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RESUMEN

El aumento de la poblacion mundial y la creciente demanda agricola ha impulsado a encontrar alternativas
sostenibles y seguras ambientalmente para garantizar la calidad de cultivos y la lucha contra las plagas. Las
nanoparticulas de plata (AgNPs) se presentan como una solucion prometedora frente a los problemas causados
por las plagas, debido a sus propiedades insecticidas y bactericidas. Sin embargo, estas son inestables y tienden
a formar aglomerados, lo que hace que pierdan sus propiedades imposibilitando su uso como un producto
alternativo a los plaguicidas quimicos. Es por esto que se estandariz6 por primera vez en esta investigacion un
método de sintesis en un solo paso de nanoparticulas de plata utilizando el polimero polivinilpirrolidona (PVP)
como agente estabilizante y de esta forma se obtuvo un nanocomposito (NCPs). La caracterizacion de estas
AgNPs se realizo por espectrofotometria UV-Vis en la cual se observd un pico de absorbancia méaxima de
3,25 ubicado a 398 nm de longitud de onda, con tamafios de particula de 10,8 nm y una composicién de
carbono, oxigeno, nitrogeno y plata, estables a lo largo de 326 dias. Un andlisis termogravimétrico también
demostro la estabilidad térmica del NCP hasta los 500 °C. Este NCP, altamente estable fue capaz de controlar
a ejemplares de mosca blanca en diferentes estadios presentes en hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
infestadas naturalmente en condiciones de invernadero después de aplicar 3 dosis diferentes del nanocompo-
sito correspondientes a 64, 32 y 16 ppm respectivamente. La tasa de mortalidad promedio encontrada en estos
experimentos a nivel de laboratorio, fue de un 98 %, después de 10 dias de aplicacion del nanocomposito en
las hojas infestadas, aunque ya a las 24 y 48 horas se observo mortalidad. Adicionalmente, en un ensayo de
inhibicidn por difusion en placas de agar, se encontrd inhibicion del crecimiento de Bacillus amyloliquefa-
ciens, Pseudomonas syringae y Xanthomonas sp con halos de inhibiciéon de hasta 20 mm de diametro. En
conclusion, estas nanoparticulas poseen las propiedades necesarias para ser consideradas como materia prima
de un potencial nanobiopesticida para su uso en agricultura orgénica como sustitutos pesticidas quimicos.

Palabras clave: AgNPs, PVP, nanocomposito, termogravimetria, estabilidad térmica, mosca blanca
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ABSTRACT
The world population and the increasing agricultural demand have prompted the need to find sustainable and

environmentally safe alternatives to guarantee crop quality and fight against pests. Silver nanoparticles
(AgNPs) are a promising solution to problems caused by pests due to their insecticidal and bactericidal prop-
erties. However, these compounds are unstable and tend to form agglomerates, which causes them to lose their
properties, making it impossible to use them as an alternative product to chemical pesticides. This is why a
one-step synthesis method for silver nanoparticles using the polymer polyvinylpyrrolidone (PVP) as a stabi-
lizing agent was standardized for the first time in this research. The characterization of these AgNPs was
carried out by UV-Vis spectrophotometry in which a maximum absorbance peak of 3.25 was observed located
at 398 nm wavelength, with particle sizes of 10.8 nm and carbon composition, oxygen, nitrogen, and silver,
stable over 326 days. A thermogravimetric analysis also demonstrated the thermal stability of the nanocom-
posite up to 500 °C. This highly stable nanocomposite was able to control whitefly specimens in different
stages present on tomato leaves (Solanum lycopersicum L.) naturally infested under greenhouse conditions
after applying 3 different doses of the nanocomposite corresponding to 64, 32, and 16 ppm, respectively. The
average mortality rate found in these laboratory experiments was 98% after 10 days of nanocomposite appli-
cation on the infested leaves, although mortality was observed after 24 and 48 hours. Additionally, in a diffu-
sion inhibition assay on agar plates, inhibition of Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas syringae, and
Xanthomonas sp growth was found, with inhibition zones of up to 20 mm. In conclusion, these nanoparticles
have the necessary properties to be considered raw material for a potential nano biopesticide for use in organic
agriculture as chemical pesticide substitutes.

Keywords: AgNPs, PVP, nanocomposite, thermogravimetry, thermal stability, White fly

