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RESUMEN

RESUMEN

Nanoparticulas de oxido de zinc (NPsZnO) fueron sintetizadas utilizando extractos
de las plantas Stevia rebaudiana y Moringa oleifera, partiendo del precursor
metalico, nitrato de zinc. Las nanoparticulas de ZnO fueron caracterizadas por
difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier
(FT-IR) y microscopia electronica de barrido (SEM). Los resultados mostraron la
obtencion del compuesto ZnO en fase wurtzita. De acuerdo a los resultados,
algunas familias de metabolitos del extracto de Stevia rebaudiana contenidos en la
fraccion butandlica y en la fraccion acuosa residual, ademas del extracto crudo de
Moringa participan activamente en la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc
(NPs). Los estudios de microscopia electronica de barrido permitieron conocer la
morfologia casi esférica de las nanoparticulas de 6xido de zinc con tamanos

menores a los 100 nm.

Las nanoparticulas obtenidas a partir de los extractos se dispersaron en una
matriz de almidéon y se analizaron por DRX, FT-IR, y SEM, observandose
dispersiones aglomeradas.

Nanoparticulas fueron probados en un ensayo de viabilidad celular (MTT) con
células de cancer de mama de la linea MCF-7. Los resultados son prometedores,
dando a conocer que las nanoparticulas sintetizadas con extracto de Moringa

lograron disminuir la viabilidad en todas las concentraciones probadas.
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I. INTRODUCCION

El interés por el desarrollo en el area de la nanotecnologia aumenta con el paso
del tiempo, por la posibilidad de controlar las propiedades de un material a nivel
nanometrico y potencializar sus capacidades. Las nanoparticulas (NPs) son un
conjunto de atomos que forman particulas con una dimension menor a 100 nm.
Las metodologias para la sintesis de nanoparticulas van en aumento,
precisamente por la obtencién de propiedades (mecéanicas, eléctricas, magnéticas,
Opticas, cataliticas) distintas respecto al material a escala macroscopica. Asi
mismo, la escala nanométrica permite una mayor superficie de contacto. Esto,
favorece la incorporacion de nanoparticulas en diversos campos, tales como la

biomedicina, electrénica, informatica, etc.

Las nanoparticulas semiconductoras han sido estudiadas desde la década
anterior, no solo por sus propiedades fisicas y quimicas, sino también por sus
aplicaciones. El 6xido de zinc es uno de los semiconductores mas estudiados
debido a sus propiedades antimicrobianas y de proteccion a la irradiacion UV. El
oxido de zinc se investiga para usos en medicina, especialmente para la
marcacion de células y en la administracion de medicamentos (Tang et al., 2010;
Li et al., 2010), asi como por sus propiedades antibacterianas (Zhang et al., 2007).
Productos tan comunes como protectores solares o cremas para rozaduras,
contienen nanoparticulas de ZnO (Gong et al., 2006). Las nanoparticulas de 6xido
de zinc se encuentran en diodos laser (Fujita et al., 2014), celdas solares
(Nicolaev et al., 2016; Ohashi, 2017), fotodetectores (Park et al., 2015) y en

sistemas de fotocatalisis (Di Mauro et al., 2015).

La sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc se ha llevado a cabo por diferentes
metodologias. El presente trabajo se centra en utilizar por separado extractos de
las plantas Stevia rebaudiana y Moringa oleifera para sustituir reactivos como

hidroxido de sodio (NaOH), considerando que los extractos pueden ser obtenidos

10



I.INTRODUCCION

con mayor facilidad y que presentan metabolitos con estructuras similares al
reactivo mencionado. Con ello, es posible darle un valor agregado a la obtencién
de nanoparticulas de 6xido de zinc por partir de una metodologia amigable con el
medio ambiente. Existen reportes de sintesis de nanoparticulas de ZnO con
extractos de plantas. Sin embargo, en las metodologias de sintesis reportadas
utilizan temperaturas por encima de los 400 °C para la formacion de las NPs-ZnO
(Salam et al., 2014; Santhoshkumar et al., 2017; Ramesh et al., 2015, Yuvakkumar
et al., 2014, Senthilkumar et al., 2014).

En el presente trabajo se muestra la sintesis de nanoparticulas de ZnO tipo
wurtzita con extractos de plantas obtenidas a relativas bajas temperaturas

(menores a 150 °C) ademas se probaron en una linea celular de cancer de mama.

11
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ll. MARCO TEORICO

2.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son un conjunto de atomos que se encuentran en
dimensiones no mayores a 100 nm, en al menos una de sus dimensiones. En la
Figura 1 se observan algunas morfologias que pueden adoptar las nanoparticulas.

Estas morfologias dependen de las variables de sintesis.

Figura 1. Micrografias obtenidas por SEM de nanoparticulas: a) nanoesferas, b)
nanotriangulos con nanoesferas, ¢) nanocubos d) nanotubos (Tiwari et al., 2012)

Las NPs presentan caracteristicas especificas de coloracion, reactividad quimica,
y relacion superficie/volumen. Las propiedades quimicas, fisicas, eléctricas,
Opticas etc. de las nanoparticulas pueden ser significativamente diferentes de las
propiedades de los materiales a mayor escala (Menéndez, 2010). El interés por
estudiar a los nanomateriales se ha incrementado en los ultimos afios, debido a
las propiedades de estos y a la gran demanda que podrian tener, con aplicaciones
en diversos campos como la biomedicina, industria farmacéutica, industria

automotriz, etc., permitiendo con ello mejorar o crear nuevos productos.

Las nanoparticulas pueden ser catalogadas de acuerdo a su componente
nanométrico y/o a su morfologia (Mora, 2013) y se encuentran dentro de la

clasificacion de los nanomateriales, basado en el nimero de dimensiones 1D, 2D
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Il. MARCO TEORICO

0 3D que estan fuera del rango de nanoescala (<100 nm) (Tiwari et al., 2012). En
nanomateriales de dimension cero (0D), todas las dimensiones se miden dentro de
la nanoescala de modo general los nanomateriales OD son nanoparticulas. En los
nanomateriales unidimensionales (1D), una dimension esta fuera de la
nanoescala. Esta clase incluye nanotubos, nanorods y nanocables. En los
nanomateriales bidimensionales (2D), dos dimensiones estan fuera de la
nanoescala. Esta clase incluye grafeno, nanopeliculas. Los nanomateriales
tridimensionales (3D) son materiales que no se limitan a la hanoescala en ninguna
dimensién. Esta clase puede contener polvos a granel, dispersiones de

nanoparticulas, haces de nanocables y nanotubos.

2.2 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas se lleva a cabo mediante dos lineas de seguimiento
(Zanella, 2012), los métodos fisicos, cuando componentes a granel se rompen en
unidades cada vez mas pequefias mediante mecanismos fisicos y los métodos
qguimicos, cuando precursores actian como centros de nucleacion, dando lugar a
la formacion de clusters cuyo crecimiento continuo a medida que se sigan
agregando los atomos, formandose asi, particulas de mayor tamafio. Las
metodologias van cambiando para optimizar el proceso, reduccién de costos de
operacion, reduccion de compuestos toxicos, siendo las variables de sintesis parte
esencial en la morfologia y tamafio de la particula y por ende de las propiedades y
caracteristicas de las mismas. La introducciéon de componentes bioldgicos en la
sintesis de nanoparticulas, tales como microorganismos, vitaminas o metabolitos
obtenidos de extractos de plantas, entre otros, es de gran interés, al ser productos
de facil obtencion y no contaminantes al medio ambiente (Salinas, 2012). Los
extractos de plantas han sido utlizados por contener con caracteristicas

reductoras y estabilizantes de nanoparticulas.

Aln no es claro el mecanismo que se sigue para la sintesis de nanoparticulas,
utilizando extractos de plantas. Sin embargo, los mecanismos propuestos son para

una reaccion redox, por la capacidad reductora de los componentes celulares,
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como proteinas, carbohidratos, acidos organicos, fenoles y otros metabolitos
presentes en los extractos, que a su vez pueden funcionar como estabilizadores
de las nanoparticulas formadas (Haverkamp et al., 2008; Kumar et al., 2013),
Ahmed et al (2017) mencionan en su trabajo que el mecanismo de sintesis de
NPs es dependiente de los fitoquimicos tales como alcaloides, fenoles,
flavonoides, taninos, saponinas, terpenoides, carbohidratos, etc. Este
comportamiento puede estar relacionado con un solo metabolito o bien con un
conjunto de metabolitos. Algunos autores han reportado diferentes grupos
funcionales que pueden intervenir en la biosintesis de NPs. Por ejemplo; los
alcoholes, aldehidos, aminas, carboxilos, cetonas, sulfhidrilos (Baker et al., 2013;
Rai y Yadav, 2013; Huang et al., 2015). Se ha reportado también que algunas
familias de compuestos como los terpenoides, flavonoides, polifenoles, azlcares
reductores, glutation y ascorbato tienen grupos que actian directamente en la
biosintesis, mientras que otros, como las proteinas funcionan como agentes
estabilizantes, formando por adsorcion una cubierta organica (Rai y Yadav, 2013).
Otra propuesta, es un mecanismo ligante, explicado con base a las biomoléculas,
como fenoles, flavonoides, carotenoides, presentes en los extractos de las plantas,
que actian como agentes de ligacion. Los grupos hidroxilo de las biomoléculas,
forman complejos agentes con las sales precursoras y se ligan con iones de zinc,
y a su vez, comienza el proceso de nucleacion y posteriormente causa la
reduccion y la configuracion de las NPs, donde al ser llevadas a temperaturas por
encima de los 400 °C, el sistema sufre una descomposicién directa liberando asi a
las NPs. (Nava et al., 2017).

2.3 Oxido de zinc

El 6xido de zinc (ZnO) es un compuesto inorganico no téxico, que en su estado
puro se encuentra como polvo blanco, estable a temperatura ambiente y poco
soluble en agua. Este compuesto ha despertado un interés tecnolégico debido a
sus propiedades fisicas y quimicas, las cuales son aprovechadas en numerosas
aplicaciones, por lo que tiene un largo historial de uso seguro, no es irritante y es

compatible con la piel. En la antigua India se encontraron registros de uso de ZnO
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para enfermedades oculares. En el primer siglo d. C., el griego Dioscorides lo
utilizé para la elaboracion de ungientos. En 1025 fue usado por primera vez en el
tratamiento de enfermedades de la piel. En la actualidad, se usa en diferentes
productos, tales como revestimientos, bloqueadores solares, en pigmentos, en
pomadas antisépticas, como inhibidor del crecimiento de hongos en pintura, como
acelerador y activador para la vulcanizacion del caucho, también actia como una
capa protectora para el propio zinc en celdas solares, recubrimientos para
enlatados, protectores solares (Chopra et al., 1984; Norton et al., 2004). El ZnO
cristaliza como una estructura hexagonal tipica wurtzita (PDF Card No: 2300113),
en condiciones ambientales normales, donde los atomos de oxigeno y zinc estan
organizados de forma que los atomos de oxigeno se sitlan en una estructura
distorsionada (Fortunato et al., 2009). Esta estructura de ZnO muestra picos
caracteristicos obtenidos por difraccion de rayos X en 26 igual a: 31.73 plano
[100], 34.43 plano [002], 36.21 plano [101], 47.55 plano [102], 56.56 plano [110],
62.82 plano [103], 66.30 plano [200], 67.92 plano [112] y 69.02 plano [201]. El ZnO
también puede cristalizar en forma de blenda de zinc y de sal de roca, tal como se
muestra en la Figura 2. De las tres formas estructurales, la mas estable es la
wurtzita, donde los atomos de oxigeno y zinc estan organizados de forma que los
atomos de O se sitian en una estructura hexagonal cerrada, mientras que los
atomos de Zn ocupan el centro de la estructura hexagonal distorsionada
(Fortunato et al., 2009).

Figura 2. Estructuras cristalinas de ZnO: (a) sal de roca cubica, (b) blenda de zinc
y (c) wurtzita hexagonal. Las esferas sombreadas en gris y negro representan
atomos de Zn y O respectivamente (Fortunato et al., 2009).
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El ZnO tiene una densidad de 5600 Kg/m®, una masa molar de 81,40 g/mol, punto
de fusion de 1975 °C y punto de ebullicion de 2360 °C. Presenta una banda
prohibida relativamente amplia de ~3.3 eV a temperatura ambiente (Kotodziejczak-
Radzimska y Jesionowski, 2014)

2.3.1 Capacidad antimicrobiana del 6xido de zinc

El efecto antimicrobiano del 6xido de zinc en los microorganismos patdégenos se
debe a tres mecanismos de accion principales: generacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés); acumulacibn de NPs-ZnO en la

membrana y liberacién de iones Zn?*, tal como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Mecanismo de acci6n del 6xido de zinc con liberacién de iones Zn?*
sobre las células (Adaptada de Sondi et al., 2004).

La liberacion de ROS en soluciones acuosas es desencadenada por la luz (tanto
ultravioleta como visible), la cual genera pares electron—hueco en la superficie de
las NPs-ZnO (Lipovsky et al., 2009). Incluso bajo condiciones de oscuridad, las

NPs-ZnO son capaces de detener el crecimiento de E. coli y S. aureus. Este
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comportamiento lo atribuyen principalmente a la liberacion del anion superoxido, o
a modos de accion alternativos de las NPs-ZnO (Huh et al.,, 2011). Las ROS
ocasionan una fuga de contenido intracelular debido al dafio oxidativo a las
proteinas y lipidos de la membrana celular bacteriana, conllevando a una eventual
muerte celular. Aunado a esto, se ha determinado que dicho estrés oxidativo
posee un deébil potencial mutagénico en los microrganismos (Hajipour et al., 2012).
Cuando los iones penetran en el interior de la célula, a través de unos
transportadores de metales presentes en su membrana, compitiendo con ellos por
los lugares de captacion, los iones actuan interfiriendo en la permeabilidad
gaseosa de la membrana (respiracién celular) y una vez en el interior de la célula
alteran su sistema enzimatico, inhibiendo su metabolismo y produccién de energia
y modificando su material genético (Sondi 2004). EIl resultado es que el
microorganismo pierde rapidamente toda capacidad de crecer y reproducirse,
como en el caso de la Escherichia coli y las bacterias Gram-negativas. Se ha
reportado que la cantidad de iones Zn** liberada por nanopolvos de ZnO es muy
superior que la liberada por particulas de mayor tamafio de este mismo
compuesto. Asimismo, se considera a los iones Zn** como agentes
bacteriostaticos y no como bacteriocidas, ya que estos suelen unirse a la
membrana bacteriana. Alvarado et al.,, (2014) y Padmavathy et al., (2008),
mencionan que la actividad antimicrobiana se ve afectada por el tamafio de
particula. La ventaja de usar este compuesto inorganico como agente
antimicrobiano, es que es un ion metalico esencial en todo organismo y por lo
tanto metabolizable, pero a su vez exhibe una actividad antimicrobiana fuerte,

incluso cuando se administra en pequefias concentraciones.

