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RESUMEN

En El Salvador existen numerosas plantas con prometedoras aplicaciones quimicas, biolégicas y
farmacéuticas, en este sentido, esta investigacion se enfocd en la recoleccién, identificacion
boténica, andlisis fitoquimico, evaluaciébn de la actividad antioxidante y la sintesis de
nanoparticulas de plata de la especie vegetal Ruellia inundata Kunth, siendo este el primer abordaje
cientifico de esta planta. Se recolectaron 0.7 Kg de partes aéreas de esta planta y su identificacion
fue confirmada por el Museo de Historia Natural de El Salvador. El anélisis fitoquimico se realizd
por medio de pruebas cualitativas en Cromatografia de Capa Fina y reveld la presencia de
metabolitos secundarios como flavonoides, terpenoides, cumarinas y taninos, utilizando

reveladores especificos.

Para evaluar la actividad antioxidante, se emple6 el método del radical libre DPPH, donde los
extractos acuosos de las partes aéreas de la planta mostraron una capacidad significativa para
neutralizar los radicales libres. La capacidad antioxidante se cuantificO mediante
espectrofotometria UV-Vis, expresada en ug equivalentes de acido ascérbico/mL. Obteniéndose
un valor de 1Cso = 596.64 + 15.80 pug/mL. El resultado obtenido supero 1Cso > 450.0 pg/mL que la

especie vegetal no presenta actividad antioxidante sobresaliente a las concentraciones analizadas.

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevé a cabo utilizando el extracto acuoso como agente
reductor y fotocatalizador bajo luz artificial. La formacion de las AgNPs fue confirmada por
espectroscopia UV-Vis, presentando el pico caracteristico entre 400 a 450 nm. Logrando
desarrollar una metodologia que no hace uso de una atmosfera inerte para llevar a cabo el proceso
de reduccion de los iones plata lo cual es beneficioso ya que el sistema de reaccion funciono en

condiciones aerébicas.

Los resultados del estudio proporcionan un primer acercamiento a las utilidades y
aprovechamientos que se le pueden dar a las partes aéreas de Ruellia inundata, esto gracias a los
metabolitos secundarios mayoritarios identificados y la capacidad de sintetizar nanoparticulas de
plata. Este trabajo representa un paso significativo en la valorizacion de la biodiversidad local y su

potencial aplicacién en nanotecnologia. Siendo a su vez amigable con el medio ambiente.



CAPITULO |
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1. INTRODUCCION

El Salvador, el pais més pequefio de Centroamérica, posee una flora con biodiversidad notable, a
pesar de su tamafio. Esta es diversa, con una amplia variedad de especies que se distribuyen a lo
largo de sus diferentes ecosistemas. En este contexto, la familia Acanthaceae incluye mas de 4000
especies en todo el mundo, es conocida por su diversidad morfoldgica y su adaptacion a variados
habitats.

Las especies de la familia Acanthaceae tienen importancia ecoldgica, medicinal y econdmica. Estas
plantas han sido utilizadas tradicionalmente en la medicina popular por sus propiedades curativas
tales como antimicrobiano, antiinflamatorio, antiviral, antioxidante, antipirético, expectorante,
diurético, entre otros. La investigacion cientifica moderna ha comenzado a explorar y validar
muchos de estos usos tradicionales a través de analisis fitoquimicos. Este anélisis se refiere al
estudio de los metabolitos secundarios mayoritarios que contienen las plantas, y pueden tener

efectos biologicos beneficiosos para el ser humano.

El género Ruellia es un grupo de interés fitoquimico que forma parte de las Acanthaceae,
comprende alrededor de 150 especies con diferentes metabolitos secundarios como lignanos,
flavonoides, alcaloides, cumarinas, terpenoides, esteroles, glicésidos fendlicos, entre otros; estos
grupos de compuestos otorgan a que las plantas tengan diferentes actividades: antioxidante,

citotoxica, antibacteriano, purgativo, etc.

Dentro de la investigacion de las diferentes actividades bioldgicas que ejercen la presencia de
metabolitos secundarios en las plantas; una de las areas de mayor interés es el estudio de la
actividad antioxidante de las plantas. Los antioxidantes son compuestos que pueden prevenir o
retrasar el dafio celular causado por los radicales libres, que son moléculas inestables que pueden
causar dafio celular y contribuir al desarrollo de diversas enfermedades. La actividad antioxidante
de las plantas de la familia Acanthaceae ha sido objeto de numerosos estudios, que han demostrado

que muchas de estas plantas poseen potentes propiedades antioxidantes.

Ademas, en los ultimos afios, la investigacion en el campo de las nanoparticulas ha avanzado

significativamente, ofreciendo nuevas posibilidades para el uso de compuestos de plantas. En este
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contexto, por primera vez se ha estudiado el extracto acuoso de Ruellia inundata Kunth como un
agente reductor amigable con el medio ambiente en la biosintesis de nanoparticulas de plata. Las
nanoparticulas son particulas de tamafio nanométrico que tienen propiedades fisicas y quimicas
Unicas debido a su pequefio tamafio y gran superficie especifica, debido a ello, presentan
propiedades fisicas y quimicas Unicas como su potencial bactericida y antiséptico, lo que les
permite tener aplicaciones en diversos campos, incluyendo la medicina, agricultura, farmacia y

cosmética.

Ruellia inundata, especie vegetal en estudio carece de informacién cientifica, por lo cual esta
investigacion se centra en darle el carécter cientifico a través de la recoleccion, identificacion
boténica, analisis fitoquimico de la planta, determinacion de la actividad antioxidante, seguida de
la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata utilizando el extracto acuoso de sus partes
aereas, con el objetivo de otorgar a las nanoparticulas asi obtenidas posibles aplicaciones en

diferentes areas como la medicina, agricultura, biotecnologia, etc.

La recoleccion se llevo a cabo en Cinquera, Departamento de Cabafias oeste, Posteriormente, se
procedio a la identificacion botanica en colaboracién con curadores del Museo de Historia Natural
de El Salvador, asignandole un nimero de voucher para su identificacidn en investigaciones

futuras.

El analisis fitoquimico incluyo la extraccion de compuestos bioactivos mediante el método de la
decoccion, realizando al extracto las pruebas cualitativas aplicando reveladores especificos en
cromatografia de capa fina. Identificandose la presencia de flavonoides, taninos, terpenoides y

cumarinas.

La actividad antioxidante se evalud utilizando el método del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH). Se prepararon extractos acuosos de las partes aéreas de la planta y se
cuantifico su capacidad para neutralizar los radicales libres. Los resultados se determinaron
aplicando regresion lineal a la ecuacion de la curva, expresandolo en la concentracion inhibidora
media méaxima con las unidades de ug equivalentes de &cido ascorbico/mL. Obteniéndose una baja

actividad antioxidante.
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Para la sintesis de nanoparticulas de plata se optimizaron procesos reportados en diferentes
bibliografias, utilizando el extracto acuoso de las partes aéreas de Ruellia inundata Kunth como
agente reductor siendo fotocatalizadas por luz artificial. La formacién de las nanoparticulas se
confirmé mediante espectroscopia UV-Vis. Logrando optimizar las condiciones iniciales
planteadas con la experiencia previa de los asesores y literatura reportada, empleando con éxito el

extracto acuoso de la especie vegetal.

La presente investigacion se realizo en el periodo de febrero a agosto del afio 2024, con la finalidad

de llevar a cabo el primer estudio respecto a Ruellia inundata Kunth.



CAPITULO I



21

2. OBJETIVOS

Objetivo General:
Realizar el anélisis fitoquimico, actividad antioxidante de Ruellia inundata y su aplicacién en la
sintesis fotoinducida de nanoparticulas de plata (AgNPs).

Obijetivos especificos:
- Llevar a cabo la recoleccion e identificacién botanica de Ruellia inundata.

- Definir por medio de pruebas fitoquimicas cualitativas, los metabolitos secundarios

mayoritarios del extracto acuoso de las partes aéreas de Ruellia inundata.

- Determinar la capacidad antioxidante del extracto acuoso de las partes aéreas de Ruellia
inundata por medio de la prueba DPPH.

- Sintetizar nanoparticulas de plata a partir del extracto acuoso de las partes aéreas de Ruellia

inundata.

- Caracterizar las nanoparticulas de plata obtenidas empleando espectroscopia UV-Vis.



CAPITULO HlI
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3.0. MARCO TEORICO
3.1. Familia Acanthaceae

El Salvador, territorio de aproximadamente 21,000 km? de clima tropical con zonas que abarca
zonas himedas hasta areas aridas a pesar de su reducida extensién, en consecuencia, otorga una
amplia gama de diversas especies naturales esenciales para el bienestar y desarrollo humano
influyendo de forma directa en la calidad del agua, regulacion climatica, salud de los suelos, y la
aplicacion etnobotanica de las especies vegetales. (1)

Diversas familias de especies vegetales se encuentran en el territorio salvadorefio, de las cuales no
todas han sido estudiadas en su totalidad, tal es el caso de la familia de las Acantéceas, una familia
importancia econdmica ejerciendo un rol importante a nivel ecolégico proveyendo polen y néctar
a polinizadores, abejas, colibries, murciélagos, entre otros (2). Siendo de importancia etnomédica
en el uso como antimicrobiano, antiinflamatorio, antiviral, antioxidante, antipirético, expectorante,

diurético, entre otros (3).

Entre las especies de la familia Acanthaceae juegan un papel clave para el tratamiento de multiples
enfermedades por los multiples grupos de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
fenoles, terpenoides, taninos, para uso terapéutico (3). Hasta la fecha, diversas especies vegetales
de la familia Acanthaceae se encuentran inexploradas o poco estudiadas a pesar de sus multiples

aplicaciones.

3.2. Generalidades del género Ruellia

El género Ruellia perteneciente a la familia Acanthaceae comprende alrededor de 150 especies;
Son hierbas o arbustos perennes erectos de 1 m de altura con tallos jovenes pubescentes con
glandulas dispersas en dos bandas bajo los nudos; cistolitos conspicuos. (4), siendo algunas

utilizadas para el tratamiento de la gonorrea, sifilis, Glceras oculares e infecciones renales (5).

Segun se reporta en el género Ruellia los constituyentes quimicos incluyen lignanos, flavonoides,

alcaloides, cumarinas, triterpenos, esteroles, glicésidos fendlicos, entre otros (5). Entre las
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aplicaciones del género Ruellia se encuentra la actividad cicatrizante, actividad cardiovascular, anti
hiperglucémico, anti nociceptivo, antiinflamatorio, actividad antioxidante, citotdxico,

antibacteriano, purgativo, anti-leishmaniasis, entre otros (5).

