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RESUMEN

Se han descrito muchos estudios de biosintesis de nanoparticulas de plata
usando el extracto del bulbo de ajo (Allium sativum) como agente reductor. Sin
embargo, el uso de sus hojas es poco conocido, por considerarse un producto
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de desecho. En este estudio, se comparé el tamano de nanoparticulas de plata
obtenidas con el extracto acuoso de las hojas de ajo usando dos técnicas dife-
rentes de calentamiento: placa y por microondas. Las nanoparticulas obtenidas
se caracterizaron por espectrofotometria UV-Visible, microscopia de transmi-
sion electronica (TEM, por sus siglas en inglés), dispersién dindmica de luz
(DLS, por sus siglas en inglés) y difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en
inglés). Como resultado se obtuvieron nanoparticulas con un tamafo promedio
de 15,4+7,9 y 9,9+10,5 nm empleando las dos técnicas respectivamente. De
acuerdo al andlisis estadistico realizado, se demostr6 que existen diferencias
significativas en relacion al tamafio de nanoparticula obtenido. Se concluye
que el extracto acuoso de las hojas de la planta de ajo, es un agente reductor
adecuado para la sintesis de nanoparticulas de plata, y que la técnica de mi-
croondas es mas efectiva por la rapidez y tamafo de nanoparticulas obtenidas.

ABSTRACT

Many studies of biosynthesis of silver nanoparticles have been described using
garlic bulb extract (Allium sativum) as a reducing agent. However, the use of its
leaves is little known as it is considered a waste product. In this study, silver
nanoparticles size obtained with the aqueous extract of the garlic leaves were
compared using two different heating techniques: plate and microwave. The
nanoparticles obtained were characterized by Visible UV spectrophotometry,
electron transmission microscopy (TEM), dynamic light scattering (DLS) and X-
ray diffraction (XRD). As a result, the average size nanoparticles obtained were
15.4+7.9 and 9.9+10.5 nm, using both techniques. Based on the statistical
analysis carried out it was proven that there are significant differences in relation
to the size of the nanoparticle obtained. It is concluded that the aqueous extract
of the leaves of garlic plant is a suitable reducing agent for the synthesis of silver
nanoparticles and that the microwave technique is more effective because of
the speed and size of nanoparticles obtained.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia cada dia se con-
vierte en uno de los campos mas in-
vestigados, debido al gran ndmero
de aplicaciones que proporciona en
el drea de la quimica, la biologfa, la
medicina, la electronica, entre otros.
Las nanoparticulas, con un tamafno
menor a 100 nm, pueden prepararse
a través de diferentes técnicas, por
medio de métodos quimicos, elec-
troquimicos, de radiacién, fotoqui-
micos y biolégicos. El método biol6-
gico realizado a través de la “sintesis
verde”, ha ganado notoriedad, ya
que evita el uso de compuestos toxi-
cos y peligrosos. De igual manera
disminuye el riesgo biologico que
conlleva la experimentacién con cul-
tivos microbiolégicos que requieren
procedimientos complejos (Mittal et
al., 2013; Roy & Das, 2015).

El estudio de la sintesis verde durante
los Gltimos 30 afos ha permitido des-
cubrir el potencial de los extractos de
plantas para reducir iones metélicos,
lo que resulta en la formacion de na-
noparticulas de tamafhos y morfolo-
gias estables. Se sugiere que los
extractos de plantas cumplen con dos
funciones: reducir y estabilizar a las

nanoparticulas. Ademas, de ser un
método simple, econémico y amiga-
ble con el medio ambiente (Mittal et
al., 2013).

Las nanoparticulas que contienen
metales tales como la plata (AgNPs),
son ampliamente utilizadas por su
eficiente actividad 6ptica y antimi-
crobiana. Su efecto a nivel nanomé-
trico estd ligado a la alta relacion
entre su volumen y el drea de super-
ficie. Las nanoparticulas de plata
pueden ser facilmente preparadas
con extractos de plantas (Roy & Das,
2015).

Uno de los principales campos de
aplicacion de las AgNPs preparadas
con extractos de plantas, es la biome-
dicina, pues por su biocompatibili-
dad y baja toxicidad, pueden ser em-
pleadas en el diagndstico y terapias
contra el cancer. Asi lo han reportado
investigaciones que emplearon AgNPs
con extractos, y como resultado, in-
hibieron el crecimiento de células
cancerigenas de colon (Prabhu et al.,
2013), y cuello uterino (HelLa) (Singh
etal., 2018 & Tripathi et al. 2019)
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Allium sativum, cominmente cono-
cida como ajo, forma parte de la fa-
milia Amaryllidaceae. Es una especie
herbacea perenne, cuyo tallo puede
llegar a medir 0,9 m. Estd formada por
un bulbo y hojas presentes al final del
tallo. El ajo tiene un alto contenido de
compuestos con azufre, que contribu-
yen a sus propiedades bioactivas. El
bulbo de ajo, usado como medicina
y condimento desde tiempos remotos,
ha sido estudiado extensamente por
sus propiedades laxante, diurética,
antioxidante y anticancerigena; y ac-
tividades antimicrobiana, antifingica,
antiviral y antiprotozoaria. Ademas,
su aplicacion para el tratamiento de
enfermedades causadas por agentes
patégenos es muy amplia (Harris et
al., 2001; Meriga et al, 2012).