2.4 Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana es una planta perenne de las Asteraceae (Compositae) de
algunas regiones de América del Sur, tales como Paraguay y Brasil (Brandle et al.,
1998). El género Stevia tiene mas de 300 variedades. Sin embargo, Stevia
rebaudiana Bertoni es la Unica especie con principios edulcorantes (Grashoff,

1972). Actualmente, Stevia es conocida por su sabor dulce, por lo que se ha
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convertido en una alternativa a los edulcorantes y se han extendido los cultivos de
esta a otras regiones del mundo. De acuerdo a Sharma et al., (2006) las hojas de
Stevia contienen una gran cantidad de agua (80 a 85%), acido ascérbico, B-
caroteno, cromo, cobalto, magnesio, hierro, potasio, fosforo, riboflavina, tiamina,
estafo, zinc, etc. Entre los productos quimicos encontrados estan la apigenina,
austroinilina, avicularin, (-sitoesterol, &acido cafeico, campesterol, cariofileno,
centaureidin, &cido clorogénico, clorofila a, kaempferol, luteolina, quercetina,
estigmasterol, acidos organicos, polisacaridos, hormonas vegetales, asi como
metabolitos secundarios en una mezcla compleja de triterpenos, taninos, aceites
volétiles, quercetina, acido clorogénico, y glucésidos diterpenos (Alvarenga, 2015).
Algunas de las estructuras de estos compuestos se muestran en la Figura 4.
Dentro de los compuestos mas abundantes se encuentran los glucoésidos de
esteviol que contienen al esteviol como estructura principal. Los glucdsidos de
esteviol son estructuralmente diterpenos de cuatro anillos con la presencia de un
grupo hidroxilo en la posicibn C-13 y un grupo carboxilo en la posicién C-19
(Rajasekaran et al., 2008; Woelwer-Rieck et al., 2010).

Figura 4. Estructuras de compuestos en Stevia rebaudiana (Alvarenga, 2015).
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Los principales glucésidos de esteviol que estan presentes en la hoja de Stevia,
son el esteviosido y el rebaudiésido A, también contiene otros componentes
minoritarios como los rebaudiésidos C, D, E y F y el dulcésido A. Woelwer-Rieck et
al., (2010) indicaron que el esteviolbidsido y el rebaudiésido B se forman durante
los procesos de extraccion. Las estructuras de glucosidos se localizan
generalmente en las hojas de la planta y su composicién varia de acuerdo a las
condiciones ambientales y su especie (Brandle et al., 1978).

Ademas de la capacidad de los edulcorantes, algunos estudios sugieren que los
extractos de Stevia, estan dotados de propiedades terapéuticas, ya que poseen
metabolitos antihiperglucémicos, antihipertensivos, antiinflamatorios, con efectos
antitumorales, antidiarreicos, diuréticos e inmunomoduladores (Chatsudthipong et
al., 2009). Estudios de toxicidad han demostrado que los estevidsidos no tienen
efectos mutagénicos, teratogénicos o carcinégenos y que ademas presentan
capacidad antimicrobiana, en contraste con los edulcorantes artificiales (Gonzalez
et al., 2014).

2.5 Moringa oleifera

Moringa oleifera es un arbol caducifolio perteneciente a la familia Moringaceae, se
origind en la India y se propagé en paises del Sur de Africa (Goja et al., 2013), es
de raices tuberosas y gruesas, hoja verde claro, de floracion abundante (Morton,
1991). Moringa oleifera contiene ramnosa, glucosinolatos, isotiocianatos, (Bennet
et al., 2003), flavonoides como kaempferol, rhamnatin, isoquercitrina vy
kampferitrina (Goyal et al., 2007), compuestos alcaloides como moringin y
moringinina, ademas de compuestos especificos que contienen actividad
hipotensora, anticancerosa y antibacteriana, que incluyen 4-(4'-O-acetil-a-L-
ramnopiranosiloxi)  bencil  isotiocianato, 4-(a-L-ramnopiranosiloxi)  bencil
isotiocianato, niazimicin, pterygospermin, bencill isotiocianato y 4-(a-L
ramnopiranosiloxi) bencil glucosinolato (Fahey, 2005). En su composicion también
se encuentran vitaminas, minerales, fitoquimicos como carotenoides, fenoles,

flavonoides y alcaloides. Las estructuras de algunos compuestos se muestran en
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la Figura 5. Por lo tanto, la planta es reportada como antiulcerosa (Caceres,
1991), antiinflamatoria (Ezeamuzie et al., 1996), antifingica (Nwosu et al., 1995),
con actividades hipoglucémicas (Faizi et al., 1994), con actividad antibiética (Das
et al., 1957), antioxidante (Kumar et al., 2003), ademas de presentar eficacia en la
purificacion del agua mediante floculacion, sedimentacién y antibiosis (Olsen,
1987). Moringa oleifera es conocida como un nuevo recurso natural para la
alimentacion por contener un alto poder nutritivo (Rashid et al., 2008). Sus hojas
son una fuente rica de B-caroteno, proteinas, vitamina C, calcio, potasio, acido
ascorbico, fenoles y carotenoides, los cuales actian como una buena fuente de
antioxidantes (Rashid et al., 2007). Los diferentes compuestos presentes en todas
las partes del arbol han sido utilizados en la medicina tradicional para la
inflamacion, enfermedades infecciosas, cardiovasculares, trastornos
gastrointestinales, hematolégicos y hepatorrenales. También, se ha utilizado en la
industria de los alimentos como aditivo, principalmente en carnicos para aumentar
sus propiedades nutritivas, aprovechando su gran cantidad de antioxidantes y
sustancias antimicrobianas (Asensi et al., 2017).

Figura 5. Estructuras de algunos compuestos presentes en Moringa oleifera
(Goyal et al., 2007).
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Gardea et al., (2002) reportaron por primera vez la posibilidad de utilizar extractos
de plantas para la sintesis a escala nanométrica de metales en estado
cerovalente. Desde entonces, se ha demostrado que los extractos de plantas son
buenos estabilizadores de nanoparticulas sin la necesidad del uso de
estabilizantes comerciales, presentando excelentes propiedades que no aglomerar

a las particulas.

Rodriguez et al., (2013) mostraron que los glucésidos de esteviol, principales
constituyentes de Stevia rebaudiana, actian como plantillas biologicas en la
sintesis de nanoparticulas. Estas moléculas poseen la particularidad de
interaccionar entre ellas mediante sus porciones hidrofilicas y los fragmentos
hidrofobicos, logrando formar estructuras nanométricas. Estas estructuras poseen
la particularidad de ensamblarse con las especies inorganicas, agregarse y formar

unidades tubulares (nanovarillas o nanofibras).

Las plantas utilizadas en el presente trabajo han sido reportadas para sintesis de
nanoparticulas, principalmente metalicas. En el caso de Stevia rebaudiana, Mishra
et al., (2010), Varshney et al., (2010), Yilmax et al., (2011), Sadeghi et al., (2015),
utilizaron extractos de esta planta para la obtencién de nanoparticulas. En el caso
de Moringa oleifera, Prasad et al., (2011), Anad et al., (2015), Elumalai et al.,
(2015), Sujitha et al., (2015), Ezhilarasi et al., (2016), Matinise et al., (2017)

sintetizaron nanoparticulas metalicas con extractos de esta planta.

La sintesis de NPs-ZnO ha sido reportada por Lakshmeesha et al.,, (2014),
quienes propusieron mecanismos para esta sintesis, los cuales implican la
reduccion de iones de nitrato de zinc para formar compuestos intermediarios,
complejos con grupos OH fendlicos, presentes en taninos hidrolizables, que

posteriormente sufren oxidacion, que se forma con la reduccién de zinc a
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nanoparticulas de o6xido de zinc. La formacion de NPs-ZnO puede estar
relacionada con interacciones entre &cidos fenolicos, tales como ascorbico,
glucosidos y acido galico, Abdul et al., (2014) reportaron la sintesis de NPs-ZnO
llevando el producto de reaccion a calcinacion, y proponiendo un mecanismo de

reaccion redox.

Sentikumar et al., (2014), Morales et al, (2016), Ramesh et al., (2015). Elumalai
et.al. (2015) y Matinise et al., (2017) reportaron la formacion de nanoparticulas de
oxido de zinc utilizando extractos de Moringa oleifera. Estudios por FT-IR del
extracto acuoso de las hojas, revelaron la presencia de fitoconstituyentes como
aminoacidos, alcaloides, flavonoides y fendlicos. Los autores consideraron a estas
moléculas como activas para la estabilizacién de las nanoparticulas al interactuar
con la superficie del zinc. En 2016, se propone un nuevo mecanismo que se
muestra en la Figura 6, explicado con base a biomoléculas como fenoles,
flavonoides, carotenoides, presentes en los extractos de las plantas, que actian
como agentes de ligacion. De acuerdo al mecanismo, los grupos hidroxilo de las
biomoléculas forman complejos agentes con las sales precursoras y se ligan con
iones de zinc, que a su vez comienzan el proceso de nucleacién y posteriormente
causa la reduccion y la configuracion de las NPs. La temperatura también tiene un
papel importante porque el sistema sufre una descomposicién directa cuando se
calcina, ademas proponen una temperatura de 400 °C, que conduce a la liberacion

de las NPs-ZnO. Este mecanismo es propuesto por Karnan et al., 2016.
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Figura 6. Mecanismo propuesto por Karnan et al., (2016)
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IV. HIPOTESIS

Los extractos de Stevia rebaudiana y Moringa oleifera contienen algunos
metabolitos que son capaces de reducir sales de nitrato de zinc a nanoparticulas

de Oxido de zinc (ZnO-NPs) estabilizadas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Obtener nanoparticulas de 6xido de zinc a partir de extractos de Stevia rebaudiana

y/o Moringa oleifera.

5.2 Objetivos Especificos
e Sintetizar nanoparticulas de ZnO usando extractos hidroalcohdlicos de
Stevia rebaudiana y/o Moringa oleifera.
e Evaluar fracciones de los extractos de Stevia rebaudiana y/o Moringa para
la obtencién de nanoparticulas de ZnO.

e Caracterizar estructural, morfolégica y térmicamente a las nanoparticulas
de ZnO.

e Evaluar la actividad biologica de las nanoparticulas de ZnO.
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6.1. Obtencion del material vegetal

Se utilizaron hojas de Stevia rebaudiana y Moringa oleifera, se secaron y se
llevaron a peso constante, posteriormente se trituraron. Se realizé una extraccion
hidroalcohdlica considerando una relacion de 1:10 entre el material vegetal y el
disolvente. La solucién hidroalcohdlica utilizada fue metanol-agua (80:20). La
extraccion se realiz6 durante 24 h. El extracto se filtr6 a vacio, usando mallas y por
altimo papel de poro fino. Los disolventes del extracto se evaporaron a presion
reducida utilizando un rotavapor marca Buchi 300 a 50 °C. Los extractos se

secaron a 40 °C y se conservaron en congelacién hasta su uso.

6.1.1 Obtencidn de fracciones con diferente polaridad

A partir de los extractos se realizaron extracciones secuenciales con polaridad
creciente. Esto se detalla en la Figura 7. Para ello, se diluyeron por separado 2 g
de cada extracto en 50 mL de agua. A esta dilucion se le agreg6 la misma
cantidad de hexano grado reactivo en un embudo de separacion, se agitdo y se
dej6é reposar hasta separar. Una vez separada la fraccion orgéanica, la fraccion
acuosa se le realizé el mismo procedimiento anterior, pero con acetato de etilo.
Después de la separaciéon de la fase con acetato de etilo, la fase acuosa fue
combinada con n-butanol, quedando al final una fase acuosa residual. Las fases
organicas y la fase acuosa residual se guardaron para su caracterizaciéon y para la
sintesis de NPs.
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Extracto acuoso (Stevia
6 Moringa)
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Figura 7. Fraccionamiento del extracto por polaridad creciente

6.1.2 Caracterizacion por placa fina de los extractos

Para la caracterizacion de los extractos se realizaron cromatografias en capa fina
(TLC) en acetato de etilo-acetona-diclorometano-metanol-agua (40:30:12:10:6

v/v/viv) para la identificacion de fenoles.

Para la separacion de glucésidos de esteviol los extractos obtenidos S, SH, SA,
SB, SAR, se resuspendieron en agua. Posteriormente se aplicaron 5 pL en la
placa cromatogréfica de silica gel 60 F254, como estandares se utilizaron
estevidsido (S3572-Sigma Aldrich) y rebaudiosido A (1432-Sigma Aldrich). Para la
separacion de las muestras las placas se colocaron en una camara cromatografica
saturada utilizando la fase mévil que consistié en acetato de etilo, etanol, acetona
y agua (10:2:4:4 vivivilv). Las placas se revelaron con una solucion de orcinol al
0.5% el cual se prepararon en metanol: acido sulfurico (95:5, v/v), posteriormente

se calenté ligeramente (Reis et al., 2011). Para la separacién de los fenoles se
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aplicaron 165 pg de cada fraccién en la placa cromatografia, se utilizoé la fase
movil acetato de etilo:acetona:diclorometano:metanol:H,O (40:30:12:10:8,
vIviviviv). Se utilizé como estandar el 4cido clorogénico (500590-Sigma-Aldrich) y
acido galico (27645-Sigma-Aldrich), las placas fueron reveladas con cloruro férrico

al 1% el cual fue preparado en metanol:H20 (1:1, v/v).

La identificacibn de glucésidos de esteviol (GE) y fenoles se realiz6 por
comparaciéon con los estandares empleados y su factor de retencion (Ry). Para
determinar el R; se utilizo la siguiente ecuacion:

R_Lc
I ™ Ls

Donde:

Lc = Longitud que recorri6 cada compuesto, desde la zona de punteo de la

muestra hasta la altura alcanzada.

Ls = Longitud que recorrio el disolvente desde la zona de punteo hasta el frente

del solvente.

6.1.3 Cuantificacién de fenoles

La cuantificacién de fenoles totales se llevd a cabo siguiendo la técnica de Folin-
Ciocalteu Shohael et al., (2006) con algunas modificaciones. Se utilizaron 50 uL de
muestra diluida, 1120 yL de agua desionizada, 50 uL del reactivo de Folin, la
mezcla se repos6 por 6 min y posteriormente se agregaron 234 uL de carbonato
sédico al 20% (p/v). Después de 30 minutos se cuantificaron en un
espectrofotometro UV-Vis a 760 nm. El contenido de compuestos fendlicos se
determind utilizando una curva de calibracion de acido galico (Figura 8), a
diferentes concentraciones (5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25, 30, 35) utilizando como

solucion estandar una solucion de &cido gélico a una concentracién de 1 mg/mL™
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disuelta en agua destilada. Los resultados fueron expresados en equivalentes de

acido gélico/g de muestra. (mg EAG/Q ex).

Figura 8. Curva de calibracion de acido galico

6.2 Sintesis de nanoparticulas

Se realiz6 un analisis previo de las condiciones de obtencién de las nanoparticulas
usando Stevia rebaudiana, principalmente del tiempo de reaccion. Se llevaron a
cabo tres reacciones a 1, 2 y 3 h. Los productos de reaccion fueron secados
durante 3 h a una temperatura de 110 °C. En el caso de Moringa oleifera también
se hizo un analisis previo de la temperatura de reaccion con 60 °C y 80 °C, por lo
que se determinaron las siguientes condiciones de experimentacion. 2 g de
extracto de Moringa en 50 mL de agua destilada fue calentado a 60 °C y a 80 °C
por separado, se le adiciono nitrato de zinc hexahidratado (Z,(NO3),*6H,0) 1M,
adquirido de Aldrich Sigma Co. Los productos de reaccion fueron secados durante
3 h a una temperatura de 110°C.

6.3 Caracterizaciéon de las sintesis

La caracterizacion de la materia prima y los productos de reaccion se

caracterizaron por UV-Vis, FT-IR, DRX y SEM para comprobar su composicion.
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6.3.1 Espectroscopia UV-Vis

Los productos de reaccion, fueron analizados mediante un espectrofotometro

(UVIVIS Optizen pop) se realizé un barrido de 200 nm a 800 nm.

