Universidad Auténoma de Querétaro
Facuitad de Quimica
Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Extractos de piel plateada de café para el desarrolio de nanoparticulas de plata”

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
Maestro en Ciencia y Tecnologia de los Alimentos

Presenta: .
1.Q. Al. Cynthia Alicia Téllez Barron

Dirigido por:
Dra. Sandra Olimpia Mendoza Diaz

SINODALES
ra O Men faz
Presidente

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia
Secretario

H Iturmi

Vocal

Dr. Emilio Alvarez Parrilla
Suplente

Dr. Luis Arturo Godinez Mora-Tovar
Suplente

MSP Sergio Pacheco Hemandez Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia.
Director de la Facultad Director de Investigacion y Posgrado

Centro Universitario
Querétaro, Qro, Diciembre, 2017



RESUMEN

El café es un producto alimenticio de importancia global debido a su alto consumo.
Durante los procesos industriales para la obtencion de café tostado y café soluble
se generan diferentes tipos de desechos, los mas importantes son el café gastado
y la piel plateada de café. Estos residuos representan una fuente de
contaminacién ambiental debido a su alta carga de materia organica y a la
presencia de sustancias toxicas para las plantas y microorganismos del suelo. Sin
embargo, en su composicién poseen una gran cantidad de compuestos fendlicos
que pueden ser utilizados para la sintesis verde de nanoparticulas de plata, lo cual
representa una alternativa sustentable y a amigable con el medio ambiente. Hoy
en dia las nanoparticulas de plata (AgNPs) son utilizadas en las industrias médica,
textil y alimenticia porque poseen actividad antimicrobiana contra baterias Gram
positivas y negativas. En este trabajo se propusé la sintesis verde a partir de
extractos de piel plateada de café de nanoparticulas de plata estables y con
actividad microbiologica. Se obtuvieron cuatro diferentes tipos de extractos
acuoso-etandlicos a partir de piel plateada de café a los cuales se les evalud la
capacidad antioxidante usando los ensayos de ABTS, DPPH y Folin Ciocalteu, y
su perfil quimico fue determinado por HPLC/ DAD y UPLC-MS. Las AgNPs fueron
sintetizadas con los extractos ricos en acido clorogénico. Se empleo
espectroscopia UV-Vis para confirmar la formacion del plasmén de superficie en el
rango caracteristico para este tipo de material. Se evalué la influencia de la
concentracion del extracto, la temperatura, el tiempo de reaccion y el pH sobre el
proceso de sintesis de las AgQNPs y se observé una mayor velocidad de formacién
a pH basico. Mediante espectroscopia FTIR se observo que los grupos funcionales
de los compuestos antioxidantes pueden participar en la formacién de
nanoparticulas de plata. Se sintetizaron nanoparticulas esféricas e irregulares a
partir de los cuatro extractos de piel plateada de café y tuvieron un diametro menor
a 100 nm. Las nanoparticulas sintetizadas a partir del extracto C presentaron la
mayor actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y Listeria monocytogenes.

Palabras clave: Piel plateada de café, nanoparticulas de plata, sintesis verde,

actividad antimcrobiana.
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SUMARY

Coffee is a food product of global importance due to its high consumption. During
the industrial processing of roasted and soluble coffee different types of waste are
generated, the most important are: the spent and the silver skin of coffee. These
residues represent a source of environmental pollution because its high load of
organic material and the presence of toxic to plants and soil microorganisms.
However, its composition has a large number of phenolic compounds that can be
used for green synthesis of silver nanoparticles, which represents a sustainable
and friendly alternative for environment. Nowadays silver nanoparticles (AgNp) are
widely used in the food, textile and medical industry; because they possess
antimicrobial  activity against positive and negative Gram bacteria.
In this work, green synthesis of stable silver nanoparticles with antimicrobial activity
was proposed using silver-skin coffee extracts. Four different types of aqueous-
ethanol extracts were obtained from the silver skin of coffee, which were evaluated
for their antioxidant capacity using the Folin Ciocalteu, ABTS and DPPH assays,
and their chemical profile was determined by HPLC/DAD and UPLC-MS. AgNPs
were synthesized with the extracs, rich in chlorogenic acid. UV-Vis spectroscopy
was used to confirm the formation of the surface plasmon in the characteristic
range for this type of material. The influence of the concentration of the extract, the
temperature, the reaction time and the pH on the synthesis process of the AgNp
were evaluated, observing that at basic pH the formation of AgNp was very fast.
Fourier transform infrared spectra revealed that the funcional groups of antioxidant
compounds may coordinate or complex into silver nanoparticles. Spherical and
irregular shaped nanoparticles were synthetized from the four extracts of coffee
silver skin and have a diameter <100 nm. The nanoparticles syntethized from the
extract C have the greatest antimicrobial activity against Escherichia coli and
Listeria monocytogenes.

Keywords: Coffee silver skin, silver nanoparticles, green synthesis,

antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

El café es un producto alimenticio de gran importancia debido a su alto
consumo e impacto en la economia global, generandose grandes cantidades de
residuos industriales durante su procesamiento. Las companias de café producen
anualmente mas de 2 millones de toneladas de subproductos principalmente el
café utilizado (CU) y la piel plateada (PP) (Jiménez-Zamora et al., 2015). El café
utiizado es el residuo de sdlidos obtenido durante la preparacion de café
instantaneo, mientras que la PP es el tegumento que cubre al grano de café, la
cual es removida por completo como resultado del proceso de tostado de los
granos (Machado et al., 2012). Durante éste proceso el residuo de piel plateada de
café puede llegar a representar hasta el 3% en peso del grano de café (Murthy &
Madhava, 2012).

Estos residuos generados durante el procesamiento del café representan
serios problemas ambientales ya que son altamente contaminantes para las
tierras, debido a la presencia de compuestos organicos que generan una alta
demanda quimica de oxigeno, entre ellos la cafeina y los polifenoles, que resultan
téxicos para plantas y microorganismos (Nabais et al., 2008, Mussatto et al., 2011;
Cruz et al., 2012; Ricardo et al., 2013; Silva et al., 1998). La PP es desechada
debido a la falta de una metodologia efectiva para su uso, en algunos paises es
empleada como fertilizante o simplemente quemada (Machado et al., 2012). Esto
ultimo conlleva a un efecto negativo sobre el medio ambiente, por lo cual la
transformacién de este subproducto para la obtencién de productos valiosos para

otros propositos es sumamente atractiva.

De acuerdo a diversos estudios se conoce que la PP posee una alta
concentracion de fibra dietaria soluble, ademas contiene: celulosa, hemicelulosa,
proteinas, grasas, polifenoles, minerales y productos formados por la reaccién de
Maillard durante el proceso de tostado, como las melanoidinas (Borrelli et al.,

2004). Estos compuestos presentan diferentes propiedades como actividad



antioxidante, actividad prebidtica y accion inhibitoria sobre la enzima
hialuronidasa; también se ha reportado su uso para realizar fermentaciones en
estado sélido (Borrelli et al., 2004; Narita & Inouye, 2014).

En investigaciones realizadas sobre la capacidad antioxidante de la PP se
ha demostrado que los extractos metandlicos y acuosos poseen actividad
antioxidante (Pourfarzad et al., 2013); la cual depende de la temperatura y tiempo
de extraccion (Costa et al., 2014; Narita & Inouye, 2012; Pourfarzad et al., 2013).

Actualmente se ha generado un gran interés en el uso de extractos de
plantas para la biosintesis de nanoparticulas de metales, debido a la gran
disponibilidad de las plantas, representando una alternativa sustentable, de bajo

costo, efectiva y amigable con el ambiente.

Los extractos de las plantas pueden actuar como agentes reductores y
estabilizadores de la reaccidn en la sintesis de las nanoparticulas debido a la
presencia de biomoléculas como proteinas, aminoacidos, vitaminas, polisacaridos,
acidos organicos, etc. (Iravani, 2011). Los estudios realizados hasta el momento
se han enfocado principalmente en la biosintesis de nanoparticulas de oro (Coman
et al., 2014; Sharma et al., 2012; Singh et al., 2016) y plata (Dhand et al., 2016;
Espenti et al., 2016; Rao et al., 2016).

Las nanoparticulas de plata son importantes debido a las propiedades
antibacteriales de la plata cero-valente y a la facil reducciéon de las sales de plata

(I) a plata cero-valente.

Es por lo anteriormente mencionado que el objetivo de este estudio fue
analizar la capacidad de extractos de la piel plateada del café como agente

reductor en la sintesis de nanoparticulas de plata.



1. MARCO TEORICO

1.1 Café

El café es el producto alimenticio mas importante del mundo debido a su
impacto en la economia, es el segundo producto comercializado en el mundo
después del petréleo. La bebida de café es ampliamente consumida y consiste en
una infusion preparada a partir de los granos molidos y tostados (Esquivel &
Jiménez, 2012a). La Organizacion Internacional del Café estima que la produccion
mundial de café durante 2015-2016 corresponde a 8.6 millones de toneladas y el
consumo reportado durante 2014 fue de 9 millones de toneladas (ICO, 2016). En
México durante 2015-2016 la produccién corresponde a 234 mil toneladas y el

consumo es de 144 mil toneladas, segun lo reportado por la ICO (2016).

Las especies de café son arbustos de hoja perenne o arboles pequenos
originarios de las montafias de Etiopia que pertenecen a la familia botanica
Rubiaceae y el género Coffea (Patay et al., 2016). El café se cultiva principalmente
en areas tropicales y subtropicales a una altitud de 200-1200 m, en un area entre
25° N de latitud y 25° S de latitud, conocida como el “cinturén del café” (Narita &
Inouye, 2014; Patay et al., 2016).

Las principales especies cultivadas para la produccion de café son: el
Coffea arabica, conocido como café arabica el cual representan aproximadamente
el 75% de la produccion global y el Coffea canephora, conocido como café robusta
que representa el 24% de la produccién global (Narita & Inouye, 2014). Durante
2015 el mayor importador de café fue la Union Europea, seguido de Estados
Unidos y Japon. En el mismo afo Brasil es el pais que encabeza la lista de

exportaciones, seguido de Vietnam y Colombia (I0C, 2016).



1.2 Estructura del café

El fruto de café (también llamado baya o cereza) posee una superficie lisa,
piel exterior dura o pericarpio, los frutos inmaduros generalmente son de color
verde, pero se vuelven rojo-violeta o rojo oscuro al madurar (incluso amarillo o

naranja en genotipos particulares) (Esquivel & Jiménez, 2012b) .

El fruto de café denominado también cereza del café (Figura 1), es ovalado
y mide aproximadamente 10 mm, este fruto esta constituido por varias capas
(Narita & Inouye, 2014). Una de ellas es el pericarpio, el cual cubre la pulpa
amarillenta, fibrosa y dulce o mesocarpio exterior. La siguiente es una capa
translucida, incolora, delgada, viscosa, altamente hidratada de mucilago, también
conocida como capa de pectina. Después se encuentra el pergamino o endocarpio
amarillento y finalmente, la piel plateada cubre cada hemisferio del grano de café o

endospermo (Esquivel & Jiménez, 2012a).

Granos de café verde

Piel
plateada
\

Endocarpio
(pergamino)

Epicarpio
(Piel externa)

Figura 1. Seccion tipica de una cereza de café.

Adaptado de Narita & Inouye, 2014.



1.3 Procesamiento del café

Los granos de café verde generalmente son obtenidos mediante dos
procesos: la purificacion y el trillado. Para el proceso de purificacion se emplean
dos métodos; uno en humedo (Figura 2) y el otro en seco. En ambos procesos la
piel externa, la pulpa, la capa de pectina y el pergamino son completamente
removidos del grano de café verde. Sin embargo, una porcion de la piel plateada

(PP) del café permanece en el grano de café verde después del tratamiento.

Cereza del cafe

\

Remocion ‘ — .| Capaexterna

mecénica g y pulpa

Granos en pergamino
mucilaginosos

Fermentacion Ik > Mucilago
) - . remanente
A
Granos en pergamino
' ™\
Descascarado — g - .
& > Pergamino
secado
4 N \_ v,
Grano crudo
4 N
Tostado I »| Piel plateada
4 - N \ g
Grano tostado de
café

\ »

Figura 2. Esquema de produccion de la piel plateada de café a partir del proceso
hamedo.
Adaptado de Borrelli et al., 2004.




En el método seco, el fruto de café entero (cereza) es secado junto con la
pulpa y mucilago, mientras que en el método humedo se requiere de la remocién
de la pulpa y el mucilago antes del secado del fruto (estado pergamino). La
calidad del producto humedo es mayor a la del producto seco, esto debido a que
durante el proceso de fermentacion que se lleva a cabo en agua se emplean

temperaturas mas bajas (Napolitano, et. al., 2007).

