuerzo que tuvieron que hacer desde el dia que naci. Agradezco
el estar a mi lado todo el tiempo. Agradezco por toda la educacidn que me han dado hasta el dia de
hoy, tanto dentro de casa como fuera de ella. Agradezco por todas las cosas me han dado con tanto
trabajo, esfuerzo y sacrificio; créanme que lo sé. Y lo mas importante, les agradezco la confianza que
depositaron en mi, por las decisiones que he tomado hasta este momento. Espero que se sientan
orgullosos de mi.

Papa. En verdad te agradezco todo. Sé que he sido dificil, y hasta la fecha todavia lo soy. Quiero que
sepas que admiro el enorme esfuerzo haz hecho por sacarnos adelante. Sé que no ha sido facil para
ti, pero quiero que sepas que debes de sentirte orgulloso de lo que has logrado como padre. Nunca
lo olvides.

Mamad. No tengo palabras que decirte (en verdad que no), tal vez pueden ser las mismas que he
escrito para mi papad, pero a pesar de que es dificil de encontrarlas quiero decirte nada mds esto:
Gracias por todo. En verdad agradezco el que seas mi mama.

A mis Hermanos: Omar y Edgar. Lo que escribiré para ustedes no es un agradecimiento (o no suena
como uno para mi). Solo quiero que sepan que todo lo que se propongan se puede lograr si se tiene
la determinacién. Créanme cuando les digo que nunca me ha gustado ser el punto de referencia
para ustedes (porque somos muy distintos, los tres), pero en este momento quiero serlo, tdmenme
como el ejemplo de que si se pueden alcanzar los suefios, por mds descabellados que sean.

A mis grandes amigos: Adrian y Carmen. En verdad les agradezco su amistad, asi como su gusto por
las reuniones con galletas y café. Siempre los recordaré cuando escuche “Crazy in Love” o vea
“White Chicks”. No lo olviden.

A mis compadres. A dos amigos que fueron (y los considero) parte de mi familia: Yol Tan y Oyuki. En
verdad les agradezco los cuatro afios que comparti'y vivi (literal) con ustedes. Todas las experiencias
(por muy buenas o malas) dentro y fuera de la Cuautitlan nunca las olvidaré (nunca, ja). Vivir con
ustedes fue una de las aventuras mas grandes de mi vida, asi como una locura. Incluyo también a
Pam, que a pasar del poco tiempo de convivencia, me hacia reir con sus ocurrencias e ideas (como
la Fiesta, por ejemplo).

A Cecilia y Selene. Por todas esas noches que compartimos comiendo pan (muy bueno por cierto).
Cecilia gracias por tu amistad, Unica. Nunca olvidaré la lista negra y tu forma de cobrar (como
“Judia”) las deudas. Selene, si hubiéramos sido hermanos, me cae que nunca pararia de reir de tanta
“i/%@#!2" junto contigo. También, nunca olvidaré el “saludo de buenos dias” de aquel dia.

A “Las Manas”: Montse, Ely, Gaby y Miri. En verdad son UNICAS. Pasar el tiempo con ustedes (en
verdad) no es tiempo perdido. Hablar con ustedes siempre fue (y lo es todavia) entretenido e
informativo.

A Armando. Por ser un gran amigo y una de las pocas personas que tienen una “chispa” (por decirlo
de alguna manera) sin igual. Nunca olvidaré los momentos de cuando nos juntdbamos con Montse
o con Selene (o ambas). Juntos éramos la pura onda.



A Fernando. Por ser el primer amigo que hice en la Universidad. Considero que ese recuerdo nunca
se debe de olvidar.

A la Generacion 38 de Quimica. Pude conocer a varios y frecuenté poco con otros, pero el hecho es
gue formacién parte de mi desarrollo profesional y personal dentro de la FES. Nunca los olvidaré.

A mis amigos de la grandiosa Prepa 5: Andrea, Omar, Roxana, Irving, Jibran, Jimena y Rodrigo; al
igual que Karina y Paulina. No estuvieron conmigo en la Universidad, pero agradezco su compaiiia
por los dias fuera ella.

A Priscila. Por apoyarme en los inicios de la visidon que quiero alcanzar, y por aguantarme por mas
de 10 anos.

A la Profesora Brigida. Le agradezco enormemente el haber estado bajo su tutela. Agradezco todo
su apoyo y ensefianza. Nunca, nunca la olvidaré.

A la UNAM, en concreto, a la FES Cuautitlan Campo 1. Si en un principio rechazaba el estar en ella,
ahora agradezco enormemente haber sido un alumno de ese plantel. Créanme que donde quiera
gue esté y con quien esté siempre diré con orgullo que estudié la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan.

A Sara. Te quiero agradecer el poder haberme permitido formar parte de esta etapa de formacion
de tu vida profesional. El tiempo que comparti contigo aprendi mucho de ti y de mi, y me da mucho
gusto que nuestro esfuerzo, dedicacién y constancia se vea reflejado en este trabajo. Me alegra el
haber ganado una amiga como tu, y quiero que sepas que te deseo lo mejor a partir de este
momento ya que nuestros caminos se separan. Te deseo mucha suerte y éxito en la vida que forjaras
de ahora en adelante, y nunca olvides que podras contar conmigo. Atentamente Sergio.

PD: Por cierto... ¢Te acuerdas por qué empezamos hacer esto juntos?



Todo es por ti y para ti.
Gracias Sefior.

A mi padres, mis soles eternos.

A Eduardo, mi cielo.

A mis hermanos, mis dulces estrellas.

Para ustedes, con todo mi amor.

Eben-Ezer



A mi familia, por ser un pilar
A mis amigos, por ser complices
A Campo 1, por ser mi segundo hogar

A Saray a la Profesora Brigida, por su esfuerzo y compafia

KNM RAM



INDICE GENERAL

I:NDICE DE FO'I:OGRAFI’AS ......................................................................................................................... \Y

I’NDICE DE GRAFICAS ...ttt ettt ettt st et et st s b et st e et e sbeeatessseseesas et et erseensesaeeeneens \
I’NDICE DE ILUSTRACIONES ...................................................................................................................... \
I’NDICE DE MICROGRAFIAS.: .................................................................................................................... \
I’NDICE DE SERIES FOTOGRAFICAS. ...ttt et ettt et e e et et sre et ees e saesssseneesneseneenn Vi
INDICE DE TABLAS... ..ttt ettt et ettt ste sttt st e bt ea s sae et ea e sae e s e atesae et ses st aneeensesneesneensnn Vi
1 INTRODUCCION......cueuiuittressencttsessesettssssssesstsssas e e st sss s e st esssssese st ssssssensassssssnensasanss
2 MARCO TEORICO......couruimemenitrersenenitssssssesttsssassesstssssssssessssssssse st ssssssessasasssssenessassssasnens
2.1 MATERIA PRIMA VEGETAL ..ccetiiiititittttttttitetetetettttteeeeteeeeeeeeeeteeeerererereeeseeesererererererererererememee
2.2 TAXONOMIA ..ottt
2.2.1 [BIIYol g oToiToT Tl oY) =1 ] or- (USRS
2.2.2 [ ] o1 | PSPPSR
223 USO8 ittt e e e e e e e e s a et e e e s aaae e s
224 Partes UtIHIZadas .......oovieiieiieeee e
2.2.5 COMPOSICION QUIMICA 1oeieviieeieiiee e ceiiee ettt e et e e et e e e et re e e e satee e e eeabaeeeeenbaeeeenrens
2.2.5.1  ACEILE @SENCIL ...
2.2.5.2 FlIAVONOIAES.........ooueeeeeeeeeeeeee ettt
p T T O 1 4 oL TN
2.3 NANOTECNOLOGIA ..ottt
2.3.1 Antecedente Y definiCiON .......cccueii i
2.3.2 (0T [0t {1 41 o [or- O TSSOSO P PO POTOPIOPTO
2.3.3 FAY o] [oF Tl o o [PPSR
2.3.3.1  NGNOMEAICING ..ottt
2.3.3.2 VACUNGS ..ottt ettt sttt s st e st e s st e e ssane e e
2.3.3.3  NONODIOSENSOIES ......eeneeieeeieeeese ettt ettt ettt st e aes
2.3.3.4  PUNTOS CUGNTICOS ......eeeneeeeeerieeeiieeieeieeeiee sttt ettt sttt et et san e
2.3.3.5 Liberacion controlada de fArmacos...........cccccuueeecvveieesiiiiieeiiiiseesiieseeeiieaeeesieean
2.3.3.6  Nanotecnologia y 10 iNAUSEIIQ ...........ccoceveeeeeciiiieeeiiiieesiiiseeecteeeesiveaeessveraeesaeea e
2.4 PLASMON DE SUPERFICIE........cveveveeeeeeeeeteteteteseeeeeesesssesesesesesssesssesssssesesesesesesessssssasssasssasnns
S 0 = 1 = I Y0 1S 10
3.1 OBJETIVO GENERAL....eouiitiiteeieieettete sttt ettt sttt be et s be st sbe bt et sbesaee b sae e e e 10
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES ......coitiitteiente ettt ettt st sbe ettt bt ettt be e e e 10



4 METODOLOGIA .....ooctrereerrernentsesessesssssssessessssessessessesessestesessssssnsssessessesessessessesessessesesses 11

4.1  SELECCION DE LA MATERIA PRIMA VEGETAL ..ottt 11
4.1.1 Desecacion natural @1a SOMBIra ......oceeiiiiiiiiiiiie e 11
4.1.2 Preparacion de extracto por infusion.........cccceviveiii i 11
4.1.3 Preparacion de AGNO3 IX1073 Mu...ocuiouioeeieeeeeeeeceecteete ettt ettt et 12
4.1.4 Sintesis de Nanoparticulas de plata: Seguimiento por cambio de color................... 12
4.1.5 Obtencién de los espectros por Espectrofotometria Ultravioleta-Visible................ 12
4.1.6 Obtencidn de barridos de la tribu Mentheae y comparacion taxondmica................ 12
4.1.7 Comparacion de menta negra por lugar geografico ......ccccevvciieiiniiieeiniiiee e 12

4.2 EXTRACTO Y IMARCO ...ttt ettt ettt st st st st b e bt sae e st st et e e b e nbeesmees 13
4.2.1 Herborizacidn e identificacion del material vegetal .........cccoeeeeeiiiiiccieiicee e, 13
4.2.2 Determinacion del tamafio de particula dptimo.......ccccvveeeiccieeicccee e, 13
4.2.3 Porcentaje de humedad.......c.coeiviiii i 13
4.2.4 Analisis fitoquimico Preliminar ... 13
4.2.5 Cantidad de material extraible.........cooiiiiiiiii e 14

4.2.5.1 Preparacion del extracto por iNfUSION ...............cceeecvueeeeeciiereeeiiieeeeiceeeeesiiraeesseens 14
4.2.5.2  Extraccion asistida por MCrooNndas ..............ccceeeeecvuereeeciiereessiieeessiieeeesisisaesssenns 15
4.2.5.3  Extraccion asistida por SONICACION ............cceeecuuereeeciireesiiireescieeesscieeeesiieaeesseeas 15
4.2.5.4 Preparacion de extracto por Infusion, Microondas y Sonicacién sin cambio de
QISOIVENTE. ...ttt sttt et ettt et e sttt e aae e 15
4.2.6 Analisis morfoldgico del marco por microscopia electrénica de barrido ................. 15

4.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS ....oocvieieerierieiieese ettt se s ssae s 16

43.1 Sintesis de nanoparticulas de plata......ccccccveiirciiiiccie 16
4.3.1.1 Sintesis de Nanoparticulas a temperatura ambiente..............cccccccevuveeecvvvveeeenneen. 16
4.3.1.2 Sintesis de Nanoparticulas por bafio MariQ ..............cccccvueeeecveeeeesiieaeeciereeecnenn 16
4.3.1.3 Sintesis de Nanoparticulas asistida por SONICACION...........ccccccvvvveeecceeeeesirieaaeanenn, 16
4.3.1.4 Sintesis de Nanoparticulas asistida por microondas...............cccceeevvuveeeccvveeeennen. 16

43.2 Tamafio de particula e indice de polidiSPersion .........ccccceecieeeeeciieeeecciee e, 16

433 Determinacion y eleccion de método de sintesis dptimo para las nanoparticulas de

plata por analisis @StadiSTICO ...iiiiuiiiiiiiiiie et e e e e 17

434 Sintesis de Nanoparticulas de Oro .........coccvvieieiiii e 17

4.3.5 Sintesis de nanoparticulas de plata asistida por microondas ..........cccceeeeevveeeecnnneen.. 17

4.3.6 Sintesis de nanoparticulas de oro asistida por microondas...........cccccveeeeeiivereennneenn. 17

4.3.7 Caracterizacion de nanoparticulas de plata y Oro......cccccveeeeeciieececiiee e, 17



4.3.7.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)............ccueeeecveeeeeciieeeeicieeeecieeaeecnenn 17

4.3.7.2 Tamafo de particula e indice de polidispersion ..............ccccueucvvueeeeecvveeeecieaeesnnen, 18
4.3.7.3  ESPectroSCOPIQ iNfIrOITOJQ ......c.uueeeeueeeeeeiiiieeesciiieeesciteeesceeeesseeeessiaaesssieaessseeas 18
4.3.8 CromMatografia ..uueeieciiee i e e e s rraeeeean 18
4.3.9 Cuantificacidn de polifenoles totales equivalentes a rutina..........coceeeeciveeeecieeeens 19
4.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA ......oieieeereieeeeeeiete ettt bbb 19
4.4.1 Preparacion de Antimicrobianos NP’s Ag, NP’s Au, Anfotericina B y Gentamicina.. 19
4.4.1.1 Anfotericina B (antifingico de referenciQ) .............ccoueeveeeveeesinesiveesieresieesienans 19
4.4.1.2 Gentamicina (antibacteriano de referencia)...........cccecvvueevvueesivesiveeiiresieesinnn, 20
4.4.1.3  Solucion stock de NP'S AG Y NP 'S AU .......eeeeeeeeeeeeeieeeeceeeeeceeeeeseee e seaa e 21
4.4.2 (R =Y e ¥ o [o e [l o] F=Tor= 1R 23
443 Preparacion del iNOCUIO..........uei i e e 23
4.4.3.1 Indculo de “Candid@ IDIiCANS ...........c.cooveeerieeiesiieeiei ettt 23
4.4.3.2 Indculo para Bacterias “Escherichia coli” y “Staphylococcus aureus”................... 23
4.4.4 [aTeYol¥] ETeiToT o o [l o] - [or= 3RS 24
4.4.5 [aTel] oF-TolTo g e [ F= 1 o] = Tor= Ly 24
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS .......cecueeterreererrersesesesssessessessessessessessessesssensenes 25
5.1 SELECCION DE MATERIA PRIMA VEGETAL ...ttt ee ettt seneseneens 25
51.1 Desecacion natural @ 1a SOmMbBra ........coceeiieiieniiee e 25
5.1.2 Sintesis de Nanoparticulas de plata: Seguimiento por cambio de color................... 25
5.1.3 Obtencién de los espectros por Espectrofotometria Ultravioleta-Visible................ 25

5.1.4 Obtencién de espectros uv-Vis de la tribu de la menta y comparacién taxondmica 27

5.1.5 Comparacion de menta negra por lugar geografico ......cccccevvciveiiiciieeicciiee e, 29
5.2 EXTRACTO Y IMARCO ...ttt ettt ettt e e ettt e e e e s e et be e e e e e e e s snnbeneeeeeeesanannns 33
5.2.1 Herborizacion e identificacion del material vegetal .........cccooeeieeiiiiiccieiiciee e, 33
5.2.2 Determinacion del tamafio de particula Optimo.......ccccveeeeeciee e, 33
5.2.3 Porcentaje de humedad..........oooiiiiii i e 34
5.2.4 Analisis fitoquimico Preliminar ... s 34
5.25 Cantidad de material extraible ... 36
5.2.6 Analisis morfolédgico del marco por microscopia electrénica de barrido ................. 37
5.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS ......cevieerereiecreiesieteesaeseseese s s ssaesssassesessssessaesesassessaeaas 41
5.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata......ccccccuveeiiiiii e 41
5.3.2 Tamafio de particula e indice de polidiSpersion .........ccccceeecieeeiiiiiee e 53



5.3.3 Determinacion y eleccion de método de sintesis dptimo para las nanoparticulas de

plata por analisis @StadiSTICO ..uiiiiuriiiiiiiiiiicee e e 54
534 Sintesis de NanoParticulas de Or0 ........coovciiiiiiciiii e 59
5.35 Actividad bioldgica de NP’s A Y NP’ AU...ccccuuiiiiiiiiieciieeeesieeeesree e iee e e 60
5.3.6 Caracterizacion de nanoparticulas de plata y Oro......ccccccveeeeeciiee e 62

5.3.6.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)............cc.ueeeeeveeeeeeirereeiiiveeeeciiveressienen 62

5.3.6.2 Dispersion dindmica de la luz: tamafo de particula e indice de polidispersion.... 64

5.3.6.3  ESpectroSCOPIQ iNfIrOITOJQ ......c..ueeeeeueeieeeiiieeeeciieaescieeeessieeesste e esstaa e s sseeaessseeas 66

5.3.7 CromMatografia ...eeei e e et e e e e raa e e e eans 71
5.3.8 Cuantificacidn de polifenoles totales equivalentes a rutina..........coceeeecveeeeccieeeens 72

5.4  ACTIVIDAD BIOLOGICA .......cocveieeieitcteteteteee ettt ae st s es st s s snas 73

6 CONCLUSIONES ......cootiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittteeieeeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeereeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 80
7 PROSPECTIVAS ....coiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitirieeeeeeeeseeesesesesesesese e e s e s e e eseseseseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 81
8 BIBLIOGRAFIA ..ottt sttt st b st s s s bt sa s 82
T Y =1 o [ SO 94
9.1 APENDICE A oottt 94
9.2 APENDICE B ..ooeoieieiriseeseesete ettt 96
9.3 APENDICE C oottt 97
10 ANEXOS.... .ottt ettt e e et a et e et e e et e et e e e e et aaaaaaes 97
TO.1  ANEXO A ettt ettt e e e e e e bbb e et e e e e e e e e e be e ee e e e e e e nbreteee e e e e e nnrraeeeeeeaaan 97
10.2 ANEXO B .ottt ettt sttt et et sttt r e ne e s 98
10.3  ANEXO €ttt ettt ettt st st st et et st s st e b e r e sree e e neereens 100
10.4  ANEXO Dottt ettt st st ettt et r e sree e e neereens 101
L0.5  ANEXO E oottt h e st sttt et e e he e s bt e s at e et e e bt e b e e be e bt e sbeesaeeeateereens 101
L0.6  ANEXO F oottt ettt b e sttt ettt e s bt e s bt e sat e st e e bt e be e be e bt e sbaesateeateeteens 103
10.7  ANEXO Gttt sttt ettt st st sttt et s s sttt b e re e s reesaeeeaneereens 107
L0.8  ANEXO | ettt st sttt et e b e e st st st e b e ne e sneesaeeeaneeneens 138

iNDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografia 1. Cromatografia en capa fina de estdndares, extracto y sobrenadantes....................... 71
Fotografia 2. Crecimiento microbiano, al inicio del tratamiento con NP'S Ag.......cccccccvveeecreeeennnen. 74
Fotografia 3. Crecimiento microbiano, después del tratamiento con NP’s Ag......cccccccvveeevcreeeennnen. 74
Fotografia 4. Crecimiento microbiano, al inicio del tratamiento con NP’s Ag.......ccccccceveeecveeeeennen. 75
Fotografia 5. Crecimiento microbiano, después del tratamiento con NP’s Ag.......ccccccveveeecvireeennen. 75
Fotografia 6. Crecimiento microbiano, al inicio del tratamiento con NP’s Au.......cccccvvveevcveee e, 76



Fotografia 7. Crecimiento microbiano, después del tratamiento con NP’s AU.......ccccccvveeecveeeeennnen. 77
Fotografia 8. Crecimiento microbiano, al inicio del tratamiento con NP’s AU.........cccecuviveeeeeeeeinnnns 77
Fotografia 9. Crecimiento microbiano, después del tratamiento con NP’s AU........ccccccuvieeeeeeeeeiennnns 78

iNDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1. Comparacion de las especies vegetales en la formacién de NP’'s Ag. .....cccccveeevcvveeeennen. 26
Grafica 2. Comparacion de las especies vegetales en la formacién de NP's Ag (Dilucién 1:10)....... 27
Grafica 3. Comparacion de las especies de la tribu Mentheae. ..............ceeeeeeeeccciiiieeeeeeecicciieeeeeen, 29
Gréfica 4. Comparacion del sistema 1 por localidad de adquisicion. .........cccceeeecieeeecciee e, 30
Grafica 5. Comparacion del sistema 2 por localidad de adquisicion. ........cccccvevvcieeiicciee e, 31
Gréfica 6. Comparacion del sistema 3 por localidad de adquisicion. ........ccccceeeeecieeeecciee e, 31
Gréfica 7. Comparacion del sistema 4 por localidad de adquisicion. .........cccceeeeiieeeccciee e, 32
Grafica 8. Comparacion del sistema 5 por localidad de adquisicion. ..........ccooceeiviveeeeeeeiicciiieeeeeen, 32
Gréfica 9. Espectro UV-Vis de NP’s Ag sintetizadas @ 25° C. ...ocoeeveeeeeeciiee ettt e 43
Gréfica 10. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo
(o LI N 0 Y o T o TSP SPR 44
Gréfica 11. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo
(o LI N 0 Y o T o TSP PR 45
Gréfica 12. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo
(o LI 01 3 Y[ TV o LS 46
Gréfica 13. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacién a 29° C en el tiempo
(o LI 0 0 11 T o J PSR 47
Gréfica 14. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacién a 38° C en el tiempo
08 4 MINUEOS. ..ttt ettt ettt sttt e s be e e st e e s bt e e bteesabeeesabeesabeesabaeesabeesssbeennseesabaeenareesnses 48
Gréfica 15. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 38° C en el tiempo
0 10 MINULOS. 1etteritiieitieniee ettt ette e st e ettt e stte e sttt e sabeesabeeebteesabaeesabeesabeesabaeesabeesabteennsaesabaeesaseesases 49
Gréfica 16. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo
(o LG 0 Y=Y =W o o [ 1SR 50
Grdfica 17. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo
(o L S0 Y=Y =W o [ 1SRRI 51
Gréfica 18. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo
(o LIS O YU o [0 L USSP 52
Gréfica 19. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro (NP’s Au) a segundo 30, 60y 90. ................ 59
Gréfica 20. Espectro UV-Vis de sobrenadante obtenido del aislamiento de nanoparticulas de plata
NP S A eeiiiieeee ettt e ettt e e ettt e e et e e e e eaaeeeeetaee e e taeeeeaabaaeaaabteeeaaabaaeeaabaeeeaabaeeeanaraeeeaantaeeeenteeeeaanrees 61
Gréfica 21. Espectro UV-Vis de sobrenadante obtenido del aislamiento de nanoparticulas de oro
NP S AU ettt ettt ettt ettt ettt e s bt e s bt e e s be e s abe e eateesabe e s bbeesat e e e b ae e e abe e et teeahba e e baeenabeesabaeebteesabaeenaaeen 61
Grafica 22. Distribucidon de tamafo de nanoparticulas de plata del sistema 3 sintetizadas por
Microondas durante 90 SEEUNUOS. .......ueiieiiiiieiiiieeeeiiiee e ecree e e rre e e e sre e e e sabeeeeeabaeeesnbeeeeanreeeesnsees 65
Gréfica 23. Datos de correlacién y distribucién de tamafio de nanoparticulas de oro del sistema 3
sintetizadas por Microondas durante 90 SEZUNOS. ......cccceeeecuriiieiieeeeccciiee e e e e eeeirrree e e e e e e e nnereeees 65
Gréfica 24. Espectro UV-Vispara la cuantificacidn de polifenoles totales equivalentes a rutina, con el
FEACLIVO A8 FOIIN-DENIS...ciiiiiiiiiiiiie ettt e st e e s st e e s s bbe e e s sabeeesennbeeessnnnens 72
Gréfica 25. Curva de cuantificacién de polifenoles totales equivalentes a rutina..........ccccccvveeenneee. 73



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 1. DiIMeNnsioNes €N PEISPECLIVA. ..uciiciiiieeeiiiieeeiieeeeecite e e estre e e e ctre e e s etre e e e sbaeeeessaeeesennaeeens 6
llustraciéon 2. Puntos cudnticos irradiados con luz UV. Diferentes tamafios de puntos cuanticos
EMILEN IfErENTE COION. .uiiiiiiiiie e e e e s e e s e e e s snbee e e enbeeeseanes 7
Ilustracién 3. Propiedades dpticas y fototérmicos de nanoparticulas de metales nobles ................. 8
Ilustracion 4. Esquema de diluciones de la Anfotericing B. ......occveviiiieiiiniiiee e 20
llustracién 5. Segundo paso de la dilucidon de antimicrobiano de referencia.........ccoceccvvveeeeeeninnnns 20
llustracion 6. Esquema de diluciones de la GeNtamiCing. .......ccccccveeeeeiiieeecciiee e e 21
llustracion 7. Esquema de diluciones de NP S de Ag......cuovvuiiiiiiiiiiierieee et eeeee e e eree e 22
llustracion 8. Esquema de diluciones de NP's d& AU. .....ccccuieieeciiiie et e 22
[lustracion 9. LIENAd0 de PIACas .....eeeecuuieieeiiiiee ettt ettt e e e e e e e e e ave e e e eabe e e s enraee e ennes 23
Ilustracion 10. Espectro de IR/ATR de extracto acuoso de menta NeGra. ......cocevevveeeeveeeerereeeveeennnen. 66
llustracion 11. Espectro de IR/ATR de ABNO3. ....ccuviicieiieiieeeee ettt ettt e e et e eeateeebeeeeane s 67
llustracion 12. ESpectro de IR/ATR NP S AG. ..cueiiiiiiieeieeeteesteeste e esteesteesteesreesareebeebeesteestaesaaeenneeane 67
llustracion 13. Espectro de IR/ATR Sobrenadante de NP S Ag.......cocvveveeeeeeeeeeeeeiee e evee e 68
llustracion 14. ESPectro de IR/ATR NP’S AU. ..cc.eiiiiieeieeeeiee et ettt et eeteeeetve e e eteeeeaveeeteeeetteeeateeeeneeas 69
Ilustracion 15. Espectro de IR/ATR Sobrenadante de NP S AU. ....cocveeeeveeeeeeeeeeeeeeeee e 70
INDICE DE MICROGRAFIAS