6.3.2 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica se utilizé para identificar los grupos funcionales presentes en la sal
precursora, en los extractos de las plantas utilizadas, asi como en sus respectivas
fracciones. Se analizaron también los productos de reaccidon que se generaron y
peliculas de almidoén elaboradas con los productos de reaccion. Los analisis se
llevaron a cabo en un espectrometro Dynascan modelo Spectrum 100, Perkin
Elmer, utilizando un interferometro de reflectancia total atenuada (ATR por sus
siglas en inglés). Los espectros FTIR fueron obtenidos en un rango de 4000 a 515

cm™,

6.3.3 Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X se usé para determinar las sefales
correspondientes a los planos de difraccion del éxido de zinc. Esta técnica permitié
deducir la formacién del compuesto. El andlisis se realiz6 con los productos de
reaccion obtenidos, asi como de las peliculas de almidén elaboradas con los
productos de reaccion. Los patrones de difraccion se obtuvieron con un
difractometro de Rayos X marca Bruker Axs, modelo D8 Advance, con un
generador de radiacion de Cu Ka, con filtro de Ni y rejillas de 1 mm y para las
peliculas se usaron rejillas de 6 mm. El analisis de los productos de reacciéon se
llevo a cabo a 40 kV y 30 mA, desde 5 a 80° en 26, con un tamafio de paso de 0.1

y para las peliculas de 10 a 70 ° en 26 con un tamano de paso de 0.1.
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6.3.4 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Mediante esta técnica se analizaron los cambios durante la descomposicion
térmica de los extractos de las plantas, asi como de los productos de reaccion.
Esto permitié seleccionar una temperatura adecuada para la sintesis, asi como la
concentracion del compuesto ZnO en el producto de reaccion y las principales
temperaturas de degradacion. Se utiliz6 un analizador térmico simultdneo STA
6000 de Perkin Elmer. Muestras de 10 + 0.5 mg se sometieron a un calentamiento
de 30 a 800 °C, a una velocidad de 20 °C/min, bajo una atmdsfera inerte de

nitrdgeno con flujo de 20 ml/min.

6.3.5.1 Peliculas de almidén

Se realizaron peliculas de almidon, mezclando glicerol con agua en agitacion
constante. Posteriormente, se agregd el producto de reaccion en un 0.5%, asi
para cada fraccién, hasta lograr una mezcla homogénea. A continuacion, se
afadiéo almidon de platano y se llevé a una temperatura de 85 °C durante 30
minutos, se vacié en una superficie de teflon, y se secd a 50 °C durante 5 horas.

Las peliculas se almacenaron para su posterior analisis.

6.3.5 Microscopia electronica

Con el fin de observar el tamafio, morfologia y composicion de las NPs-ZnO, se
analizaron muestras de los productos de reaccidon en un microscopio electronico
de barrido modelo JSM-IT300LV. Para observar la dispersién de las NPs-ZnO fue
necesaria una preparacion previa, la cual consistié en tomar partes pequefias de
las peliculas de almiddén que contenian a las NPs-ZnO y sumergirlas en nitrdgeno
liquido, para fracturadas dentro del mismo. Las muestras fueron analizadas en la
zona de fractura criogénica. Los estudios por SEM fueron realizados dentro de las
instalaciones del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo

Integral Regional (CIIDIR), unidad Oaxaca.
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6.4 Determinacion del efecto citotéxico de las nanoparticulas de ZnO.

Se realizaron pruebas biologicas de los productos de reaccion y de los extractos
de las plantas. Inicialmente, se tomd una muestra de la linea celular de cancer de
mama MCF-7 resuspendida en medio de cultivo, suplementado MEM (10 % de
suero fetal bovino y antibiético) y se coloc6 50 ul con 100,000 células para cada
pozo en cajas de 20 pozos. Se incubd 24 h a 37 °C y 5 % de COz, para permitir su
adherencia. Se prepar6 la muestra (nanoparticulas de ZnO, extracto de Stevia y
Moringa), en medio MEM y se afiadié por triplicado a cada pozo. Se tomé en
cuenta un control por cada muestra problema. De tal manera que al afiadir 50 pL
al pozo tuviera las concentraciones 0.5 pg/ml y diluciones sucesivas 1:20. Se
incub6 a 37 °C y 5 % de CO, durante 24 h para permitir que la sustancia actie en
todas las células en caso de que su accién sea sobre una fase especifica del ciclo.
Se descart6 el medio. Se afiadio 10 uL de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol) (0.5 mg/ml) en medio MEM. Se incubd por 4 horas a 37 °C
para permitir la formacion de cristales de formazan. Se descart6 el medio y se
agregé DMSO para su lectura en cajas de 96 pozos. Los cultivos se dejaron a
temperatura ambiente hasta que los cristales de formazan fueron disueltos y se

tomé su lectura a 595 nm en un espectrofotometro de microplacas.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Extracto hidroalcohdlico de Stevia rebaudiana y Moringa oleifera

Se utilizaron 1680 g y 670 g de hojas secas de S. rebaudiana y M. oleifera
respectivamente, para obtener un extracto hidroalcohdlico (Figura 9). Se
recuperaron 552 g de extracto de Stevia y 145.5 g de extracto de Moringa, lo que
indica un rendimiento de extraccion para Stevia de 32.8%, rendimiento mayor de

lo expuesto por Marin et al., (2004) y 21.6% para Moringa.

Figura 9. Extractos hidroalcohdlicos. (a) S. rebaudiana y (b) M. oleifera.

7.1.1 Extraccion liquido-liquido de Stevia rebaudiana y Moringa oleifera

Se realizaron extracciones liquido-liquido a partir del extracto hidroalcohélico de
ambas plantas por separado, para fraccionar y separar a los metabolitos presentes
en los extractos (ver Figura 7 en la parte de metodologia). Esto con la finalidad de
fraccionar por polaridad (no polar/medianamente polar/polar) a los compuestos de
los extractos. Los rendimientos de las fracciones con los extractos de Stevia
rebaudiana y Moringa oleifera se muestran en la Tabla 1. Para las fracciones de
Stevia, se observa un rendimiento mayor para la fraccion acuosa residual con un
48.1 %, seguido de la fraccién n-butanol con un 39.2 %. En el caso de Moringa, se
obtuvo un rendimiento mayor para la fraccion acuosa residual, hasta un 63.8 %,
seguido de la n-butanol con un 20.1 %, respecto a la fraccion de acetato de etilo

de Stevia se obtuvo un rendimiento menor esto puede deberse porque contiene

33



VII. RESULTADOS

familias de compuestos mayormente polares. El comportamiento de extraccion en

ambas plantas es similar.

Tabla 1. Rendimiento de extraccion con los extractos de Stevia y Moringa.

Fracciones de Stevia Rend. (%) Fracciones de Moringa Rend. (%)

S 32.8 M 21.6
SH 2.30 MH 4.00
SA 10.10 MA 1.30
SB 39.2 MB 20.1
SAR 48.1 MAR 63.8

7.2. Cromatografia en capa fina para identificacion de compuestos fendlicos
y glucésidos de esteviol presentes en los extractos de Stevia

La identificacién de los compuestos fendlicos para el extracto (S) y las fracciones
de Stevia se realizd por cromatografia en capa fina, utilizando acido clorogénico
(Rf:0.4) y &cido gélico (Rf:0.85) como compuestos de referencia. Al comparar los
Rf obtenidos de las muestras con los estandares, se observé que posiblemente el
extracto crudo (S), la fracciébn acetato de etilo (SA) y acuosa residual (SAR)
contienen clorogénico y acido galico. El extracto crudo S mostré6 7 bandas, la
fraccion SH no mostré bandas, SA presentd 7 bandas, SAR 2 bandas y SB 7
bandas que dieron positivo con el revelador cloruro férrico. Lo que se correlaciona
con el contenido total de compuestos fendlicos mostrados en la Tabla 2. El
contenido de fenoles totales (FT) del extracto crudo de Stevia (S) fue de 129.8
GAE g™ muestra seca. Shukla et al., (2012) reportaron un FT de 56,74 mg GAE g™
muestra seca. Gawel-Beben et al., (2015) evaluaron el contenido de compuestos
fendlicos en extractos de hojas secas de S. rebaudiana y reportaron fendlicos
como A&cido cafeico, clorogénico y ferdlico; y flavonoides como catequina,

epicatequina, luteolina y rutina.

Los resultados mostrados en la Figura 10 indican que S y las fracciones SA y
SAR contienen acido galico. De acuerdo a Abdul et al., (2014), el acido galico es
un compuesto descrito como facilitador para la sintesis de nanoparticulas, asi

también otros compuestos quimicos como catequina y acido clorogeénico.
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Figura 10. Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcohdlico y de las
fracciones de S. rebaudiana con el sistema de elucion: acetato de etilo-etanol-
acetona-H,O (15:3:6:6, v/v/v/v) revelado con cloruro férrico al 1%. Las etiquetas
indican las fracciones con hexano, acetato de etilo, acuosa residual y n-butanol
(SH, SA, SAR y SB) ademas del extracto crudo (S) y acido galico (AG9 y acido
clorogénico (AC).

Tabla 2. Contenido de compuestos fendlicos en las fracciones del extracto de
Stevia rebaudiana

Fraccion HgEAG/(mgEXt)
S 129.8
SH 20.6
SA 149.6
SB 136.9
SAR 131.9

En la Figura 11 se muestran los resultados de la cromatografia en capa fina de las
fracciones para la identificacion de glucésidos de esteviol en Stevia rebaudiana.
Se utilizaron como estandar al esteviésido y rebaudidsido A, con Rf de 0.4 y 0.3,

respectivamente. La coloracién morada que indica la presencia de esteviésidos y
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rebaudidsidos ocurre por la unién del orcinol con los glucésidos de esteviol. Al
comparar los Rf obtenidos de las muestras con los estandares se observé que en
la fraccion n-butanol (SB) permanecian mayoritariamente los glucésidos de
esteviol, ademas de que la fraccion SA se revelaron otros compuestos glicosilados
que se observan en coloracién café (Figura 11). Ramesh et al.,, (2015) y
Rodriguez et al., (2013) reportan contenidos hasta 21% para esteviésido y hasta
12% para rebaudidsido A en la planta de Stevia. De acuerdo a Rodriguez et al.,
(2013) estos compuestos tienen la capacidad de actuar como plantillas biologicas

para la sintesis de nanopatrticulas.

Figura 11. Cromatografia en capa fina de extracto hidroalcéholico y fracciones de
S. rebaudiana revelado con orcinol al 0.5%. Sistema de elucion: acetato de etilo-
etanol-acetona-H,O (15:3:6:6, v/v/v/v). Donde los estandares son etiquetados
como E: esteviésido y R: rebaudiésido A y las fracciones son etiquetas como: SH
fase organica de hexano, SA fase organica de acetato de etilo, SB fase organica
de n-butanol y SAR fase acuosa residual.

7.2.1 Cromatografia en capa fina para compuestos fendlicos con los
extractos de Moringa

La Figura 12 muestra los resultados de la cromatografia en capa fina de las
fracciones de Moringa. Al comparar los Rf obtenidos de las muestras con los
estandares se observo que posiblemente el extracto crudo (M), la fraccion n-
butanol (MB), acuosa residual (MAR) contienen clorogénico y solo la fraccion n-
butanol posiblemente presenta acido galico. El extracto crudo M presentdé 6
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bandas, la fraccion MH no presenté bandas, MA presenté 3 bandas, MB 4 bandas,
y MAR 3 bandas que dieron positivo con el revelador cloruro férrico. Lo que se
correlaciona con el contenido total de compuestos fendlicos indicados en la Tabla
3. Guzman et al.,, (2017) han reportado la presencia de acido galico, &cido
cumarico, rutina y 4cido clorogénico en la planta de Moringa, con contenidos altos
de los mismos. Los compuestos fendlicos han sido reportados como metabolitos

reductores y estabilizantes de precursores metalicos (Landeros et al., 2015).

Figura 12. Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcoholico y fracciones de
M. oleifera observada a 254 nm con el sistema de elucion acetato de etilo-etanol-
acetona-H,O (15:3:6:6, viviviv). M, MH, MA, MAR, AC y AG.

Los datos mostrados en la Tabla 3 indican que las mayores concentraciones de
fenoles se obtuvieron en la fase de n-butanol (MB). Con el extracto crudo (M) se
obtuvieron 64.9 mg GAE g™ muestra seca. Guevara-Medina y Rovira-Quintero
(2012), reportaron valores promedio de 18.865 mg GAE g muestra seca en el
extracto crudo de Moringa. De acuerdo a Katiyar y Mukhtar (1997) los factores que
influyen en la cantidad de polifenoles presentes en una hoja pueden variar de
acuerdo a las condiciones geograficas y procesamiento. Adicionalmente, el
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meétodo de Folin-Ciocalteu no es muy especifico, debido a una gran cantidad de
sustancias interferentes, que incluyen, en el caso de Moringa y Stevia, azucares,
acidos orgénicos e iones metalicos. Ademas, la influencia del agente de extraccion
no es despreciable (Prior et al., 2005; Wolwer-Rieck, 2012). Por lo tanto, no es
sorprendente que los resultados del contenido de FT en S. rebaudiana y Moringa
oleifera difieran significativamente de algunos ya reportados cuando se utiliza este
ensayo. Sin embargo, la técnica es exclusiva para conocer el contenido en la
muestra utilizada, conocer la concentracion de las estructuras de tipo fendlicas y

relacionarlas con la sintesis de NPs.

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos en las fracciones del extracto de
Moringa oleifera

Fraccion ug EGA / mg extracto

M 64.9
MH 70.8
MA 79.3
MB 1253
MAR 78.1

7.3 Analisis de FT-IR para el extracto de Stevia rebaudianay sus fracciones

Se obtuvieron espectros de infrarrojo, con el objetivo de identificar los principales
grupos funcionales de las fracciones, asociarlos con algunos compuestos
bioactivos e identificar si presentan interaccién en la sintesis de NPs. El andlisis
FT-IR del extracto de Stevia y de cada una de las fracciones se muestra en la
Figura 13. En el inciso (a) que representa al extracto crudo de Stevia, la banda en
3619 cm™ esté relacionada con el agua de la muestra, también con los hidroxilos
de la celulosa presentes en la planta. La banda en 1703 cm™ corresponde a una
vibracion de estiramiento del grupo carbonilo. La sefial a 1444 cm™ corresponde a
la vibracion caracteristica de C=C. La sefal de vibracion de los grupos fendlicos
se observa 1269 cm™. Las vibraciones de alcoholes secundarios, asi como
bandas correspondientes a alcoholes, terciarios se presentan en 1161 cm™, 1149

cm™y primarios en 1020 cm™. También se puede observar la vibracién de flexién
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del enlace —CH en 816 cm™. Este espectro concuerda con lo reportado por Bravo
et al., (2009).

En el espectro (b) correspondiente a la fraccion hexano de Stevia, se observa la
banda de absorcion del grupo OH, menos intenso que en el extracto crudo, ya que
la fraccién contiene compuestos no polares. Una banda intensa en 2948 cm™
correspondiente a la vibracion asimétrica del enlace —CH, que puede estar
relacionado con las clorofilas que se arrastran en esta fraccion. El pico para el
grupo carbonilo se presenta en 1738 cm™ asi como la vibracién de flexiéon del
enlace C-O en 1212 cm™, aunque no tan intensa como en el extracto crudo, este
enlace es tipico de fenoles. Ademas se observa un pico en el intervalo 1091 cm™,
que estan relacionados con residuos disacéaridos y alcoholes primarios. En 792

cm™ corresponde a vibracion caracteristicas de alquenos.

El espectro (c) correspondiente a la fraccion acetato de etilo (SA) presenta un pico
intenso en 3688 cm™, atribuido a los grupos OH del agua o de la celulosa. Una
vibracién de estiramiento del grupo carbonilo en 1731 cm. La vibracion de flexién
de C-O presente en anillos, asi como picos de enlaces que corresponden a

alcoholes primarios en 1040 cm™.

