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RESUMEN

Actualmente se generan gran nimero de desechos lignocelulésicos, dadas sus
propiedades, estos pueden ser empleados en el desarrollo de nuevos compuestos
nanomeétricos, aprovechando su disponibilidad y costo. En el presente trabajo se sintetizo
un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa dopado con nanoparticulas de plata
(NEN — AgNPs) con actividad antibacterial y antioxidante. La nanocelulosa se obtuvo
del raquis de banano, y las nanoparticulas de plata (AgNPs) se sintetizaron utilizando
como agente reductor el extracto de la cascara de banano. La formacion de AgNPs se
verificd con Espectrofotometria UV - Vis a una longitud de onda de 410 nm, con tamafio
de 24 nm confirmado mediante Microscopia electronica de barrido (SEM), nanocelulosa
con 32 nm de didmetro con variaciones de longitud de 462 a 1,374 nm y NEN — AgNPs
con didmetro de 73 nm. EI NEN — AgNPs presento un 72,16% de capacidad antioxidante
y actividad antimicrobiana mayoritaria con halo de inhibicion de 15 mm para bacterias

Gram Negativas.

Palabras claves: agentes de reduccion, nanoparticulas de plata, lignocelulosa,

nanocompuesto, Microscopia electronica de barrido (SEM).
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SUMMARY

Currently, large quantities of lignocellulosic waste are generated, given their
properties, they can be used in the development of new nanometric compounds, taking
advantage of their availability and cost. In the present work, a nanocomposite structured
by nanocellulose doped with silver nanoparticles (NEN - AgNPs) with antibacterial and
antioxidant activity was synthesized. The nanocellulose was obtained from the banana
rachis, and the silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized as the reducing agent of
the banana skin extract. The formation of AgNPs was verified with UV
spectrophotometry - wavelength of 410 nm, with size of 24 nm confirmed by scanning
microscope (SEM), nanocellulose with 32 nm diameter with length variations from 462
to 1,374 nm and NEN - AgNPs with a diameter of 73 nm. The NEN - AgNPs presents
72.16% antioxidant capacity and major antimicrobial activity with a 15 mm inhibition

halo for Gram Negative bacteria.

Keywords: reducing agents, silver nanoparticles, lignocellulose, nanocomposite,

scanning electron microscopy (SEM).
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INTRODUCCION

La nanociencia es un campo de interés que en los ultimos afios ha tenido un desarrollo
multitudinario gracias a las maltiples aplicaciones que se le atribuyen en areas médicas,
alimenticias, entre otros [1]. ElI uso de nanomateriales puede resultar tambien muy
beneficioso frente a problemas medioambientales, como el tratamiento de aguas

residuales, conversién de energia solar, purificacion de aire,etc [2].

La aplicacion de materiales lignocelulésicos es una alternativa que concibe un enfoque
verde para producir materiales a escala nanométrica. Se estima que la produccion mundial
de biomasa lignocelulésica es de aproximadamente 1,3x 10 toneladas métricas por afio
[3]. Desechos como la cascara de banano cuentan con la capacidad de actuar en procesos
de cicatrizacién, actividad antioxidante y antimicrobiana gracias a la presencia de
compuestos bioactivos [4]. Por otra parte el raquis de banano es una fibra rica en celulosa,

polimero que es aprovechable en la elaboracion de nanocelulosa [5].

Dentro del area de la nanotecnologia, la sintesis verde de nanoparticulas de plata
cuenta con gran acogida debido a sus propiedades dpticas, magnéticas, electronicas,
cataliticas, etc. Que las hacen aplicables en un sinnimero de campos de accion [6], esto
junto con las caracteristicas de biocompatibilidad de la nanocelulosa proveniente de una

fuente vegetal proporcionan un nanocompuesto con prometedoras aplicaciones [7].
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CAPITULO I

EL PROBLEMA

1. Tema

Obtencién de un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y dopado con
nanoparticulas de plata (AgNPs) con actividad antibacterial y cicatrizante, utilizando

como materia prima los residuos de banano: raquis y cascara (Musa Acuminata).

1.1. Planteamiento del problema.

En el presente trabajo se pretende aprovechar los residuos de banano (Musa
Acuminata) (raquis y cascara) para obtener un nanocompuesto estructurado por
nanocelulosa dopado con nano particulas de plata (NEN-AgNPs). Para obtener el
compuesto NEN-AgNPs se va a preparar la nanocelulosa a partir del raquis, mientras que,
a partir de la cascara de banano se va a obtener extractos bioactivos que van a participar
en la sintesis de AgNPs para su posterior dopaje en la base nanocelulésica con posible
capacidad antimicrobiana, antioxidante y cicatrizante. Esta formulacion tiene alto
potencial en la industria alimentaria y en la salud por la creciente demanda de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana y cicatrizante.

En el Ecuador la produccion de banano mantiene un auge significativo, lo que genera
un gran namero de desechos durante el cultivo de banano. Sin embargo, gran parte de
estos desechos se han estado utilizando como abono y para la produccion de bioles, pero
aun se puede potencializar el adecuado aprovechamiento de los compuestos presentes en

estos residuos.
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1.2. Formulacion y sistematizacion del problema

¢Se puede obtener un Nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y dopado con
nanoparticulas de Plata (AgNPs) con actividad antibacterial y cicatrizante, utilizando

como materia prima los residuos de banano: raquis y cascara (Musa Acuminata)?

1.3. Justificacion de la investigacion.

1.3.1. Justificacion tedrica

La presente investigacion se enfoca en el aprovechamiento de residuos de banano y el
dopaje de nanoparticulas de plata (AgNPs) en una matriz nanoceluldsica para la obtencion
de un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa (NEN-AgNPs). El raquis es un
desecho del cultivo de banano que puede servir como materia prima con un gran
contenido de lignocelulosa [5]. A su vez, la cascara de banano posee la capacidad de
ayudar en la cicatrizacion, con compuestos antioxidantes y antimicrobianos atribuida a
los metabolitos secundarios bioactivos como son los compuestos fenolicos, flavonoides,

alcaloides, taninos, terpenoides y saponinas [4], [8], [9].

Mediante los residuos (raquis y cascara de banano) se pretende generar un
nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y nanoparticulas de plata (NEN-AgNPS)
con actividad antimicrobiana y cicatrizante que pueda ser usado en la industria

alimentaria, medica, entre otros [10].
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1.3.2. Justificacion metodoldgica

La viabilidad metodoldgica de la investigacion se fundamenta en la accesibilidad de
las materias primas y en los procesos eficientes para el aprovechamiento de los diferentes
compuestos de interes, incluido el dopaje de las nanoparticulas de plata. Kumar y Sharma
[11], hicieron una revision sobre algunos métodos para el pretratamiento de la materias
primas con alto contenido lignocelulésico; concluyendo, que la aplicacion de métodos
combinados para el pretratamiento ha tenido cierto éxito en comparacién con los
pretratamientos Unicos convencionales debido a que se logra optimizar el procesamiento
de la biomasa, ademas de reducir los coproductos no deseados. Es por eso que para la
obtencion de nanocelulosa, en este trabajo se ha considerado un pretratamiento fisico-
quimico. Por otra parte, para la extraccion de los compuestos bioactivos presentes en la
cascara de banano se van a utilizar solventes no téxicos como etanol, metanol, agua,
etanol - agua, metanol — agua. La metodologia y la aplicacion de solventes no toxicos ha

sido reportada en trabajos previos con buenos resultados [4], [9], [12], [13].

La actividad antimicrobiana de la cascara de banano esta asociada a la presencia de
sustancias polares [14]; por este motivo los solventes polares son mas eficientes para
realizar la extraccion. Sumado a las caracteristicas de la nanocelulosa, las propiedades
de los metabolitos extraidos para sintetizar las nanoparticulas de plata repotencian la

capacidad antimicrobiana del nanocompuesto final.
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1.3.3. Justificacion practica

Este trabajo aplica una quimica verde que unifica tres fases importantes; 1) Seleccién
del mejor disolvente para aprovechar los metabolitos secundarios del extracto de la
cascara de banano, seguido de la sintesis de nanoparticulas de plata, producto de hacer
reaccionar una solucion de nitrato de plata con un agente reductor que es el extracto para
reducir los iones Ag+, 2) Obtencion de nanocelulosa, a partir del raquis rico en
compuestos lignocelulésicos, aplicando un tratamiento fisico — quimico, proceso en el
que se aprovecha la celulosa que mediante una fase mecanica reduce su tamafio a escala
manométrica, 3) Dopaje de nanoparticulas de plata en la estructura nanocelulésica para
obtener un nanocompuesto, aplicando agitacion magnética durante 6 horas para su

suspension.

1.4. Objetivos de la investigacion

14.1. Objetivo general

Obtener un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y dopado con
nanoparticulas de Plata (AgNPs) con posible actividad antibacterial y cicatrizante,
utilizando como materia prima los residuos de banano: raquis y cascara (Musa

Acuminata).

1.4.2. Objetivos especificos

v Evaluar cualitativa y cuantitativamente la presencia de metabolitos secundarios
en el extracto de la c&scara de banano.

v Verificar la formacién de nanoparticulas de plata generados por la capacidad

reductora de los extractos de la cascara de banano.
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v Cuantificar el contenido celulésico presente en el raquis de banano y el
rendimiento de nanocelulosa obtenida.

v Comprobar el dopaje de nanoparticulas de plata (AgNPs) en la nanocelulosa.

v Determinar la capacidad antioxidante y antibacteriana del nanocompuesto

obtenido.

1.5. Delimitacion de estudio

El presente trabajo se desarrolla en un tiempo estimado de 6 meses en la ciudad de
Guayaquil de Ecuador, especificamente en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria

Quimica de la Universidad de Guayaquil. Sus coordenadas son: 2°11'00”S 79°53'00"0.
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Figura 1. Delimitacion de estudio
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1.6. Hipdtesis general o premisa

Es posible obtener un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y dopado con
nanoparticulas de Plata (AgNPs) con actividad antibacterial y cicatrizante, utilizando

como materia prima los residuos de banano: raquis y cascara (Musa Acuminata).

Variable independiente:
v~ Nano compuesto conformado por nanocelulosa de raquis de banano y dopaje de

nanoparticulas de plata (AgNPs) en base al extracto de la cascara de banano.

Variable dependiente:

v Presencia de metabolitos en el extracto de la cascara de banano en funcién del
solvente utilizado.

v" Razon de carga del extracto de cascara de banano: Nitrato de Plata.

v" Rendimiento nanocelulésico mediante el tratamiento fisico-quimico del raquis de
banano.

v Razon de carga de nanocelulosa: nanoparticulas de plata para obtener el nano
compuesto.

v" Porcentaje inhibicion antioxidante y antibacteriano
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1.6.1. Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables.

Objetivo General: Obtener un nanocompuesto estructurado por nanocelulosa y dopado con
nanoparticulas de Plata (AgNPs) con actividad antibacterial y cicatrizante, utilizando como materia
prima los residuos de banano: raquis y cascara (Musa Acuminata).

Objetivos Especificos Variable Dimensiones Indicadores
Evaluar por metodos Presencia de
cualitativos la presencia de metabolitos en el
metabolitos secundarios en el extracto de la Positivo (+)
extracto de la cascara de cascara de banano Negativo (-)
banano utilizando diferentes en funcion del
solventes. solvente utilizado.
Verificar la formacion de ;
; Razon de carga del o
nanoparticulas de plata ) Colorimetria
) extracto de cascara ) )
generados por la capacidad _ Nanometros Espectrofotometro
de banano: Nitrato
reductora de los extractos de la SEM
. de Plata.
cascara de banano.
. ) Rendimiento
Cuantificar el contenido .
. nanocelulésico
celuldsico presente en el )
) mediante el ) ]
raquis de banano y el _ Porcentuales Gravimetria
o tratamiento termo-
rendimiento de nanocelulosa o )
) quimico del raquis
obtenida.
de banano.
Razén de carga de
Comprobar el dopaje de nanocelulosa:
nanoparticulas de plata nanoparticulas de Nanoémetros SEM
(AgNPs) en la nanocelulosa. | plata para obtener
el nanocompuesto
) ) Porcentaje )
Determinar la capacidad o Porcentajes de o )
o ) _ inhibicion e Inhibicion en cultivo de
antioxidante y antibacteriana o inhibicion, _
) antioxidante y B bacteria, espectro UV
del nanocompuesto obtenido. _ ] didmetro del halo
antibacteriano
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

2. Residuos de origen vegetal

Los residuos de origen vegetal son considerados como la materia resultante que no
esta dirigida al consumo, se obtienen de diversas partes de una planta como, por ejemplo:
cascaras, hojas o semillas procedentes de frutas o leguminosas, restos de cultivos de cafia

de azucar, café, fibras de pseudotallo de banano, raquis de palma, etc. [15].

En campo agricola se producen cantidades elevadas de estos desechos y mas alla de
ser usados como abono o fuentes de combustion para calderas, pueden llegar a generar
altas cargas de contaminacién, sin embargo, gracias a la composicion quimica que poseen
pueden aportar de manera significativa en el desarrollo del campo industrial,
aprovechando la disponibilidad y economia que representan. Estos residuos acogen el
nombre de biomasa o materia lignocelulésica y se caracterizan por tener una compleja
estructura quimica que estd compuesta principalmente por macromoléculas como la

celulosa, hemicelulosa y lignina [15], [16].

2.1. Composicién quimica de los materiales lignocelulésicos

Los materiales lignocelulésicos estan compuestos por dos grupos de moléculas que se
diferencian por el peso molecular. Las sustancias de bajo peso molecular estan
constituidas por materia organica como extractos acuosos, mientras que la materia
inorganica por cenizas. Las de mayor peso molecular representan un porcentaje proximo
al 90% y se conocen como macromoléculas dentro de los cuales estan la holocelulosa
conformada por: celulosa y hemicelulosa y por su parte la lignina [17].
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La composicién o distribucion de los tres componentes varia dependiendo del tipo de
planta, siendo los rango mas comunmente hallados: Celulosa: 38-50%; Hemicelulosa: 23-
32% y Lignina: 15-25% [18]. La eficiente separacion de los componentes de la biomasa
lignocelulosica resulta uno de los principales desafios para la utilizacion de este recurso

renovable [19].

Tabla 2. Composicion de residuos de materia lignocelulosica.