Figura N°1. Partes aéreas de Ruellia inundata. Fuente: Elaboracién propia.

En vista que las bibliografias describen al genero Ruellia con diversas propiedades de interés, se
espera que la planta en estudio: R. inundata manifieste dichas actividades. No obstante,
actualmente de la especie R. inundata no hay bibliografia que describa su composicidn fitoquimica

0 que corrobore las aplicaciones de su género, usos etnobotanicos.

En condiciones en las que la bibliografia es escasa y se requiere establecer un punto inicial, para
esto, se llevan a cabo diversos analisis para determinar la composicion de la planta o sus posibles

aplicaciones.

3.3. Anélisis fitoquimico

3.3.1. Metabolitos secundarios

Las plantas al igual que los seres humanos poseen una serie de reacciones quimicas en el cuerpo
involucradas en el desarrollo, crecimiento y reproduccion, conjunto de reacciones que constituyen

al metabolismo primario (6), no obstante, las plantas presentan una serie de compuestos llamados
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metabolitos secundarios, los cuales no influyen directamente en procesos de fotosintesis,
respiracion, asimilacion de nutrientes, entre otros, sino, en la adaptacion al estrés ambiental,
defensa ante patégenos y competencia por alimentacion, etc. (7).

Los metabolitos secundarios son un conjunto de compuestos quimicos que se sintetizan en
cantidades minimas en la planta y no de forma general, algunos metabolitos secundarios estan
restringidos a ciertos tipos de familia, genero, llegando incluso a ser exclusivos de algunas especies
(7); estos tienen diversas funciones en la planta: atrayente de polinizadores con quimicos volatiles,
pigmento en flores y frutos, defensa contra depredadores repeliéndolos al amargar la planta, hacerla
venenosa o dificil de digerir (7). Los metabolitos secundarios se agrupan de la siguiente forma en
la tabla N° 1 (8):

Tabla N°1. Grupos de algunos metabolitos secundarios.
Fuente: elaboracion propia.

Grupo Metabolito

Hemiterpeno

Monoterpeno

Sesquiterpenos

Terpenos Diterpenos

Triterpenos

Carotenoides

Esteroides

Cumarinas

Compuestos fenolicos Flavonoides

Taninos

Cardiotonicos

Glicosidos Saponinas

Antraquinonas

Derivados de la ornitina

) Derivados de la fenilalanina y tirosina
Alcaloides

Derivados del triptofano

Bases xanticas
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Cada metabolito secundario posee su propia naturaleza tanto en grupos funcionales, esqueleto base
como en polaridades, esto Gltimo siendo de utilidad en la separacion de metabolito a metabolito en

una extraccion.

3.3.2. Métodos de extraccion

La extraccion es el método por el cual se extraen los metabolitos secundarios de una planta, ya sea

fresca o seca y molida, existiendo diferentes maneras y procesos para realizarlo (9):

Mecéanicos: técnica en la cual se obtiene un “jugo”, fluidos de la planta en la que se
encuentran dispersos los metalitos. Esta puede realizarse:

- Por expresion: aplicacién de presion sobre la droga.

- Calor,

- Mediante cortaduras por las que fluyen los fluidos de la planta

Destilacion: técnica aplicable a metabolitos secundarios termoestables. Basado en las
diferentes volatilidades de los compuestos de la droga vegetal, permitiendo una separacion

de componentes mas volatiles de los menos o nada volatiles.

Extraccion con gases en condiciones supercriticas: se trabaja con dispositivos que
controlan las condiciones ambientales de la extraccion como temperatura y presion, pero a
niveles criticos. Utilizando con regularidad gases como el dioxido de carbono y butano.
Presenta una extraccion muy selectiva y no contamina la muestra por su facilidad para
eliminar el gas extractor, no obstante, resulta bastante cara y encontrar las condiciones

Optimas de extraccion es complicado.

Extraccidn con disolventes: se pone en contacto el material vegetal con un solvente con la
capacidad de solubilizar los metabolitos secundarios, pasando de la planta al disolvente,
obteniendo un extracto liquido. Para una extraccién optima se toman en cuenta factores
como las caracteristicas de la droga vegetal, naturaleza del disolvente, temperatura, tiempo

de contacto droga-solvente y control de la difusion celular.
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Este método es el més utilizado por su facilidad para aplicar en diferentes matrices, sean
solidas o liquidas, no requiere equipo complejo en la mayoria de los casos, se pueden
disolver una amplia gama de compuestos y la eleccion correcta de disolvente minimiza la
extraccion de impurezas, volviendolo un método mas eficiente, por ello es el método

predilecto para utilizar durante la estancia de investigacion.

Los tipos de extracciones pueden agruparse en dos conjuntos principales, como se muestra
en la tabla N° 2:
Tabla N° 2: Tipos de extracciones utilizando disolventes (9). Fuente: Elaboracién propia.

Extraccion Procedimientos

Maceracion: se coloca el material vegetal
seco y molido a temperatura ambiente,
dejando en reposo de 4 a 15 dias. Se utiliza

para metabolitos secundarios termolabiles.

Infusion: se trabaja con agua. Primero se
humedece la muestra vegetal con agua fria,
y a continuacion se agrega agua proxima a
ebullicion, dejando en reposo por unos

Discontinua: la droga se introduce en su | minutos.

totalidad en el disolvente extractor, Decoccion: El material vegetal se pone en
permitiendo una difusion en todas contacto con agua, en conjunto se lleva a
direcciones por parte de la droga. temperatura de ebullicién, manteniéndola

durante 10 a 20 minutos, una vez enfriado,
se filtra. La extraccidn es eficiente y rapida,
con el cuidado de no utilizar con especies

gue posean compuestos termolabiles.

Digestion: Como la maceracion, pero con

altas temperaturas.

Reflujo: la sustancia se coloca en un balon

y se trabaja a temperaturas de ebullicion.




Tabla N° 2: Tipos de extracciones utilizando disolventes (9). Fuente: Elaboracion propia.

(Continuacién)

Continua: el disolvente se va renovando y
es unidireccional. La droga se pone en
contacto con el solvente adecuado,
manteniendo en todo momento el

desequilibrio entre la concentracion de

Percolacion: Proceso a temperatura
ambiente. EI material vegetal se coloca en
una columna, en la cual estd en contacto
permanente con el disolvente que gotea por
la parte superior, atravesando el material
vegetal, extrayendo los metabolitos,
mientras en la parte inferior se recogen el

extracto. Los rendimientos son buenos, no

metabolitos de la droga y el disolvente, obstante, se utiliza demasiado solvente.

para que se produzca la difusion celular. | Soxhlet: sistema so6lido-liquido, en esta el
solvente se recicla por un sistema de llenado
y vaciado, concentrando en un matraz de

fondo plano los metabolitos.

Una vez obtenida la extraccion, se filtra para eliminar impurezas y esta puede manipularse mas
facilmente, siendo Util para preparacion de fitofarmacos, uso tradicional y estudio fitoquimico, este
altimo generalmente es para plantas que no se han investigado o poseen poca informacion al
respecto, ejecutando pruebas para identificar sus posibles metabolitos secundarios, utilizando

diferentes técnicas, tanto de separacion como de identificacion.

3.3.3. Método cromatografico de separacion de metabolitos secundarios

Es una técnica que permite la separacion de los componentes de una mezcla en base a sus

polaridades y pesos moleculares basandose en dos efectos opuestos:

- Retencion: efecto sobre los componentes de la mezcla en una fase estacionaria, llegando a
ser sélida o liquida.

- Desplazamiento: efecto que transporta los componentes de la mezcla, es la fase que se
mueve o0 eluye a través de la fase estacionaria, denominada fase mévil, siendo liquida o

gaseosa.
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La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la movil atraviesa el sistema
desplazando a los componentes de la mezcla a distintas velocidades, dependiendo de la magnitud
de sus interacciones relativas con ambas fases. La repeticion sucesiva de las operaciones
elementales de retencion y desplazamiento a lo largo del sistema cromatogréfico da lugar a la

separacion de la mezcla original.

El fendbmeno de migracion de los componentes de una mezcla a lo largo de la fase estacionaria,

impulsados por la movil, recibe el nombre de elucion (11).

3.3.4. Cromatografia de capa fina

La cromatografia en capa fina (CCF) se basa en la preparacion de una capa uniforme de un
absorbente, siendo gel de silice el mas usado, sostenido en una placa generalmente de aluminio,
peor pueden ser de plastico o aluminio. Los requisitos para realizar una CCF son: un absorbente,

placas y una camara cromatografica (figura 2).

Y

= cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

*— placa recubierta con

una capa delgada de
la fase estacionaria
adsorbente

___ puntos de aplicacion

| ®« o @ <— -
/ de las muestras
fase mavil (disolvente)

Figura N° 2: Técnica de cromatografia en capa fina (9).

La placa cromatogréafica se marca a una pequefia distancia en el borde inferior, aplicando con un
capilar de vidrio la muestra a analizar (Figura 3.A). Se coloca la placa con ayuda de una pinza en
una camara cromatografica, la cual contiene la fase movil (Figura 3.B), lo recomendable es esperar
a que la fase movil eluya % partes del largo de la placa u observar donde llega el frente del solvente,

marcando en ambos casos.
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La fase estacionaria es un componente polar y la fase movil o eluyente, tiende a ser un poco menos

polar que la estacionaria, de forma que los menos polares desplazaran con mayor velocidad.

Una vez la muestra ha eluido, se procede a la deteccion, paso importante para desvelar los posibles
metabolitos que un extracto pueda llegar a tener, algunos presentan a su vez fluorescencia, la cual
se ve identificada con los reveladores, reactivos encargados de reaccionar con los grupos
funcionales de los metabolitos secundarios y generar una mancha que, dependiendo del tipo de
revelador y metabolito secundario, asi sera el color de la mancha que se observara a la luz visible
o al ultravioleta (UV) (Figura 3.C).

.

W3 we3 Rafb s Y
e———

A B C

Figura N° 3: Cromatografia de capa fina. A: Aplicacion de la muestra en la placa cromatografica;
B: Cubeta cromatografica con fase movil; C: Compuestos separados en la placa cromatografica ya
revelada (11).

El método de cromatografia de capa fina puede ser tradicional, pero en la actualidad sigue siendo
de utilidad por el hecho que brinda informacion relevante de los grupos mayoritarios de metabolitos

secundarios que un extracto posee.