El espectro (d) corresponde a la fraccion n-butanol (SB), presenta vibraciones de
estiramiento de los grupos OH de manera intensa, asi como el pico caracteristico
del enlace CH que corresponde a alcanos de cadena larga. En 1731 cm™ se
observa un pico intenso en comparacion con las demas fracciones
correspondiente con el grupo carbonilo, que esta presente en los glucésidos de
esteviol, una familia importante en la composicion del extracto de Stevia (Goyal et
al., 2010). Los picos correspondientes a fenoles en 1226 cm™ y alcoholes

primarios en 1106 cm™ se observan también de forma intensa. Esta fraccion es la
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gue presenta la mayor cantidad de vibraciones, en comparacion con las fracciones

antes descritas.

Figura 13. Espectros de FT-IR: (a) extracto de Stevia, (b) fraccion hexano, (c)
fraccién acetato de etilo, (d) fraccion n-butanol y (e) fraccion acuosa residual.
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La fraccion acuosa residual del extracto de Stevia se observa en la figura 13 (e).
Se muestra la absorcion de humedad en la muestra por la sefial en 3400 cm™ . En
esta fraccion se arrastran todos los metabolitos que son solubles en agua, como
los disacaridos, aminas, alcoholes, fenoles, mostrando picos en 1219 cm™en 1020
cm?® y 1030 cm®, correspondiente a los grupos C-O-C, C-O, C-OH

respectivamente.

En la Figura 14 se muestra el espectro FT-IR de acido galico, de esteviosido y de
rebaudidsido. Estas sustancias son puras y de grado reactivo y de acuerdo a la
literatura estas sustancias se encuentran con naturalidad en el extracto (Soejarto
et al., 1982). Se usaron con la finalidad tener una referencia y asociar algunos

picos de absorcion en el andlisis previo.

Figura 14. Espectros de FTIR para estandares, esteviésido (BST), rebaudioésido
(BREB) y acido galico (BAG) con sus respectivas estructuras.
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En el espectro de acido galico (BAG) de la Figura 14 se evidencian las bandas de
los enlaces C=0 en 1700 cm™, la vibracién del enlace C-O-C en 1525 cm™, la
presencia del enlace C=C de los anillos aromaticos en 1423 cm™, asi como la
vibracién de OH en 1200 cm™. El espectro del rebaudiésido muestra una banda en
1050 cm™ que pertenece al modo vibracional del enlace C-O y en 1200 cm™ que
corresponde a la vibracion del enlace C-OH. El espectro del estevidsido presenta
una banda en 1700 cm™, la cual corresponde al enlace C=0, asi como bandas de
absorcion para C-O-C y C-OH. Estos grupos funcionales tienen la particularidad

de ser reductores.

7.4 Espectros de FT-IR para el extracto de Moringa oleifera y sus fracciones

Los espectros de FT-IR del extracto de Moringa y sus fracciones se muestran en

la Figura 15.

El espectro del extracto crudo de Moringa (M) contiene un pico intenso en 3696
cm™, el cual esta asociado a la humedad de la muestra y a compuestos que
contienen hidroxilos como la celulosa. El pico en 2905 cm™ es un grupo presente
en alcanos, que puede encontrarse en la lignina que forma parte estructural de la
planta. En 1643 cm™ se presenta la absorcion del acido carboxilico. Una banda en
1200 cm™ corresponde a fenoles (Abdul et al., 2014). En 1111 cm™ se observan
alcoholes secundarios y en 1058 cm™ alcoholes primarios, estos Ultimos
reportados por Aquino et al., (2010) como grupos importantes para llevar a cabo la
sintesis de nanoparticulas metalicas. Morales et al.,, (2016) reportaron que
compuestos que contenian grupos hidroxilos son utiles como agentes reductores
de iones metalicos. Yuvakkumar et al., (2016) reportan a los alcoholes como

agentes ligantes en el proceso de sintesis de nanoparticulas.
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Figura 15. Espectros FTIR del extracto crudo de Moringa y sus fracciones.

El espectro del extracto crudo de Moringa (M) contiene un pico intenso en 3696
cm™, el cual esta asociado a la humedad de la muestra y a compuestos que
contienen hidroxilos como la celulosa. El pico en 2905 cm™ es un grupo presente

en alcanos, que puede encontrarse en la lignina que forma parte estructural de la
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planta. En 1643 cm™ se presenta la absorcién del acido carboxilico. Una banda en
1200 cm™ corresponde a fenoles (Abdul et al., 2014). En 1111 cm™ se observan
alcoholes secundarios y en 1058 cm™ alcoholes primarios, estos Ultimos
reportados por Aquino et al., (2010) como grupos importantes para llevar a cabo la
sintesis de nanoparticulas metalicas. Morales et al., (2016) reportaron que
compuestos que contenian grupos hidroxilos son utiles como agentes reductores
de iones metalicos. Yuvakkumar et al., (2016) reportan a los alcoholes como

agentes ligantes en el proceso de sintesis de nanoparticulas.

En el espectro (b) se observa el pico intenso de estiramiento del grupo OH, el
enlace -CH de alcanos y vibraciones de estiramiento del grupo carbonilo, de
aldehidos y cetonas, presentes también en azucares y en las estructuras de
grasas. Gran parte de las grasas se quedan en la fraccion con hexano, los picos
de absorcién para alcoholes secundarios y primarios se presentan en 1154 cm™ y
1062 cm™.

El espectro (c) muestra el pico de absorcion caracteristico de la hidratacion de la
muestra (fraccion con acetato de etilo), asi como el enlace C-H que corresponde a
los alcanos. Esta fraccion presenta un pico de absorcion intenso para el grupo
carbonilo en 1738 cm™ que forma parte de proteinas y flavonoides. También, se
observan las absorciones caracteristicas para alcoholes primaros, secundarios y

fenoles, teniendo este Gltimo el pico méas intenso en 1219 cm™.

La fraccién n-butanol se observa en el espectro (d). Aqui se muestran diversas
bandas que representan a las estructuras que son mas polares, como el pico
caracteristico del agua en 3723 cm™, el grupo carbonilo en 1738 cm™, asi como la
vibracion del enlace C-O presente en anillos aromaticos, presencia de alcoholes
primarios, secundarios, terciarios y fenoles. En el espectro, enlaces como C-O

estan reportados como agentes reductores o ligantes, uno de los compuestos que
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contiene este enlace en el extracto de Moringa, es el acido oleico reportado por

Marreno et al., (2014) y Sharma et al., (2016) como un agente estabilizante.

En el espectro (e) se puede observar del lado derecho los grupos pertenecientes a
la humedad de la muestra fraccion acuosa residual (MAR). La presencia del
enlace carbonilo, grupo C-O en anillos aromaticos y los enlaces de alcoholes

primarios y fenoles en 1213 cm™.

7.5 Espectros de absorcién UV-Vis para el extracto de Stevia rebaudiana y
sus fracciones

La Figura 16, muestra los espectros de absorcion UV-Vis en un barrido de 200 nm
a 800 nm.

Figura 16. Espectros de absorcion UV-Vis para el extracto de Stevia (S) y las
fracciones SH, SA, SBy SAR.

Los resultados obtenidos en el espectro S, que corresponde al extracto crudo de
Stevia muestran una banda de absorcién entre 275 nm y 450 nm, con un maximo

alrededor de los 355 nm. Se considera que alrededor de 290 nm absorben grupos
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cromoforos C=0 correspondientes a aldehidos y cetonas. Los glucésidos de
esteviol que contienen a estos grupos fueron reportados por Lutsenko et al.,
(2016). Estos compuestos han sido también reportados como posibles plantillas en
la formacion de nanoparticulas (Rodriguez et al., 2013). A los 675 nm se observa
una pequefia banda de absorcion, la cual puede estar relacionada con la
absorcion de la clorofila a. Los datos obtenidos concuerdan con el analisis de FT-
IR previamente descrito. El espectro de absorcion SH de la fraccion hexano de
Stevia, presenta una banda méxima de absorcién en 317 nm, que se encuentra
relacionada con los compuestos organicos presentes en la fraccion, anteriormente
observados en los espectros FT-IR. Adicionalmente, se muestran sefiales a 410
nm y 677 nm. El espectro de absorcion de SA, presenta absorcion en 343 nm,
relacionada con grupos cromoforos como C=0, en 455 nm y 506 nm se muestran
sefales caracteristicas para carotenos y en 661 nm una banda de absorcién que
puede estar relacionada con la absorcion de la clorofila. El espectro de absorcion
SB, muestra una banda de absorcion en 352 nm, esta sefial es mas aguda que las
mostradas para los extractos S, SH y SA. El espectro de absorcidon SAR, muestra
una sefial entre los 272 nm y 529 nm. Dentro de este rango de absorcion esta
implicita la absorcién de compuestos organicos como fenoles y flavonoides, que
se encuentran entre los 200 nm y 300 nm, la absorcion del grupo carbonilo, asi

como de la clorofila.

A la par, se realiz6 el estudio de UV-Vis de los compuestos estandar que se sabe
estan en el extracto crudo. En la Figura 17 se muestra al espectro de acido galico
(BAG), con una absorcion maxima a los 230, debido principalmente por el grupo
carbonilo de su estructura. Las muestras de rebaudiodsido (BREB) y estevidsido
(BST), no mostraron absorciones evidentes. Esto permitird predecir si alguno de
estos dos compuestos permite la sintesis de NPs, ya que la banda de absorciéon
para ZnO alrededor de 400 nm no se vera sobrelapada con sefales de los
metabolitos.
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Figura 17. Espectros UV-Vis de los compuestos estevidsido (BST), rebaudiésido
(BREB) y acido galico (BAG).

7.6 Espectros de absorcidén UV-Vis de extracto de Moringa y sus fracciones
La Figura 18, muestra los espectros de absorcion UV-Vis del extracto y de las

fracciones de Moringa.

Figura 18. Espectros de absorcion UV-Vis para el extracto de Moringa (M) y las
fracciones MH, MA, MB, MAR.

47



VII. RESULTADOS

El espectro de absorcion para el extracto de Moringa (M), muestra una sefial
fuerte con una banda de absorcion maxima a 394 nm, la cual esta relacionada con
la presencia de grupos cromoforos que pertenecen a compuestos fendlicos,
alcaloides, cetonas, aldehidos, entre otros. El espectro de absorcion MH, presenta
una banda de absorcion maxima en 348 nm, la cual se desplaza respecto al
extracto crudo hacia la irradiacion UV. Este espectro no muestra la presencia de
clorofila a. El espectro de absorcion de MA muestra dos bandas, una a 357 nm y
otra a 663 nm. Esta Ultima relacionada con la absorcion de la clorofila. EI espectro
de absorcion MB presenta una sola sefial en 373 nm, la cual pertenece a la
absorcién de grupos cromoforos, tales como C=0O y C-OH. El espectro de
absorcién de la fraccion acuosa residual MAR, presenta una sefial en 357 nm,
comparando con MB, es una sefial mas ancha, posiblemente por contener una
mayor cantidad de compuestos organicos polares, que quedaron del

fraccionamiento.

7.7 Anédlisis térmico para el extracto de Stevia rebaudiana y sus fracciones
SH, SA, SB, SAR.

En la Figura 19 se muestran los resultados del analisis termogravimétrico (TGA)
para cada muestra y los resultados de derivada de la pérdida de peso. Las
gréficas indican los porcentajes de pérdida de peso en cada intervalo sefialado.
Las curvas de TGA revelaron degradaciones térmicas importantes. En el
termograma (a) se muestran las temperaturas de degradacion del extracto crudo
de Stevia, con una pérdida de peso maxima de 40% a los 148 °C. Esto
corresponde a la pérdida de humedad y de algunos metabolitos que se degradan
a bajas temperaturas. A los 356 °C hay una segunda pérdida importante de 32 %.
Después de esta temperatura ya no se observan cambios en la muestra,
guedando un residuo de 28%. Compuestos como la hemicelulosa comienzan a
descomponerse a temperaturas entre los 220 y 315 °C y la celulosa entre 315 y
400 °C. La descomposicion de la lignina tiene lugar en un rango de temperatura de

los 200 a los 720 °C. Estos compuestos forman parte estructural de la planta y han
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sido reportados por Luengo et al., (2008). Mediante esta técnica no es posible
asignar directamente la degradacion a familias de metabolitos especificos. Sin
embargo, si es posible identificar la cantidad de metabolitos que pueden
degradarse a relativas bajas temperaturas y con ello saber que tan estable

térmicamente es el extracto.

Figura 19. Analisis termogravimétrico de Stevia y de las fracciones (a) extracto de
Stevia (S) (b) fraccion hexano del extracto de Stevia (SH), (c) fraccion acetato del
extracto de Stevia (SA), (d) fraccién-butanol del extracto de Stevia (SB) y (e)
fraccidn acuosa residual del extracto de Stevia (SAR).

El termograma con el inciso (b) muestra la fraccién de hexano, con una pérdida
del 5% a los 125°C. Dado que la muestra no contiene compuestos polares, no hay
absorcion de agua ni de compuestos solubles en agua, consecuentemente no hay
pérdida a temperaturas menores de 100 °C. La pérdida mayoritaria es alrededor

del 80%, a una temperatura promedio de 286 °C. A diferencia del extracto crudo,
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en esta fraccion hay compuestos con mayor estabilidad térmica. El residuo es del
15%. El termograma (c) muestra a la fraccion de acetato de etilo. En la caida
inicial a 105 °C pierde 7% de su peso total. La pérdida maxima es en la
temperatura promedio 300 °C con una pérdida alrededor de 50% Yy tiene un
residuo del 28%. El inciso (d) muestra la fraccion de n-butanol. Se observa una
disminucién del peso a los 61 °C con un 6%, posiblemente por la pérdida de
compuestos volétiles. Hay otra pérdida de peso a los 124 °C y a los 311 °C en
donde se produce la mayor pérdida de peso, posiblemente como consecuencia de
la combustion de compuestos como celulosa, hemicelulosa, lignina y compuestos
organicos con una mayor estabilidad térmica. En el inciso (e) se presenta la
fraccion acuosa residual con una pérdida a los 98 °C de un 2%, mostrando una
caida maxima a una temperatura promedio de 292 °C, también presenta otra

pérdida de peso a 472 °C y un residuo del 30 %.