Biomasa % Celulosa % % Lignina Fuente
Hemicelulosa

Madera dura (alamo) 50,8 -53,3 26,2 - 28,7 15,5 -16,3 [20]
45 - 51 25-28 10,0 - 21 [21]

Madera blanda (pino) 45,0 - 50,0 25,0-35,0 25,0-35,0 [20]
42 - 49 13-25 23-29 [21]

Paja de trigo 35,0-39,0 23,0-30,0 12,0- 16,0 [20]
42,6 21,3 8,2 [21]

Elote 33,7-41,2 31,9-36,0 6,1-15,9 [20]

Tallo de maiz 35,0 - 39,6 16,8 - 35,0 7,0-18,4 [20]

45 35 15 [21]

Paja de arroz 29,2 -34,7 23,0-25,9 17,0-19,0 [20]
32,1 24 18 [21]

Cascarilla de arroz 26,7 -35,6 12,0-29,3 15,4-20,0 [20]
Bagazo de cafia de azlicar 25,0-45,0 26,0 - 32,0 15,0 - 25,0 [20]
49,4 31,5 8,74 [22]

54,87 16,52 23,33 [21]

Sorgo de paja 32,0-35,0 24,0-27,0 15,0-21,0 [20]
Paja de cebada 36,0 - 43,0 24,0-33,0 6,3-9,8 [20]

36 - 43 24 - 33 6,3-9,8 [21]

Hierbas 25,0 -40,0 25,0 -50,0 10,0 - 30,0 [20]
25-40 25-50 10,0 - 30,0 [21]

Centeno 42,83 27,86 6,51 [22]
Bamb 49 - 50 18-20 23 [21]

Comparacion de los componentes lignocelulésicos de diferentes fuentes de biomasas.
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2.1.1 Hemicelulosa

La hemicelulosa es una estructura que esta constituida por diferentes azticares como
pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (manosa, glucosa y galactosa), azucar y acidos,
entrelazadas entre si glucosidicamente. A diferencia de la celulosa estos compuestos

forman cadenas y con ramificaciones mas cortas que la hacen mas facil de hidrolizar [23].

El contenido de hemicelulosa, tanto por cantidad como por variedad difiere mucho en
funcidn de las distintas especies variando del 20 — 30% de materia seca, tanto si se trata

de madera como de otros componentes lignocelulésicos [24].

La hemicelulosa se adhiere a la celulosa por medio de puentes de hidrégeno y las
interacciones de Van Der Waal, sirviendo a su vez de conexion entre la lignina y las fibras

de celulosa y da toda la rigidez a la red de celulosa, hemicelulosa y lignina [25].

2.1.2. Lignina

La lignina es un polimero organico amorfo, insoluble, muy dificil de aislar en su estado
natural [24]. Siendo uno de los biopolimeros méas abundantes en las plantas y junto con
la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una disposicion
regulada a nivel nanoestructural, dando como resultado redes de lignina-hidratos de

carbono [18].

Desde punto de vista de su estructura a diferencia de la celulosa, hemicelulosa y
proteinas, la lignina no se ha podido definir con claridad, debido a la complejidad que
afecta su aislamiento, analisis de la composicion y la caracterizacion estructural. Definir

la estructura de la lignina se complica porque sus unidades estructurales no suelen
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repetirse de forma regular, esto se debe a que la estructura de este polimero varia en

funcion de su origen y el método utilizado para su aislamiento [18].
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Figura 2. Estructura de la lignina [18].

La lignina proporciona rigidez y sostén a las fibras polisacaridas, participa en el

transporte interno de agua, nutrientes y metabolitos. Es mas resistente a la degradacién

enzimatica que la celulosa y hemicelulosa y se une a ambas formando una barrera

impermeable que dificulta su degradacion enzimatica. Las uniones lignina-hemicelulosa

se da mediante intermediarios cinamilicos. Esta fuerte asociacion ha hecho que se

estudien diferentes métodos quimicos y fisicos de deslignificacion como pretratamiento

a la hidrdlisis enzimatica con el fin de obtener mayores rendimientos [26].
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2.1.3. Celulosa

La celulosa es un polisacarido natural, es el biopolimero mas abundante y renovable
con diversas aplicaciones utiles, su férmula quimica general se expresa como
(C6H1005)n; donde n es el niumero de unidades de glucosa presente en la celulosa,
n =10000 to 15000, donde n va a depender de la fuente lignocelulésica [27]. Es una
importante estructura que forma parte de las paredes celulares de las plantas cuya
proporcion oscila entre un 30- 50%, estd compuesto por unidades de glucosa que estan

unidas por enlaces B (1-4) glucosidicos [28].

Enlace B-(1-4)-D-glicosidico

< >
Final de grupo Final de grupo
no reductor reductor

Figura 3. Estructura primaria de celulosa unida por enlace B (1-4) glucosidico [23].

Figura 4.Estructura de la celulosa lineal [29].
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Las cadenas de celulosa muestran alta estabilidad producto de sus enlaces inter e
intramoleculares, dando lugar a una estructura fuertemente enlazada y resistente a varios

disolventes [30].

Es el componente estructural mas abundante en la tierra y a pesar de que puede ser
producido de forma sostenible de varias fuentes de biomasa, este polimero aparte de
encontrarse presente en la madera, algodon, cafiamo y otras plantas, también es
sintetizada por otros organismos como Tunicados, Oomycotas, algunas algas y bacterias
como la Acetobacter xylinum, sus derivados se usan para un sin nimero de aplicaciones
como la industria de papel, biomateriales, productos farmacéuticos, como agente

espesante, cosmetologia [31], [32].

Muchas de las propiedades de la celulosa dependen del grado de polimerizacion, que
puede variar segun la fuente de celulosa. Debido a la gran cantidad de grupos hidroxilo
en los anillos de glucosa a lo largo del esqueleto, hay una gran cantidad de puentes de
hidrogeno entre las cadenas de celulosa individuales. Esto genera regiones amorfas y

cristalinas, lo que le proporciona resistencia, rigidez y durabilidad [33].

2.2. Banano

La planta de banano pertenece a las Musaceas y su nombre cientifico es Musa
paradisiaca [34]. Esta fruta tuvo su origen en el sureste de Asia y las Islas Pacifico, se
encuentra en muchos paises de tipo tropical, y se la considera una de las especies mas
antiguas del mundo [35].

Las condiciones climéticas de esta planta herbacea para crecer pueden abarcar diversos
tipos de climas y suelos, siendo el clima himedo tropical el més adecuado para producir,

extendiéndose su produccion durante todo el afio [36].
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La clasificacion taxondémica del banano es la siguiente:

Tabla 3. Taxonomia general del banano.

Reino Plantae
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Musaceae
Sub- familia Cucurbitoideae
Genero Musa
Especie Paradisiaca

Fuente: Cultivo de alta densidad banano [37].

El banano junto con el platano, fueron clasificados en el afio 1753 originalmente por
Carl Nilsson Linnaeus, bajo el nombre de Musa paradisiaca, que hace referencia a
hibridos y cultivares de especies silvestres. Pero al transcurrir los afios se modifico su
clasificacion debido a que existen diferencias genéticas entre ellos, siendo asi que se
denomin6 Musa balbisiana al platano, el cual para su consumo debe cocinarse, y al

banano como Musa acuminata, que se lo consume como fruta [38].
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Tabla 4. Clasificacion de las especies de banano y platano.

Especies Grupo Subgrupo Clones Otros nombres
Musa Diploide AA Sucrier Baby banana Lady's
acuminata finger/Bocadillo/Moquicho
(Consumo Triploide Gross Gross Michel Orto/seda
fresco- AAA Michel/Seda
Banano) Triploide Cavendish Gran Naine Gran enana/chiquita
AAA Dwarf Cavendish Cavendish pequefio
Valery Robusta
Lacatan Filipino/Montecristo
Williams Cavendish gigante
Rojo y rojo verde Morado
Musa Triploide Plantain French Plantain Dominico
balbisiana AAB Horn plantain Barraganete/Bellaco
(Consumo Dominico harton
cocido- Magquefio
Platano) Manzano/Silk
Limefio
Triploide Plantain Cuatrofilios
ABC Pelipita
Tetratriploide FHIA 4
AAAB FHIA 21

Fuente: Direccion de Inteligencia Comercial e Inversiones Pro Ecuador [38].

Los guineos son frutas ricas en fuentes de potasio, acido fenodlicos, antocianinas,
fructosanos, terpenos, ademas poseen altas concentraciones de antioxidantes como la
catecolamina, dopamina y galocatequinas [39].

Entre las principales funciones que cumplen el banano se encuentran mejorar la
retencion de liquidos, promover la absorcidn de nutrientes, y el metabolismo de las grasas,
asi como prevenir infecciones de tipo urogenital y reducir el riesgo de padecer cancer de

colon [40].
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22.1. Bananoenel mundoy en el Ecuador

El banano es una de las frutas tropicales mas cultivada y con un volumen de consumo
de 20 millones a nivel mundial lo que equivaldria un 30% del comercio mundial [41],
donde Asia se mantiene como el continente de mayor produccion con aproximadamente
el 54.4 % del total mundial, sequido de América y Africa [42]. En general, este fruto se

produce en unos 122 paises a nivel mundial [12].

Para el 2016 los principales paises productores fueron India, China, Indonesia, Brasil

y Ecuador [42]. Siendo Ecuador el principal pais exportador [41].

A nivel nacional es la actividad agricola mas importante en generacion de empleo y
desde el punto de vista econémico representa un 3.84 % del PIB. Estas plantaciones
mayormente se concentran en tres provincias del litoral, como Guayas, Los Rios y El Oro
(92%) y entre otras 7 provincias (8%) [43]. A pesar de que el &rea de cosecha se ha

reducido en los ultimos 10 afios, la capacidad de produccion se mantiene [42].
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Figura 5. Produccion/Rendimiento de Bananos en Ecuador [42].
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2.2.2. Residuos de banano

La produccion de banano deja grandes cantidades de residuos, algunos de estos se
estdn aprovechando en la produccion de abono organico, biocombustibles, textil,
quimicos, alimentos de consumo animal, entre otros [26]. Entre los principales residuos

organicos que se generan se encuentran el raquis y la cascara.

2.23. Raquis de banano

El raquis o también denominado pinzote esta conformado por un tallo floral, que tiene
por funcion sostener el racimo durante la cosecha del fruto. Estructuralmente esta
compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina, contando con un 5 - 8%

de fibra [44].

Del racimo de banano, el raquis constituye aproximadamente entre un 4.4 y 6.9 % del
peso total. Del raquis es posible la obtencion de celulosa, misma que se encuentra por

alrededor del 40 % base seca [5].

Tabla 5. Composicion lignocelulésica de raquis de banano.

Variedad | Celulos | Hemicelulos | Lignin | Ceniz | Extracto Fuente
a (%) a (%) a(%) | a(%) s (%) |

Cavendis 26,1 11,2 10,8 299 18,2 [45]
h Colla
AAA 57,1 2,7 31,6 5 -
Gian 66,7 - 15,3 2,3 54 [46]
Cavendis
h
Grande 36,28 17,18 8,64 30,16 13,64 [5]
Naine
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2.24. Céscara de banano

Las cascaras de banano son residuos que resultan en un 35% del peso total de la fruta

y poseen aplicaciones que se han venido utilizando para tratar enfermedades como

diarreas, ulceras, anemias y quemaduras en la piel [14].

Estos desechos contienen altos niveles de metabolitos secundarios en especial

compuestos fendlicos, los cuales promueven los periodos de cicatrizaciéon de heridas,

gracias a su poder de eliminar radicales libres por ser fuentes ricas de antioxidantes [47].

Se conoce que la cascara de banano contiene mayores niveles de compuestos fendlicos

que la pulpa [48].

Tabla 6. Composicion fitoquimica de la cascara de banano (AAA).

Componentes Céscara verde Cascara madura
Cavendish
% Humedad 91,62 95,66
% Proteina 5,19 4,77
% Fibra cruda 11,58 11,95
Energia bruta (kcal) 4383 4592
% Calcio 0,37 0,36
% Fosforo 0,28 0,23
% Ceniza 16,3 14,58 [34]
TPC 685,57 = 0,80 586,29 + 0,99
TFC 380,33 +1,61 225,01 +1,49
DPPH (%) 52,66 + 0,82 45,08 + 1,30
Dream Banana [48]
TPC 160,77 + 0,82 94,9 + 0,83
TFC 96,92 + 1,22 72,46 + 1,33
DPPH (%) 50,64 + 0.75 40,01+144

TPC (mg GAE / 100 g de materia seca), TFC (mg CE / 100 g de materia seca

Comparacion de los compuestos presentes en la cascara de banano en estado verde y
maduro.
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2.3. Nanocelulosa

El nanocelulosa es una fibra natural que se refiere a materiales de celulosa en las que
al menos una de sus dimensiones se encuentra en escala nanométrico [49]. Los mayores
esfuerzos para su obtencidn radican en alcanzar una nanocelulosa con dimensiones que
oscilen desde 1 hasta 100 nm, estas dimensiones nanomeétricas hacen de este biopolimero
un material interesante por las buenas propiedades mecanicas ya que a estas escalas
presentan caracteristicas de baja densidad (alrededor de 10.6 g/cm?®), alta rigidez de hasta
220 GPa de mddulo elastico que es mayor a la fibra de Kevlar, también tiene una alta
resistencia de traccion de hasta 10 GPa, biodegradabilidad, quiralidad, termoestabilidad,

baja expansion térmica [7], [50].
Existen tres tipos de nanocelulosa:
2.3.1. Nanocelulosa fibrilada (NCF).

Consiste en partes cristalinas y amorfas alternados, posee un diametro de entre 10 y 100
nm y con longitudes que pueden sobrepasar los 1000 nm, su morfologia se la suele
asimilar a la de un tallarin [50], [3]. El aislamiento exitoso de las nanofibras de celulosa
se informd por primera vez en 1983, actualmente se conoce que por tratamientos
mecéanicos mediante el uso de un homogenizador se puede diluir suspensiones de

nanofibras de celulosa resultando geles con un aumento en su viscosidad [51].
2.3.2.  Whiskers de celulosa o celulosa nanocristalina (NCC)

Su apariencia es como la de un grano de arroz, el didmetro de este tipo de celulosa esta
entre los 2 y 20 nm y longitudes de entre 100 y 1000 nm. Su produccion consiste en la
remocion de constituyentes asociados a la celulosa mediante tratamientos quimicos, este
tratamiento también permite el rompimiento del enlace glucosidico propio de la celulosa,

liberando los cristales individuales [15].
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2.3.3. Nanocelulosa bacteriana (NCB)

Es otro tipo de nanocelulosa que difiere de NCF y NCC debido a su origen, ya que
esta es producida por bacterias, principalmente por Gluconacetobacter xylinus, esta
nanocelulosa es generada de la acumulacion de azUcares de bajo peso molecular durante
unos dias hasta dos semanas [52], [50]. Los tres tipos de nanocelulosa tienen la misma
composicién quimica a diferencia de que NCB siempre esta en forma pura; es decir, sin
los demas componentes de biomasa lignocelulésica como la lignina, hemicelulosa,

pectina, etc. [53].

Desarrollar nuevos materiales de base organica es necesario para reducir la
dependencia de recursos fésiles y proporcionar un futuro sostenible. La abundancia

relativa de la celulosa ha sido un factor clave para la produccion de nanocelulosa [50].