Para el tostado de los granos se emplea calor seco con temperaturas entre
200 - 300°C y agitacion constante, para asegurar un calentamiento uniforme. En
estas condiciones ocurren cientos de reacciones quimicas como las reacciones de
Maillard y Strecker, asi como la degradacion de proteinas, polisacaridos,
trigonelina y acidos clorogénicos (Napolitano et al., 2007); también algunos de los
azucares son transformados a CO; y otros caramelizados, contribuyendo al sabor

y color del café tostado (Narita & Inouye, 2014).

Como parte de este proceso se genera la piel plateada (Figura 2), el unico
subproducto del proceso de tostado de los granos en grandes cantidades por los

tostadores de café a gran escala (Narita & Inouye, 2014).

El café obtenido mediante cualquiera de los dos procesos es consumido por
la poblacién y su composicién quimica y efectos sobre la salud han sido

ampliamente utilizados.

1.4 Composicion del café

El café contiene minerales que pueden proporcionar hasta el 8% de la
ingesta diaria de Cr y puede ser una fuente natural de Mg; una media de 63.7
mg/taza (100mL) ha sido reportada (Napolitano et. al., 2007; Patay et al., 2016).
Ademas contiene acido clorogénico, acido ferulico, acido cafeico, acido sinapico,
acido nicotinico, trigonelina, acido quinolinico, acido tanico, acido pirogalico,

kaempferol, entre otros (Patay et al., 2016).



Se ha demostrado que los compuestos presentes en el café tienen
diferentes tipos de actividades como: antioxidantes, hepatoprotectivas,

antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias e hipolipidémicas (Patay et al., 2016).

Cabe resaltar que el café es la mayor fuente de acidos clorogénicos en la
dieta humana, entre ellos algunos subgrupos de isdmeros como los acidos
cafeilquinicos, acidos dicafeilquinicos, acidos feruloilquinicos (Hecimovi¢ et al.,
2011). Los principales acidos presentes en el café verde son el 3-,4-, y 5- acido
cafeoliquinico (3-,4-, y 5-CQA), 3,4-, 3,5-, y 4,5- acidos dicafeoilquinico (3,4-, 3,5-
y 4,5-, DCQA), y 3-4-, y 5- acidos feruloiquinicos (3-,4-, y 5-FQA), entre otros.
Otros compuestos bioactivos encontrados en el café verde son las metilxantinas:
cafeina, teobromina y la teofilina, siendo la cafeina el principal alcaloide presente

en el café (Baeza et al., 2014).

1.6 Composicion quimica de la piel plateada de café

La piel plateada (PP) de los granos de café contiene varias clases de
compuestos: acidos fendlicos, diterpenos, xantinas, fibra dietaria, grasas, ceniza y
precursores de vitaminas. Otro compuesto que debe ser considerado en la PP del
café es el 5-hidroximetil furfural (HMF), formado durante el tostado del café (Del
Campo, 2010), el cual es citotoxico, irrita los ojos, la piel y las membranas

mucosas a altas concentraciones (Rodrigues et al., 2015).

1.5.1 Fibra dietaria

La PP del café tiene un alto contenido de fibra dietaria (50-60%), de la cual
el 15% es soluble y el 85% insoluble. El contenido de fibra dietaria es mas alto que
en otras plantas alimenticias como la manzana (28.43%), brocoli (28.94%), col
(22.41%), zanahoria (28.4%), salvado de trigo (41.97%), salvado de avena
(28.60%) y papa (2.85%). La PP del café contiene aproximadamente 30% de

lignina, y los polisacaridos son 17.8% de glucano, 4.7% de xilano, 2% de



arabinano, 3.8% de galactano y 2.6% de manano. El bajo contenido de
monosacaridos es un posible efecto del bajo contenido de azucares reductores
(Narita & Inouye, 2014).

1.56.2 Proteina, grasas y cenizas

La PP de café contiene proteina (16.2-19.0%), grasa (1.56-3.28), cenizas,
(7%), cafeina (0.81-1.37%) y su composicién mineral no ha sido dilucidada aun.
Los contenidos de cafeina de la PP son menores que en el grano de café (1-3%
en grano). En un estudio realizado por Napolitano et al. (2007) se investigaron 7
tipos de PP provenientes de diferentes areas de cultivo y especies, las cuales
difieren en su contenido de proteina, grasas, carbohidratos, azucares reductores,
cafeina, fibra dietaria total, fibra dietaria insoluble y fibra dietaria soluble,
encontrando que no existia una correlacidon significativa entre la variedad
geografica, las condiciones de cultivo y su composicion quimica (Narita & Inouye,
2014).

En el composicion de la PP del café.
Cuadro 1. Composicion nutricional de la piel plateada de café (g por 100g).
se muestra una recopilacion de resultados obtenidos de la composicion de la PP

del café.

Cuadro 1. Composicién nutricional de la piel plateada de café (g por 1009).

PP
Componente 5
*A . *B %*C . *C _*
- Arabica Canephora*~ | Arabica
Proteinas 18.6+0.6 | 18.6+0.3 17.9-190 | 184-19.0 | 16.2
Grasas 22401 | 2.2+05 250-292 | 156-328 | NA.
Carbohidratos 621416 | 651412 | 47.0-805 | 346-52.0 | NA.




N.A.

Azucares reductores 0.2+£0.01 N.A. N.D. N.D.

Humedad 7.3+04 | 7.1%+0.2 N.A. N.A. 4.7
Minerales (Cenizas) 7.0£0.2 | 7.0£0.2 N.A. N.A. N.A.
Cafeina N.A.2 N.A. 0.81-1.37 | 0.83-1.16 | N-A.
Ocratoxina A <4 ppb N.A. N.A. N.A. N.A.
Fibra total dietaria 62.4+0.6 | 62.4+0.5 | 53.4-69.2 | 56.4-659 | NA.
Fibra insoluble dietaria | 53.7£0.2 | 53.7£0.4 | 485-64.2 | 50.1-60.7 | N-A.
Fibra soluble dietaria 8.8£0.4 | 8.8+0.6 4.9-9.3 5.0-6.3 N.A.
Glucano N.A. N.A. N.A. N.A. 17.8
Xilano N.A. N.A. N.A. N.A. 4.7
Arabinano N.A N.A. N.A. N.A. 2.0
Galactano N.A. N.A. N.A. N.A. 3.8
Manano N.A. N.A. N.A. N.A. 26
Lignina N.A. N.A N.A. N.A. 30.2
Grupos acetilo N.A. N.A. N.A. N.A. 3.0
Extractivos N.A. N.A. N.A. N.A. 15.0

N.A. No aplica. N.D. No detectada

De Borelli et al., 2004 y Napolitano et al., 2006 (A); Pourfarzad et al., 2013 (B);
Napolitano et al., 2007 (C) and Mussatto et al., 2012 (D).
Adaptada de Narita & Inouye, 2014.




1.6 Extractos de piel plateada de café

Investigaciones han demostrado que los rendimientos de extraccion de
solidos solubles obtenidos a partir de la PP mediante la extraccion acuosa
cambian con la temperatura de extracciéon. En un estudio realizado por Narita e
Inouye (2012) reportaron que los rendimientos de extraccién a 25°C y 80°C fueron
de 16% (p/p en materia seca) y 19% (p/p en materia seca), respectivamente.
Furusawa y colaboradores (2011) reportaron que las cantidades de azucares
totales en el extracto acuoso de la PP fueron de 29.5% (p/p en la materia seca) y
que el extracto contenia polisacaridos acidos. Se sugiere que estos polisacaridos

son sustancias pécticas porque estas tienes un alto contenido de acido uroénico.

1.6.1 Actividad antioxidante de la piel plateada de café

Diversos estudios han demostrado que los extractos de la PP de café
poseen capacidad antioxidante, por ejemplo Borrelli y colaboradores en 2004
reportaron que extractos metandlicos de la PP de café evaluados mediante el
ensayo de ABTS poseen una capacidad de captacion de radicales similar a la del

salvado de trigo, el cual es conocido por tener una alta actividad antioxidante.

Otro estudio realizado por Narita & Inouye (2012), permitié encontrar que al
aumentar la temperatura de extraccion se incrementaba la actividad antioxidante
determinada por los métodos de DPPH y H-ORAC.

La capacidad antioxidante del extracto acuoso de PP a 25° C, determinada
por el método H-ORAC de 354 umol TE/g de extracto es superior a los valores
obtenidos de frutas como arandano, ciruela, frambuesa, manzana y naranja; y
vegetales como zanahoria, pimiento verde y espinacas los cuales tienen valores
de 5-70 umol TE/g (Narita & Inouye, 2014).
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1.7 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son agregados de atomos de 1-100 nm (EI-Nour, et al.,
2010), son de gran interés debido a su pequefio tamafo y gran area superficial, lo
cual le proporciona propiedades fisicas y quimicas diferentes con respecto al
material en su estado natural con la misma composicion quimica, por ejemplo,
propiedades mecanicas, biolodgicas y estéricas, actividad catalitica, conductividad

eléctrica y térmica y punto de fusion. (Iravani, 2011).

La sintesis de nanoparticulas metalicas es un area activa de investigacion
académica y de aplicacion en nanotecnologia. Existen una gran variedad de
procedimientos quimicos y fisicos para la sintesis de nanoparticulas metalicas.
(Thakkar et al., 2010)

1.7.1 Métodos de sintesis

Los métodos para sintetizar nanoparticulas se pueden clasificar de acuerdo
a su tipo de enfoque en: “de arriba hacia abajo” o de “abajo hacia arriba”. En la
sintesis de arriba hacia abajo las nanoparticulas se producen a partir de la
reduccién del tamafio de un material de partida adecuado, esta reduccion se lleva
a cabo con diversos tratamientos quimicos y fisicos; por ejemplo: técnicas
litograficas (UV, haz de electrones o iones), ablacién laser, campos ultrasonicos,
técnicas mecanicas (molienda mecanica, lijado, pulido). Los métodos de arriba
hacia abajo pueden producir imperfecciones en la estructura superficial y
representa su mayor limitacion debido a que la superficie quimica y otras
propiedades fisicas de las nanoparticulas son altamente dependientes de la
estructura superficial (Mittal et al., 2013a; Rotello, 2012).

En la sintesis de abajo hacia arriba, las nanoparticulas son construidas a

partir de formas (particulas) mas pequefas, por ejemplo mediante la union de
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atomos y moléculas. La produccion de nanoparticulas bajo este enfoque se realiza
por precipitacién quimica/electroquimica, condensacion atémica/molecular, entre
otros; aunque se lleva a cabo principalmente mediante sintesis quimica y
biolégica. El posible mecanismo de formacion de las nanoparticulas considerando

este enfoque se muestra en la Figura 3 (Mittal et al., 2013a).

Reduccion
M* >

)

Agentes bioreductores (enzimas,
proteinas, flavonoides,
terpenoides, cofactores, etc.)

o NEARY Crecimiento
\nr/‘ ~ -
\w)\"/&/
w I\

\_/\_/

Estabilizacion

Figura 3. Mecanismo de sintesis de nanoparticulas.

Adaptado de Mittal et al., 2013

Entre los métodos empleados para la sintesis de nanoparticulas uno de los
mas simples involucra la reduccion de la sal metalica tetrafluoroborato de plata
(AgBF4) con borohidruro de sodio (NaBH4) en agua. También existe un método
electroquimico el cual involucra la electro-reduccion del nitrato de plata (AgNO3)
en una solucion acuosa en presencia de poli etilenglicol. Ademas posteriormente a
este método de sintesis se requiere de su estabilizacidn mediante la adicion de

agentes coloidales protectores (Prabhu & Poulose, 2012).
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1.7.1.1 Sintesis verde

Las técnicas para obtener nanoparticulas usando reactivos de origen
natural como vitaminas, azucares, extractos de plantas, polimeros biodegradables
y microorganismos como agentes reductores y estabilizantes pueden ser
consideradas una alternativa atractiva para la nanotecnologia. De los materiales
anteriormente mencionados, los materiales basados en plantas parecen ser los
mejores candidatos para la biosintesis de nanoparticulas a gran escala. Se cree

que el agente clave en esta sintesis son los polifenoles (Kharissova et al., 2013).

Los microorganismos son capaces de sintetizar nanoparticulas, pero la
velocidad de sintesis es lenta y se limita a un numero de formas y tamafos. En la
actualidad los hongos estan ganando popularidad como nano-fabricas para la
sintesis verde de nanoparticulas. En general, los materiales bioldgicos
proporcionan un método ambientalmente amigable para producir materiales
eliminando la necesidad de usar reactivos toxicos y peligrosos (Kharissova et al.,
2013).