Con el fin de identificar la estabilidad térmica de algunos metabolitos presentes en
Stevia, se realizaron analisis de TGA a los estandares estevidsido, rebaudiosido y
acido galico. La Figura 20 muestra los resultados el esteviosido a) presenta tres
pérdidas, a 65 °C, 329 °C y 414 °C, el rebaudiésido b) pérdidas de peso a 81 °C,
331 °C y 416 °C, por ultimo, el acido galico a 106 °C, 269 °C y 335 °C., Para los
tres casos, la perdida mayoritaria es la segunda. Como hay pérdida de peso a
temperaturas menores o cercanos a 100 °C se considera que existen compuestos
volatiles y absorcién de agua. Aunque esto ocurre a un bajo contenido, menor del
10 %. Las temperaturas de degradacion mostradas por los estandares permitieron
ser comparadas con aquellas obtenidas en las fracciones y verificar si alguna de
las fracciones contiene a estas familias de metabolitos. También es importante
observar que la mayoria de estos metabolitos se degradan por encima de los 250
°C, esto otorga un rango amplio para definir la temperatura de sintesis de

nanoparticulas.
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Figura 20. Termogramas de los compuestos: (a) esteviosido (ST), (b)
rebaudiosido (REB) (a) acido galico (AG)

7.8 Andlisis térmico para el extracto de Moringa oleifera y sus fracciones MH,
MA, MB, MAR.

La Figura 21 muestra los resultados de TGA de las fracciones con Moringa.
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Figura 21. Analisis termogravimétrico de: (a) extracto de Moringa M y fracciones,
(b) MH, (c) MA, (d) MB y (e) MAR

Las caidas observadas en los termogramas, corresponden a la pérdida y
descomposicion de los compuestos presentes en las muestras. En el inciso (a) se
observa el extracto de Moringa, con una caida en la curva de pérdida de peso a
los 165 °C, atribuida a los metabolitos termosensibles y a la pérdida de humedad
de la muestra, aunque la perdida representa un 31% de la pérdida total la
temperatura es mas alta que la utilizada en la sintesis, este resultado es similar a
lo reportado por Rashid y Anwar (2008). Ademas, también se observan tres caidas
en 206 °C, 318 °C y 455 °C. El termograma mostrado en el inciso (b) representa a
la fraccion hexano, con caidas a los 140 °C, 165 °C, 205 °C, 312 °C y 445 °C. La
primera pérdida de peso podria ser debido a la descomposicion de la materia

organica de taninos, algunos compuestos fenélicos y terpenos, los cuales pierden
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estabilidad antes de los 200 °C. Las de mayor temperatura podrian ser debido a la
combustion de los compuestos estructurales de la muestra, como celulosa y
lignina. La muestra de la fraccion de acetato de etilo se presenta en el inciso (c).
Hay pérdidas a 151 °C, 205 °C, 312 °C y 453 °C. El inciso (d) presenta a la
muestra MB, que a los 65°C tiene una pérdida inicial de dos caidas pequefas y
una maxima a los 320°C, debido al fraccionamiento realizado. En esta fraccion se
encuentran mayoritariamente, compuestos organicos mayormente polares y
compuestos fendlicos, que se pirolizan a estas temperaturas, se muestra un
residuo del 33 % quiza por el contenido de cenizas, que puede estar relacionado
con el compuesto ZnO. De acuerdo a lo reportado la ceniza esta principalmente
formada por K, Na, Ca, Mg, Si y P (Diaz-Ramirez et al., 2012). EIl inciso (e)
pertenece a la fraccién acuosa residual, con una pérdida inicial del 33 % a una
temperatura promedio de 175 °C que corresponde a metabolitos polares como
algunas familias de fenoles o flavonoides que estan en mayor proporcién en esta
fraccion, seguido de una perdida maxima a los 312 °C, también se muestra un
residuo del 40% debido a la gran cantidad de compuestos residuales del

fraccionamiento que corresponden generalmente a cenizas.

7.9 Reacciones preliminares con los extractos de Steviay Moringa

Se realizaron algunas reacciones con la finalidad de establecer el tiempo de

reaccion adecuado.

7.9.1 Tiempo de reaccién con el extracto de Stevia rebaudiana

A patrtir del extracto hidroalcoholico de S. rebaudiana se realiz6 la sintesis de NPs.
La sintesis se llevo a cabo con agitacion constante a 60 °C, probando tres tiempos
1,2y3h.
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Figura 22. Productos de reaccion a diferentes tiempos de reaccidn con extractos
de Stevia rebaudiana

La Figura 22 muestra los productos de reaccién obtenidos que muestran un
cambio de color significativo a las 3h, en reportes previos de sintesis de
nanoparticulas metdlicas con extractos de plantas, se observan cambios de
coloracién cuando las nanoparticulas se estan generando como consecuencia del
cambio de la estructura electronica inducida por el tamafio y la forma de la nano
particula, es asi como la luz es capaz de penetrarlos y esto es suficiente para que
llegue a toda la nanoparticula, por lo que todos los electrones empiezan a
moverse colectivamente por efecto de esta luz, se desplazan juntos de un lado a
otro de la nanoparticula de forma oscilatoria al ritmo que les marque la onda de la
luz y cuando esto ocurre, la luz correspondiente se absorbe y se observa la
particula del color de la longitud de onda que queda (Monge, M., 2014). Sin
embargo, para el compuesto ZnO esta oscilacion es muy débil, por ser un
semiconductor, y el cambio de coloracién en los productos de reaccion puede no
deberse a este comportamiento si no a la interaccidén de los compuestos organicos

con el precursor.

7.9.1.1 Espectro FT-IR, tiempo de reaccion, con Stevia rebaudiana

Se llevo a cabo un analisis por FTIR para la obtencién de las condiciones de
sintesis, comparando la muestra de la sal precursora, el extracto, los productos de

reaccion y los productos de reaccién secados en un horno.
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Figura 23. Espectro FT-IR para las reacciones a 1 h, 2 hy 3 h con extracto de
Stevia rebaudiana.

En la Figura 23 se presentan los espectro FT-IR,los resultados permitieron
diferenciar las vibraciones relacionadas con las diferentes etapas en la sintesis de
las NPs. Inicialmente, se observa el espectro de la sal precursora en una linea
negra, en rojo al extracto (S), en verde al producto de reaccién (PRS), en azul al
producto de reaccion llevado al horno (PRSH) y en gris al estandar ZnO. La sal
precursora (Z,(NOs),*6H,0), tienen picos bien definidos y anchos en 3400 cm™,
que pertenece a la humedad de la muestra, 1700 cm™ una sefial clara del grupo
carbonilo y en 1500 cm’l la banda de C=C en anillos aromaticos, seguido del
espectro del extracto de Stevia, anteriormente descrito, esto permite generar un
contraste entre la sal y los productos de reaccion a diferentes horas, en donde se
observa que los enlaces del extracto en 2934 cm™ que pertenece al estiramiento
de los grupo metilo y 1700 cm™ al grupo carbonilo desaparecen para el espectro
de los productos de reaccidon, debido quizd a que los enlaces perdieron su
estabilidad y su estructura cambié que puede deberse a una interaccion con el

precursor, que estaria explicado por un mecanismo de reacciéon. En los espectros
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de los productos de reaccion, que se encuentran en verde, se observa la
degradacion de la sal, asi como de algunos enlaces del extracto, hasta esta etapa
los tiempos de reaccion no han influido considerablemente en la sintesis, ya que
los espectros PRS1, PRS2, y PRS3, mantienen los mismos picos de absorcion
con una intensidad similar, en azul es claramente definido que el tiempo de
reaccion es importante para llevar a cabo la sintesis, ya que los productos de
reaccion llevados al horno se diferencian notablemente. PRSH1 mantiene el pico
de absorcién en 1063 cm™ que pertenece a la vibracién del enlace C-O de
alcoholes principalmente, el pico en 1300 cm™ y un pico a los 798 cm™ pertenecen
a la sal. Esto indica que no hubo una conversion total de los reactivos en la
sintesis. Sin embargo, esto sugiere que a esta condicion de reaccién hay cambios
importantes y/o interacciones entre el precursor y el extracto, que al aumentar el
tiempo de reaccién y de acuerdo a los espectros PRS2 y PRS3 se lleva a cabo la
reaccion. En el espectro PRS3 las bandas representativas de los metabolitos ya
no son visibles y sélo se observa un pequefio pico alrededor de 1200 cm™ que
corresponde a los compuestos fendlicos. Se considera que bajo estas condiciones
la sal es transformada a ZnO, esto es importante para la toma de decisién en

cuanto a tiempo de reaccion.

7.9.1.2 Espectros DRX para las reacciones utilizando extracto de Steviay
fracciones

La Figura 24, muestra los patrones de difraccién de rayos X de los productos de

reaccion a partir de extracto de Stevia en los tiempos de reaccionde 1, 2y 3 h.
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Figura 24. Patrones de DRX para reacciones con extracto de Stevia rebaudiana a
los tiempos de reaccién de 1 h (PRHS1), 2 h (PRHS2) y 3 h (PRHS3).

La Figura 24 muestra los patrones de difraccién de los productos de reaccién con
temperatura de secado de 110 °C, para los tres tiempos de reaccién analizados se
observaron picos caracteristicos de 6xido de zinc bien definidos a 26 = 31°, 34°,
36°, 48°, 56°, 63°, 68° y 78°, los cuales corresponden a los planos (100), (002),
(101), (110), (103), (103), (100), (004), respectivamente de la estructura cristalina
tipo wurtzita de ZnO. Es evidente también que la intensidad de las sefales se
incrementa en funcién del tiempo de reaccién, lo cual indica una mayor cantidad
de producto obtenido. De acuerdo a lo reportado por Aquino et al., (2016), el ZnO
se obtiene a una temperatura cercana a los 400 °C cuando se utiliza el precursor
nitrato de zinc, concluyendo que el nitrato de zinc pierde el 86 % de la humedad a
los 160°C, sin convertirse a 6xido de zinc. La temperatura de reaccién utilizada en
el presente trabajo fue de 60 °C y la temperatura de secado de 110 °C, las cuales
estdn muy por debajo del requerimiento convencional para obtener ZnO. Este
resultado es contundente para definir que los metabolitos de Stevia rebaudiana
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provocan la formacién de ZnO, a relativas bajas temperaturas. Esto puede estar
relacionado con lo reportado por Nava et al.,, (2017) quienes proponen un
mecanismo ligante, que es favorecido por los metabolitos presentes en Stevia y
puede ser la causa de formacion del ZnO a tan bajas temperaturas. Esto llevo a
probar una temperatura mas baja de secado de 70 °C, el producto fue analizado
por DRX. Aunque los resultados dieron positivo para la obtencion de ZnO (Figura
25) los picos se muestran con una intensidad de sefial menor que en la

temperatura de secado a 110 °C.

Figura 25. Patrones de DRX de reacciones con extracto de Stevia para dos
temperaturas de secado, a 70°C y a 110 °C.

Para conocer el tipo de estructura cristalina, se realiz6 a uno de los patrones de
difraccion, el refinamiento Le Bail (Figura 26) y se obtuvieron los datos h,k,l
correspondientes, de esta forma se corrobora la obtencion de ZnO, en su

estructura tipo wurtzita, que a su vez se compara con el patrén de ZnO comercial
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mostrado en la Figura 27, este tipo de estructura es la mas estable por lo que es
interesante su obtencion con este método de sintesis ya que resulta un proceso
relativamente facil, econdémico y amigable con el ambiente en comparacion con los

meétodos quimicos y fisicoquimicos.

Figura 26. Refinamiento Le Bail para la reaccion a 3 h con extracto de Stevia
rebaudiana.

Figura 27. Patron de DRX del o6xido de zinc.
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7.9.2 Tiempo de reaccion con el extracto de Moringa oleifera

Tal como se observa en la Figura 28 y al igual que con Stevia rebaudiana, los
experimentos con Moringa oleifera no muestran un cambio en el color en funcién
del tiempo de reaccion. De acuerdo a lo reportado, el cambio de coloracion suele
ser indicativo de presencia de nanoparticulas. Generalmente, los productos son
evaluados por espectroscopia UV-vis, en donde ocurren sefales de absorcion
correlacionadas con las nanoparticulas. Este fendmeno se debe a una
caracteristica optoelectronica llamada resonancia del plasmon, la cual ocurre en
nanoparticulas metélicas, debido a que sus electrones se encuentran libres. En los
semiconductores esto no es posible, porque la energia suministrada por el haz de
luz UV es utilizada para realizar el brinco electrénico de la banda de valencia a la
banda de conduccion. No obstante, el cambio de coloracion en estas reacciones
puede ocurrir y puede ser consecuencia de interacciones de la sal precursora con

los metabolitos del extracto.

Figura 28. Productos de reaccién a diferentes tiempos con extractos de Moringa
oleifera.

7.9.2.1 Espectro FT-IR, tiempo de reaccion, con Moringa oleifera

El analisis de temperatura de reaccidon es importante por lo que se realiza FT-IR,
para observar si los compuestos organicos tienen un papel importante en la
sintesis. De acuerdo a la Figura 29, la cual contiene la sal precursora, el extracto
crudo de Moringa, los productos de reaccion a tres diferentes tiempos de reaccién

y productos de reaccion secados y como referencia el ZnO comercial.
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Figura 29. Espectros de IR del extracto de Moringa y sus reacciones liquidas y
producto de secadoalh,2h,y3h

Se observa la presencia de grupos funcionales como OH en 3300 cm™, C-OH
(1200 cm™), alquenos en 2900 cm™, también se puede ver un pico pronunciado en
1200 cm™ correspondiente a los fenoles, alcoholes primarios y alcoholes
secundarios (-CH,-OH) en 3200 cm™ asi como a &cidos carboxilicos en 1700 cm™
para el extracto, y bandas bien definidas para la sal en 1311 cm™ que corresponde
al enlace NOs-. De acuerdo a la variacién del tiempo de sintesisa 60 °Cen 1, 2y
3 h los espectros de FTIR indican que no existe un cambio contundente en las
reacciones. Sin embargo, los compuestos presentes del extracto se degradan con
el tiempo y con la temperatura de secado, debido a que hay una disminucion de
sefiales, permaneciendo sélo el enlace C-O en 1600 cm™ y enlaces C-OH, se

realiz6 DRX para comprobar la presencia del compuesto.

7.9.2.3 Difraccioén de rayos X para las reacciones con el extracto de Moringa

La Figura 30, muestra los patrones de difraccion de las reacciones con el extracto

de Moringa a 1, 2 y 3 h. Los patrones mostraron picos en valores distintos del
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ZnO, algunos de estos corresponden a la sal precursora. De acuerdo con el
andlisis, los resultados indican la formacion de un compuesto distinto.
Contrariamente, con lo que ocurrié con el extracto de Stevia que desde 1 h de
reaccion se observa la presencia del compuesto. Por lo que se planted utilizar una

temperatura distinta de reaccion, que mas adelante se presenta.

Figura 30. Patrones de DRX de los productos de reaccién con el extracto de
Moringa oleifera obtenidos a 1 h (PRHM), 2 h (PRHM2) y 3 h (PRHM3).

El tiempo de sintesis y la temperatura son variables importantes para llevar a cabo
una conversion total de los reactivos, por tal motivo, se optd incrementar la
temperatura de sintesis a 80 °C cuando se usa Moringa. En la Figura 31, se
muestra el patron de difraccion del producto de reaccidén, con un tiempo de
reaccion de 3 h, 400 rpm y 80 °C de temperatura de reaccion. Es evidente que los
picos son caracteristicos del ZnO y se encuentran bien definidos 20 = 31.7°,
34.38°, 36.23°, 47.81°, 56.4°, 63.1°, 68.26°, los cuales corresponden a los planos
(100), (002), (101), (110), (103), (103), (100), respectivamente de la estructura
cristalina tipo wurtzita de ZnO.
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Figura 31. Patron de DRX del producto de reaccién con el extracto de Moringa
oleifera obtenido a 80°C durante 3 h.

7.10 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc utilizando extracto de Stevia
rebaudianay fracciones.

Se llevaron a cabo las reacciones usando las condiciones de sintesis para Stevia
de la siguiente manera: 60 °C como temperatura de sintesis, 1 M de sal
precursora, 400 rpm y 3 h de reaccion, con 3 h de secado a 110°C. Los productos
de reaccion se muestran en la Figura 32, con el extracto o la fraccion y su
respectiva sintesis. Cada uno muestra una coloracion distinta, la cual tiene que ver
con los metabolitos presentes en cada producto. Por ejemplo, se observa que la
fraccién SA es miscible y que su producto de reaccion PRSA forma un precipitado,
esto puede deberse a que contiene algun tipo o conjunto de compuestos que
pueden reaccionar con la temperatura pero que no sea propio de la generacion del

compuesto, sin embargo es de importancia para el estudio.
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Figura 32. Fracciones de extracto de Stevia con sus respectivos productos de
reaccion.

En la Figura 33, se muestran los productos de reaccion después de ser secados,
PRHS y PRSHB son polvos finos con una coloracion gris, que se diferencian del
resto, ya que tuvieron una reaccién espontanea que conllevé a la obtencion de los

polvos que se utilizaron para su caracterizacion.