3.3.5. Analisis fitoquimico preliminar

Un analisis fitoquimico preliminar implica identificar los metabolitos en una planta. Determinando
la presencia de metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, antraquinonas, cardiotonicos,

saponinas, cumarinas, sesquiterpenlactonas, entre otros; aplicando técnicas de cromatografia,
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espectroscopia y pruebas quimicas especificas. Proporciona una idea inicial de la composicion
fitoquimica del extracto y las posibles actividades que podria llegar a tener con base a los
metabolitos secundarios presentes. A continuacion, se presentan una breve descripcion, un ejemplo
de estructura quimica del grupo de metabolitos secundarios y sus propiedades:

Tabla N°3: Metabolitos secundarios, nucleo, breve descripcion y propiedades (9).

Metabolito i} o )
) Nucleo Descripcion Propiedades
secundario
Venotonicos,
X Derivados de benzo-a- | antiinflamatorios,
Cumarina pirona, clasificadas en su | antiespasmaodicos,
o 0 mayoria como fendlicas. sedantes y
anticoagulantes.
Estructuras  hidroxiladas
en el anillo aromatico v, o .
_ | Antirradicales libres,
por lo tanto, son poli B .
. antiinflamatorio,
fenolicas. Pueden . .
_ o _ antibacterianos,
Flavonoides y encontrarse de forma libre .
] antiflngicos,
relacionados o en forma de O- .
. antiviricos,
heterdsidos 0 C- . o
. . antiespasmadicos y
o} heter6sidos, siendo la

) _ | antihemorragicos.
glucosa el azlGcar mas

frecuente.

Sistema triciclico  del

o antraceno, pero con el
Potentes  laxantes,

anillo central més o menos
] . efecto purgante,
Antraguinonas oxidado. Generalmente se .
efecto hidragogo y
encuentran como

colagogo.
° heterésidos O-, C-uOyC 9%

en el mismo esqueleto.

Estructuras formadas por | Hematico,

un azlcar y un aglicon | antiedematoso,
] denominado sapogenina. | antiinflamatorio,
Saponinas )
Estos pueden producir | expectorantes,

espuma disminuyendo la | antitusivos y

tension superficial. diurético.
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Tabla N°3: Metabolitos secundarios, nlcleo, breve descripcion y propiedades (9). (Continuacion)

Cardioténicos

Heter6sidos  (aglicon  +
azucar) capaces de modular
el funcionamiento  del
corazon, actuando
directamente  sobre la
contractibilidad del musculo

cardiaco (miocardio) y sobre

Mejoran la
circulacion general,
aumentan la
filtracion renal vy
aumentan la fuerza

de contraccion del

la circulacién  auricula- | miocardio.

ventriculo,

Amplio grupo de | Antioxidantes,
compuestos  hidrosolubles | antisépticos,

Estructuras complejas con
capacidad de ejercer
acciones fisioldgicas incluso

a dosis bajas.

con estructura poli fendlica, | protectores,

Taninos capaces de precipitar ciertas | astringentes y
macromoléculas (proteinas, | antidoto en
alcaloides, celulosa, | intoxicaciones con
gelatina). alcaloides.
Sustancias organicas
nitrogenadas con caracter

(o]
/CH3 basico y mayoritariamente | Mayoritariamente
N N ) -
) de origen vegetal. | toxicos, por lo que se
Alcaloides

deben tener extrema

precaucion.
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Tabla N°3: Metabolitos secundarios, nlcleo, breve descripcion y propiedades (9). (Continuacion)

Terpenoides

Son muy numerosos y de . .
. Antifungicos,  anti
estructuras  diversas, se .
mutageénicos,
pueden encontrar tal cual o ) .
_ | anticancerigenos,
formando estructuras mas o
. antiviral,
complejas. Algunos

/ _ antioxidante,
compuestos  tienen  solo

) ) antidiabética,
una parte isoprenoide y se B )
] ) antiinflamatoria vy
consideran de  origen .
. anti-protozoos.
mixto.

Algunos de los metabolitos de la tabla N° 4 presentan diferentes mecanismos por los cuales median

y ejecutan las diferentes actividades en el ser humano:

Tabla N° 4: Mecanismos de accion de flavonoides, taninos, cumarinas y terpenoides. Fuente:

elaboracion propia.

Metabolito . >
TS Mecanismo de accion
Antioxidante:
- Reaccionan de forma directa con especies reactivas, oxidandose y estabilizando el
radical libre (23).
- Seunen a cadenas enzimaticas transportadoras de hormonas y de ADN. También puede
quelar iones metalicos, catalizar la cadena de electrones y depurar radicales libres (24).
Flavonoide Antiinflamatorio:
- Inhiben el metabolismo del &cido araquidénico (23).
- Bloguean la respuesta antiinflamatoria al inhibir las enzimas éxido nitrico sintasas, la
expresion de ciclooxigenasas y mediadores de la respuesta inflamatoria (24).
- Inhiben la formacion de prostaglandinas y la via de la ciclooxigenasa (25).
- Suprimen las reacciones catalizadas de sintesis de prostanoides (25).
Antioxidante:
- Inhiben la peroxidacién lipidica y las lipooxigenasas in vitro (26).
Tanines - Purga los radicales libres (26). Capturan las especies reactivas o inactivan los
precursores de la oxidacion (27).
- Los taninos condensados son inhiben de forma no competitiva a la enzima xantina
oxidasa (28).
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Tabla N° 4: Mecanismos de accion de flavonoides, taninos, cumarinas y terpenoides. Fuente:
elaboracién propia. (Continuacion).

Cumarinas

Antioxidante:
- Capturan los radicales libres e intervienen en las cadenas enziméticas para la
produccidn de tirosina kinasas (29).
- Algunas cumarinas como la escopoletina ejercen una inhibicién no competitiva a la
enzima xantina oxidasa (29).
- Actlan como depuradores de las especies reactivas a la vez que ejerce un efecto
inhibidor de la peroxidacion lipidica (30).
Antiinflamatorio:
- Estimulan la fagocitosis al detener la liberacion del liquido edematoso de las células
involucradas en procesos inflamatorios (30).
- En el espacio tisular, las cumarinas son transportadas en las microvasculaturas
permeables, pero si la permeabilidad capilar es menor, las cumarinas son incapaces de
actuar. Por lo tanto, pueden disminuir el nivel de hinchazén de los tejidos y ayudar a

relajar los musculos lisos (30).

Terpenoides

Antioxidante:

- Depuran las especies reactivas donando hidrégenos o realizan un efecto de
antirradicales de monoterpenos y sesquiterpenos, asi como la inhibicidn efectiva de la
peroxidacion lipidica (31).

Antiinflamatorio:

- Inhibe procesos enzimaticos y expresiones de la dxido nitrico sintasa a través de la
inhibicion de la activacién del NF-kb en la cadena de los macréfagos murino (32).

- Elandrograf6lido inhibe la produccion de TNF-«k e IL-12 en macré6fagos peritoneales
murinos estimulados con lipopolisacarido (LPS). Se describi6 la inhibicion de la
activacion de NF-xB por andrografélido (32).

- La mayoria de monoterpenos podrian inhibir la produccién del factor de inflamacion

del éxido nitrico, interleucinas y TNF-a. inducidos por lipopolisacaridos (33).

3.4. Actividad antioxidante (12-13)

3.4.1. Estrés oxidativo

Se define como el desequilibrio entre especies reactivas (radicales libres) y el sistema antioxidante

intrinseco de la homeostasis en el organismo. Una alteracién en el funcionamiento normal de esta

relacion radical libre-antioxidante puede desencadenar en un estrés oxidativo excesivo, causando
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afecciones inflamatorias que desembocan en enfermedades, induciendo la apoptosis en las células

y acelerar el proceso de envejecimiento celular en el cuerpo.

3.4.2. Radicales libres

Especies quimicas que en su estructura poseen electrones desapareados, altamente reactivos con la
capacidad de formar otros radicales libres en cadena, algunos tienen vida media prolongada, porque
su reactividad es baja, en otros casos poseen una vida media casi que instantanea, propagandose y
dafiando con facilidad, tanto que un solo radical puede perjudicar a millones de moléculas mediante

una reaccion en cadena.

Los radicales libres pueden generarse por factores intrinsecos de reacciones bioquimicas en el
cuerpo o por factores exdgenos como tabaquismo, alcoholismo, contaminacion ambiental, estrés

emocional o fisico, mala alimentacion, etc.

Estos reaccionan con otras moléculas para obtener el electron faltante, al ser donado, la molécula
que lo proporciono pasa a ser un radical libre, siguiendo el ciclo de quitar y dar hasta encontrarse

con una especie poco reactiva o con un antioxidante.

3.4.3. Antioxidantes

Compuestos afines a los radicales libres de origen exdgeno o enddgeno que intervienen en la
iniciacion, propagacion o finalizacién de un proceso oxidativo. Poseen la capacidad de anular el
efecto oxidante de los radicales libres; estos a pesar de encontrar en concentraciones relativamente
bajas, ejercen un gran efecto sobre las especies reactivas, previniendo, inhibiendo o retardando la

oxidacion.

Los antioxidantes son capaces de donar electrones para reducirlos, logrando mantener asi la
proporcion correcta de oxidante y antioxidante. Los metabolitos secundarios con mayor actividad

antioxidante son:

- Flavonoides, compuestos fendlicos y polifenoles.

- Terpenoides
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- Alcaloides que en su estructuran posean nitrégeno o azufre.

Al poseer grupos funcionales con capacidad de donar electrones, los convierten en los metabolitos

secundarios con la capacidad de intervenir en las cadenas oxidativas.

Para estudiar la actividad antioxidante en un extracto existen diferentes tipos de métodos: los que
se basan en una Unica reaccion de transferencia de electrones o de &tomos de hidrégenos tipo oxido-
reduccion, presentando variaciones en su coloracion relacionadas a la concentracién de especies

antioxidantes presente en la muestra, entre ellos se encuentran:

- Ensayo de capacidad de captacion de radicales libres de 2,2,-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH)

- Ensayo de reduccién de cobre (CUPRAC)

- Ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (ABTS o0 TEAC)

- Ensayo de capacidad de reduccion ferrica del plasma (FRAP)

También estan los métodos basados en la competencia termodindmica de sustrato y antioxidante
por el radical peroxilo, y como resultado, la formacién de sondas fluorescentes que pueden

monitorearse e interpretar mediante curvas cinéticas. Ejemplos:

- Ensayo de capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)
- Ensayo de capacidad de captacion de peroxil (PSC)

- Ensayo del parametro antioxidante (TRAP) que atrapa los radicales libres

3.4.4. Ensayo de capacidad de captacion de radicales libres de 2,2-difenil-1-picril-hidracilo
(DPPH)

Radical de nitrégeno con un electron de valencia desapareado estable en virtud de la
deslocalizacién del electron de reserva sobre la molécula, de modo que no se dimeriza, a su vez
esto le brinda el caracteristico color purpura espectral con absorcion en etanol en un rango de
longitud de onda de 515 a 520 nm.
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La solucion de DPPH pierde intensidad en su coloracion al estar en presencia de donantes de
electrones tomando un color amarillo segun la concentracion de especies donadoras, pasando de
un radical libre estable a un no radical (14); los cambios de color ocurren cuando el atomo

desapareado del DPPH recibe electrones de los antioxidantes.