La sintesis verde de nanoparticulas proporciona una ventaja sobre otros
métodos ya que es simple, costo-efectiva, reproducible y comiunmente resulta en
materiales mas estables, reduce el impacto ambiental comparado con los métodos
de produccion fisicoquimica, si no también puede ser usada para producir grandes
cantidades de nanoparticulas que estan libres de contaminacion y tienen un

tamafio y morfologia bien definidas (Mittal et al., 2013a).

1.7.1.1.1 Uso de extractos para la sintesis de nanoparticulas

Una razon importante para la investigacion de plantas, extractos o polvos
obtenidos a partir de estas para la sintesis de nanoparticulas es su facil
disponibilidad; sin embargo, los agentes reductores en el extracto se encuentran

en mayores concentraciones que en toda la planta o polvo (Rajan et al., 2015). Se
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sabe que la fuente del extracto de la planta influye en las caracteristicas de las
nanoparticulas, esto debido a que los diversos extractos contienen diferentes

concentraciones y combinaciones de agentes reductores organicos.

Tipicamente una bioreduccién empleando un extracto de planta involucra la
mezcla del extracto acuoso con una solucion acuosa de la sal metalica, la reaccion
se puede dar a temperatura ambiente y es generalmente completada en pocos
minutos; ademas de la participacion de los fitoquimicos en la reaccion de

reduccion también estabilizan las nanoparticulas sintetizadas (

Figura 4. Posibles componentes quimicos del extracto de planta responsables de la

bioreduccion de iones metalicos.

Adaptada de (Mittal et al., 2013b)

). En vista de los diferentes quimicos involucrados, el proceso de

bioreduccién es relativamente complejo (Mittal et al., 2013a; Rajan et al., 2015).
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Figura 4. Posibles componentes quimicos del extracto de planta responsables de la

bioreduccion de iones metalicos.

Adaptada de (Mittal et al., 2013b)

1.7.2 Sintesis de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata son sintetizadas debido a las propiedades
antibacteriales de la plata cero-valente y a la facil reducciéon de las sales de plata
() a plata cero-valente. Se utiliza la reduccién quimica como el método mas
empleado para la preparacion de nanoparticulas de plata como dispersiones
coloidales, estables en agua o solventes organicos. Los reductores usados
comunmente son borohidruro, citrato de sodio, ascorbato e hidrogéno elemental
(Kharissova et al., 2013).

La reduccion de los iones de plata (Ag®) en solucidn acuosa generalmente

produce plata coloidal con diametros de particula de varios nandmetros, este
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proceso se realiza en varias etapas. Inicialmente, la reduccién de de los iones de
Ag" permite la formaciéon de atomos de plata (Ag°), posteriormente se da la
aglomeracioén en clusters oligoméricos. Estos clusters dan lugar a la formacion de

particulas coloidales de plata (Abou EI-Nour et al., 2010)

1.7.2.1 Usos y aplicaciones de nanopatrticulas de plata

Las nanoparticulas de plata han sido utilizadas ampliamente como agentes
antibacteriales en la industria médica, almacenamiento de alimentos, sector textil y
numerosas aplicaciones ambientales. Los productos hechos con nanoparticulas
de plata han sido aprobados por diversas organizaciones como la FDA, EPA la
SIAA de Japén (Abou EI-Nour et al., 2010).

El uso de las nanoparticulas de plata en el sector alimentario, se encuentra
en actividades agricolas donde las AgNPs se emplean para prolongar la
conservacion de frutos, ya que ademas de su actividad antibacteriana presentan
un efecto fungistatico que retarda el crecimiento de hongos fitopatdégenos. Estas
nanoparticulas pueden aplicarse junto con un recubrimiento biodegradable en los
frutos, mediante la inmersién de los mismos en una solucion para formar el
recubrimiento (Mendez, 2009). Ademas de su uso en la conservacion de frutos, las
AgNPs también son empleadas en la fabricacion de materiales en contacto con los
alimentos, eliminando hasta en un 90% el crecimiento de microorganismos en los
alimentos (Avalos et al.,, 2013), siendo una alternativa a otros métodos de

conservacion de alimentos que emplean la radiacion o el tratamiento térmico.

1.7.2.2 Accion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata y su mecanismo de

accion

Se han propuesto dos posibles mecanismos de toxicidad de las
nanoparticulas de plata. En el primero se basa en el tamafo de las nanoparticulas

de plata que al poseer una gran area superficial permite el contacto con la
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bacteria, la cual puede permitir que las particulas se unan a la membrana celular y
penetren facilmente dentro de la bacteria. La segunda es el efecto de interferencia
de las nanoparticulas o iones de plata con la cadena respiratoria en la membrana

citoplasmatica de la bacteria, resultando en la muerte celular (Wong & Liu, 2010).

Al comparar la accion de los iones de plata y las nanoparticulas de plata,
los datos principalmente sugieren que los iones de plata reaccionan con el grupo
tiol de las proteinas, produciendo la inactivacion de la bacteria. A bajas
concentraciones (mol/L) de las nanoparticulas se presenta dafio a la replicacion de
DNA debido al desacoplamiento del transporte de electrones a partir de la
fosforilacion oxidativa, lo cual inhibe a las enzimas de la cadena respiratoria o
interfiere con la permeabilidad de la membrana (agregar referencia). En otro
estudio realizado por Duran y colaboradores (2010), se reportd que una
exposicion de células de E. coli a nanoparticulas de plata alteran la expresion de
un conjunto de proteinas de choque térmico y envoltura, ademas de una pérdida
masiva de potasio intracelular y disminucion de los niveles de ATP, culminando en
una pérdida de la viabilidad celular. Otro posible mecanismo es la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species por sus siglas
inglés) mediante las nanoparticulas de plata y iones de plata (Figura 5)(Duran et
al., 2016).
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Ribosoma Capsula

Figura 5. Mecanismo propuesto para la accion antibacterial de las nanoparticulas
de plata. 1)Atraccioén electrostatica, 2) Produccion de radicales libres, cambios en
la permeabilidad, alteracion de la respiracion, fuga del contenido intracelular, 3)
Modulacién de los perfiles de fosfotirosina de las proteinas, involucrados en la
progresion del ciclo celular y la sintesis de polisacaridos de capsula, 4)
Interaccion con los grupos SH-; inhibicion de la funcion y sintesis de proteinas,
5)Interaccion con moléculas que contienen fosforo (ADN).

Adaptada de Duran et al., 2016.

2. JUSTIFICACION

La PP del café es un residuo generado durante el proceso de tostado y su
disposicion representa un problema ambiental, es por ello que es necesario
encontrar alternativas para su empleo. Las nanoparticulas de plata son utilizadas
en el area de alimentos debido a su actividad antibacterial. En este trabajo se
propone usar extractos de piel plateada de café para la produccion de
nanoparticulas de plata estables y con acividad antimicrobiana que pudieran ser

incorporadas en empaques de alimentos.

3. HIPOTESIS

18



Los compuestos reductores presentes en los extractos de la PP de café
permitiran la sintesis de nanoparticulas de plata estables y con capacidad

antimicrobiana.

4. OBJETIVOS

4.1 General

v" Obtener nanoparticulas de plata mediante sintesis verde empleando
extractos de piel plateada de café y caracterizarlas fisicoquimica y

microbiolégicamente.

4.2 Especificos

v" Obtener y caracterizar quimicamente los extractos de piel plateada de café.

v Sintetizar nanoparticulas de plata empleando los extractos de piel plateada

de café.
v’ Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas de plata.

v Evaluar el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de plata.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales

Residuo de piel plateada de café (variedad arabica) proporcionado por la
empresa La organizacion (Heroica Escuela Naval Militar 708, Reforma, 68050
Oaxaca, Oax). Etanol grado reactivo, acido clorhidrico (HCI), hidréxido de sodio
(NaOH), agar soya ftripticaseina, caldo soya tripticaseina, reactivo de Folin-
Ciocalteu, borohidruro de sodio, carbonato de sodio, acido acético, acetonitrilo,
ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfonico), DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl), = AAPH (2,2  ‘'-azo-bis (2-amidino-propano)),
fluoresceina, acido formico, buffer de fosfato potasio, trolox. Estandares de: acido
cafeico, cafeina, acido ferulico, acido vainillinico, acido trans cinamico,
kaempherol, acido clorogénico, acido cumarico, acido galico, acido protocatecuico,

acido elagico, quercetina.

5.1.1 Cepas

v E. coli ATCC 259222
v L. monocytogenes ATCC 35152

5.2 Preparacion de extractos

Se peso6 1 g de piel plateada de café y se anadieron 50 mL de una mezcla
de solventes etanol-agua bajo condicions dee tiempo y temperatura determinadas.

Se realizaron 4 tratamientos, los parametros de extraccidn se muestran en

Cuadro .
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Cuadro 2. Parametros de extraccion

Extraccion % Etanol/Agua Temperatura Tiempo
(°C) (min)
A 50/50 40 60
B 50/50 50 90
C 25/75 30 60
D 25/75 60 90

Las extracciones se realizaron en una parrilla de calentamiento con
agitacion constante (600 rpm) y la temperatura se monitored durante el proceso.
Los extractos obtenidos se rotaevaporaron para eliminar el solvente etandlico,
Posteriormente se sometieron a un proceso de liofilizaciéon y se guardaron en

recipientes de plastico opacos dentro de un desecador para su posterior uso.

5.2.1 Determinacion de capacidad antioxidante

5.2.1.1 Ensayo DPPH

La capacidad antioxidante se determind empleando el método de
decoloracion DPPH establecido por Brand y colaboradores (Bran-Williams et al.,,
1995) con algunas modificaciones. Se preparé una solucion metandlica de DPPH
1.5 x 10 * M. La solucién de DPPH se ajustd a una absorbancia de 0.7 a 1.0 a una
longitud de onda de 520 nm. Las muestras se prepararon a una concentracion de

5mg/mL a partir de los extractos de piel plateada secos.

La reaccion se llevd a cabo en una microplaca de 96 pozos. Para el analisis
de las muestras se anadieron 20 uL de los extractos de piel plateada de café y 200

ML de solucion de DPPH, cada muestra fue realizada por triplicado. Se preparé
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una curva de calibracion de 50-800 uM empleando como estandar Trolox. Las
mediciones se realizaron en un espectrofotometro Spectra Max 190 y los
resultados fueron expresados en pmol equivalentes de Trolox por gramo de

extracto seco.

5.2.1.2 Ensayo ABTS

Las mediciones de capacidad antioxidante por ABTS se realizaron a una
longitud de onda de 734 nm en una microplaca de 96 pozos en un
espectrofotémetro Spectra Max 190. El radical ABTS™ se generé mediante la
reaccion de 5 mL de ABTS 7 mM con 88 uL persulfato de potasio 140 mM a
temperatura ambiente (25°C) y protegida de la luz. Se tomaron 500 uL del radical
y se diluyeron con 20-25 mL de etanol, la absorbancia de esta solucion debe
tener una absorbancia entre 0.7-1.0. Se realizé una curva de calibracion de 50-800
MM de Trolox. Las muestras se prepararon a una concentracion de 5mg/mL a

partir de los extractos de piel plateada de café secos.

El analisis de las muestras se realizd por triplicado, para éste se tomaron
20 del extracto de piel plateada de café y 200 de ABTS™. Los resultados se

reportaron como umoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto seco.

5.2.2 Determinacion de fenoles totales

5.2.2.1 Método Folin-Ciocalteau

El contenido de fenoles totales de los extractos se determinaron de
acuerdo a la metodologia descrita por  Singleton y Rossi con algunas
modificaciones (Singleton & Rossi, 1965). Las muestras se prepararon a una
concentracion de 5mg/mL a partir de los extractos de piel plateada secos. Se
empled una micro placa de 96 pozos en la cual se adicionaron 150 pL de reactivo

de Folin (1:10), 30 yL del extracto de piel plateada de café y posteriormente 120
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ML de Na;COs. Después de 2h se leyd la microplaca en un espectrofotdmetro
Spectra Max 190 a una longitud de onda de 765 nm. Se realizd una curva de
calibracién de acido galico de 1-100 ug/mL. Los resultados se reportaron como mg

equivalentes de acido galico por gramos de extracto seco.

5.2.2.2 Determinacion de compuestos fendlicos mediante HPLC

Para la determinacion de los compuestos fendlicos se empled un equipo
HPLC/DAD Agilent 1260 Infinity. La separacién se realizé a 35°C en una columna
Agilent fase reversa Sorbax XDB-C18 de 4.6 x 250 mm, 5 ym de tamafo de

particula. Volumen de inyeccion de 20uL y longitud de onda de 280 nm.

Las fases moviles utilizadas fueron: acido acético 1% (A) y acetonitrilo (B)

con un flujo de 1 mL/min. Las condiciones para la corrida fueron las siguientes:

Cuadro 3. Condiciones para la determinacion de compuestos fendlicos por HPCL.