Figura 33. Productos obtenidos de las reacciones con extracto de Stevia después
del secado a 110 °C

7.11 Sintesis de nanoparticulas de oOxido de zinc utilizando extracto de
Moringa oleifera y fracciones.
Para la obtencién de las reacciones con las fracciones de Moringa, se optd por

emplear las condiciones de sintesis siguientes: 80 °C, 1 M de sal precursora, 400
rom, y 3 h de reaccién, con 3 h de secado a 110°C. Se obtuvieron las reacciones
mostradas en la Figura 34, cada uno muestra una coloracion distinta por los
metabolitos presentes en cada una de las fracciones y es probable que su cambio

se deba a la sensibilidad de los mismos.
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Figura 34. Fracciones de Moringa con sus respectivos productos de reaccion.

En Figura 35, se muestran los productos de reaccion secos, que al igual que los
productos de reaccion sin secar se muestran de distinto color. Los productos con
el extracto crudo de Moringa y la fraccion de butanol, son polvos muy finos con
tonalidad gris obtenidos a dos horas de horno de forma espontanea,
diferenciandose del resto, estos polvos permitieron realizar caracterizaciones en
equipos que requieren el compuesto en forma de polvo y para complementar los
andlisis que se describiran més adelante.

Figura 35. Productos de las reacciones liquidas con extracto de Moringa
obtenidos a 110 °C

7.12. Espectros de FT-IR para las reacciones y productos de reacciéon con
Stevia rebaudiana

En la Figura 36 se observan las muestras, el espectro de la sal precursora en
linea negra, el extracto o la fraccién en rojo, el producto de reaccion en verde, el
producto de reaccion seco, en azul y el espectro de ZnO comercial se indica con

una linea gris. Se describen las comparaciones.
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Figura 36. Espectros de FT-IR de la sal precursora, el extracto de Stevia y su
fraccion, el producto de reaccion, el producto de reaccion seco y el ZnO comercial.
(a) extracto de Stevia, (b) fraccion de hexano, (c) fraccion de acetato de etilo, (d)
fraccién de n-butanol, (e) fraccion acuosa residual

En la Figura 36 (a) se observa la degradacién del enlace C-H en 2931 cm™ del

estiramiento de los grupos metilo en el producto de reaccion, asi como 1728 cm™
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del estiramiento del grupo carbonilo, 1692 cm™ corresponde al &cido carboxilico
insaturado/aromatico, las bandas en 1560-1640 cm™ pertenecen a aminas (-NH,).
En el intervalo de 1519 cm™-1191 cm™ se observa el solapamiento de la sefial de
la sal precursora. Esto implica que no se ha llevado a cabo la conversion total de
la misma, por lo que no es posible definir si los enlaces pertenecientes al extracto
se degradaron o permanecen para el producto de reaccion. El enlace C-O que se
presenta en 1156 cm™ en el extracto, no se observa en PRHS esto lleva a suponer

la degradacién del mismo en los tiempos de reaccion, o bien por la temperatura

utilizada, asi mismo para el enlace C-C en 894 cm_l. En el producto de reaccion se
pueden observar la absorcién de compuestos de la sal precursora en 1296 cm™ y
en 810 cm™, lo que indica que no existe una conversion total de la sal, a su vez se
observa un ensanchamiento de la sefial en 1573 cm™ y 1378 cm™, esto puede ser
por la interaccion de los compuestos organicos con la sal, sin embargo, no se
presenta la absorcién caracteristica del ZnO alrededor de los 600 cm™. En
trabajos reportados con extractos de plantas, se ha mencionado que los
compuestos fendlicos entre ellos acido gélico, &cido ascorbico, quercetina, pueden
ser reductores y estabilizantes en la sintesis de NPs (Landeros y Rosas., 2015).
Estos compuestos absorben alrededor de los 1200 cm™. A pesar de no
distinguirse en el espectro de la muestra PRS por el sobrelapamiento de la sefial,
si se logra observar un ensanchamiento de la sefial y puede deberse a esté

comportamiento.

En la Figura 36 (b) muestra a la fraccion SH en comparacion con los PRy PRH y
a su vez con la sal precursora y el ZnO, de la misma manera que en el producto
de reaccion se degradé el enlace metilo en 2956 cm™, pero permanecieron los
enlaces en 1740 cm™ y 1462 cm™. Los demés enlaces que pertenecen a la
fraccién no se observan los cambios por el sobrelapamiento de la sefal de la sal,
manteniéndose durante el proceso de sintesis la absorcién de la sal. Para el
PRHSH se mantienen los cambios a excepcion de la degradacion de la absorcion
en 815 cm™ que pertenece a la sal, en esta fraccion se puede deducir que la
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concentracion de los compuestos en la fraccion o bien que los metabolitos no
tienen la particularidad de llevar a cabo la sintesis ya que la conversion de la sal

no ocurrio.

El espectro de la Figura 36 (c) esta relacionado con la fraccion SA, y la misma
comparacion de los incisos anteriores, y no presenta cambios significativos,
manteniendo los mismos enlaces que pertenecen al extracto hasta la PRHSH, a
pesar de contener enlaces como C-O, C=0 y OH que han demostrado ser
participes, y puede deberse a la interaccion del grupo de familias que hay en esta
fraccion, o la concentracion de los mismos, entre otros factores, ya que a su vez

permanece la sal hasta el producto de reaccion seco.

La fraccibn SB, se observa que tiene enlaces mayormente definidos y menos
sobrelapados que en las fracciones anteriores, ya que proviene de un
fraccionamiento que definié mejor a los enlaces, es comparada con los espectros
PRSB en donde se observa que permanecen para PRS los enlaces de la fracciéon
ocurriendo solamente un ensanchamiento de la sefial desde 1436 cm™-1270 cm™,
cabe destacar que en esta etapa de sintesis ya no se observan las sefales de la
sal precursora, como en las demas fracciones. Esto es relevante, ya que exhibe a
una familia de metabolitos presentes en la fraccidn que interaccionaron con la sal
y permanecieron en el producto de reaccién, cabe sefialar que dicha fraccién
contiene compuestos fendlicos en su mayoria, entre los que destacan, &cido
galico, acido clorogénico, estevidsido y rebaudiésido, revelado en TLC en este
trabajo y reportado por Wojewoda et al., (2018) y algunos autores como Abdul et
al., que reportaron al acido géalico como facilitador de la sintesis y Rodriguez et al.,
(2013) a los esteviosidos utilizados como plantillas. El producto de reaccion
llevado al horno fue la Gnica muestra que tuvo una absorbancia en 600 cm™y un

comportamiento similar al ZnO comercial.
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En la Figura 36 (e) se muestra a la fraccion acuosa residual, en comparacion con
la PRSAR, PRHSAR vy la sal precursora, se mantienen el estiramiento del C=0 y
las vibraciones en 1217 cm™ pertenecientes a los fenoles. No obstante, en el
PRHSAR se observa la presencia de los enlaces de la sal, lo que lleva a suponer
gue a pesar de contener enlaces parecidos a la fraccion SB, la concentracion no

es la suficiente para que exista una conversion total.

7.13. Espectros de FT-IR para las reacciones y productos de reaccion con
Moringa Oleifera

De igual manera que para Stevia se realizé el andlisis FT-IR para los productos
con Moringa. En la Figura 37 (a) se observa la degradacion del enlace metilo en
2902 cm™, en 1428 cm™ la vibracion de la estructura de los anillos aromaticos
C=C, la banda a 1365 cm™ correspondiente a cetonas, los alcoholes primarios,
secundarios, y terciarios en 1162 cm™, 1106 cm™ y 1044 cm™ respectivamente.
Asi como aminas en 900 cm™, las cuales permanecen al producto de reaccién.
1630 cm™ de C=0 y 1311 cm™, los cuales pertenecen a la sal. Para el PRHM se
ensancha la banda en 1582 cm™ y la absorcién en 1353 cm™ que pertenece a la
sal ya no es tan intensa, permaneciendo el enlace de alcoholes secundarios en
1114 cm™, en el espectro no se indica el comportamiento del pico caracteristico
del ZnO. Sin embargo, mas adelante se revela su presencia. Esta fraccion
contiene una ventana amplia de familias de metabolitos, y aunque se presenta la
formacién del compuesto, no ocurre la sintesis en su totalidad, esto puede
deberse a la concentracion o la variedad de estos grupos, que hicieron un
impedimento para que se llevara a cabo la sintesis en su totalidad. Matinise et al.,
(2017) reporta un comportamiento similar, aunque en su trabajo manejan

temperaturas de calcinacion de 500 °C.
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Figura 37. Espectros de FT-IR de la sal precursora, extracto de la planta o su
fraccidn, producto de reaccion, producto de reaccion llevado al horno y ZnO
comercial, a) extracto de Moringa, b) fraccion de hexano del extracto, c) fraccion
acetato de etilo, d) fraccion de n-butanol del extracto de Moringa, e) fraccion
acuosa residual
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En la Figura 37 (b) del espectro PRMH, no se observan las bandas en 2920 cm™,
2851 cm™y 1071 cm™, las cuales pertenecen a la fraccién MH, se considera que
se han degradado durante de sintesis. Para el PRHMH se observa un espectro
parecido a la sal precursora, presentando el mismo patron que para SH. La Figura
37 (c) correspondiente a la fraccion MA, muestra menor diversidad de enlaces que
para el producto de reaccion. Las bandas han sido sobrelapadas en su totalidad
por las bandas de la sal, las cuales predominan en el PRHMH. Los espectros de la
fraccion MB mostrados en la Figura 37 (d), tienen la presencia de metilos (2950
cm™), los cuales son completamente degradados en la sintesis y los enlaces que
perteneces a la fraccion son sobrelapados en PRMB por las bandas de la sal.
Para PRMB se observan enlaces C=0 (1726 cm™), cetonas (1354 cm™) y fenoles
(1228 cm™) sin comportamiento de éxido. Esta fraccién permitié observar que los
compuestos bioactivos de la misma, permiten una conversion total de la sal, pero
que aun existen interrogantes del mecanismo de sintesis, ya que a pesar de ser
compuestos que puede reducir la sal, su especificidad es importante. En la Figura
37 (e) se muestran los espectros relacionados a la fraccion MAR, en el PRMAR no
se observa el enlace C=0 de la fraccibn MAR y ocurre un ensanchamiento de la
sefial que se encuentra entre 1729 cm™ y 1554 cm™. Esto esta relacionado con la
interaccibn de los compuestos bioactivos y la sal, perdiendo intensidad de
absorcion del pico mas caracteristico del precursor en 1337 cm™, a diferencia de
la MB en el espectro PRMAR, ya no se presentan todas las bandas de la sal.
PRHMAR muestra humedad, asi como absorcién en 1600 cm™, en 1353 cm™y
1038 cm™. Su comportamiento resulta interesante, ya que el espectro tiene
similitud con PRHM, esta fracciobn contiene después de MB la mayor
concentracion de fenoles totales en el fraccionamiento, dentro de los fenoles
reportados se encuentran acido galico, acido cafeico, rutina y catequina. El acido
galico se detectdé por TLC realizada previamente en este trabajo. Estos
compuestos fendélicos han sido reportados por ser metabolitos que reducen al

precursor metalico y ser estabilizantes al mismo tiempo (Landeros et al., 2015).
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7.14 Espectros de absorcion UV-vis del extracto de Stevia (S) y fracciones
SH, SA, SB, SAR, con su respectiva reaccion de sintesis.

Los espectros de absorcion UV-vis de las reacciones se observan en la Figura 38.

Figura 38. Espectros de absorcion del extracto de Stevia (S) y fracciones SH, SA,
SB, SAR, con su respectivo producto de reaccion.

La absorcion corresponde al extracto de Stevia o la fraccidn (rojo) y la absorcién
del producto de reaccién (verde). Inicialmente, se compara el extracto (S) vs el
producto de reaccion (PRS), el cual presenta un ensanchamiento de la sefal y la
degradacion del grupo cromoforo a los 675 nm presente en el extracto. Esto puede
deberse a una reaccion de los compuestos en la etapa de sintesis. Sin duda, es
dificil definir por esta técnica la presencia del compuesto ZnO que absorbe a 400
nm (Zak et al., (2011), porque el extracto sobrelapa la sefal a esta longitud de

onda. El espectro en verde, representa la fraccion SH y su respectivo producto de
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reaccion, es importante observar que el extracto contiene tres sefales que se
degradan por completo en la reaccion. Esto puede deberse a que la cantidad de
compuestos en la fraccion no fueron los adecuados para llevar a cabo la sintesis,
guedando la mezcla de reaccidn saturada por la sal precursora, y que al no tener
grupos cromoforos, PRSH no muestra absorbancia. El espectro SA se compara
con el producto de reaccion generado, es muy evidente un cambio de las sefiales
gue se ubican entre 506 nm y 661nm, que se sefialan con un recuadro en negro.
Estas sefiales pueden corresponder a los carotenoides y clorofila a que se
degradaron o reaccionaron en la sintesis, ya que la sefal del 6xido de zinc, se
sobrelapa con la sefial de la PRSA. Es dificil decir por esta técnica si se obtuvo el
compuesto. Se observa que se desplaza hacia la derecha la absorcion UV-Vis
para el PRB respecto a SB. Este desplazamiento es importante para predecir que
el ensanchamiento se debe al sobrelapamiento de la sefial del ZnO. Para el
espectro PRSAR el comportamiento de la sefal de la reaccién es muy evidente
con respecto a SAR, ya que la sefial que se encuentra a los 443 nm se degrada
en la reaccion. En esta region de absorcién se encuentran los carotenoides, estas
estructuras comprenden una familia amplia de estructuras, que no han sido
definidas como precursoras en la sintesis de NPs, pero contienen la estructura
afin para la reduccién de sales de nitrato de zinc. Los reportes de sintesis de
nanoparticulas con extractos han sido realizados con el extracto crudo, si bien se
han utilizado diferentes tipos de extraccidon (Gomez-Garzon., 2018), no se ha
propuesto la sintesis con diferentes fracciones del mismo extracto. Por medio de
este analisis es mayormente visible que existen algunos metabolitos o grupos de

ellos que actian en la sintesis de NPs.

7.15 Espectros de absorcién Uv-Vis de las sintesis de nanoparticulas con
Moringa oleifera

Los espectros de absorcion para la sintesis que se llevé a cabo con el extracto y

sus fracciones se presentan en la Figura 39.
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Figura 39. Espectro de absorcidon del extracto de Moringa y las fracciones, con
Sus respectivas reacciones de sintesis.

Los espectros de absorcién corresponden al extracto o la fraccion en color rojo y
en verde el producto de reaccion. El comportamiento de los espectros es muy
similar, que se basa en un ensanchamiento de la sefal para el PR, en cada una
de la fraccién a diferencia de la PRMH que no presenta absorcion, este espectro
es analogo a PRSH que se debe a la falta de grupos cromoéforos que absorban,
posiblemente por una degradacion o bien por una saturacion de la sal precursora.
En el reporte de Matinise et al., (2017) indica la absorcion del éxido de zinc a los
350 nm, pero no se encuentra comparado con el extracto. No obstante, es claro
gue las sefales se solapan, por lo que son importantes los andlisis hechos con

FT-IR para esclarecer las posibles estructuras.
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7.16 Analisis térmico de los productos de reaccion con el extracto Stevia
rebaudianay sus fracciones SH, SA, SB, y SAR

Los analisis térmicos que se realizaron para los productos de reaccion con
extracto de Stevia y sus fracciones se presentan en la Figura 40, para determinar
que compuestos pueden estar involucrados con la sintesis sin que afecte su

termosensibilidad.