INTRODUCCION

El aumento continuo de la poblacion mundial ha generado una creciente demanda de alimentos, lo que impulsa
a la industria agricola a buscar alternativas que mejoren la calidad de los cultivos, combatan plagas, garanticen
la seguridad ambiental y sean econdémicamente accesibles. En este contexto, la nanotecnologia se presenta
como una posible solucion inteligente, ofreciendo la sintesis de nanomateriales que sean capaces de cumplir
con estos objetivos !. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido uno de los nanomateriales mas estudiados
en las tltimas décadas debido a sus diversas propiedades, las cuales varian significativamente segun el método
de sintesis empleado, siendo de interés agronomico por sus propiedades antibacterianas e insecticidas >*. El
empleo de nanoparticulas obtenidas a través de diferentes métodos de sintesis para utilizarlas como nuevos
pesticidas ha atraido una gran atencion. Se han llevado a cabo una cantidad impresionante de estudios para
probar potencial toxico de estas nanoparticulas contra una gran cantidad de plagas y vectores, con especial
énfasis en mosquitos, garrapatas y acaros *. Sin embargo, no existen muchos reportes del efecto de estas na-
noparticulas sobre la mosca blanca y sus diferentes estadios. Existen dos enfoques principales para la sintesis
de AgNPs: el enfoque "top-down", que utiliza métodos fisicos, y el enfoque "bottom-up", que emplea métodos
quimicos o bioldgicos *°. Dentro de la agricultura, el método de sintesis bioldgica mediante extractos de plan-
tas es el mas utilizado, ya que no requiere compuestos peligrosos para el medio ambiente, y las AgNPs obte-
nidas poseen caracteristicas distintas en comparacion con otros métodos de sintesis >’. La principal ventaja
del uso de extractos de plantas para la sintesis verde de nanoparticulas es la disponibilidad de este material
vegetal, ademas del hecho de que tienen una toxicidad baja o nula en comparacién a otros métodos ® . Por otro
lado, debido a la amplia gama de metabolitos secundarios presentes en los extractos ayudan en la reduccion
de los materiales de forma mas rapida’. Finalmente, los flavonoides, esteroides y carbohidratos proporcionan
actividad de recubrimiento y estabilidad a la nanoparticula '°. Por otra parte, la principal desventaja de la
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sintesis de AgNPs mediante métodos quimicos o bioldgicos es que las nanoparticulas tienden a aglomerarse
o a sufrir modificaciones en su superficie, lo que puede influir en su estabilidad y disminucion de su toxicidad
frente a los diferentes organismos. Este hecho limita su uso como un pesticida eficiente. Para mitigar estos
problemas, se ha propuesto la funcionalizacion de la superficie de las nanoparticulas utilizando recubrimientos
de polimeros biodegradables !!. Este tipo de funcionalizacion y estabilizacion de nanoparticulas mediante
polimeros se conoce como método estérico. 2 La polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero biodegradable
capaz de estabilizar y controlar el tamafio y la forma de las AgNPs. Por si sola es capaz de reducir los iones
de plata Ag" procedentes de una sal precursora a plata metalica Ag® pero de manera lenta, lo que puede resultar
en nanoparticulas de gran tamafio y con una distribucion de tamafio polidisperso, es por esto que se recurre al
uso de agentes reductores auxiliares como el borohidruro de sodio. 34 Por lo tanto, el objetivo de esta tesis
de investigacion fue estandarizar un método de sintesis bioldgico para AgNPs utilizando extracto de romero
(Rosmarinus officinalis L.) como agente reductor auxiliar, en presencia de PVP como agente estabilizante, en
un solo paso, con el fin de obtener un nanocomposito (NCP) con nanoparticulas con tamafios y distribucion
uniforme. Ademas de evaluar su caracter insecticida y bactericida a nivel de laboratorio con la intencién de
utilizarlas posteriormente como materia prima para un nanobiopesticida con aplicacion a cultivos en inverna-
dero principalmente orientados a cultivos orgénicos.

MATERIALES Y METODOS

Para la preparacion de las AgNPs se utilizé el polimero biodegradable polivinilpirrolidona (PVP) 4000 (Sigma
- Aldrich), hidroxido de sodio (Sigma - Aldrich), nitrato de plata AgNOs(Fisher Scientific). Para el extracto
se usaron plantas de romero adquiridas en un supermercado (Quito, Ecuador) y etanol al 96% (Casa del Qui-
mico, Quito, Ecuador). Todas las soluciones se prepararon con agua destilada tipo 1.

Obtencion del extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) utilizado como agente reductor

El procedimiento se realizé segun en el reporte de Pardo y cols., (2022) pero con modificaciones propias. Se
pesaron 50 g de hojas de romero, las cuales se lavaron tres veces con agua corriente y dos veces con agua
destilada. Posteriormente, se colocaron en un frasco de vidrio con una capacidad de 100 mL, al cual se le
agreg6 una solucion compuesta por 75 mL de etanol al 96% y 25 mL de agua destilada. El frasco se cubrio
con papel aluminio y se dejo reposar durante 4 dias a temperatura ambiente en un lugar oscuro. Después de
los 4 dias, se obtuvo una solucién de color verde oscuro que fue colada y transferida a un baldn, el cual se
coloco en un rotavapor Bucci II. El proceso de evaporacion se realizo a 40 °C con bafio maria y a una presion
de 85 mbar durante 3 horas, para extraer todo el etanol. Del extracto concentrado obtenido, se tomaron varias
alicuotas de 20 mL, las cuales se diluyeron con agua destilada hasta completar un volumen total de 100 mL.
Estas diluciones se sometieron a filtracion al vacio utilizando una membrana con un tamaio de poro de 0,45
um. Una vez filtradas, las soluciones se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se almacenaron a 4 °C.

Sintesis de AgNPs — recubiertas con polimero PVP

Este procedimiento se realizé de forma general siguiendo los protocolos reportados por Singh y cols., (2023),
con modificaciones propias que nos permitieron la obtencion del nanocompuesto en un solo paso. Se calen-
taron 120 mL de agua destilada en una plancha de agitacion Termoline hasta llegar a 90 °C y se agrego6 1 g de
polimero (PVP). Se agit6é a 2000 rpm hasta que se disolvid por completo el polimero e inmediatamente se
agregaron 10 mL de hidréxido de sodio 0,1M y 20 mL de nitrato de plata 0,01M. Se esperd por 5 minutos y
se agregaron 16 mL de extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) dejandose reaccionar durante 3 horas.

Todos los ensayos de caracterizacion de los nanocompositos obtenidos que se presentan a continuacion se
realizaron en el laboratorio de materiales avanzados de la universidad de las Fuerzas Armadas ESPE y de la
Universidad de Yachay Tech., Ecuador.
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Caracterizacion del NCP obtenido en el espectrofotometro tipo UV - Vis

Se utilizo un espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys 10 UV. En una celda de cuarzo de capacidad de 4
mL se colocaron 3 mL de agua destilada tipo 1 para generar la linea base y blanco, una vez obtenida la linea
base, se descartd el agua que contenia la celda y se le afiadié 3,5 mL de agua destilada tipo 1 junto con 100
uL de los nanocompuestos obtenidos (NCPs) y AgNPs en el caso del grupo control, obtenidos después de las
tres horas de reaccion. Se tap6 la celda y se homogeneizo6 por inmersion. Se coloco la celda en el equipo y se
corrio con condiciones de barrido en longitudes de onda desde los 200 hasta los 750 nm.