Micrografia 1. Material vegetal antes de tratamiento [200X] ....ccceeeviieeeiriieee e 38
Micrografia 2. Material vegetal antes de tratamiento [450X] ....cccceeeecieeeeeiiiee e e e 38
Micrografia 3. Material vegetal antes de tratamiento [1000X] ......cccecvueerrririeeeniieeeesrieeeeeveee e e 38
Micrografia 4. Extracto por infusion tiempo de 1 minuto [200X] .....cccveeeeecieeeeeiieee e e 39
Micrografia 5. Extracto por infusion tiempo de 2 minuto [200X] .....ccccveeeeecieeeeeiieee e e e 39
Micrografia 6. Extracto por infusion tiempo de 1 minuto [450X] ...cccccveeeeriieeeiriiiee e e 39
Micrografia 7. Extracto por infusion tiempo de 2 minuto [450X] ....ccccueeeeeiiieeeeiieee e eeeeee e 39
Micrografia 8. Extracto por infusion tiempo de 1 minuto [1000X] .....c.veeeeriveeeeriieeeeriieeeeeeee e 39
Micrografia 9. Extracto por infusion tiempo de 2 minuto [1000X] ....ccveeeereereeeeriieeeeciieeeeeeee e 39
Micrografia 10. Extracto por microondas tiempo de 1 minuto [200X] ......cccceeeeecieeeeeciiieeeeciiee e 40
Micrografia 11. Extracto por microondas tiempo de 2 minuto [200X] .......cccveeeiieeeeriieeeeeciiee e e 40
Micrografia 12. Extracto por microondas tiempo de 3 minuto [200X] ......cccceeeeeeiereeeciiieeeeeriee e e 40
Micrografia 13. Extracto por microondas tiempo de 1 minuto [450X] .....ccccveeeeciiireeeciiireeeciiee e 40
Micrografia 14. Extracto por microondas tiempo de 2 minuto [450X] .....cccceeeeriiieeeiiiiieeeeciiee e 40
Micrografia 15. Extracto por microondas tiempo de 3 minuto [450X] .....cccoeeeeeeiiereeeciieeeeeciiee e 40
Micrografia 16. Extracto por microondas tiempo de 1 minuto [1000X] ........cceeeeveeeerciereeeiiieee e 40
Micrografia 17. Extracto por microondas tiempo de 2 minuto [1000X] ......ccceeeeevereeecrieeeecrreee e 40
Micrografia 18. Extracto por microondas tiempo de 3 minuto [1000X] .......cccceeeveeeeeciieeeecrieee e 40
Micrografia 19. Extracto por sonicacidon tiempo de 1 minuto [200X] .......cccceeeeeiieeeercrieeeeeiiee e e 41
Micrografia 20. Extracto por sonicacion tiempo de 2 minuto [200X] .......cccceeeeeeiieeeeeciieeeeeeriee e 41
Micrografia 21. Extracto por sonicacidn tiempo de 1 minuto [450X] .......ccccveeeeeiieeeeicieeeeesiiee e 41
Micrografia 22. Extracto por sonicacidn tiempo de 2 minuto [450X] ......ccccceeeeriieeeeiiieeeeesiiee e 41
Micrografia 23. Extracto por sonicacion tiempo de 1 minuto [1000X] .......ccceeeeeireeeeecrireeeerieee e 41
Micrografia 24. Extracto por sonicacidn tiempo de 2 minuto [1000X] .......cceeeeeiveeeeeirereeseiieee e 41

\



Micrografia 25. NP’s Ag con microscopia electrdénica de barrido: [1000X]........ccccceeeecvereeecveeeeennnn. 62

Micrografia 26. NP’s Ag con microscopia electrénica de barrido: [2000X]........ccccceeererereerireeeeennnee 63
Micrografia 27. NP’s Au con microscopia electronica de barrido: [1000X].......ccccveeerereeeeriieeeennnne. 63
Micrografia 28. NP’s Au con microscopia electrénica de barrido: [10000X].......cccceeeevvereeecveeeeennnne. 64

iNDICE DE SERIES FOTOGRAFICAS

Serie Fotografica 1. Tamiz FItOQUIMICO. ...eiiiiciiiie it e e s sbee e e eaee 36
Serie Fotografica 2. Micrografias de menta negra (Antes de tratamiento).........ccceeevvevieeeceeecneenns 38
Serie Fotografica 3. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por infusion minuto 1y
). ettt ettt et ee et e et e et e e et et e e et et s en e st ee e er et eeeen s een e 39
Serie Fotografica 4. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por microondas minuto
TR Y PSP 40
Serie Fotografica 5. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por sonicacion minuto 1
Y20 TR UPRTSRURSRPR 41
Serie Fotografica 6. Sintesis de NP’s Ag a temperatura ambiente. .......cccovveeeeeeeeevciiiiieeeee e, 42
Serie Fotografica 7. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (bafio Maria) 1 min. ........ccccveee.... 43
Serie Fotografica 8. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (bafio Maria) 4 min...........ccco....... 45
Serie Fotografica 9. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (bafio Maria) 10 min. ................... 46
Serie Fotografica 10. Sintesis de NP’s Ag por sonicacion 1 MiN........ccoeecveeeeecieeececieee e eeireee e 47
Serie Fotografica 11. Sintesis de NP’s Ag por sonicacion 4 mMiN.........cccccveeeeecieeeeecieeeeecieeeeecieee e 48
Serie Fotografica 12. Sintesis de NP’s Ag por sonicacion 10 mMiNn.......cccecceeeircieeeencieeesecieeeeesieeeeeans 49
Serie Fotografica 13. Sintesis de NP’s Ag por microondas 30 S. .......ceeeeciieeeeecieeeeeiieeeeecreeeeecireee e 50
Serie Fotografica 14. Sintesis de NP’s Ag por microondas 60 S. ........ccevcieeeircieeesicieeeecireeeeeiieee e 51
Serie Fotografica 15. Sintesis de NP’s Ag por microondas 90 S. .......ceeevcieeeircieeeeniieeeeccieeeessiieee e 52
Serie Fotografica 16. Sintesis de NP’s Au por microondas durante 30, 60y 90 s. : Antes y después de
L1 = 0 0 1T<] 0L TR PP P PP 60

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica de [a menta NeZra. ....ccoeevvciiiii e 2
Tabla 2. Compuestos quimicos presentes en el aceite esencial .........ccceecveeeieciiieccciiee e 3
Tabla 3. Flavonoides presentes €N MeNta NEEIA ...cccuvieeieciviieiiciiieeeeiieeeeeiree e sseiree e sree e e s saeaeesssssaeeeaans 4
Tabla 4. Empresas lideres en nanotecnologia que cotizan en la bolsa. ........ccccoveeieciieeicciieec e, 8
Tabla 5. Preparacion de los sistemas de la tribu Mentheae. ............ccooeccieeeeiiieeeeciieee e, 12
Tabla 6. Preparacion de los sistemas de Menta NeZIra.....ccueeeeciieieeiiiee e 13
Tabla 7. Preparacion de los sistemas de menta negra (Vivero San Luis Tlaxialtemalco).................. 16
Tabla 8. Aplicacidn de las muestra Para TLC. ......cciiiciieeiiiiiee e eciree e esire e e esrre e e esaae e e s saere e e e eaeee s 19
Tabla 9. Sistemas para la curva de polifenoles. ... 19
Tabla 10. Primera dilucidn de Anfotericing B.........occieeeiie et 20
Tabla 11. Diluciones del stock de GeNntamiCing.........ccceecveerriieiniieeniieeenieesiee et sreesireesree e 21
Tabla 12. Diluciones del stock de NP'S A Y NP S AU. ..ccoiciiiiieiiiieeecieee ettt et e e evre e e e naee s 22
Tabla 13. Sintesis de nanoparticulas de plata: Seguimiento por cambio de color. ..........ccceeeuuneee. 26
Tabla 14. Comparacién de las plantas para la sintesis de NP'S Ag.......ccccccveeeeiieeeiiiieee e 28
Tabla 15. Comparacién taxondmica entre romero y otras plantas medicinales comunes............... 28

Vil



Tabla 16. Resultados del certificado de identidad de menta NEZra. .....ccccveeeevvveeeeciieeeccieee e, 33
Tabla 17. Resultados de tamizaje de la determinacién del tamafiio de particula. .......ccccccvvevvvnnnennn. 33
Tabla 18. Porcentaje de humedad del material vegetal (menta Negra). .....cccoeeecveeevveerieeecieeesieenns 34
Tabla 19. Tamiz Fitoquimico del extracto acuoso de menta NEEra. .....cccccveeeecrveeeeiireeeescree e e 35
Tabla 20. Cantidad de material extraible por calor convencional. ......cccccccceviiiiieiiiiiieec e, 36
Tabla 21. Cantidad de material extraible por Microondas...........ccoeccuveeeeiiieeecciee e 37
Tabla 22. Cantidad de material extraible por SONICACION........cccuveiieiiiiieeciee e 37
Tabla 23. Cantidad de material extraible a temperatura ambiente, microondas y sonicacién sin
CaAMDBDIO A€ AISOIVENTE. ..eiieiiiiiiieeee et e st e st e s bee e sbe e sbeeesateesabeeesabeesnses 37
Tabla 24. Datos obtenidos por Z-SIZER para cada método de sintesis. .......cccceeeeeeeccinieeeeeeeeeccinneen, 53
Tabla 25. Andlisis de Varianza para longitud de onda - Suma de Cuadrados Tipo lll. .........c....u....... 54
Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por volumen ..........cccceeeeciveeeecnnnennn. 55
Tabla 27. Analisis de Varianza para absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo lll. .....ccceeveeiveeercnnnenn. 56
Tabla 28. Pruebas de Multiple Rangos para absorbancia por volumen .........ccccceeeeiieeeiiiieeecccinee, 56
Tabla 29. Pruebas de Multiple Rangos para absorbancia por método.........cccccceeevciieeeciciieeeecnnen. 57
Tabla 30. Analisis de Varianza para tamafio - Suma de Cuadrados Tipo . ....cccceeveiveeeeiiieeeiiineenn, 57
Tabla 31. Pruebas de Multiple Rangos para tamano por tiIeMpPO ......ceeecveeeeeciieee e e 58
Tabla 32. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del extracto de Mentha x piperita L. ..... 66
Tabla 33. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del AGNO;......ccuveveviiieeieiiveeeciieee e, 67
Tabla 34. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del NP'S Ag.....ccccceevcieeeeiiieeecciieee e, 67
Tabla 35. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del sobrenadante de NP’s Ag. ............... 69
Tabla 36. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR de NP’S AU........cceeeccvveeeeiiieeecciveee e, 69
Tabla 37. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del sobrenadante de sobrenadante NP’s
AU ettt ettt et e et e esute e e be e e eh b e e et e e e b et e ea b e e e b e e e hte e e beeeea b e e ebeeebae e e beeebaeeaabeesbaeenabeanas 70
Tabla 38. Efecto de las nanoparticulas de plata (Ag) en los microorganismos.........cccceeeevveeeecnnnennn. 75
Tabla 39. Concentracion minima inhibitoria (IMIC). .......oocvveiiiiiiiieereee et e e 76
Tabla 40. Concentraciones minimas MicrobiCidas. ........ceeeviiinieinierinieeniie e 76
Tabla 41. Efecto de las nanoparticulas de Oro (Au) en [os Microorganismos..........cccceeeeecvveeeeennnennn. 78
Tabla 42. Tamafio de particula e indice de polidispersidon de NP’s Ag por microondas................. 103
Tabla 43. Tamafio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag por sonicacién ................... 104
Tabla 44. Tamafio de particula e indice de polidispersidon de NP’s Ag por bafio Maria.................. 105
Tabla 45. Tamafio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag a infusidn............cccueeenneeee. 106
Tabla 46. Tabla de Medias por Minimos cuadrados para longitud de onda ..........ccccceveeeiieeennnee. 138
Tabla 47. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por método ........ccccccvvvevcvveeennnen. 138
Tabla 48. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por tiempo .......cccceeecveeeeeciieecennee. 139
Tabla 49. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para absorbancia .........ccccceeeeiieeeecieee e, 139
Tabla 50. Pruebas de Multiple Rangos para absorbancia por tiempo ........cccceeciveeevicieeccciiee e, 140
Tabla 51. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para tamafio .......cccccceeeeeciieececiiee e 140
Tabla 52. Pruebas de Multiple Rangos para tamano por Método........ccccccueeeevciieeeiiieeeecciiee e 141
Tabla 53. Pruebas de Multiple Rangos para tamano por VOIUMEN.........cccccveeeecieeeeccieee e 141

VIl



1 INTRODUCCION

En los ultimos afos, ha habido un aumento en las investigaciones referentes a la sintesis de
nanoparticulas debido a sus aplicaciones en algunos campos de la industria, como el de los sistemas
de almacenamiento electrdnico, la biotecnologia, separacidn magnética y pre-concentracién de los
analitos de interés; una de las aplicaciones esta dirigida principalmente en la administracion de
farmacos y vehiculos para el gen (Mody, Siwale, Singh, & Mody, 2010).

Las nanoparticulas tienen un rango de dimensidn de 1 a 100 nm por lo que adquieren propiedades
fisicoquimicas, quimicas y biolégicas Unicas. Estas pueden entrar al cuerpo por inhalacién, por
inyeccion al torrente sanguineo y por difusién a través de la piel. La toxicidad de las nanoparticulas
ha sido estudiada por un gran numero de estudios tanto in vitro como in vivo; asi mismo, la
interaccion de las nanoparticulas con el medio ambiente puede depender de: su tamafio,
composicion quimica, propiedades de superficie, solubilidad, comportamiento de agregacion,
biocinética, etcétera (Jamuna & RaVishankar, 2014).

Muchos de los elementos metdlicos y metaloides son capaces de formar estructuras a escala
nanométrica. Algunas de las nanoparticulas mas conocidas, que actualmente se investigan incluyen
las basados en plata, que son conocidos por sus propiedades anti-microbianas y anti-inflamatorias
(Edmundson, Capeness, & Horsfall, 2014).

Las nanoparticulas de plata son materiales importantes que se han estudiado ampliamente. Este
tipo de material se puede sintetizar por varios métodos fisicos, quimicos y biolégicos. Aunque los
métodos quimicos y fisicos existentes han dado buenos resultados, estos procesos generalmente
son costosos e implican el uso de productos quimicos téxicos. Ademds, la sintesis de nanoparticulas
de plata utilizando métodos quimicos, puede dar lugar a la presencia de algunas especies quimicas
toxicas que se absorben o retienen sobre la superficie de las nanoparticulas, dando lugar a efectos
adversos en sus aplicaciones (Yang & Li, 2013).

Hoy en dia, estos materiales pueden ser sintetizados y modificados usando diferentes grupos
guimicos funcionales, lo que les permite ser conjugados con anticuerpos, ligandos, y farmacos de
interés, abriendo asi una amplia gama de aplicaciones potenciales (Mody, Siwale, Singh, & Mody,
2010).

En los uUltimos afos, se ha buscado que todo proceso quimico sea, en primer lugar econémico y
compatible con el medio ambiente. Es por ello, que se busca desarrollar métodos sostenibles para
la sintesis de nanoparticulas, ya que su aplicacion en el drea de la salud, bien podria tener un papel
importante como materiales antibacterianos, antioxidantes e incluso antitumorales (Dubey,
Lahtinen, & Sillanpaa, 2010).



2  MARCO TEORICO
2.1 MATERIA PRIMA VEGETAL

Nombre: Menta negra

Sinonimia popular:

Espafiol: Hierba buena, hierbabuena china, hierbabuena de menta, hierbabuena de olor, malva,
menta, menta inglesa, yerbabuena. Estado de México: chits-and (mazahua); Guerrero: kallowena
(ndhuatl); Oaxaca: ujts aay (UNAM, 2009).

Portugués: Hortela - pimenta (Alonso, 2007).

Inglés: Peppermint, mint (Alonso, 2007).

Otros: Menthe poivrée (Francés), Pfeffermint (Aleman), menta, menta piperita (ltaliano) (Alonso,
2007).

Nombre cientifico: Mentha x piperita L.

2.2 TAXONOMIA

Tabla 1. Clasificacion Taxonémica de la menta negra.

CATEGORIA TAXONOMICA NOMBRE
Reino Plantae

DiVisidn Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Familia Lamiaceae (Labiatae)
Género Mentha

Especie Mentha x piperita L.

Fuente: (Hoffmann, 2003)
2.2.1 DESCRIPCION BOTANICA

Planta aromatica, perenne, perteneciente a la familia de las lamidceas (labiadas), cuya altura oscila
entre 30-100 cm. Su tallo cuadrangular, es suavemente piloso y parcialmente ramificado en su parte
superior. Las hojas, de color verde a verde purpura, son pecioladas, dentadas y de forma ovoidal,
midiendo entre 4-8 cm de largo por 1-2.5 cm de ancho. El envés presenta un gran numero de
glandulas puntiformes, facilmente apreciables a contraluz. Las flores, de color lila (ocasionalmente
blancas), miden unos 8 mm de largo y crecen desde fines del verano hasta mediados del otofio. Esta
planta es un hibrido entre Mentha aquatica y Mentha spicata. Las semillas tienen muy poco poder
germinativo debido a su caracter hibrido, pudiendo dar lugar a plantas de caracteristicas diferentes
entre si (Alonso, 2007).

2.2.2 HABITAT

Planta originaria de las zonas templadas del hemisferio norte, Europa, Africa del Norte y China.
Actualmente, la menta piperita se encuentra distribuida, naturalizada y cultivada en todos los
continentes, desarrolldndose en climas templados hasta 1500 metros de altitud. Crece
espontaneamente en terrenos baldios, terraplenes, escombros y parques, sobre suelos humiferos
(tierra negra). Es una planta ampliamente cultivada en huertos familiares y adaptados a diferentes
condiciones climaticas y ecoldgicas (Alonso, 2007) y (UNAM, 2009).



2.2.3 USOS

Aungue son multiples y variados los usos medicinales que se le atribuyen a la menta, la mayoria de
ellos estan destinados a resolver desérdenes de tipo digestivo como: acidez estomacal o agruras,
bilis, infeccion intestinal, gastritis y mal de estdmago, por mencionar algunos. Sin embargo, en
Jalisco, Veracruz, Morelos, Michoacan, Estado de Meéxico, Oaxaca y Tlaxcala, es utilizada
principalmente para la diarrea (UNAM, 2009).

2.2.4 PARTES UTILIZADAS
La droga esta constituida por las hojas desecadas, enteras o cortadas. Secundariamente se emplean
los tallos o sumidades floridas. El olor es fuertemente aromatico y caracteristico, con sabor

especiado-picante y sensacion de enfriamiento (UNAM, 2009).

2.2.5 COMPOSICION QUIMICA
2.2.5.1 ACEITE ESENCIAL

En la Tabla 2 se presentan los compuestos reportados en el aceite esencial de la menta.

Tabla 2. Compuestos quimicos presentes en el aceite esencial (Alonso, 2007).

é\OH % X 0] OAc
/:\ /:\

(-)-mentol (-)-mentona Acetato de mentilo

: 7o
Limoneno Mentofurano Pineno

Se tendra en cuenta que el contenido en aceites esenciales puede modificarse segun la especie, la
edad de la hoja y las horas de insolacidn a la que la planta estuvo expuesta (UNAM, 2009).

2.2.5.2 FLAVONOIDES

La cantidad de flavonoides reportado es del 12 % los cuales se muestran principalmente en la Tabla
3.



Tabla 3. Flavonoides presentes en menta negra (Alonso, 2007).

OH
OH OH
HO 0 HO 0
o Apoigenina OH O
Luteolina
OH OH
OH O~

OH

Hesperidina

Rutina

2.2.5.3 OTROS

Taninos (6-12%), principio amargo, triterpenos (acido ursolico, acido oleanilico), acidos fendlicos,
acido rosmarinico (3% del peso seco), derivados hidroxicindmicos, colina, azlcares (glucosa,
ramnosa), etc.

OH

HO

OH
Acido rosmarinico (Alonso, 2007).



2.3 NANOTECNOLOGIA
2.3.1 ANTECEDENTE Y DEFINICION

La nanotecnologia literalmente significa cualquier tecnologia a nanoescala que tiene aplicaciones
en el mundo real. La nanotecnologia abarca la produccién y aplicacion de fisica, quimica, y los
sistemas biolégicos en escalas que van desde los atomos o moléculas, asi como la integracion de las
nanoestructuras resultantes en sistemas mas grandes. La nanotecnologia tiene un profundo
impacto en nuestra economia y sociedad. Algunas de las principales areas donde se prometen
avances son por ejemplo: en los materiales y su fabricacidn, en la nanoelectrdnica, en medicina y
salud, en energia, en biotecnologia, en la tecnologia de la informacion y la seguridad nacional. Se
considera en general que la nanotecnologia ya es una revolucion industrial (Bhushan, 2010).

Las caracteristicas a escala nanométrica dependen principalmente de sus constituyentes
elementales. La definicién de una nanoparticula es un agregado de atomos unidos juntos con un
radio de entre 1 a 100 nm. Por lo general se compone de 10 a 10° 4tomos (Bhushan, 2010).

2.3.2  CARACTERISTICAS

El descubrimiento de nuevos materiales, procesos y fendmenos en la nanoescala, marcaron la
necesidad del desarrollo de nuevas técnicas experimentales y tedricas para la investigacién dando
oportunidades para el desarrollo de nanosistemas innovadores y materiales nanoestructurados. Las
propiedades de los materiales en la nanoescala pueden ser muy diferentes de las que se tiene a una
escala mayor. Cuando la dimensién de un material se reduce de un tamafio grande, las propiedades
siguen siendo los mismos al principio, luego se producen pequefios cambios, hasta que finalmente
cuando el tamafio cae por debajo de 100 nm, se pueden producir cambios dramaticos en las
propiedades fisicas, quimicas, épticas y mecanicas (Bhushan, 2010). En la llustracidon 1 se muestra
una perspectiva del tamafo mencionado anteriormente, que va desde un dtomo hasta un cabello
humano.

2.3.3  APLICACION

El cardcter interdisciplinario de la nanotecnologia se debe a su complejidad; areas como la fisica y
qguimica tienen un papel trascendental para la sintesis de estos materiales con la configuracién
electronica deseada; biologia molecular, bioquimica, electrénica, informatica, matematicas vy
medicina participan de igual manera para su aplicacién (Lopez Georme, 2011).

2.3.3.1 NANOMEDICINA

La aplicacién de la nanotecnologia en medicina es llamada nanomedicina y es empleada para
mejorar la calidad de vida de los seres humanos, combatiendo las enfermedades de una forma
innovadora (Lépez Georme, 2011); por ejemplo, contra enfermedades como el cancer, inflamacion
de intestino, artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares, infecciones causadas por
patdgenos, diabetes mellitus, entre otras (Danhier et al., 2012).
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llustracion 1. Dimensiones en perspectiva (Bhushan, 2010).
2.3.3.2 VACUNAS

Los fabricantes de vacunas han estado experimentando con las nanoparticulas como forma de
“carga de turbo” para las vacunas durante varios afios. En 2007, investigadores de la Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne (EPFL) reportaron, en Nature Biotechnology, el desarrollo de
unas nanoparticulas que ofrecen vacunas mas eficaces y con menos efectos secundarios (Lopez
Georme, 2011).

2.3.3.3 NANOBIOSENSORES

En diagndstico bioquimico, el primer dispositivo portatil con componentes nanométricos que se
desarrollé para la medicién de glucosa en sangre, fue el glucdmetro portatil, que revoluciond el
sistema de salud, dado que permitié predecir rdpidamente los niveles de azlcar en enfermos de
diabetes. Los nanobiosensores pueden reconocer la presencia, actividad o concentracién de una
molécula biolégica y son una herramienta esencial en el diagndstico in vitro de muchos
padecimientos (Lépez Georme, 2011).



2.3.34 PUNTOS CUANTICOS

Los puntos cudnticos son estructuras cristalinas a nanoescala (de 2 a 10 nm), formadas por unos
cientos de dtomos con propiedades semiconductoras. Se considera que el punto cudntico tiene una
mayor flexibilidad que otros materiales fluorescentes (véase llustracién 2), lo que lo hace apropiado
para aplicaciones a nanoescala donde la luz es utilizada para procesar informacién. Se podria definir
como una particula de materia tan pequefia que la adicidon de un Unico electrén produce cambios
en sus propiedades (Lopez Georme, 2011).

llustracion 2. Puntos cuanticos irradiados con luz UV. Diferentes tamaiios de puntos cuanticos emiten diferente color.

Los puntos cudnticos son diminutos cristales de semiconductores, que producen mejores colores y
son los responsables de la gran revolucién en la iluminacidn LED. De esta manera, se ejemplificaria
gue un punto cuantico de 2 nm de didmetro emitira una luz azul; otro de 4 nm emitird luz verde, y
uno de 6 nm emitira luz roja (Lopez Georme, 2011).

2.3.3.5 LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

Una de las mas grandes ventajas de los nanomateriales es el tamafio de las particulas, porque con
la miniaturizacion aumenta la superficie de contacto y por lo tanto, la reactividad de los elementos
que los constituyen. Esta aplicacién radica en la obtencidon de bionanomateriales organicos o
ceramicos “bajo disefio”, que sirven como vector de medicinas para su liberacién local y controlada
en el sitio dafiado, ya sea por el tipo de carga en la superficie del material o por reconocimiento
celular utilizando biomoléculas (Lopez Georme, 2011).

2.3.3.6  NANOTECNOLOGIA Y LA INDUSTRIA

La ciencia, la tecnologia y la industria deben perseguir un objetivo comun para que la
nanotecnologia avance (véase Tabla 4) (Lépez Georme, 2011).

2.4 PLASMON DE SUPERFICIE

Los atributos dpticos mas interesantes de las nanoparticulas metdlicas, se ve reflejado en sus
intensos colores brillantes, que se deben a su interaccion Unica con la luz. En presencia del campo
electromagnético de la luz, los electrones libres de la nanoparticula metalica se someten a una
oscilacion coherente colectiva con respecto a la celosia metalica (véase llustracion 3) (Jain, Huang,
El-Sayed, & El-Sayed, 2008).