La obtencion de celulosa y nanocelulosa a partir de residuos lignocelulésicos ha sido
desarrollada por tratamientos quimicos aplicando distintos métodos como la hidrélisis
acida, hidrdlisis alcalina, agentes de oxidacion, Organosolv, liquidos ibnicos; y
tratamientos mecanico tales como homogenizacion, ultrasonicacion, microfluidizacion,
molienda y tratamiento térmico de alta presidn térmico [3], [54]. La combinacién de
métodos de tratamiento gquimicos-fisicos como alcalino, blanqueo, hidrolisis acida y
explosion de vapor pueden favorecer la obtencidn de celulosa y nanocelulosa del raquis

de banano [54].

Tibolla et. al., [55] determinaron que la combinacién de tratamiento quimico-
enzimatico con la enzima xylanasa en la cascara de banano mostro nanofibras de celulosa
de un diametro de 8,8 nm y longitudes de entre 615 y 3633.3 nm. En otros grupos de

investigacion primero se promueve la deslignificacion y posteriormente la obtencion de
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nanocelulosa aplicando los métodos quimicos-mecanico obteniendo nanofibras de

celulosa de diametros de entre 2.89 y 4.65 nm [56].

Por otra parte Carchi [15] obtuvo como resultados nanofibras de celulosa con 17.73
nm de ancho y 286.44 nm de longitud producto del tratamiento quimico aplicado al raquis

de banano.

Las nanofibras de celulosa se prepararon a partir de la cascara del fruto de banano
usando tratamiento alcalino a una alta presion hidrotermica y seguido de la reaccion con
acido oxalico con lo que se logré hidrolizar la hemicelulosa y despolimerizar los
componentes de la lignina consiguiendo obtener nanofibras de celulosa de 30 nm de
didmetro. Es importante mencionar que la cantidad de celulosa presente en los residuos

de banano va a depender de la variedad y parte que se aproveche del mismo [7].

Deepa et al., [54] report6 la produccion de nanofibras de celulosa a partir de raquis de
banano con un diametro de 10-60 nm aplicando explosion de vapor con hidréxido de
sodio al 2%, seguido de blanqueamiento con clorito de sodio a 70°C e hidrolisis &cida a
20 PSI por 3 horas, las fibras obtenidas fueron suspendidas en agua y agitadas
mecanicanicamente. Por otra parte, el grupo de trabajo de Zuluaga et al, [57] obtuvo
nanofibras de celulosa con didmetros de 3 — 5 nm sometiendo la celulosa a una hidrolisis

alcalina.

Desarrollar nuevos materiales de base orgéanica es necesario para reducir la
dependencia de recursos fosiles y proporcionar un futuro sostenible. La abundancia

relativa de la celulosa ha sido un factor clave para la produccién de nanocelulosa [50].

La nanocelulosa puede ser caracterizada combinando técnicas microscopicas como la
microscopia de fuerza atomica (AFM), microscopia electrénica de transmisiéon (TEM),

microscopia electronica de barrido (SEM) o técnicas de dispersion como dispersion de
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neutrones de angulo pequefio (SANS) y junto con el analisis de imagenes para determinar

las dimensiones necesarias [15].

2.3.4. Aplicaciones de la nanocelulosa

Entre las propiedades de las nanofibras de celulosa una de las méas importantes es su
biocompatibilidad, es todo se debe a que en su estructura molecular presenta grupos -OH
que permiten la modificacion de las NCF, facilitando que una amplia variedad de
materiales (PVA, PLA, etc) y nanometales (Au, Ag, Pb, Fe, Ni, etc) se acoplen en su
estructura [7]. Esto hace que sea un material versatil multifuncional atractivo para su

utilizacion en distintas areas como:

La industria alimentaria, mediante la utilizacion de NCF como ingrediente para la
preparacion de cremas, glaseados, salsas, 0 como agentes estabilizador de aceites y
grasas, también puede ser utilizado empaques de envoltura para evitar la descomposicion

de alimentos [7], [1].

La industria medicinal, por su caracteristica como fibra dietética puede ser utilizado
en el tratamiento de trastornos intestinales, de igual forma, puede tener potencial en la

reconstruccion de tejidos [1].

En el area medioambiental puede ser utilizado en los procesos de filtracion de aire y
agua contaminada. Las nanofibras de celulosa también se han reportado como
catalizadores que impiden la agregacion de nanoparticulas tales como TiO2, Au, CuO,

Ag. [7].
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2.4. Nanocompuesto y sus aplicaciones

Las nanofibras de celulosa tiene una alta estabilidad mecénica, estructura cristalina,
buena area de superficie y porosidad. Entre las caracteristicas mas importantes de las
nanofibras de celulosa esta la concentracion de grupos hidroxilos (OH) ligados en su

superficie estructural que permiten las modificacion de las NCF [7].

Estos grupos OH presentes en la superficie de la NCF hacen que estas se entrelacen
con compuestos de amonio cuaternario formando aminas cuaternarias. Este proceso se
Ilama cuaternizacion. A través de este proceso, los grupos cationicos se introducen en la

superficie NCF para mejorar la adsorcion de aniones de fuentes de agua contaminadas

[71.
24.1. Nanoparticulas metélicas y nanofibras de celulosa

La generacion de un nanocompuesto conformado por nanometales como las
nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanofibras de celulosa es posible, porque, las
nanofibras de celulosa presentan areas de superficie rugosa de alta estabilidad mecénica

que permiten la insercion de la nanometales en su superficie [7].

Khalid et al., [58] demostraron que el nanocompuesto conformado por nanocelulosa
bacteriana dopado de nanoparticulas de 6xido de zinc tiene la capacidad de cicatrizacion
de heridas y propiedades antimicrobianas para Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Citrobacter freundii.

Nanocompuestos de esta naturaleza se han sintetizados por el método de reduccion
utilizando como agente reductor NaBH,4 la nanofibra de celulosa se dopa con
nanoparticulas de plata constituyendo un nanocompuesto cuya resistencia al crecimiento

bacteriano esta en funcién al tamafio de su estructura [7].
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Estas combinaciones se han desarrollado con varias finalidades como cataliticas, como

biosensores en la deteccidn de catecol, preparacion de compuestos antibacterianos

Los nanocompuestos a base de NCF evitan la formacion de microorganismos en su

superficie debido a su alto grado de humectabilidad [7].

2.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se originan de los primarios, y se diferencian de este
primer grupo por su distribucion en el reino vegetal, su produccion es mas limitada en
comparacion con los compuestos primarios que se encuentran en forma abundante y son
necesarios para las funciones béasicas y desarrollo de las plantas, la produccion de los
productos secundarios varia de acuerdo a determinadas especies, géneros o familias.
Dentro de ellos se subdividen cuatro grupos quimicos principales: compuestos fendlicos,
terpenos, glicésidos y alcaloides [59].

Los principales productos secundarios que se encuentran presentes en la cascara de
banano son los compuestos fendlicos y las saponinas, en la siguiente figura se muestran

las principales rutas de sintesis.
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Figura 6. Elementos del metabolismo del carbono en relacién con las rutas de sintesis de
metabolitos secundarios [59].

La importancia de los metabolitos secundarios en el organismo humano se fundamenta
en su poder antioxidante, pues estos actdan de forma potencial frente a los radicales libres
que son responsable del dafio de los lipidos, proteinas y &cidos nucleicos en las células

causando enfermedades como el cancer y acelerando los procesos de envejecimiento, es
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por ello que bajo estudios cientificos se promueve el consumo de frutas, ya que estas son
ricas en antioxidantes [60].

La extraccion de los compuestos bioactivos de fuentes vegetales suelen darse por
métodos convencionales con el uso de solventes, sin embargo la solubilidad de ciertos
compuestos fenolicos se ve afectada por la polaridad del solvente [61], existiendo otros
factores que afectan esa extraccion como la temperatura, relacion solvente-muestra,
concentracion y tiempo de exposicion [14]. Existen otros métodos como la extraccion
asistida por ultrasonido o por via microonda que aceleran los procesos de extraccion,

aumentando los rendimientos en un menor tiempo [61].

25.1. Compuestos fenolicos

Los también llamados polifenoles o fenilpropanoides estan conformados en su
estructura basica por un fenol con un grupo hidroxilo, dentro de este grupo encontramos
los flavonoides, taninos, cumarinas y lignina [59].

Los compuestos fendlicos sobresalen por su interaccion como agentes que ayudan a
prevenir enfermedades como la diabetes, problemas cardiovasculares, obesidad o cancer
[14]. Estos se encuentran presentes en la cascara de banano en mayor proporcion que en
la pulpa, los taninos tienen una caracteristica propia que los define que es la astringencia,
a medida que la fruta se madura ese sabor desagradable se reduce, ya que existe una
polimerizacion de los polifenoles, asociandose asi a un cambio en la estructura de los
taninos [62].

El contenido de los compuestos fenodlicos en las plantas puede variar
significativamente debido a factores como las condiciones de cultivo, humedad,

temperatura, estado de madurez, procesamiento, condiciones de crecimiento y
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almacenamiento [40]. Los fenilpropanoides son los responsables del pardeamiento

oxidativo del banano por la accion de la enzima polifenol oxidasa [62].

OH

Figura 7. Estructura quimica del fenol [59].

252. Taninos
Los taninos son compuestos polifendlicos que se subdividen en taninos condensados
(TC) y taninos hidrolizables (TH). Juegan un papel importante como potentes inhibidores
enzimaticos reduciendo o eliminando su actividad, actian como agentes precipitantes de
proteinas [63]. Sin embargo, en algunos estudios se cuestionan sus efectos, debido a que
pueden producir resultados opuestos a la inhibicion, actuando como fagoestimulantes,
esto ocurre generalmente por la capacidad que tienen los taninos de unirse a proteinas

desnaturalizandolas volviéndose toxicos [64].

Figura 8. Estructura de un tanino hidrolizado [65].

45



Figura 9. Estructura de un tanino condensado [65].

Los taninos hidrolizables se diferencian de los condensables por su grado de
hidrolizacion, su estructura estd conformada principalmente por &cidos fendlicos y
azucares simples y se pueden hidrolizar facilmente, en cambio los taninos condensados
son polimeros correspondientes a unidades de flavonoides que no pueden ser
hidrolizados, pero si oxidados al tratarlos con &cidos fuertes formando antocianidinas

[59].

25.3. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos naturales con estructuras fendlicas
variables dentro de los cuales se encuentran aproximadamente 4500 elementos. Su
estructura nuclear incluye los carbonos C6-C3-C6, y la diversidad de flavonoides depende

de la posicion del anillo aromatico [66].

5 1

Figura 10. Estructura bésica de los flavonoides [67].
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Estos metabolitos derivan de la via del shikimato y del metabolismo de los
fenilpropanoides [67]. Dependiendo del estado de oxidacion del anillo pirano central se
pueden dividir en diferentes subclases: flavonoles, flavanonas, flavonas, flavan-3-ol,
isoflavonas y antocianidinas, existe una clase llamada chalcones que corresponde a la no
ciclacion del fragmento C3, los cuales tienen un sistema de numeracion diferente [68].
La clasificacion de los flavonoides puede estudiarse por el ndimero de productos
intermedios o finales que presente, ejemplo de estos son las chalconas, flavanonas, y los
flavan-3-oles que son tanto productos intermedios como productos finales que se
acumulan en el proceso de biosintesis de la planta, mientras que otras clases como
flavonas y flavonoles se identifican como productos finales en la biosintesis [67].

Entre sus principales funciones en la industria alimentaria esta la de proveer color y
sabor, brindar proteccién a las enzimas y vitaminas, asi como prevenir procesos de
oxidacion de grasas, cabe mencionar que este grupo de polifenoles son los mas
abundantes en los alimentos [67].

La funcion de mayor importancia y estudio en los flavonoides radica en su poder
antioxidante al actuar sobre los radicales libres en el organismo, mejorando la respuesta
inmunoldgica a agentes que son causantes de cancer, reducen el riesgo cardiovascular y
sintomas de la menopausia, ya que presenta propiedades antitrombdticas, asi como su

capacidad para reducir el colesterol en la sangre [66].

254. Glicosidos

Los glicosidos son fitoquimicos vegetales que se originan al condensar una molécula
de azucar que contiene un grupo hidroxilo con otra molécula de azicar mediante un
enlace glicosidico. Las saponinas junto con los glicésidos cianogénicos y glicosidos

cardiacos forman parte de estos metabolitos secundarios [59].
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255. Saponinas

A este tipo de metabolito se lo conoce como glicésido de esterol y glicésido de
triterpeno, al igual que a los compuestos fendlicos se le atribuyen propiedades para
inhibir la proliferacion de células malignas [69]. Proveen el caracteristico sabor amargo,
actlian como un sistema de defensa contra patdgenos, generan efectos antiinflamatorios,
anticarcinogénicos, efectos antibacterianos, antifngicos y antivirales, a pesar que en
algunas fuentes se menciona que son antinutricionales por su actividad hemolitica [70].

Las propiedades surfactantes o detergentes propias de las saponinas surgen de la
adicién de un azucar a su estructura, cuando no contienen el grupo hidrofilico, se

presentan como agliconas y se denominan sapogeninas [59].

Figura 11. Estructura de saponinas [71].
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Tabla 7. Identificacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de Banano
(M. Acuminata).

Variedad de
Cultivo de banano
(Musa acuminata)

Cavendish basrai

Cavendish basrai
Musa cavendish
Musa cavendish

Musa acuminata
colla AAA

Musa acuminata
colla

Musa acuminata,
Gran enana,
Pequena enana

Musa acuminata,
Gran Nain, Musa
AAA Nanicao

Musa acuminata
colla

Método
Analitico

Fisicoquimico

Fisicoquimico
Fisicoquimico
Ultrasonido

Ultrasonido
Cromatografia

Cromatografia

Ensayo Follin

HPLC

Extracto

Metanol

Agua
Acetona

Metanol

Contenido Contenido
Fendlico total de
total Flavonoides
b
(TPC)? (TFC)
83.04+0.072 11.66+0.23
19.50+0.30 4.77+0.020
23.49+1.13  39.46+0.89
585+29 225.91+1.49
35.1+1.15 196.1+6.70
- 2.14¢
1.004 -
154.70 -
- 2.30

(mg GAE / 100 g de materia seca)’ (mg CE / 100 g de materia seca), Ccontenido de Catequinar

dAcido galico

2.6. Nanoparticulas de plata

2.6.1.

Plata

%DPPH

82.46+1.50

67.27+0.65
47.09+1.62
45.08+1.30

84.5+6.48

La plata es un metal que cuenta con singularidades que lo distinguen de los demas

elementos, en forma pura posee la conductividad térmica y eléctrica mas alta entre todos

los metales y ademas tiene menos resistencia de contacto [2]. Desde la antigliedad se

utilizaba para desinfectar el agua, tratar Ulceras gastricas, mejorar la curacion de heridas

e infecciones [73].
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2.6.2. Aplicaciones de las nanoparticulas de plata.

La rama de la nanotecnologia enfatiza su investigacion sobre las nanoparticulas de
plata gracias a sus multiples aplicaciones, dentro de las cuales sobresalen la inhibicion
bacteriana y su accion como agentes anticancerigenos [2]. Sin embargo, también cuentan
con propiedades Opticas y bioldgicas, actian en procesos de catalisis, fabricacion de
nanodispositivos, en la industria alimenticia y de cosméticos [74].