Caracterizacion del NCP en el analizador de particulas

La caracterizacion del NCP se realizd en un analizador de particulas de la marca Horiba InColor Dynamic
Light Scattering Particle Size Analyzer LB — 550. Las condiciones de caracterizacion en cuanto a indices de
refraccion fueron para las AgNPs valores de 0.190 - 3.4001 y para el dispersante en este caso agua 1.333 con
una densidad de 1 g/cm3. Para realizar la medicion se colocaron 3.5 mL de agua destilada tipo 1 en una celda
de cuarzo de 4 mL de capacidad, a esta se le agregaron 10 puL de los NCPs y AgNPs sin recubrir para el grupo
control obtenidos después de las 3 horas de reaccion. Se tapo la celda y se homogeneizd por inmersion, se
coloco la celda en el equipo, se realizo el control de temperatura a 25 °C por parte del electrodo interno de la
maquina y se procedi6 a medir la muestra.

Caracterizacion del NCP por espectroscopia foto electronica de rayos X (XPS)

Se colocaron gotas de la NCP en una platina de muestras para su secado, después se coloco la platina en la
camara del XPS (Alter technology SA.), se cerrd y se esperd a que llegue a condiciones de ultra vacio. Poste-
riormente se siguid el protocolo de medicidn utilizando el programa recomendado por los fabricantes.

Analisis termogravimétrico

Para el analisis termogravimétrico se utilizé un equipo TGA 55 (Waters.SA). Se tar6 el crisol portador de la
muestra en el que posteriormente se coloco una gota de las nanoparticulas, ingresdndole directamente al horno
del equipo programado con las siguientes condiciones: Intervalo de temperatura desde 0 a 650 °C, velocidad
de 10 °C por minuto y atmoésfera oxidante, el ensayo dur6 hora con treinta minutos.

Evaluacion del caracter insecticida del NCP

El NCP se aplico a hojas de tomate (Solanum lycopersicum L.) infestadas naturalmente mostrando diferentes
estadios de mosca blanca. Estas hojas se obtuvieron a partir de plantas crecidas en invernadero de cultivos
orgéanicos en condiciones reales de produccion. Se cortaron 6 hojas al azar de diferentes plantas por réplica
incluyendo al control, por lo que para 3 réplicas se utilizaron 18 hojas infestadas que tuvieran diferentes esta-
dios de la mosca para cada dosis de 64,34 y 16 ppm del NCP a evaluar. Antes de la aplicacion del NCP a
cada hoja infestada individualizada en un recipiente plastico de 30 x 10 cms con tapa, se realiz6 el conteo
previo de los individuos en el envés de la hoja con la ayuda de un estereomicroscopio. Después se colocod
papel absorbente y se roci6 agua destilada para mantener las hojas hidratadas. Posteriormente, se aplico el
NCP segtn la dosis (64, 32 o 16 ppm) directamente en las hojas con un atomizador de una capacidad de 50
mL, cubriendo toda la hoja, sin dejar zonas sin humedecer. Las 6 hojas correspondientes al control se asper-
jaron con agua destilada. Después de 24, 48 horas hasta 10 dias posterior a la aplicacion, se realizo el conteo
de individuos nuevamente, pero esta vez distinguiendo entre individuos vivos o muertos comparando con los
controles a los que solo se les aplico agua. Se tom6 como criterio de mortalidad la respuesta de las ninfas o la
eclosion de huevos al tratamiento comparandolo con las hojas control infestadas y no tratadas con el nano-
composito.

Evaluacion del caracter bactericida del NCP

La prueba de inhibicion del crecimiento bacteriano se llevéd a cabo mediante el método de difusion en disco
de agar utilizando 100 pl de una suspension de indculo de cada bacteria a evaluar estandarizada que contenia
107 UFC/ml de bacterias. !’ Para ello se obtuvo un césped bacteriano de 3 cepas, Bacillus amyloliquefaciens,
Pseudomonas syringae y Xanthomonas sp aisladas directamente de cultivo de tomate y babaco respectiva-
mente. Estas 3 cepas fueron previamente caracterizadas microbioldgica y molecularmente para confirmar
identidad y pureza. Sobre el césped de cada placa Petri Agar LB, se procedio6 a colocar discos de papel filtro
utilizando un sacabocados de 1.3 mm los cuales fueron esterilizados en autoclave a 120 °C y 15 psi de presion
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durante 1 hora. Se colocaron 5 discos de papel en cada una de las placas sembradas. Al disco ubicado en el
centro de la placa se le coloco 80 uL de agua destilada estéril y en los 4 discos restantes se colocaron 80 ul
del NCP dependiendo de la diluciéon a utilizar (64, 32, 16 ppm). Se sellaron las placas con Parafilm y se
incubaron a 25 °C durante cuatro dias. Transcurrido este tiempo se realizd la medicion de los halos de inhibi-
cion de crecimiento bacteriano.