Tabla 4. Empresas lideres en nanotecnologia que cotizan en la bolsa.
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estiramientos.

Michel Faraday fue el primero en demostrar que las particulas de metal pueden ser muchas veces
mas pequefias que la longitud de onda de la luz; sin embargo, los sistemas pueden absorber y
dispersar la fuerza de la luz, ocasionando que incluso las soluciones diluidas exhiben colores
brillantes (Faraday, n.d.). Faraday aprendié que la oscilacion colectiva de los electrones de
conduccién dentro de las particulas de metal permite la dispersién y la absorcién de la luz a una
frecuencia particular, dandoles color (en el caso de la plata y el oro). Este fendmeno observado por
Faraday recibié el nombre de plasmén de superficie a finales de los aflos 50’s por el fisico Rufus
Ritchie quien lo describe como una oscilacidon colectiva de los electrones de conduccién sobre una
superficie laminar (Ritchie, 1957)

E-field
Scattering
+t+
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llustracion 3. La mejora en las propiedades Opticas y fototérmicos de nanoparticulas de metales nobles surge de la
oscilacién resonante de sus electrones libres en presencia de luz, también conocido como resonancia de plasmén de
superficie localizada (Jain et al., 2008).



La superficie indica la polarizacion de cargas superficiales resultantes de las oscilaciones de
electrones colectivos, y plasmdn es en analogia a las oscilaciones de electrones colectivos dentro de
plasma gaseoso (Kreibig, U., Vollmer, 1995). Es por ello que cuando el sistema es excitado por la luz,
las cargas caracteristicas inducen en la superficie plasmones que pueden propagarse como una onda
electromagnética a lo largo de la superficie del metal. Las cargas oscilantes también pueden ser
confinadas y mejoradas en la superficie de una nanoparticula, en cuyo caso se llama resonancia de
plasmon de superficie localizada (LSPR) (Wiley et al., 2006).



3 OBIJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GENERAL

e Sintetizar nanoparticulas de plata empleando un método de sintesis alternativo vy
principalmente ecoldgico, con el propdsito de poder emplearlas en los diferentes sectores
de la industria e investigacién, gracias a la estructura, tamafio y morfologia que estas
adquieran.

3.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar la especie vegetal adecuada dentro de un conjunto de ejemplares que sean
popularmente empleadas (dentro de la medicina tradicional mexicana) en el tratamiento
de enfermedades causadas por organismos patdgenos, utilizando el extracto acuoso de
cada una de las plantas medicinales en la formacion de nanoparticulas de plata por medio
de ensayo y error.

e Identificar la taxonomia de la planta seleccionada por medio de los servicios de una
institucion que avale y proporcione un certificado de identificacidon, con el fin de respaldar
el trabajo de tesis. Para ello se proporcionardn los datos de dia de recoleccién de la especie
vegetal, la localidad y estado donde se encuentra, las coordenadas geograficas y altitud, y
por ultimo el nombre de la persona que llevé a cabo la recoleccion.

e Determinar y optimizar el método de obtencion del extracto acuoso vegetal por medio de
la observacién y evaluacion del dafio morfoldgico causado en la materia sdlida, utilizando
diferentes fuentes de calor de bajo costo energético. La finalidad es poder aprovechar al
maximo los compuestos quimicos que las plantas medicinales contienen, y que se adquieren
en una solucién acuosa.

e Determinar y optimizar el método de sintesis de nanoparticulas de plata empleando un
analisis estadistico, utilizando las respuestas de las variables que influyen en la formacién
de estas en cada una de las diferentes fuentes de calor que se empleen. La realizacién de
este punto ayudara en poder tener un método de sintesis que sea bueno dentro de los
términos de la “Quimica Verde”.

e Caracterizar las nanoparticulas de plata por medio de técnicas fisico-quimicas como son:
Microscopia Electrénica de Barrido (MED), Dispersion Dinamica de la Luz y Espectroscopia
Infrarroja.

e Evaluar la bioactividad de las nanoparticulas obtenidas mediante un ensayo primario y un
ensayo especializado. Esto ayudard a determinar las posibles y potenciales aplicaciones
dentro las dreas (en el rubro de la salud, de forma general) para su uso dentro de una
perspectiva que ayude a la poblacidn.
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4 METODOLOGIA
4.1 SELECCION DE LA MATERIA PRIMA VEGETAL

El primer criterio para la seleccidn de la materia prima fue: familia, actividad antibacteriana y uso
comun en la medicina tradicional mexicana. La materia prima fue la siguiente:

. Epazote (Chenopodium ambrosioides L.)

. Jengibre (Zingiber officinale Roscoe)

° Orégano (Lippia graveolens Kunth)

. Romero (Rosmarinus officinalis)

° Toronjil azul (Dracocephalum moldavica)

° Toronjil blanco (Agastache mexicana subsp. xolocotziana)
o Toronjil morado (Agastache mexicana)

El segundo criterio para la eleccion de la materia prima fue: taxonomia

° Menta blanca (Mentha x piperita L.)*
° Menta negra (Mentha x piperita L.)
. Poleo (Mentha pulegium L.)

4.1.1 DESECACION NATURAL A LA SOMBRA

El material vegetal se desecd a la sombra protegido del polvo y la luz. El orégano, romero y la menta
blanca se adquirieron secos. El jengibre se utilizé fresco.

MATERIA VEGETAL TRATAMIENTO PARTE UTILIZADA
Epazote Desecacién Hojas
Jengibre (Fresco) Rizoma
Menta blanca - Hojas
Menta negra Desecacién Hojas
Orégano - Hojas
Poleo Desecacién Hojas
Romero - Hojas
Toronjil azul Desecacién Hojas
Toronjil blanco Desecacién Hojas
Toronjil morado Desecacién Hojas

4.1.2 PREPARACION DE EXTRACTO POR INFUSION

Se pesd 10 g de materia vegetal. Se afadieron 100 mL de agua desionizada llevada previamente a
ebullicidn. Se dejo enfriar el extracto a infusion y se centrifugé a 2500 rpm.

L El nombre cientifico no hace distincién entre las variedades de menta negra y menta blanca. Sin embargo,
ambas plantas presentan caracteristicas fisicas diferentes.
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4.1.3 PREPARACION DE AgNO; 1 x 103 M

Se utilizd el reactivo de nitrato de plata AgNOs marca Sigma-Aldrich. Para la preparacién de la
solucién véase Anexo A.

4.1.4 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA: SEGUIMIENTO POR CAMBIO DE COLOR

Se tomaron 5 mL de extracto al 10% y 45 mL de AgNOs 1 x 103 M, se registrd la hora de la
preparacion, y se monitoreo el sistema durante 24 h. Los cambios de coloraciéon fueron registrados.

Las plantas que no tuvieron una respuesta esperada en la coloracién fueron descartadas.
4.1.5 OBTENCION DE LOS ESPECTROS POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Se agregaron 3 mL de extracto al 10% y 22 mL AgNO; 1 x 10 M. Media hora después se establecié
un rango de longitud de onda de 350 a 800 nm, en el espectrofotdmetro Beckman-Coulter DU 800.

El sistema “blanco” utilizado fue agua desionizada; esto aplica para todas las pruebas por
espectrofotometria UV-Vis.

Las plantas que no tuvieron respuesta esperada en la banda de absorcidn fueron descartadas.
4.1.6 OBTENCION DE BARRIDOS DE LA TRIBU MENTHEAE Y COMPARACION TAXONOMICA

La preparacion de los sistemas se llevé a cabo como lo indica la Tabla 5

Tabla 5. Preparacion de los sistemas de la tribu Mentheae.

Sistema mL de Extracto 10% mL de AgNO; 1 x 10°M
1 1 49
2 2 48
3 3 47
4 4 46
5 5 45

Los espectros se realizaron en un rango de 350-800 nm, para lo cual se utilizé el espectrofotémetro
Beckman-Coulter DU 800. Estos se realizaron al minuto 0, 5, 10, 15, 30, 60, y 24 horas después de
cada sistema.

Las plantas que no tuvieron una respuesta esperada en la banda de absorcién (430 a 450 nm) fueron
descartadas.

4.1.7 COMPARACION DE MENTA NEGRA POR LUGAR GEOGRAFICO
Como loindica la Tabla 6, se prepararon los siguientes sistemas, utilizando el extracto acuoso al 10%

de menta negra de las localidades de mercado de Sonora, mercado del centro de Xochimilco y del
Vivero de San Luis Tlaxialtemalco:
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Tabla 6. Preparacion de los sistemas de menta negra.

Sistema mL de Extracto 10% mL de AgNO; 1 x 103 M
1 1 49
2 2 48
3 3 47
4 4 46
5 5 45

Los espectros se realizaron en un rango de 350-800 nm, para lo cual se utilizé el espectrofotémetro
Beckman-Coulter DU 800. Estos se realizaron al minuto 0, 5, 10, 15, 30, 60, y 24 horas después de
cada sistema.

Una vez seleccionada la materia prima vegetal para el estudio, se procedid con la siguiente
metodologia.

4.2 EXTRACTOY MARCO
4.2.1 HERBORIZACION E IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

La especie seleccionada se herborizd y posteriormente se mandé a identificacion botdnica en el
Herbario Etnobotdanico IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM.

4.2.2 DETERMINACION DEL TAMARNO DE PARTICULA OPTIMO

Se colocé el material vegetal (menta negra, adquirida en el vivero) en la picadora (Picadora clasica
1, 2, 3 Moulinex). Se triturd por un periodo de 2 minutos, en intervalos de 30 segundos.

El tamizado se realizé conforme a lo establecido en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(2013). Se pes6 una muestra de 100 g de menta negra.

4.2.3 PORCENTAJE DE HUMEDAD

Se pesé 1 g del material vegetal triturado el cual se colocd sobre la termobalanza (100° C) durante
un periodo de 10 minutos y se registré el porcentaje de humedad de la materia vegetal.

4.2.4  ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

El extracto de menta negra se sometid a un proceso de tamiz fitoquimico, para describir de manera
cualitativa los grupos fitoquimicos presentes en el mismo (Barba, 1997) (Lastra & Cuéllar, 1994).

Del extracto a evaluar, se pesé 2.5 g del material vegetal triturado y se agregaron 50 mL de agua
desionizada previamente llevada a ebullicion, el extracto se dejé enfriar a temperatura ambiente
para obtener una infusidn y posteriormente se centrifugd a 2500 rpm. Se realizaron las pruebas
correspondientes de acuerdo al APENDICE Ay al Diagrama 1.

Los resultados obtenidos se registraron como: abundante (+++), moderado (++), escaso (+) y
negativo (-) (Dominguez, 1998).
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Diagrama 1. Tamizaje fitoquimico (Camacho, Morales, Sdnchez, Veldzquez & Angeles; en reVisién).

4.2.,5 CANTIDAD DE MATERIAL EXTRAIBLE
4.2.5.1 PREPARACION DEL EXTRACTO POR INFUSION

Se pesd 0.5 g del material vegetal (malla 50) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL y se agregaron a
este, 40 mL de agua desionizada previamente llevada a ebullicion, se cubrié el matraz. Se dejé
enfriar el extracto a temperatura ambiente y posteriormente se filtré. EI material vegetal se utilizé
para realizar una segunda extraccidon por infusién, el filtrado se colocé en una caja Petri

(previamente pesada).
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Lo anterior se realizé para obtener cinco filtrados. Posteriormente fueron colocados en la estufa a
40° C durante 24 h, una vez secos se registré el peso de cada caja Petri. Por cada extraccion se tomé
una muestra del marco vegetal para realizar un analisis por microscopia electrénica de barrido.

4.2.5.2  EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

Se peso 0.5 g del material vegetal (malla 50) en un vaso de precipitados de 100 mL y se adicionaron
40 mL de agua desionizada, el vaso se cubrid con un vidrio de reloj. Posteriormente se colocd dentro
de un frasco de vidrio el cual contenia hielo y se introdujo en el horno de microondas (marca GE,
modelo JES1142SJ) a nivel 110 watts de potencia durante periodos de 20 segundos, en los cuales
se controlé que la temperatura del extracto fuera menor a 40° C utilizando un termémetro de
mercurio, hasta completar un minuto de calentamiento. Pasado el minuto, se filtré el extracto y se
realizd una segunda extraccidn; el filtrado se colocd en una caja Petri previamente pesada.

El procedimiento anterior se repitid hasta obtener cinco filtrados, estos se secaron a 40° C en la
estufa durante 24 h, una vez secos se registrd el peso de cada caja.

Por cada extraccidn se tomdé una muestra del marco vegetal para realizar un andlisis por microscopia
electrénica de barrido.

4.2.5.3 EXTRACCION ASISTIDA POR SONICACION

Para la preparacion del extracto por infusion se pesaron 0.5 g del material vegetal (malla 50), y se
colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, asi mismo se adicionaron 40 mL de agua desionizada,
el matraz se tapd y se introdujo en el sonicador (TRANSSONIC 570) durante un minuto a una
temperatura de 25° C; pasado el minuto, se filtré el extracto y el filtrado se colocd en una caja Petri
(previamente pesada); con el material vegetal se realizé una segunda extraccion, lo anterior se llevo
a cabo hasta completar un tiempo de 8 minutos.

Los filtrados se secaron en la estufa a 40° C durante 24 h, una vez secos se registré el peso de cada
caja.

Por cada extraccidon se tomé una muestra del marco vegetal para realizar un analisis por microscopia
electrénica de barrido.

4.2.5.4  PREPARACION DE EXTRACTO POR INFUSION, MICROONDAS Y SONICACION SIN CAMBIO DE
DISOLVENTE.

Se prepard el extracto por infusidon, microondas y sonicacidn sin cambiar el disolvente; se filtré y
colocé el filtrado en una caja Petri previamente pesada. El extracto se secd en la estufa y
posteriormente registré el peso final de la caja.

4.2.6  ANALISIS MORFOLOGICO DEL MARCO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

A los marcos obtenidos anteriormente se les realizé a Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), lo
mismo se hizo con una muestra del material vegetal sin tratamiento.
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4.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS
4.3.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata por cada método, se prepararon 5 sistemas,
utilizando el extracto de menta negra al 5% con AgNO; 1 x 10 M como se muestra a continuacién:

Tabla 7. Preparacion de los sistemas de menta negra (Vivero San Luis Tlaxialtemalco).

Sistema mL Extracto menta negra 5% mL AgNO; 1 x103M
1 1 49
2 2 48
3 3 47
4 4 46
5 5 45

4.3.1.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS A TEMPERATURA AMBIENTE
Se prepararon los 5 sistemas y se realizaron barridos UV-Vis pasados los 1, 4 y 10 minutos.
4.3.1.2  SINTESIS DE NANOPARTICULAS POR BANO MARIA

Se prepararon los sistemas del 1 al 5 por triplicado, se realizé un barrido UV-Vis de los primeros 5
sistemas al minuto 1, los siguientes 5 al minuto 4 y los ultimos sistemas al minuto 10. Se registré la
temperatura final en cada uno de los tiempos establecidos.

4.3.1.3  SINTESIS DE NANOPARTICULAS ASISTIDA POR SONICACION

Utilizando el sonicador (TRANSSONIC 570), se prepararon los sistemas del 1 al 5 por triplicado, asi
mismo se realizd un barrido UV-Vis de los primeros 5 sistemas al minuto 1, los siguientes 5 al minuto
4 y los ultimos cinco al minuto 10. Se registré la temperatura final en cada uno de los tiempos
establecidos.

4.3.1.4  SINTESIS DE NANOPARTICULAS ASISTIDA POR MICROONDAS

Para la sintesis de nanoparticulas de plata, la potencia de trabajo del horno de microondas (marca
GE, modelo JES1142SJ), fue de 550 watts. Se prepararon los sistemas del 1 al 5 por triplicado, y se
realizd un barrido UV-Vis de los primeros 5 sistemas a 30 segundos, los siguientes 5 a 60 segundos
y los ultimos cinco a 90 segundos.

4.3.2 TAMARNO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSION
Se tomd una alicuota de 1 mL de la solucién obtenida de la de sintesis de NP’s Ag de cada método
y se colocd en una celda de poliestireno de 12 mm, la cual fue introducida en el Z-SIZER (marca

Malvern, Nano-Z590); los datos obtenidos (tamafio de particula e indice de polidispersion) fueron
registrados.
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4.3.3 DETERMINACION Y ELECCION DE METODO DE SINTESIS OPTIMO PARA LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA POR ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un estudio estadistico multifactorial, usando el software STATGRAPHICS Centurion XVI
Versién 16.1.03 para la determinacién del impacto de los factores sobre la respuesta. El estudio se
aplicé para la longitud de onda, absorbancia y tamafio.

4.3.4 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de oro por microondas, se prepararon 3 sistemas
utilizando 0.3 mL de extracto de menta negra al 5%y 4.7 mL de HAuCl;*H,0 1 x 103M, (véase Anexo
A).

La potencia de trabajo del horno microondas (marca GE, modelo JES1142S)), fue de 550 watts.

Se realizé un barrido UV-Vis del primer sistema a los 30 segundos, el siguiente a 60 segundos y el
ultimo sistema a 90 segundos.

4.3.5 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA ASISTIDA POR MICROONDAS UTILIZADAS PARA
ACTIVIDAD BIOLOGICA

Se prepard un extracto de menta negra al 5% utilizando el horno de microondas (110 watts, durante
3 minutos). Para ello, se pesé 1.25 g de menta y se afiadieron 25 mL de agua desionizada, el extracto
se centrifugd a 2500 rpm.

En un vaso de precipitados de 250 mL, se afiadieron 12 mL de extracto y 188 mL de AgNO; 1 x 10
My se introdujo en el horno de microondas a una potencia de 550 watts, durante 90 segundos.

4.3.6 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO ASISTIDA POR MICROONDAS UTILIZADAS PARA
ACTIVIDAD BIOLOGICA

Se prepard un extracto de menta negra al 5% utilizando el horno de microondas (110 watts, durante
3 minutos). Para ello, se pes6 0.75 g de mentay se afiadieron 15 mL de agua desionizada, el extracto
se centrifugd a 2500 rpm.

En un vaso de precipitados, se afiadieron 6 mL de extracto y 94 mL de HAuCl;*H,0 1x102 M y se
colocé en el horno de microondas a una potencia de 550 watts, durante 90 segundos.

4.3.7 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y ORO
4.3.7.1  MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)?

Para realizar la caracterizacion de las nanoparticulas de plata y oro por MEB, estas se aislaron del
medio acuoso, utilizando una ultracentrifuga (Optima XL-100K, Beckman Coulter, rotor SW28) a
23000 rpm durante una hora 30 minutos a una temperatura de 4° C. Pasado el tiempo de
centrifugacion, se retird el sobrenadante y la pastilla obtenida se re-suspendié con agua desionizada
para retirar el exceso de extracto.

2 La metodologia de Microscopia Electrénica de Barrido fue realizada por el técnico Rodolfo Robles Gomez.
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De la muestra obtenida finalmente, se tomd una gota la cual se colocd en un cubre objetos limpio y
rotulado. Posteriormente fueron llevadas al Laboratorio de Microscopia Electrénica.

4.3.7.2 TAMANO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSION

Se llevd a cabo una determinacion de tamafio de particula e indice de polidispersiéon de las
nanoparticulas de plata y oro obtenidas para su uso en la prueba de actividad biolégica, utilizando
el Z-SIZER (marca Malvern, Nano-ZS90). Se tomd una alicuota de 1 mL de la solucién de
nanoparticulas re-suspendidas.

4.3.7.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Se hizo un andlisis por Espectroscopia Infrarroja con ATR de: extracto acuoso de menta negra,
solucion de AgNOs, nanoparticulas de plata, nanoparticulas de oro, y del sobrenadante obtenido del
aislamiento de estas.

4.3.8 CROMATOGRAFIA

Se llevd a cabo una cromatografia de capa fina utilizando el equipo CAMAG Automatic TLC Sampler
4 (ATS4).

Los estdndares utilizados fueron: rutina, hesperidina, apigenina, luteolina, kaempferol, miricetina,
acacetina e isorhamnetina de la marca Sigma-Aldrich. Se tomd una minima cantidad de ellos y se
disolvieron en metanol tibio. Se tomé un 1 mL del extracto acuoso de menta negra, asi como una
muestra del sobrenadante obtenido del aislamiento de las NP’s Ag y NP’s Au. Se utilizaron viales de
1mL.

Asi mismo, se recorté una placa de silica gel de dimensiones de 10 x 10 cm y se introdujo en el
equipo. La aplicacidn de los estandares y del extracto se muestra en la Tabla 8.

Para la identificacién de los estdndares utilizados se empled 15 mL del sistema de elucién BAW? con
las proporciones 5:4:5. La placa se colocd dentro de la cdmara de elucién de manera perpendicular
a la base. Se dejé correr la fase movil (sistema de elucidn) sobre la placa de silica gel (fase
estacionaria) el tiempo necesario, procurando que el eluyente no llegara a la arista de la placa.
Posteriormente la placa se retird y se dejo secar.

Finalmente, a la placa se le aplicd por aspersion dos reveladores: Natural Products y polietilenglicol
(NP/PEG No. 28), ambos de Sigma-Aldrich, la cual se dejo secar y se observé por luz UV.

3 BAW: (B: n-butanol, A: acido acético, W: agua).
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Tabla 8. Aplicacion de las muestra para TLC.

POSICION DE VOLUMEN DE COLUMNA FILA

NUMERO APLICACION APLICACION RACK RACK NOMBRE DE LA MUESTRA

1 9.0 mm 2.0 puL B 1 Rutina

2 20.7 mm 2.0 uL B 2 Apigenina

3 32.4 mm 2.0 uL B 3 Kaempferol

a 44.1 mm 2.0l B 4 Extracto acuoso de menta
negra

5 55.8 mm 2.0 uL B 5 Miricetina

6 67.5mm 2.0 uL B 6 Isorhamnetina

7 79.2 mm 2.0 uL B 7 Sobrenadante de NP’s Ag

8 90.9 mm 2.0 uL B 8 Sobrenadante de NP’s Au

4.3.9 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES EQUIVALENTES A RUTINA
Para llevar a cabo la cuantificacién de polifenoles totales, se elabord una curva de calibracion,
utilizando rutina como estandar, mediante la técnica de Folin-Denis (Silva, Gomes, Leitao, Coelho,

& Boas, 2006). La preparacion de los sistemas para la curva se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Sistemas para la curva de polifenoles.

SISTEMA 1 2 3 4 5 6 EXTRACTO 5%
STD (mg/mL) 0 L 20uL  40pL  60puL  80pL 100 L 15 uL
Reactivo Folin-Denis 100 uL 100 pL 2100pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Reposo 5 minutos
Na;COs 20% 300puL 300uL 300pL 300puL 300uL 300 pL 300 pL
Reposo 2 horas

Aforara 10 mL

4.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA*
4.4.1 PREPARACION DE ANTIMICROBIANOS NP’S Ag, NP’S Au, ANFOTERICINA B Y GENTAMICINA
4.4.1.1  ANFOTERICINA B (ANTIFUNGICO DE REFERENCIA)

Se pesaron 1.6 mg de Anfotericina B y se disolvieron en 10 mL de Dimetilsulféxido (DMSO).
De la solucién anterior se llevaron a cabo una serie de diluciones con DMSO de Sigma-Aldrich. (Véase

Tabla 10 e llustracion 6). Por ultimo, se realizdé una dilucidon 1:50, afiadiendo 4.9 mL de caldo
Sabouraud (llustracién 5).

4 La Actividad Bioldgica se realizé por separado, es decir, primero se realizé la prueba con las nanoparticulas
de plata y posteriormente las de oro.
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Tabla 10. Primera dilucidn de Anfotericina B.

. VOLUMEN DE A UN TUBO CON CONCENTRACION
TUBO CONisgN/Tr:t\)c'ON TRANSFERENCIA CALDO SABOURAUD RESULTANTE TUBO
(mL) (mL) (pg/mL)
n°2 1600 0.50 0.50 800 n°3
n°2 1600 0.25 0.75 400 n°4
n°2 1600 0.25 1.75 200 n°s
n°s 200 0.50 0.50 100 n°6
n°5 200 0.25 0.75 50 n°7
n°s 200 0.25 1.75 25 n°s
n°8 25 0.50 0.50 12.5 n°9
n°s 25 0.25 0.75 6.25 n°10
n°8 25 0.25 1.75 3.12 n°11
©)

0,25mL
—_—

®()

0
1600 pg/mL ’95,,)< 400 pg/mL

200 pg/mL

i’) 0 6,25 pg/mL
025
L 2mL n —
25 pg/mL an

) 2mL
3,12 pg/mL
llustracion 4. Esquema de diluciones de la Anfotericina B. Modificado de (Cantén & Martin, 2007).

5 mL de caldo
Sabouraud
+

100 uL DMSO

5 mL de caldo ™
Sabouraud

Dil.
1:50

Anadir 4.9 mL de caldo
Sabouraud
llustracion 5. Segundo paso de la dilucién de antimicrobiano de referencia. Modificado de (Cantén & Martin, 2007).

4.4.1.2 GENTAMICINA (ANTIBACTERIANO DE REFERENCIA)

Se pesaron 1.2 mg de Gentamicina y se disolvieron en 10 mL de agua destilada.
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De la solucion anterior se realizd una serie de diluciones con caldo BHI (Brain Heart Infusion). (Véase
Tabla 11 e llustracién 6).

Por ultimo, se hizo una dilucién 1:5, anadiendo 4 mL de caldo BHI a cada tubo.

Tabla 11. Diluciones del stock de Gentamicina.

) VOLUMEN DE A UN TUBO CON CONCENTRACION
Tuo ~ CONCENTRACION TRANSFERENCIA CALDO SABOURAUD RESULTANTE TUBO
(ppr} (mL) (mL) (ppm)
n°1 1200 1.0 1.0 600 n°2
n°2 600 0.5 0.5 300 n°3
n°2 600 0.5 1.5 150 n°4
n°4 150 0.5 0.5 75 n°s
n°4 150 0.25 0.75 375 n°6
n°4 150 0.25 1.75 18.75 n°7
n°7 18.75 0.50 0.50 9.37 n°s
n°7 18.75 0.25 0.75 4.68 n°9
n°7 18.75 0.25 1.75 2.34 n°10
n°7 2.34 1 1 1.17 n°11
ﬁ ) [
<2/ osm_ ©)
/ E 2mk @ tmL
600 ug/mL 300 pgimL. <5

1200 pg/mL

G 1ML

37.5 pg/mL
S

2mL
2.34 ng/mL 1.17 pg/mL

llustracion 6. Esquema de diluciones de la Gentamicina. Modificado de (Cantén & Martin, 2007).