Las propiedades mas importantes de las nanoparticulas de plata son las dpticas que
cambian con la alteracion de forma y tamafio. La resonancia de plasmén de las
nanoparticulas es responsable de estas propiedades Opticas Unicas y beneficiosas de
nanoparticulas que dependen del tamafio, la forma, su distancia entre si y los cambios del

indice de refraccion [75].

2.6.3. Métodos de sintesis de las Nanoparticulas de Plata

Existen dos categorias principales en que se dividen los métodos de sintesis de
nanoparticulas de plata: “Top down” y “Bottom up”. En la primera division Top down;
que significa de arriba hacia abajo se encuentran procesos mecanicos que tratan el metal
al granel ejerciéndose una reduccién de tamarfio hasta alcanzar la escala manomeétrica y
posterior a ello aplicando agentes coloidales, lograr la estabilizacion. Mientras que en el
segundo enfoque de abajo hacia arriba (Bottom up) las nanoparticulas se sintetizan
utilizando productos quimicos y métodos bioldgicos por autoensamblaje, partiendo de un
agente reductor y la disolucién de la sal en un solvente para conseguir la reduccion de los
iones de plata y en una segunda fase emplear agentes estabilizantes para que no exista

aglomeracion de las nanoparticulas [73], [76].
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Figura 13. Clasificacion de la Sintesis de las Nanoparticulas de Plata [76].

La sintesis verde ofrece ventajas por encima de los métodos quimicos o fisicos, son
de menor costo, se puede realizar a gran escala, no necesita altas temperaturas, energia o
elementos toxicos, el empleo de extractos de origen vegetal hace que esta metodologia
sea mas accesible, sin tener que hacer uso de cultivos celulares causando menor riesgo

biolégico [73], [77].
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La formacion de nanoparticulas de plata se puede corroborar de distintas maneras, la
primera, se la verifica por el cambio de color de la solucion a un tono café marron,
caracteristica propia de las nanoparticulas de plata debido a un fenémeno conocido como
resonancia de plasmon, otra forma de comprobar su formacion se observa con el uso de
un Espectrofotometro UV-VIS, donde sobresalen picos de absorbancia en un rango de
400 a 460 nm de longitud de onda aproximadamente, verificando la reduccion de iones
de plata a estado cerovalente. Existen métodos analiticos que proveen mayor exactitud al
proporcionar informacion de las nanoparticulas de plata, dentro de ellos estan el analisis
de Difraccién de rayos X (XRD), Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia electronica de barrido (SEM), Microscopia electronica de
transmision (TEM) [75].

La sintesis verde provee un enfoque ecoldgico y de bajo costo frente a otros métodos
propuestos, y sus aplicaciones van a variar de acuerdo a la fuente de extraccion y las
propiedades de las nanoparticulas obtenidas. Cabe mencionar que la reduccién de iones
de plata en la formacion de nanoparticulas esta directamente relacionada con la
manipulacion de variables como, concentracion del extracto vegetal, concentracion de la
solucion de nitrato de plata, tiempo de incubacion, pH, temperatura, elementos que
influyen en la optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de plata, incidiendo
directamente en su tamafio y morfologia [47], [75].

Ahmed et al., [78] sintetiz6 nanoparticulas de plata de 34 nm partiendo del extracto de
la hoja de Azadirachta indica, evaluando la concentraciones de iones metalicos y la
cantidad de extracto, obteniendo zonas de inhibicion de 9 mm tanto para E.coli como S.
aureus

Kokila et al., [47] obtuvo nanoparticulas de plata a partir del extracto de la cascara de

banano de variedad Cavendish con un tamarfio de 34 nm, presentando un 64% de
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inhibicion de radicales libres y con zonas de inhibicion méxima de 10,75 mm frente a
bacterias como K.pneumonia y E. coli..

Por otra parte, Ibrahim [79] encontré que las condiciones Optimas para obtener
nanoparticulas de plata a partir del extracto de la cascara de banano fueron 1,75 mM de
nitrato de plata, 20.4 mg de materia seca y un tiempo de incubacién de 72 horas, logrando
un tamafio de 23,7 nm de nanoparticulas y un mayor % de mejora de la inhibicion
bacteriana para el patégeno P. aeruginosa, con 20 mm de inhibicion. Siendo
Narayanamma [80] el que reportd el menor tamafio de particulas, de 10 nm empleando la
misma fuente vegetal que los investigadores anteriores, pero con modificaciones en el
proceso que contenian uso de agentes reticulantes para darle el cuerpo de un hidrogel,
presentando una actividad antibacterial de 17 mm de zona de inhibicion para S. aureus y

16 mm para E.coli.

2.6.4.  Mecanismo de accién de las Nanoparticulas de Plata

El modo en que las nanoparticulas acttan se debe al tamafio nanométrico (1-100 nm)
y la forma, mientras mas pequefias son, mas area de accién a nivel celular existe y el
campo de aplicacion se expande cuando poseen formas esféricas, teniendo mayor
actividad antibacterial [81].

Las AgNPs se adhieren a la pared celular de la bacteria ocasionando cambios en su
estructura [73]. Al penetrar su interior dafian compuestos que poseen grupos funcionales
basados en azufre o fosforo, como la molécula de ADN [6]. EI mecanismo en que actdan
las nanoparticulas es afectando la respiracion de las bacterias que se encuentran creando

una capa protectora alrededor de las moléculas, provocando la muerte celular [81].
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3.1

CAPITULO 11l

ASPECTOS METODOLOGICOS

Experimentacion.

Materiales y reactivos

Materiales y equipos
Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion
Tela de filtracion

Papel filtro Whatman N°1
Pipetas

Envases &mbar

Vidrio reloj

Termometro

Tiras de pH

Espatula

Gradilla

Equipo de filtracion
Balanza

Barra de agitacion
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3.2. Diagrama de bloques
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Figura 14. Procedimiento experimental para la obtencion de NEN-AgNPs.
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3.3. Metodologia para la elaboracion del extracto de la cascara de banano

Para la elaboracion del extracto de cascara de banano se siguié la metodologia descrita

por Padilla-Camberos et al., [8] con respectivas modificaciones en el proceso.

3.3.1. Preparacion de extractos de banano
Se colectaron bananos organicos (Musa acuminata) de la variedad Williams con un
grado de madurez 4 [82], de un mercado de la ciudad de Guayaquil, la cascara de banano
fresco fue lavada y sumergido en una solucion de &cido citrico al 2% durante 15 minutos
para luego ser deshidratada a 40°C hasta peso constante. Una vez secas las cascaras se

trituraron, molieron y tamizaron hasta obtener un tamafio de 600 micras.

Figura 15. Tratamiento de la cdscara de banano: a) Cascaras de banano humedo, b)
Céscara tamizada.

Para cada experimentacion, la extraccion de metabolitos secundarios se llevo a cabo
mediante maceracion, donde la cascara de banano deshidratada se mezcld en relacion
1:10 m/v con diferentes solventes; agua, etanol, metanol, etanol-agua (1:1), metanol-agua
(1:1). Cada mezcla fue puesta a maceracion durante 24 horas. Posteriormente se paso por
un filtro de tela de lienzo, el liquido resultante fue doblemente filtrado en papel Whatman

1, y almacenado en frascos color ambar y refrigerados a 4°C.
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Figura 16. Extractos de cascara de banano con diferentes solventes: a) metanol, b) metanol-
agua, c) agua, d) etanol-agua, €) etanol.

3.3.2. Tamizaje fitoquimico de los extractos de banano obtenidos.

Los diferentes extractos obtenidos fueron analizados cualitativamente por el método
descrito por Trease y Evans citados en Padilla-Camberos et al., [8] para determinar la
presencia metabolitos secundarios.

Determinacion de Fendlicos: Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el
ensayo determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le
adiciona 3 gotas de una solucidn de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisiologica
(cloruro de sodio al 0.9% en agua).

= Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fenolicos en general.
= Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos de tipo pirocatecdlicos.

= Desarrollo de una coloracion azul, taninos de tipo pirogalotanicos.

Determinacion de Flavonoides: Se toman 2 ml de extracto etandlico y se calientan a
80° C por10 minutos con 1 ml de HCI concentrado, se deja enfriar a temperatura ambiente
y se adiciona 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico. Se agita y se deja reposar hasta que
se separen en dos fases. La aparicion de color rojo a marron en la fase amilica es indicativo

de un ensayo positivo.
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Color rojo a naranja corresponde a Flavonas
Color rojo carmin Flavonoles y Flavononoles

Color rojo magenta Flavanonas

Determinacion de Saponinas: Permite reconocer en un extracto la presencia de
saponinas, tanto del tipo esteroidal como triterpénica. De modo que, si la extraccion es
alcoholica, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente
durante 5-10 minutos. El ensayo es positivo si aparece espuma en la superficie del liquido

de méas de 2 mm de altura y persiste por mas de 2 minutos.

3.4. Metodologia para la sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de nanoparticulas se siguio la metodologia descrita por Kokila et al.,
[47] con modificaciones experimentales.

Se utiliz6 la mezcla de agua — etanol como solvente de extraccion de la cascara de
banano. Se prepararon nanoparticulas de plata variando factores como tiempo de
maceracion del extracto, la cantidad de extracto, pH, Temperatura y dias de
almacenamiento de las AgNPs. En la tabla no.8 se describen las variables analizadas en

la experimentacion.

Tabla 8. Variables a modificar en la sintesis de AgNPs.

Cantidad de extracto (ul) Tiempo de maceracion (dias)
52 156 260 520 1] 3| 5
Temperatura (°C) pH
27 40 50 60 6 8 10
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Para la elaboracion de nanoparticulas de plata se tomé en cuenta el tiempo de
maceracion del extracto. Se parti0 utilizando el Nitrato de plata quimicamente
puro (AgNO3) como precursor de la plata y se prepar6 una disolucion acuosa de nitrato
de plata a una concentracion de 1 mM.

Se tomaron 5 ml de solucién de nitrato de plata a los que se le afiadieron gota a gota
el extracto de la c&scara de banano a diferentes volumenes (52, 156, 260 y 520 ul), y de
dos a tres gotas de Hidroxido de sodio al 1% para ajustar el pH.

Esta reaccion se la realiz6 bajo agitacion constante, modificando temperaturas de
reaccion (27, 40, 50 y 60°C), valores de pH (6, 8 y 10), asi como la incidencia de los dias
de maceracion (1, 3 y 5 dia), durante 30 minutos. Luego se almacenaron en recipientes
color &mbar a 4°C. Las muestras se realizaron por triplicado para cada variable en estudio.
Adicional se realizé un control de la estabilidad de las AgNPs durante el tiempo (0- 7

dias) de almacenamiento de las nanoparticulas de plata sintetizadas.

3.5. Metodologia para la sintesis de nanocelulosa de raquis de banano

35.1. Caracterizacién de la materia prima (raquis de banano)

Para caracterizar la fibra de raquis de banano se sigui6 una secuencia de métodos de
analisis, principalmente para efectuar la determinacion del contenido de celulosa bajo el

uso de las Normas TAPPI y ASTM descritas en [24].
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Tabla 9. Normativas aplicadas para los analisis de composicidn de raquis de banano.

IAEUNE
Humedad TAPPI T 1205-75
Cenizas TAPPI T211-OM02
Extractos acuosos y organicos ASTM-D1110-84
Celulosa Kruschner y Hoffer

35.2. Determinacion de humedad (TAPPI T1205-75)

Cuantificar la humedad presente en la muestra es necesario para conocer la
composicion de la misma en base seca. Para la determinacion de humedad en el raquis de
banano se pesaron 2 gr de la muestra himeda en una balanza analitica de precision de
0.0001 g, dicha muestra fue llevada a una estufa y secada a 105°C durante 4 horas. Una
vez seca, se retird la muestra del horno y se dej6 enfriar en un desecador por 15 minutos
para finalmente pesarlo. Esta operacion se repitié hasta obtener un peso constante. El
porcentaje de humedad (%H) de la muestra tomada se calcul6 mediante la siguiente

formula.

(M —Ms3)
(M2~ M)

%Humedad =100 x

Donde:
M3; peso del recipiente
M3; peso del recipiente y de la muestra humeda

M3; peso del recipiente y de la muestra seca
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Figura 17. Determinacion de Humedad del raquis de banano: a) Muestras de raquis de
banano, b) Estufa con las muestras de raquis.

35.3. Determinacion de cenizas (TAPPI T211-OM-02)

Con la determinacion de ceniza se conoce la cantidad de sales mineral y materia
inorganica de nuestra biomasa. Para ello los crisoles de porcelana vacios se colocaron
dentro de una mufla a 550°C durante una hora, luego se retiraron y se dejaron enfriar en

un desecador para luego tomar su peso.

Se tomo la fraccion solida de humedad inicial conocida y se pesd dentro del crisol.
Una vez pesada la muestra himeda, se colocaron los crisoles dentro de la mufla a 550°C
por aproximadamente 3 horas. Se apag0 y se dej6 enfriar la mufla hasta poder retirar las

muestras, posteriormente se llevaron al desecador y se pesé rdpidamente.

El porcentaje de cenizas (%Cenizas) referido al material seco con cenizas se calcula

mediante la ecuacion:

%Cenizas = 100 X (M3 — My)
(100 — %H)
(M = My) X 55—
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Donde:

M1 peso del crisol

M2 peso del crisol y de la muestra himeda
M3 peso del crisol y de las cenizas

%H porcentaje de humedad de la muestra

Figura 18. Determinacion de cenizas del raquis de banano a) Mufla con las muestras de
raquis de banano, b) Crisoles con las cenizas de raquis de banano.

354. Determinacion de extractivos Organicos y Acuosos (ASTM D 1110-84)
Extractivos acuosos

Inicialmente el cartucho de extraccion se sec6 a 105°C hasta peso constante. La
muestra seca a 105°C se coloc6 en el cartucho y se montd el sistema de extraccion Soxhlet
con agua caliente, con un reflujo constante durante un tiempo minimo de 6 horas a 100°C.

El conjunto cartucho-muestra fue secado a 105 °C, se enfrié en un desecador y se peso.

El contenido de extractivo acuosos (%EA) con referencia al material seco original se

determina segun la ecuacion:

M.—M
%EA:100><( 3 Mo)

(M3 — M»)
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Donde:
M1 Peso del cartucho soxhlet seco a 105 °C
M2 Peso del sistema cartucho-muestra extraida con agua seco a 105 °C

M3 Peso del sistema cartucho-muestra seco a 105 °C

Extractos Organicos.

Se realiz6 una mezcla de etanol (96%) y tolueno (grado reactivo) relacion 1:2 para
extraer los compuestos orgdnicos. Muestra libre de extractos acuosos se colocé en el
cartucho de extraccion, se montd y se mantuvo el sistema de extraccion soxhlet en reflujo
por un tiempo minimo de 6 horas, regulando la potencia del sistema de calentamiento con
el fin de que la velocidad de vaciado del sifon sea de 4 a 6 veces por hora. Posteriormente

se sec6 el cartucho con el material libre de extractivos a 105°C en una estufa.