Analisis estadisticos

El andlisis de los datos se realizd en el software SAS OnDemand for Academics (version online). Todos los
datos tabulados o graficados se expresaron como la media + DE (desviacion estandar) de tres experimentos
independientes. En los casos necesarios, para determinar diferencias en mortalidad entre tratamientos, los
datos fueron transformados utilizando el arcoseno/raiz cuadrada. Se analiz6 la significacion estadistica entre
los grupos tratados y control mediante la prueba de Tukey utilizando la version 9.1.1 del software GraphPad.
(San Diego, California, EE. UU.). El valor de p < 0,05 se considero estadisticamente significativo para consi-
derar las diferencias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los NCPs

Para confirmar la formacién de AgNPs con cobertura polimérica, es necesario llevar a cabo su caracterizacion
para evaluar sus aspectos funcionales. '*!° En este sentido, se utilizaron las técnicas descritas en métodos las
que permiten analizar de manera indirecta la concentracion y el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas.
En el caso de la caracterizacion por espectroscopia Uv - vis se evidencid como se muestra en la figura 1A, la
presencia de un pico de absorbancia maximo de 3.256 en una longitud de onda de 398 nm correspondiente a
NCPs de plata donde se utiliz6 PVP como matriz polimérica. Investigaciones anteriores, 2! emplearon PVP
como agente estabilizante, y como agente reductor el borohidruro de sodio, estos registraron espectros de
absorbancia en longitud de onda entre 395 a 410 nm, los cuales sefialaban la presencia de AgNPs entre 395
y 398 nm dependiendo de la concentracion de PVP, con picos maximos de absorbancia entre 0.42 a 1.2.
Ademas, sefialaron que a mayor concentracion de PVP podria existir la formacion de aglomerados ademas
de presentar métodos de sintesis que requerian largos periodos de tiempo. Haciendo una comparacion con
los estudios mencionados, la presente investigacion presenta concordancia con respecto a la longitud de onda
de 398 nm, sin embargo, resulta muy novedoso que el pico maximo de absorbancia de 3.256 obtenido fue
mayor con respecto a los picos reportados en la literatura, esto sugiere que el uso de extracto de romero
(Rosmarinus officinalis L.) y PVP a una baja concentracién produce una mayor concentracion de nanoparti-
culas, debido al efecto sinérgico que mejoran la calidad y estabilidad de las AgNPs.
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Figura 1. Caracterizacion de AgNPS — PVP A) Espectro UV — Vis, el pico de absorbancia se ubica en 398nm. B.)
Histograma de distribucion de tamaifios, media del didAmetro hidrodinadmico de 10.8 nm. C.) Espectro XPS completo, se
observan 5 picos que indican la presencia en la muestra de carbono, nitrégeno, oxigeno, silicio y plata en diferentes
configuraciones electrénicas. D.) Imagenes TEM de las AgNPs a escala de S00nm. E.) Imagenes TEM de las AgNPs a escala
de 200nm.

Por otro lado, las mediciones DLS permiten determinar el tamafio y la superficie especifica de las AgNPs 22,
Los resultados obtenidos demostraron que el tamafio promedio de las AgNPs es de 10.8 nm (Figura 1. B) con
un érea superficial de 5.778*10° (cm?/cm?®). El tamafio de las AgNPs obtenidas se confirmé posteriormente
utilizando microscopia TEM (Figura 1 Dy E).

Se observd que el uso de polimeros en la sintesis del NCP influye en el tamafio del mismo debido al efecto
estabilizante, el cual evita la aglomeracion, por lo que también se obtiene una distribucion mas uniforme de
tamafios de AgNPs. El polimero PVP puede ser empleado como agente de recubrimiento, acelerando el tiempo
de reaccion y ayudando a controlar la nucleacién para formar particulas metalicas mas pequefias. 2> De esta
manera, las matrices poliméricas pueden proteger la AgNPs de la degradacioén y cambiar su comportamiento
dinamico. 2° Ademas, el area superficial puede sugerir una mejor dispersion de las nanoparticulas y una mayor
interaccion con el medio circundante, reflejando la formacion de nanoparticulas con mayor estabilidad. 2’
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También se realizd6 una caracterizacion de las nanoparticulas mediante XPS para poder observar la
composicion elemental de manera cualitativa y cuantitativa de las AgNPs. En la Figura 1 C se observa el
espectro XPS completo en el cual se detecta la presencia de elementos como plata, oxigeno, nitrogeno, carbono

28.29 se reportan picos de plata

y restos de silicio. Al comparar este espectro con una investigacion anterior
con mayor intensidad que los de esta investigacion. Esto puede deberse a varios factores, como la sensibilidad
del equipo, el angulo de medicion o los diferentes estados de oxidacion en los que se puede encontrar el
elemento.

En este trabajo, el equipo utilizado tiene un poder de penetracion de solo100 nm por lo que es posible que,
debido al recubrimiento polimérico, la sefial de la plata no fue captada en su totalidad debido a la poca
penetracion, llevando a su baja intensidad. En la Tabla 1 se presenta la composicidon elemental porcentual de

los NCPs de esta investigacion.

Elemento %
Carbono 18,11
Nitrégeno 3,19
Oxigeno 50,37
Sodio 0
Silicio 25,99
Cloro 0,57
Plata 3d 0,11
Plata 4p 0
Plata 3s 1,66

Tabla 1. Composicion elemental porcentual del medio liquido en el que se encuentran las AgNPs — PVP.