N02 N02
H
O,N N—N O,N N—N
N02 NOZ
2 2-difenil-1-picrilhidracilo (radical libre) 2 2-difenil-1-picrilhidracilo (no radical)

Figura N° 4: 2,2,-difenil-1-picrilhidracilo (radical libre) y ,2,-difenil-1-picrilhidracilo (no radical)
(14).

Para expresar la concentracion de antioxidantes dentro de un extracto, una de las formas es realizar
el calculo del ICso, un estimado estadistico de los valores de concentracion minima necesaria de
una sustancia (por ejemplo: sustancia antioxidante) para inhibir al 50% la concentracion de una
sustancia oxidante dentro de una solucién de trabajo como el acido ascorbico (15), realizando el
calculo mediante la funcion de la recta aplicando regresion lineal a la curva de calibracion del
estandar de acido ascérbico, esto con el proposito de determinar la eficiencia de los antioxidantes
dentro del extracto acuoso, siendo esta la metodologia a aplicar a la especie vegetal R. inundata

durante la pasantia de investigacion.
3.5. Sintesis de nanoparticulas de plata (16)

3.5.1. Nanotecnologia

“Podria definirse como la disciplina centrada en el estudio, disefio, sintesis, manipulaciéon y
aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales, mediante el control de la materia a

nanoescala y la explotacion de fendmenos y propiedades...” (17). Dependiendo de la disminucion
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del tamano, el radio entre el &rea de superficie y el volumen incrementan significativamente,

modificando sus parametros fisicos, quimicos y bioldgicos.

El tamafio de las nanoparticulas oscila entre los 1 a 100 nm, lo que le confiere propiedades Unicas
gue no poseen sus contrapartes a macro escala. Pueden sintetizarse de diferentes materiales, entre
estos el uso de metales como el cobre, plata, oro, entre otros. Actualmente las nanoparticulas
poseen diferentes aplicaciones encontrandose en prendas deportivas para controlar los malos
olores, cremas de proteccion solar, administracion de medicamentos, nanofiltros de agua y aire,
ademas por su tamafio estos poseen reactividad quimica aumentada lo que lo convierte en buenos

catalizadores.

3.5.2. Sintesis de nanomateriales

Dependiendo la procedencia pueden ser de origen natural, origen incidental y el mas comun, origen

artificial, utilizando dos técnicas:

- Descendente (top-down): consiste en un proceso de desgaste de un macro material hasta

disminuirlo a un tamafo de particula nano.

- Ascendente (bottom-up): consiste en la elaboracion de nanoparticulas con capacidad de
autoensamblaje a través de la condensacion de atomos. El reto que presentan es que de
forma espontanea de autoensamblaje sobre el cambio de un iniciador quimico o fisico
especifico, ya sea cambio de pH, concentraciones de los solutos o aplicacion de un campo

eléctrico.
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Figura N° 5: Técnicas de sintesis de nanoparticulas (17).

En la actualidad las nanoparticulas mas estudiadas y utilizadas son a partir de los iones de plata,
por su conductividad, estabilidad, actividad catalitica y antibacteriana.

Muchos de los efectos adversos se han asociado a la toxicidad de los métodos quimicos vy fisicos,
por los componentes adsorbidos en la superficie de las nanoparticulas (16). En consecuencia, se
han buscado alternativas mas amigables con el medio ambiente y con menos o ningun efecto
adverso aplicando microorganismos, hongos o extractos de plantas. Estos procesos han paso a

formar parte de una rama de la nanotecnologia denominada: “Sintesis verde”.

3.5.3. Sintesis verde (17)

La sintesis tradicional involucra materiales toxicos como solventes y surfactantes que dafian el
medio ambiente. La sintesis verde es un método alternativo de bioproduccion junto con metales

(oro, cobre, plata y 6xidos metalicos), buscando ser mas compatibles con los ecosistemas.

Estos procesos se basan en la reduccion de metales utilizando plantas que en su composicion
fitoguimica posean metabolitos secundarios de caracter antioxidante como los flavonoides, taninos,
compuestos fendlicos, cumarinas y alcaloides. Adicionalmente, se ha comprobado que sistemas
biologicos como los extractos de plantas son un sustituto adecuado de agentes quimicos reductores,

siendo a su vez, amigables con la naturaleza, simples, rapidos, estables y rentables (18).
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Los pasos para realizar una sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando extractos de planta
son los siguientes (19):

Recolectar las partes de plantas a utilizar.
Lavar y colocar a decoccion la muestra vegetal.
Filtrar

Agregar la solucion de AgNO:s.

o &~ w N oE

Cambio de color de solucion.

Tomando en cuenta que, al realizar cualquier sintesis de NPs, se deben considerar factores como
el pH, la concentracion del extracto, tiempo de reaccion y la temperatura; estos factores pueden

alterar de forma significativa los resultados de las nanoparticulas de plata.

3.5.4. Nanoparticulas de plata: caracteristicas, propiedades y aplicaciones

Las nanoparticulas presentan atractivos propiedades bioldgicas, dpticas, magnéticas, cataliticas,
magnéticas y electronicas, esto correlacionado a su tamafio, forma, composicion y estructura de la

nanoparticula.

Asi, en el caso de las AgNPs, presentan soluciones coloidales de colores fuertes cuyas frecuencias
de resonancia aparecen en el rango del UV-Vis y que dependiendo de la forma y tamafio asi sera a

la longitud de onda que presentaran su mayor pico (Figura 6):

400 nm 750 nm
Esferas Barras de plata
de plata
Esferas Barras de oro
de oro
Cubos de plata Laminas de plata

Figura N°6: Clasificacion de diferentes morfologias tipicas de las AQNPs y AuNPs y su
localizacion el espectro UV-Vis segln la absorcién provocada por la SPR (16).
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La plata como tal, ha sido utilizado en tiempos antiguos como desinfectante del agua. No obstante,
es hasta el siglo XVI1I que se reportan usos medicales con maltiples propositos y a finales del siglo
XIX que se introduce por primera vez el uso del nitrato de plata en gotas oftalmicas para los recién
nacidos (20). Existen indicativos de que las AgNPs han estado presentes en la naturaleza desde
hace mas de 100 afios, siendo uno de los nanomateriales mas aprovechados.

El primer reporte de sintesis de AgNPs data en 1889 por M. C. Lea (20), reportando plata coloidal
estabilizada por citrato, obteniendo un tamafio de particula de 7 nm a 9 nm, posteriormente se

comercializo en 1897 como “Collargol”, empleandolo en aplicaciones terapéuticas en medicina.

Las AgNPs estan en la vanguardia de la investigacion y el desarrollo debido a sus propiedades
especiales y su amplia gama de posibles aplicaciones. Su capacidad para interactuar a nivel
molecular y su efectividad en pequefias concentraciones las hace especialmente valiosas en nuevas
tecnologias y soluciones innovadoras. Son foco de interés para la incorporacion y desarrollo en

productos a la vanguardia, por su gran actividad antimicrobiana y capacidad bactericida.

Las AgNPs varian de caracteristicas en funcion del tamafio y forma, reportando que, al disminuir
el tamafio de particula, incrementa su poder bactericida, ya que presentan mayor superficie de

contacto.

ta

Figura N° 7: Imagen ilustrativa de diversas formas de AgNPs (16).
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Su estructura depende mucho de los procesos y condiciones en los que se sintetizan, tales como, la

temperatura, tipo de método, presencia de un sustrato, entre otros; hay diferentes formas, por

ejemplo: esféricas, mixtas, en flor, ramificadas y triangulares (figura 7). Entre sus aplicaciones

destacan:
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Figura N° 8: Sintesis bioldgica de nanoparticulas y sus aplicaciones. Imagen adaptada del inglés

a espafiol de (18).

Por ello es importante caracterizar las nanoparticulas, ya que sus caracteristicas y propiedades

Opticas dependen de su forma, lo cual es fundamental para su identificacion.

3.5.5. Técnicas de caracterizacion de NPs

La caracterizacion de las AgNPs es una etapa fundamental para comprender y controlar la sintesis,

asi como conocer las aplicaciones posteriores que se les pueden atribuir. Para ello utilizan una

amplia gama de técnicas instrumentales basados en:

- Propiedades oOpticas y analisis elemental

- Espectrofotometria de absorcion de luz Ultravioleta-Visible (UV-Vis)
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- Espectrofotometria de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR)

- Espectroscopia fotoelectronica de Rayos (XPS)

- Espectroscopia de emision atomica con fuente de plasma de acoplamiento inductivo
(ICP) y espectroscopia de absorcion atdmica (FAAS)

- Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

- Morfologia
- Microscopia electrénica de transmision (TEM)
- Microscopia electronica de barrido (SEM)

- Microscopia de fuerzas atomicas (AFM)

- Analisis estructural
- Difraccion de Rayos X (XRD)

- Dispersion dindmica de luz (DLS)

Con estas técnicas podemos recopilar informacién de parametros como: conformacion, estructura,
morfologia, cristalinidad, tamafio del poro, entre otros. Esto interpretando la interaccion de una

sefial (luminosa, eléctrica, térmica, etc.) (16)

3.5.6. Espectrofotometria de absorcion de luz Ultravioleta-Visible

Es de las técnicas mas utilizadas para la primera linea de caracterizacion de NPs sintetizadas, a su
vez, se utiliza como marcador para dirigir la sintesis de las AgNPs. Es sencilla, rapida y aplicable
en diferentes tipos de NPs. EI método esta basado en la absorcion UV-Vis por parte del analito, en
consecuencia, genera un estado excitado que consecutivamente elimina el exceso de energia en

forma de calor.

Las AgNPs poseen caracteristicas épticas que los hacen reaccionar de forma intensa con longitudes
de onda especificas; la posicién y forma de la banda se ve influenciada por diferentes factores tales
como el tamafio, la forma, la polidispersidad de las particulas y las sustancias adsorbidas en las

superficies de las NPs. La presencia de un pico entre los 400-500 nm es indicativo de AgNPs (16).