El contenido de extractivos organicos (%EQ), se expresa con referencia al material

seco original y se obtiene a partir de la ecuacion:

(My—My)
(M3— My)

%EO =100 x

Donde:

M;; peso del cartucho soxhlet seco a 105 °C

M,; peso del sistema cartucho-muestra extraida con organicos secos a 105 °C
M3; peso del sistema cartucho-muestra seco a 105 °C

My; peso del sistema cartucho-muestra extraido con agua, seco.
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Figura 19. Determinacién de extractivos acuosos y orgéanicos: a) Cartucho con el raquis
de banano montado en el Sistema Soxhlet, b) Cartucho y solucion luego de realizar la
extraccion.

355. Determinacion del contenido de celulosa

Se emple6 el método modificado de Kurschner y Hoffer citado en Giraldo [83] que
consiste en adicionar a 1g de madera anhidra libre de extractos, una mezcla formada por
etanol y acido nitrico concentrado en relacion 4:1, se llevo a reflujo en bafio maria durante
30 minutos, se filtrd repitiendo este proceso dos veces. Al residuo se le realiz6 un lavado
con agua destilada caliente a 60°C por una hora, posteriormente se sometié a un lavado
con una solucion saturada de acetato de sodio, seguido de agua destilada caliente a60°C.
El residuo se secd a una temperatura de 105°C, se enfrié en un desecador y se peso. El
porcentaje de celulosa se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

Por
% Celulosa = o * 100%

Donde:
Por; es el peso seco del residuo (g) y

Po; es el peso anhidro de la muestra (g).
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Figura 20. Determinacion de Celulosa por el método Kurschner y Hoffer: a) Raquis seco
de banano, b) Raquis con acido nitrico y alcohol etilico, ¢) Digestion del raquis de banano,
d) Conversidn de raquis a celulosa luego de las digestiones, e) Filtracion y lavado de la
celulosa a partir del raquis, f) celulosa hiumeda, g) celulosa seca.

3.6. Obtencién de Nanocelulosay NEN — AgNPs

Para la obtencion de nanocelulosa y NEN - AgNPs se siguié la metodologia
reportada por Deepa et al., [54] y Dong et al., [84].

El raquis de banano ya picado fue obtenido de la empresa bananera AgroAereo.
Inicialmente el raquis de banano fue sometido a un proceso de pretratamiento, que
consistié en un lavado con agua para eliminar el latex que exuda de su superficie, luego
se dejé escurrir el exceso de liquido y fue expuesto al ambiente para un pre secado, la
fibra de raquis pre secada se introdujo en un horno a 100°C hasta peso constante. Una vez

seca, se triturd y molié hasta obtener un polvo de raquis de banano.
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Figura 21. Pretratamiento de raquis de banano: a) raquis triturado, b) raquis seco,

¢) molino de bolas cargado con raquis, d) polvo de raquis de banano.

Para el tratamiento quimico el polvo de raquis banano junto con una solucién de
hidroxido de sodio al 2% (relacion 1:10 m/v) se llevaron a un autoclave donde se
sometieron a explosién de vapor a 20 Lbs de presion durante una hora. En esta etapa del
proceso permite deslignificar la muestra.

La muestra libre de lignina se lavé con agua destilada hasta alcanzar un pH de 7. En
la etapa de blanqueo, la muestra sélida resultante fue tratada con clorito de sodio
acidificado al 1% (la solucion de clorito de sodio se acidificd con acido citrico al 10%
llevando la solucién general a pH 2) a razén de 1:15 g/ml respectivamente bajo
calentamiento a bafio Maria a 70°C por una hora, durante esta etapa ocurre la remocién
de hemicelulosa y lignina residual. Pasada la hora de reaccion la muestra de celulosa
blanqueada fue neutralizada con hidroxido de sodio y lavada con agua. La pulpa de
celulosa se llevé a la estufa y se secd a 60°C. Posteriormente, la pulpa de celulosa se
tratd quimicamente con acido oxalico (C,H,0,4) con concentraciones de 5, 7 y 9% (1:15
gr/ml) en un autoclave a 20 libras de presion durante 3 horas, finalizado el tiempo de

reaccion, rapidamente se liberovapor
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generando una caida de presion, las fibras fueron retiradas, filtradas y lavadas con agua

hasta pH neutro.

| =
porie e

Figura 22. Pretratamiento quimico de raquis de banano: a) raquis tratado con NaOH 2%,
b) Raquis de banano en proceso de blangqueamiento, c) pulpa de celulosa blanqueada,
d) celulosa con C,H,0,.

Finalmente, el tratamiento mecéanico consistio en adicionar la celulosa en una
suspension de nanoparticulas de plata hasta obtener un porcentaje de carga del 5% de
Celulosa bajo agitacion magnética constante durante 6 horas. EI nanocompuesto
generado esta constituida por NCF y AgNPs que fue almacenado para posteriores

analisis.

Figura 23. Tratamiento mecanico del raquis de banano: a) celulosa seca luego de ser tratada con C,H,0,,
b) Nanofibras de celulosa y nanoparticulas de plata en suspensién luego de la agitacion.
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Mecanismo de reaccion.

Sintesis de nanoparticulas de plata.
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Sintesis de nanofibras de celulosa y nanocompuesto.
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3.7. Ensayo de eliminacion de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidroxilo)

Se realizaron andlisis de medicion de la capacidad antioxidante con fines de
comparacion de resultados para el extracto de la cascara de banano, las nanoparticulas de

plata y el nanocompuesto obtenido.

Para la preparacion de las muestras se incubd el patron, el reactivo 2,2-difenil-1-
picrilhidroxilo (0,1mM) con metanol durante 24 horas previo al analisis y se almacend en

frascos color ambar a 4 °C.

Posterior a ello, se prepararon alicuotas de 1, 2, 4 y 5 ml de DPPH hasta enrasar con
10 ml de metanol, se hizo empleo del Espectrofotémetro para el analisis, se trabajé a una

longitud de onda de 517 nm.

Figura 24. Prueba DPPH: a) Preparacion del patrén DPPH, b) Alicuotas de DPPH para
calibrar el equipo, ¢) Cambio de coloracion caracteristico de violeta a amarillo.

Se colocaron las alicuotas en las celdas del equipo para realizar la calibracion con la
curva estandar (Tabla no. 10), luego se midio el valor de absorbancia en un tiempo

definido de 15 minutos para cada muestra.
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Tabla 10. Curva estandar de Calibracion del Espectrofotometro UV/Vis.

Curva estandar
Conc. mg/It Abs 517 nm
0,1 0,01
0,2 0,054
0,4 0,112
0,5 0,145
1 1,182

El procedimiento consistio en colocar en una celda 2 ml de la solucion patron DPPH,
y rapidamente afiadir 50 pl de muestra para dar inicio a las lecturas. El % de inhibicién

se calculdé mediante la siguiente formula.

(Abst inicial — Abst final ) "
(Abst inicial)

%Inhibicion = 100

3.8. Ensayos microbiol6gicos

Se realizaron pruebas microbioldgicas para verificar la inhibicion bacteriana en cada
etapa de la sintesis experimental. Se sometieron a estudio dos grupos de bacterias Gram
— positivas (Staphylococcus aureus) y Gram — negativas (Escherichia coli). Bajo el
método de difusion en disco de agar.

Se emplearon cajas Petri preparadas con Agar nutritivo, los cuales se inocularon con
los patogenos de control, se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 37°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizo la lectura de las cajas, registrando la zona

de inhibicion. Las pruebas se realizaron por triplicado.
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Figura 25. Prueba microbioldgica: a) Preparacion de muestras para ensayos
microbioldgicos, b) cajas Petri inoculadas, ¢) Incubadora.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y ANALISIS

4. Resultados de la experimentacion.

4.1. Preparacion del extracto - Eleccion del solvente

Para la preparacion del extracto de la cascara de banano se seleccion6 la mezcla de
agua-etanol como solvente por cumplir con tres de los metabolitos secundarios
cualificados; saponinas, taninos y flavonoides, luego de realizar un tamizaje fitoquimico
a los extractos cascara de banano preparados con los distintos solventes: agua, etanol,
metanol, agua-etanol y agua-metanol. Por analisis cualitativos se observaron mejores
resultados en las mezclas hidroalcoholicas, dando positivo para saponinas, taninos y
flavonoides. La seleccion de la mezcla agua-etanol se realizé tomando en cuenta diversos

factores tanto economicos, ambiental y de funcionalidad final del producto.

4.1.1. Tamizaje Fitoquimico

En la figura 26 se observa la presencia de espuma en la superficie del liquido, lo que
indica la participacion de saponinas solo para los extractos de las mezclas de agua — etanol

y agua metanol.

Figura 26. Prueba de Saponinas: a) Agua, b) Etanol, c) Metanol, d) Agua- Etanol,
e) Agua- Metanol.
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La presencia de taninos es positiva para cuatro de los cinco extractos ensayados, dando
una coloracion azulada, solo el extracto acuoso indica un resultado negativo, al no

presentar un cambio de color significativo, en la figura 27 se observan los resultados.

I I ' u
Figura 27. Prueba de Taninos: a) Agua, b) Etanol, c) Metanol, d) Agua- Etanol,
e) Agua- Metanol.

La coloracion roja / marrdn en la fase amilica es la responsable de dar un resultado
positivo para la prueba de flavonoides, en la figura 28 se observa dicha coloracion s6lo

para los extractos de mezclas de agua — etanol y agua — metanol.

U

!
)0‘
'0 {

Figura 28. Prueba de flavonoides: a) Agua, b) Etanol, c) Metanol, d) Agua- Etanol,
e) Agua- Metanol.
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Tabla 11. Tamizaje fitoquimico de la Cascara de banano (AAA).

Tamizaje fitoquimico

(Metabolitos

secundarios)

Extractos

Solventes empleados | Agua | Alcohol | Alcohol Agua- Agua-
etilico | metilico | Etanol Metanol

Saponinas - - - 4+ F++

Taninos - +++ +++ +++ ++

Flavonoides - - - +++ 4+

Leyenda: (+++) Abundante, (++) Moderado, (+) Presencia, (-) Ausencia

En la tabla no.12 se detalla el tipo de compuesto fitoquimico presente en el extracto

hidroalcoholico seleccionado en base a las observaciones que presentan en el ensayo, y

en la tabla no. 13, las cantidades en que se encuentran.

Tabla 12. Determinacion de compuestos bioactivos en el extracto de la mezcla agua —

etanol.
Metabolito secundario Respuesta Observacion
Saponinas Positivo Presencia de espuma en la superficie
del liquido.
Taninos Positivo Coloracion azul correspondiente a
taninos de tipo pirogalotanicos.
Flavonoides Positivo

Color rojo carmin correspondiente a
Flavonoles y Flavononoles

Tabla 13. Cuantificacion de Metabolitos secundarios.

Parametro

Método Resultados Unidades
Saponinas INEN 1672 1,66 0/100 g
Taninos E.P. (Denis — Folin) 0,16 g/ 100 g
Flavonoides Olga Lock et al 2006 452,0 mg/kg
(Quercetina) (UV)

Fuente: Laboratorios UBA
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4.2. Caracterizacion de las Nanoparticulas de plata (AgNPs)

421. Cambio de color

La formacion de nanoparticulas de plata se ve evidenciada por el cambio de coloracion
de un tono amarillo tenue propio del extracto a un color marrén oscuro, al mezclar la
solucion de nitrato de plata con el extracto, esto ocurre a causa de la excitacion de
resonancia superficial de plasmén (SPR) [85]. Este proceso toma alrededor de 30
minutos, y este nuevo color marron oscuro que se forma, puede deberse a la accion de los
compuestos bioactivos de la cascara de banano al comportarse como agentes reductores
que tienen por funcion reducir los iones de plata a su estado cerovalente, dato que se
demuestra en algunos estudios [75]. Las nanoparticulas obtenidas por esta sintesis verde
mantienen su coloracion durante 45 dias lo cual indica una buena estabilidad de las

nanoparticulas sin que exista aglomeracion de las mismas.

Figura 29. Transcurso del cambio de coloracion durante la formacion de nanoparticulas
de plata.
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42.2. Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es una técnica importante para determinar la formacion y
estabilidad de las nanoparticulas de plata en solucion [76]. Su fundamento consiste en un
proceso de absorcion de una molécula de radiacion electromagnética en un rango
ultravioleta visible (UV-Vis) que va aproximadamente de 200 a 700 nm, dicha absorcion
provoca la excitacion electronica [81], por ello mediante esta técnica se analiza la
resonancia de plasmoén de las AgNPs que se encuentran en un rango aproximado de 400
a 450 nm [76]. Las nanoparticulas de plata sintetizadas fueron analizadas bajo el estudio
de los espectros UV- Vis modificando variables en el proceso. Desde el
Espectrofotémetro Uv-Vis se obtuvo una banda con un pico de absorbancia a la longitud
de onda de 410 nm caracteristica de las nanoparticulas de plata.

3,5
3
2,5

2

15 —e— Extracto

—e— AgNPs

Absrobancia

1
0,5

0
300 400 500 600 700

Longitud de onda

Figura 30. Comparacién de espectros visibles del extracto y nanoparticulas de plata.
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4.2.3. Efecto de la cantidad de extracto

La cantidad de extracto de cascara de banano 6ptima fue de 156 microlitros (ul) en
una cantidad de 5 ml de solucion de Nitrato de plata (AgNO3) 1 mM, para la sintesis de
las nanoparticulas de plata medidas en espectrofotometro a una longitud de onda de 410

nm.

Mediante el Espectrofotometro Uv-Vis, se pudo analizar como afectan diferentes
cantidades de extracto la formacion de nanoparticulas de plata. Al aumentar la cantidad
de extracto existe una elevacion de la concentracion y consigo un aumento de la banda de
resonancia superficial de plasmén (SPR). En algunos estudios se explica como el tamafio
y estabilidad de las nanoparticulas se ven afectados por las variaciones de concentracion
de extracto, Ibrahim [79] menciona que a cantidades bajas puede generarse un pico de
absorbancia, pero en menor intensidad y mas ancho, indicando una menor concentracion
de nanoparticulas y mas dispersas, al incrementar la concentracion del extracto existe méas
posibilidad de que los iones de Ag se reduzcan, sin embargo también hay que tener en
cuenta que si las cantidades de extracto se exceden puede ocasionarse una precipitacion
ya que los iones de plata por encima de su limite pueden ser tdxicos para la proteina propia
del extracto vegetal, en concentraciones elevadas se pueden generar bandas de SPR mas
pequefias, dando tamarios de particulas méas grandes, trabajos desarrollados por Kokila et
al., y Kumar et al., lo confirman [47], [75]. Otras fuentes acotan gque el ensanchamiento
de las curvas refleja la pérdida de estabilidad ocasionando aglomeracion de
nanoparticulas.