Figura 40. Andlisis termogravimétrico de las sintesis de NPs ZnO con extracto a)
S y sus fracciones b) PRHSH ¢) PRHSA d) PRHSB e) PRHSAR

En los termogramas de la Figura 40, se analizaron las muestras de los productos
de reaccion secos, esto permitié distinguir las temperaturas en las cuales sigue
habiendo una descomposicién del producto. En el inciso (a) se presenta el

termograma PRHS, mostrando pérdida pequeiia a los 68 °C, seguida a 112 °C,

75



VII. RESULTADOS

158 °C y una pérdida cercana a los 400 °C. En el reporte mencionado por Aquino
et al., (2016), la conversion de la sal precursora a ZnO se encuentra cercana a
esta temperatura. Esto concuerda con los resultados, ya que a partir de los 384 °C
se genera una linea recta consistente hasta los 800 °C, generando un residuo del
66%, que puede estar relacionado con el compuesto ZnO y parte de las cenizas
de los compuestos orgénicos. En el termograma (b) se presenta PRHSH con
diferentes pérdidas de peso en temperaturas promedio de 136°C, 248 °C y 335°C
con un porcentaje de residuo del 53 %. De acuerdo al analisis FT-IR y UV-Vis en
esta fraccion no se ha presentado una conversion total en la sintesis, por lo que se
descartan las familias de esta fraccion como facilitadores para la sintesis de ZnO.
El termograma (c) tiene una pérdida de peso inicial importante a los 94 °C del 10%
debido a la humedad de la muestra, seguida de una pérdida del 20 % a los 160
°C, pérdidas seguidas del 15 % a 258 °C y 333 °C presenta a su vez un 38 % de
residuo. Indicando que, en esta fraccion, el producto de reaccion contiene mas
compuestos organicos que el compuesto sintetizado. El andlisis realizado para el
producto de reaccion PRHSB (d) muestra un patron muy interesante, ya que las
pérdidas de peso son minimas en comparacion con las fracciones anteriores,
incluso con el extracto crudo. En total existe una pérdida del 6 %, con un residuo
del 94 %. Esto es congruente con caracterizaciones previas del producto de
reaccion, ya que el espectro IR presenta solo algunos picos de compuestos
organicos lo que indica la presencia del compuesto ZnO en su mayoria, y por DRX
los resultados dieron positivo para el compuesto ZnO con picos bien definidos, al
comparar estas evidencias se indica que la mayor cantidad del residuo obtenido
corresponde al ZnO sintetizado para el PRHSB. El analisis para PRHSAR (e)
sefala la pérdida de peso a los 77°C, en 130 °C, con una caida maxima a los 225
°C quedando un residuo del 46 %. Es evidente en las graficas los porcentajes
diferentes de pérdida de peso, para cada fraccion y los diferentes porcentajes de
residuos. Por lo tanto, este andlisis permite definir que las familias de los
metabolitos influyen en la formacién y estabilizacion de NPs, y al someter las

muestras a una temperatura mayor parece garantizar la formacion de
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nanoparticulas estables de ZnO. Khatami et al.,, (2018) aseguran que los

compuestos glicosilados rodean a la nanoparticula.

7.17. Andlisis térmico de los productos de reaccién con el extracto Moringa
oleiferay sus fracciones MH, MA, MB, y MAR

El estudio por TGA mostrado en la Figura 41 pertenece a las reacciones con
Moringa. Se muestran los productos de reaccion con extracto crudo de Moringa y
las fracciones que resultaron del mismo. En la Figura 40 (a) se indica el
termograma de PRHM, con una pérdida total de peso del 35 %. De acuerdo a las
caracterizaciones previas de FTIR y DRX que evidenciaron la obtencion del
compuesto con extracto crudo, se demuestra el contenido de ZnO en un 45 % por
cada 100% de producto de reaccién sintetizado. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Matinise et al., (2017) y Salaheldeen et al., (2014). En la Figura
40 (b) que corresponde al termograma de MH. Presenta una pérdida inicial a los
136 °C por la pérdida de humedad y los compuestos termosensibles en la
reaccion. La pérdida mayor ocurre a los 324 °C y contiene un residuo del 65 %. El
espectro en (c) corresponde a PRMA, tiene una pequefia pérdida a los 129 °C. En
esta fraccion seria posible aumentar la temperatura de secado hasta los 300 °C, lo
cual llevaria segun este analisis a una conversion mayor del compuesto ZnO, ya
que el residuo corresponde a un 62 %. De acuerdo al termograma (d), esta
fraccion demostrd ser eficaz para la obtencién de ZnO, con una conversién casi
total usando Stevia rebaudiana. No obstante, con Moringa presenta caidas
importantes que representan un 48 % hasta los 453 °C, con un residuo del 52 %.
De acuerdo a estas evidencias, los extractos contienen compuestos distintos que
favorecen en distinta medida la reaccion. Por ultimo (e) representa a la fraccion
acuosa residual, muestra pérdidas a los 78°C, 151 °C, 225°C y 357°C,
presentando un residuo del 60 %. Esta fraccion evidenci6 de acuerdo

caracterizaciones previas de FTIR y DRX la presencia del compuesto ZnO.
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Figura 41. Andlisis termogravimétrico de las sintesis de NPs ZnO con extracto a)
My sus fracciones b) MH c¢) MA d) MB e) MAR

7.18 Patrones de DRX de los productos de reaccion con el extracto Stevia
rebaudianay sus fracciones SH, SA, SB, y SAR

Los patrones de difraccibn que se muestran en la Figura 42 pertenecen a los
productos de reaccion que se llevaron a cabo con el extracto crudo de Stevia y
con las fracciones. Se puede ver claramente la interaccion que tuvo cada una de
las fracciones al mostrar sefiales pertenecientes para ZnO en los PRHS y PRHSB.
El PRHSB mostro picos definidos y con mayor intensidad en 20 =31.6, 24.4, 36.3,
47.5, 56.7, 63.0, 68.1. Esta fraccion contiene mayoritariamente glucosidos de
esteviol y compuestos fendlicos revelados anteriormente en las placas TLC.
Tomando en cuenta la concentracién permitio llevar a cabo una mejor sintesis. La

diferencia en la sintesis entre PRHS y PRHB es que el primer producto de
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reaccion contiene un mayor numero de compuestos, que pueden tener un
impedimento para que se lleve a cabo una conversion total. Sin embargo, se
obtuvo el compuesto con picos menos intensos, pero bien definidos. Algunos
reportes de sintesis con extractos de plantas para la obtencion de ZnO se han
obtenido resultados similares (Matinise et al., 2017; Elumalai et al., 2017). Este
resultado es congruente con los analisis previos de FT-IR y TGA. Las fracciones
PRHSA, PRHS, y PRHSAR poseen una estructura cristalina distinta a ZnO. La
cristalinidad observada puede deberse a la cantidad de compuestos o residuos del
extracto que aun contiene el producto. En PRHSA también se observa el pico
méaximo en 2 © = 12, el cual pertenece a la sal precursora, lo que indica un

remanente de la misma.

Figura 42. Patrones de DRX de los productos de reaccion con el extracto de
Stevia rebaudiana (S) y sus fracciones SH, SA, SB, SAR.
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7.19 Espectro de difraccion de rayos X de las reacciones con el extracto de
Moringa y las fracciones MH, MA, MB, MAR.
Los patrones de difraccion para los productos de reaccion con Moringa se

muestran en la Figura 43.

Figura 43. Patrones de DRX de los productos de reaccién con el extracto de
Moringa oleifera (M) y sus fracciones MH, MA, MB, MAR.

En el difractograma de la Figura 43 se muestran los productos de reaccion del
extracto de Moringa y sus fracciones. Los productos de reaccion muestran picos
muy variados, algunos picos caracteristicos del ZnO, PRHMB muestra picos
caracteristicos del ZnO en 20 = 34 y 56 y los demas picos no corresponden a la
estructura del semiconductor. PRHM también muestra picos caracteristicos de
oxido de zinc. Contrariamente, PRHMAR, PRHMA y PRHMH no muestran picos

caracteristicos del 6xido de zinc.

Existe una similitud entre las fracciones que son Optimas para la sintesis entre los

dos extractos, siendo tanto para Stevia como para Moringa la fase butanol y los
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extractos crudos. En cuanto a la intensidad de los picos, Stevia muestra picos mas

definidos e intensos.

7.20 Morfologia de nanoparticulas formadas a partir de extractos de Stevia y
su fraccion n-butanol, extracto de Moringa y fraccion acuosa residual.

El analisis para determinar la morfologia de las particulas y el tamafo se llevo a
cabo por SEM a diferentes magnificaciones. Se analizaron los productos de
reaccion con extracto crudo de Stevia y la fraccion n-butanol del mismo, asi como

de Moringa y la fraccion acuosa residual.

Figura 44. Microscopia electronica de barrido de NPs-ZnO a 10,000x y x50,000x
utilizando el extracto crudo de Stevia en la sintesis.

De acuerdo a la Figura 44, se observé una superficie irregular, formada por
grupos de particulas esféricas con tamafios entre 80 a 100 nm. Este tipo de
morfologia también se muestra en el trabajo de Bala et al., (2015), bajo una
sintesis con extracto de Hibiscus subdariffa. Se analiz6 la muestra mediante la
técnica EDS mostrada en la Figura 45, esta técnica ayuda a la confirmacién de la
presencia del ZnO, donde se definen las bandas de emisiones correspondientes
para el Zn, O, y Cu en el espectro. La sefial Cu proviene de la rejilla de cobre. Los

porcentajes atomicos estimados de Zn y O en la muestra fueron de 40 y 20
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respectivamente. Esto confirma la presencia de ZnO, tal como se indicé con los

patrones de difraccion de rayos X.

Figura 45. Espectro tipico de EDS para la muestra PRHS.

Figura 46. Microscopia electrénica de barrido de NPs-ZnO a 10000x y 100,000x,
utilizando la fraccion butanolica del extracto de Stevia en la sintesis.

En la Figura 46, se observa la muestra del producto de reaccion de la fraccion de
n-butanol del extracto de Stevia. Las particulas son uniformes y estan formando un
sistema aparentemente poroso. Al aumentar la magnificacion se logra ver que las
nanoparticulas esféricas presentan tamafos entre 60 y 80 nm. Similar a los
resultados ya reportadas por Karnan et al., (2016) y Jiangfeng et al., (2011), pese

a gue las nanoparticulas fueron obtenidas con distinta metodologia de sintesis.
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Las nanoparticulas con la fraccion de butanol son mas apreciables en forma y
tamafio que las nanoparticulas del extracto crudo. Los analisis previos de FT-IR
mostraron que existen diferentes compuestos organicos para cada fraccion, por lo
gue se considera que estos metabolitos influyen en la morfologia y tamafio de las
nanoparticulas obtenidas. Adicionalmente, por medio de analisis por
espectroscopia de energia, acoplada al microscopio de barrido (SEM-EDS) se
calcul6 la composicién porcentual promedio de cada una de las muestras (Figura
47). Para la muestra PRHSB la intensidad del pico de Zn corresponde a un 60 % y
el oxigeno en un 20 %, el carbono también estd presente y se puede observar en
una menor proporcion distribuida en el sistema. Sin embargo, por medio del
andlisis de TGA, los resultados para esta muestra fueron del 94 % de residuos,

considerando que corresponden al contenido de nanoparticulas.

Figura 47. Andlisis EDS de la muestra PRHSB, del lado izquierdo se muestra en
diferentes colores la presencia del Zn, O y C y del lado derecho en forma gréfica.

Las muestras con NPs-ZnO utilizando extracto de Moringa se presentan en la
Figura 48. Aparentemente, existen esferas de Oxido de zinc de un tamafio
aproximado de 100 nm adheridas a una superficie irregular. Los resultados son
similares al trabajo de Ramesh et al (2014) quienes sintetizaron ZnO con extracto
de Solanum nigrum. A pesar de que los analisis por DRX muestran patrones
similares de nanoparticulas de 6xido de zinc con ambos extractos. Los resultados

por SEM de la sintesis de Nps-ZnO con extracto de Moringa muestran una
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morfologia distinta de los resultados con el extracto de Stevia. Esto se debe al
diferente comportamiento de los metabolitos para el desarrollo de las

nanoparticulas.

Figura 48. Microscopia electronica de barrido de NPs ZnO a 10,000x y 50,000x,
utilizando extracto de Moringa en la sintesis.

Para la validacion del resultado de DRX, la muestra de la sintesis con la fraccion
acuosa residual del extracto de Moringa se analiz6 por SEM. En la Figura 49 se

presenta las micrografias con magnificaciones de 10000x y 50000x.

Figura 49. Microscopia electrénica de barrido de NPs-ZnO 10,000x y 50,000x,
utilizando la fraccién acuosa residual de n-butanol del extracto de Moringa en la
sintesis.
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Se pueden observar aglomeraciones, tipo placas que estan compuestas por
particulas esféricas con tamafios de particulas entre 64 y 80 nm. La morfologia
resulto similar con la obtenida en la fraccion n-butanol del extracto de Stevia. Esto
es relevante ya que los metabolitos presentes en la fraccion de n-butanol de
Stevia y en acuosa residual de Moringa pueden estan interviniendo durante la
reaccion para la sintesis de nanoparticulas. De acuerdo a los estudios por FT-IR,
los metabolitos que predominan son compuestos fendlicos y alcoholes primarios y

secundarios.

El andlisis de EDS confirm6 la composicion quimica de las NPs de ZnO, tal como
se muestra en la Figura 50. Los picos fuertes se observan desde Al, Zn en un
35% y el atomo de O en un 25%.

Figura 50. Analisis EDS de la muestra M con los porcentajes de Al, Zny O.

7.21 Ensayo MTT con nanoparticulas de ZnO y extracto de Stevia y Moringa

El andlisis estadistico de los resultados del ensayo MTT, se presenta en la Figura
51. El estudio fue realizado con el programa GraphPad Prism 6.0. Los valores en
las gréficas representan el valor de la media y el error de la media (EMS). Para las
pruebas de citotoxicidad, los valores de IC50 y sus intervalos del 95% de
confianza fueron obtenidos por regresion no lineal. Los datos de la funcion de
acumulacion se analizaron por regresion lineal y se analizaron las diferencias
entre las pendientes mediante la prueba F. Las diferencias con el control negativo

se consideraron significativas cuando p<0.05.
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Figura 51. Gréfica del Ensayo MTT con nanoparticulas de ZnO y extracto de
Stevia y Moringa

El extracto de Moringa con NPsM, presentdé un 37% de viabilidad celular de la
linea MCF-7 con respecto al control. Esto concuerda visiblemente con las
imagenes presentadas en la Tabla 4. La viabilidad de las células al agregar las
NPs de Stevia no depende de la concentracion de las nanoparticulas, incluso sélo
la concentracion de 0.5 % pg/ml disminuyo la viabilidad. Usando NPs de Moringa,
la viabilidad celular disminuye cuando la concentracion de las NPs aumenta, por lo
que todas las concentraciones muestran un efecto de citotoxicidad, estos
resultados muestran altos valores de citotoxicidad segun lo informado por Brunner
et al., (2006) quienes utilizaron concentraciones mas altas y un tamafo mayor de
particula, los efectos de citotoxicidad estan dados por las dosis administradas ya
que al ser el zinc un oligoelemento esencial para la regulacion de numerosos
procesos criticos en los organismos vivos, este es metabolizable por lo que las
células disponen de mecanismos de regulacion de entrada del zinc muy
sofisticados que les permiten capturar sélo las cantidades necesarias evitando asi
la toxicidad. Para fines terapéuticos 0 cosméticos es necesario establecer
cantidades adecuadas para la obtencion de resultados positivos para lo que se

establecen técnicas que determinan la concentracion minima inhibitoria.
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Tabla 4. Fotografias del ensayo MTT con la concentracion de nanoparticulas

Ensayo MTT con NPs ZnO y extractos de Steviay Moringa

Control 0.5 0.25 0.125 0.625 0.3
pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi pg/ml

Extracto
de Stevia

NPs-ZnO
usando
Stevia

Extracto
de
Moringa

NPs-ZnO
usando
Moringa

7.22 Dispersion de Nanoparticulas en peliculas de almidon

Con el fin de observar la dispersion de nanoparticulas en un sustrato, se

prepararon peliculas de almidon con cada producto de reaccion.