CAPITULO IV
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4.0.DISENO METODOLOGICO
4.1. Tipo de estudio

Exploratorio: Al ser la R. inundata una especie sin estudiar de la familia Acanthaceae, se hara el
primer acercamiento respecto a su composicion fitoquimica, actividad antioxidante y aplicaciones
en otras areas como la sintesis de nanomateriales. Todo lo antes mencionado con el objetivo de

abrir nuevas lineas de investigacion respecto a la familia Acanthaceae.

Experimental de laboratorio: Aplicando técnicas de separacion e identificacion cualitativa con
reactivos especificos, se obtendran los grupos mayoritarios de metabolitos secundarios en el
extracto de la muestra. Ademas, a partir de un procedimiento de laboratorio basado en Magoni
(21), se realizaran modificaciones al método para adaptarlo al extracto acuoso de la muestra y
cuantificar la concentracion de antioxidantes aplicando DLso. A su vez se desarrollard una técnica

apta para la sintesis de nanoparticulas de plata y su caracterizacion.

4.2. Investigacion bibliogréafica

Las consultas fueron realizadas en las siguientes bases de datos:

- Google Scholar

- Academia

- ResearchGate

- Royal Botanic Garden
- Biblioteca virtual UES
- OriginLab

4.1. Investigacion de campo

Universo: Familia Acanthaceae perteneciente a la flora salvadorefia.

Muestra: La especie Ruellia inundata Kunth recolectada en los viajes de campo realizados.
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Recoleccion e identificacion de la muestra: se recolecto 0.7 kg de la muestra vegetal seleccionada
con los ensayos iniciales, en area protegida del “Parque ecologico Bosque de Cinquera”,
Departamento de Cabafias oeste, el material de la planta como brécteas, flores y tallo, el cual, con
ayuda de los curadores, se presentd en el Herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador
para su identificacion al curador del herbario, otorgdndonos un nimero de voucher, Util para
establecer trazabilidad para posteriores investigaciones. Se registré la siguiente informacion:
nombre comun, nombre cientifico, fecha de recolecta, lugar de recolecta, persona que lo recolecto,
coordenadas GPS y nombre del botanico que identificé la especie vegetal.

Seleccion de la muestra: Inicialmente se realizaron ensayos de sintesis de nanoparticulas con las
condiciones reportadas en bibliografias (2)(3); La especie vegetal fue escogida con base a ensayos
iniciales con 8 especies vegetales de la familia Acanthaceae, recolectadas en viajes de campo
realizados en los afios 2023 y 2024, tomando en cuenta también la disponibilidad en el periodo de

realizacion de la pasantia y su accesibilidad respecto a la recoleccion e identificacion.

4.4, Parte experimental

4.4.1. Pretratamiento de la muestra

Secado: Para la experimentacion en todos los métodos y la sintesis, la especie vegetal se mantuvo

al aire libre 1 semana y se secé en una estufa de aire circulante por 5 dias a 40° C.

Molido: Una vez lo suficientemente seco, el material vegetal se fragment6 en un molino de
cuchillas modelo n° 4 de Thomas-Willey, Laboratory Mill, con un tamizador de 2 mm. EIl material

vegetal molido se almaceno en bolsas plasticas de polietileno.

Los procedimientos realizados fueron en ausencia de luz a una temperatura de 25°C + 5°C en el
Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Universidad de El Salvador. En el LIPN,
el material vegetal se mantuvo al aire libre por 1 semana y fue secado en una estufa de aire
circulante por 5 dias. Posteriormente, una vez alcanzando el punto éptimo de secado (<10% de
humedad), se molié en un molino de cuchillas modelo n° 4 de Thomas-Willey, Laboratory Mill,

utilizando un tamiz de tamafio de poro de 2 mm, obteniendo 578.9 g de material seco y molido.
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Para almacenar, se utilizaron bolsas de polietileno con una capacidad de 5 Ib y se rotularon con el

nombre comun, nombre cientifico, lugar de recoleccion y el peso en gramos.

4.4.2. Analisis fitoquimico

4.4.2.1. Obtencién del extracto acuoso de R. inundata

1.

Pesar 10 g de las partes aéreas molidas en un Erlenmeyer de 125 mL y extraer con 100 mL
de agua desmineralizada en un hot plate 20 minutos a ebullicion.

Filtrar el extracto con papel filtro Fisherbrand P5 cualitativo de porosidad media y recibir
en un beaker de 50 mL.

Almacenar y rotular.

4.4.2.2. Preparacion de material para Cromatografia de Capa Fina

N o &

Preparacion de extracto acuoso de partes aéreas de Ruellia inundata Kunth.
Preparar una solucion de 0.1 mg/mL (mismo procedimiento para todos los testigos)
Cada fase a preparar debe ser rotulada con la siguiente informacion:

- Reactivos en orden de polaridad ascendente

- Proporciones de cada reactivo

- Grupo de metabolito a eluir.
Marcar e identificar en la cromatoplaca.
Aplicar 5 a 10 uL con un capilar el extracto acuoso y el testigo (si aplica).
Introducir la placa en la cAmara cromatografica saturada con la fase mévil.
Eluir la fase movil % partes de la placa o hasta el frente del solvente. Retirar de la camara
y marcar el frente del solvente.
Dejar secar el exceso de fase movil, posterior a ello, utilizar agentes reveladores.

Reportar la evidencia.

La mayoria de las pruebas utilizaran esta metodologia, siguiendo las condiciones de la tabla N° 4

en el punto 4.4.2.4.



4.4.2.3. Identificacion de glicdsidos saponinicos

Método de la espuma
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1. Pesar 0.5 g del material vegetal seco y triturado, consecutivamente, colocar en un tubo de

ensayo.

2. Adicionar 4 mL de agua destilada.

3. Agitar enérgicamente durante 30 segundos y dejar reposar.

4. Medir con una regla la altura de espuma formada a los siguientes tiempos: 1 minuto, 5

minuto, 10 minuto y 30 minutos.

Evidencia positiva: espuma abundante que perdura durante 30 minutos, con una altura minima de

1cm.

4.4.2.4. ldentificacion de grupo de metabolitos por CCF

Tabla N° 5: Condiciones para la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios por CCF.

N/D corresponde a los testigos de los cuales no se tenia disponibilidad.

Grupo de metabolito

Fase movil

Revelador

Evidencia positiva

Testigo

Glicosidos cardiotonicos

AceOEt:MeOH:H;

0 (8:1.5:0.5)

Kedde

Manchas de color lila

K-estrofantidina

Ace:MeOH:H,0

Tricloruro  de

Fluorescencia

amarilla, verde claroy

verde oscuro para

taninos condensados

Flavonoides o . Quercetina
(8:1.5:0.5) aluminio anaranjado a la luz
UV-365 nm
Hidréxido  de
] n-hex:AceOEt ) Manchas color
Antraguinonas potasio 5% en ) ] N/D
(1:1) rosado, rojo o violeta
metanol
Manchas de color
azul morado para
Ace:MeOH:Ac. ) . S
] ] Tricloruro  de | taninos hidrolizables | = =
Taninos Acé:H,O . Acido tanico
hierro y manchas de color
(5:4:0.5:0.5)
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Tabla N° 5: Condiciones para la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios por CCF.
N/D corresponde a los testigos de los cuales no se tenia disponibilidad. Fuente: Elaboracion propia.
(Continuacion).

AceOEt:MeOH:H;
) Manchas de color | Sulfato de
Alcaloides 0] Dragendorff ) o
anaranjado hiosciamina
(5:4:1)
) n-Hex:AceOEt . Manchas de color
Sesquiterpenlactonas Baljet ) N/D
(7:3) anaranjado
o Manchas
Hidroxido  de
) Ace:MeOH:H;0O ) fluorescentes de color
Cumarinas potasio 5% en N/D
(5:4:1) celeste 0 purpura en
metanol
UV-365 nm
. Manchas de color
. Ace:MeOH:H0 Vainillina  en
Terpenoides . - rosado, morado, N/D
(5:4:1) acido sulfarico .
violetas o verde.

4.4.3. Determinacion de la actividad antioxidante de R. inundata

4.4.3.1. Obtencion del extracto acuoso de R. inundata

1. Pesar 10 g de las partes aéreas molidas en un Erlenmeyer de 125 mL y extraer con 100 mL
de agua desmineralizada en un hot plate 20 minutos a ebullicion.

2. Filtrar el extracto con papel filtro Fisherbrand P5 cualitativo de porosidad media y recibir
en un beaker de 50 mL.

3. Elextracto recuperado en el beaker de 50 mL, se filtra por segunda vez utilizando un filtro
con un tamafio de poro de 0.45 um PVDF hidrofilico de 25 mm Thermo Scientific.

4. Almacenar y rotular.

4.4.3.2. Preparacion de la curva de calibracion

1. Preparar solucién madre de acido ascorbico de 5000 puM.
2. Para establecer la curva se tomaran alicuotas de la solucién madre de acido ascérbico para
preparar diferentes concentraciones y ejecutar la linea de calibracion.

3. Se prepar6 un blanco de 950 uL de DPPH y 50 uL de agua en una celda descartable.

4.4.3.3. Preparacion de la muestra
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Del extracto filtrado a través del poro de 0.45 um, preparar las diferentes concentraciones,

estas se expresaran en ug/mL.

4.4.3.4. Preparacion del reactivo DPPH

1
2
3.
4

Preparar una solucién 1 mg/mL de DPPH.
Disolver por 10 minutos en bafio ultrasonido a temperatura constante 25° C.
Retirar vial y dejar reposando mientras alcanza la temperatura ambiente.

En un Erlenmeyer de 125 mL preparar una solucion madre de DPPH al 75 puM.

4.4.3.5. Preparacion de las celdas de muestras y estandares para la determinacién de la actividad
antioxidante

1.
2.

En un recipiente que proteja de la luz las celdas descartables nuevas, ordenar y rotularlas.
Para cada celda a analizar se deben agregar 950 uL de la solucion de DPPH al 75 uM.
Tomar alicuotas de 50 uL de las diferentes concentraciones de los estandares de &cido
ascorbico y agregarlas en las celdas con DPPH.

Preparar un blanco en una celda descartable

Agregar 50 pL de las diferentes concentraciones realizadas a partir del extracto acuoso de
Ruellia inundata filtrado.

Cubrir las celdas de la luz y dejar reposar por 30 min.

4.4.3.6. Medicion de absorbancias de las muestras y estandares en espectrofotometro UV-Vis,
modelo GENESY'S 10S UV-Vis

Tanto para muestra como estandares, el procedimiento de lectura fue el mismo, tomando en cuenta

el tiempo de reaccion de cada set.

A e npoe

Encender el equipo e ingresar al programa.
Programar la longitud de onda de 515.0 nm.
Introducir las unidades y concentraciones de las soluciones estandares.