En las figuras 31 y 32, se evidencia que la cantidad de 156 microlitros presentd un
mayor pico de absorbancia frente a las otras cantidades de extracto empleadas, y en la
tabla no 14 los valores de concentracion presentes en cada variacion de volumen, los

espectros reflejan lo anteriormente descrito, con una cantidad minima o un exceso de
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extracto en la preparacién de AgNPs, la banda SPR decrece en absorbancia, a su vez, al
existir un incremento excesivo en el volumen del extracto, la longitud de onda es menor,
pero se ensancha mucho mas denotando falta de estabilidad en las nanoparticulas

fabricadas.
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Figura 31. Efecto de la cantidad de extracto sobre la absorbancia de las nanoparticulas
de plata.
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Figura 32. Espectros visibles de nanoparticulas de plata sintetizadas a 27°C y pH 10,
variando la cantidad de extracto.
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Tabla 14. Concentracion de AgNPs a diferentes volimenes de extracto de la cascara de
banano con sus absorbancias respectivas.

Volumen de Absorbancia Concentracion

extracto (ul) (ppm)
52 1,798 358
156 1,989 912
260 1,471 232
520 1,346 187

424. Efecto de la concentracion del Nitrato de Plata

La concentracion de las nitrato de plata no fue un factor que se modifico debido a que
diferentes grupos de trabajo han determinado que la concentracion optima es 1 mM [47],
[81] y [86]. A valores de concentraciones mayores se atribuye un pico de absorbancia que
es menos estable al transcurrir el tiempo, mientras que, a concentraciones menores a 1

mM, las bandas se ensanchan y el valor de absorbancia es inferior.

425. Efecto de los dias de maceracion del extracto

La maceracion del extracto de la cascara de banano fue una variable que se estudié
desde el punto de vista de la concentracidn y estabilidad de las nanoparticulas de plata
sintetizadas y a su vez por presencia de los metabolitos secundarios presentados. Se llevo
un control de las nanoparticulas midiendo su absorbancia y concentracién, mostrados en

la figura 33, y tabla 15.

A la par se realizo el tamizaje fitoquimico de los extractos preparados variando el

tiempo de maceracion para confirmar la presencia de los mismos.
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Figura 33. Efecto de los dias de almacenamiento de las nanoparticulas de plata sobre la
absorbancia leida a diferentes dias de maceracion.

Tabla 15. Concentracion de AgNPs variando los dias de maceracion de la cascara de
banano con sus absorbancias respectivas.

Muestra Dia de Absorbancia Concentracion

macerada almacenamiento (ppm)
(AgNPs)

M1 0 1,976 1080
3 1,971 1077
5 1,953 1076
7 1,875 1069
M3 0 1,982 1079
3 1,985 1083
5 1,989 1085
7 2,002 1085
M5 0 1,953 989
3 1,873 945
5 1,727 894
7 1,504 503

Basado en los ensayos realizados a las maceraciones de los dias 1, 3 y 5 se determind

que el tiempo de maceracion 6ptimo fue del dia 3. La utilizacion del extracto de la cascara
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de banano con 3 dias de maceracién permite sintetizar AgNPs manteniendo su estabilidad
durante los dias de control (0, 3, 5, 7) sin verse afectados los picos de absorbancia, con
concentraciones constantes. A su vez los extractos macerados hasta el ler y 5to dia
presentaron cambios en la estabilidad de las AgNPs, en el macerado que durd un dia, la
absorbancia leida disminuyo levemente, mientras que el macerado que durd 5 dias mostrd
un decrecimiento notable en la absorbancia al transcurso de los dias de almacenamiento
de las AgNPs, al igual que los valores de concentracion presentes. En cuanto al tamizaje
fitoquimico dispuesto en la tabla no. 16, los macerados de los dias 1 y 3 mantuvieron sus
metabolitos, en cambio el macerado que se almacend 5 dias tuvo un cambio en la
cualificacion fitoquimica respecto a la presencia de taninos, la coloracién azul cambié a
verde intensa, confirmandose asi que estos son sensibles a cambios con el transcurso de

los dias.

Tabla 16. Tamizaje fitoquimico de extractos macerados a distintos dias.

Tiempo de Metabolito Extracto Observacion
Maceracion secundario
M1 Saponinas ~ Positivo Presencia abundante de espuma en la superficie del
liquido.
Taninos Positivo Coloracion azul correspondiente a taninos de tipo
pirogalotanicos.
Flavonoides  Positivo Color rojo carmin correspondiente a Flavonoles y
Flavononoles
M3 Saponinas ~ Positivo Presencia abundante de espuma en la superficie del
liquido.
Taninos Positivo Coloracion azul correspondiente a taninos de tipo

pirogalotanicos.

Flavonoides  Positivo Color rojo carmin correspondiente a Flavonoles y
Flavononoles
M5 Saponinas  Positivo Presencia de espuma en la superficie del liquido.
Taninos Positivo ~ Coloracion verde suave correspondiente a taninos de tipo
pirocatecélicos.
Flavonoides  Positivo Color rojo carmin correspondiente a Flavonoles y

Flavononoles
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4.26. Efecto del pH

El efecto del pH se evalud variando tres valores de pH (6, 8 y 10) mediante
espectrofotometria UV-Vis, donde se observaron cambios respecto a la acidez y
basicidad. La formacion de AgNPs se ve afectada principalmente por el pH del mediode
reaccion, cuando el medio es acido es nula la tasa de formacion de nanoparticulas de
plata, mientras que al incrementarse y volverse basico el medio, el valor de la absorbancia
aumenta considerablemente, asi como su concentracion lo que significa que en medios
acidos no existe una buena reduccién de la plata, se necesita de un pH béasico donde

predominan los grupos hidroxilos para obtener una banda de absorcion buena.

Segun estudios en rangos de pH acidos (2 -6) la formacion de AgNPs ocurre de forma
muy lenta, el tamafio de las nanoparticulas es grande y la forma varia restando estabilidad
a las mismas, en tanto que en rangos bésicos (8 - 11) la intensidad del pico de absorcion

aumenta [75].

En el trabajo desarrollado por Algadi et al., [87], se describen cambios en la forma de
las AgNPs sintetizadas, en rangos de pH neutro y ligeramente bésicos (7, 8 y 8.5) las
nanoparticulas son irregulares y esto puede ocurrir por la falta de equilibrio entre
nucleofilos, mientras que AgNPs preparadas en un rango de pH entre 10 a 11, son mas
regulares y de menor tamafio, de forma esférica, resultado de un equilibrio entre los
procesos de nucleacion y crecimiento, asi como del aumento en la tasa de reduccion de la

Ag+.

En la experimentacion, el pH optimo de formacién de AgNPs fue de 10, dados los
resultados mostrados en las graficas, en absorbancias y valores de concentracion, no se

extendio el analisis a un pH mas alcalino en la sintesis debido a que en trabajos similares
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denotan que existe un ensanchamiento de los picos de absorbancia, produciendo AgNPs

mas inestables que se aglomeran.
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Figura 34. Espectros visibles de nanoparticulas de plata sintetizadas variando pH y
condiciones fijas de 27°C y 152 pl de extracto y M3.

Tabla 17. Concentracion de AgNPs variando el pH de la mezcla con sus absorbancias
respectivas.

pHdela  Absorbancia Concentracién

mezcla (ppm)
6 0,401 7
8 1,777 1240
10 1,984 1789
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4.2.7. Efecto de la temperatura

La temperatura es un factor determinante para sintetizar nanoparticulas de plata ya que
incide en su tamafio y forma. Como afirman lbrahim [79], Kumar et al., [75], la
temperatura actda consumiendo los reactivos rapidamente formando nanoparticulas de
tamafo mas pequefio. Al calentar la mezcla de reaccion del extracto con nitrato de plata,
la temperatura acelera la reduccién de iones de plata, aumentando la concentracion, asi
como es notable el cambio de color de la solucion de marrdn claro a un tono mas oscuro
en cuestion de minutos.

Bajo andlisis del espectrofotdbmetro UV-Vis variando temperaturas de reaccion (27,
40, 50 y 60°C) en la formacion de AgNPs, se determind que la temperatura 6ptima de
reaccién es de 60° C por incrementarse la banda de absorbancia, sin presentar un pico
ancho y mostrar una concentracion elevada en comparacion con las demas variaciones de

temperatura, en la figura 35 y tabla 18 se observan las diferencias.
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Figura 35. Espectros visibles de nanoparticulas de plata sintetizadas variando la
temperatura y manteniendo condiciones fijas de Ph 10, 152 ul de extracto y M3.
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Tabla 18. Concentracion de AgNPs variando la temperatura de la mezcla con sus
absorbancias respectivas.

Temperatura Absorbancia Concentracion

°C (ppm)
27 1,832 1089
40 1,842 902

50 2,072 1950
60 2,402 2388

En base a las experimentaciones realizadas para cada variable respecto a los valores

de absorbancia y concentracion, se lograron definir las condiciones finales de

optimizacion en la sintesis de AgNPs. En la siguiente tabla se detallan los resultados

Tabla 19. Condiciones dptimas experimentales para la sintesis de AgNPs.

Cantidad de extracto Dia de pH | Temperatura | Absorbancia | Concentracion
de céscara de banano | macerado (°C) (ppm)

(D) del extracto

156 3 10 60 2,402 2388

4.3.Composicién del raquis de banano y rendimiento de nanocelulosa

Previo a la fase experimental se determind la composicién del raquis de banano cuyos

resultados se observan en la tabla no. 20 en la que se evidencia el elevado porcentaje de

humedad que contiene la fibra, asi como el porcentaje de Celulosa.
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Tabla 20. Composicidon del raquis de banano.

Anélisis Valor (%)
Humedad 90,6
Cenizas 8,84
Extractos acuosos 24,87
Extractos organicos 4,02
Celulosa 41

El contenido de celulosa presente en el raquis de banano fue extraido mediante la

aplicacion de tratamientos fisico - quimicos y llevado a escala nanométrica logrando un

rendimiento promedio de 36,41 % tabulado en la tabla no. 21, existiendo un porcentaje

de perdida de aproximadamente 5 % en comparacion al contenido celulésico registrado

en la tabla no 20, posiblemente producto de la manipulacién en el proceso. Basado en

los rendimientos obtenidos y el trabajo realizado por Deepa et al., [54] el promedio de

acido oxalico seleccionado fue de 5% para preparar la nanocelulosa como parte del

proceso de produccion del nanocompuesto.

Tabla 21. Rendimiento nanoceluldsico del procedimiento empleado.

; Ac. .
Muestra Raquis _C_e!ulosa Oxalico Nanocelulosa Rendimiento Promedio
(gn) inicial (gr) C (ar) (%)
onc.

A 7 2,87 5 0,95 33,1
36,41

A 7 2,87 5 1,14 39,72

B 7 2,87 7 0,93 32,4
35,02

B' 7 2,87 7 1,08 37,63

C 7 2,87 9 1,07 37,28
36,94

C 7 2,87 9 1,05 36,59
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4.4, Ensayos de laboratorio para NCF, AgNPs y NEN-AgNPs.
44.1. Determinacion de la Capacidad antioxidante DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidroxilo)

La capacidad antioxidante se midié usando el Espectrofotometro UV — Vis. Este
método consiste en la reaccion entre el radical libre estable (DPPH) con un elemento
antioxidante, el DPPH recepta un radical de hidrégeno que le cede el antioxidante
reduciéndose para convertirse en una molécula diamagnética. En la experimentacion, si
existe un buen porcentaje de inhibicion, se aprecia un cambio de color de violeta a
amarillo debido a la reduccién del DPPH a difenilpicrilhidrazina [47].

En las figuras 36, 37 y 38 se observan los espectros visibles de cada ensayo, donde se
expresa la relacion de las absorbancias en el transcurso del tiempo de andlisis, datos

necesarios para determinar los % de inhibicién.
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Figura 36. Espectro visible del grado de inhibicion del extracto de la cascara de banano.
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Figura 37. Espectro visible del grado de inhibicion del AgNPs.
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Figura 38. Espectro visible del grado de inhibicion del NEN - AgNPs propuesto.
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La actividad antioxidante del nanocompuesto fue de 72,16%, sin embargo, el mayor
incremento de inhibicion se observo en las AgNPs sintetizadas (71,57%) en comparacion
con el extracto puro (62,5%) existiendo un aumento de la capacidad antioxidante gracias
al poder reductor de los compuestos bioactivos presentes en la cascara al reducir los iones

de Ag+.

A pesar de que el extracto presenta un buen porcentaje de inhibicion, y su participacion
en la sintesis de AgNPs es esencial para la reduccion de iones plata a su estado elemental,
la reduccion de tamafio a escala nanomeétrica hace que mejore sus capacidades de
inhibicion existiendo una relacion directa de la capacidad antioxidante con el poder

cicatrizante.

En el afio 2016, Padilla—Camberos et al., [8] demostraron que la capacidad
antioxidante desempefia un papel importante en la cicatrizacién de heridas, obteniendo
porcentajes de actividad antioxidante de 89, 90 y 34 % respectivamente para extractos

metanolicos, hexandicos y cloroférmico en heridas en ratas de laboratorio.
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Tabla 22. Porcentaje de actividad antioxidante de los productos obtenidos en la
experimentacion.

Muestra Actividad antioxidante (%)
Extracto 62,5
Nanoparticulas de plata 71,57
NEN - AgNPs 72,16

442. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Las pruebas microbioldgicas realizadas por el método de difusién en disco de agar
arrojaron resultados de inhibicion mayores para bacterias Gram negativas en las muestras
ensayadas, y esto puede atribuirse a que las bacterias Gram negativas poseen una capa

maés fina de peptidoglicano.

Esto se ha observado en repetidos estudios, incluido Mohammadlou et al., [76] donde
se menciona que la actividad microbiol6gica es mayor para las bacterias Gram negativas
debido a que cuentan con una capa de peptidoglicano mas fina, mientras que, las Gram
positivas poseen una capa de peptidoglicano mas gruesa, de estructura rigida de dificil

penetracidn por parte de las nanoparticulas de plata [47].

En la tabla no. 23 se detallan los didmetros de inhibicion presentados en patdgenos

E. coli y Staphylococcus aureus.
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Tabla 23. Actividad antimicrobial para bacterias Gram Positivas y Gram Negativas.

] Zona de Inhibicién (mm)

Microorganismo Extracto de la AgNPs NEN — AgNPs Ciprofloxacina
cascara de (Antibidtico de
banano control)
Escherichia coli 10 27 15 39
Staphylococcus aureus 5 16 12 35

NEN-AgNPs \ I NEN-AgNPs

. Lo Antibiético
Extracto Antibiético

Figura 39. Prueba microbioldgica: a) Actividad antibacterial de muestras para la
bacteria Escherichia coli, b) Actividad antibacterial de muestras para la bacteria
Staphylococcus aureus.
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443. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La técnica SEM se utiliz6 para la determinacion del tamafio y morfologia de las

nanoparticulas de plata, nanocelulosa y NEN — AgNPs
Caracterizacion de las nanoparticulas de plata.