Uno de los primeros estudios emple-
ando bulbos de ajo, logré producir
AgNPs altamente estables y con un
gran potencial antibacteriano frente a
microorganismos Gram positivos y
Gram negativos (Rastogi & Arunacha-
lam, 2011). Estudios similares demos-
traron la biocompatibilidad del
extracto de ajo con nanoparticulas de
oro (muy parecidas quimicamente a
la plata), empleadas como agentes de

liberacion de farmacos (Rastogi &

Arunachalam, 2013). Por otro lado,
al utilizar el extracto de ajo con otro
tipo de nanoparticulas como éxido
de zinc, se demostré su capacidad
bactericida frente a las cepas de
Staphylococcus aureus, Bacillus sub-
tilis, Listeria monocytogenes, Escheri-
chia coli, Salmonella typhimurium y
Pseudomonas aeruginosa (Stan et al.,
2016).

Las propiedades ligadas a la compo-
sicion quimica de las hojas de ajo son
de gran interés dentro del campo de
la quimica aplicada, sin embargo, no
se han encontrado publicaciones que
describan la sintesis de AgNPs con su
extracto acuoso. Los Unicos reportes
encontrados hasta la fecha estan rela-
cionados al campo de la biologia y
biotecnologia. Se ha estudiado la ac-
tividad biolégica de flavonoides y
otros compuestos en ensayos in vivo
(Abdo & Al-Kafawi, 1969) e in vitro
(Broadhurst et al., 2000; Kim et al.,
2005). Otros estudios, reportan las
interacciones de la aglutinina pre-
sente en sus hojas, con otros grupos
funcionales aislados de microorganis-
mos para usarla como una proteina
antifingica (Banerjee et al., 2004;
Ghosh et al., 2013). Por otro lado,
otros grupos experimentaron con las
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lectinas de las hojas, aislando, carac-
terizando y clonandolas molecular-
mente (Smeets et al., 1997) para crear
una proteina insecticida contra insec-
tos homopteros presentes en plantas
de tabaco transgénico (Dutta et al.,
2005).

ACUOSO DE LAS HOJAS DE AJO (Allium sativum)
Pilaquinga et. al., 41-55

Con estos antecedentes, en este es-
tudio se empled el extracto acuoso
de hojas de ajo (A. sativum) para pro-
ducir nanoparticulas de plata, em-
pleando calentamiento por placa y
microondas.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Hojas frescas de A. sativum se reco-
lectaron en el sector de Quiroga, Iba-
rra-Ecuador (Figura 1), coordenadas
geograficas: 0°17°11.3"N, 78°17"14.5"0O
a 2480 m.s.n.m.
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Figura 1. Sitio de muesireo de las hojas
de A. sativum

Las muestras se desinfectaron con
etanol al 60 %. Luego pasaron por un

periodo de cuarentena a una tempe-
ratura de -2 a -4 °C en un refrigerador
marca Ecasa®. Las hojas se secaron
a una temperatura de 40 °C por 10
horas en un deshidratador marca Ter-
mokool®, de acuerdo a lo sugerido
por Morején et al. (2018). Final-
mente, las hojas se trituraron en un
mortero de cuarzo.

Preparacion del extracto

Para el extracto acuoso de las hojas
de ajo, se emple6 1 g de muestra, 20
mL de agua destilada y calenta-
miento con agitacion constante en
una placa de calentamiento marca
Velp ® a 50 °C durante 1 h.
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Sintesis de AgNPs

Para la sintesis de nanoparticulas de
plata se sigui6 el método sugerido
por Kesharwani et al. (2009), con li-
geras modificaciones. Se emplearon
20 mL de AgNO3 marca Scharlau®
1 mMy 1 mL del extracto acuoso de
hojas de ajo. Se ajust6 el pH a 8 con
NaOH marca Merck® al 1 %, y se
mantuvo en agitacion constante en la
placa de calentamiento a 300 r.p.m.
durante 1 h a 50 °C de temperatura.
En el segundo método, se emplearon
20 mL de AgNO3 1 mM, 1T mL del
extracto acuoso, a pH 8, tiempo 1
min, y potencia 800 W usando un
microondas Indurama® modelo
MWI 28BL.