Como parte del analisis en XPS se procedio a registrar los espectros en alta resolucion del carbono y oxigeno,
los cuales permiten detectar pequefias variaciones en la energia de enlace de los elementos debido a los
entornos en los que se encuentran, pudiendo determinar de esta manera las interacciones de los elementos de
este entorno. *° Estos espectros se deconvolucionaron en los picos de los componentes para observar sus
posiciones en cuanto a energia de enlace y poder determinar las posibles interacciones entre los componentes
del medio en el que se encuentran las AgNPs. En la figura 2A se puede observar la deconvolucién del Cls en
la cual se muestran tres picos, dos en la region de enlaces C-C y dos en la region oxigenada, el primero se
ubica en la region oxigenada, en una energia de enlace correspondiente a 285,7 eV que indican la presencia
de grupos carbonilo o enlaces carbono — nitrogeno (C-N). *'32 Los dos siguientes se ubican en la region C-C.
El segundo pico se ubica en la energia de enlace de 284 eV que corresponde a enlaces C-C y C-H de
compuestos alifaticos, este pico generalmente se ubica en una energia de enlace de 284.8 eV. El ultimo pico
se encuentra en la energia de enlace de 283,105 eV que corresponde a enlaces de ciclopentano, generalmente
este pico suele ubicase en una energia de enlace de 283,4 eV. ¥
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Figura 2. Deconvolucién de los espectros XPS de alta resolucion. A.) Deconvolucion del Cls, se observan 3 picos asociados a
enlaces que forma el carbono con otros elementos. B.) Deconvolucion del Ols, se observan 3 picos que corresponden a los enlaces

que forma el oxigeno con otros elementos, hay concordancia de enlaces entre este y el carbono.

Por otro lado, en la Figura 2B se puede observar la deconvoluciéon del Ols que presenta 3 picos. El primero
se ubica en una energia de enlace de 532 eV que corresponden a grupos éter o hidroxilo unidos a compuestos
alifaticos, este pico suele encontrarse entre 532.5 — 532.9 eV. El segundo pico se encuentra en una energia de
enlace de 530.85 eV el cual corresponde a grupos carbonilo, lactonas o carboxilo, el cual es concordante con
el tipo de enlace mostrado en la deconvolucion del Cls, la ubicacion comtn de este es entre los 531.3 — 532.6
eV *2. El ultimo pico se encuentra en una energia de enlace de 529,52 eV el cual corresponde a 6xidos
metalicos que se encuentra dentro del rango reportado de 529 — 530 eV. 3

Los desplazamientos de las energias de enlace en los picos deconvolucionados pueden estar influenciados por
factores como el tamafio de las nanoparticulas, interacciones con el medio, deformaciones en la red cristalina
del material o los efectos de relajacion del material en el estado final después de la excitacion por rayos X. *
En este caso, la interaccion entre las cargas parciales positivas de las AgNPs y las cargas parciales negativas
de los grupos carbonilo del polimero PVP, la formacidon de complejos con los grupos carbonilo o el nitrogeno
del anillo de la PVP con la plata *° y el tamafio de las nanoparticulas, pueden explicar los desplazamientos
observados en los resultados de esta investigacion.
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Estabilidad de los NCPS en el tiempo.
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Figura 3. Espectro UV — Vis AgNPs —-PVP A.) Espectros UV — Vis de AgNPS — PVP en dia 0 y después de 326 dias. B.)
Espectros UV — Vis de AgNPS — PVP después de 4 meses publicado por .

El objetivo final del NCP obtenido es de uso agricola por lo que la estabilidad en tiempo real es un parametro
importante para evaluar por lo que se estudié en esta investigacion la estabilidad de los NCPs obtenidos por
un periodo de 326 dias. Como se muestra en la Figura 3 (A), en este periodo de tiempo se observd una
disminucién en la absorbancia de 0.2295 unidades, pasando de 3.2371 a 3.0076 unidades. Ademas, se registréd
un ligero desplazamiento del pico de absorbancia, de 401 nm a 414 nm. Estos pequeiios cambios de
absorbancia en el gran periodo de tiempo ensayado indican que los NCPs son altamente estables, conservando
su integridad y concentracion incluso por largos periodos de tiempo. Un comportamiento similar fue reportado
por otras investigaciones *¢, donde también evaluaron la estabilidad de nanoparticulas de plata recubiertas con
PVP pero solo durante 120 dias (4 meses), sin observar una disminucion significativa en la absorbancia como
se observa en la Figura 3 (B). No obstante, nuestro estudio incluy6 un periodo de tiempo mas largo y se realizo
en condiciones de no refrigeracion, lo que resulta una condicion mas cercana a las condiciones donde seran
utilizados estos NCPs. Las pequefias variaciones en la longitud de onda podrian estar relacionadas con
pequefios cambios en las propiedades Opticas de la materia organica disuelta. *7 En este caso, dado que las
AgNPs fueron sintetizadas mediante quimica verde, es probable que contengan residuos de materia orgdnica
del extracto de romero, lo cual podria explicar el desplazamiento observado en la longitud de onda, lo cual no
afecta a la integridad de estos NCPs.

Estabilidad térmica de los NCPs

Aparte de estudiar la estabilidad en el tiempo, también se corroboro la estabilidad térmica de los NCPs
mediante un analisis termogravimétrico. La Figura 4A muestra el termograma de estabilidad, donde se observa
una gran curva de descenso que refleja la pérdida de masa de 94,24% entre un rango de temperatura de 21 a
142 °C. En el caso de la Figura 4B, se realizo un acercamiento del termograma para evidenciar los descensos
en la curva de estabilidad entre un rango de 150 a 650 °C, donde se presentaron cuatro variaciones importantes
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que representan la degradacion de los compuestos organicos presentes en la muestra. En primera instancia se
observo un descenso de la curva reflejando la pérdida de masa de 0,67% entre 151 y 266.5 °C, ademas se
observo un decrecimiento reflejado en un porcentaje de 0.98% a un rango de 266.5 y 350 °C por otro lado,
una curva de degradacion representd un porcentaje de masa de 1,68% entre 350 y 393.2 °C, y finalmente la
curva mas pronunciada a una temperatura de 400 a 520 °C se mostr6 con un porcentaje de 2.43%.