4.4.1.3 SOLUCION STOCK DE NP's Ag Y NP's Au

Se aforé a un volumen de 10 mL las nanoparticulas de plata y oro (11.1 mg y 20.2 mg
respectivamente, véase Anexo E) para obtener una concentracion de 1110 ppm de NP’s Agy 2027
ppm de NP’s Au.

Se transfirieron 5 mL de los sistemas anteriores de cada metal y se aforaron a 10 mL para obtener
una concentracién de 555 ppm para la plata y 1010 ppm para el oro.

Se llevé a cabo una serie de diluciones (llustracion 7 e llustracién 8), las concentraciones reales se
muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Diluciones del stock de NP’s Ag y NP’s Au.

Concentracion Concentracion  Volumen de A un tubo Concentracion Concentracion
Tubo Np’sA Np’sAu transferencia o caldo resultante resultante Tubo
(u:/mf) (p.:/mL) (mL) Sabouraud NP’s Ag NP’s Au
(mL) (ng/mL) (ng/mL)
n°2 555.000 1010 0.00 0.00 555.000 1010.000 n°2
n°2 555.000 1010 050 0.50 277.500 505.000 n°3
n°2 555.000 1010 0.25 0.75 138.750 252.500 n°4
n°2 555.000 1010 0.25 1.75 69.375 126.250 n°5
n°5 69.375 126.25 0.50 0.50 34.687 63.125 n°6
n°5 69.375 126.25 0.25 0.75 17.343 31.562 n°7
n°5 69.375 126.25 0.25 1.75 8.671 15.781 n°8
n°8 8.6718 15.781 0.50 0.50 4.335 7.890 n°9
n°8 8.6718 15.781 0.25 0.75 2.167 3.945 n°10
n°8 8.6718 15.781 0.25 1.75 1.083 1.972 n°l1
@
|
&= 1mL —
277.5 ugimL L\e;
2) 0,25mL @ == 1mL ~
aE — \ . X 34.687 ng/mL ©
- 25 &= 1mL =
555 pg/mL 5/;,< 138.75 pg/mL @) & 1L
‘;}gff y - 4.335 ugimL
4|
== 0 17.343 ug/mL 10)

— 22
L 2m\Y,,

X [ ==
69.375 ug/mL @ &= 1mL

= 0 2.167 ng/mL
2,
L_/ 2mL 5’7;( —
8.671 ng/mL an

| ===
1.083 pgimL | o mL

llustracion 7. Esquema de diluciones de NP’s de Ag. Modificado de (Canton & Martin, 2007).

3J
Eﬁt; imL —
505 pg/mL { ®
@ @ =
2 0,25mL I~ & TmlL ==
- o 63.125 pg/mL @
- 5 & m ° = )
1010 uigimt. "\, 2525 ugimL &) = 1mL
= y & =
G &= 1mL o?
=

7.890 ng/mL

= o 31.562 pg/mL RT)

126.25 png/mL @ E

&= 1mL
== 0 3.945 ng/mL
&
Lv/ 2mL 5’7;( —
15.781 ng/mL an
==

1972 pg/mL | omL

llustracién 8. Esquema de diluciones de NP’s de Au. Modificado de (Canton & Martin, 2007).

22



4.4.2 LLENADO DE PLACAS

Las placas de titulacién se llenaron con 100 pL de solucién de antimicrobiano siguiendo los
siguientes pasos:

Del contenido del tubo n° 2 se transfieren 100 pl a la columna n® 2.

Del contenido del tubo n° 3 se transfieren 100 pl a la columna n® 3.

Consecutivamente hasta la columna n° 11.

Los pocillos de la columna nimero 12 se llenan con 100 pl de caldo Sabouraud o BHI (control
de crecimiento) y 2% de los disolventes empleados para disolver el problema (nanoparticulas
de plata y oro, antibacteriano o antifungico).

5. Los pocillos de la columna n° 1 se llenan con 200 plL de caldo Sabouraud o BHI (control de
esterilidad).

PwnNnpE

Control de Control de
estereli\tiad crecimiento

".‘: o 1 e N
ﬁ@) 11) (cc

100 pL

REAREREERER.

llustracion 9. Llenado de placas. Modificado de (Canton & Martin, 2007).

4.4.3 PREPARACION DEL INOCULO
4.4.3.1 INOCULO DE “CANDIDA ALBICANS”

Se prepard tocando con el asa bacterioldgica, una colonia de 24 h de crecimiento en una placa de
SDA, se resuspendié en un tubo con solucién salina (NaCl 0.85%). Se agitd y ajusto al estandar 0.5
de McFarland, anadiendo la cantidad necesaria de solucion salina. Posteriormente se realizdé una
dilucién 1:1000 con medio caldo Sabouraud (Cantén & Martin, 2007). Esta ultima dilucién es la que
se usa para inocular las placas con antifungico, llamese Anfotericina B y/o NP’s de Agy NP’s de Au.

4.4.3.2  INOCULO PARA BACTERIAS “ESCHERICHIA COLI” Y “STAPHYLOCOCCUS AUREUS”
Se prepard tocando con el asa bacterioldgica, una colonia de 24 h de crecimiento en una placa de

SDA, se resuspendié en un tubo con solucién salina (NaCl 0.85%). Se agitd y ajusto al estandar 0.5
de McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de solucidn salina. Posteriormente se realizé una
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dilucién 1:1000 con medio caldo BHI (Cantdn & Martin, 2007). Esta ultima dilucién es la que se usa
para inocular las placas con antibacteriano, lldmese, Gentamicina y/o NP’s de Agy NP’s de Au.

4.4.4 INOCULACION DE PLACAS

1. Seinoculd 10 pL de la suspensidon de levadura o bacteria, de concentracién 1:1000 desde el
pocillo 2 hasta el 12.

2. Columna n® 1 es utilizada para el control de esterilidad, por tanto no se inocula.

3. Columna n° 12 no contiene antimicrobiano; sin embargo, debe de contener la misma
concentraciéon de disolvente que los pocillos con antimicrobiano. Es el control de
crecimiento.

4.4.5 INCUBACION DE LAS PLACAS

Las placas inoculadas con especies del género Candida se incubaron a 35°C durante 48 horas y las
bacterias durante 24 horas. Pasado este tiempo se llevé a cabo una lectura Visual.
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5 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
5.1 SELECCION DE MATERIA PRIMA VEGETAL

Las materias primas vegetales utilizadas en este trabajo se seleccionaron de acuerdo a los usos
tradicionales, destacando el hecho de que estas plantas se emplean para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales o de vias respiratorias. Por ello, se sabe que estas plantas tienen
una actividad antibacteriana e incluso antimicrobiana.

5.1.1 DESECACION NATURAL A LA SOMBRA

El material vegetal: epazote, jengibre, orégano, toronjil azul, toronjil blanco y toronjil morado se
adquirieron en el mes de noviembre del 2013.

La menta blanca, menta negra y poleo fueron adquiridas en el mes de Agosto del 2014. La materia
vegetal se encontraba libre de tierra, asi como de hojas y ramas de otra especie vegetal.

5.1.2  SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA: SEGUIMIENTO POR CAMBIO DE COLOR

De acuerdo al fendmeno de plasmoén de superficie que se presenta en la formacién de las
nanoparticulas, se puede conocer de una manera Visual la presencia de estas (Sulaiman et al., 2013),
es por ello que el criterio basico para la seleccidén de la planta de trabajo fue presenciar un cambio
de coloracion en respuesta a la mezcla del extracto acuoso vegetal y la solucién de AgNOs. Dicho
fenémeno tiene por nombre plasmén de superficie.

Cabe sefialar que, con los resultados obtenidos en esta prueba se permitié descartar dos especies:
el toronjil morado, debido a que no ocurrié un cambio aparente que indicara la formacién de
nanoparticulas de plata (cambio de color), y el jengibre, que a pesar de que presentd una coloracion
diferente a la inicial, esta planta se elimind ya que se encontrd presencia de un precipitado. El
precipitado puede haberse formado debido a que el extracto de jengibre es altamente alcalino, que
con la interaccion con plata (I) puede formar dxido de plata (Ag;0), que es un precipitado de color
café oscuro. Derivado de lo anterior estas no se consideraron en la metodologia anteriormente
mencionada.

En la Tabla 13 se muestran las coloraciones antes y después de la adicion de la solucion de AgNOs.
Puesto que tomar a la coloracién como Unica respuesta es un indicador muy subjetivo dado por la
gran variacion de los resultados obtenidos, fue necesario considerar a la espectrofotometria UV-Vis
como parametro de eleccidn de la planta.

5.1.3 OBTENCION DE LOS ESPECTROS POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Para determinar de forma objetiva la presencia de nanoparticulas se utilizé la técnica de
Espectrofotometria UV-Vis, ya que esta permite detectar la longitud de onda maxima en la que se
presenta el plasmén de superficie.

En el caso de metales como plata, las transiciones electrdnicas se presentan en el rango Visible, es

decir entre 430 y 470 nm (Duyne & Haes, 2006; Kaviya, Santhanalakshmi, Viswanathan, Muthumary,
& Srinivasan, 2011).
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Tabla 13. Sintesis de nanoparticulas de plata: Seguimiento por cambio de color.

EXTRACTO COLORACION DEL EXTRACTO ANTES COLORACION DEL SISTEMA DESPUES
ACUOSO DE AGREGAR AgNO; DE AGREGAR AgNO;
Epazote Amarillo Café traslucido
Jengibre Coral Naranja
Orégano Amarillo Café translucido
Romero Amarillo Naranja-amarillo traslucido
Toronijil Azul Amarillo Amarillo-café traslucido
Toronjil Blanco Amarillo Amarillo-café traslucido
Toronjil Morado Café Sin cambio de coloracién

En la Gréfica 1 se puede observar que de las plantas pertenecientes al conjunto del primer criterio
de seleccidn (después del analisis de cambio de color), no presentan un maximo de absorbancia
significativa en la regién de longitud de onda antes mencionada.

Comparacion de las especies vegetales en la formacion de NP's Ag

4.5

3.5

2.5

Absorbancia

1.5

0.5

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Longitud de onda (nm)

Epazote Orégano Romero Toronjil azul Toronjil blanco

Grafica 1. Comparacion de las especies vegetales en la formacion de NP’s Ag.

Una explicacién a esta situacién puede deberse a que la concentracién de NP’s Ag fue lo bastante
alta causando que la adaptacién entre los fotones del haz de luz del equipo y el plasmén de
superficie de la propia nanoparticula no existiera. Asi mismo, se puede atribuir a que los compuestos
quimicos (flavonoides) no tuvieran un alto poder reductor para donar sus electrones a la plata (1).

Si bien no hay una banda en el espectro, se pueden observar sefales en la regién que va de 350 a
400 nm. Estas sefiales se consideran como ruido a consecuencia de la luz ultravioleta sobre el
sistema, atribuyéndole la falta de entidades quimicas que interactuen con la energia de la regién
ultravioleta.
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En la Gréfica 2 se muestra el resultado de un ensayo posterior, que consistié en realizar una diluciéon
(1:10) de los sistemas presentados en la Grafica 1. Como resultado de la dilucién realizada se puede
observar que el sistema del extracto de romero es el Unico que presenta un maximo de absorbancia
en una longitud de onda cercana a los 450 nm, como respuesta al plasmdn de superficie de las
nanoparticulas presentes en la solucién (Das & Velusamy, 2013).

Comparacion de las especies vegetales en la formacién de NP's Ag
(Dilucién 1:10)
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Epazote (1:10) Orégano (1:10) Romero (1:10)

Toronjil azul (1:10) Toronijil Blanco (1:10)

Grafica 2. Comparacion de las especies vegetales en la formacion de NP's Ag (Dilucién 1:10).

Como resultado del andlisis de la Grafica 2, el romero es el Unico que tiene la posibilidad de formar
NP’s Ag dado que el extracto tiene ciertos compuestos quimicos adecuados para reaccionar con la
plata (Ag*). El romero no se considerd debido a que ya estd reportado en Das & Velusamy (2013).
Utilizando el criterio quimiotaxondmico, primeramente se procede a realizar un analisis de la
clasificacion botanica de las especies utilizadas (véase Tabla 14).

En la Tabla 14 se muestra la informaciéon de cada una de las plantas que al momento fueron
empleadas para la sintesis de NP’s Ag. Como se observa, el romero (que es hasta este momento la
referencia base) es diferente al epazote y orégano con respecto a la familia y tribu de la clasificacion
taxondmica botanica. Sin embargo, el toronjil azul y toronjil blanco tienen la misma clasificacion que
el romero, lo que da pauta a investigar si otras plantas que pertenezcan a la misma tribu (en término
guimiotaxondmico) que la planta de romero son candidatas para la sintesis de NP’s Ag
(independientemente del resultado que se obtuvo con el toronjil azul y blanco). Dicha investigacion
se presenta en la Tabla 15.

5.1.4 OBTENCION DE ESPECTROS UV-VIS DE LA TRIBU DE LA MENTA Y COMPARACION
TAXONOMICA

En la Tabla 15 se muestra la informacion taxondmica de las plantas mds comunes en el uso de la
medicina tradicional que tienen la misma categoria taxondmica de “Tribu” de la planta de romero.
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Tabla 14. Comparacion de las plantas para la sintesis de NP's Ag.

NOMBRE

COMUN ESPECIE GENERO TRIBU SUBFAMILIA FAMILIA FLAVONOIDES
Chemopodiumm A,
Epazote p . Dysphania Dysphanieae  Chenopodioideae  AMARANTHACEAE Ramndsido de
ambrosioides L.
kamferol
Lippia Naringenina
Orégano  greaveolens Lippia Verbeneae VERBENACEAE . g .
Pinocembrina
Kuntth
Luteolina,
Rosmarimus Apigenina,
Romero . Rosmarimus Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE Diosmetina,
officinalis L. h
Genkwanina,
Ispidulina
Toronijil Dracocephalum Kamferol,
J .p Dracocephalum  Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE Apigenina,
azul moldavica .
Isoramnetina
Toroniil Agastache
blanc; mexicana subsp.  Agastache Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE Acacetina
xolocotziana
Toronjil Aga_s:tache Agastache Menthae Nepetoideae LAMIACEAE 5jh|drox.|-7,4 i
morado mexicana dimetoxiflavona
Tabla 15. Comparacion taxonémica entre romero y otras plantas medicinales comunes.
NOMBRE ESPECIE GENERO TRIBU SUBFAMILIA FAMILIA
COMUN
Romero Rosmarimus officinalis L.  Rosmarimus Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE
Menta L .
Blanca Mentha x piperita L. Mentha Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE
Menta L g
e Mentha x piperita L. Mentha Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE
Poleo Mentha pulegium L. Mentha Mentheae Nepetoideae LAMIACEAE

Con la informacidn obtenida, se llevd a cabo la sintesis de NP’s Ag utilizando las plantas de la Tabla
15 a las mismas condiciones que tuvo el sistema de romero. Los resultados obtenidos por
Espectroscopia UV-Vis se pueden apreciar en la Grafica 3, donde se llevé acabo un monitoreo por
tiempo de reaccién de los nuevos sistemas.

La Grafica 3 muestra el aumento de la absorbancia en la cercania los 450 nm, presente en cada uno
de los sistemas de menta blanca (MB), menta negra (MN) y poleo (POL). Esto demuestra que
conforme transcurre el tiempo en los sistemas, el plasmén de superficie se hace mas notorio debido
a una gran cantidad de NP’s Ag que se van formando desde el tiempo inicial (0 min) a tiempo final
(60 min), y posteriormente a las 24 h.

Vale la pena mencionar que el sistema de menta blanca no presenta una sefial en comparacién con

los sistemas de menta negra y poleo; por lo cual, se descarta como material para la formacién de
nanoparticulas.
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Comparacion de las especies de la tribu Mentheae, por tiempo de reaccién en
la formacién de NP’s Ag

50 ¢ 5.0 5.0
T ~———MB O MIN ———MNOMIN ———POL O MIN
T A) MB 5 MIN B) MN 5 MIN S POL 5 MIN
4.5 F MB 10 MIN 4.5 MN 10 MIN 4.5 POL 10 MIN
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Grafica 3. Comparacion de las especies de la tribu Mentheae.

Nota: A) Espectro UV-Vis de menta blanca (MB); B) Espectro UV-Vis de menta negra (MN) y C) Espectro UV-Vis de poleo (POL).
5.1.5 COMPARACION DE MENTA NEGRA POR LUGAR GEOGRAFICO

La menta negra se eligid entre las tres plantas seleccionadas en el punto anterior porque tuvo la
mejor respuesta. La experimentacidn se procedio a realizar siguiendo el protocolo farmacognéstico
donde se considera el origen de la materia prima, control de calidad, fecha de recoleccién, etc.

La adquisicidon de la planta se llevé a cabo en tres localidades de la Ciudad de México, estas fueron:
Mercado de Sonora, Mercado del centro de Xochimilco y Vivero de San Luis Tlaxialtemalco.

La Grafica 4, Gréfica 5, Grafica 6, Grafica 7 y Grafica 8, muestran los resultados del monitoreo de la
formacién de NP’s Ag por intervalos de tiempo (de 0 a 60 minutos) para los sistemas que van de 1
mL de extracto acuoso mas 44 mL de solucion de AgNO3 1 mM, a 5 mL de extracto mds 45 mL de
AgNO:s.

Como se aprecia en la Grafica 4 la evidencia de la formacion de NP’s Ag es notoria, tanto que, deja
marcada una diferencia con respecto a las especies vegetales que se trabajaron con anterioridad.

La parte B, de la misma grafica, es donde los resultados son mds notorios en comparacién de las
partes A y parte C. Esto se debe a que en los tiempos de reaccién, que van de 0 a 60 minutos, el
incremento de la absorbancia es mas notorio que con respecto a las partes Ay C; y todavia mas en
el tiempo de 60 minutos de reaccién, donde se alcanza un valor de absorbancia por arriba del limite
maximo de la escala. También, el ancho de la banda favorece a la parte B debido a que se ve mas
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focalizada la longitud de onda sobre los sistemas que con el paso del tiempo se van formando las
nanoparticulas de plata.

Comparacion del sistema 1 entre las tres diferentes localidades de adquisicion de
menta negra, por tiempo de reaccidn en la formacién de NP’s Ag

5.0 5.0 5.0
A) B) Q)

4.5 MN SON 0 min 4.5 MN XOC 0 min 4.5 MN VSLT 0 min
MN SON 5 min MN XOC 5 min MN VSLT 5 min

4.0 1 MN SON 10 min 4.0 MNXOC10min 4.0 MN VSLT 10 min
MN SON 15 min MN XOC 15 min MN VSLT 15 min
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Grafica 4. Comparacion del sistema 1 (1 mL de extracto acuoso, 49 mL de AgNO3 1 mM) por localidad de adquisicion.

Nota: A) Espectro UV-Vis de menta negra adquirida en el mercado de Sonora (MN SON); B) Espectro UV-Vis de menta negra adquirida
en mercado del centro de Xochimilco (MN XOC); y C) Espectro UV-Vis menta negra adquirida en el Vivero de San Luis Tlaxialtemalco (MN
VSLT). Esto aplica de la Grafica 4 a la Grafica 8.

En la Grafica 5, que corresponde a los sistemas de 2 mL de extracto y 48 mL de AgNOs, el incremento
de las absorbancias es mds notorio con respecto a aquellos donde se utilizé 1 mL de extracto (Grafica
4). Sin embargo, la parte C es la que sobresale mas debido a las absorbancias registradas por tiempo
de reaccidn, que son mas grandes en respuesta a la alta concentracion de nanoparticulas que se van
formando conforme transcurre el tiempo.

Las partes B y C de la Grafica 6 (sistemas de 3 mL de extracto y 47 de AgNOs) son practicamente
iguales por el gran parecido de sus espectros. Sin embargo, el comportamiento ideal esta en la parte
C por el incremento gradual en la formaciéon de las nanoparticulas con los tiempos lectura
establecido. Con esto y con lo que se menciond, el mejor ejemplar (hasta el momento) es aquel que
procede del Vivero de San Luis Tlaxialtemalco.

Si bien se ha observado que hasta el momento el ejemplar que procede del Vivero es el que ha dado
los mejores resultados, esto no se ve reflejado en las partes C de la Gréfica 7 y Gréfica 8 donde se
pierde por completo la apreciacidon de alguna banda cercana a los 450 nm. Sin embargo, las partes
B de las mismas graficas muestran una mayor cantidad de nanoparticulas de plata formadas por el
extracto del ejemplar procedente de Xochimilco (XOC) en una cercania a la longitud de onda de 450
nm, a pesar de que los valores de absorbancia se salen del limite maximo del equipo.
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Comparacion del sistema 2 entre las tres diferentes localidades de adquisicion de
menta negra, por tiempo de reaccién en la formacién de NP’s Ag
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Grafica 5. Comparacion del sistema 2 (2 mL de extracto acuoso, 48 mL de AgNOs; 1 mM.) por localidad de adquisicion.

Comparacion del sistema 3 entre las tres diferentes localidades de adquisicion de
menta negra, por tiempo de reaccién en la formacién de NP’s Ag
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Grafica 6. Comparacion del sistema 3 (3 mL de extracto acuoso, 47 mL de AgNOs; 1 mM) por localidad de adquisicién.
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Grafica 7. Comparacion del sistema 4 (4 mL de extracto acuoso, 46 mL de AgNOs; 1 mM.) por localidad de adquisicion.
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Grafica 8. Comparacion del sistema 5 (5 mL de extracto acuoso, 45 mL de AgNO3; 1 mM.) por localidad de adquisicion.
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Dado que las graficas reflejan el potencial del extracto de menta negra para la formacién de NP’s Ag
(independientemente del lugar de adquisicion), se llegd a la conclusién que el mejor material fue el
que provino del Vivero de San Luis Tlaxialtemalco.

Lo anterior se sustenta en el hecho de que fue el Unico lugar donde se contd con la informacién del
material vegetal, es decir, lugar geografico, clima, condiciones de cultivo, y recoleccién.

5.2 EXTRACTO Y MARCO
5.2.1 HERBORIZACION E IDENTIFICACION DEL MATERIAL VEGETAL

Para llevar a cabo el procedimiento experimental se requirié el aval botanico de la especie utilizada,
proveniente del vivero de San Luis Tlaxialtemalco. Se envié al Herbario Etnobotanico IZTA de la FES
Iztacala dirigido por la Dra. Maria Edith Lépez Villafranco. El herbario emitié el certificado de
identidad (Anexo B) botéanica con los datos mostrados en la Tabla 16.

Tabla 16. Resultados del certificado de identidad de menta negra.
NOMBRE CIENTiFICO FAMILIA NOMBRE COMUN N° REGISTRO
Menta x piperita L. Lamiaceae Menta negra 2395IZTA

5.2.2 DETERMINACION DEL TAMARNO DE PARTICULA OPTIMO

En el proceso de extraccion se consideraron las siguientes variables: tamafio de particula (materia
prima vegetal), temperatura, tipo de disolvente y tiempo, para lograr la estandarizacién del proceso.

El tratamiento que se le dio a las hojas de la planta fue una trituracién, utilizando una moledora
eléctrica, para tener un solo tamafo homogéneo; disminuyendo asi, la dispersién del tamafio de las
hojas de la menta negra. Posteriormente se colocé en la bateria de mallas (véase Tabla 17) dando
como resultado el valor maximo de 44.5 % retenido en la malla 50. Asi, tomando como referencia a
la FHEUM (2013), se determind que la clasificacion del polvo obtenido es de polvo grueso. (Véase
Apéndice B)

Tabla 17. Resultados de tamizaje de la determinacion del tamaiio de particula.

TAMARNO DE No. DE PESO PESO CON PESO CORTE APERTURAI MEDIA %
APERTURA MALLA &) MATERIA RETENIDO DE ARITMETICA RETENIDO
(mm) (g) (g) MALLA (micra)
Base 344.6 348.0 3.4 - - 3.4
0.074 200 236.5 241.1 46 100/200 - 46
0.159 100 317.2 322.4 5.1 80/100 0.5 5.1
0.177 80 347.0 353.5 6.5 60/80 0.2 6.5
0.250 60 421.2 442.0 20.8 50/60 0.2 20.8
0.297 50 371.4 415.8 44.4 40/50 0.3 44.5
0.400 40 3727 383.4 10.6 30/40 0.4 10.6
0.595 30 3703 372.7 2.4 20/30 0.5 2.4
0.841 20 3823 383.2 0.9 10/20 0.7 0.9
2.00 10 446.5 447.7 1.2 - 1.4 1.2
Total 100.0 100.0
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Asi también, se concluye que de los 100 g de hoja seca de menta negra que se triturd para
posteriormente pasar a la bateria de mallas, solo Unicamente los 44.4 g que se retuvieron en la malla
No. 50 pueden utilizarse para realizar el extracto que sera utilizado para la sintesis de NP’s Ag.

5.2.3 PORCENTAIJE DE HUMEDAD

Un exceso de agua en materiales de plantas medicinales fomenta al crecimiento bacteriano, la
presencia de hongos o insectos y el deterioro seguido de hidrdlisis (FHEUM, 2013).

El limite para el contenido de agua es especifico para cada material vegetal. Este es especialmente
importante para materiales que facilmente absorben humedad o que se deterioran rdpidamente
con la presencia de agua. En la Tabla 18 se muestra el porcentaje de humedad del triturado de las
hojas secas de la planta.

Tabla 18. Porcentaje de humedad del material vegetal (menta negra).

PESO DE MATERIA VEGETAL (g) HUMEDAD (%)

1.018 9.92

De acuerdo con OMS, la concentracion de agua no debe ser mayor al 10%. Sin embargo, de acuerdo
a la monografia de Mentha x piperita emitida por la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos, establece un 11% (FHEUM, 2013) como valor maximo permitido para considerar a la
droga vegetal como buen material herbolario.

Con lo anterior se determina que el material vegetal cumple con los criterios de control de calidad
para poder emplearlo en la sintesis de NP’s Ag.