Tiempo (min) Solvente B (%)
0.00 13
2.00 20
4.00 15
8.00 40
13.00 50
16.00 13

Se emplearon los siguientes estandares para la cuantificacion de los
compuestos: acido galico, acido protocatecuico, acido clorogénico, cafeina, acido
vainillinico, rutina, acido elagico, acido cumarico, sinapico, acido ferulico,

quercetina, acido transcinamico y kaempherol.
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5.2.2.3 Identificacion de compuestos fendlicos por UPLC

Para la identificacidon de los compuestos fendlicos presentes en los cuatros

tipos de extractos se emplearon las siguientes condiciones:

Condiciones cromatograficas

Fase movil A: Acido formico 75 mM

Fase movil B: Acetonitrilo

Temperatura de columna: 30°C, Temperatura de muestra: 10°C

Flujo: 0.250 mL/ min

Volumen de inyeccion: 3 uL

Longitud de onda: 280nm

Cuadro 4. Condiciones para la determinacion de compuestos fendlicos en los

extractos de piel plateada de café por UPLC.

Tiempo Fase movil | Fase movil
(min) A (%) B (%)
0.00 95 5
1.10 90 10
1.20 85 15
3.00 79 21
5.50 73 27
7.00 50 50
7.50 1 99
8.50 95 5

Método de adquisicion: MSe

Modo de ionizacién: ESI (-)
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Capilaridad: 2.0 kV

Voltaje de cono: 40 V

Temperatura de fuente: 120°C
Temperatura de desolvatacién: 450°C
Cono de gas: 50

Gas de desolvatacion: 800 L/h
Energia de colisiéon

Baja energia: 5eV

Rampa de alta energia: 10-45eV

Para la identificacion de la cafeina presente en las muestras se empled un
modo de ionizacion ESI (+) , a continuacién se muestran las condiciones bajo las

cuales se realiz6 el analisis.

Condiciones cromatograficas

Fase mévil A: Acido férmico 75 mM

Fase movil B: Acetonitrilo

Temperatura de columna: 30°C, Temperatura de muestra: 10°C
Flujo: 0.250 mL/ min

Volumen de inyeccion: 3 uL

Longitud de onda: 280nm

Cuadro 2. Condiciones para la determinacion de compuestos fendlicos en los

extractos de piel plateada de café por UPLC.

Tiempo A (%) B (%)
(min)
0.00 95 5
1.10 90 10
1.20 85 15
3.00 79 21

25



5.50 73 27
7.00 50 50
7.50 1 99
8.50 95 5

Meétodo de adquisicion: MSe

Modo de ionizacion: ESI (+)

Capilaridad: 3.5 kV
Voltaje de cono: 40 V

Temperatura de fuente: 120°C

Temperatura de desolvatacién: 450°C

Cono de gas: 50

Gas de desolvatacion: 800 L/h

Energia de colisidon

Baja energia: 5eV

Rampa de alta energia: 15-35eV

5.3 Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Para la sintesis verde de nanoparticulas se empled una solucién de nitrato

de plata (AgNO3) 1 mM, que se puso en contacto con diferentes concentraciones

de los 4 extractos de piel plateada y se evalué el efecto de la temperatura, el pH 'y

el tiempo de reaccidon sobre la formacion de las nanoparticulas de plata. La

sintesis se llevd a cabo bajo un disefio experimental factorial fraccionado, el

disefo se muestra en el Cuadro 3. La variable respuesta a medir fue el plasmén

de superficie.
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Cuadro 3. Disefio experimental para sintesis verde de las nanoparticulas de plata.

N° Tiempo Concentracion
Experimento| Extracto pH (min) T (°C) (mg/mL)
1 B 11 60 90 5
2 A 11 60 60 1
3 B 11 60 90 5
4 D 6 60 90 1
5 A 11 60 60 1
6 D 60 90 1
7 A 30 90 5
8 C 6 60 60 5
9 A 11 60 60 1
10 D 11 30 60 5
11 D 11 30 60 5
12 C 11 30 90 1
13 B 30 60 1
14 B 30 60 1
15 C 11 30 90 1
16 C 6 60 60 5
17 B 11 60 90 5
18 C 11 30 90 1
19 B 11 60 90 5
20 A 11 60 60 1
21 B 6 30 60 1
22 D 11 30 60 5
23 C 6 60 60 5
24 D 6 60 90 1
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25 D 11 30 60 5
26 A 6 30 90 5
27 D 6 60 90 1
28 B 6 30 60 1
29 C 6 60 60 5
30 C 11 30 90 1
31 A 30 90 5
32 A 30 90 5

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min.

Posteriormente se realizé un disefio experimental para evaluar la influencia
de los pH basicos en la formacion de nanoparticulas de plata a temperatura

ambiente (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Cuadro 4. Disefio experimental para sintesis verde de las nanoparticulas de plata

empleando pH basicos

4
)

Extracto pH

D 11
11
10
10
11
10
12
11
10
11

Ol 00| N O O & W N =

W > O > W wW O O >

N
o
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11 B 10
12 C 12
13 A 12
14 D 12
15 A 10
16 D 12
17 C 10
18 C 12
19 A 11
20 C 11
21 B 10
22 D 11
23 D 11
24 A 12
25 B 12
26 D 12
27 A 10
28 D 10
29 C 12
30 D 10
31 B 12
32 A 11
33 B 11
34 C 11
35 C 10
36 B 12

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min.
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5.3.1 Centrifugacioén de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas obtenidas mediante sintesis verde a pH 10 fueron
separadas por centrifugacion a 15,000 rpm por 20 min y lavadas con agua
destilada en dos ocasiones, posteriormente se secaron a 80°C por 12 h horas para

su posterior caracterizacion (Shameli et al., 2012).

5.4 Caracterizacion de nanoparticulas de plata

5.4.1 UV-Vis

La formacion de nanoparticulas de plata se confirmé mediante un analisis
UV-Vis con un espectrometro Spectra Max 190 utilizandose un rango de
longitudes de onda de 350-700 nm. Se emplearon microplacas de 96 pozos y para

la medicién se tomaron 80 uL de la muestra.

5.4.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Las muestras de extracto seco y de nanoparticulas de plata separadas por
centrifugacion se analizaron mediante espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier y se realizé un barrido de longitudes de onda de 4000 cm™ hasta 650

cm-".

5.4.3 Microscopia electronica de transmision (TEM)
La morfologia y tamafio de las nanoparticulas obtenidas se examind

utilizando un microscopio electronico de transmision electronica JOEL modelo

JEM-1010. Los diametros de las estructuras se obtuvieron por medio del Software
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ImageJ, a partir de las micrografias obtenidas. Se consideraron 50 mediciones de

las estructuras para la obtencion del diametro medio.

Para la preparacion de la muestra se colocdé una gota de 20 pL de la
solucién que contenia las nanoparticulas de plata y después se sumergio la rejilla
durante un minuto, se retird la rejilla de la solucidn y dejo secar a temperatura

ambiente para posteriormente observarse al microscopio.

5.5 Anadlisis de estabilidad

Para el analisis de la estabilidad de las nanoparticulas de plata obtenidas, se
emplearon soluciones de 1 mg del extracto por mL de solucién de nitrato de plata
1 mM a tres diferentes pH: 10, 11 y 12. Se midié como variable respuesta el
plasmon de superficie por espectroscopia UV-vis, como se detalla en el apartado
6.4.1.

5.6 Caracterizaciéon microbiolégica

5.6.1 Lavado de cepas

Las cepas de los diferentes microorganismos (E. coli y L. monocytogenes) se
incubaron en caldo soya tripticaseina por 24 h a 37 °C, posteriormente se
centrifugaron a 10000 RPM durante 5 min, el pellet obtenido se resuspendié en 1
mL de solucién salina estéril al 8.5% y se centrifugé nuevamente a 10000 RPM

por 5 min, finalmente se realizé un lavado extra.

5.6.2 Difusién en placa (Halo de inhibicién)

En tubos conteniendo 6 mL de agar soya tripticasa (AST) fundido y atemperado a
45°C se inocularon 5 uL de los cultivos previamente lavados, se agitaron en
vortex y se vaciaron en cajas Petri estériles y se dejaron solidificar. Una vez

solidificado el agar se colocaron 10 uL de las nanoparticulas de plata obtenidas
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por centrifugacion a 6 diferentes concentraciones (200, 300, 400, 600, 800 y 1000
Mg AgNPs/mL) y se incubaron a 37°C durante 24 h. El halo de inhibicién se midi6é
empleando un vernier. El control positivo utilizado fue cloranfenicol. El experimento

se llevé a cabo por triplicado.

5.7 Anaélisis estadistico

Los analisis se llevaron a cabo por triplicado y se calculé la media £ el
error estandar empleando el paquete estadistico JMP 8. Para la comparacién de
medias entre tratamientos se utilizo la prueba de Tukey, en el caso de las pruebas

microbiologicas se realiz6 la prueba de Dunnet.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Obtencion de extractos

Las condiciones de extraccion empleadas para la obtencion de los extractos
de piel plateada de café que se utilizaron en la sintesis verde de las
nanoparticulas de plata fueron las reportadas previamente por Costa et al. (2014)
quienes evaluaron 100 diferentes tipos de extracciones modificando los
parametros de temperatura, polaridad del solvente, realizando mezclas etanol-
agua, Yy tiempo de extraccidon encontrando las mejores condiciones para la
obtencion de mayores capacidades antioxidantes y mayor concentracion de
compuestos bioactivos. En el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos por
Costa et al (2014).

Cuadro 5. Condiciones de extraccion para la piel plateada de café y resultados

previos.
Extraccion Condiciones Resultado
A 50% A/50% E a 40°C por 60 min. Mayor concentracion de
taninos y mayor actividad
antioxidante FRAP
B 50% A/50% E a 50°C por 90 min. Mayor contenido fendlico
25% A/ 75% E a 30°C por 60 min. | Mayor capacidad antioxidante
(DPPH)
D 25% A/ 75% E a 60°C por 90min. Mayor extraccion de
flavonoides

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. A: Agua; E: Etanol
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Se emplearon estas condiciones de extraccidén para analizar su influencia
en la estabilidad, tamafo, forma, concentraciéon y/o actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de estos extractos. Se ha reportado
que la presencia de carbohidratos, terpenoides, flavonoides y ciertas proteinas
pueden tener efectos reductores y estabilizantes en la sintesis de nanoparticulas
(Amin et al., 2012) y que las condiciones de extraccion (pH, tiempo, temperatura,
solvente, método, etc.) afectan la cantidad y tipo de compuestos que pueden
obtenerse (Bravo et al., 2013; Costa et al., 2014; Pinela et al., 2016).

Después de obtener los 4 diferentes tipos de extracto éstos fueron
liofilizados. Se eligio la liofilizacion como proceso para su conservacion ya que se
basa en la remocién de agua a bajas temperaturas y presiones (alto vacio) lo que
presenta ciertas ventajas como lo son una pérdida minima de compuestos
quimicos volatiles y compuestos termosensibles; ademas el transporte y
almacenamiento se pueden llevar a cabo a temperatura ambiente (Bhambere et
al., 2015).

6.1.1 Rendimientos de extraccion

Se calcularon los porcentajes de rendimiento de los extractos de piel
plateada de café liofilizados y los resultados se muestran en el jError! No se
encuentra el origen de la referencia. EI mayor rendimiento se obtuvo en el
extracto B (50% agua/50% etanol a 50°C por 90 min) mientras que el menor
porcentaje de rendimiento se obtuvo para el extracto A (50% A/50% E a 40°C por
60 min).

Los rendimientos obtenidos en los cuatro tipos de extracciones realizadas
fueron menores a los reportados previamente por Narita e Inouye (2012), donde
se obtuvieron rendimientos para los extractos liofilizados de piel plateada de café
de 19 £ 1 % (p/p) para una extraccion acuosa de 1 g de PP en 50 mL a 80°C por

60 miny 16 £ 1 % (p/p) para una extraccion acuosa a 25°C por 60 min.
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Cuadro 6. Porcentaje de rendimiento de los extractos de piel plateada de café.

Rendimientos
Tratamiento
(% p/p)
A 6.38+0.55°
B 10.18 + 0.55°
C 8.06 + 0.55®
D 7.93+0.55%

Los resultados se presentan como la media + el error estandar de tres réplicas. Se realizé
comparacién de medias con la prueba de TUKEY (a=0.05). Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol
a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a 50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 %
agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 % agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran los
4 diferentes tipos de extracto de piel plateada de café obtenidos y se puede
observar que poseen difente coloracion. Estas diferencias pueden deberse a que
al modificar las condiciones de extraccion se obtienen diferentes tipos de

compuestos y/o diferentes concentraciones de los mismos.