1,68%

Ll 1 1 T T Ll 1 1 L]
100 200 300 400 500 600 200 300 400 500

Temperatura (°C) A Temperatura (°C)

Figura 4. Curva de estabilidad de las AgNPs — PVP a una atmoésfera oxidante A.) Pérdida de masa por evaporacion de agua

en el intervalo de 16 °C a 140 °C. B.) Pérdida de masa por degradaciéon de la PVP en diferentes intervalos de temperatura.

Estos resultados concuerdan con investigaciones previas % 3% donde se analiz6 térmicamente la presencia del
polimero PVP en las AgNPs, mostrando una primera pérdida de peso hasta 140 °C debido a la evaporacion
del agua adsorbida y la humedad que hace referencia al medio de las AgNPs, en el segundo descenso de la
curva hasta 251 °C observaron la pérdida del disolvente residual, a partir del tercer descenso de la curva se
observa la descomposicion de PVP que se encuentra alrededor de las AgNPs de 250 hasta 500 °C. Se debe
recalcar que el peso molecular empleado en su investigacion fue de 40000 a diferencia del empleado en esta
investigacion que fue de10000. La pérdida de masa de PVP entre 250 y 500°C depende del peso molecular
empleado en la sintesis. 3% ¥

Sin embargo, otras investigaciones reportan que las AgNPs recubiertas con PVP sintetizadas por métodos
quimicos no resultaron estables*’. En esas investigaciones se redujo el nitrato de plata (AgNOs3) con
borohidruro de sodio (NaBH4), utilizando PVP con dos pesos moleculares diferentes (40k y 55k) como agentes

estabilizantes.
Caracter Insecticida y bactericida de los NCPs en condiciones de laboratorio.

En cuanto al caracter insecticida, se observa en la Tabla 2 que 10 dias después de la aplicacion del
nanocomposito se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 98.0, 97.84 y 96.1 para las concentraciones de 64
ppm, 32 ppm y 16 ppm respectivamente. Después de 10 dias también se ve una afectacion en los huevitos, los
cuales cambiaron de color transparente a un color café oscuro como se muestra en la figura 5B. También en
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la tabla 2 se observa que ya a las 24 y 48 horas de aplicado tanto el nanocomposito como sus diluciones hay
un efecto letal importante sobre las larvas y ninfas presentes en las hojas.

Concentracion 24 h 48 h 10 dias
64 ppm 472 +24a 90.66+1.65a 98.0+0.00 a
32 ppm 45.83 +1.26b 87.40+1.08 a 97.84+0.76 a
16 ppm 34.87 +1.56 cba 82.45+1.35ba 96.10+1.95a

Tabla2. % de Mortalidad de diferentes estadios de mosca blanca después de 24, 48 horas y 10 dias posterior a la aplicacion
sobre las hojas del nanocomposito (64 ppm) y diluciones 1:2 y 1:4 respectivamente. Los datos porcentuales se transformaron
por raiz cuadrada de arcoseno para su posterior procesamiento. Los datos tabulados corresponden a las medias de 4 réplicas

+ una desviacion estindar. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0,05).

Figura 5. Efecto insecticida y bactericida de las AgNPs — PVP.
A.) Presencia de individuos vivos de mosca blanca en la hoja de
tomate. B) Presencia de individuos muertos de mosca blanca des-
pués de 10 dias de aplicacién con cambio de coloracion de trans-

parente a color café indicative de mortalidad.

La sintesis verde de AgNPs, utilizando plantas como agentes reductores y captores, ha mostrado provocar
mortalidad en casi todos los estadios de los mosquitos, es decir huevo, larva y adulto, ademas de producir
toxicidad aguda, propiedades fumigantes, antialimentarias, repelentes y atrayentes, actuando como inhibidores
reproductivos para muchas especies de plagas agricolas y de productos almacenados, en una dosis mas baja
que las nanoparticulas sintetizadas quimicamente. *' Sin embargo, la informacion precisa sobre los
mecanismos de accion de las nanoparticulas contra insectos y dcaros es aun muy limitada. Se ha demostrado
que las nanoparticulas de plata tienen un impacto significativo sobre las enzimas antioxidantes y
desintoxicantes de los insectos, lo que provoca estrés oxidativo y muerte celular. #*? Las nanoparticulas de
plata también redujeron la actividad de la acetilcolinesterasa en algunos insectos. Las nanoparticulas metalicas
en general pueden unirse a proteinas y acidos nucleicos, respectivamente, lo que lleva a una disminucién de
la permeabilidad de la membrana y, por lo tanto, a la desnaturalizacion de organulos y enzimas, seguida de la
muerte celular. Ademas, las nanoparticulas de Ag regulan hacia arriba y hacia abajo genes clave de insectos,
reduciendo la sintesis de proteinas y la liberacion de gonadotropinas, lo que provoca dafios en el desarrollo y
fallos reproductivos. Las propiedades insecticidas de las AgNP se pueden atribuir principalmente a su
morfologia, dimensiones y alto poder cubriente, lo que favorece su penetracion en el cuerpo del insecto. #
Una de las ventajas de emplear AgNP como agente de control es su bajo riesgo de desarrollar resistencia en
el uso prolongado. #

Escasos reportes existen relacionados con la accidon de nanocompositos de plata frente a diferentes estadios
de la mosca blanca (Bemisia tabaci), por lo que este trabajo pudiera ser un referente para estudios posteriores
de los mecanismos de accidon de este nanocomposito frente a esta plaga tan importante y que ocasiona grandes
pérdidas sobre todo, en cultivos orgénicos donde no se utilizan pesticidas quimicos para su control, haciendo
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un andlisis de los genes que se expresan o reprimen como consecuencia del tratamiento con este
nanocomposito.