Se observaron nanoparticulas de plata de forma esférica, con una distribucion de

tamario mayoritario de aproximadamente 24 nm.

SEM HV: 25.0 kV WD: 5.73 mm MIRA3 TESCAN

View field: 3.77 pm Det: TE-BF 1pm
SEM MAG: 55.0 kx Date(m/d/y): 08/03/18 CENCINAT

100

Frecuencia (%)

53 82 111 140
b Tamafio de particula (nm)

Figura 40. Analisis de nanoparticulas de plata sintetizadas: a) Imagen de AgNPs desde un SEM
proporcionadas por el laboratorio CENCINAT de la ESPE, b) Histograma de distribucion de tamafio de
AgNPs.
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Caracterizacion de nanofibras de celulosa

Mediante analisis SEM las nanofibras de celulosa mostraron dimensiones que van

aproximadas de 32 nm de didmetro y longitudes que varian desde 0.3 a 2.1 um.

SEM HV: 25.0 kV WD: 5.80 mm | I | MIRA3 TESCAN

View field: 8.33 ym Det: TE-BF 2pm

SEM MAG: 24.9 kx |Date(m/dly): 08/03/18

CENCINAT

@y

Frecuencia (%)

32 45 58 71 84 97
Didmetro NCF (nm)

()

Frecuencia (%0)

462 766 1070 1374 1678 1982

Longitud NCF (nm)

Figura 41. Analisis de nanocelulosa sintetizada: a) Imagen de NCF desde un SEM
proporcionadas por el laboratorio CENCINAT de la ESPE, b) Histograma de
distribucion de tamafio de NCF.
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Caracterizacion de NEN - AgNPs

En la imagen SEM vy distribucion de tamarfios reportada para el NEN - AgNPs se

observo una mayor frecuencia de diametros entre los 64 - 82 nm.

SEM MV: 25.0 kV WOD: 6.02 mm MIRA3 TESCAN
View fieid: 5.93 pm Det: TE-BF
SEM MAG: 35.0 kx Date(midly): 080318 CENCINAT

Frecuencia %)

b 37 55 73 91 109 127 145
Tamafo de particula (nm)

Figura 43. Anélisis de NEN-AgNPs sintetizada: a) Imagen de NEN — AgNPs desde un SEM
proporcionadas por el laboratorio CENCINAT de la ESPE, b) Histograma de distribucion de
tamafio de NEN — AgNPs
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CONCLUSIONES

La seleccion de la mezcla agua — etanol como solvente de extraccién de metabolitos
secundarios de la cascara de banano resultd positiva en el ensayo para saponinas, taninos
y flavonoides de forma cualitativa y mediante métodos cuantitativos desarrollados por el
laboratorio UBA, obteniendo cantidades de 1,16 g/ 100 g de saponinas, 0,16 g/100 g de

taninos y 452 mg/kg de flavonoides expresados en valores de quercetina.

Se verifico de manera visual la formacion de AgNPs mediante colorimetria por su
tonalidad marrén oscuro, la presencia de Ag se confirm6 mediante Espectrofotometria
UV - Vis, con picos de absorbancia a una longitud de onda de 410 nm. Su forma y tamafio
se analizaron a través del equipo de Microscopia electronica de barrido (SEM) dando

como resultado AgNPs de tamafio aproximadamente de 24 nm y de forma esférica.

El contenido de celulosa del raquis de banano fue de 41% basado en el método de
Kurschner y Hoffer. En la experimentacidn, al raquis de banano se le aplicé tratamientos
fisico - quimicos mostrando un rendimiento de 36,4% obteniendo nanofibras de celulosa

con tamafios de 32 nm de diametro y de 0,3 a 2,1 um de longitud observados por un SEM.

Debido a la biocompatibidad caracteristica de la nanocelulosa, esta presenta la
capacidad de receptar nanometales como la plata gracias a los grupos OH dispuestos en
su superficie modificandose asi las nanofibras de celulosa, por ello existe un dopaje de

las AgNPs en la estructura de la nanocelulosa obteniendo un nanocompuesto.

La capacidad antioxidante y antibacterial del NEN - AgNPs fue demostrada por
técnicas experimentales de laboratorio, la primera por eliminacién del radical libre DPPH,
resultando un 72,16% de capacidad antioxidante. EI NEN - AgNPs posee un mejor

porcentaje de actividad antioxidante en comparacién con las AgNPs y el extracto de
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banano. Esto podria deberse indirectamente al nimero de grupos —OH presentes en la
superficie de su estructura, que hacen de las nanofibras de celulosa un agente estabilizante

para las AgNPs evitando la aglomeracion y el funcionamiento de las mismas.

Por otra parte, la actividad antibacterial del NEN — AgNPs se evidencid tanto en
bacterias Gram positivas y Gram negativas, mostrando un halo de inhibicion de 12 y 15
mm respectivamente. Sin embargo, la inhibicion bacteriana esta protagonizada por las
nanoparticulas de plata a pesar que en bacterias Gram positivas el halo de inhibicion es

menaor.
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RECOMENDACIONES

Considerar otros métodos que permitan optimizar los procesos de extraccion sin

afectar la calidad de compuestos bioactivos presentes en diferentes fuentes vegetales.

Se recomienda implementar la utilizacion de agentes de estabilizacion que permitan
mantener en el tiempo la formacion, tamafio y dispersion de las nanoparticulas asi como

evitar la agregacion de las mismas.

Para la sintesis de nanoparticulas de plata existen variables que juegan un rol
importante como lo son: el pH, la temperatura, concentracion de nitrato de plata, tiempo
de macerado y volumen de extracto, no obstante, las tres ultimas variables mencionadas
van a depender directamente del tipo de agente reductor con el que se trabaje. Por lo tanto
se recomienda evaluar otras fuentes ricas en metabolitos secundarios que actien como

agentes eficientes en la reduccion de Ag *y estabilizacion de AgNPs.

Emplear un homogenizador de alta presion para optimizar el proceso de obtencion del

nanocompuesto.

Se recomienda realizar analisis mas exhaustivos para la caracterizacion del NEN -
AgNPs entre ellos Difraccion de rayos X (XRD), Espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), Difraccion de luz dindmica (DLS), Microscopia

electronica de transmision (TEM) y Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

99



BIBLIOGRAFIA

[1] C.Gomez H. et al., “Vegetable nanocellulose in food science: A review,” Food

Hydrocoll., vol. 57, pp. 178-186, 2016.

[2] S.Jain and M. S. Mehata, “Medicinal Plant Leaf Extract and Pure Flavonoid
Mediated Green Synthesis of Silver Nanoparticles and their Enhanced

Antibacterial Property,” Sci. Rep., vol. 7, no. 1, pp. 1-13, 2017.

[3] H.V Lee, S. B. A. Hamid, and S. K. Zain, “Conversion of Lignocellulosic
Biomass to Nanocellulose: Structure and Chemical Process,” Sci. World J., vol.

2014, p. 631013, 2014.

[4] B. Prakash, C. H. Sumangala, G. Melappa, and C. Gavimath, “Evaluation of
Antifungal activity of Banana peel against Scalp Fungi,” Mater. Today Proc.,

vol. 4, no. 11, pp. 11977-11983, 2017.

[5] M. F. Deumaga et al., “Genotype contribution to the chemical composition of
banana rachis and implications for thermo/biochemical conversion,” Biomass

Convers. Biorefinery, vol. 5, no. 4, pp. 409-416, 2015.

[6] M. Monge, “Nanoparticulas de plata: métodos de sintesis en disolucion y

propiedades bactericidas,” Investig. Quim., no. August, pp. 33—-41, 20009.

[7 M. Prakash, R. Selvakumar, P. Suresh, and S. Ramakrishna, “Extraction and
modification of cellulose nanofibers derived from biomass for environmental

application,” R. Soc. Chem., no. 7, pp. 42750-42773, 2017.

[8] E. Padilla, A. Canales, J. Flores, and C. Barragan, “Wound healing and
antioxidant capacity of Musa paradisiaca Linn . peel extracts,” Wound Heal.

Antioxid. Capacit. Musa Parad. Linn. peel Extr., vol. 4, no. January, pp. 165—

100



El

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

173, 2016.

A. Aboul, Z. Salama, A. Gaafar, H. Aly, F. Elella, and H. Ahned, “Research
Article Identification of phenolic compounds from banana peel ( Musa
paradaisica L .) as antioxidant and antimicrobial agents,” J. Chem. Pharm. Res.,

vol. 8, no. 4, pp. 46-55, 2016.

L. Cardefio and M. Londofio, “Sintesis verde de nanoparticulas de plata mediante
el uso del ajo (Allium sativum ) Sintesis verde de nanoparticulas de plata
mediante el uso del ajo ( Allium sativum ),” Soluciones Postgrado EIA, pp. 126

137, 2014.

A. K. Kumar and S. Sharma, “Recent updates on different methods of
pretreatment of lignocellulosic feedstocks: a review,” Bioresour. Bioprocess.,

vol. 4, no. 7, 2017.

G. Ehiowemwenguan, Emoghene, and J. E. Inetianbor, “Antibacterial and
phytochemical analysis of Banana fruit peel,” IOSR J. Pharm., vol. 4, no. 8, pp.

2250-3013, 2014.

R. Gonzélez, M. G. Lobo, and M. Gonzalez, “Antioxidant activity in banana peel
extracts: Testing extraction conditions and related bioactive compounds,” Food

Chem., vol. 119, no. 3, pp. 1030-1039, 2010.

H. T. Vu, C. J. Scarlett, and Q. V. Vuong, “Phenolic compounds within banana
peel and their potential uses: A review,” J. Funct. Foods, vol. 40, no. July 2017,

pp. 238-248, 2018.

D. E. Carchi Maurat, “Aprovechamiento de los residuos agricolas provenientes

del cultivo de banano para obtener nanocelulosa,” Cuenca, 2014.

101



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

J. Lee, C. J. Houtman, H. Kim, I. Choi, and T. W. Jeffries, “Scale-up study of
oxalic acid pretreatment of agricultural lignocellulosic biomass for the production

of bioethanol,” Bioresour. Technol., vol. 102, no. 16, pp. 7451-7456, 2011.

R. Pezoa, “Estudio de pretratamiento con acido diluido y liquidos idnicos en
residuos agricolas para la produccion de bioetanol de segunda generacion,” Chile,

2010.

M. Chavez and M. Domine, “Lignina , estructura y aplicaciones: métodos de
despolimerizacién para la obtencion de derivados aromaticos de interés

industrial,” Av. en Ciencias e Ing., vol. 4, no. 4, pp. 15-46, 2013.

E. Abraham et al., “Extraction of nanocellulose fibrils from lignocellulosic
fibres: A novel approach,” Carbohydr. Polym., vol. 86, no. 4, pp. 1468-1475,

2011.

J. Cai et al., “Review of physicochemical properties and analytical
characterization of lignocellulosic biomass,” Renew. Sustain. Energy Rev., vol.

76, no. January, pp. 309-322, 2017.

M. Bilal, M. Asgher, H. M. N. Igbal, H. Hu, and X. Zhang, “Biotransformation
of lignocellulosic materials into value-added products—A review,” Int. J. Biol.

Macromol., vol. 98, pp. 447-458, 2017.

M. Raud, M. Tutt, J. Olt, and T. Kikas, “Dependence of the hydrolysis efficiency
on the lignin content in lignocellulosic material,” Int. J. Hydrogen Energy, vol.

41, no. 37, pp. 16338-16343, 2016.

S. Morales, “Hidrdlisis acida de celulosa y biomasa lignoceluldsica asistida con

liquidos i6nicos,” Universidad Autonoma de Madrid, 2015.

102



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

S. R. Perea, “Recuperacion de celulosa en un residuo forestal mediante liquidos
lonicos.,” Centro de investigaciones de investigaciones en materiales avanzados,

2016.

A. M. Sanchez Riafio and C. A. Gutiérrez Morales, A. . Mufioz Hernandez, J. A.
Rivera Barrero, “Produccion de bioetanol a partir de subproductos
agroindustriales lignocelul6sicos Bioethanol Production from agroindustrial

lignocellulosic byproducts,” Tumbaga, vol. 5, pp. 61-91, 2010.

E. A. A. Zamora, “Identificacion del mecanismo de solvatacion de biomasa

lignoceluldsica con liquidos idnicos,” Universidad Nacional de Colombia, 2013.

R. J. Moon, A. Martini, J. Nairn, J. Youngblood, A. Martini, and J. Nairn,
“Cellulose nanomaterials review: structure , properties and nanocomposites,”

Chem. Soc. Rev., vol. 40, no. 7, pp. 3941-3994, 2011.

H. Charreau, M. L. Foresti, and A. Vazquez, “Nanocellulose patents trends: a
comprehensive review on patents on cellulose nanocrystals, microfibrillated and
bacterial cellulose.,” Recent Pat. Nanotechnol., vol. 7, no. 1, pp. 56-80, Jan.

2013.

H. Shaghaleh, X. Xu, and S. Wang, “RSC Advances materials based on cellulose
, cellulose nano fi bers , and cellulose derivatives,” RSC Adv., vol. 8, no. 2, pp.

825-842, 2018.

A. Casas, “Disolucion de madera de ‘pinua radiata’ y ‘eucalyptus globulus’ en
liquidos ionicos basados en cation 1- alquil-3-metilimidazolio y regeneracionde
celulosa y lignina,” Universidad Complutense de Madrid, 2013.

H. Xie, H. Du, X. Yang, and C. Si, “Recent Strategies in Preparation of Cellulose

103



Nanocrystals and Cellulose Nanofibrils Derived from Raw Cellulose Materials,”

Int. J. Polym. Sci., vol. 2018, pp. 1-25, Apr. 2018.

[32] H. Kargarzadeh et al., “Advances in cellulose nanomaterials,” Cellulose, vol. 25,

no. 4, pp. 2115-2189, 2018.

[33] H. Shaghaleh, X. Xu, and S. Wang, “Current progress in production of
biopolymeric materials based on cellulose, cellulose nanofibers, and cellulose

derivatives,” RSC Adv., vol. 8, no. 2, pp. 825-842, 2018.

[34] K. Moreira, “Reutilizacion de residuos de la cascara de bananos (musa
paradisiaca) y platanos (musa sapientum) para la produccién de alimentos

destinados al consumo humano.,” Universidad de Guayaquil, 2013.

[35] M. Z.Imam and S. Akter, “Musa paradisiaca 1. and musa sapientum . : A
phytochemical and pharmacological review,” J. Appl. Pharm. Sci., vol. 1, no. 5,

pp. 14-20, 2011

[36] G. T. Pilco, “Caracterizacion bromatologica de la cascara de Banano (musa
paradisiaca) y posterior extraccion e identificacion de la fracciéon con mayor

actividad antimicrobiana.,” Universidad Central del Ecuador, 2017.

[37] C. Tigasi, “‘Cultivo de alta densidad en banano (Musa paradisiaca Var.