Colocar la celda blanco.
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o1

Realizar las diferentes mediciones a una longitud de onda de 515.0 nm. Almacenar datos.

4.4.4. Sintesis de AgNPs empleando el extracto acuoso de las partes aéreas de R. inundata

4.4.4.1. Obtencién del extracto acuoso de Ruellia inundata

1.

Pesar 10 g de las partes aéreas molidas en un Erlenmeyer de 125 mL y extraer con 100 mL
de agua desmineralizada en un hot plate 20 minutos a decoccion.

Filtrar el extracto con papel filtro Fisherbrand P5 cualitativo de porosidad media y recibir
en un beaker de 50 mL.

El extracto recuperado en el beaker de 50 mL, se filtra por segunda vez con un filtro de 0.45
um PVDF hidrofilico de 25 mm Thermo Scientific.

4.4.4.2. Sintesis de nanoparticulas

Pesar 17 mg AgNO3 en un vial con capacidad de 10 mL.

Agregar 3.75 mL de agua desmineralizada.

Introducir un agitador magnético al vial, seguido de 1.25 mL de la solucion de PVP 40 al
4%.

Utilizando una jeringa, agregar el extracto acuoso filtrado.

Irradiar con luz LED azul de 3 W con agitacion constante por 1 hora.

4.4.4.3. Preparacion de las muestras para mediciones en el espectrofotometro UV-Vis

En cada celda agregar la cantidad de 2.85 mL de agua desmineralizada y 0.15 mL de la
microdispersién de nanoparticulas plata sintetizadas y homogenizar.

Para el blanco agregar la misma cantidad de agua desmineralizada (2.85 mL) y de extracto

filtrado a 0.45 um (0.15 mL).

4.4.4.4. Medicién de absorbancias de las muestras en el espectrofotometro UV-Vis, modelo
GENESYS 10S UV-Vis
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Encender el equipo e ingresar al programa.
Colocar el blanco.
Introducir las celdas con las muestras en el equipo.

Realizar las lecturas en el rango de 300 a 800 nm.
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5.0. RESULTADOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
5.1. Recoleccidn e identificacién botanica de R. inundata

Se recolectaron 0.7 kg de partes aéreas (brécteas, tallo, boton floral y flores) de especie vegetal
fresca en érea protegida del “Parque ecologico Bosque de Cinquera”, Departamento de Cabafias
oeste, en las coordenadas GMS 13°53'03.0"N 88°57'51.0"W, con una altitud de 383 m.s.n.m. El
material se transport6 al Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales (LIPN). Ademas, se
identifico y registrd a R. inundata en la base de datos del Herbario del Museo de Historia Natural
de El Salvador por el curador del herbario Gabriel Cerén, obteniendo un cédigo de voucher: “GC
5813”.

5.2. Resultados e interpretacion de resultados del tamizaje quimico preliminar

Las partes aéreas de R. inundata Kunth., de nombre comun “Calcetin” constaban de flores, boton
floral, brécteas, y tallo. A estas se les realizo un andlisis fitoquimico preliminar con el objetivo de
indagar los grupos de metabolitos secundarios mayoritarios dentro de la especie vegetal, utilizando

CCF y aplicando agentes reveladores, obteniendo los resultados expresados en la tabla N° 6.

Tabla N° 6: Analisis fitoquimico preliminar de Ruellia inundata Kunth. Positivo (+), negativo (-)

e indeterminado (£). Fuente: elaboracion propia.

Metabolitos secundarios Resultado

Glicosidos saponinicos -

Glicosidos cardiotdnicos -

Flavonoides +

Antragquinonas -

Taninos +

Alcaloides +

Sesquiterpenlactonas -

Cumarinas +

Terpenoides +
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Se ha reportado que en el género Ruellia predominan los siguientes grupos de metabolitos
secundarios: flavonoides, triterpenos, cumarinas, alcaloides, glicésidos fenolicos, entre otros
constituyentes (5), al igual que Khurram Afzal y colaboradores (22) reportan glicésidos, alcaloides,
flavonoides vy triterpenos, lo cual concuerda con los metabolitos encontrados en este estudio y

reportados en la tabla N° 6.

Nabil M., y col. (5) y Afzal K., y col. (22), documentan alcaloides en el género Ruellia; el analisis
fitoquimico realizado a la especie vegetal R. inundata obtuvo como resultado que a simple vista no
se puede identificar si es positivo o negativo en la CCF aplicando Dragendorff como revelador, no
obstante, el grupo de metabolitos secundarios no puede descartarse por completo, ya que necesario

realizar otras pruebas mas sensibles para corroborar si posee en pequefias cantidades alcaloides.

Desde un enfoque general, los grupos de metabolitos secundarios que dieron positivo en el extracto
acuoso de las partes aéreas de R. inundata, son aquellos que han sido reportados con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias [10]. Cabe recalcar que los ensayos realizados en este estudio no
son lo suficientemente sensibles para poder descartar la presencia de grupos de metabolitos

secundarios en minimas cantidades.

Los metabolitos secundarios son los responsables de ejercer el efecto farmacoldgico, y por ende
son atribuidos diferentes usos etnobotéanicos, sin embargo, actualmente no se reportan usos
etnobotanicos para esta especie vegetal, no obstante, el género Ruellia ha sido utilizado en la
medicina ayuveérdica como antihelmintico, diurético, antidiabético, antipirético, analgésico,

antioxidante, antihipertensivo, agente gastroprotector y en el tratamiento de la gonorrea (22).

La presencia de grupos hidroxilos y porciones acetiladas en las estructuras quimicas les confieren
las propiedades antioxidantes a los diferentes metabolitos de la tabla N° 4. La bibliografia
menciona la actividad antioxidante como unas de las propiedades predominantes en el género
Ruellia. Los metabolitos como taninos, flavonoides, y terpenoides poseen grupos funcionales que
les otorgan una intensa capacidad de donar electrones lo cual los puede convertir en un buen

antioxidante (5).
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5.3. Cuantificacion de la actividad antioxidante por espectrofotometria UV-Vis empleando el
método de DPPH.

Para poder cuantificar la actividad antioxidante, se preparé una curva de calibracion de &cido
ascorbico (5 uM a 600 uM), partiendo de una solucion madre de 5000 uM (Ver anexo N° 1y figura
N° 22).

Del extracto acuoso de partes aéreas de R. inundata 1:10, se prepararon diferentes concentraciones
(Ver anexo N° 1). Utilizando el espectrofotometro UV-Vis, se realizaron las lecturas a una longitud

de onda de 515.0 nm utilizando cubetas descartables.

Para obtener el 1Cso (Estimado estadistico de los valores de concentracion minima necesaria de
antioxidantes para inhibir al 50% la concentracion de DPPH) (34-35), se utiliz0 mediante la
ecuacion de la recta aplicando regresion lineal en funcion de la mitad de la absorbancia del DPPH
(Ver Anexo N° 2).

El 4cido ascorbico presento un 1Cso de 78.75 + 1.49 pg/mL (Ver Anexo N° 2), mientras que el
extracto acuoso de R. inundata mostré un ICso de 596.64 + 15.80 pg/mL (Ver Anexo N° 2),
considerando el resultado obtenido, no posee una marcada actividad antioxidante, al menos no a
las concentraciones analizadas, ya que, tomando criterios previos, no presenta una buena

concentracion inhibitoria (1Cso > 450 ug/mL) (44).
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Figura N° 9: Cuantificacion de la actividad antioxidante utilizando el método de DPPH con

espectrofotometria UV-Vis al extracto acuoso de Ruellia inundata. Fuente: Elaboracion propia.

Teniendo en cuenta, ademas, que este dato de la capacidad antioxidante reportado en este estudio
es el determinado en el extracto que se utilizo para la sintesis de AgNPs, el cual incluia calor en su
método de extraccion, por lo que se esperaria que al aplicar otro método y condiciones de

extraccion que no involucre calor, la capacidad antioxidante de esta planta aumentaria.

5.4. Sintesis de nanoparticulas de plata

* PVP40 0.8% p/v

» Extracto acuoso de R. inundata (1000 pL)
AgNO; » AgNPs
(0.Tmimol) Agua destilada c.s.p. 6.0 mL

* Atmosfera inerte de N,

* LED luz blanca 5 W por 30 min

¢ Temperatura ambiente

Figura N° 10: Condiciones iniciales de la sintesis de AgNPs. Fuente: Elaboracién propia.

El presente estudio se inicié con la eleccion de las condiciones iniciales para la sintesis de AgNPs.
Estas condiciones fueron seleccionadas tomando como base la informacidn publicada en diferentes

fuentes cientificas (36-41) y la experiencia previa de los docentes asesores.
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La sintesis bioldgica (biosintesis) de AgNPs se realizd empleando el extracto acuoso obtenido de
la decoccion de las partes aéreas de R. inundata (1000 pL), AgNO3 (17 mg, 0.1mmol) como fuente
de iones plata, y PVP40 (1250 pL de solucion PVP40 al 4% p/v) como estabilizante, agua
desmineralizada cantidad suficiente para 6.0 mL, atmdsfera inerte de N2 (burbujeo por 5 minutos),
y como fuente de irradiacion se emple6 luz LED blanca de 5W por 30 minutos. La figura 11

muestra las imagenes de los resultados obtenidos bajo las condiciones anteriormente detalladas.

Y

i
i

UNER G c

e~

Figura N° 11: Fotografia del sistema de reaccion. (A) Solucion de AgNO3, (B) mezcla de reaccion
antes de irradiar y (C) mezcla de reaccion después de la irradiacion. Fuente: Elaboracion propia.

Tal como puede observarse en las imagenes de la figura 11, al inicio (figura N° 11B) la mezcla de
reaccion presentaba un color amarillo el cual se atribuye al extracto de la planta empleado, después
del tiempo de irradiacion se observo un cambio en el color de la solucién a un tono café oscuro

(figura N° 11C) lo cual nos confirma la posible presencia de AgNPs.

Este resultado nos corrobora que se ha llevado a cabo la reduccion de los iones Ag* (foto-
reduccidn). Para corroborar la formacion de las AgNPs se midio el espectro de absorcion de esta
mezcla de reaccion obteniendo el espectro de la figura N° 12, donde se observa una banda de
absorcion a 444 nm lo cual esta en concordancia con el espectro de absorcidn reportado para AgNPs
en bibliografia cientifica previamente publicada (37). Ademas, se incluye el espectro de absorcion
de la mezcla de reaccién antes de irradiar donde se corrobora que antes de la irradiacion no se tenia

la presencia de AgNPs.
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Figura N° 12: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs en las condiciones iniciales. Fuente:

Elaboracion propia.