En la tabla 3 se muestran los resultados del método de difusion en disco de agar como se describe en métodos
para evaluar efecto inhibitorio del nanocomposito y sus diluciones en el crecimiento de 3 bacterias, Bacillus
amyloliquefaciens (bacteria no patogena), Pseudomonas syringae causante de la peca bacteriana y
Xanthomonas spp causante de la mancha bacteriana del tomate. Como resultado se presentan los valores de la
zona de inhibicion obtenidos (en mm;s de didmetro) luego de aplicar en los discos de filtro 50 uL de la solucion
de 64 ppm del nanocompdsito y dos diluciones 1:2 y 1:4 del mismo respectivamante. En todos los casos hubo
una inhibiciéon del crecimiento la cual fue mas acentuada en la variante no diluida del nanocomposito
correspondiente a 64 ppm aunque en los resultados de las variantes de las diluciones 1:2 y 1:4 también se
observo inhibicion del crecimiento.

Microorganismo Diadmetro de la zona de inhibi- = Didmetro de la zona de inhibi- = Diadmetro de la zona de inhi-
cion (mm) cion (mm). bicion (mm).
Nanocomposito sin diluir (20 ul Dilucioén 1:2 Dilucioén 1:4

de la solucion 64 ppm en cada (20 ul de 1a solucion 32 ppm | (20 ul de la solucion 16 ppm

disco) en cada disco) en cada disco)
Bacillus amyloliquefaciens 19,2+ 0.1 8,2+0,5 4,3+0,01
Pseudomonas syringae 18,5+ 0.05 8,0 +£0,05 4,5+0,01
Xanthomonas spp 18 £0,01 7,5£0,5 4,0+0,01
Control 0 0 0

Tabla 3. Inhibicion del crecimiento de 3 aislados bacterianos correspondientes a Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas
syringae 'y Xanthomonas spp luego de la aplicacion del nanocomposito (32 ppm) y sus diluciones 1:2 y 1:4. La actividad
inhibidora esta representada por el didimetro del halo de inhibicion del crecimiento (mm) incluyendo el area del disco como
muestra la figura ilustrativa 6 correspondiente al experimento realizado utilizando la bacteria Bacillus amyloliquefaciens y
como se realizé la medicién de halos. Los datos tabulados corresponden a los valores medios de las 4 réplicas presentes en

cada placa Petri +- una desviacion estandar.
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Figura 6. Efecto bactericida del nanocomposito frente a la bacteria Bacillus amyloliquefasiens. A) Medicion de los halos de
inhibicion. B) Halos de inhibicién al utilizar diferentes diluciones del nanocomposito (64, 32 y 16 ppm respectivamente). Al
centro el control negativo C(-) disco con agua destilada. Los demas discos corresponden a 4 réplicas de la aplicacion del

nanocomposito utilizando las diferentes diluciones

Los mecanismos de inhibicion exactos de las AgNPs contra las bacterias aun permanecen desconocidos. Sin
embargo, hay algunos investigadores que proponen que la accion de las AgNP sobre las bacterias puede
deberse a su capacidad para penetrar en la célula, 4 la formacion de radicales libres, > 47 la inactivacion de
proteinas en la célula por iones de plata y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). ¥ Ademas,
también hay algunos otros factores que influyen en la accion bactericida de las AgNPs, como la concentracion
de AgNP, el tipo de bacterias, 4 la forma y tamafio de AgNPs. °

CONCLUSIONES

Se estandariza un método de sintesis verde utilizando extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) como
agente reductor, con el cual se obtienen nanoparticulas de plata de tamafios aptos para usos agrondmicos con
diametros promedio de 10.8 nm, las cuales se encuentran recubiertas por una capa de PVP mediante la
interaccion de las cargas parciales positivas de la superficie de la nanoparticula y las cargas parciales negativas
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del grupo carbonilo de la PVP o también mediante la formacion de complejos con el nitrogeno del anillo de
la PVP. Este hecho ayuda a que las nanoparticulas no formen aglomerados y permanezcan estables a
temperatura ambiente sin necesidad de refrigeracion. Adicionalmente se corrobora que tienen una alta
estabilidad térmica incluso a 500 °C. En cuanto a los ensayos pesticidas, el nanocomposito logra controlar a
la mosca blanca en diferentes estadios a nivel de laboratorio con un promedio de mortalidad de 98 % de
individuos después de 10 dias de su aplicacion. Por otro lado, se muestra que el nanocomposito logra inhibir
el crecimiento de Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas syringae y Xanthomonas spp, mostrando zonas
de inhibicion de hasta 20 mm de diametro. Este nanocomposito posee las propiedades necesarias para ser
considerado como materia prima de un potencial nanobiopesticida por lo que se propone a futuro realizar
experimentos de control de plagas y enfermedades a nivel de invernaderos para poder evaluar estos efectos
del nanocomposito a nivel productivo.
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	Figura 1. Caracterización de AgNPS – PVP A) Espectro UV – Vis, el pico de absorbancia se ubica en 398nm.  B.) Histograma de distribución de tamaños, media del diámetro hidrodinámico de 10.8 nm. C.) Espectro XPS completo, se observan 5 picos que indica...
	Por otro lado, las mediciones DLS permiten determinar el tamaño y la superficie específica de las AgNPs 22. Los resultados obtenidos demostraron que el tamaño promedio de las AgNPs es de 10.8 nm (Figura 1. B) con un área superficial de 5.778*106 (cm2/...
	Se observó que el uso de polímeros en la síntesis del NCP influye en el tamaño del mismo debido al efecto estabilizante, el cual evita la aglomeración, por lo que también se obtiene una distribución más uniforme de tamaños de AgNPs. El polímero PVP pu...
	También se realizó una caracterización de las nanopartículas mediante XPS para poder observar la composición elemental de manera cualitativa y cuantitativa de las AgNPs. En la Figura 1 C se observa el espectro XPS completo en el cual se detecta la pre...
	En este trabajo, el equipo utilizado tiene un poder de penetración de solo100 nm por lo que es posible que, debido al recubrimiento polimérico, la señal de la plata no fue captada en su totalidad debido a la poca penetración, llevando a su baja intens...
	Tabla 1. Composición elemental porcentual del medio líquido en el que se encuentran las AgNPs – PVP.
	Como parte del análisis en XPS se procedió a registrar los espectros en alta resolución del carbono y oxígeno, los cuales permiten detectar pequeñas variaciones en la energía de enlace de los elementos debido a los entornos en los que se encuentran, p...
	Figura 2. Deconvolución de los espectros XPS de alta resolución. A.) Deconvolución del C1s, se observan 3 picos asociados a enlaces que forma el carbono con otros elementos. B.) Deconvolución del O1s, se observan 3 picos que corresponden a los enlaces...
	Por otro lado, en la Figura 2B se puede observar la deconvolución del O1s que presenta 3 picos. El primero se ubica en una energía de enlace de 532 eV que corresponden a grupos éter o hidroxilo unidos a compuestos alifáticos, este pico suele encontrar...
	Los desplazamientos de las energías de enlace en los picos deconvolucionados pueden estar influenciados por factores como el tamaño de las nanopartículas, interacciones con el medio, deformaciones en la red cristalina del material o los efectos de rel...
	Estabilidad de los NCPS en el tiempo.