En la Figura 52 se muestran los resultados de la pelicula de almidén con el
extracto de Stevia.se observa un espesor de pelicula de alrededor de 100 um. Las
nanoparticulas estan aglomeradas, pobremente dispersadas sobre almidon. Esto
se debe preferentemente al método de preparacién de las peliculas y a la
compatibilidad entre los componentes (almidén y ZnO). No obstante, la dispersién,
del producto de reaccion (NPs-ZnO) que se obtuvo en este trabajo no muestra
modificaciones dentro de la pelicula de almidén. Castafio et al., (2013) report6é una
buena dispersién de almidén con nanoparticulas de ZnO utilizando sonicacion
para la mezcla. Posiblemente, con cambios en la metodologia de mezclado la

dispersion sea mejorada.
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Figura 52. Microscopia electronica de barrido de la pelicula de almidén con NPs
ZnO a 100x y 10,000x, utilizando extracto de Stevia en la sintesis.

En la Figura 53, se muestran las micrografias con el producto de reaccion a partir

de la fraccién n-butanol.

Figura 45. Microscopia electronica de barrido de la pelicula de almidon con NPs
ZnO al00x y 10,000x, utilizando la fracciéon n- butanol de extracto de Stevia.

Se observa que las particulas no estan uniformemente distribuidas en las peliculas
y que el tamafo de los aglomerados es relativamente grande, mayores a 10
micras. No obstante, las nanoparticulas estan presentes y mantienen su
morfologia esférica.

En la Figura 54 se muestran las micrografias de las peliculas con el producto de

reaccion a partir del extracto de Moringa. Se observa una distribucion homogénea,
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pero con aglomerados no compactados en la superficie, es por ello que se

generan huecos.

Figura 46. Microscopia electronica de barrido de la pelicula de almidon con NPs-
ZnO a 100x y 10,000x, utilizando extracto de Moringa en la sintesis.

El producto de reaccion con la fraccibn acuosa residual de Moringa que se
incorporoé a la pelicula de almidon se muestra en la Figura 55, donde se observa
una distribucion homogénea con aglomeraciones adheridas a la pelicula. No se

muestra un cambio en la composicion de la misma.

Figura 47. Microscopia electronica de barrido de la pelicula de almidén con NPs
ZnO a 100x y 10,000x, utilizando la fraccion acuosa residual del extracto de
Moringa en la sintesis.
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7.22.1 Andlisis FT-IR para las peliculas de almidén con nanoparticulas

En la Figura 56, se muestran los espectros de las peliculas de almidén con los
productos de reaccion de la sintesis de NPs-ZnO con las diferentes fracciones.
Los resultados no muestran evidencia de un cambio significativo entre las

peliculas.

\Figura 56. Espectros de FT- IR de las peliculas de almidon (P), con el extracto
de Stevia (PS), las fracciones (PSH, PSA, PSB y PSAR) el producto de reaccion
(PPR) y el producto de reaccién seco (PPRH).

La Figura 57 muestra los espectros de las peliculas con las fracciones de
Moringa. Similar al comportamiento en las fracciones de Stevia, no se observaron
cambios evidentes de las bandas de absorcion, indicando ausencia de

interacciones quimicas de enlace covalente.
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Figura 57. Espectros de FT-IR de las peliculas de almidon (P), con el extracto de
Moringa oleifera (PM), las fracciones (MH, MA, MB, MAR), el producto de reaccién
(PPR) y el producto de reacciéon secado (PPRH).

7.22.3 Patrones de difraccion de DRX para las peliculas de almidén con
extracto de Steviay con las fracciones y sus productos de reaccion.

Los patrones de DRX de las peliculas de almidon con extracto y con los productos
de reaccion y los productos de reaccidon secos se muestran en la Figura 58.
Comparados con la pelicula de almidén (P), las peliculas hechas con S, SH, SA,
SB, SAR solo muestran cambios muy pequeios en la intensidad de los picos, la
pelicula de almidon corresponde a los picosen 2 © = 18°, 26 =21°y 2 © = 24°.
Por otra parte, Rivas-Gonzalez et al. (2008) mencionan que las modificaciones
quimicas no afectan el patrén de difraccion, pero si el porcentaje de cristalinidad
del almidon, esto sin embargo también puede deberse a la concentraciéon de las

nanoparticulas en la pelicula de almidén.
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Figura 58. Patrones de DRX de las peliculas de almidén (P), con extracto de
Stevia (PS), sus fracciones (PSH, PSA, PSB y PSAR) el producto de reaccion
(PPR) y el producto de reaccion llevado al horno (PPRH)

7.22.4 Patrones de difraccion de DRX de las peliculas del extracto de
Moringa, fracciones y los productos de reaccion

Patrones de difraccion de DRX de las peliculas con extracto y sus fracciones de

Moringa, reacciones, y productos de secado se presentan de abajo hacia arriba en
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el difractograma de acuerdo al extracto (M) y las fracciones (MH, MA, MB, y MAR)
con la que fueron elaboradas las respectivas reacciones, y productos de secado
en la Figura 59.

Figura 59. Patrones de DRX de las peliculas de almiddn (P), con el extracto de
Moringa oleifera (PM), las fracciones (MH, MA, MB, MAR), el producto de reaccién
(PPR) y el producto de reaccién secado (PPRH)
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De acuerdo a los difractogramas se observan cambios mas evidentes que en las
peliculas elaboradas con extracto de Stevia y sus fracciones. En las peliculas
realizadas solo con M se observa un cambio en la intensidad de sus picos. En MH
se observa un desplazamiento del pico mas significativo. En MA ocurre un
fendbmeno similar al de los espectros de MH, esto permite suponer que los
compuestos de MH y MA son similares. Esto es congruente con el espectro IR. En
MB, las peliculas presentan un cambio evidente en cada uno de los espectros,
esto lleva a suponer una interaccion tanto del extracto como de las fracciones con
las cadenas de almidon para llegar a transformarlas, se requiere de un analisis
mas detallado para proponer un mecanismo de interaccion de los compuestos en

la pelicula. Los patrones en MAR muestran sélo un cambio en PPRMAR.
Aunqgue ocurren ligeros cambios en los patrones de difraccion, en las peliculas no

es posible establecer la presencia del ZnO. Esto puede deberse a la baja

concentracion de los productos de reaccion en las peliculas.
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De acuerdo a los resultados en este trabajo, es posible obtener NPsZnO con los
dos extractos (Stevia rebaudiana y Moringa oleifera). El extracto de Stevia
rebaudiana favoreci6 la obtencion de 6xido de zinc, desde una hora de reaccion a
temperatura de 60 °C y secado a 110 °C. Curiosamente, con el extracto de
Moringa oleifera no se obtuvo O0xido de zinc bajo estas condiciones de reaccion.
La temperatura ideal para la sintesis de NPs con extracto de Moringa, fue de 80
°C.

Se sintetizaron exitosamente con extracto de Stevia y Moringa, nanoparticulas de
oxido de zinc con un tamafio de particula que varia de 65 nm a 120 nm. El tamafio
de las nanoparticulas resultantes, es un reflejo de la complejidad de su cinética de
formacion y depende de factores como la temperatura de reaccion, temperatura de
secado, las relaciones de concentraciones del precursor metélico, del agente
reductor y/o estabilizador. Consecuentemente, el tamafio también viene
determinado por la proporcion relativa entre la velocidad de la nucleacion y la

velocidad de crecimiento de la particula.

La fraccion butanol del extracto de Stevia y la fraccién acuosa residual del extracto
de Moringa contienen metabolitos capaces de llevar a cabo la sintesis de ZnO. De
acuerdo a los resultados se considera que metabolitos, preferentemente

compuestos fendlicos favorecen la formacion de las nanoparticulas.

Los estudios por DRX evidenciaron la formacion de los picos caracteristicos del
ZnO fase wurtzita para el extracto de Stevia, la fraccion n-butanol del mismo,

Moringa vy la fraccion acuosa residual del extracto de Moringa.

Las peliculas de almidon/NPs-ZnO no mostraron cambios evidentes en ninguna
caracterizacion. Esto comportamiento puede adjudicarse a la baja concentracion

de los productos de reacciéon agregados al almidén.
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En las tablas se describe la nomenclatura utilizada en el presente trabajo.

Cddigos del extracto y fracciones.

Extraccion fraccionada de Stevia rebaudiana

Etiqueta Descripcion

S Extracto hidroalcohdlico de Stevia

SH Fase orgénica de la fraccion de hexano

SA Fase orgénica de la fraccion de acetato de etilo
SB Fase organica de la fraccién de n-butanol

SAR Fase acuosa residual

Cadigos de los estandares utilizados.

Estandares

Etiqueta Descripcion
AG Acido galico
REB Rebaudiodsido
ST Estevidsido

Cddigos de los productos de reaccién bajo condiciones preliminares.

Reacciones preliminares de 6xido de zinc con el extracto de Stevia

Condiciones de reaccién: temperatura = 60 °C, velocidad de agitacion = 400 rpm

Etiqueta Variable: tiempo (min)

PRS1 60
PRS2 120
PRS3 180

Secado de las reacciones PRS. Condiciones de secado: temperatura = 110 °C,
tiempo = 180 min

Etiqueta Descripcion

PRHS1 Secado de PRS1
PRHS2 Secado de PRS2
PRHS3 Secado de PRS3

Caodigos de los productos de reaccion con fracciones.

Reacciones de 6xido de zinc con las fracciones del extracto de Stevia

Condiciones de reaccion: temperatura = 60 °C, velocidad de agitaciéon = 400 rpm,
tiempo = 180 min

Etiqueta Descripcion
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PRS Reaccion con el extracto crudo de Stevia

PRSH Reaccion con la fraccion organica de hexano

PRSA Reaccion con la fraccidn orgénica de acetato de etilo
PRSB Reaccion con la fraccion organica de n-butanol
PRSAR Reaccion con la fraccion acuosa residual

Secado de las reacciones PRS. Condiciones de secado: temperatura = 110 °C,
tiempo = 180 min

Etiqueta Descripcion

PRHS1 Secado de PRS
PRHSH Secado de PRSH
PRHSA Secado de PRSA
PRHSB Secado de PRSB
PRHSAR Secado de PRSAR

Cadigos de las peliculas de almiddén con el extracto y fracciones.

Peliculas de almiddn con las fracciones del extracto de Stevia

Etiqueta Descripcion

P Pelicula de almidon

PS Pelicula con extracto crudo de Stevia

PSH Pelicula con la fraccién organica de hexano

PSA Pelicula con la fraccion organica de acetato de etilo
PSB Pelicula con la fraccién organica de n-butanol
PSAR Pelicula con la fraccién acuosa residual

Cadigos de las peliculas de almidén con los productos de reaccion.

Peliculas de almidon con los productos de reaccién de las fracciones del
extracto de Stevia

Etiqueta Descripcion

PPRS Pelicula con producto de reaccion de extracto crudo de Stevia
PPRSH Pelicula con producto de reaccion de hexano

PPRSA Pelicula con producto de reaccion de acetato de etilo

PPRSB Pelicula con producto de reaccion de n-butanol

PPRSAR  Pelicula con producto de reaccion de acuosa residual

Caodigos de las peliculas con los productos de reaccion secados.

Peliculas de almiddn con los productos de reaccién secado de las
fracciones del extracto de Stevia

Etiqueta Descripcion

PPRHS Pelicula con producto de reaccion secado de extracto crudo de
Stevia
PPRHSH  Pelicula con producto de reaccién secado de hexano
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PPRHSA  Pelicula con producto de reaccion secado de acetato de etilo
PPRHSB  Pelicula con producto de reaccion secado de n-butanol
PPRHSAR Pelicula con producto de reaccion secado de acuosa residual

Cddigos de las peliculas con los estandares.

Peliculas de almidon con los productos de reaccion de las fracciones del
extracto de Stevia

Etiqueta Descripcion

PAG Pelicula con acido galico
PREB Pelicula con rebaudiésido
PST Pelicula con estevidsido

Cddigos de las fracciones con extracto de Moringa oleifera.

Extraccion fraccionada de Moringa

Etiqueta Descripcion

M Extracto hidroalcohdlico de Moringa

MH Fase orgénica de la fraccion de hexano

MA Fase orgénica de la fraccion de acetato de etilo
MB Fase orgénica de la fraccion de n-butanol

MAR Fase acuosa residual

Cddigos de los productos de reaccién bajo condiciones preliminares.

Reacciones preliminares de 6xido de zinc con el extracto de Moringa

Condiciones de reaccién: temperatura = 60 °C, velocidad de agitacion = 400 rpm

Etiqueta Variable: tiempo (min)

PRM1 60
PRM2 120
PRM3 180

Secado de las reacciones PRM. Condiciones de secado: temperatura = 110 °C,
tiempo = 180 min

Etiqueta Descripcion

PRHM1 Secado de PRM1
PRHM2 Secado de PRM2
PRHM3 Secado de PRM3

Caddigos de los productos de reaccién con las fracciones.

Reacciones de 6xido de zinc con las fracciones del extracto de Moringa

98



IX. ANEXO

Condiciones de reaccion: T = 60 °C, velocidad de agitacion = 400 rpm, tiempo =
180 min

Etiqueta Descripcion

PRM Reaccion con el extracto crudo de Moringa

PRMH Reaccion con la fraccion orgénica de hexano

PRMA Reaccion con la fraccion orgénica de acetato de etilo

PRMB Reaccion con la fraccion organica de n-butanol

PRMAR Reaccion con la fraccion acuosa residual

Secado de las reacciones. Condiciones de secado: T = 110 °C, tiempo = 180 min
Etiqueta Descripcion

PRHM1 Secado de PRM
PRHMH Secado de PRMH
PRHMA Secado de PRMA
PRHMB Secado de PRMB
PRHSMAR Secado de PRMAR

Cddigos de las peliculas con el extracto y las fracciones.

Peliculas de almidon con las fracciones del extracto de Moringa

Etiqueta Descripcion

P Pelicula de almidon

PM Pelicula con extracto crudo de Moringa

PMH Pelicula con la fraccién organica de hexano

PMA Pelicula con la fraccion organica de acetato de etilo
PMB Pelicula con la fraccion organica de n-butanol
PMAR Pelicula con la fraccion acuosa residual

Cadigos de las peliculas con los productos de reaccion.

Peliculas de almidén con los productos de reaccion de las fracciones del
extracto de Moringa

Etiqueta Descripcion

PPRS Pelicula con producto de reaccion de extracto crudo de Moringa
PPRSH Pelicula con producto de reacciéon de hexano

PPRSA Pelicula con producto de reaccion de acetato de etilo

PPRSB Pelicula con producto de reaccion de n-butanol

PPRSAR  Pelicula con producto de reaccion de acuosa residual

Caddigos de las peliculas con los productos de reaccion secos.

Peliculas de almidon con los productos de reaccion secos de las fracciones
del extracto de Moringa

Etiqueta Descripcion

PPRHM Pelicula con producto de reaccién secado de extracto crudo de
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PPRHMH
PPRHMA
PPRHMB
PPRHMAR

Moringa

Pelicula con producto de reaccion secado de hexano
Pelicula con producto de reaccion secado de acetato de etilo
Pelicula con producto de reaccion secado de n-butanol
Pelicula con producto de reaccion secado de acuosa residual

Nomenclatura utilizada en el trabajo

Nomenclatura utilizada en el trabajo

Etiqueta Descripcion

NPs Nanoparticulas

ZnoO Oxido de zinc

NPsZnO Nanoparticulas de 6xido de zinc

DRX Difraccion de rayos X

FT-IR Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier
SEM Microscopia electrénica de barrido

UV-Vis Espectrometria ultravioleta-visible
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