5.2.4  ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Una de las cosas fundamentales para comprender como se lleva a cabo la sintesis de nanoparticulas
de plata, es conocer la naturaleza de los compuestos presentes en el extracto acuoso de la menta
negra. Por ello, se realizé un tamiz fitoquimico como prueba preliminar para conocer los metabolitos
secundarios contenidos en el extracto.

Los resultados contenidos en la Tabla 19, asi como su ilustracidn en la Serie Fotografica 1, son los
siguientes:

e Abundantes (+++): Lactonas sesquiterpénicas (Baljet fase acuosa), Fenoles y/o Taninos,
Azucares reductores, Flavonoides (Shinoda Fase acuosa y Amoniaco), Quinonas (Borntrager
Fase acuosa y orgdnica), Triterpenos y esteroides.

e Moderado (++): Lactonas sesquiterpénicas (Baljet Fase organica).

e Escaso (+): Aceites (Sudan IlI).

e Negativos (-): Alcaloides (Hager, Dragendorff y Acido silicottingstico), Flavonoides (Shinoda
Fase organica), Saponinas triterpénicas (Rosenthaler), Saponinas (Espuma), Compuestos
cianogénicos, Lipidos y Acidos grasos.
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Como se puede apreciar la mayoria de los metabolitos identificados tienen la caracteristica de
poseer principalmente al grupo funcional hidroxilo (R-OH), que tiene la facultad de poder reaccionar
con el ion Ag*.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del tamiz fitoquimico de menta negra.

Tabla 19. Tamiz Fitoquimico del extracto acuoso de menta negra.

PRUEBA METABOLITO RESULTADO

Baljet Fase Acuosa Lactonas sesquiterpénicas +++
Baljet Fase Organica Lactonas sesquiterpénicas ++
Cloruro férrico Fenoles y/o Taninos +++
Dragendorff Alcaloides -
Hager Alcaloides -
Acido silicottingstico Alcaloides -
Fehling Azlcares reductores +++
Shinoda Fase Acuosa Flavonoides +++
Shinoda Fase Organica Flavonoides -
Amoniaco Flavonoides +++
Borntrager Fase Acuosa Quinonas +++
Borntrager Fase Organica Quinonas +++
Rosenthaler Saponinas triterpénicas -
Espuma Saponinas -
Liebermann-Buchard Triterpenos y esteroides +++
Guignard Compuestos cianogénicos -
Sudan Il Aceites +

Baljet Fase Organica

1\

Hager Acido silicottngstico Fehling
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Shinoda Fase Organica Amoniaco

Rosenthaler Espuma Liebermann-Buchard Guignard

Sudan Il

Serie Fotografica 1. Tamiz Fitoquimico.
[Fotografias de Sergio Moreno]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.

5.2.5 CANTIDAD DE MATERIAL EXTRAIBLE

Para llegar a las mejores condiciones de extraccion, se determind la cantidad de material extraible
que se puede obtener, usando de cada uno de los diferentes tipos de fuente de energia disponibles
en el laboratorio. Estos fueron: calor convencional, microondas y sonicacién.

Los resultados se muestran en la Tabla 20, Tabla 21 y Tabla 22, en los cuales se aprecia que no existe
una diferencia significativa en gramos del material extraible obtenidos.

Tabla 20. Cantidad de material extraible por calor convencional.

PESO INICIAL DE PESO FINAL DE CAJA  MATERIAL EXTRAIBLE

NUMERO DE CICLO CAJA PETRI (g) PETRI (g) (&)
1 46.48 46.62 0.14
2 39.54 39.61 0.07
3 40.62 40.64 0.02
4 38.45 38.46 0.01
5 43.91 4391 0
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Material extraible Total por Infusidn: 0.24 g.

Tabla 21. Cantidad de material extraible por microondas.
PESO INICIAL DE PESO FINAL DE CAJA MATERIAL EXTRAIBLE

NUMERO DE CICLO

CAJA PETRI (g) PETRI (g) (g)
1 38.79 38.96 0.17
2 42.91 42.96 0.05
3 43.96 43.97 0.01
a 44.98 44.98 0

Material extraible Total por Microondas: 0.23 g.

Tabla 22. Cantidad de material extraible por sonicacién.

PESO INICIAL DE PESO FINAL DE CAJA MATERIAL EXTRAIBLE

NUMERO DE CICLO

CAJA PETRI (g) PETRI (g) (g)
1 38.87 39.04 0.17
2 49.42 49.44 0.02
3 42.50 42.52 0.02
a4 38.81 38.81 0

Material extraible Total por Sonicacién: 0.21 g.

Debido a que en la primera extraccion se obtenia la mayor cantidad de material extraible para cada
uno de los métodos empleados, se prosiguid a realizar una Unica extraccién de corrido. Los
resultados se pueden ver en la Tabla 23

Tabla 23. Cantidad de material extraible a temperatura ambiente, microondas y sonicacion sin cambio de disolvente.
PESO INICIAL DE PESO FINAL DE CAJA MATERIAL EXTRAIBLE

METODO CAJA PETRI (g) PETRI (g) (&)
Infusion 46.48 46.62 0.14
Microondas 48.68 48.86 0.18
Sonicacién 45.21 45.38 0.17

Por lo anterior, se decidid que para seleccionar el mejor método de preparacion del extracto acuoso,
se utilizo la técnica de Microscopia Electrdnica de Barrido, para analizar la superficie de la materia
vegetal (sin tratamiento y después del tratamiento).

5.2.6  ANALISIS MORFOLOGICO DEL MARCO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En la Micrografia 1, Micrografia 2 y Micrografia 3 se observa a la menta negra antes del tratamiento
a diferentes aumentos.
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MATERIAL VEGETAL ANTES DE TRATAMIENTO

[200x]

Micrografia 1

[1000x]

Micrografia 3

Serie Fotografica 2. Micrografias de menta negra (Antes de tratamiento).
[Fotografias de Rodolfo Robles Gomez y Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electronica
de la FES Cuautitlan Campo 1.

Las Micrografia 4, 6 y 8, corresponden al método de extraccion por infusidén de un minuto, donde se
observa que la morfologia del material presenta grandes cavidades. Esto se puede apreciar ain mas,
en la Micrografia 5, Micrografia 7 y Micrografia 9 que corresponden al mismo método a tiempo de
2 minutos.
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EXTRACCION POR INFUSION

TIEMPO DE 1 MINUTO TIEMPO DE 2 MINUTOS
A

[200x]

[1000x]

Micrografia 8 Micrografia 9

Serie Fotografica 3. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por infusién minuto 1y 2).
[Fotografias del Técnico Rodolfo Robles Gomez y Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia
Electrénica de la FES Cuautitlan Campo 1.

En la Micrografia 10, Micrografia 13 y Micrografia 16, que corresponden al método de extraccion
por microondas a un minuto, se muestran las diferencias en el relieve de la superficie, en la que se
aprecian huecos profundos. Lo anterior se puede ver en la Micrografia 11, Micrografia 14 y
Micrografia 17 que corresponden a los dos minutos. En la Micrografia 12, Micrografia 15 vy
Micrografia 18 se observa que a los 3 minutos la superficie presenta una apariencia lisa, donde las
cavidades son minimas.
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EXTRACCION POR MICROONDAS
TIEMPO DE 1 MINUTO TIEMPO DE 2 MINUTOS TIEMPO DE 3 MINUTOS

[200x]

[450x]

Micrografia 13 Micrografia 14 Micrografia 15

A 7 B

Micrografia 16 Micrografia 17 Micrografia 18

Serie Fotografica 4. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por microondas minuto 3,4y 2).
[Fotografias del Técnico Rodolfo Robles Gdmez y Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electrénica de la FES Cuautitlan Campo 1.

40



EXTRACCION POR SONICACION

TIEMPO DE 1 MINUTO TIEMPO DE 2 MINUTOS

3

[200x]

[450x]

[1000x]

Micrografia 23 Micrografia 24

Serie Fotografica 5. Micrografias de menta negra (Después de tratamiento por sonicacion minuto 1y 2).
[Fotografias de Rodolfo Robles Gomez y Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electronica
de la FES Cuautitlan Campo 1.

De acuerdo con el andlisis de las micrografias del marco vegetal se determiné que el mejor método
de extraccion es el asistido por microondas durante 1 minuto y a una potencia de 110 watts.

5.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS
5.3.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

La reduccién del ion plata por los componentes del extracto de menta negra es seguida por cambios
de color, dado que en solucién acuosa, las nanoparticulas de plata exhiben una fuerte absorcidn de
las ondas electromagnéticas en la regidn Visible debido a la resonancia de plasmdn de superficie, lo
que justifica el empleo de la Espectrofotometria UV-Vis.
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Como se describié en la metodologia, se utilizaron fuentes de energia como: calor convencional
(bafio Maria), microondas y sonicacidn, ademas se llevé a cabo la sintesis a temperatura ambiente.

En la Serie Fotografica 6, se muestran los cambios de coloracién de los cinco sistemas sintetizados
a temperatura ambiente conforme transcurre el tiempo a los minutos de 1, 4y 10.

1A

N N N
.h.w.)>
S B S
O @ >

Serie Fotografica 6. Sintesis de NP’s Ag a temperatura ambiente.
[Fotografias de Sara Lescas). (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4, y 5 (Sistemas); A (minuto 1); B (minuto 4); C (minuto 10)

La serie fotografica 6 muestra que al transcurrir el tiempo, se presenté un cambio de color
(coloracidn con un ligero matiz rojo hasta un rojo obscuro) debido a la formacién de nanoparticulas
de plata. En los espectros que se muestran en la Grafica 9, se observa la aparicién de una banda
cercana a 450 nm, debida a la resonancia de plasmdn de superficie, indicativa de la sintesis de las
nanoparticulas. En los espectros también se observa que conforme avanza el tiempo hay una mayor
absorbancia y por ende una concentracion mayor de nanoparticulas, ademas de que la banda
cercana a 450 nm se hace mas definida. Otra observacidon que se puede enfatizar es que a mayor
cantidad de extracto una absorbancia mayor y por tanto una concentracion mayor de NP’s Ag.(Das
& Velusamy, 2013; Sulaiman et al., 2013).



Espectro UV-Vis de NP’s Ag sintetizadas a 25° C
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Grafica 9. Espectro UV-Vis de NP’s Ag sintetizadas a 25° C.

Con los resultados de la Gréfica 9 se demuestra y se confirma que la coloraciéon que presenta el
sistema esta relacionada con la formacién de nanoparticulas, y que a su vez determina la intensidad
del plasmdn de superficie. Sin embargo, en las gréficas anteriores las bandas de absorcién no estan
bien definidas, esto debido a que la reaccion entre el extracto acuoso de menta negra y la solucion
acuosa de AgNOs no se habia llevado a cabo en su totalidad.

Utilizando calor convencional (bafio Maria) se tiene un resultado antes y después de la reaccion para
cada tiempo (1, 4 y 10 minutos) con el objetivo de poder apreciar un cambio de coloracidn
(significativa) en los sistemas.

En la Serie Fotografica 7 nuevamente se observa el cambio de coloracién gradual de cada uno de los
sistemas, por medio de bafio Maria.

1la 2a 3a 4a 5a
1d 2d 3d 4ad 5d
Serie Fotografica 7. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (bafio Maria) 1 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 1 minutos de tratamiento
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Comparandolos con los colores a temperatura ambiente, estos se ven con una intensidad mayor
indicando que la temperatura favorece la formacién de las NP’s Ag.

En la Grafica 10 se aprecian maximos de absorbancia cercanos a los 450 nm; longitud de onda que
indica la presencia de NP’s Ag.

Si bien se tenia contemplada la premisa de que la cantidad formada de nanoparticulas esta
directamente relacionada con el incremento gradual (para el extracto acuoso) del volumen (véase
Gréfica 9), ciertamente no es asi con respecto a los resultados de la Grafica 10. La informacion que
se puede tener, ademas de la auténtica presencia de nanoparticulas, es que la estabilidad de las
mismas esta favorecida en aquellos sistemas donde se utilizd un volumen de extracto acuoso de 2
y 3 mL.

Una posible explicacion de ello radica en la diferencia que existe entre las fuentes de energia que se
han utilizado hasta el momento. En el caso de la sintesis en condiciones de temperatura ambiente,
los sistemas siempre se encuentran en equilibrio con su entorno (no hay intercambio de energia);
en cambio con calor convencional (bafio Maria), a los sistemas se les estd suministrando
constantemente energia, provocando un cambio en formacién y estabilidad de las nanoparticulas.
Hasta ahora se puede establecer que la concentracion del reductor y la temperatura afectan la
sintesis.

Espectro UV-Vis NP's Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a
75° Cen el tiempo de 1 minuto
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Grafica 10. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo de 1 minuto.

En la Serie Fotografica 8 se muestran los cambios de coloracidn de los sistemas sintetizados antes y
cuatro minutos posteriores a su preparacioén, en ellos se observa que el sistema 2 y 3 presentaron
una coloracién mas intensa en comparacidon con los demas sistemas. Asi mismo, la Grafica 11
muestra los resultados de estos sistemas.
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Serie Fotografica 8. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (baiio Maria) 4 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 4 minutos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75°
Cen el tiempo de 4 minutos

Absorbancia
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Sistema 1

Grafica 11. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo de 4 minuto.

La Grafica 11 muestra el mismo comportamiento de la Gréfica 10, con la diferencia de que el
incremento del tiempo de sintesis (4 minutos) favorecié adin mas en la formacién de las NP’s Ag.
También, se puede apreciar que los sistemas 2 y 3 son los que mas sobresalen, aludiendo a que son
los que tienen mayor estabilidad.

En la Serie Fotografica 9 se muestra que los sistemas 2, 3 y 4 presentaron una coloracion intensa
posterior a su tratamiento. Asi mismo, en la Grafica 12 se muestran los espectros que corresponden
Unicamente a los sistemas sintetizados en el tiempo de 10 minutos, donde se puede apreciar que el
sistema 4 es el que sobre sale mas en comparacién con los demas.
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Serie Fotografica 9. Sintesis de NP’s Ag por calor convencional (bafio Maria) 10 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 10 minutos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75°
C en el tiempo de 10 minutos
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Grafica 12. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de bafio Maria a 75° C en el tiempo de 10 minutos.

Si a la formacién de NP’s Ag se les hace una comparacion, en este punto, entre una sintesis a
temperatura ambiente (sin utilizar una fuente de calor) y una sintesis usando calor convencional
(bafio Maria) se puede apreciar claramente que los sistemas donde hay maximos de absorbancia
sobresalientes corresponden a aquellos donde se llevé a cabo la sintesis por medio del bafio Maria.
Lo anterior se hace referente a que por el método de bafio Maria la temperatura de reaccién para
los sistemas fue de 75° C, lo cual se tomaria como un factor significativo a considerar para la sintesis.

En la Serie Fotografica 10 se muestran los cambios de coloracidn de los sistemas sintetizados (por

sonicacién) antes y un minuto posterior a su preparacion. En la Grafica 13 se muestran los espectros
correspondientes a los sistemas después de su sintesis.
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Serie Fotografica 10. Sintesis de NP’s Ag por sonicacién 1 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 1 minuto de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de sonicaciéna 29°
Cen el tiempo de 1 minuto
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Grafica 13. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 29° C en el tiempo de 1 minuto.

Como se aprecia en la Grafica 13 el comportamiento de los barridos es muy similar a los gréficos
que corresponden al método de bafio Maria. El significado de esto puede incidir en que la
administracidn de una fuente de energia ayuda a la formacién y favorece a la estabilidad de las NP’s,
destacando que en este caso los sistemas de 2 y 3 mL (mismos en bafio Maria) tienen una mayor
absorbancia en la longitud de onda de 450 nm.

En la Serie Fotografica 11 se muestran los cambios de coloracién de los sistemas sintetizados antes

y cuatro minutos posteriores a su preparacién. Asi mismo, en la Grafica 14 se muestran los espectros
que corresponden Unicamente a los sistemas después de la sintesis.
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Serie Fotografica 11. Sintesis de NP’s Ag por sonicacion 4 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 4 minutos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 38°
Cen el tiempo de 4 minutos
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Grafica 14. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 38° C en el tiempo de 4 minutos.

En la Grafica 14 no se observa un cambio significativo en referencia a la Grafica 13. Lo Unico
significativo es que los sistemas 2 y 3 siguen siendo los mas estables a pesar de que se emplearon 4
minutos en la reaccién de sintesis, lo que se supondria que hubiera un aumento en las absorbancias
de los sistemas.

En la Serie Fotografica 12 se muestran los cambios de coloracién de los sistemas sintetizados antes

y diez minutos posteriores a su preparacién. Asi mismo, en la Grafica 15 se muestran los espectros
que corresponden Unicamente a los sistemas después del transcurso de diez minutos de reaccion.
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Serie Fotografica 12. Sintesis de NP’s Ag por sonicacion 10 min.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 10 minutos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 45°
C en el tiempo de 10 minutos
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Grafica 15. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de sonicacion a 38° C en el tiempo de 10 minutos.

Dado que la Grafica 15 representa los resultados de los ultimos sistemas que se llevaron a cabo por
sonicacién con un tiempo de sintesis de 10 minutos, se puede afirmar que este método no es el
ideal para llevar a cabo la sintesis y obtencidn de nanoparticulas, porque haciendo una comparacién
de los resultados del método de sintesis por bafio Maria, estos se ven eclipsados. Sin embargo, lo
mas importante a destacar es que los sistemas 2 y 3 se ven favorecidos con la administracién de una
fuente de energia (ya sea con bafio Maria o sonicacion) que los hace ser los sistemas mas estables.

En la Serie Fotografica 13 se muestran los cambios de coloracién de los sistemas sintetizados antes

y 30 s posteriores a su preparacion por el método de sintesis asistida por uso de microondas. En la
Gréfica 16 se muestran los espectros correspondientes.
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Serie Fotografica 13. Sintesis de NP’s Ag por microondas 30 s.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 30 segundos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de microondas a 80°
C en el tiempo de 30 segundos
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Grafica 16. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo de 30 segundos.

En la Gréfica 16 se puede ver un incremento considerable en las absorbancias de todos los sistemas,
destacando al sistema 3. Lo importante de este hecho es que el tiempo de reaccidn fue de tan solo
30 segundos, un tiempo importante a considerar si se quiere tener un método de sintesis que
cumpla con el objetivo de este trabajo.

La Serie Fotografica 14 se muestra los cambios de coloracién de los sistemas sintetizados con

microondas, antes y 60 s posteriores a su preparacién. Asi mismo, en la Grafica 17 se muestran los
espectros que corresponden Unicamente a los sistemas después del transcurso de 60 s de reaccion.
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Serie Fotografica 14. Sintesis de NP’s Ag por microondas 60 s.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1.
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 60 segundos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de microondas a 80°
C en el tiempo de 60 segundos
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[y
(9]
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Grafica 17. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo de 60 segundos.

Los espectros de los sistemas de la Grafica 17 muestran un comportamiento similar a los de la
Gréfica 16, resaltado que al tiempo de 60 s de reaccidn el sistema 4 sobresale mas con respecto a
los demas. A pesar que no exista una mejora significativa en los maximos de absorbancia, resultados
gue se tienen son mejores en comparacion con los métodos de bafio Maria y sonicacidn.

En la Serie Fotografica 15 se muestran los cambios de coloracién de los sistemas sintetizados antes
y noventa segundos posteriores a su preparacion. Asi mismo, en la Gréfica 18 se muestran los
espectros correspondientes a cada uno.



Serie Fotografica 15. Sintesis de NP’s Ag por microondas 90 s.

[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1
Nota: 1, 2, 3, 4 y 5 (Sistemas); a) Antes del tratamiento; d) Después de 90 segundos de tratamiento.

Espectro UV-Vis NPs' Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C
en el tiempo de 90 segundos
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Grafica 18. Espectro UV-Vis NP’s Ag sintetizadas por el método de microondas a 80° C en el tiempo de 90 segundos.

El incremento de las absorbancias de los sistemas con un tiempo de reaccién de 90 s de la Gréfica
18 es altamente significativo. Los valores maximos de absorbancia que cada sistema se registrd
cerca de la longitud de 450 nm, que concuerda con lo que se ha mencionado.

Debido a que el calentamiento por microondas actia a un diferente nivel de estructura de la

materia, los tiempos para alcanzar temperaturas mas altas, comparandolas con la temperatura
ambiente, son mds cortos en comparacion al calor convencional.
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En base a lo anterior, se eligié que el mejor método para la sintesis de NP’s Ag es microondas a un
tiempo de 90 s.

5.3.2 TAMANO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSION

La caracteristica mas importante de una nanoparticula (en concreto con este trabajo, una
nanoparticula metalica) radica en su tamafio y en la organizacién interna de los atomos que la
componen. La aplicacién y el buen funcionamiento de una nanoparticula dependen del tamafio que
esta tenga y de una morfologia, otorgada por la dispersién y distribucién de los &tomos metdlicos
(Xia, Gates, Yin, & Lu, 2000).

En el Anexo F se muestran los resultados obtenidos por el equipo Z-SIZER Nano-ZS90, donde se da
a conocer el tamano (aproximado) de la nanoparticula de cada uno de los sistemas sintetizados por
los diferentes métodos con su tiempo de reaccidn. Estos resultados son obtenidos por una respuesta
en forma de barrido, y este puede tener uno o mas “picos” que representan a un porcentaje del
tamanfio de la poblacidon de nanoparticulas presentes en el medio (véase Anexo G). La forma de
determinar el tamafo de la nanoparticula por el equipo Z-SIZER es por una técnica fisica llamada
dispersion dindmica de luz (DLS).

En la Tabla 24 se tiene los valores de tamafio de particula de cada método, asi como su desviacion
estandar y el porcentaje de intensidad.

Tabla 24. Datos obtenidos por Z-SIZER para cada método de sintesis.

, , . " Desviacion estandar Porcentaje de
Método de sintesis Tamaiio (nm) (nm) intensidad (%)
Microondas 73.3 28.3 89.5
Sonicaciéon 68.7 28.5 85.0
Bafio Maria 70.0 30.2 86.5
Tem!aeratura 572 21.6 824
ambiente

La informacién de la Tabla 24 determina que el método menos eficiente para tener una buena
particula es aquel donde la sintesis se lleva acabo a temperatura ambiente; lo cual; da pauta a la
alta posibilidad que uno de los factores que estd estrechamente relacionado con la sintesis de las
nanoparticulas (y que influye en su tamanio) sea el calor.

A pesar de que los valores de los tres métodos restantes son cercanos entre si, se puede apreciar
que el método de sintesis asistida por microondas destaca por encima de los otros dos, debido a
que tiene una desviacion estandar menor (28.3 nm) y una poblacién (o intensidad) que es mas
notoria que los demas (89.5%). Con ello se concluye que, en cuanto al tamafio de particula, la
sintesis asistida por microondas es la mas adecuada

Otro pardmetro que se obtuvo del equipo Z-SIZER es el indice de polidispersién (PDI®) el cual indica
gue tan uniforme es el sistema (si el sistema en cuestion es monodisperso), es decir; la composicidén
del sistema debe de tener el mismo tamafio de particula para que la trayectoria de la luz sea la

5> DLS: "Dynamic Light Scattering"
5 PDI: “Polydispersity index”
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misma o parecida al pasar por las particulas. Si el sistema contiene varios tamafos de particula, el
comportamiento de la trayectoria de la luz sera disperso.

Dicho lo anterior, los resultados que se obtuvieron de ese pardmetro no fueron satisfactorios (véase
Anexo G), ya que de acuerdo con el criterio de calidad’ que el equipo utiliza, los valores de indice de
polidispersién reflejan el hecho de que los sistemas tienen una distribucion de tamano muy amplio
y que probablemente, no es adecuado para la técnica de dispersién de luz dinamica (DLS).

Por todo lo anterior referente a lo que implica al tamafo de particula, basta con mencionar que la
calidad de las nanoparticulas sintetizadas no es muy buena, por lo que se tendria que hacer una
optimizacién del método de sintesis.

5.3.3 DETERMINACION Y ELECCION DE METODO DE SINTESIS OPTIMO PARA LAS
NANOPARTICULAS DE PLATA POR ANALISIS ESTADISTICO

El procedimiento ANOVA Multifactorial estd disefiado para construir un modelo estadistico
describiendo el impacto de dos o mas factores de una variable dependiente.

La importancia de aplicar este tipo de analisis implica en reconocer los factores involucrados en la
sintesis de NP’s Ag, utilizando todos los resultados obtenidos a lo largo del trabajo. Esto es
importante debido a que se pueden descartar los factores que merman el resultado, o bien,
utilizarlos para optimizar la(s) respuestas.

Para la respuesta de longitud de onda se puede observar en la Tabla 25 que el volumen del extracto
que se emplea para la sintesis representa un factor significativo (Valor-P 0.0012). Esto quiere decir
que la cantidad de nanoparticulas presentes en los sistemas con diferente volumen de extracto
difieren en cuanto al plasmdn de superficie producido por cada uno de los sistemas ya que absorben
diferente longitud de onda. Por consiguiente, la cantidad de extracto, influye directamente en la
sintesis de nanoparticulas. Es decir, se pueden producir un mayor nimero de nanoparticulas, que
pueden interaccionar entre ellas produciendo un desplazamiento de la banda y un ensanchamiento.

Tabla 25. Analisis de Varianza para longitud de onda - Suma de Cuadrados Tipo lil.

SUMA DE CUADRADO . s
FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F VALOR-P

COVARIABLES

TEMPERATURA 16.2 1.0 16.2 0.5 0.4863

EFECTOS PRINCIPALES

A:METODO 214.6 3.0 71.5 2.2 0.1034

B:VOLUMEN 709.3 4.0 177.3 5.4 0.0012

C:TIEMPO 130.5 4.0 32.6 1.0 0.4209

RESIDUOS 1545.4 47.0 32.9

TOTAL (CORREGIDO) 3426.3 59.0

7150 13321: 1996 e ISO 22412: 2008.
8 Significancia valor-p < 0.05, con un nivel de confianza al 95%
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Para ejemplificar lo anterior se puede observar en la Tabla 26 que la distribucién de los grupos
homogéneos no cumple con el criterio de “homogeneidad”, debido a que existe variabilidad
estadistica entre los volimenes que se utilizan para la sintesis de nanoparticulas. Para mas
especifico, se puede observar que existe una diferencia significativa entre el volumen de extracto
de1mLcon3,4,y5mL;yasuvez el volumen de 2 mL con 4 y 5 mL. Por consiguiente, la longitud
de onda estd relacionada con la cantidad de energia que se necesita para excitar los electrones en
la superficie del metal para que estos oscilen, fendmeno conocido como resonancia de plasmdn de
superficie, generando un campo eléctrico. Sin embargo, la banda representativa de este fendmeno,
puede sufrir ligeros desplazamientos debido a interacciones entre las particulas que modifican los
campos eléctricos formados (se necesita una cantidad suficiente de particulas para que la distancia
entre ellas no distorsionen sus campos eléctricos y por ende la longitud de onda no se desplace). Lo
gue se observa entre los sistemas 3,4 y 5 de la mayoria de los espectros.

Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por volumen (Método: 95.0 porcentaje LSD).
VOLUMEN CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

1 12 438.3 1.8 X

2 12 441.7 1.8 XX
3 12 444.7 1.8 XX
5 12 447.0 1.8 X
4 12 447.5 1.8 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

1-2 33 4.7
1-3 * -6.3 4.7
1-4 * -9.2 4.7
1-5 * -8.7 4.7
2-3 3.0 4.7
2-4 * -5.8 4.7
2-5 * -5.3 4.7
3-4 2.8 4.7
3-5 23 4.7
4-5 0.5 4.7

* indica una diferencia significativa.

Ahora bien, si la longitud de onda sirve para determinar la presencia de nanoparticulas de plata en
el sistema, la intensidad de la banda (absorbancia) ayuda a determinar la concentracién presente
en el medio. Cabe mencionar que, esta no es una forma de determinacion estrictamente
cuantitativa; sin embargo, ayuda a comprender que a una absorbancia mayor, la cantidad de
nanoparticulas serd mayor.

Igual que la longitud de onda, los factores que tienen un impacto significativo sobre intensidad de

la banda (absorbancia) son: el método de sintesis (Valor-P 0.0262) y el volumen del extracto (Valor-
P 0.0014); donde dichos valores se pueden ver en la Tabla 27 .
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Tabla 27. Andlisis de Varianza para absorbancia - Suma de Cuadrados Tipo Ill.

SUMA DE CUADRADO . .

FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F VALOR-P
COVARIABLES
TEMPERATURA 0.5 1.0 0.5 1.7 0.1981
EFECTOS PRINCIPALES
A:METODO 2.8 3.0 0.9 3.4 0.0262
B:VOLUMEN 5.7 4.0 1.4 5.2  0.0014
C:TIEMPO 1.9 4.0 0.5 1.8 0.1544
RESIDUOS 12.9 47.0 0.3
TOTAL (CORREGIDO) 38.6 59.0

Como se puede observar, el factor que se vuelve a repetir para esta respuesta es el volumen. El valor
de P es practicamente el mismo que el de la respuesta de la longitud de onda (Valor-P 0.0012). Por
lo que se puede concluir que (al igual que en el de longitud de onda) la absorbancia se ve afectada
por el volumen que se utiliza en los sistemas (véase Tabla 28), observandose que esta relacion es
aun mds marcada. Como laley de Lambert-Beer indica, existe una relacion directa entre absorbancia
y concentracion, lo que se comprueba con los resultados. Con los datos obtenidos se pude observar
que la intensidad de la banda (absorbancia) depende de la cantidad de particulas formadas, pero
cuando hay un gran nimero y se dan ciertas interacciones, esta banda puede verse disminuida. Esto
se observa en el contraste entre los sistemas 3 y 5. La cantidad adecuada de particulas esta en el
sistema 3 en 4y 5 ya se manifiestan interacciones.

Tabla 28. Pruebas de Muiltiple Rangos para absorbancia por volumen (Método: 95.0 porcentaje LSD).

VOLUMEN CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

1 12 0.7 0.2 X

5 12 1.2 0.2 X
4 12 1.2 0.2 XX
2 12 13 0.2 XX
3 12 1.6 0.2 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

1-2 * -0.6 0.4
1-3 * -1.0 0.4
1-4 * -0.6 0.4
1-5 * -0.5 0.4
2-3 -0.3 0.4
2-4 0.1 0.4
2-5 0.2 0.4
3-4 0.4 0.4
3-5 * 0.5 0.4
4-5 0.1 0.4

* indica una diferencia significativa.

9 Significancia valor-p < 0.05, con un nivel de confianza al 95%
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Sin embargo, se tiene que retomar que otro factor que afecta significativamente a la intensidad de
la banda es el tipo de método por el cual se sintetizan las nanoparticulas de plata. Como se observa
en la Tabla 29 el método que presenta una mayor variacion es el de sintesis a temperatura ambiente
en comparacion con los otros tres métodos. En este método la intensidad de las bandas obtenidas
(absorbancias) es menor que las que se obtuvieron con los otros tres métodos.

Tabla 29. Pruebas de Multiple Rangos para absorbancia por método (Método: 95.0 porcentaje LSD).

METODO CASOS MEDIA LS SIGMA LS GRUPOS HOMOGENEOS

Temperatura ambiente 15 -0.6 0.8 X

Sonicacion 15 0.5 0.5 X

Bafio Maria 15 2.3 0.5 X

Microondas 15 2.5 0.7 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

Bafio Maria — Temperatura ambiente * 2.9 2.6
Bafio Maria - Microondas -0.2 0.7
Bafio Maria - Sonicacion 1.8 2.0
Temperatura ambiente - Microondas * -3.1 3.0
Temperatura ambiente - Sonicacién  * -1.1 0.7
Microondas - Sonicacién 2.0 2.4

* indica una diferencia significativa

Por ultimo, la respuesta mas significativa es el tamano de particula. Esta una respuesta importante
debido a que otorga las cualidades necesarias para la funcionalidad y aplicacidn requerida de una
nanoparticula metalica.

En la Tabla 30 se puede observar que el Unico factor con un grado de significancia es el tiempo
(Valor-P 0.0043).

Tabla 30. Analisis de Varianza para tamafio - Suma de Cuadrados Tipo lIl.

SUMA DE CUADRADO

AN _p10

FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F VALOR-P
COVARIABLES
TEMPERATURA 3.5 1.0 3.5 0.0 0.8458
EFECTOS PRINCIPALES
A:METODO 703.6 3.0 234.5 2.5 0.0685
B:VOLUMEN 552.2 4.0 138.0 1.5 0.2206
C:TIEMPO 1624.2 4.0 406.1 4.4 0.0043
RESIDUOS 4357.0 47.0 92.7
TOTAL (CORREGIDO) 9147.9 59.0

10 Significancia valor-p < 0.05, con un nivel de confianza al 95%
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Como en cualquier reaccién quimica, el tiempo es una variable muy importante que determina la
velocidad de una reaccién quimica, es decir cuantas moles de sustancias reaccionantes se estan
transformando en un lapso de tiempo.

En particular, al hacer reaccionar una cierta cantidad de extracto acuoso de menta negra con nitrato
de plata, inmediatamente se observa una respuesta, es decir, un cambio de color. No obstante, el
cambio de color no puede asegurar que la reaccidn se ha completado, para obtener nanoparticulas
de buen tamafo y con una buena polidispersion.

En la Tabla 31 se observan los tiempos que tienen un impacto en la reaccién, que son: 60 con 30 s;
90 con 600 s y 240 con 600 s, debido a que la diferencia en los valores de las medias del tamafio de
particula se salen de los limites establecidos por el andlisis estadistico.

Entre los valores significativos, el contraste entre los tiempos de 60 y 90 s es el mas importante
debido a que el valor de su diferencia es el mas alto (-15.5) por el hecho de que se compara la media
de tamafio de particulas mds baja y la mas alta (60.3 para 60 s y 75.9 para 90 s).

Por lo tanto el mejor tiempo para llevar a cabo la sintesis de NP’s Ag es de 90 s, porque se tiene un
tamafio mas grande de particula en comparacién con los demas tiempos de reaccién (véase Tabla
31).

Sin embargo, hay que aclarar que, los tiempos utilizados en el método por microondas son mucho
menores a los otros métodos, debido a que hay una alta cantidad de energia electromagnética (> 3
x 10 Hz) involucrada que afecta al sistema.

Tabla 31. Pruebas de Muiltiple Rangos para tamafiio por tiempo (Método: 95.0 porcentaje LSD).

TIEMPO (s) CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

60 20 60.3 2.4 X
240 15 65.6 2.8 XX
30 5 73.4 5.8 XX
600 15 73.7 3.2 X
90 5 75.9 5.8 XX

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

30-60 * 13.1 12.3
30-90 -2.5 12.3
30-240 7.8 14.4
30 - 600 -0.3 15.0
60 - 90 * -15.5 12.3
60 - 240 -5.3 7.6
60 - 600 * -13.4 8.7
90 - 240 10.3 14.4
90 - 600 2.1 15.0
240 - 600 * -8.1 7.4

* indica una diferencia significativa.
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5.3.4 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO

En la sintesis de nanoparticulas de oro se siguié la misma metodologia que para las de plata. La
razon es debido a que el reactivo de oro es muy costoso y por tanto plantear el desarrollo de una
metodologia para su obtencidn, excede a nuestras posibilidades.

La sintesis se efectud variando los tiempos de sintesis entre 30, 60 y 90 segundos utilizando las
mismas proporciones de extracto de menta y cantidad de acido clorodurico (sistema 3 NP’s Ag). El
mejor tiempo fue de 90 segundos, en el que se obtiene la absorbancia mayor, comparada con los
otros tiempos. En este tiempo se observo el plasmdn de superficie con una longitud de onda maxima
de 531 nm (Gréfica 19).

Espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro (NP'Au) utilizando el extracto acuoso de
menta negra (adquirida en el Vivero de San Luis Tlaxialtemalco) al 10%. Sistema: 3
mL de extracto, 47 mL de HAuCl,*H,0

5.0
4.5
4.0
35
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0.0
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Absorbancia

Tiempo 30 s Tiempo 60 s Tiempo 90 s

Grafica 19. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de oro (NP’s Au) a segundo 30, 60 y 90'*,
En la Serie Fotografica 16, se muestra el antes y después de cada tiempo. Se observa un cambio en
la coloracién, de amarillo a vino. El cambio de coloracidn se atribuye a la reduccidn del oro (Au* a

Au®), ocasionada por los metabolitos presentes en el extracto acuoso, como azlcares reductores,
polifenoles y terpenos principalmente.

30s antes 60s antes 90s antes

4

11 Se utilizé el extracto acuoso de menta negra (adquirida en el Vivero de San Luis Tlaxialtemalco) al 10%. Sistema: 3 mL
de extracto, 47 mL de HAuCl4*H,0
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30s después 60s después 90s después

Serie Fotografica 16. Sintesis de NP’s Au por microondas durante 30, 60 y 90 s.: Antes y después de tratamiento.
[Fotografias de Sara Lescas]. (México. 2015). Laboratorio L 301 de la FES Cuautitlan Campo 1

La electronegatividad también es importante para explicar la sintesis de las NP’s. La plata y el oro
son metales que presentan una electronegatividad alta (Ag= 1.93 y Au=2.54) comparada con el
hierro (1.38), y es utilizado en la sintesis de nanoparticulas, lo anterior significa que pueden atraer
facilmente electrones y asi presentar una reduccién, misma que se observa con el plasmdn de
superficie (Soenen et al., 2011).

5.3.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE NP’s Ag Y NP’s Au

Con el fin de obtener una cantidad adecuada para el ensayo bioldgico se sintetizaron las
nanoparticulas utilizando un volumen de 200 mL, respetando la proporciones establecidas 3:47 (3
para el extracto acuoso de menta negray 47 para la solucion a 1 mM del metal noble) por asistencia
de microondas con un tiempo de 90 s. Estas condiciones se establecieron por los resultados
obtenidos anteriormente.

Cabe mencionar que la sintesis llevada a cabo por el método de microondas fue rdpida en
comparacion a los otros métodos debido a que la energia térmica esta mas centralizada al sistema
de reaccion. El uso de microondas favorecio para que la velocidad de reaccidn aumentara debido al
calor inducido (Joseph & Mathew, 2015).

En cuanto a la plata, el cambio de coloracién en el sistema indicé la presencia de las nanoparticulas,
debido a que el ion Ag* presenté una reduccion de Ag* a Ag’. En muchos experimentos se ha
demostrado que los agentes reductores son responsables de la formacion de las NP’s como los
compuestos fendlicos, terpenoides, sesquiterpenos, y flavonoides (Otari, Patil, Nadaf, Ghosh, &
Pawar, 2014). Lo anterior se demostré con la cromatografia en capa fina realizada.

Para asegurar la ausencia de nanoparticulas en los sobrenadantes obtenidos del aislamiento de las

mismas por ultracentrifugacion, se procedié a realizar sus respectivos barridos, los cuales se
muestran en la Grafica 20 y Grafica 21.
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Grafica 20. Espectro UV-Vis de sobrenadante obtenido del aislamiento de nanoparticulas de plata NP’s Ag
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Grafica 21. Espectro UV-Vis de sobrenadante obtenido del aislamiento de nanoparticulas de oro NP’s Au
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5.3.6 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y ORO

Las pastillas obtenidas finalmente se utilizaron para preparar soluciones de nanoparticulas de 1110
ppm y 2027 ppm de plata y oro respectivamente (véase 4.4.1.3 y Anexo E), de estas soluciones se
tomd muestras para conocer la morfologia de las NP’s por MEB, asi como para conocer su tamafio
e indice de polidispersidn (véase 5.3.2).

5.3.6.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

La Micrografia 25, muestra que las nanoparticulas obtenidas después de ultracentrifugar presentan
una morfologia esférica. En la Micrografia 26 se aprecia que el tamafio de las NP’s Ag es menor a
100 nm y mayor a 100 nm, (si observa detenidamente se ven aglomerados). (Ibarra-Hurtado, Virgen-
Ortiz, Apolinar-Iribe, & Luna-Velasco, 2014).

Micrografia 25. NP’s Ag con microscopia electrénica de barrido: [1000x].12
[Fotografia de Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electrénica de la FES Cuautitlan Campo

1.

12 En |3 parte inferior de cada micrografia se encuentra la barra de medicién; asi mismo, un recuadro debajo
de esta, el cual representan 1 um (1000 nm), dos recuadros representan 10 um (10000 nm).
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Micrografia 26. NP’s Ag con microscopia electrdnica de barrido: [2000x].
[Fotografia de Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electréonica de la FES Cuautitlan Campo
1.

Las NP’s Au se aprecian en la Micrografia 27 y Micrografia 28, de las que se infiere que son de forma
esférica y con un tamano mayor a 100 nm.

Micrografia 27. NP’s Au con microscopia electrénica de barrido: [1000x].
[Fotografia de Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electrénica de la FES Cuautitlan Campo
1.
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Micrografia 28. NP’s Au con microscopia electronica de barrido: [10000x].
[Fotografia de Alejandra Sanchez]. (México. 2015). Laboratorio de Microscopia Electréonica de la FES Cuautitlan Campo
1.

5.3.6.2  DISPERSION DINAMICA DE LA LUZ: TAMANO DE PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSION

Por medio de la técnica denominada “Dispersion dindmica de la luz”, el software del equipo de
medicion Zeta sizer, permite llevar a cabo un analisis de los aglomerados que se pudiesen formar en
el sistema, considera el diametro promedio (Z-Average) y el indice de polidispersion (Pdl),
calificandolo como bueno.

En la Grafica 22 se puede observar que existen tres poblaciones de NP’s Ag, cada una con un tamafio
diferente. La poblacién que posee el 95% de las NP’s Ag (correspondiente al pico 2) tiene un tamafio
de 11.7 nm; la de 4.4%, un tamaio de 81.6 nm. Estos valores presentan una correlacién con los
obtenidos en la MEB.

El indice de polidispersidn obtenido es de 0.319, valor que se encuentra entre 0.08 y 0.7 (Shaw,
2016) asi el sistema considera como cercano a la monodispersion.
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Size (d.nm}: % Volume: St Dev {d.nm}):

Z-Average (d.nm): 94.90 Peak 1: 81.60 4.4 4794
pdl: 0.319 Peak 2: 1MIF7 950 2931
Intercept: 0.852 Peak 3: 5039 0.5 8312

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

“olume (Percent)

100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 154: MPsAg 5 gotas 1
Record 158: MPsAg 5 gotas 3

Record 155; MPsAg 5 gotas 2

Grafica 22. Distribucidon de tamafio de nanoparticulas de plata del sistema 3 sintetizadas por Microondas durante 90
segundos.

En el caso de las nanoparticulas de oro (Grafica 23), el tamafio promedio de estas es de 75.32 pero
con una desviacion estdndar muy grande. El indice de polidispersién es de 0.386 es decir, es de
calidad media muy cercano a la monodispersion, sin embargo, el intercepto es cercano a 1
deduciendo que en el sistema existian muy pocas particulas (como se puede constatar en la MEB)
en el momento de la medicién lo que lleva a grandes fluctuaciones en la intensidad dispersada.

Size (d.nm}: % Intensity: &t Dev (d.nmy}:
Z-Average (d.nm): 58.73 Peak 1: 75.32 929 3822
Pdl: 0.336 Peak 2: 3524 52 0.7571
Intercept: 0.911 Peak 3: 5402 149 3077

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

LT e R R LR R R :

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm}

—— Record 166: NP'sAu 12 agosto 2045 1 — Record 167: HF'sAU 12 agosto 20152
Record 188: MF'sAu 12 agosto 2015 3

Grafica 23. Datos de correlacidn y distribuciéon de tamafio de nanoparticulas de oro del sistema 3 sintetizadas por
Microondas durante 90 segundos.
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5.3.6.3 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
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llustracién 10. Espectro de IR/ATR de extracto acuoso de menta negra.

Tabla 32. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del extracto de Mentha x piperita L.

Grupo Funcional

Intervalos de frecuencia
tedrica cm®

Frecuencias cm™ de extracto
de Mentha x piperita L.

Alcanos
C-Hsr | 3000-2840 | 2924.67
Alquenos
C=Csr | 1650-1635 | 1647.56
Aromaticos
ar C-C 1625-1575, 1525-1450 1647, 1531.88
arC-Héip 1250-950 1119.74
Compuestos heteroaromaticos
N-Hsr \ 3450-3200 \ 3314.97, 3232.90
Alcoholes y compuestos relacionados
O-Hsy | 3650-3200 | 3741.51,3621.11
Compuestos nitrogenados
NH; st 3500-3300 3314.97, 3232.90
NH st 3450-3300 3314.97, 3232.90
NH; 6 1650-1590 1647
Compuestos carbonilo (aldehido)
C-H comb 2900-2800 \ 2851.14
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llustracién 11. Espectro de IR/ATR de AgNOs.
Tabla 33. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del AgNOs.
. Intervalos de frecuencia Frecuencias cm™ de solucién
Grupo Funcional L. 1
tedrica cm de AgNOs
Grupos Nitro
NO; st as 1660-1490 1620.81
NO; st sy 1390-1260 1340.02
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llustracion 12. Espectro de IR/ATR NP’s Ag.

Tabla 34. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del NP’s Ag

Grupo Funcional

Intervalos de frecuencia

Frecuencias cm™ de NP’s Ag

tedrica cm™
Alcanos
C-Hsr 3000-2840 2856.32
CHsy 1250-800 1250.11
Alquenos
=CH & oop \ 1005-675 \ 671.96
Compuestos heteroaromaticos
N-H st \ 3450-3200 \ 3322.26, 3252.66
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- 2075.36, 2009.03, 1919.45,
Aromaticos 2100-1800 1819.70
Esqueleto del anillo 1610-1360 1602.61, 1497.71
Alcoholes y compuestos relacionados
O-H§ ip | 1450-1200 \ 1250.11
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llustracién 13. Espectro de IR/ATR Sobrenadante de NP’s Ag.

Al analizar los espectros correspondientes del extracto y del sobrenadante después de aislar las NP’s
Ag, se puede inferir lo siguiente:

En el espectro del extracto se observan bandas intensas en las frecuencias de 1531.88 y 1647.56 cm-
! (alquenos y aromaticos), 2924.67 cm™ (alcanos), 3621.11 y 3741.51 cm™ (alcoholes y derivados),
que puede corresponder a los grupos funciones de los compuestos como flavonoides (rutina en este
caso particular), lactonas sesquiterpénicas, quinonas, etc. (véase 5.2.4).

Como se observa al comparar los espectros del extracto y del sobrenadante las bandas de 1531.88
y 1646.56 cm™ desaparecen lo que hace suponer que son el compuesto quimico que hace reducir a
la plata (Ag* a Ag°).

Las bandas localizadas en la regidon de N-H y O-H son de tipo vibracional por estiramiento que
pueden corresponder a proteinas, vitaminas y azlcares reductores. La disminucion de estas deriva
en que son los grupos funcionales en la reduccién del metal, y también proporcionan el medio para
que las nanoparticulas metalicas se estabilicen.
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Tabla 35. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del sobrenadante de NP’s Ag.

Grupo Funcional

Intervalos de frecuencia
tedrica cm?

Frecuencias cm™ de
sobrenadante de NP’s Ag

Alcanos
CHsy ‘ 1250-800 ‘ 841.17
Alquenos
=CH 6 oop 1005-675 841.17
C=Cst 1690-1635 1691.50
Aromaticos
ar C-C | 1625-1575, 1525-1450 | 1691.5, 1528.45
Compuestos heteroaromaticos
C-HS | 1000-700 | 841.17, 698.98
Alcoholes y compuestos relacionados
O-Hst 3650-3200 3678.81, 3624.24, 3570.33
C-Ost 1260-970 1062.64
Compuestos nitrogenados
C-N st 1400-1000 1062.64
C-NO; 1600-1490 1528.45
N=N st 1580-1400 1528.45
Compuestos carbonilo (acidos carboxilicos)
COO-H st 3550-2500 ‘ 3196.36, 2787.66, 2515.30
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llustracion 14. Espectro de IR/ATR NP’s Au.

Tabla 36. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR de NP’sAu.

Grupo Funcional

Intervalos de frecuencia
tedrica cm®

Frecuencias cm™ de NP’sAu

Aromaticos

ar C-C

1625-1575, 1525-1450

1702.09*, 1518.45*

Compuestos heteroaromaticos

Armonicos o combinacion de

. . 2100-1800 2014.02
vibraciones
Alcoholes y compuestos relacionados
O-Hst 3650-3200 3574.46

69




Después de analizar los espectros del extracto y del sobrenadante después de aislar las NP’s Au, se
puede inferir lo siguiente:

En el espectro del extracto se observan bandas intensas en las frecuencias de 1531.88 y 1647.56 cm-
! (alquenos y aromaticos), 2924.67 cm™ (alcanos), 3621.11 y 3741.51 cm™ (alcoholes y derivados),
gue puede corresponder a los grupos funciones de los compuestos como flavonoides (rutina en este
caso particular), lactonas sesquiterpénicas, quinonas, etc. (véase 5.2.4)

En el espectro del sobrenadante se observa que las bandas C=C 1647.56 y 1531,88 cm™ disminuyen
considerablemente su intensidad, hasta se podria decir que desaparecen. La de 3621.11 cm™ que
corresponde a O-H desaparece, por lo que compuestos como fendlicos, terpenos y azucares,
contribuyen a la reduccién del Au.

Igual las bandas de la regiéon de N-H 3840.01 y 3741.51 cm™ disminuyen su intensidad en el
sobrenadante; sin embargo, aln se encuentran presentes en las NP’s Au por lo que se infiere que
estan presentes para la estabilizacidn de la nanoparticula.
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llustracidon 15. Espectro de IR/ATR Sobrenadante de NP’s Au.

Tabla 37. Frecuencias identificadas en espectroscopia IR del sobrenadante de sobrenadante NP’s Au.

Grupo Funcional Intervalos de frecuencia Frecuencias cm™ de
tedrica cm sobrenadante NP’s Au
Alcanos

C-H st \ 3000-2840 \ 2930.20
Aromaticos

ar C-C \ 1525-1450 ] 1522.64

Compuestos heteroaromaticos
Armdnicos o combinacion de 2099.43, 2023.86, 1979.95,
vibraciones 2100-1800 1738.81
Alcoholes y compuestos relacionados
O-Hsst \ 3650-3200 ] 3670.39, 3171.20
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5.3.7 CROMATOGRAFIA

Conforme a los resultados obtenidos a partir del tamiz fitoquimico, se dio a conocer que en el
extracto acuoso de menta negra la mayoria son compuestos polifendlicos, lo que concuerda con el
punto 2.2.5.2 Flavonoides.

De acuerdo con la literatura (Pushpangadan & Tewari, 2006) los flavonoides presentes en las hojas
son: rutina, luteolina y hesperidina. El ensayo se llevd a cabo con los flavonoides de referencia que
se contaba en el laboratorio. Los que fueron: rutina, apigenina, kaemferol, miricetina e
isorhamnetina. La placa confirmd lo expuesto en la literatura y Unicamente se identifico la presencia
de rutina, la cual esta presente en las nanoparticulas de plata, lo que contribuye a confirmar que los
flavonoides ayudan a la estabilizacidon de la misma.

Es importante sefalar que no son Unicamente los flavonoides, también se han identificado acido
cafeico, acido clorogénico y rosmarinico. Es por ello que se realizé una cromatografia en capa fina
utilizando estandares de flavonoides.

De acuerdo al resultado obtenido a la Fotografia 1, el extracto presenta varios compuestos que no
se lograron identificar con los estandares utilizados®®, con la excepcidn del estdndar de rutina lo que
afirmaria lo mencionado en la bibliografia.

Fotografia 1. Cromatografia en capa fina de estandares, extracto y sobrenadantes.

Nota: R= rutina; A= apigenina; K=kaempferol; E= extracto; M= mirecitina; |= isorhamnetina; SAg= sobrenadante de NP’s
Ag; SAu= sobrenadante de NP’s Au.

13 Se hace saber que los estandares que se utilizaron eran los Unicos disponibles en el laboratorio. No se
utilizaron mas debido a falta de presupuesto.
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5.3.8 CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES EQUIVALENTES A RUTINA

El resultado obtenido por medio de la cromatografia reveld que uno de los compuestos quimicos
presentes en el extracto acuso de menta negra es el flavonoide rutina. Si bien no es uno de los que
estdn en mayor cantidad, fue el Unico que se logré identificar con los estdndares disponibles.

La rutina se seleccioné como marcador para la cuantificacidon de polifenoles por el método de Folin
Denis. Este método desgraciadamente no es especifico para polifenoles ya que compuestos
guimicos como el acido ascérbico también se cuantifican por lo que propiamente lo que se cuantifica
es poder reductor.