Caracterizacion de AgNPs

Para caracterizar a las nanoparticulas
de plata obtenidas, se empled un es-
pectrofotémetro UV-Visible de doble
haz Cary 60 Agilent Technologies® y
celdas de cuarzo. Para el estudio de

microscopia electrénica de transmi-
sion (TEM) se usd un equipo de
marca FEI®, modelo Tecnai Spirit G2.
El radio hidrodinamico de las nano-
particulas fue medido con un medi-
dor de dispersiéon dinamica de luz
(DLS) usando un Nanoparticle Size
Analyzer LB-550 marca Horiba®. La
presencia de plata en las muestras se
analiz6 con un difractometro de
rayos X (PANalytical) en configura-
cion de Bragg-Brentano a 40 kV y 45
mA con un monocromador de rayos
X de Cu K-alpha (= 1.541 A).

Tratamiento de datos

Para analizar si existe diferencia sig-
nificativa en el tamafio de nanoparti-
cula obtenido con los tratamientos de
calentamiento por placa y microon-
das, se emplearon pruebas t y F me-
diante Microsoft Excel. Previo al
analisis de resultados, se eliminaron
los valores atipicos mediante la eva-
luacion de los rangos intercuartilicos
(IQR score).

RESULTADOS

Los espectros UV-Vis de las AgNps
usando placa de calentamiento (a) y
microondas (b), en comparacién con

el extracto (c), se aprecian en la Fi-
gura 2. Las longitudes de onda ma-
xima se obtuvieron a 435 nm para el
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caso del calentamiento con placa,
433 nm para el microondasy 319 nm
para el extracto.
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Figura 2. Espectros UV-Vis de AgNps
usando extracto acuoso de hojas de
ajo empleando (a) placa de calenta-
miento, (b) microondas de A. sativum
(c) extracto de A. sativum

En la Figura 3 se muestran las micro-
grafias TEM de las AgNPs, empleando
las dos técnicas de calentamiento por
placa (a) y microondas (b). Los histo-
gramas de tamafo de nanoparticula
se muestran en la Figura 4. El tamano
promedio fue de 15,4 £7,9 (4a) y 9,9
+10,5 nm (4b) respectivamente.

El tamafio del recubrimiento organico
medido por el DLS, fue de 40,5+8,3
y 35,1£9,7 nm usando el extracto
acuoso de hojas de ajo por calenta-
miento en placa y microondas, res-
pectivamente.
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Figura 3. Micrografias TEM de AgNps
usando exiracto acuoso de hojas
de ajo empleando (a) placa de
calentamiento y (b) microondas
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Figura 4. Histogramas de frecuencia
de tamano de AgNps usando exiracto
acuoso de hojas de ajo empleando
(a) placa de calentamiento
y (b) microondas

En cuanto a la composicion crista-
lina analizada por XRD (Figura 5), las
dos muestras presentaron en el di-
fractograma Ag en el dngulo 38,0°y
NaCl en placa de calentamiento (a):
27,8°28,4° 32,3° 35,9° y microon-
das (b): 27,7°27,84°32,3°37,9°.

(b)

Figura 5. Difractogramas XRD de AgNps
(a) placa y (b) microondas

Con los datos de las mediciones del
didmetro de AgNPs, se realizaron
pruebas de rango intercuartilico, que
se muestran en la Figura 6, para cada
tratamiento, con la finalidad de eva-
luar la presencia de valores atipicos.
En el tratamiento con microondas se
obtuvo un 7,9 % de las mediciones
identificadas como outliers, frente al
2,5 % del otro tratamiento. Como se
puede observar, se visualizan estos va-
lores como los puntos fuera de la caja.
Cabe senalar que en ambos casos se
realizaron mas de 100 mediciones.
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Figura é. Diagramas de caja y bigote para la distribucion
del tamano de AgNPs obtenidas con extracto de hojas de ajo
y con cada tratamiento de calentamiento

Una vez identificados y eliminados
los valores atipicos, se comparo si
existe diferencia significativa en el ta-
mano de nanoparticula (prueba t) y

su variabilidad (prueba F) con rela-
cion al tipo de calentamiento utili-
zado en el proceso de sintesis. Estos
resultados se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis estadistico de resultados del tamaio de AgNPs
obtenidas con extracto de hojas de ajo
y con cada fratamiento de calentamiento

Microondas Placa

Media (nm) 7.56 14,78

Varianza 12,18 47,22

N 950 238
Prueba t

Valor de p (2 colas) 7.1E-40
Prueba F
Valor de p 0
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DISCUSION