Extracto A Extracto B Extracto C Extracto D

Figura 6. Extractos de piel plateada de café.
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Las melanoidinas son compuestos poliméricos y coloreados que resultan
como producto final de la reaccién de Maillard, presentan coloracién debido a los
muchos enlaces de aminoacidos y grupos heterociclicos que contienen. Las
melanoidinas de bajo peso molecular son solubles en agua, lo que coincide con lo
observado en la jError! No se encuentra el origen de la referencia. ya que los
extractos A y B son los que presentan una coloracion café oscura y fueron los
obtenidos a partir de las condiciones de extraccion en las cuales se empled una

mayor concentracion de agua.

6.2 Caracterizacion de extractos

6.2.1 Capacidades antioxidantes.

La capacidad antioxidante de los extractos de piel plateada de café fue
medida empleando diferentes ensayos: Folin Ciocalteu, ABTS y DPPH (jError! No
se encuentra el origen de la referencia.). Se considera que este tegumento
mantiene parte de los compuesto polifendlicos que son constituyentes normales
del café y ademas contiene melanoidinas formadas durante el proceso de tostado
del café, siendo estos compuestos los responsables de conferirle capacidad
antioxidante (Borrelli et al., 2004).

La cantidad y tipo de compuestos extraidos a partir de plantas dependen
del método de extraccidon empleado, su naturaleza quimica, el tamano de las
particulas, tiempo y temperatura de extraccion, polaridad del solvente, pH, etc; por
lo que pueden esperarse diferencias en composicion y actividad antioxidante a
partir de una misma matriz vegetal empleando diferentes condiciones de
extraccion (Mokrani & Madani, 2016).

En este caso no se observd ninguna diferencia estadistica en la capacidad

antioxidante de los extractos medida por los ensayos Folin Ciocalteu y DPPH,

mientras que en el caso del ensayo ABTS se obtuvo una mayor capacidad
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antioxidante para los extractos C y D y una menor capacidad para los extractos A
y B (Cuadro 7).

Cuadro 7. Capacidad antioxidante de los extractos de piel plateada de café.

Folin ABTS DPPH
Extracto | M9 €4- Ac. Galico/ Mol Trolox/ MMol Trolox/ g
g extracto seco de H 9 extracto seco de
extracto seco de PP
PP PP

a a a
A 40.77 £1.39 198.9+ 3.5 146.9+7.3

a a a
B 40.94 £1.29 206.6 £ 5.0 123.5+19.8

a b a
C 46.93 + 4.00 306.0 + 20.8 96.3+8.0

a b a
D 43.30 £ 2.52 265.7+1.5 91.7+134

Los resultados se presentan como la media + el error estandar de tres réplicas. Se realizé
comparacién de medias con la prueba de TUKEY (a=0.05). Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol
a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a 50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 %
agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 % agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min.

Los resultados de Folin son similares a los reportados por Narita e Inouye
(2012) para una extraccion acuosa de la piel plateada de café (PP) a 80°C a 60
min (35 mg Ac. Galico/ g de extracto de PP) y por Mesias et al. (2014) que
extrajeron empleado agua hirviendo y agitando 10 min a 250 RPM obteniendo
valores de 31 mg de ac. galico/ g de extracto de PP. En el caso de la capacidad
antioxidante por DPPH los resultados obtenidos para los 4 extractos fueron

mayores a los reportados por Narita e Inouye (2012) para los extractos acuosos de
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piel plateada extraidos a 25°C y 80°C por 60 min (74 + 13 ymol TE/g de extracto
de PPy 75 + 18 ymol TE/g de extracto de PP, respectivamente).

Se obtuvieron valores de capacidad antioxidante por ABTS mayores a los
reportados por Mesias et al. (2014) para extractos de piel plateada de café Arabica
(85.20 £ 1.91 umol TEAC/g). Esto puede deberse al método de extraccion
empleado, en ese experimento se agité la PP durante sélo 10 minutos a 250 RPM
con agua hirviendo y factores como la temperatura y el tiempo pueden afectar la

extraccion de compuestos fendlicos.

Podemos observar que los mayores valores de actividad antioxidante
medidas por el ensayo DDPH corresponden a los tratamientos en los cuales se
empled una mayor concentracion de agua (A y B) lo que pudo influir en una mayor
extraccion de compuestos fenodlicos ya que el agua puede presentar una mayor
solvatacién de los compuestos antioxidantes presentes en los extractos como
resultado de las interacciones (puentes de hidrogeno) entre los sitios polares de

las moléculas antioxidantes y el solvente (Boeing et al., 2014).

La capacidad antioxidante de los extractos se puede correlacionar con la
capacidad de estos para reducir los iones de plata y formar las nanoparticulas de
plata, como se observé en un experimento realizado por Jena et al.( 2016) donde
el proposito fue el de verificar el papel de los antioxidantes en la reduccion de
iones de Ag+ mezclaron el extracto de la planta Cassytha filiformis y DPPH.
Después de 20 min de incubacion le anadieron una solucion de nitrato de plata y
no observaron el cambio a coloracién café caracteristico de la formacion de las
nanoparticulas ni la banda propia de las nanoparticulas cuando lo analizaron por
espectroscopia UV-vis. Lo cual indica que el consumo de los antioxidantes para la
neutralizacion del radical DPPH impidié que se llevara a cabo la reduccion de los
iones de plata debido a la falta de antioxidantes libres en la solucién (Jena et al,
2016).
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6.2.2 Contenido de compuestos fendlicos por HPLC-DAD.

Los extractos de plantas pueden actuar como agentes reductores y
estabilizantes en la sintesis de nanoparticulas e influyen sobre las caracteristicas
de éstas ya que poseen diferentes concentraciones y combinaciones de agentes
reductores organicos. (Mittal et al., 2013b). Es por ello que es importante la

determinacién de los compuestos presentes en los extractos empleados.

Los extractos de piel plateada de café obtenidos fueron caracterizados
mediante un analisis por HPLC con detector de arreglo de diodos. En la jError! No
se encuentra el origen de la referencia. se muestra el cromatograma obtenido
para la mezcla de estandares utilizada para detectar y cuantificar los compuestos

presentes en los extractos de piel plateada de café.

mAU
600
500 -
400 -
300
200 -
100
0 f : T T jv

3.144

2,606 @
13.949 @

] > 12.296
11

N~

Tiempo (min)

Figura 7. Cromatograma HPLC de mezcla estandares de compuestos por HPLC-
DAD.

En el jError! La autoreferencia al marcador no es valida. se listan los
compuestos incluidos la mezcla de estandares para la identificacion vy
cuantificacion de los compuestos presentes en los extractos de piel plateada de

café.

Cuadro 8. Estandares de compuestos analizados por HPLC

N° Pico | Compuesto quimico
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Acido galico

Acido protocatecuico

Acido clorogénico

Cafeina

Acido vainillinico

Rutina

Acido elagico

Acido cumarico

O O N O O | W N =

Sinapico
10 | Acido ferulico
11 Quercetina
12 | Acido transcinamico
13 Kaempherol

De los compuestos analizados sélo se cuantifico el acido clorogénico, y su
presencia se confirmd mediante un analisis por UPLC acoplado a masas (7.2.3).
Los cromatogramas de las muestras de los extractos de piel plateada café se
muestran en la Figura 8. Cromatogramas de los extractos de piel plateada de café
HPLC-DAD, en todas las muestras se observa el pico al tiempo de retencién
correspondiente al acido clorogénico y uno mas al tiempo correspondiente al acido
elagico, éste ultimo no se cuantifico debido a que no se identificd posteriormente
en el analisis UPLC-MS.
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Figura 8. Cromatogramas de los extractos de piel plateada de café HPLC-DAD

En el se presentan los resultados de concentracion de acido clorogénico
donde se puede observar que los extractos B y D presentaron una mayor
concentracion de acido clorogénico mientras que el extracto C presentd la menor

concentracion.

La diferencia en concentraciones puede deberse a que las condiciones de
extraccion B y D presentan los mayores tiempos (90 min) y temperaturas de
extraccion ( 50 y 60°C, respectivamente) lo cual coincide con lo reportado por (Li
et al., 2005) donde observo que la extraccion del acido clorogénico es temperatura

y tiempo dependiente.

Cuadro 11. Concentracion de acido clorogénico en los extractos de piel plateada

de café.
mg Ac. Clorogénico/
Extracto
g extracto seco PP
A 21.99 + 1.99 2
B 27.01+1.99°
C 1451 +1.99°
D 30.59+ 1.99 @

Los resultados se presentan como la media + el error estandar de tres réplicas. Se realizé
comparacién de medias con la prueba de TUKEY (a=0.05). Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol
a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a 50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 %
agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 % agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP:
Piel plateada
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En el caso de la polaridad de la mezcla de solventes hay que considerar
que en general los compuestos fendlicos son compuestos polares los cuales
usaualmente son extraidos con solventes polares y los perfiles de estos
compuestos difieren dependiendo de la polaridad del solvente o mezcla de estos
(Wissam et al., 2012) En el se puede observar que el extracto de piel plateada C
presenta la menor concentracién de acido clorégenico y éste extracto ademas de
obtenerse empleando un tiempo y una temperatura menores (30°C y 60 min) a los
empleados para los extractos B y D también utilizd la mezcla de solventes de

menor polaridad (25% agua/ 75% etanol).

Los resultados obtenidos de concentracion de acido clorogénico son
mayores a los obtenidos por Mesias et al. (2014) donde se obtuvieron 11.18 mg
de acido clorogénico por g de extracto de PP de café arabica y 68.52 mg de acido
clorogénico por g de extracto de PP de café robusta. Es importante considerar que
las condiciones de extraccion fueron diferentes, el tiempo de agitacion fue menor
(10 min) que el empleado en los cuatro tipos de extracciones realizadas en este
proyecto y el solvente fue 100% agua. Como ya se habia mencionado la polaridad
del solvente, el tiempo y la temperatura de extraccion son factores que afectaran
directamente los rendimientos de extraccion de los compuestos de interés, existen
reportes en la literatura donde se observa que a polaridades altas como 100%
agua el rendimiento de extracciéon es menor a los obtenidos con mezclas de agua-

etanol, agua-metanol, agua-acetona (Mussatto, et al., 2011; Wissam et al., 2012).

En 2013 Hwa Jung y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de plata
esféricas y de formas irregulares con un didmetro promedio de 19.29 £ 8.23 nm

empleando acido clorogénico como agente bioreductor (Noh et al., 2013).

6.2.3 Identificacion de compuestos por UPLC-MS

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos del analisis mediante

UPLC-MS ( Cuadro 92 y Cuadro 103). Se observa que en los 4 extractos de piel

43



plateada de café estan presentes los mismos compuestos: cafeina, acido

protocatecuico y acido 3-o-cafeolquinico ().

(0] CH, OH OH ol o OH
HC N HOOX o
)\ | -/> o o_ I
0 N N
| OH
CH, (8] OH
; Acido 3-o-cafeoilquinico | ; . .
Cafeina 9 Acido protocatecuico

Figura 9. Compuestos identificados en los extractos de piel plateada de café.

Adaptado de Rodrigues & Bragagnolo (2013)

La identificacion de los isbmeros de los acidos clorogénicos se realiza
analizando su patron de fragmentacion. En el caso de los extractos de PP se
confirmo la presencia del acido 3-o-cafeoilquinoco ya que presenta una molécula
desprotonada a un valor de m/z de 353 y un pico base a un valor de m/z de 135
caracteristico para este isomero (Cuadro 11). Los compuestos identificados
coinciden con lo reportado en la literatura para bebidas de café de grano molido
tostado analizadas por HPLC-DAD-MS, donde se detectaron acidos clorogénicos,

cafeina, acido cumarico, etc. (Rodrigues & Bragagnolo, 2013).

Cuadro 92. Caracteristicas espectrofotométricas del acido clorogénico vy
protocatecuico de los extractos de piel plateada de café obtenidos por UPLC-DAD-
MS.

Extracto TR [M-H]
Pico Compuesto Fragmentos (m/z)
de PP (min) (m/z)
] |5 Acido 153.0177 | 109.02841
A ' protocatecuico
2 2.1 Acido 353.0842 | 191. 05458; 135.04412
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clorogénico
Acido 153.0186 | 109.02893
1 1.53
B protocatecuico
) 211 Acido 353.0862 | 191. 05537; 135.04458
' clorogénico
Acido 153.0183 | 109.02888
1 1.53
c protocatecuico
) 211 Acido 353.0856 | 191. 05494; 135.04424
' clorogénico
Acido 153.0164 | 109.02740
1 1.53
b protocatecuico
5 011 Acido 353.0814 | 191. 05269; 135.04267
' clorogénico

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

En un estudio realizado por Bresciani y colaboradores (2014) identificaron y
cuantificaron 10 compuestos diferentes por UHPLC-LITMS en piel plateada de
café, entre estos los acidos 3-cafeoilquinico y el 5-cafeoilquinico como
mayoritarios, acidos feruloquinicos y cafeina, lo cual coincide con lo obtenido por
UPLC-MS en nuestro estudio.