Posteriormente se prosiguié a construir una curva de calibracién Grafica 24 y Grafica 25 utilizando
el estdndar del compuesto para cuantificar la rutina presente en el extracto acuoso al 5%.

Se determind que la concentracién de polifenoles totales equivalentes a rutina presentes en el
extracto acuoso de menta negra al 5% es de 5236.3 ppm 6 8.6*10° M*.

Espectro UV-Vis para la cuantificacién de polifenoles totales
equivalentes a rutina, con el reactivo de Folin-Denis
1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

Absorbancia

0.4
0.3
0.2
0.1

0
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Grafica 24. Espectro UV-Vis para la cuantificacion de polifenoles totales equivalentes a rutina, con el reactivo de Folin-
Denis.

Absorbancia maxima: 0.35
Longitud de onda de trabajo®® (nm): 666

14 para ver los calculos véase Anexo D
15 Ver los valores de espectro UV-Vis en el

Anexo C
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Curva de cuantificacién de polifenoles totales equivalentes a rutina
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Grafica 25. Curva de cuantificacion de polifenoles totales equivalentes a rutina

Longitud de onda de trabajo: 666 nm
Absorbancia del problema: 0.2337

Concentracion de polifenoles totales equivalentes a rutina en el problema: 7.85 ppm

Concentracion de polifenoles totales equivalentes a rutina en el extracto acuoso de menta negra al
5%: 5236.3 ppm 0 8.6x103° M

5.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Para llevar a cabo la prueba de la actividad bioldgica se utilizaron las nanoparticulas de plata y oro
aisladas anteriormente. Con estas, se prepararon soluciones de concentracion de 555 ppm de NP’s
Ag y 1010 ppm NP’s Au, a partir de una solucion Stock de 1110 ppm y 2027 ppm respectivamente.
Con la solucidn resultante se realizaron diluciones para obtener 10 concentraciones diferentes
incluyendo la penultima solucién por el método de microdilucién (Tabla 12).

En la prueba se utilizaron placas de 96 pocillos, en las cuadles se colocaron controles de esterilidad
controles de crecimiento, controles de Gentamicina y Anfotericina B, y los indculos: Staphylococcus
aureus (Gram positiva), Escherichia coli (Gram negativa) y Candida albicans; donde a estos ultimos
se afiadieron las diez concentraciones diferentes de nanoparticulas de plata y oro. Cabe mencionar
que las cepas utilizadas como control de calidad fueron S. aureus (ATCC 25923), E.coli (ATCC 25992),
C. albicans (ATTC 32364).
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En la Fotografia 2 y Fotografia 4 se observa el inicio del tratamiento con nanoparticulas de plata. Se
puede apreciar que los pocillos donde se encuentran estas hay presencia de una coloracién amarilla.

i
Fotografia 2. Crecimiento microbiano en placa de 96 pocillos, al inicio del tratamiento con NP’s Ag.

Nota: SAC (Staphylococcus aureus control de Gentamicina), SAT (Staphylococcus aureus tratamiento con NP’sAg), EAC
(Escherichia coli control de Gentamicina), EAT (Escherichia coli tratamiento con NP’s Ag), CC (Control de crecimiento), CE
(Control de esterilidad).

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se determind que las cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans son sensibles a las nanoparticulas de plata, esto se aprecia en la
Fotografia 3 y Fotografia 5, donde a partir del pocillo 7 hay crecimiento microbiano de ambas
bacterias asi como del hongo.

Nota: SAC (Staphylococcus aureus control de Gentamicina), SAT (Staphylococcus aureus tratamiento con NP’sAg), EAC
(Escherichia coli control de Gentamicina), EAT (Escherichia coli control de Gentamicina), EAT (Escherichia coli tratamiento
con NP’s Ag), CC (Control de crecimiento), CE (Control de esterilidad).
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Fotografia 4. Crecimiento microbiano en placa de 96 pocillos, al inicio del tratamiento con NP’s Ag.

Nota: CAC (Candida albicans control de Anfotericina B), CAT (Candida albicans tratamiento con NP’s Ag), CC (Control de
crecimiento), CE (Control de esterilidad).

En la Fotografia 5 se observa el crecimiento de Candida albicans a partir del pocillo nimero 7.

- 5 N » . -
" 4

Fotografia 5. Crecimiento microbiano en placa de 96 pocillos, después del tratamento con NP’s Ag.

Nota: CAC (Candida albicans control de Anfotericina B), CAT (Candida albicans tratamiento con NP’s Ag), CC (Control de
crecimiento), CE (Control de esterilidad).

Con los resultados obtenidos de las placas se determiné la concentracidon minima inhibitoria (MIC),
siendo esta de 17.343 ppm de NP’s Ag 31.562 ppm de NP’s Au. Esto se aprecia en la Tabla 38 y Tabla
39.

Tabla 38. Efecto de las nanoparticulas de plata (Ag) en los microorganismos.

CEPAS ORIGEN EFECTO
Staphylococcus aureus  ATCC 25923  Sensible
Escherichia coli ATCC 25992  Sensible

Candida albicans ATCC 32364  Sensible
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Tabla 39. Concentracion minima inhibitoria (MIC).
CEPA CONCENTRACION NP’s Ag CONCENTRACION NP’s Au

S. aureus 17.343 ppm 31.562 ppm
E. coli 17.343 ppm 31.562 ppm
C. albicans 17.343 ppm 31.562 ppm

Asi mismo, se determind la concentracidn minima microbicida la cual fue de 34.687 ppm y 63.125
ppm respectivamente, para los tres patogenos (Tabla 40).

Tabla 40. Concentraciones minimas microbicidas.

CEPA CONCENTRACION NP’s Az CONCENTRACION NP’s Au
S. aureus 34.687 ppm 63.125 ppm

E. coli 34.687 ppm 63.125 ppm
C. albicans 34.687 ppm 63.125 ppm

En la Fotografia 6 y Fotografia 8 se muestra el inicio del tratamiento antibacteriano y antimicético.
Ademas se observan los controles de Gentamicina y Anfotericina B los cuales son incoloros en
comparacion con las nanoparticulas de oro.

@\ = P-4 .‘ 7 /. /l
Fotografia 6. Crecimiento microbiano en placa de 96 pocillos, al inicio del tratamiento con NP’s Au.
Nota: SAC (Staphylococcus aureus control de Gentamicina), SAT (Staphylococcus aureus tratamiento con NP’s Au), EAC

(Escherichia coli control de Gentamicina), EAT (Escherichia coli tratamiento con NP’s Au), CC (Control de crecimiento), CE
(Control de esterilidad).
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Transcurrido el tiempo de incubacion de la placa que contienen nanoparticulas de oro, se obtiene
una respuesta negativa ya que las cepas resultaron resistentes (Tabla 41) en todas las

concentraciones utilizadas, esto se puede observar en la Fotografia 7.

N SN oY . ,,(t\&_/f f\\_-,g, )

n placa de 9 pocillos, después del tratamento con NP’s Au.

Fotografia 7. Crecimiento microbiano e

Nota: SAC (Staphylococcus aureus control de Gentamicina), SAT (Staphylococcus aureus tratamiento con NP’sAu), EAC
(Escherichia coli control de Gentamicina), EAT (Escherichia coli tratamiento con NP’s Au), CC (Control de crecimiento), CE

(Control de esterilidad)

Fotografia 8. Crecimiento microbiano en placa de 96 pocillos, al inicio del tratamiento con NP’s Au.

Nota: CAC (Candida albicans control de Anfotericina B), CAT (Candida albicans tratamiento con NP’s Au), CC (Control de
crecimiento), CE (Control de esterilidad).

Y finalmente en la Fotografia 9 se aprecia el crecimiento de Candida albicans a excepcion del control
de Anfotericina B. En esta se muestra evidentemente el crecimiento de la cepa.

77



atamiento con NP’s Au.

Nota: CAC (Candida albicans control de Anfotericina B), CAT (Candida albicans tratamiento con NP’sAu), CC (Control de
crecimiento), CE (Control de esterilidad).

Con lo anterior se determina que las cepas son resistentes a las nanoparticulas de oro (Tabla 41).

Tabla 41. Efecto de las nanoparticulas de Oro (Au) en los microorganismos.

CEPAS ORIGEN EFECTO
Staphylococcus aureus ~ ATCC 25923  Resistente
Escherichia coli ATCC 25992  Resistente
Candida albicans ATCC 32364  Resistente

Cabe mencionar que la Gentamicina y la Anfotericina B fueron utilizados como control
antibacteriano y antiflingico para comparar a las nanoparticulas de plata y oro.

Con respecto a las NP’s Ag y al uso de Gentamicina y Anfotericina B, se puede decir que las
nanoparticulas si tuvieron la funcidon de antibidtico ya que claramente se observa que no hay
presencia de turbidez en el pocillo 2, 3 y 4 para los dos antibiéticos y las NP’s Ag con las tres cepas.
Lo contrario sucede con las NP’s Au ya que no tuvieron la funcién de antibidtico porque presentaron
resistencia ante las cepas en comparacion con los antibiéticos utilizados.

Investigaciones recientes sugieren el uso de una gama de antibidticos para realizar la comparacion
con las nanoparticulas, ademds se ha sugerido mezclar los antibidticos y estas para mejorar el efecto
tdxico sobre distintas cepas (Padalia, Moteriya, & Chanda, 2015)

Asi los resultados obtenidos de las pruebas realizadas, se puede deducir que las nanoparticulas de
plata tienen un efecto tdxico en las bacterias, esto puede ser debido a las caracteristicas fisicas y
quimicas de las nanoparticulas, las cuales son: tamafo, forma, carga y composicién quimica
(Yildirimer, Thanh, Loizidou, & Seifalian, 2011).

El tamafo de las NP’s es fundamental, ya que tener un tamafio menor a 30 nm favorece una mayor
superficie de contacto de las NP’s con la pared celular de los patégenos, lo cual permitiria su paso a
través de ellay asi alterar las funciones de estos (Guzman, Dille, & Godet, 2012). En la Grafica 22 se
muestra el tamafo de las nanoparticulas de plata utilizadas para la actividad biolégica, en donde
existe una poblacion del 95% de particulas con un tamafio de 11.77 nm aproximadamente; lo
contrario sucede con las NP’s Au, donde una poblaciéon del 92.9% tienen un tamafio aproximado de
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75.52 nm (Grafica 23) el cual no permite el contacto con la pared celular y por lo tanto no mostrar
una actividad, cabe mencionar que el oro a granel es un metal noble (inerte) y se esperaria que no
presentara efectos téxicos, sin embargo, se ha demostrado que su toxicidad potencial se presenta
a un tamano de particula de 4 a 5 nm (Soenen et al.,, 2011). Es importante sefialar que las
nanoparticulas de plata y oro tienen una forma esférica como se observan en la Micrografia 25 y
Micrografia 27.

Por otro lado, la carga de las nanoparticulas y de las bacterias permite una atraccion electroestatica
gue es crucial para probar su actividad con las bacterias (Guzman et al., 2012).

Aunque no se conoce el mecanismo preciso antibacteriano de las nanoparticulas, existen al menos
cuatro mecanismos propuestos:

1) Interferencia con la sintesis de la pared celular. Las nanoparticulas de adhieren a la pared celular
y puede perturbar la respiracién y la permeabilidad (Tamboli & Lee, 2013).

2) Inhibicién de la sintesis de proteinas (Guzman et al., 2012).

3) Interferencia con la sintesis de 4cido nucleico (Guzman et al., 2012).

4) Inhibicion de una via metabdlica (Guzman et al., 2012).

Con respecto al hongo, sdlo las NP’s Ag mostraron actividad antimicrobiana y aunque el mecanismo
no es claro, existe una interacciéon de las NP’s con la pared microbiana, proteinas del ADN vy las
esporas (Otari et al., 2014) lo que podria generar un efecto toxico en el hongo.

Estudios realizados han confirmado que la carga de las nanoparticulas tienen una atraccién con la
membrana de las células de microorganismos, lo que genera una mala permeabilidad celular y
radicales libres (Owaid et al., 2015), lo anterior permitiria que las NP’s presenten toxicidad para
ciertos hongos, en este caso la C. albicans.

Aungque las NP’s Au no tuvieron alguna actividad, algunos autores sugieren hacer modificaciones en
la sintesis para cambiar su forma y tamafio, asi como la concentracién utilizada para probar dicha
actividad (Jayaseelan, Ramkumar, Rahuman, & Perumal, 2013).

Con lo anterior se puede decir que el método utilizado para la sintesis de las NP’s Ag no fue aplicable
para las NP’s Au, ya que se obtuvo un tamafio de particula mayor a 70 nm, un indice de
polidispersidn alto y por lo tanto la falta una actividad bioldgica. A esto también se le puede atribuir
el uso de las concentraciones inadecuadas de NP’s Au contra las cepas.
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6 CONCLUSIONES

e Sellevd a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata asistida por microondas. Asi mismo se
logré determinar el tamaino de las particulas, siendo este de 10-100 nm; asi como, su
morfologia, resultando esférica.

e Se selecciond adecuadamente la especie vegetal: menta negra, para sintetizar
nanoparticulas de plata.

e Se identificd la planta seleccionada en el Herbario Etnobotanico IZTA de la Facultad de
Estudios Superiores lIztacala, UNAM.

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE COMUN

Menta x piperita L. Lamiaceae Menta negra

e Paralaobtencién del extracto acuoso se recurrié al método asistido por microondas, el cual
resultd dptimo para la extraccion.

e De todos los métodos utilizados para sintetizar nanoparticulas de plata, se determind que
el uso de microondas es el adecuado.

e Por medio de MEB y el uso de la técnica de Dispersidon dinamica de la luz, asi como de
espectroscopia infrarroja se logré caracterizar a las nanoparticulas de plata.

e Se evalluo la actividad bioldgica de las nanoparticulas de plata siendo activas frente a

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans; asi como la evaluacion de las
nanoparticulas de oro, las cuales no presentaron actividad contra las cepas.
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7 PROSPECTIVAS

e Las sintesis de nanoparticulas de plata y oro pueden efectuarse a partir del uso de extractos
de diversas plantas, asegurando la formacién de estas por el fendmeno de plasmén de
superficie.

e Identificacion de la mayoria de los compuestos del extracto acuoso de la planta Mentha x
piperita L.

e Realizar un modelado molecular para conocer la interacciéon entre el ion metdlico y los
metabolitos secundarios del extracto.

e Se sugiere controlar el tamafio de las nanoparticulas, ya que dependiendo de su tamafo
puede maximizar su efecto en la aplicacién deseada.

e Realizar la sintesis de nanoparticulas con los diferentes metales de transicion.

e Buscar una aplicacidon de las nanoparticulas dentro de los campos de la quimica como
catdlisis, electroquimica, farmacos, alimentos, entre otros.

e Optimizacion del método de sintesis de nanoparticulas de plata.
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9 APENDICE

9.1 APENDICE A
SOLUCIONES Y REACTIVOS DE IDENTIFICACION FITOQUiMICA

Alcaloides

1. Elextracto a evaluar se disuelve en agua o disolvente adecuado y se acidula.

2. Se anade una gota del reactivo para la evaluacion de alcaloides.

3. El reactivo de Dragendorff genera sdlidos naranja-marrén (Dominguez, 1998); con el
reactivo de Hager se observa la formacién de cristales en forma de aguja de picrato de
alcaloide y finalmente, acido silicotungstico forma un precipitado floculado color crema o
beige.

REACTIVO PREPARACION
1. Disolver 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado con 20 mL de
acido nitrico (30%) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL.
Dragendorff 2. En otro matraz Erlenmeyer, coloque 27.2 g de ioduro de potasio con
50 mL de agua.
3. Mezclar las soluciones y dejar reposar 24 h.
4. Decantar la solucién y aforar a 100 mL.
Hager 1. Solucién saturada de acido picrico.
A.c.|do . . 1. Sedisuelven 12 g de acido en agua y se aforan a 100 mL.
silicotungstico

Carbohidratos reductores
Prueba de Fehling

1.

La fraccidn concentrada a seco en agua se trata con una mezcla de 1 mL de reactivo de
Fehling Ay 1 mL de Fehling B.

Calentar de 15 minutos.

La aparicién de un color o precipitado rojo indica la presencia de azucares reductores (Lastra
& Cuéllar, 1994).

REACTIVO | PREPARACION

1. Lasolucidn A consiste en 3.5 g de sulfato de cobre pentahidratado aforado
a 50 mL.

Fehling 2. Lasolucién B consiste en 17.5 g de tartrato de sodio y potasio mds 5 g de
hidréxido de sodio, aforados a 50 mL con agua destilada.
Saponinas
Rosenthaler
1. A una porcién del extracto se le adiciona 1 gota del extracto y 1 gota de reactivo de
Rosenthaler.
2. Adicionar 1-2 gotas de acido sulfurico concentrado, coloraciones rojas o violetas indican la

presencia de terpenos pentaciclicos (Valencia del Toro & Garin Aguilar, 2010).

REACTIVO PREPARACION

Rosenthaler 1. Diluir 1 gramo de vainilla en 100 mL de etanol.
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Espuma
1. Se utiliza 1 mL del extracto acuoso, se le adicionan 6 mL de agua tibia y se agita fuertemente
durante 2 minutos.
2. Si aparece espuma estable que dura por mas de 5 minutos, esto indica la presencia de
saponinas (Lastra & Cuéllar, 1994).
Triterpenos/Esteroles (Liebermann-Buchard)
1. Disolver una porcién del extracto con 1 mL de cloroformo.
2. Agregar 1 mL de anhidrido acético y dejar resbalar por las paredes del tubo, dejar reposar
en frio.
3. Aiadir de 1 a 2 gotas de acido sulfurico concentrado.
4. Laaparicidn de colores rojo, rosa, verde, purpura o azul en la interfase se considera positiva.
Taninos
1. Al extracto se le adiciona de 1 a 2 gotas de cloruro férrico. Numerosos fenoles dan
coloraciones caracteristicas con esta solucion debido a la formacién de complejos (Devore
& Mufioz Mena, 1974).
REACTIVO PREPARACION
Cloruro 1. Disolver 1.25 g de cloruro férrico en 25 mL de agua y aforar a 50 mL con
férrico alcohol metilico.

Flavonoides (Shinoda)
1. Setoma un tubo de ensaye con el extracto a evaluar y se le afiade una viruta de magnesio.
2. Se prosigue la prueba con la adicién de acido clorhidrico concentrado.
3. Las coloraciones que van del amarillo al rojo azuloso, pasando por el anaranjado se
consideran positivas (Barba, 1997).
Glucdsidos cianogénicos
1. Secoloca una tora de papel impregnada con el reactivo de Guignard en la boca del tubo que
contenga un poco del extracto acuoso con unas gotas de cloroformo.
2. Calentar a 30-35° Cy ver la coloracidn que aparece en el papel.
3. Colores del rojo al rosa con considerados como positivos (Barba, 1997).
REACTIVO | PREPARACION
Guignard 1. Aforar 1 g de carbonato de sodio y 100 mg de acido picrico a 100 mL.

Lactonas sesquiterpénicas (Baljet)
1. Mezclar 0.5 mL de solucién A con 0.5 mL de la solucién B.
2. Adicionar unos miligramos del residuo alcohdlico. La aparicidn de una coloracién naranja o
roja obscura, se considera positiva (Barba, 1997).
REACTIVO | PREPARACION
Solucion A 1. Disolver 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol.
Solucion B 1. Disolver 10 g de hidréxido de sodio y aforar a 100 mL con agua destilada.
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9.2 APENDICE B
MGA-FH 0010. POLVOS Y TAMANO DE TAMIZ

Polvos Un polvo esta clasificado como grueso o fino de acuerdo al tamafio de apertura nominal,
expresado en micrémetros (um) de la malla del tamiz que es capaz de atravesar. Términos usados
para describir el tamafio de particula.

Polvo grueso Todas las particulas pasan a través de un tamiz

(2000/355) No. 2000 y no mas del 40 por ciento atraviesa
un tamiz No. 355.

Polvo moderadamente grueso Todas las particulas pasan a través de un tamiz

(710/250) No. 710 y no mas del 40 por ciento atraviesan
un tamiz No. 250.

Polvo moderadamente fino Todas las particulas pasan a través de un tamiz

(355/180) No. 355 y no mas del 40 por ciento atraviesa un
tamiz No. 180.

Polvo fino (180) Todas las particulas pasan a través de un tamiz
No. 180.

Polvo muy fino (125) Todas las particulas pasan a través de un tamiz
No. 125.

Tamices. El alambre de los tamices usados para cernir polvos de plantas medicinales se clasifica por
numeros, el cual indica la apertura expresada en micrometros.

Numero de tamiz Tamafio nominal dela Didmetro nominal del  Area aproximada de
(um) apertura (mm) alambre (mm) la malla (por ciento)
2 000 2.000 0.900 48
1400 1.400 0.710 44
1000 1.000 0.560 41

710 0.710 0.450 37
500 0.500 0.315 38
355 0.355 0.224 38
250 0.250 0.160 37
212 0.212 0.140 36
180 0.180 0.125 35
150 0.150 0.100 36
125 0.125 0.090 34
90 0.090 0.063 35
75 0.075 0.050 36
45 0.045 0.032 34

Los tamices se han seleccionado de entre los que conforman la norma ISO 565-1990.
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9.3 APENDICE C
CUANTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES

Solucidn patrén de Rutina (1 mg/mL)

Considerando la pureza del reactivo, los calculos efectuados fueron:

1 mg de Rutina\ /100 mg de Rutina R. A.
100 mL x ( ) (

mlL 95 mg de Rutina

1. Disolver la cantidad de rutina calculada con 35 mL de etanol tibio.
2. Aforar la solucién alcohdlica a 100 mL con agua desionizada.

Solucién de carbono de sodio

1. Disolver 20 g de carbonato de sodio anhidro en 80 mL de agua y llevar a ebullicién.
2. Aforar a 100 mL y almacenar hasta su uso.

10 ANEXOS

10.1 ANEXO A
Preparaciéon de AgNOs 1 x 103 M

1x 1073 mol AgNO 169.87 g de AgNO
1LdeAgN03><( g 3>><< 9929 3)

1L AgNO; 1 mol de AgNO;

= 0.16987 g de AgNO; R. A.
Preparacién de HAuCl;*H,0 1 x 103 M

) = 105 mg de Rutina R. A.

0.25L de HAuCL, * H,0 x (

1L HAuCl, * H,0 1 mol de HAuCl, * H,0

= 0.0849 g de HAuCl, » H,0 R. A.
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1 x 1072 mol HAuCl, * H,0 339.79 g de HAuCl, * H,0 R.P 100 g de HAuCl, * H,0 R. A.
4 ¥ Hp ( g 4 * Hy ) ( g 4 ¥
99.9 g de HAuCl, * H,O R.P
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10.2 ANEXO B
CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE Menta x piperita L. LAMIACEAE

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTGNOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
SECRETARIA GENERAL ACADEMICA

CARRERA DE BIOLOGIA

FESI/HI/009/2015

Sara Lescas Navay

Sergio Esteban Moreno Vazquez,

Alumnos de la Carrera de Quimica de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitian-Campo 1, UNAM,
Presentes.

Por este conducto me permito proporcionarles a ustedes la identificaciéon taxonémica del
material botanico de respaldo de la tesis titulada: “Sintesis y caracterizaciéon de
nanoparticulas de plata a partir del extracto de Menta Negra (Mentha x piperita L.)
LAMIACEAE”, que se realiza en el Laboratorio de Farmacognosia y Fitoquimica de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitian (UNAM), bajo la direccién de la QFB Brigida del
Carmen Camacho Enriquez.

Asi mismo, les informo que la planta ha sido integrada en la Coleccién Etnobotanica del
Herbario Iztacala con el siguiente nimero de registro:

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMERE POPULAR NO.DE
REGISTRO

' Mentha x piperital. | LAMIACEAE/LABIATAE “Menta Negra” = 2395 IZTA

Sin otro particular, les envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE ) )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Los Reyes Iztacala, de México, 23 de enero de 2015

M. "MA.E PEZ VILLAFRANCO
RESPONSABLE DEL HERBARIO IZTACALA

Herbaria 1214
| Fdilicia L4, Planta bujn
. kv, de los Borsios Hao )
Les Reyes irtacala, Talnepentia

Estado de Mivire, (P 54090 MExi 0

TelFox: 5623-1373

koshario_izte @tompus.itecolo.unsnmy
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10.3 ANEXO C

BARRIDO DE LA CURVA CON EL REACTIVO FOLIN-DENIS

Wavelength Scan - Scanning

Instrument Name:

Serial Number:

Software Version:
Firmware Version:

Method Name:

nm
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Abs 1

0.245
0.245
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0.245
0.246
0.246
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0.247
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0.250
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0.252
0.253
0.253
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0.257
0.257

DU 800 Spectrophotometer
8002982

2.1, Build 5
2.0.102
<Default Method>

480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510

0.263
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0.270
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0.278
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0.283
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0.294
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0.296
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0.313
0.314
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0.315
0.315

560
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588
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Start Wavelength:
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Wavelength Interval:

Scan Speed:
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0.331
0.332
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100

600
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629
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0.340
0.340
0.340
0.341
0.341
0.341
0.342
0.342
0.342
0.343
0.343
0.343
0.344
0.344
0.344
0.345
0.345
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0.346
0.346
0.346
0.346
0.347
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Abs

200.0 nm
800.0 nm

1.0 nm

1200 nm/min

0.349 680 0.349
0.349 681 0.349
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0.350 684 0.349
0.350 685 0.349
0.350 686 0.349
0.350 687 0.349
0.350 688 0.349
0.350 689 0.349
0.350 690 0.349
0.350 691 0.348
0.350 692 0.348
0.350 693 0.348
0.350 694 0.348
0.350 695 0.348
0.350 696 0.348
0.350 697 0.348
0.350 698 0.347
0.350 699 0.347
0.350 700 0.347
0.350 701 0.347
0.350 702 0.347
0.350 703 0.347
0.350 704 0.347
0.350 705 0.346
0.350 706 0.346
0.350 707 0.346
0.350 708 0.346
0.350 709 0.346
0.350 710 0.346



10.4 ANEXO D
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE POLIFENOLES TOTALES EQUIVALENTES A RUTINA EN
EL EXTRACTO ACUOSO DE MENTA NEGRA

y = 0.0275x + 0.0177

0.2337 = 0.0275x + 0.0177

02337 -0.0177
X = T0.0275

x = 7.8545 ppm; Donde corresponde a una muestra de 15 pL en un volumen de 10 mL, por lo
tanto en el sistema original de 20 mL al 5% la concentracién es

10 mL * 7.8545 ppm = 1000 uL
15uL * 1mL

= 5236.333 ppm

A su vez, la cantidad de mol de rutina presente en el extracto es

5236.333 ug 1lg 1 mol de rutina
*

=1.71 104 i
1mL * 1% 10° ug * 610.517 g de rutina 53 »10™ mol de rutina

20mL

Y cuya concentracién molar es

1.7153 * 10~*mol 1000 mL

= -3 1
0L * 11 8.5765 +*107° M de rutina en extracto ac.