Posteriormente con este resultado preliminar se procedié a optimizar las condiciones para la
sintesis biologica de AgNPs, modificando las condiciones iniciales (Figura 10) con el fin de obtener

mejores resultados.

A continuacion, se optimizo el procedimiento para realizar el extracto acuoso de R. inundata:
Maceracion asistida por ultrasonido durante 30 minutos, maceracion asistida por ultrasonido

durante 1 hora y 30 minutos y decoccion durante 20 minutos. Los resultados obtenidos se detallan

en la figura 13.
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3257 sintesis de AgNPs utilizando diferentes métodos
3.00 para la extraccién acuosa de Ruellia inundata.

—— Maceracion asistida por
ultrasonido (30 min)
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ultrasonido (1 h'y 30 min)
—— Decoccién (20 min)
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Figura N° 13: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs. Optimizacion del tipo de extraccion
acuosa de Ruellia inundata para la reaccion. Fuente: Elaboracion propia.

Con base a los resultados obtenidos el mejor de los tres métodos de extraccion probados fue la
extraccion por decoccion durante 20 minutos ya que fue la que mostrd una mayor intensidad en la

banda de absorcion a 435 nm de las AgNPs formadas (Figura N° 13).

Posteriormente, se optimizé la fuente de irradiacion, utilizando diferentes tipos de fuentes LEDs.

Los resultados obtenidos se detallan en la figura N° 14.

2.25 I _— .
Sintesis de AgNPs asistida por diferentes

2.00 fuentes de irradiacion

1.75 4

1.50 A
(5]
g 105 —— Luz LED MBC5W
87 —— Luz LED blanca 10 W
§ 1.00 1 —— Luz LED verde 3W
< —— Luz LED azul 3W

0.75

0.50

0.25

OOO T T T T T T T T T

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

Figura N° 14: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPS optimizacion de la fuente de
irradiacion. Fuente: Elaboracion propia.
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Con base a los resultados, la luz LED azul de 3W y luz LED verde de 3W se consideran fuentes

adecuadas para irradiar el sistema de reaccion, para el presente estudio se decidi6 optar por la luz
LED azul de 3W (Figura N° 14).

A continuacion, se optimizo la cantidad de extracto acuoso de la especie vegetal, para esto se

probaron diferentes volimenes del extracto a adicionar en los viales para la sintesis de AgNPs.

Sabiendo que los metabolitos presentes en el extracto de la planta juegan un papel importante en

la reduccion de iones metélicos, ademas, estos pueden actuar como agentes de recubrimiento y

estabilizar las AgNPs; se ha demostrado en otras investigaciones que los grupos funcionales tales

como los grupos hidroxilos y carbonilo juegan un papel crucial en la formacién y estabilizacion de

las NPs metalicas (18). Los resultados obtenidos en esta prueba se detallan en la figura N° 15.

Absorbancia

= I =
o N [4)]
S 321 =)

0.75

0.50

0.25

0.00

_ Sintesis de AgNPs agregando diferentes volumenes de
extracto acuoso de Ruellia inundata

—— 1500 pL
—— 1250 pL
—— 1000 pL
—— 750 uL
500 pL

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

—T— 1
300 350 800

Figura N° 15: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs optimizando el volumen necesario del
extracto acuoso de las partes aéreas de Ruellia inundata para la reaccion. Fuente: Elaboracién

propia.

De los resultados obtenidos se puede observar que la diferencia entre agregar 1250 uL y 1000 uL

del extracto de la planta no fue significativo (Figura N° 15), por lo tanto, se mantuvo el volumen

del extracto en 1000 uL para los posteriores ensayos.
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Posteriormente, se probaron diferentes tipos de estabilizantes, desde origen animal como los
quitosanos, vegetal como el almidon de maiz y sintéticos como la carboximetilcelulosa, PVP-K30
y el PVP40. La funcidn del estabilizante es prevenir aglomeraciones entre las AgNPs, controlando

al mismo tiempo el tamario y forma de estas (45).

Sintesis de AgNPs empleando diferentes
tipos de estabilizantes

— Quitosano med

—— Quitosano low

— PVP-K30

—— PVP40
Polietilenglicol 4000
Lactosa
Gelatina

—— Carboximetilcelulosa

—— Almidén de maiz

T — 1T — 1T T T =
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

Figura N° 16: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs utilizando diferentes tipos de
estabilizantes. Fuente: Elaboracion propia.

De los nueve estabilizantes ensayados, el almidon de maiz y el PVP40 fueron los que mostraron
mejores resultados. Pese a ello, se optd por utilizar PVP40 debido a su estabilidad, ya que el
almiddén de maiz se observaba que se floculaba la solucidn final pasada unas horas de la reaccion
ademas se sabe que el almidon tiene susceptibilidad a contaminacion microbiana en soluciones

acuosas (49).

Siguiendo con nuestro estudio, se procedié a optimizar el tiempo de reaccion, ya que este puede
determinar en gran medida la concentracion en la que se obtiene la formacién de las AgNPs. Los

resultados obtenidos se expresan en la figura N° 17.
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Figura N° 17: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs a diferentes tiempos de irradiacion.
Fuente: Elaboracion propia.

Conforme a los resultados, se optd por irradiar 1 hora, ya que la muestra no presento cambios
significativos en la intensidad de la banda de absorcion de las AgNPs al ser irradiadas por 1 0 6

horas, seleccionando 1 h de reaccion se reduce el gasto energetico del sistema (Figura N° 17).

A continuacion, se estudio el comportamiento del sistema de reaccion al no utilizar el estabilizante,
esto nos permitira corroborar si los metabolitos presentes en el extracto pueden ejercer la funcion
de estabilizar las AgNPs, previniendo asi la aglomeracion de estas y su precipitacion (45). Ademas,

se probo en condiciones aerobicas. Los resultados se detallan en la figura N° 18.
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Figura N° 18: Espectro UV-Vis de la sintesis de AgNPs en ausencia de estabilizante y de la
atmosfera inerte. Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con los resultados, en la figura N° 18 las bandas de absorcion obtenidas fueron las
esperadas para las AgNps, sin embargo, se observo una sintesis poco efectivas de nanoparticulas,
ya que la intensidad de la banda observada era menor a la obtenida en experimentos previos,
ademas se observd la formacion de un espejo de plata en la paredes del frasco de reaccion lo cual
evidencia la reduccion de los iones plata pero al no estar adecuadamente estabilizadas se
aglomeraban hasta formar un espejo de plata, esto nos demostré que si es necesario la adicion de

una agente estabilizante para mejorar la eficiencia de la sintesis de las NPs.

Respecto a la ausencia de la atmosfera inerte, se analizé el comportamiento de las AgNPs en un
ambiente aerobico, este experimento nos permitié denotar que la ausencia de N2 no afectaba la
obtencién de las AgNPs, eliminar la necesidad de una atmésfera inerte de nitrégeno facilita el

disefio del sistema de reaccion (Figura N° 18).

Una vez finalizadas las reacciones de optimizacion, podemos concluir que las condiciones

optimizadas para la sintesis de AgNPs serian las siguientes (figura 19):
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* PVP40 0.8% p/v

* Extracto acuoso de R. inundata (1000 pL)
AgNO; » AgNPs
(0.1’ mmol) Agua destilada c.s.p. 6.0 mL

* LED luz azul 3 W por 1 hora

* Aire y temperatura ambiente

Figura N° 19: Condiciones optimizadas para la biosintesis de AgNPs. Fuente: Elaboracion
propia.

5.4.1. Escalado de la reaccién de biosintesis de AgNPs y empleo de la luz solar

Una vez optimizadas las condiciones para la biosintesis de AgNPs, se escal6 el sistema a 10 veces
mas el volumen de las proporciones utilizadas en el esquema de la figura N° 19, en esta reaccion
se empleo luz solar como fuente de irradiacion, debido a que la luz solar se considera una fuente
de irradiacion limpia, econdémica y abundante, disminuyendo los costos y la contaminacion del uso
de la electricidad, ya que se considera una energia de tipo renovable y favorece el disefio de

sistemas de reaccion mas sustentables y amigables con el medio ambiente (46-48).

El uso del extracto de una planta en combinacion de la luz solar favorece la produccién de AgNPs
de una manera mas verde y biocompatible, siendo Utiles para aplicaciones en los campos de la

medicina, la farmacia, y la cosmética.

El resultado del uso de luz solar como fuente de irradiacidn para la sintesis de AgNPs en el escalado
de la reaccion se observa en la figura N° 20a, demostrando que es posible sintetizar NPs empleando
este tipo de fuente de luz, volviéndolo una alternativa sustentable y con cumplimiento de los

principios de quimica verde para futuras investigaciones respecto a las AgNPs.
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Figura N° 20: (a) Espectro UV-Vis de la sintesis optimizada de AgNPs empleando R. inundata
irradiando con luz solar. (b) Sistema de sintesis de AgNPs escalado. Fuente: Elaboracion propia.

5.5. Caracterizacion de nanoparticulas de plata

La caracterizacion de las AgNPs es una etapa fundamental para comprender y controlar la sintesis,
asi como conocer las aplicaciones posteriores que se les pueden atribuir. La espectrofotometria de
luz UV-Vis es una de las técnicas mas utilizadas para caracterizar AgNPs debido a su rapidez y

sencillez. (16).

A lo largo de toda esta pasantia, la produccién de AgNPs se monitoreo empleando un
espectrofotometro UV-Vis GENESYS 10S. Para esto, el espectro de absorcion de las AgNPs se
midio en el rango de 300 a 800 nm. La figura N° 21 muestra el espectro de absorcion de las AgNPs
en las condiciones optimizadas en esta pasantia, donde podemos observar que se forma una banda
de absorcion entre los 400 a 500 nm con un maximo de absorcion a 443 nm, la cual es caracteristica

de la sintesis de AgNPs y que ya ha sido reportado en trabajos cientificos previos (17,19, 36-38).
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Figura N° 21: Espectro UV-Vis de la sintesis optimizada de nanoparticulas de plata empleando
R. inundata. Fuente: Elaboracion propia.
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6.0. CONCLUSIONES

La recoleccion e identificacion de Ruellia inundata se realizd con éxito, asigndndole un
namero de voucher “GC 5813”; Siendo Util como referencia para futuras investigaciones,
facilitando su replicabilidad y seguimiento de la especie vegetal, asegurando que toda la
informacidn esté vinculada y sea accesible para cualquier estudio. Ademas, esta especie se

encuentra facilmente en nuestra flora salvadorefia, por lo que facilita su estudio a futuro.