Cavendish),”” Universidad Tecnica de Cotopaxi, La Mana, 2017.

[38] C. A.Romero, El Banano Peruano, MINAGRI-. 2014.

[39] S. Azizuddin, S. Ghafoor, A. Qadeer, and T. Makhmoor, “Evaluation of Physico-
Chemical and Antioxidant Properties in Different Varieties of Banana ( Musa
acuminata ), Indigenous to Pakistan,” J.Chem.Soc.Pak, vol. 36, no. 6, pp. 1088—

1095, 2014.

104



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

T. A. Anyasi, A. I. O. Jideani, and G. R. A. Mchau, “Functional properties and
postharvest utilization of commercial and noncommercial banana cultivars,”

Compr. Rev. Food Sci. Food Saf., vol. 12, no. 5, pp. 509-522, 2013.

AEBE, “Banano: la fruta mas comercializada a nivel mundial - AEBE,” 2018.

FAOSTAT, “Proporcién de produccion de Bananos por region.” .

INIAP, “Banano, platano y otras musaceas | Instituto Nacional de Investigaciones

Agropecuarias.” .

J. C. Mora, M. Esquivel, M. Duran, and R. Zamora, “Obtencion y evaluacion de
mezclas de polipropileno con fibras de raquis de banano (musa AAA),” Rev.

Iberoam. Polimeros Vol. Iber. Polimeros, vol. 16, no. 162, pp. 91-111, 2015.

A. B. Guerrero, |. Ballesteros, and M. Ballesteros, “The potential of agricultural
banana waste for bioethanol production,” Fuel, vol. 213, no. October 2017, pp.

176-185, 2018.

M. Sibaja, P. Alvarado, R. Pereira, and M. Moya, “Composites from banana tree
rachis fibers (Musa Giant Cavendish AAA),” Prod. use biocompatible Mater.,

pp. 2-7, 2014,

T. Kokila, P. S. Ramesh, and D. Geetha, “Biosynthesis of silver nanoparticles
from Cavendish banana peel extract and its antibacterial and free radical
scavenging assay: a novel biological approach,” Appl. Nanosci., vol. 5, no. 8, pp.

911-920, 2015.

R. S. S. Fatemeh, A. Abbas and M. Azhar, “Total phenolics , flavonoids and
antioxidant activity of banana pulp and peel flours: Influence of variety and stage

of ripeness Total phenolics , flavonoids and antioxidant activity of banana pulp

105



[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

and peel flours: influence of variety and stage of ripe,” Int. Food Res. J., vol. 3,

no. January, pp. 1041-1046, 2012.

A. Blanco, M. C. Monte, C. Campano, A. Balea, N. Merayo, and C. Negro,

Nanocellulose for Industrial Use. Madrid: Elsevier Inc., 2018.

P. Phanthong, P. Reubroycharoen, X. Hao, and G. Xu, “Nanocellulose:
Extraction and application,” Carbon Resour. Convers., vol. 1, no. 1, pp. 32-43,

2018.

H. P. S. A. Khalil, A. H. Bhat, and A. F. 1. Yusra, “Green composites from
sustainable cellulose nanofibrils: A review,” Carbohydr. Polym., vol. 87, no. 2,

pp. 963-979, 2012.

T. Abitbol et al., “Nanocellulose , a tiny fiber with huge applications,” Curr.

Opin. Biotechnol., vol. 39, no. I, pp. 76-88, 2016.

A. F. Jozala, L. C. De Lencastre-novaes, A. M. Lopes, V. D. C. Santos-ebinuma,
P. G. Mazzola, and A. Pessoa-jr, “Bacterial nanocellulose production and
application : a 10-year overview,” Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 100, no. 5,pp.

2063-2072, 2016.

B. Deepa et al., “Utilization of various lignocellulosic biomass for the production
of nanocellulose: a comparative study for the production of nanocellulose: a

comparative study,” ResearchGate, vol. 22, no. January, pp. 1075-1090, 2015.

H. Tibolla, F. M. Pelissari, M. I. Rodrigues, and F. C. Menegalli, “Cellulose
nanofibers produced from banana peel by enzymatic treatment: Study of process

conditions,” Ind. Crop. Prod., vol. 95, pp. 664-674, 2017.

H. Tibolla, F. M. Pelissari, J. T. Martins, A. A. Vicente, and F. C. Menegalli,

106



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

“Cellulose nano fi bers produced from banana peel by chemical and mechanical
treatments: Characterization and cytotoxicity assessment,” Food Hydrocoll., vol.

75, pp. 192-201, 2018.

R. Zuluaga, J. L. Putaux, J. Cruz, J. Vélez, I. Mondragon, and P. Gafan,
“Cellulose microfibrils from banana rachis: Effect of alkaline treatments on
structural and morphological features,” Carbohydr. Polym., vol. 76, no. 1, pp.

51-59, 20009.

A. Khalid, R. Khan, M. Islam, T. Khan, and F. Wahid, “Bacterial cellulose-zinc
oxide nanocomposites as a novel dressing system for burn wounds,” Carbohydr.

Polym., vol. 164, pp. 214-221, May 2017.

A. Avalos and E. Perez, “Metabolismo secundario de plantas,” Reduca Biol. Ser.

Fisiol. Veg., vol. 2, no. 3, pp. 119-145, 2009.

A. Pereira and M. Maraschin, “Banana (Musa spp) from peel to pulp:
Ethnopharmacology, source of bioactive compounds and its relevance for human

health,” J. Ethnopharmacol., vol. 160, pp. 149-163, 2015.

A. K. Anal, S. Jaisanti, and A. Noomhorm, “Enhanced yield of phenolic extracts
from banana peels (Musa acuminata Colla AAA) and cinnamon barks

(Cinnamomum varum) and their antioxidative potentials in fish oil,” J. Food Sci.

Technol., vol. 51, no. 10, pp. 2632-2639, 2012.

S. Pareek, “Nutritional and Biochemical Composition of Banana (Musa spp.)
Cultivars,” in Nutritional Composition of Fruit Cultivars, India: Elsevier Inc.,
2015, pp. 49-81.

B. Adamczyk et al., “Tannins can slow-down but also speed-up soil enzymatic

107



[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[68]

[70]

[71]

activity in boreal forest,” Soil Biol. Biochem., vol. 107, pp. 6067, 2017.

C. Moctezuma, A. Hammerbacher, M. Heil, J. Gershenzon, R. Méndez, and K.
Oyama, “Specific Polyphenols and Tannins are Associated with Defense Against
Insect Herbivores in the Tropical Oak Quercus oleoides,” J. Chem. Ecol., vol. 40,

no. 5, pp. 458-467, 2014.

B. Adamczyk, J. Simon, V. Kitunen, S. Adamczyk, and A. Smolander, “Tannins
and Their Complex Interaction with Different Organic Nitrogen Compounds and
Enzymes: Old Paradigms versus Recent Advances,” ChemistryOpen, vol. 6, no.

5, pp. 610-614, 2017.

M. Palma, M. Sotoz, and E. Aguirre, “Flavonoids in Agriculture,” in Flavonoids
- From Biosynthesis to Human Health, Intech., no. August, Intech- World’s
largest Science, Technology & Medicine Open Access book publisher, 2017, pp.

190-201.

A. Amer, “Biotechnology approaches for in vitro production of flavonoids,” J.

Microbiol. Biotechnol. food Sci., no. May, 2018.

K. Marobela, F. Ghislain, H. Okatch, and R. Majinda, “Polyphenols: A Diverse
Class of Multi-Target Anti-HIV-1 Agents,” Curr. Drug Metab., vol. 14, pp. 392—

413, 2013.

R. Bissinger, P. Modicano, S. Honisch, M. Abed, and F. Lang, “Effect of saponin

on erythrocytes,” Int. J. Hematol., vol. 100, no. March, pp. 51-59, 2015.

J. Troisi et al., “Saponins,” 2015.

M. Peng, Y. X. Yi, T. Zhang, Y. Ding, and J. Le, “Stereoisomers of Saponins in

Panax notoginseng ( Sangi ): A Review,” Front. Pharmacol., vol. 9, no. March,

108



[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

pp. 1-18, 2018.

H. T. Vu, C. J. Scarlett, and Q. V. Vuong, “Optimization of ultrasound-assisted
extraction conditions for recovery of phenolic compounds and antioxidant
capacity from banana (Musa cavendish) peel,” J. Food Process. Preserv., vol. 41,

no. 5, pp. 1-14, 2016.

P. Mathur, S. Jha, S. Ramteke, and N. K. Jain, “Pharmaceutical aspects of silver
nanoparticles,” Artif. Cells, Nanomedicine, Biotechnol., vol. 0, no. 0, pp. 1-12,

2017.

M. Ahamed, M. A. Majeed Khan, M. K. J. Siddiqui, M. S. Alsalhi, and S. A.
Alrokayan, “Green synthesis, characterization and evaluation of biocompatibility
of silver nanoparticles,” Phys. E Low-Dimensional Syst. Nanostructures, vol. 43,

no. 6, pp. 1266-1271, 2011.

R. Kumar, G. Ghoshal, A. Jain, and M. Goyal, “Rapid Green Synthesis of Silver
Nanoparticles (AgNPs) Using (Prunus persica) Plants extract: Exploring its
Antimicrobial and Catalytic Activities,” J. Nanomed. Nanotechnol., vol. 08, no.

04, 2017.

M. Mohammadlou, H. Maghsoudi, and H. Jafarizadeh-Malmiri, “A review on
green silver nanoparticles based on plants: Synthesis, potential applications and

eco-friendly approach,” Int. Food Res. J., vol. 23, no. 2, pp. 446-463, 2016.

Y. Mirgorod, V. Borodina, and N. A. Borsch, “Investigation of Interaction
between Silver lons and Rutin in Water,” Biophysics (Oxf)., vol. 58, no. May

2015, pp. 947-952, 2013.

S. Ahmed, S. Ullah, M. Ahmad, B. L. Swami, and S. Ikram, “Green synthesis 0of

109



silver nanoparticles using Azadirachta indica aqueous leaf extract,” J. Radiat.

Res. Appl. Sci., vol. 9, no. 1, pp. 1-7, 2015.

[79] H.M. M. Ibrahim, “Green synthesis and characterization of silver nanoparticles
using banana peel extract and their antimicrobial activity against representative

microorganisms,” J. Radiat. Res. Appl. Sci., vol. 8, no. 3, pp. 265-275, 2015.

[80] A. Narayanamma, ‘“Natural Synthesis of Silver Nanoparticles by Banana Peel
Extract and as an Antibacterial Agent,” J. Polym. Text. Eng., vol. 3, no. 1, pp.

17-25, 2016.

[81] F.N. Domenech Gordillo, “Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata
usando extracto de hojas de Ambrosia arborescens (marco) como reductor

quimico,” Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, 2017.

[82] A.Madanand A. S. Nandane, “Development of Active Modified Atmosphere

Lab Scale Setup to Study the Effect on Shelf-life of Banana,” no. April, 2014.

[83] G. Giraldo, “Cuantificacion de celulosa proveniente de residuos de la industria
del mueble,” EIDENAR, 2009. [Online]. Available:
http://revistaeidenar.univalle.edu.co/revista/ejemplares/8/d.htm. [Accessed: 19-

Aug-2018].

[84] H.Dong, J. F.Snyder, D. T. Tran, and J. L. Leadore, “Hydrogel , aerogel and
film of cellulose nanofibrils functionalized with silver nanoparticles,”

Carbohydr. Polym., vol. 95, no. 2, pp. 760-767, 2013.

[85] A. Baghizadeh et al., “Green synthesis of silver nanoparticles using seed extract
of Calendula officinalis in liquid phase,” J. Mol. Lig., vol. 207, no. July 2015, pp.

159-163, 2015.

110


http://revistaeidenar.univalle.edu.co/revista/ejemplares/8/d.htm

[86] M. Vanaja and G. Annadurai, “Coleus aromaticus leaf extract mediated synthesis
of silver nanoparticles and its bactericidal activity,” Appl. Nanosci., vol. 3, pp.

217-223, 2013.

[87] M. Algadi, O. Noqtah, F. Alzoubi, J. Alzouby, and K. Aljarrah, “pH effect on the
aggregation of silver nanoparticles synthesized by chemical reduction,” Mater.

Sci., 2014.

111



ANEXOS

JAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

ruanon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
ACTA DE ENTREGA
ACTA N°: SEM18_AGO_03
‘Numero de paginas: 1
Solicitado por: ROBERTO LUNA
Autor informe: Prof. Carlos Arroyo, Ph.D.
Direccién: Av. General Ruminahui S/N
Fecha de emision: 08/03/2018

GENERALIDADES: En referencia a la FACTURA N° 001-001-000051489 emitida por la empresa publica
ESPE-INNOVATIVA de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, se completé una hora de uso
contratadas por el cliente con la observacion de 4 muestras de Nanocompuestos, Nanocelulosa y
Nanoparticulas de Plata en el microscopio electrénico de barrido (SEM), alto vacio, TESCAN MIRA3 FEG del
iaboratorio de Caracierizacion de Nanomateriales de ia ESPE

METODOLOGIA: Cada una de las muestras entregadas por el solicitante fueron depositadas sobre un
portamuestras para microscopia electrénica de transmission y fueron introducidos al microscopio TESCAN
MIRA 3 alto vacio y observadas en modo STEM con un voltaje de 25 kV a diferentes magnificaciones.

RESULTADOS: Se obtuvieron microfotografias a diferentes magnificaciones de varias regiones de cada una
de las muestras entregadas.

OBSERVACIONES

e Las muestras ensayadas fueron proporcionadas por el solicitante.
* Losresultados fueron entregados en formato electronico al e-mail: robertoluna69@hotmail.com.

Ensayo Supervisado por:

. “‘;!“

Y e i 7.
e

Carlos Arroyo, Ph.D Roberto Luna Burgos
Laboratorio de Caracterizacién de Nanomateriales Solicitante
Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT) 120643555-2

Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE

Figura 44. Acta de entrega de resultados de analisis de SEM realizados.
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Ex(t;r:icnt:ode UBA-21946-1 Flavonoides Olga Lock et al 452.0 mgiKg ¥
(Quercetina) ! 2006 (UV) )
Saponinas 1 INEN 1672 7 1.66 ] 9/100g |
Observaciones: R

1. Los resultados emitidos en este informe, corresponden unicamente a la(s) muestra(s) recibidas por el laboratorio. No
siendo extensivo a cualquier lote.

2. Este reporte no debe ser reproducido parcial o totalmente, excepto con la aprobacion escrita por parte del laboratorio.

3. Nomenclatura; N.D. = No Detectable; N.A. = No aplica

FOR ADM. 04 RO1 Pagina 1 de 1

CONTROL DE CALIDAD

ALIMENTOS FARMACEUTICGS AMBIENTALES COSMETICOS
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Figura 45. Resultado de analisis del Laboratorio UBA
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Figura 46. Entrega preliminar de resultados y acta.
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