10.5 ANEXO E
DETERMINACION DE LA CANTIDAD OBTENIDA DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y ORO*

Calculo para conocer la concentracion del sistema 3:47 para plata y oro

(188 mL de AGNO; 0 HAuCl, * H,0 [1 x 1073 M]) * (1« 1073 M)
200 mL

=9.4%10"* M de Ag° o0 Au°

Calculo para conocer la concentracidn del sistema 3:47 para rutina

(12 mL de extracto al 5%) * (8.5765 * 1073 M)

00 L = 5.1459 « 10~ * M de rutina

De acuerdo con los resultados el reactivo limitante es la rutina ya que si se considera que la reaccion
es 1:1, la concentracién que se obtenga de nanoparticulas serd 5.1459*10* M en el sistema. Por lo
tanto la cantidad obtenida es de:

16 L os célculos utilizan un volumen 4 veces mas que el original, respetando las proporciones.
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e Paraplata

00l 5.1459 * 10~ mol de Ag® ( 1L ) (107.8682gdeAg°) 0111 o do Ao
* * * =0.
m 1L 1000 mL 1 mol de Ag° gaesd
00111 g de Aq0 » 2000 deAG® _ 01 e ag0
. * = .
gaesg 1gdeAg° mg ae L9
e Paraoro
00l 5.1459 x 10~* mol de Au® ( 1L ) (196.9665gdeAu°) 0.020% o do Ao
* * * =0.
m 1L 1000 mL 1 mol de Au® g aesu

1000 mg de Au®

.0202 Au®
0.0202 g de Au® * 19 de Aud

= 20.2 mg de Au®

102



10.6 ANEXO F

TAMANO DE PARTICULA E iNDICE DE POLIDISPERSION

Tabla 42. Tamaiio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag por microondas

103

PICO 1 PICO 2 PICO 3
Z- ~ - .
wéropo  ssrewa T aveeace ot | G wrensions (@om) | (@nm) INTENSIDAD (d"am) | (d"am) INTENSIDAD _(0%nm)
Microondas 1 30 34.16 0.576 55.210 92.400 12.470 | 4.625 7.600 0.615 - - -
Microondas 1 60 40.08 0.325 57.000 93.900 21.040 | 2431 6.100 0.499 - - -
Microondas 1 90 58.18 0.374 75.980 96.800 30.940 | 4468.000 3.200 892.200 - - -
Microondas 2 30 41.39 0.575 83.060 85.300 31.320 | 8.397 14.100 2.748 1.827 0.700 0.334
Microondas 2 60 37.26 0.575 62.640 90.600 18.810 | 3.671 9.400 0.804 - - -
Microondas 2 90 59.72 0.316 84.470 93.300 30.310 | 4.972 4.700 1.241 10.090 2.000 2.114
Microondas 3 30 33.99 0.622 70.880 85.700 29.920 | 5.814 14.300 1.192 - - -
Microondas 3 60 35.02 0.608 67.770 88.100 25.510 | 4.764 11.900 1.072 - - -
Microondas 3 90 49.25 0.465 82.790 92.700 40.730 | 5.647 7.300 2.351 - - -
Microondas 4 30 35.02 0.616 89.500 75.600 38.020 | 13.240 20.400 5.163 4.411 4.000 0.806
Microondas 4 60 34.86 0.569 62.830 88.200 23.070 | 3.325 7.600 0.802 6.591 4.100 1.446
Microondas 4 90 56.24 0.357 87.390 92.000 35.690 | 6.306 8.000 1.154 - - -
Microondas 5 30 36.08 0.556 82.060 80.900 34450 | 8.933 17.900 2.929 3.051 1.200 0.440
Microondas 5 60 36.04 0.606 70.490 86.600 23.240 | 6.321 13.400 1.403 - - -
Microondas 5 90 48.31 0.285 67.780 100.000  29.690 - - - - - -
73.323 89.473 28.347




Tabla 43. Tamafio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag por sonicacion

PICO1 PICO 2 PICO 3
Z- - - .
wétovo  sistewa MO averase  pot | UL reusionp (dram) | (dvnm) INTENSIDAD (d"am) | (dvnm) INTENSIDAD. (d°nm)
Sonicacién 1 60 36.52 0.604 67.700 88.500 23.830 | 4.723 11.500 1.665 - - -
Sonicacion 1 240 41.89 0.516 71.680 91.800 31.050 | 4.331 8.200 0.892 - - -
Sonicacién 1 600 39.98 0.558 78.860 86.900 33.500 | 6.942 13.100 2.923 - - -
Sonicacion 2 60 27.78 0.675 61.990 85.300 25.300 | 4.169 14.700 1.251 - - -
Sonicacién 2 240 41.28 0.53 73.700 89.300 30.860 | 4.039 7.200 1.103 9.881 3.600 2.510
Sonicacion 2 600 40.34 0.531 74.240 88.300 29.590 | 6.352 11.700 1.696 - - -
Sonicacién 3 60 25.77 0.662 64.900 82.000 29.600 | 5.032 18.000 1.475 - - -
Sonicacién 3 240 3241 0.551 57.420 88.300 19.170 | 4.222 8.600 1.214 1.860 3.100 0.329
Sonicacién 3 600 34.38 0.614 75.500 82.800 26.460 | 7.646 17.200 1.659 - - -
Sonicacién 4 60 26.81 0.645 60.910 82.000 23.530 | 6.350 13.300 2.034 2.225 4.700 0.524
Sonicacién 4 240 27.25 0.652 65.980 81.000 32.340 | 3.210 10.300 0.664 13.090 8.700 3.261
Sonicacién 4 600 27.76 0.677 72.510 81.400 36.190 | 6.271 18.600 2.432 - - -
Sonicacién 5 60 32.66 0.526 56.350 90.900 22.960 | 3.075 9.100 0.754 - - -
Sonicacién 5 240 24.87 0.637 80.300 73.400 39.410 | 8.779 26.600 4.631 - - -
Sonicacién 5 600 28.55 0.692 69.140 82.700 24.290 | 6.497 17.300 1.578 - - -
68.745 84.973 28.538
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Tabla 44. Tamafio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag por bafio Maria

PICO1 PICO 2 PICO 3
Z- - - .

wéropo  ssrewa T aveeace ot | G wrensions (@om) | (@nm) INTENSIDAD (d"am) | (d"am) INTENSIDAD (6%nm)
Bafio Maria 1 60 37.53 0.509 67.260 90.500 30.510 | 4.267 9.500 1.270 - - -
Bafio Maria 1 240 38.83 0.472 61.890 91.000 21.780 | 4.072 6.900 1.134 1.366 2.100 0.370
Bafio Maria 1 600 46.84 0.447 71.710 93.300 30.100 | 4.733 5.500 0.889 | 4602.000 1.200 826.300
Bafio Maria 2 60 30.13 0.69 64.760 86.900 26.640 | 4.492 13.100 1.099 - - -
Bafio Maria 2 240 33.07 0.577 62.940 87.500 22.990 | 4.699 11.900 1.261 1.516 0.600 0.186
Bafio Maria 2 600 46.99 0.338 72.470 94.400 36.330 | 3.368 5.600 0.635 - - -
Bafio Maria 3 60 32.53 0.581 65.320 86.400 25.280 | 5.337 13.600 1.362 - - -
Bafio Maria 3 240 37.04 0.603 71.860 88.700 30.540 | 5.691 11.300 1.364 - - -
Bafio Maria 3 600 37.73 0.609 68.940 89.900 25.340 | 4.674 10.100 1.237 - - -
Bafio Maria 4 60 30.08 0.588 74.170 79.400 31.730 | 7.673 20.500 2.966 - - -
Bafio Maria 4 240 33.62 0.59 83.780 79.100 42.640 | 10.650 20.900 4.516 - - -
Bafio Maria 4 600 34.33 0.613 68.310 86.500 22.000 | 5.491 13.500 1.077 - - -
Bafio Maria 5 60 16.31 1 68.670 73.600 31.200 | 6.877 13.800 2.256 2.962 12.600 0.765
Bafio Maria 5 240 26.39 0.654 67.560 80.800 31.810 | 6.103 19.200 2.738 - - -
Bafio Maria 5 600 40.33 0.542 80.970 88.800 43.920 | 6.539 11.200 1.846 - - -

70.040 86.4533  30.187
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Tabla 45. Tamaiio de particula e indice de polidispersion de NP’s Ag a infusion

PICO1 PICO 2 PICO 3
Z- - - .
wéropo  ssrewa T aveeace ot | G wrensions (@om) | (@nm) INTENSIDAD (d"am) | (d"am) INTENSIDAD (6%nm)
Infusién 1 60 533.5 0.962 23.87 100.0 2.189 - - - - - -
Infusion 1 240 10.87 0.881 56.32 711 27.38 2.656 28.9 1.335 - - -
Infusién 1 600 10.69 0.861 57.54 70.5 28.83 2.755 29.5 1.199 - - -
Infusion 2 60 92.18 0.393 31.74 53.3 7.968 108.7 46.7 24.79 - - -
Infusién 2 240 83.66 0.312 54.06 79.7 11.79 7.083 14.2 1.608 2.435 6.0 0.4623
Infusion 2 600 29.60 0.681 91.35 66.4 45.76 19.53 16.8 5.605 3.511 14.4 1.690
Infusién 3 60 55.78 0.388 68.00 97.6 34.05 5369 24 328.9 - - -
Infusidn 3 240 77.03 0.287 52.36 85.6 11.24 5.993 14.4 1.142 - - -
Infusién 3 600 29.94 0.681 79.87 75.0 35.64 7.694 17.3 2.824 1.850 5.9 0.5144
Infusién 4 60 71.89 0.311 62.08 80.7 18.25 17.10 19.3 5.021 - - -
Infusién 4 240 65.02 0.289 60.29 83.2 18.90 10.67 9.5 2.948 4.790 7.4 0.9986
Infusién 4 600 61.52 0.334 61.88 82.5 18.12 8.914 17.5 2.509 - - -
Infusién 5 60 57.87 0.296 54.20 100.0 29.27 - - - - - -
Infusién 5 240 84.09 0.312 44.58 100.0 12.23 - - - - - -
Infusién 5 600 60.18 0.301 60.09 90.8 22.53 16.44 9.2 3.292 - - -
57.215 82.426 21.609
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10.7 ANEXO G

DATOS DE CORRELACION Y DISTRIBUCION DE TAMANO DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y ORO

Microondas Sistema 1 Segundo 30
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (F530 = 10 million
photans )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Microondas Sistema 2 Segundo 30
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data

Correlation Coefficient

.1 100 100000 100000000
Time (ps)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 1000t
Size (d.nm})

Raw Correlation Data

Correlation Coefficient

.1 100 100003 100000000
Time (us})

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0 ; ;
o1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm})
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Microondas Sistema 3 Segundo 30
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Microondas Sistema 4 Segundo 30
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Microondas Sistema 5 Segundo 30
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit errar high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Microondas Sistema 1 Segundo 60
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (9633 = 10 million
photans )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Raw Correlation Data
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Microondas Sistema 2 Segundo 60

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (F&17 = 10 million
photons )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Microondas Sistema 3 Segundo 60

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (8595 = 10 million
photons )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)
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Microondas Sistema 4 Segundo 60

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for curnulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (8252 = 10 million
photons )

* Measurement duration not set to automnatic

* Filter factor in research software not set to default
(50%)

Microondas Sistema 5 Segundo 60

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggestrely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Microondas Sistema 1 Segundo 90
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Microondas Sistema 2 Segundo 90
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (9255 = 10 million
photans )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)
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Microondas Sistema 3 Segundo 90
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (8257 = 10 million
photans )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Microondas Sistema 4 Segundo 90
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Microondas Sistema 5 Segundo 90
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Sonicador Sistema 1 Minuto 1
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis
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Sonicador Sistema 2 Minuto 1
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Sonicador Sistema 3 Minuto 1
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Sonicador Sistema 4 Minuto 1

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -

suggest rely on distribution analysis [ LR R R .
Cumulant fit errar high £
* Data quality too poor for cumulant analysis g 1Y) S AR R R RRRRREEEE :
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RESLUILT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis = P

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis
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Sonicador Sistema 1 Minuto 4

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (9162 = 10 million
photons )

* Measurement duration not set to automatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Sonicador Sistema 2 Minuto 4

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Sonicador Sistema 3 Minuto 4

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

=
©a

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

=
=2

Insufficient signal collected (8248 = 10 million
photons )

Correlation Coefficient
=
g

* Measurement duration not set to automatic o2
* Filter factor in research software not set to default : !
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Sonicador Sistema 4 Minuto 4
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydizperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis 1 T S G .
Cumulantfit errar high £
* Data quality too poor for cumulant analysis g Y:] RS Y P P :
* Sample too polydizperse for cumulant analysis § : : :
= 1 S e e :
Insufficient signal collected (7958 < 10 million £ : : :
phatons ) B opedo :
* Measurement duration not set to autornatic 8 : : :
* Filter factor in research software not setto default : !
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Sonicador Sistema 5 Minuto 4
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Sonicador Sistema 1 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Sonicador Sistema 2 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Sonicador Sistema 3 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Sonicador Sistema 4 Minuto 10

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

=
ca

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

=
&

Insufficient signal collected (9968 = 10 million
photons )

Correlation Coefficient
=
S

* Measurement duration not set to autornatic 02
* Filter factor in research software not setto default : !
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Sonicador Sistema 5 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis DBy crrrrrareenn S S .
Cumulant fit error high 5 T T S :
* Data quality too poor for cumulant analysis £ 08 . . !
* Sample too polydisperse for cumulant analysis § : : :
o R R R :
Insufficient signal collected (7526 < 10 million £ | : :
phatons ) Bopado :
* Measurement duration not setto automatic s : : :
* Filter factor in research software not setto default : :
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Bafio Maria Sistema 1 Minuto 1

RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis BBT e R R .

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis
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RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis 1 T S G .
Cumulant fit errar high £
* Data quality too poor for cumulant analysis g 1Y) S Y D R RRRRREEEE :
* Sample too polydizperse for cumulant analysis § : : :
= 7Y PEURUUR R I :
Insufficient signal collected (9345 < 10 million £ | : :
photons ) Booado N :
* Measurement duration not set to automatic s : : :
* Filter factor in research software not setto default : !
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Bafio Maria Sistema 3 Minuto 1
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Bafio Maria Sistema 4 Minuto 1
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data

(13 T T :
17 SEREREERERR AR TR :

Bdf o EEERIRERTRTERTS R RIS :

Correlation Coefiicient

pzdo L Y T :

0.1 100 100000 100000000

Time (ps)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

o1 1 10
Size (d.nm})

100 1000 10000

Raw Correlation Data

DB e R R .

Correlation Coefficient

100000 100000000

Time (pg)

01 100

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
o

o1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

123




Bafio Maria Sistema 5 Minuto 1

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydizperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (9655 = 10 million
photons }

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

FPolydispersity index is very high {1.)

*Sample is very polydisperze and may not be
suitable for DLS measurements

* Sample contains large particlesfaggregates/dust

Bafio Maria Sistema 1 Minuto 4

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Bafio Maria Sistema 2 Minuto 4
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Bafio Maria Sistema 3 Minuto 4
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Bafio Maria Sistema 4 Minuto 4

RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis 1 LR R R .

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Correlation Coefficient
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Bafio Maria Sistema 5 Minuto 4
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too polydisperse for curnulant analysis -
suggest rely on distribution analysis
Cumulantfit errar high £
* Data quality too poor for cumulant analysis £
* Sample too polydizperse for cumulant analysis §
=
Insufficient signal collected (8803 = 10 million %
photons } e
* Measurement duration not setto automatic S
* Filter factor in research software not set to default : : !
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Bafio Maria Sistema 1 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (8385 = 10 million
photans )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Bafio Maria Sistema 2 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Insufficient signal collected (9178 = 10 million
photons )

* Measurement duration not set to autornatic

* Filter factor in research software not setto default
(50%)

Raw Correlation Data
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Bafio Maria Sistema 3 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Bafio Maria Sistema 4 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydizperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Bafio Maria Sistema 5 Minuto 10
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydizperse for cumulant analysis

Infusidn Sistema 1 Minuto 1
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Multimodal fit error high
* Data quality too poor for distribution analysis
* Sample too polydisperse for distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Caorrelation function intercept out of range

* Sample contains very large particles and may not
be suitable for DLS measurements

* Sample concentration too high {multiple
=cattering)

*Sample concentration too low

* Sample fluorescence

*Sample absorbance {coloured samples)

Polydispersity index is very high {(962)

* Sample is very polydisperse and may not be
suitable for DLS measurements

* Sample contains large pariclesfaggregates/dust

Raw Correlation Data
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Infusidn Sistema 2 Minuto 1
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulantfit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse far cumulant analysis

Insufficient signal collected (3300 = 10 million
photons )

* Measurement duration not setto automatic

* Filter factor in research software not set to default
(50%)

Infusidn Sistema 3 Minuto 1
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poar for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Infusidn Sistema 4 Minuto 1

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -

zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis

* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Infusidn Sistema 5 Minuto 1

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -

=zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis

*Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Infusién Sistema 1 Minuto 4
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poar for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

FPolydispersity index is very high {.881)

* Sample is very polydisperse and may not be
suitable for DLS measurements

* Sample contains large pariclesfaggregates/dust

Infusidn Sistema 2 Minuto 4
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Multimodal fit error high
* Data quality too poor for distribution analysis
*Sample too polydisperse for distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Raw Correlation Data
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Infusién Sistema 3 Minuto 4
RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Multimodal fit error high

* Data quality too poor for distribution analysis
* Sample too polydizperse for distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Infusidn Sistema 4 Minuto 4
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperze for cumulant analysis
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Infusidn Sistema 5 Minuto 4
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Infusién Sistema 1 Minuto 10
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
=zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Polydispersity index is very high {.861)

*Sample is very polydisperse and may not be
suitable for DLS measurements

* Sample contains large particles/aggregates/dust
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Infusidn Sistema 2 Minuto 10
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Infusién Sistema 3 Minuto 10
RESULT DOES MOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
zuggest rely on distribution analysis

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Infusidn Sistema 4 Minuto 10

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
=zuggest rely on distribution analysis

Cumulantfit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis

Infusién Sistema 5 Minuto 10

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA

Sample too polydisperse for cumulant analysis -
=zuggest rely on distribution analysis

Cumulantfit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
*Sample too polydisperse for cumulant analysis
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Nanoparticulas de plata sintetizada por Microondas durante 90 segundos y aislada utilizando el
sistema 3.

RESULT MEETS QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
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Nanoparticulas de oro sintetizadas por Microondas durante 90 segundos y aisladas utilizando el
sistema 3.

RESULT DOES NOT MEET QUALITY CRITERIA
Raw Correlation Data
Sample too palydisperse for cumulant analysis -
suggest rely on distribution analysis Qoo e . :

Cumulant fit error high
* Data quality too poor for cumulant analysis
* Sample too polydisperse for cumulant analysis

Inrange figure is low {90%)

* Presence of large or sedimenting particles
* Sample fluorescence

* Sample absorbance (coloured samples)
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10.8 ANEXO |
ANOVA-MULTIFACTORIAL

Tabla 46. Tabla de Medias por Minimos cuadrados para longitud de onda con intervalos de confianza del 95.0%

ERROR LIMITE LIMITE
NIVEL CASOS  MEDIA EST. INFERIOR SUPERIOR

MEDIA GLOBAL 60.0 443.8
METODO
Bafio Maria 15.0 439.4 5.8 427.8 451.0
Infusién 15.0  455.2 8.7 437.8 472.7
Microondas 15.0 4333 7.8 417.7 449.0
Sonicacién 15.0 447.4 5.4 436.5 458.2
VOLUMEN
1 12.0 4383 1.8 434.7 442.0
2 12.0 4417 1.8 438.0 445.3
3 12.0 4447 1.8 441.0 448.3
4 12.0 4475 1.8 443.8 451.2
5 12.0  447.0 1.8 4433 450.7
TIEMPO
30 5.0 4463 3.4 439.4 453.2
60 20.0 445.1 1.4 442.3 447.9
90 50  439.9 3.4 433.0 446.8
240 15.0 444.4 1.7 441.0 447.8
600 15.0 443.4 1.9 439.6 447.2

Tabla 47. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por método (Método: 95.0 porcentaje LSD)
METODO CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

Microondas 15 433.3 7.8 X
Bafio Maria 15 4394 5.8 X
Sonicacion 15 447 .4 5.4 X
Infusién 15 455.2 8.7 X
CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES
Bano Maria - Infusion -15.8 28.2
Bano Maria - Microondas 6.0 7.8
Bano Maria - Sonicacidn -8.0 21.4
Infusion - Microondas 21.9 32.8
Infusion - Sonicacién 7.9 8.1
Microondas - Sonicacion -14.0 26.1

* indica una diferencia significativa.
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Tabla 48. Pruebas de Multiple Rangos para longitud de onda por tiempo (Método: 95.0 porcentaje LSD)
TIEMPO CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

90 5 439.9 3.4 X
600 15 443.4 1.9 X
240 15 444 .4 1.7 X
60 20 445.1 14 X
30 5 446.3 3.4 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

30-60 1.2 7.3
30-90 6.4 7.3
30-240 1.9 8.6
30 - 600 2.9 8.9
60 - 90 5.2 7.3
60 - 240 0.7 4.5
60 - 600 1.7 5.2
90 - 240 -4.5 8.6
90 - 600 -3.5 8.9
240 - 600 1.0 4.4

* indica una diferencia significativa.

Tabla 49. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para absorbancia con intervalos de confianza del 95.0%

ERROR LIMITE LIMITE

NIVEL CASOS  MEDIA EST. INFERIOR SUPERIOR
MEDIA GLOBAL 60 1.2
METODO
Bafio Maria 15 2.3 0.5 1.3 3.4
Infusién 15 -0.6 0.8 -2.2 1.0
Microondas 15 2.5 0.7 1.1 4.0
Sonicacion 15 0.5 0.5 -0.5 1.5
VOLUMEN
1 12 0.7 0.2 0.3 1.0
2 12 1.3 0.2 1.0 1.7
3 12 1.6 0.2 1.3 2.0
4 12 1.2 0.2 0.9 1.6
5 12 1.2 0.2 0.8 1.5
TIEMPO
30 5 1.1 0.3 0.5 1.8
60 20 0.9 0.1 0.7 1.2
90 5 1.6 0.3 0.9 2.2
240 15 1.1 0.2 0.8 14
600 15 1.3 0.2 1.0 1.7
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Tabla 50. Pruebas de Multiple Rangos para absorbancia por tiempo (Método: 95.0 porcentaje LSD)
TIEMPO CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

60 20 0.9 0.1 X
240 15 11 0.2 X
30 5 11 0.3 X
600 15 13 0.2 X
90 5 1.6 0.3 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

30-60 0.2 0.7
30-90 -0.4 0.7
30 - 240 0.0 0.8
30 - 600 -0.2 0.8
60 - 90 -0.6 0.7
60 - 240 -0.2 0.4
60 - 600 -0.4 0.5
90 - 240 0.5 0.8
90 - 600 0.2 0.8
240 - 600 -0.2 0.4

* indica una diferencia significativa.

Tabla 51. Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para tamafio con intervalos de confianza del 95.0%

ERROR LIMITE LIMITE

NIVEL CASOS  MEDIA EST. INFERIOR SUPERIOR
MEDIA GLOBAL 60 69.8
METODO
Bafio Maria 15 75.0 9.7 55.5 94.5
Infusién 15 57.8 14.5 28.5 87.0
Microondas 15 75.9 13.1 49.6 102.2
Sonicacion 15 70.4 9.1 52.2 88.7
VOLUMEN
1 12 64.3 3.1 58.1 70.5
2 12 70.5 3.1 64.4 76.7
3 12 71.6 3.1 65.5 77.8
4 12 73.2 3.1 67.0 79.4
5 12 69.3 3.1 63.1 75.4
TIEMPO
30 5 73.4 5.8 61.8 85.0
60 20 60.3 2.4 55.6 65.1
90 5 75.9 5.8 64.2 87.5
240 15 65.6 2.8 59.9 71.3
600 15 73.7 3.2 67.4 80.1
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Tabla 52. Pruebas de Muiltiple Rangos para tamafio por método (Método: 95.0 porcentaje LSD)
METODO CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

Infusién 15 57.8 14.5 X

Sonicacion 15 70.4 9.1 X

Bafio Maria 15 75.0 9.7 X

Microondas 15 75.9 13.1 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

Bafio Maria - Infusion 17.2 47.3
Bano Maria - Microondas -0.9 13.0
Bano Maria - Sonicacién 4.6 35.9
Infusién - Microondas -18.2 55.1
Infusion - Sonicacion -12.7 13.5
Microondas - Sonicacion 5.5 43.9

* indica una diferencia significativa.

Tabla 53. Pruebas de Muiltiple Rangos para tamafo por volumen (Método: 95.0 porcentaje LSD)

VOLUMEN CASOS MEDIALS SIGMALS GRUPOS HOMOGENEOS

1 12 64.3 3.1 X

5 12 69.3 3.1 XX
2 12 70.5 3.1 XX
3 12 71.6 3.1 XX
4 12 73.2 3.1 X

CONTRASTE SIG. DIFERENCIA +/- LIMITES

1-2 -6.2 7.9
1-3 -7.3 7.9
1-4 * -8.9 7.9
1-5 -4.9 7.9
2-3 -1.1 7.9
2-4 -2.7 7.9
2-5 1.3 7.9
3-4 -1.6 7.9
3-5 2.4 7.9
4-5 4.0 7.9

* indica una diferencia significativa.
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