Las AgNPs obtenidas mostraron un
maximo de absorcion a 435 nm
usando placa de calentamiento y 433
nm con microondas, a diferencia del
extracto, que muestra su absorcién a
los 319 nm. De acuerdo a la estima-
cion del tamano de nanoparticula por
Espectrofometria UV-Vis propuesta
por Pradeep (2012), el plasmén de su-
perficie de las AgNps se muestra a los
400 nm, sugiriendo un valor aproxi-
mado con recubriendo orgénico de
30 a 50 nm. El tamano real medido
por TEM, indic6 que el menor valor
fue el obtenido por medio de micro-
ondas (9,9 £10,5 nm). La diferencia
con el valor estimado por espectrofo-
tometria UV-Vis, se debe a que la mi-
crografia TEM muestra Gnicamente el
nicleo metdlico de Ag y no el recu-
brimiento organico. La micrografia de
la Figura 2b usando microondas, ade-
mas, muestra un gran ndmero de na-
noparticulas esféricas, a diferencia de
la muestra obtenida por placa de ca-
lentamiento.

De acuerdo a la composicién qui-
mica de las plantas, existen diferentes
grupos funcionales como los aztca-
res reductores, compuestos fendlicos

o acidos organicos, que facilitan la re-
duccién de iones metalicos (Ahmed
etal., 2016; Mittal et al., 2013). El ajo
contiene compuestos organicos que
actian como agentes reductores y es-
tabilizantes (Bender-Bojalil & Barce-
nas-Pozos, 2013). Al comparar el
tamano de AgNps usando el extracto
de hojas con el de bulbo de ajo, los
resultados de este estudio muestran
tamanos mucho menores que los re-
portados en la bibliografia (Cardefio,
2014).

Las medidas realizadas por medio de
DLS indican el espesor de la capa de
recubrimiento del material organico
para los dos tipos de calentamiento
(Ramesh et al., 2016). El menor ta-
mano de nanoparticula recubierta se
dio usando microondas. Los valores
de DLS obtenidos concuerdan con el
tamano de nanoparticula estimado
por espectrofotometria UV-Vis (30 a
50 nm).

El andlisis cristalografico confirmé la
presencia Ag en el angulo 38,0°, co-
rrespondiente al plano (111) de una
estructura cubica (Vizuete et al.,,
2016). La mayor cantidad de Ag se
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encontrd en las muestras preparadas
por microondas, lo cual significa que
este proceso es mas eficiente en la
generacion de nanoparticulas.

De acuerdo con el andlisis estadis-
tico, existe diferencia significativa
entre el tamafo de nanoparticula ob-
tenido con placa de calentamiento y
microondas. Los resultados de la
Tabla 1 indican que en ambos casos
se rechaza la hipétesis nula por ha-
berse obtenido un valor p menor a
0,05, por lo tanto, el tratamiento de
calentamiento tiene una influencia
significativa en el resultado. Con la
sintesis por microondas se obtuvieron
AgNPs de menor tamano (9,9 nm) y
con una distribucién mas homogé-
nea, ya que, al eliminar los valores

ACUOSO DE LAS HOJAS DE AJO (Allium sativum)
Pilaquinga et. al., 41-55

atipicos, el 40 % de las mediciones
se encuentran en el rango +25 % de
la media, esto comparado a las nano-
particulas obtenidas con placa de ca-
lentamiento, cuyo tamaino promedio
fue de 15,4 nm y donde sélo el 8 %
de los valores se encuentran en el
rango +25 % de la media, lo que de-
nota una mayor dispersion de los dia-
metros obtenidos.

Se sugiere la sintesis via microondas,
debido a su rapidez y cantidad de na-
noparticulas obtenidas (Ahmed et al.,
2016; Mittal et al., 2013; Von White
et al., 2012). Estudios similares, ava-
lan el uso de microondas en la sinte-
sis de nanoparticulas de plata
empleando extractos de plantas (Kah-

rilas et al., 2014).

CONCLUSION

El extracto acuoso de las hojas de ajo
A. sativum es un agente reductor ade-
cuado para la formacién de AgNps,
por su potencial aplicacion en el
campo biomédico. Los tamafos pro-
medio obtenidos fueron de 15,4 +7,9
y 9,9 +£10,5 nm usando dos técnicas
de calentamiento (placa y microon-
das) respectivamente. Los tamafios
hidrodinamicos fueron de 40,5+8,3

y 35,1+9,7 nm. El andlisis cristalogra-
fico confirmo la presencia de plata en
las muestras analizadas. El trata-
miento estadistico del tamano de na-
noparticulas obtenidas, indica que
existe una diferencia significativa de
acuerdo al tipo de calentamiento, por
lo que se sugiere el uso del microon-
das para la sintesis de AgNPs.
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