Cuadro 103. Caracteristicas espectrofotométricas de la cafeina de los extractos
de piel plateada de café obtenidos por UPLC-DAD-MS.

Extracto .
Pico | TR (min) | [M-H] (m/z) Fragmentos (m/z)
de PP
A 1 212 195.0814 | 138.06700; 110.07210; 83.06107.
B 1 213 195.0813 | 138.06698; 110.07212; 83.06110.
C 1 2.15 195.0857 | 138.06695; 110.07209; 83.06112.
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D 1 2.15 195.0885 | 138.06688; 110.07203; 83.06109

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

A continuacién se muestran ejemplos de los espectros de masas obtenidos
para las diferentes muestras de extractos de piel plateada de café analizadas por
UPLC-MS (Figura 101 y Figura 112).

Item name: B2 Channel name: Low energy : Time 1.5367 +/- 0.0663 minutes
Item description:
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Item name: B2 Channel name: High energy : Time 1.5367 +/- 0.0663 minutes
Item description:

600007 6.01e4
172 13096576
0000 109.02892
g 4 Mass error: -1.1 mDa
3
g —
o
2
b7
[
= 20000
< 109.02892 [*
108.02101 153.01831
s 1| 11904968
o ‘ | | 148.99104
\
0 T T T T . . l '
40 60 80 100 120 240 o0

Observed mass [m/z]

Figura 10. Espectros de masas del acido protocatecuico.

Item name: A Channel name: Low energy : Time 2.1241 +/- 0.0719 minutes i
Item description:
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Item name: A Channel name: High energy : Time 2.1241 +/- 0.0719 minutes
Item description:

8.75e6

8e6 N
1/2 195.08859

138.06700

Mass error: -1 mDa

6e6 -

'%' 172
3 110.07210
2 Mass error: 0.1 mDa
‘g 4e6-
@ 7 =\ < 138.06700 |
€ |
£ {8
|
2e6
. 110.07210 *
:‘3'06107 07 mD. 139.06997 163.03999
ass error: U./ mba 109.04049 123.04377 / .-.. 194.08108
56.04993 ' \J \J " l " l J \
0 T ] T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200

Observed mass [m/z]

Figura 11. Espectros de masas de la cafeina

6.3 Nanoparticulas de plata

6.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata y su analisis UV-vis.

Las nanoparticulas generalmente se caracterizan mediante la
determinacién de su tamano y forma ya que estas propiedades influyen en sus
posibles aplicaciones. Se emplea la espectroscopa UV-Vis para detectar la
formacion de nanoparticulas de plata ya que este tipo de materiales presentan un
fendmeno caracteristico conocido como resonancia del plasmén de superficie que
se da debido al acoplamiento entre la radiacién electromagnética externa que
oscila en el tiempo con los electrones libres de la nanoparticula metalica. Esta

propiedad depende del tipo de particula, la forma, el tamafio, etc. En el caso de las
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nanoparticulas de plata la zona caracteristica para que se presente este fenémeno
es en el rango de 400-500 nm (Dhand et al., 2016; Mittal et al., 2013b).

Las condiciones de sintesis planteadas en el primer disefio experimental
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.) fueron establecidas en
base a que ya que existen reportes sobre la influencia de estos factores
(temperatura, tiempo de reaccion y pH) sobre la forma, tamafio y estabilidad de
las nanoparticulas obtenidas. Se ha reportado que a temperaturas mas altas se
aumenta la velocidad de conversién de los iones Ag® lo que se relaciona con
nanoparticulas mas pequefias y con un rango de distribucion de tamanos mas
estrecho, el tiempo influye sobre la cantidad de nanoparticulas sintetizadas vy el
pH influye sobre la velocidad de reaccion y la estabilidad de las nanoparticulas
(Zhan et al., 2011; Dwivedi & Gopal, 2010).

Los espectros de absorcion de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir de los diferentes tipos de extractos de piel plateada de café empleando
diferentes tiempos, temperaturas y pH, se muestran en la Figura 15 y el analisis de
los datos obtenidos a partir de estos espectros se muestra en el Cuadro 13. Se
observa que en todos los casos se obtuvo el maximo de absorbancia dentro del
rango de longitudes de onda caracteristico para las nanoparticulas de plata (400-
500 nm).
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A.pH5.530min.90°C.5mg/mL

B.pH5.530min.60°C.1lmg/mL

. pH5.5.60min.60°C.5mg/mL

(o]

D.pH5.5.60min.90°C.1mg/mL

A.pH11.60min.60°C.Img/mL

B.pH 11.60min.90°C.5mg/mL

A

. pHI11.30min.60°C .5mg/mL

.pH11.30min.60°C.5mg/mL

Absorbancia

400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

Figura 12. Plasmon de superficie de las nanoparticulas de plata obtenidas a partir
de diferentes condiciones de obtencion empleando los extractos de piel plateada

de café.

Ademas, en todos los casos se observd un cambio de coloracidon de
amarillo palido a café rojizo después de someter la mezcla (extracto de PP +
solucion de nitrato de plata 1mM) a las diferentes condiciones de reaccién este
cambio es caracteristico de la formaciéon de nanoparticulas de plata (). El color que
exiben las nanoparticulas de plata es debido a la exitacion de todos los electrones
libres en la banda de conduccion lo que provoca una fase de oscilacion (Prabu &
Johnson, 2015).

Existen estudios que han buscado correlacionar la resonancia del plasmén

de superficie con la forma y el tamafio de las nanoparticulas se reporta que la
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simetria de las nanoestructuras determina la forma en la que son polarizadas y
que el numero de formas de polarizacion correlaciona con el numero de picos que
se observan, en el caso de las nanopartciulas esféricas se tiene soélo un pico
debido a que una esfera pequefia puede ser polarizada solamente en un modo
dipolar, esto coincide con los espectros obtenidos para las nanoparticulas de plata
sintetizadas y se comprobd mediante microscopia de transmision electronica
(Ashkarran & Bayat, 2013).

Figura 13. Cambio de coloraciéon por la formacion de nanoparticulas de
plata.Tubos con solucion de AgNO3; 1mM adicionados con extracto de piel
plateada de café: a) Tubo a temperatura ambiente; b) Tubo a temperatura
ambiente a pH basico.

Se puede suponer que la presencia de compuestos fendlicos como el acido
clorogénico y el acido protocatecuico identificados en todos los extractos
obtenidos participaron en la formacion de las nanoparticulas de plata ya que
pueden actuar como agentes reductores de los iones de Ag® a nanoparticulas al
oxidarse durante la reaccion (Ajitha et al., 2015). En la Figura 14 se muestra el
posible mecanismo de formacién de las nanoparticulas de plata considerando los

grupos OH presentes en la estructura de los compuestos fendlicos.

Figura 14. Posible mecanismo de formacion de las nanoparticulas de plata a partir

de compuestos fendlicos.
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Se ha correlacionado el tamafo de particula con la longitud de onda a la
cuall aparece el plasmon de superficie, esto debido a que en particulas grandes se
requiere una menor eneregia para que los electrones cambien de su posicion de
equilibro porque se encuentran lo suficientemente separados, por lo tanto a
menores longitudes de onda se esperan particulas de menor tamafio (Ashkarran &
Bayat, 2013). En el Cuadro 13 se puede observar que las longitudes de onda a las
que se observo el plasmon de superficie no presentan una variacion significativa

por lo que se esperarian resultados similares de tamano.

Cuadro 11. Analisis de la formacion del plasmén de superficie de las
nanoparticulas de plata sintetizadas bajo diferentes condiciones a partir de los

extractos de piel plateada de café.

Extracto H Tiempo T Concentracion|A Absorbancia max.| Absorbancia
de P P (min) (mg/mL) (nm) max.

a ab

A 5.5 30 90 9 420.67 £ 2.31 1.72 £ 0.06
a bc

11 60 60 1 421.33+1.15 1.28 £ 0.05
a d

5 5.5 30 60 1 423.00+£4.24 0.09 £ 0.06
a d

11 60 90 9 436.67 £ 11.02 0.49+0.19
a d

c 5.5 60 60 S 431.33+9.02 |[0.38+0.09
a a

11 30 90 1 424.00 + 2.00 1.82+ 0.20
a d

5 5.5 60 90 1 423.33 + 6.11 0.40+ 0.30

11 30 60 5 426.00 + 3.46 ° 1.02+ 0.30

Los resultados se presentan como la media * error estandar de tres réplicas. Se realiz
comparacién de medias con la prueba de TUKEY (a=0.05). Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol
a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a 50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 %
agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 % agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP:

Piel plateada. T: Temperatura
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Al realizar este disefio experimental se observd que las mayores
intensidades de absorbancia se obtuvieron para las nanoparticulas sintetizadas a
pH basico (pH=11), el incremento en la intensidad de la absorbancia puede
deberse a la formacion de un mayor numero de particulas como resultado de la

bioreduccién de los iones plata presentes en la solucion (Ahmad & Sharma, 2012).

Ademas empleando estas condiciones de sintesis a pH basico se observd
el cambio de coloracion inmediatamente al realizar el cambio, por lo que se
decidio realizar un nuevo experim8ento en el que solo se emplearon pH basicos
(pH=10, 11 y 12) para observar si existia alguna diferencia significativa en los

resultados obtenidos a estos pH (Cuadro 12).

Cuadro 12. Analisis del plasmoén de superficie de las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada de café empleando pHs

basicos.

A Absorbancia Absorbancia

Extracto pH . .
max. (nm) max.

10 414.00£529%® | 157+0.54°

A 11 415.33 £ 1.15% 1.31+0.23°

12 407.67 £9.24° 1.34+0.39°

10 428.67 £11.72%| 1.72+0.96°

B 11 415.33+1.15%® | 1.67+0.29°

12 418.00+3.46® | 1.22+0.18°

10 41267 +4.16%® | 1.37+0.21°

11 414.00£2.00® | 157 +0.33°
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12 409.33+8.33° 1.78+0.11°

10 417.33+3.06% | 1.16+0.32°

D 11 419.33+3.06% | 1.17+0.29°

12 414.00£0.00® | 1.64+0.29°

Los resultados se presentan como la media + el error estandar de tres réplicas. Se realizé
comparacién de medias con la prueba de TUKEY (a=0.05). Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol
a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a 50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 %
agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 % agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP:
Piel plateada

En el cuadro anterior se observa que no existe diferencia estadistica
significativa entre los valores de absorbancia maxima, la unica diferencia se da en
los valores de longitud de onda a los cuales se detect6 el plasmoén de superficie de
la nanoparticulas de plata, obteniéndose los menores valores para el pH=12, lo
cual se puede correlacionar con tamafios de diametro menores de la
nanoparticula. Existen reportes en la literatura donde se establece la influencia de
los pH basicos sobre la cinética de la reaccion y los potenciales redox, esto
conlleva a un aumento en la velocidad de reduccion de los iones y a la obtencion

de diametros menores (Zhan et al., 2011).

Se debe de considerar que los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos
que probablemente participen en la reduccion del ién Ag * (Figura 16) se pueden
encontrar desprotonados a pH basicos favoreciendo la reaccion de reduccién y

aumentando la velocidad de reaccion.

/ + / 0 ? +
nAg*+HR > nAg’+R +nH

Figura 15. Reaccion de reduccion de los iones plata

En las figuras Figuras 17, 18 y 19 se muestran los espectros de los

plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los
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extractos de piel plateada de café a pH=10, pH=11 y pH =12 respectivamente y
se puede observar que para todos los pHs basicos utilizados el intervalo en el cual
se obtiene la maxima absorbancia esta entre 414 y 420 nm por lo cual se podrian
esperar tamafos similares de nanoparticulas de plata. Las intensidades de
absorbancia son similares entre los pH 10 y 11 y ligeramente mayores para el
pH=12 en casi todos los casos, excepto para el extracto B para el cual presenta la
menor intensidad a pH 12. La intensidad de absorbancia se puede correlacionar
con la concentracion de nanoparticulas de plata y ya que todas la absorbancias se
encuentran cercanas entre si y se presenta una mayor facilidad para ajustar el pH
basico a 10 se decidid continuar la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica

con las nanoparticulas sintetizadas este pH.

2.0 mmm= Extracto de PP A.pH 10
mmm= Extracto de PP B.pH 10

mm== Extracto de PP C.pH 10

E xtracto de PP D.pH 10

A bsorbancia
—
=}
'l

0.0 T
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 16. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a

partir de los 4 diferentes extractos de piel plateada a pH 10.
Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a

50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada
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2.0 9
mm== Extracto de PP A.pH 11
mmm= Extracto de PP B.pH 11
1.59 mmm= Extracto de PP C.pH 11
<
s Extracto de PP D.pH 11
s
2 1.0
°
P
f=}
<
0.5
0.0 T
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 17. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a

partir de los 4 diferentes extractos de piel plateada a pH 11.