Se realiz6 por primera vez el analisis fitoquimico del extracto acuoso de las partes aéreas
de Ruellia inundata, determinando la presencia de flavonoides, cumarinas, terpenoides y
taninos. Los metabolitos secundarios encontrados son beneficiosos para la salud humana y
de acuerdo con bibliografiaa presentan efectos antioxidantes y antiinflamatorios,

caracteristico de las especies de la familia Acanthaceae.

La actual investigacion se considera como el primer reporte en cuanto a la actividad
antioxidante de R. inundata. Aunque el analisis fitoquimico presentara grupos de
metabolitos secundarios que se consideran antioxidantes, el extracto acuoso de R. inundata
obtuvo un valor 1Csg > 450.0 pug/mL, por lo que, no presenta una marcada actividad

antioxidante a las concentraciones analizadas.

En la actual investigacion se optimizaron las condiciones de sintesis de AgNPs partiendo
de datos experimentales previamente publicados. Obteniendo un sistema que emplea
PVP40 como estabilizante, el extracto acuoso de Ruellia inundata Kunth, c.s.p. de agua
destilada, la fuente de irradiacion utilizada es LED luz de color azul 3 W en condiciones de

aire y temperatura ambiente.

Se empleo exitosamente el extracto acuoso de Ruellia inundata como fotocatalizador de la
sintesis de nanoparticulas de plata. Ademas, se logr6 desarrollar una metodologia que no
hace uso de una atmésfera inerte para llevar a cabo el proceso de reduccion de los iones
plata lo cual es beneficioso ya que el sistema de reaccion funciond en condiciones
aérobicas, por otra parte, el sistema de reaccién también fue eficiente cuando se emple6 luz

solar como fuente de irradiacion.
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6. La especie vegetal Ruellia inundata Kunth posee diversos metabolitos secundarios con
multiples grupos funcionales que favorecen su uso como agentes reductores para la
obtencion y sintesis de nanoparticulas de plata, el uso de estos extractos se considera
amigable con el medioambiente ya que se evita el uso de sustancias quimicas sintéticas

adicionales.

7. Se caracterizaron las AgNPs sintetizadas haciendo uso del espectrofotometro UV-Vis, ya
que estas presentan una banda de absorcion caracteristica entre 400 y 500 nm debido al

fendmeno de resonancia del plasmon, confirmando la formacion de AgNPs.
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7.0. RECOMENDACIONES

Realizar una descripcion boténica detallada por parte de los boténicos a cargo de la

recoleccidn e identificacion en investigaciones futuras.

Seguir estudiando la familia Acanthaceae en la blsqueda de especies vegetales con
potenciales aplicaciones etnoboténicas, fitoquimica y usos en otras areas de la ciencia.

Para complementar la informacion de la especie Ruellia inundata, se recomienda realizar
estudios de toxicidad y analizar el contenido de metales pesados, minerales vy
oligoelementos, sirviendo a la vez como pardmetro de la calidad del suelo y uso de

pesticidas donde se recolecte la muestra vegetal.

Complementar el estudio de la actividad antioxidante de Ruellia inundata utilizando
métodos de extraccion y condiciones diferentes a este estudio, ademas, determinaciones

como contenido de fenoles y flavonoides totales.

Para investigaciones futuras, se recomienda llevar a cabo estudios de robustez estadistica
del método de cuantificacion de la actividad antioxidante por espectrofotometria UV-Vis
empleando el método de DPPH, con el fin de identificar posibles variaciones frente a
diversos factores, tales como: pH, temperatura, exposicion a la luz, tiempos de disolucion

y tiempos de reaccion.

En la sintesis de nanoparticulas se recomienda optimizar otros factores criticos como el pH,
otros tipos de estabilizantes, extractos acuosos de diferentes plantas, el uso de otros metales
tales como oro, cobre o platino y el control de la temperatura. Estos parametros son

cruciales para obtener nanoparticulas con propiedades especificas y estables.

Explorar las aplicaciones de las nanoparticulas de plata utilizando el extracto acuoso de
Ruellia inundata en areas tales como la medicina, la biotecnologia, la farmacia y la
cosmética, ya que se sabe que las AgNPs poseen propiedades cataliticas, bactericidas y

antibacterianas lo que las hacen especialmente (til en estos campos.
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8. Caracterizar las nanoparticulas de plata con otros métodos y equipos como el microscopio

electrénico de barrido, infrarrojo, microscopio electrénico de transmisién, entre otros.
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ANEXOS



ANEXO N° 1: )
TABLAS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y SINTESIS DE NANOPARTICULAS
DE PLATA



Tabla N° 7: Curva de calibracion de acido ascorbico en el ensayo antioxidante. Fuente:
Elaboracion propia.

600 5000 600 4400 5000
400 5000 400 4600 5000
200 5000 200 4800 5000
100 200 2500 2500 5000
50 100 2500 2500 5000
25 50 2500 2500 5000
5 25 1000 4000 5000

Tabla N° 8: Diluciones del extracto acuoso de R. inundata 1:10 g/mL (Solucién madre). Fuente:
Elaboracion propia.

0 15 4985 5000
0.3 75 4925 5000
1.5 150 4850 5000

3 300 4700 5000

6 450 4550 5000

Tabla N° 9: Estudio de fuente de irradiacién. (+++) Muy evidente, (++) Evidente, (+), ligeramente
evidente. *Las nanoparticulas de plata precipitaron en el vial. Fuente: Elaboracion propia.

Luz célida LED +
1 X X
5W
Luz fria +
2 X X
LED5W
Luz blanca LED ++
3 X X
mnow




4 Luz blanca LED ++
10W

c Luz blanca LED +*
10W

6 Luz azul +++
3w

. Luz azul +++
3w

g Luz azul ++*
3w

9 Luz verde +++
3w

10 Luz verde +++
3w

1 Luz verde ++*

3w




ANEXO N° 2:
DATOS EXPERIMENTALES OBTENIDOS.



Tabla N° 10: Datos experimentales de la curva de calibracion utilizando acido ascérbico. Fuente:

Elaboracion propia.

Concentracién Desviacion

(M) Al A2 A3 Promedio estandar CV (%)

600 0.218 0.211 0.205 0.211 0.007 3.079

400 0.436 0.459 0.448 0.448 0.012 2.570

200 0.683 0.693 0.674 0.683 0.010 1.391

100 0.777 0.799 0.778 0.785 0.012 1.583

50 0.832 0.874 0.853 0.853 0.021 2.462

25 0.865 0.895 0.863 0.874 0.018 2.050

5 0.885 0.912 0.890 0.896 0.014 1.604

1Cs0 (UM) 454.636 438.000 448.727 447.121 8.434 1.886

ICso (ug/mL) | 80.071 77.141 79.030 78.747 1.485 1.886

- Para el estandar de &cido ascorbico
y = —0.0012x + 0.9054
Donde:
y= Absorbancia al 50% del DPPH, siendo 0.797 el 100%

x= 1Csp del estandar de acido ascorbico

Despejamos “x” de la ecuacion:

¥ —0.9054
= 720.0012
0.399 — 0.9054 umol

ICs, de acido ascérbico = = 422.00 uM = 422.00

—0.0012 L

umol_ 176.12 x 10° ug

ICso de acido ascorbico = (422.00 I )( 1.0 x 106 smot 1000 mL

) =74.32 ug/mL




Curva de calibracion para determinacion de
actividad antioxidante

1.000
0.900

re

0800 g

 0.700
2 0.600
[3+]

2 0.500
2 0.400
< 0.300

1C;0=447.12 + 8.43 uM

B
B
=

0200 JC, =78.75 +1.49 pg/mL

0.100
0.000

100 200

300 400
Concentracion (UM)

y = -0.0011x + 0.8991

R2=0.9991

y =-0.0012x + 0.9246

R2=0.9994

y =-0.0011x + 0.8926

R2=10.9992

500 600 700

Figura N° 22: Curva de calibracion de acido ascorbico para la determinacion de actividad
antioxidante y el 1Cso del &cido ascorbico. Fuente: elaboracion propia.

Tabla N° 11: Porcentaje de rendimiento del extracto seco de Ruellia inundata. Fuente: Elaboracion

propia.
Repeticin Peso material Tara (g) Tara + extracto | Peso neto del % Qe
vegetal (g) seco (g) extracto (g) rendimiento

1 1.036 59.8256 59.9243 0.0987 9.87

2 1.048 60.1183 60.2109 0.0926 9.26

3 1.045 59.8482 59.9526 0.1044 10.44

4 1.054 59.948 60.0625 0.1145 11.45

5 1.007 59.9353 60.0439 0.1086 10.86

6 1.005 59.4001 59.502 0.1019 10.19
PROMEDIO 10.345

El extracto acuoso fue preparado como en la seccion 4.4.3.1. y fue llevado a sequedad bajo presion

reducida en un equipo Genevac EZ-Plus durante 4 h a 40° C. Obteniendo los pesos netos del

extracto seco indicado en la tabla N° 11.




Tabla N° 12: Datos experimentales de la cuantificacion de la actividad antioxidante realizado a

Ruellia inundata. Fuente: Elaboracion propia.

Concentracién (mg de Desviacion
planta/mL) ARIL ARI2 ARI3 Promedio | estandar CV (%)

0 0.798 0.803 0.790 0.797 0.007 0.823

0.3 0.768 0.791 0.778 0.779 0.012 1.480

1.5 0.677 0.690 0.687 0.685 0.007 0.994

3 0.539 0.547 0.556 0.547 0.009 1.554

6 0.374 0.340 0.350 0.355 0.017 4.927

7.5 0.326 0.301 0.330 0.319 0.016 4.927

IC50 (mg/mL) Planta 5.834 5.875 5.593 5.767 0.153 2.648
IC50 (mg/mL)

Extracto 0.604 0.608 0.579 0.597 0.016 2.648
IC50 (ug/mL)

Extracto 603.537 607.809 578.559 596.635 15.799 2.648

- Para el extracto acuoso de la especie vegetal

Ejemplo utilizando la ecuacion de la recta de las absorbancias 1:
y = —0.0657x + 0.7823

Donde:

y= Absorbancia al 50% del DPPH, siendo 0.797 el 100%

x= 1Cso planta

Despejamos “x” de la ecuacion:

y —0.7823
* = 7200657
0.399 — 0.7823
—0.0657

ICg, de planta = = 5.834094368 mg planta/mL

Sabiendo que el rendimiento del extracto acuoso de Ruellia inundata fue de 10.345%:

ICon del extracto — (5 834094368 mg) (103.45 mg extractO)
s0 qebextracto ={» mL 1000 mg planta
= 0.603537062 mg extracto/mL
ICs, del extracto = (0 603537062 mg) (1000 “g) = 603.5370624 L
5o del extracto = | 0. — Tmg )~ . ug/m