	Figura 3. Espectro UV – Vis AgNPs –PVP A.) Espectros UV – Vis de AgNPS – PVP en día 0 y después de 326 días. B.) Espectros UV – Vis de AgNPS – PVP después de 4 meses publicado por 36.
	El objetivo final del NCP obtenido es de uso agrícola por lo que la estabilidad en tiempo real es un parámetro importante para evaluar por lo que se estudió en esta investigación la estabilidad de los NCPs obtenidos por un periodo de 326 días. Como se...
	Estabilidad térmica de los NCPs
	Aparte de estudiar la estabilidad en el tiempo, también se corroboró la estabilidad térmica de los NCPs mediante un análisis termogravimétrico. La Figura 4A muestra el termograma de estabilidad, donde se observa una gran curva de descenso que refleja ...
	Figura 4. Curva de estabilidad de las AgNPs – PVP a una atmósfera oxidante A.) Pérdida de masa por evaporación de agua en el intervalo de 16  C a 140  C. B.) Pérdida de masa por degradación de la PVP en diferentes intervalos de temperatura.
	Estos resultados concuerdan con investigaciones previas 38, 39 donde se analizó térmicamente la presencia del polímero PVP en las AgNPs, mostrando una primera pérdida de peso hasta 140  C debido a la evaporación del agua adsorbida y la humedad que hac...
	Sin embargo, otras investigaciones reportan que las AgNPs recubiertas con PVP sintetizadas por métodos químicos no resultaron estables40. En esas investigaciones se redujo el nitrato de plata (AgNO3) con borohidruro de sodio (NaBH4), utilizando PVP co...
	Carácter Insecticida y bactericida de los NCPs en condiciones de laboratorio.
	En cuanto al carácter insecticida, se observa en la Tabla 2 que 10 días después de la aplicación del nanocomposito se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 98.0, 97.84 y 96.1 para las concentraciones de 64 ppm, 32 ppm y 16 ppm respectivamente. Después...
	Tabla 2.  % de Mortalidad de diferentes estadios de mosca blanca después de 24, 48 horas y 10 días posterior a la aplicación sobre las hojas del nanocompósito (64 ppm) y diluciones 1:2 y 1:4 respectivamente. Los datos porcentuales se transformaron por...
	La síntesis verde de AgNPs, utilizando plantas como agentes reductores y captores, ha mostrado provocar mortalidad en casi todos los estadios de los mosquitos, es decir huevo, larva y adulto, además de producir toxicidad aguda, propiedades fumigantes,...
	Escasos reportes existen relacionados con la acción de nanocompositos de plata  frente a diferentes estadios de la mosca blanca (Bemisia tabaci), por lo que este trabajo pudiera ser un referente para estudios posteriores de los mecanismos de acción de...
	En la tabla 3 se muestran los resultados del método de difusión en disco de agar como se describe en métodos para evaluar efecto inhibitorio del nanocomposito y sus diluciones en el crecimiento de 3 bacterias, Bacillus amyloliquefaciens (bacteria no p...
	Tabla 3. Inhibición del crecimiento de 3 aislados bacterianos correspondientes a Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas syringae y Xanthomonas spp luego de la aplicación del nanocomposito (32 ppm) y sus diluciones 1:2 y 1:4. La actividad inhibidora e...
	Figura 6. Efecto bactericida del nanocomposito frente a la bacteria Bacillus amyloliquefasiens. A) Medición de los halos de inhibición. B) Halos de inhibición al utilizar diferentes diluciones del nanocomposito (64, 32 y 16 ppm respectivamente). Al ce...
	Los mecanismos de inhibición exactos de las AgNPs contra las bacterias aún permanecen desconocidos. Sin embargo, hay algunos investigadores que proponen que la acción de las AgNP sobre las bacterias puede deberse a su capacidad para penetrar en la cél...
	Se estandariza un método de síntesis verde utilizando extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) como agente reductor, con el cual se obtienen nanopartículas de plata de tamaños aptos para usos agronómicos con diámetros promedio de 10.8 nm, las cu...