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

2.0 M mmm= Extracto de PP A.pH 12
mmm= Extracto de PP B.pH 12
Wmm= Extracto de PP C.pH 12
1.59
= Wmm= Extracto de PP D.pH 12
=
<
2 1.0 1
°
@
f=}
<
0.5

n
400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 18. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a

partir de los 4 diferentes extractos de piel plateada a pH 12.

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada
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6.3.2 Estabilidad de las nanoparticulas de plata

Las posibles aplicaciones de las nanoparticulas de plata dependen de su
tamano, forma, carga superficial, etc; por lo que la estabilidad de las
nanoparticulas es de suma importancia ya que si se forman aglomerados de gran
tamano pueden perder su efectividad y limitar su uso (Wong & Liu, 2010). Es por
esto que se realizé un analisis de estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas a
partir de sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada a diferentes pH: 10,
11 y 12 durante 3 meses. Todas las muestras de nanoparticulas de plata
almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion presentaban la coloracion

café, c color caracteristico de las nanoparticulas de plata en solucién.

Se monitoreo el plasmoén de superficie de las muestras empleando
espectroscopia UV-vis para identificar el plasmoén de superficie caracteristico de
las nanoparticulas de plata. En la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.20 se muestran los espectros de los plasmones de superficie de las
nanoparticulas de plata al tiempo cero, se puede observar que todos presentan un
pico de absorbancia maxima dentro del rango caracteristico para las
nanoparticulas de plata (400-500 nm). Posteriormente las muestras se dividieron y
una mitad se colocé a temperatura ambiente y la otra en refrigeracion (4°C). Se
realizd el monitoreo semanal mediante el analisis UV-vis sin observarse cambios
significativos, se presentan los espectros de las muestras a los 3 meses. En la
Figura 19. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir de los extractos de PP de café a pH basicos al tiempo 0.

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

21 se tienen los correspondientes al almacenamiento a temperatura
ambiente y en la Figura 19. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de

plata sintetizadas a partir de los extractos de PP de café a pH basicos al tiempo 0.
Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a

50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

22 los espectros de las muestras que estuvieron en refrigeracion. No se
detectaron cambios significativos en el plasmoén de superficie lo cual nos permite
sugerir que las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los extractos de

piel plateada de café son estables. Esto coincide con lo esperado ya que los
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constituyentes quimicos de los extractos no soélo favorecen la formacién de las
nanoparticulas de plata sino que también participan como agentes estabilizantes

que impiden la aglomeracion de las nanoparticulas (Mittal et al., 2013b).

Estabilidad AgNPs t,

— Extracto de PP A.pH 10
— Extracto de PP A.pH 11
— Extracto de PP A.pH 12
— Extracto de PP B.pH 10
— Extracto de PP B.pH 11
— Extracto de PP B.pH 12
Extracto de PP C.pH 10
— Extracto de PP C.pH 11
—— Extracto de PP C.pH 12
— Extracto de PP D.pH 10
— Extracto de PP D.pH 11

Extracto de PP D.pH 12
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Figura 19. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a

partir de los extractos de PP de café a pH basicos al tiempo 0.

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

Estabilidad AgNPs Temperatura ambiente (3 meses)
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— Extracto de PP A.pH 11
— Extracto de PP A.pH 12
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Figura 20. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir de los extractos de piel plateada de café a pH basicos después de 3 meses

de almacenamiento a temperatura ambiente.
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Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

Estabilidad AgNPs Refrigeracion (3 meses)

— Extracto de PP A.pH 10
— Extracto de PP A.pH 11
— Extracto de PP A.pH 12
— Extracto de PP B.pH 10
— Extracto de PP B.pH 11
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Extracto de PP D.pH 12

Absorbancia

400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 21. Plasmones de superficie de las nanoparticulas de plata sintetizadas a
partir de los extractos de piel plateada de café a pH basicos después de 3 meses

de almacenamiento en refrigeracion.

Tratamiento A: 50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min; Tratamiento B: 50 % agua/ 50% etanol a
50 °C x 90 min; Tratamiento C: 25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min; Tratamiento D: 25 %
agua/ 75% etanol a 60 °C x 90 min. PP: Piel plateada

Analizando las Figuras 20, 21 y 22 se observa que los plasmones de
superficie de las muestras a temperatura ambiente y refrigeraciéon presentan un
desplazamiento hacia la derecha en la longitud de onda a la cual se observo la
maxima absorbancia, 416-422 nm aproximadamente, comparados con la medicién
realizada al tiempo cero donde se observé en un rango de 410-416 nm, esto
podria correlacionarse con tamafos de nanoparticulas de plata mayores, ademas
en el caso de las muestras a temperatura ambiente se observa un
ensanchamiento en los picos esto se correlaciona con una mayor polidispersion de
tamafos (Ashkarran & Bayat, 2013).
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Para verificar el estado de las nanoparticulas de plata se eligio una muestra
de las almacenadas a temperatura ambiente durante 3 meses y se analiz6
mediante microscopia electénica de transmision con el fin de comprobar lo
observado en los espectros de UV-vis. En la Figura 23 se muestra la micrografia

obtenida.
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Figura 22. Imagen TEM de las nanoparticulas de plata obtenidas a partir del
extracto C de PP a pH=10, después de 3 meses de almacenamiento a

temperatura ambiente.

En la Figura 24 se muestra el histograma de frecuencia de tamanos de las
particulas de la muestra analizada por TEM. Se pudo corroborar lo observado en
los espectros ya que el ensanchamiento del pico representa la polidispersion de
los tamanios y el desplazamiento a la derecha un aumento en la concentracion de
nanoparticulas de mayor tamafo. Para el tiempo cero de las nanoparticulas de
plata sintetizadas a partir del extracto C de piel plateada de café a pH 10 se tenia
mas del 60% en un tamano de 10 nm mientras que depues de tres meses la

frecuencia relatica disminuyo para este tamano y aumento para tamafios mayores.
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Figura 23. Histrograma de distribucién de tamanos de nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir del extracto de piel plateada de café C después de tres meses

de almacenamiento a temperatura ambiente.

Como se observa en la Figura 223 y Figura 234 la mayoria de las particulas
de plata siguen presentando un tamafio menor a los 100 nm. Por lo cual se puede
sugerir que las nanoparticulas sintetizadas a pH basicos son estables después de
tres meses de almacenamiento a temperatura ambiente, lo cual coincide con lo
observado mediante espectroscopia UV-vis, donde se sigue observando el

plasmon de superficie caracteristico para este tipo de nanomaterial.

Estos resultados fueron similares a los encontrados para nanoparticulas de
plata en solucién acuosa con un rango de tamafio entre 10-34 nm usando almidén
soluble como agente reductor y estabilizante (Vigneshwaran et al., 2006). Tambien
se han realizado nanoparticulas de plata a partir de compuestos puros como el
apiin extraido de hojas de henna estas nanoparticulas fueron estables en agua por
tre meses, lo cual fue atribuido a adhesion del apiin a la superficie de la

nanoparticula (Iravani et al., 2014).
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6.3.3 Caracterizacion fisicoquimica

6.3.3.1 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmisiéon (TEM) es otra técnica
comunmente empleada para determinar la morfologia de las nanoparticulas,
ademas se utilizé el Software Imagej para determinar los tamanos de las
nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada de
café. Las distribuciones de tamano encontradas se presentan en un histograma

de frecuencias relativas.

La caracterizacion de las nanoparticulas de plata se continué soélo con
aquellas sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada de café empleando
un pH= 10 ya que no se encontraron diferencias importantes entre los tres pH

evaluados como se muestra en los apartados anteriores.

En la 6 se presentan las imagenes de TEM de las nanoparticulas de plata
sintetizadas a pH 10 a partir de los extractos de piel plateada de café A, B, Cy D,
respectivamente. Estas imagenes fueron tomadas de las nanoparticulas en la
solucién original y se observa que para todos los casos la nanoparticulas

obtenidas son de forma esférica.

Enla
Figura 245 se muestran los histogramas de distribucion de tamafos de las

nanoparticulas de plata sintetizada a partir de los extractos de piel plateada a pH
10. Como se puede observar en el caso de las nanoparticulas de plata en solucion
para el extracto PP-A (Piel plateada de café a partir del extracto A) la mayoria de
las nanoparticulas se encuentran en un rango de 6-12 nm. Para el extracto de PP-
B mas del 50% presentan un tamafio menor a 30 nm.; La mayoria de las
nanoparticulas sintetizadas a partir de extracto de PP-C presentan un tamafio de
10 nm, y para el extracto D se tienen tamafios menores a 16 nm. En el caso de la
sintesis verde a partir de los extracto B se obtuvieron particulas mayores a 100

nm.
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La mayoria de las nanoparticulas sintetizadas se encuentran con un
diametro menor a los 20 nm, tamafo similiar al reportado por Dhand vy
colaboradores (2016) quienes sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de un

extracto de la semilla de café arabica con un tamaino de 20-30 nm.

201

Frecuencia relativa (%)

Frecuencia relativa (%)

0

QW&%%Q\’L\NQ%,LQW'LN B\Q'Lg‘hbtgﬁ’o’\b‘zPOPQQ’\g\‘L“

Tamafo (nm) Tamafo (nm)

301 d)

Frecuencia relativa (%)

Frecuencia relativa (%)

Tamafio (nm) Tamaifio (nm)

Figura 24. Histogramas de distribucion de tamafnos de las nanoparticulas
de plata sintetizadas a partir de los extractos de piel plateadda de café a
pH= 10: a) AgNPs extracto A; b) AgNPs extracto B; c) AgNPs extracto C; d)
AgNPs extracto D.
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Figura 25. Imagenes TEM de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de una
solucién de 1mg/mL de extractos de piel plateada de café a pH=10. a) AgNPs
extracto A; b) AgNPs extracto B; ¢) AgNPs extracto C, d) AgNPs extracto D.

En el caso de las imagenes de TEM de las nanoparticulas de plata
centrifugadas (Figura 267) se puede observar que se encuentran menos
dispersas. En las imagenes de las AgNPs centrifugadas se observan aglomerados
lo cual podria afectar el desempefio de éstas particularmente en la actividad
antimicrobiana porque disminuiria su capacidad parar penetrar dentro de la células
(Duran et al., 2016).

En las imagenes de TEM de las AgNPs centrifugadas sintetizadas a partir
de los extractos A y B se observan nanoparticulas triangulares; esto es importante
ya que se ha reportado que las nanoparticulas de forma triangular poseen una
mayor actividad antimicrobiana que las esféricas contra microorganismos como E.
coli. (Pal, Tak, & Song, 2007).
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100 nm

Figura 26. Imagenes de TEM de las nanoparticulas de plata centrifugadas,
sintetizadas a partir de extractos de piel plateada de café a pH=10: a) AgNPs
extracto A; b) AgNPs extracto B; c) AgNPs extracto C, d) AgNPs extracto D.

Al analizar los histogramas de distribucion de tamafos de las
nanoparticulas después del proceso de centrifugacion (Figura 28) se puede
observar que la mayoria se encuentra debajo de los 50 nm, aunque en las
imagenes de TEM se presentan menos dispersas formando aglomerados que
pueden alterar su utilidad.
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Figura 27-Histogramas de distribuciéon de tamafos de las nanoparticulas de

plata centrifugadas, sintetizadas a partir de los extracto de piel plateada de café

A, B, Cy D a pH 10.
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6.3.3.2 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El analisis por FTIR se realiza para identificar los posibles grupos
funcionales responsables de la reduccién y estabilizacion de las nanoparticulas de
plata. En el cuadro se observan los picos observados en los espectros de los

extractos de PP y en las nanoparticulas de plata centrifugadas.

El espectro FTIR de los extractos de piel plateada muestran 8 picos (Figura
29) . Estos pueden ser asignados a diferentes grupos funcionales como se
observa en el Cuadro 15 algunos corresponde a los grupos C=C-H, C-O-H. De
acuerdo a los grupos funcionales observados en la tabla se puede suponer que los
compuestos que contienen grupos funcionales C=C-H o C-O-H son los
responsables de la reduccion de los iones Ag®. (Mo et al., 2015). Esto coincide con
lo esperado dada la composicidon de la piel plateada de café que contiene

compuestos fendlicos y carbohidratos.

Cuadro 13. Picos observados en los espectros de los extractos de piel plateada

de café y las nanoparticulas de plata centrifugadas.

Posicién pico (cm™) Modo de vibraciéon Notas

3300 Estiramiento -OH

2920 Estiramiento asimétrico | =C-H

2850 Estiramiento C-H

1700 Estiramiento C-O

1639 Estiramiento simétrico | C=0/C-C/C-N/ Bandas en
cafeina y acidos
aromaticos.

1609 Estiramiento Cc=C

1246 Estiramiento Cafeina

1050 Estiramiento Tipo Il Arabigalacnato
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Enla
Figura 290 se muestran los espectros FTIR de las nanoparticulas de plata

obtenidas a partir de los extractos de piel plateada después del proceso de
centrifugacion, debe considerarse que el proceso de centrifugacion y los lavados
permitieron la remocion de aquellos compuestos que no se encontraban adheridos

a la superficie de la nanoparticula.

Los espectos muestran los picos atribuidos a los compuestos que rodean
las nanoparticulas de plata (Zhan et al., 2011). Ademas de cambios en la
intensidad de las bandas correspondientes a los grupos OH y C=0 que estan

involucrados en la reduccion de los iones de plata.
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Figura 28. Espectros FTIR de los extractos de piel plateada.
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Figura 29. Espectros FTIR de las nanoparticulas de plata centrifugadas

sintetizadas a partir de los extractos de PP
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6.3.4 Caracterizacion microbiolégica

La resistencia de los microorganismos a antibidticos es un problema de
salud emergente que ha ido incrementando y debido a los costos que esto
conlleva se han enfocando diversas investigaciones al desarrollo de nuevos
antimicrobianos. Las nanoparticulas de plata representan una opciéon a esta
situacion ya que se ha comprobado que reducir el tamafio de particula de los
materiales es una forma eficiente de mejorar su biocompatibilidad, es por ello que
se decidio evaluar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas obtenidas
mediante sintesis verde a partir de los extractos de piel plateada de café (Ahmed
et al., 2016).

6.3.4.1 Prueba de halo de inhibicion

Se evalud la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata contra
dos microorganismos de gran importancia debido al impacto que pueden tener en
la salud publica L. monocytogenes y E. coli. En los Estados Unidos los Centros
para el Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) estiman que
1600 personas padecen listeriosis cada afo y de esas 260 mueren. Esta infeccion
€s mas comun en mujeres embarazadas y sus recién nacidos, adultos de 65 afios
0 mayores y personas inmunocomprometidas. En el caso de E. coli puede
provocar diarreas o afecciones fuera del tracto intestinal que pueden complicarse y
mermar la salud del individuo (CDC, 2017).

Para el analisis se empleo como blanco agua desionizada y como control
positivo cloranfenicol, el cual es un antibidtico de amplio espectro altamente
efectivo contra la mayoria de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las
concentraciones a evaluar fueron 200, 300, 400, 600, 800 y 1000 uyg/mL de las
AgNPs centrifugadas por el método de difusion en agar como se describe en al
punto 5.6.2. En las
Figura 301 y 32 se presentan los diametros de los halos de inhibicion medidos con

un Vernier y sus respectivos controles obtenidos al evaluar las diferentes
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concentraciones de AgNPs contra

nanoparticulas

sintetizadas

presentaron

los dos microorganismos.

Todas

las

efecto antimicrobiano a alguna

concentracion contra los dos tipos de microorganismos, mientras que el blanco de

agua desionizada no presento halo de inhibicién.
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Figura 30. Diametros de halo de inhibicion de las nanoparticulas de plata

sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada de café contra E. coli: a)

AgNPs extractoA; b) AgNPs extracto B; c) AgNPs extracto C; d) AgNPs extracto D.
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Figura 31 Diametros de halo de inhibicibn de las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir de los extractos de piel plateada de café contra L.
monocytogenes: a) AgNPs extracto A; b) AgNPs extracto B; c) AgNPs extracto C;
d) AgNPs extracto D.

Al realizar la prueba estadistica de Dunnet para comparar los resultados de
las nanoparticulas de plata contra E. coli se obsevo que con excepcion de las
nanoparticulas del extracto D, las demas presentaron un efecto similar al control
en alguna concentracién. Las nanoparticulas de plata obtenidas a partir del
extracto C de piel planteada fueron las que mostraron mayor eficacia, presentando
un efecto similar al control en las seis concentraciones probadas.. En contraste,
las nanoparticulas del extracto B fueron las de menor efecto antimicrobiano, ya
que a las concentraciones de 200 y 400 pg/mL no se observé inhibicién, y en las
concetraciones restantes el efecto fue significativamente menor comparado con el
control (cloramfenicol). . En realcion a L. monocytogenes solo las nanoparticulas
de plata sintetizadas a partir del extracto C presentaron un efecto similar al
obtenido con el control positivo. Por lo se concluye que el efecto antimicrobiano

fue mayor contra la bacteria Gram negativa (E. coli). Se ha sugerido que la
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actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata es mayor en las bacterias
Gram negativas que en las bacterias Gram positivas debido a la diferencia en la
composicidon de las membranas celulares. La pared celular de E. coli esta
compuesta de una capa delgada de peptidoglicano que consiste en cadenas de
polisacaridos lineales reticuladas por péptidos cortos, por lo cual la penetracion de
las nanoparticulas de plata es mas facil en comparacion con L. monocytogenes
que posee una capa mas gruesa de peptidoglicano. Ademas un mayor numero de
iones de plata cargados positivamente quedan adheridos dentro de la pared de
petidoglicano cargada negativamente de las bacterias Gram positivas comparado

con las Gram negativas (Ahmed et al., 2016).

Se sugiere que la actividad antimicrobiana es debida a la liberacion de
cationes de plata a partir de las nanoparticulas de plata que actuan como
reservorios de los iones Ag (+). Se desconoce el mecanismo exacto de la
actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata pero se asume que las
nanoparticulas se adhieren a la superficie de la bacteria e interactuan con los
fésforos y sulfuros presentes en la membrana celular dando como resultado una

interrupcion del metabolismo conduciendo a la apoptosis/ lisis de la bacteria.

Analizando los resultados obtenidos podemos observar que las
nanoparticulas A y C presentaron actividad contra E. coli a concentraciones
menores (300 y 200 ug/mL, respectivamente) comparadas con las otras AgNPs
sintetizadas (B y D). En el caso de L. monocytogenes solo se obtuvo un efecto
similar al control empleando las nanoparticulas de plata obtenidas mediante el
extracto C. Debemos considerar que las propiedades antimicrobianas de las
AgNPs dependen del tamafo, concentracidn, condiciones ambientales como el pH
y la fuerza idnica y agente estabilizante. El tamafo, la concentracion y estabilidad
de las nanoparticulas a su vez dependeran en el caso de los extractos de plantas
de la concentracion y tipo de compuestos fitoquimicos presentes en éstos (Ahmed
et al., 2016).
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En el caso de los extractos A y C presentaron una mayor capacidad
antioxidante por ABTS y DPPH respectivamente, ademas el extracto C presento el
mayor valor de fenoles totales analizados por Folin, y presentaron el mayor
porcentaje de nanoparticulas con un tamafio igual o menor a 20 nm por lo que
podemos suponer que esto influyd en su actividad antimicrobiana. Existen
numeroso reportes en la literatura que correlacionan los tamafnos de particula mas
pequefos (1-10 nm) con mayores actividades antimicrobianas debido a la
facilidad de estas para penetrar dentro de la bacteria (Ahmed et al., 2016; Duran et
al., 2016).

Existen reportes en la literatura sobre la concentracidn minima inhibitoria
(MIC, por sus siglas en inglés) para E.coli empleando nanoparticulas de plata.
Por ejemplo nanoparticulas con un diametro de 20-30 nm sintetizadas a partir de
un extracto de las hojas de Acalypha indica tuvieron una concentracion minima
inhibitoria MIC de 10 ug/mL (Krishnaraj et al., 2010). En el caso de
nanoparticulas de plata casi esféricas con tamafos menores a los 100 nm
sintetizadas a partir de un extracto de hoja de bamboo mostraron una MIC de 20
pMg/mL (Yasin et al., 2013). Existe un estudio en el que se evaluaron nanoparticulas
comerciales NanoCid® L2000 contra algunos patéogenos presentes en los
alimentos monitoreando el crecimiento de la bacteria a 600 nm y encontraron
valores de MIC para E. coli de 3.12 ug/mL y para L. monocytgenes de 6.25 ug/mL
(Zarei et al., 2014). Los valores de concentraciones minimas inhibitorias obtenidos
para las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los extractos de la piel
plateada de café contra los dos microorganismos son mucho mayores
(aproximadamente 10 veces) a las reportadas en la literatura esto puede atribuirse
a diversos factores como lo fueron la concentracion de las nanoparticulas de
plata, la solubilidad de éstas, la posible aglomeraciéon de las particulas y la

concentracion de iones de plata (+) liberados a partir de estas.
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En el caso de la solubilidad de las nanoparticulas o posible aglomeracién
puede deberse a una falta de agente estabilizante, podria suponerse que la
cantidad presente en el extracto no fue la suficiente para evitar el proceso de
aglomeracién. Las AgNPs puras son insolubles en agua debido a que se
encuentran en su forma metalica (estado de oxidacién 0), se sabe que se pueden
disolver en acido nitrico pero esto interferiria en la determinacion de la actividad
antimicrobiana por lo que las AgNPs se dispersaron en agua desionizada
empleando un sonicador y previo a colocar la concentracion correspondiente en la

placa se empled un vortex para su dispersion.

A continuacidn se presenta la imagen de las nanoparticulas de plata
dispersas en agua desionizada (Figura 32). Como se puede observar solo en las
nanoparticulas sintetizadas a partir de los extracto A y C que fueron los que
mostraron la mayor actividad antimicrobiana se observa el color caracteristico de
las nanoparticulas de plata en solucion (Joy Prabu & Johnson, 2015). Por lo tanto,
se podria suponer que se tenia una concentracion mas baja de nanoparticulas de
plata sintetizadas a partir de los extractos B y D y debido a esto el efecto

observado fue menor.

Figura 32. Nanoparticulas de plata dispersas en agua desionizada [1000 ug/mL]

Si los coloides metalicos se aglomeran, sus actividades antimicrobianas son
deficientes. Existen reportes de encapsulacion de nanopartpiculas metalicas con
materiales poliméricos para evitar este problema. El PVA (acetato de polivinilo)
es conocido por permitir la sintesis de nanoparticulas mas pequehas, mas
uniformes en forma y con una distribucion de tamafos mas estrecha (Kandasamy
et al.,2012).
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Es por lo anteriormente discutido se puede sugerir que la estabilidad y
solubilidad de las nanoparticulas de plata pudo haber afectado directamente su
efecto antimicrobiano, ya que los valores obtenidos para la inhibicion del
crecimiento antimicrobiano son mucho mayores a los reportados en la literatura.
Seria necesario realizar la cuantificacion de las nanoparticulas de plata dispersas
en el agua para poder establecer conclusiones mas detalladas de los efectos

antimicrobianos observados.
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CONCLUSIONES

. El extracto C (25 % agua/ 75% etanol a 30 °C x 60 min) presento la mayor
capacidad antioxidante por ABTS y el mayor contenido de fenoles totales
analizado por Folin.

. El extracto A (50 % agua/ 50% etanol a 40 °C x 60 min) presento la mayor
actividad antioxidante por DPPH.

. Todos los extractos contienen acido protocatecuico, cafeina y acido
clorogénico.

. Se obtuvieron extractos de PP de café ricos en acido clorogénico en un
rango de 14.5-30.6 mg. Acido clorogénico/g extracto de PP. El extracto D
(25 % agual/ 75% etanol a 60 °C x 90 min) fue el que presentd la mayor
concentracion.

. Todos los extractos de PP de café poseen la capacidad de sintetizar
nanoparticulas de plata.

. El valor de la longitud de onda a la cual se observo el plasmpon de
superficie de las nanopartouclas de plata sin tetizadas correspode al rango
caracteristico de este tipo de materiales (400-500 nm).

. Los pH’s basicos (10, 11 y 12) favorecen la rapida formacién de las
nanoparticulas de plata

. Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los 4 extractos de piel
plateada de café presentan formas esféricas, y en el caso se las
nanoparticulas sintetizadas a partir de los extractos A y B se observaron
formas triangulares.

. Mas del 50 % de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los 4
extractos de PP de café y observadas mediante TEM presentan un
diametro < 20nm.

10.Las nanoparticulas sintetizadas a partir del extracto C presentan el mayor

porcentaje con un diametro <10nm.
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11.El analisis FTIR muestra que los compuestos que contienen grupos
funcionales C=C-H o C-OH pueden participar en la reduccion de los iones
Ag’.

12.Todas las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de los 4 extractos de
PP de café presentaron actividad antimicrobiana contra E. coli y L.
monocytogenes..

13. Las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir del extracto de PP C
presentaron la mayor actividad antimicrobiana contras los dos
microorganismos, ya que a una concentracion de 200ug/mL se inhibi6 el
crecimiento de ambas bacterias.
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