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RESUMEN

En este trabajo se generaron productos sencillos y especializados con y sin
nanoparticulas de plata, cobre y 6xido de zinc, sintetizadas con un extracto agua-etanol
50/50% vl/v de la flor de Jamaica, que son capaces tanto de desinfectar como de eliminar
olores con un agradable aroma residual con intensidad media a baja y que de acuerdo a
su evaluacion en el programa eQgest son amigables con el medio ambiente y los seres

humanos.

Las soluciones estan en forma concentrada y pueden diluirse hasta 6% en su actividad
desinfectante contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli manteniendo 10 mm de
inhibicion. Aunque las nanoparticulas de plata no tienen un efecto inhibidor inmediato
como en el caso de los ingredientes activos desinfectantes, estas aportan tiempo de
residencia. Las nanoparticulas de cobre y de 6xido de zinc tienen una baja o nula
actividad antibacteriana si no se encuentran en presencia de las nanoparticulas de plata
para generar un efecto sinérgico. Por otro lado, dependiendo de la solucién se puede
diluir hasta 12.5% en su actividad neutralizador de olores contra acidos grasos,
mercaptanos y aminas, pero se recomienda una dilucion maxima de 25% para mantener

un mejor efecto.

Las pruebas fitoquimicas del extracto de jamaica demostraron la presencia de saponinas,
terpenoides y esteroides, flavonoides, carbohidratos, antraguinonas y taninos. La
cantidad de esteroides y terpenoides aumenté con el tiempo, mientras que los
carbohidratos y las antraquinonas disminuyen un poco. El extracto agua-etanol fue capaz
de sintetizar las nanoparticulas planteadas de acuerdo a la metodologia aplicada. Las
imagenes de microscopia electronica de barrido mostraron nanoparticulas mayores y
menores a 100 nm de forma semiesférica de plata, de nanowires entrecruzados y
semiesferas para 0xido de zinc y semiesféricas con tendencia a formacion de clusters en
cobre. De acuerdo al analisis por espectrometria de dispersion de energia de rayos X,
los elementos capeadores claves en estas nanoparticulas son aquellos que contienen
cloro (antocianinas) y en el caso particular de las nanoparticulas de 6xido de zinc son los

terpenoides y esteroides.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, neutralizacion de olores, aceite de orégano, desinfectante.



ABSTRACT

In this work, simple and specialized products were generated with and without silver,
copper, and zinc oxide nanoparticles, synthesized with a 50/50% v / v water-ethanol
extract of the Jamaica flower, which is capable of both disinfecting and eliminate odors
with a pleasant residual aroma with medium to low intensity and that according to its

evaluation in the eQgest program are friendly with the environment and human beings.

The solutions are in concentrated form and can be diluted up to 6% in their disinfecting
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, maintaining 10 mm of
inhibition. Although silver nanoparticles do not have an immediate inhibitory effect as in
the case of disinfectant active ingredients, but they provide residence time. The copper
and zinc oxide nanopatrticles have little or null antibacterial activity if they are not in the
presence of the silver nanoparticles to generate a synergistic effect. On the other hand,
depending on the solution, it can be diluted up to 12.5% in its odor-neutralizing activity
against fatty acids, mercaptans, and amines, but a maximum dilution of 25% is

recommended to maintain a better effect.

Phytochemical tests of jamaica flowers extract demonstrated the presence of saponins,
terpenoids and steroids, flavonoids, carbohydrates, anthraquinones, and tannins. The
amount of steroids and terpenoids increased over time, while carbohydrates and
anthraguinones decreased somewhat. The water-ethanol extract was able to synthesize
the proposed nanoparticles according to the applied methodology. Scanning electron
microscopy images showed silver hemispherical nanoparticles larger and smaller than
100 nm, crosslinked nanowires and hemispheres for zinc oxide, and hemispherical with
a tendency to form clusters in copper. According to X-ray energy dispersion spectrometry
analysis, the key weathers in these nanoparticles are those that contain chlorine
(anthocyanins), and in the particular case of zinc oxide nanoparticles are terpenoids and

steroids.

Keywords: Silver nanoparticles, odor neutralization, oregano oil, disinfectant.



CAPITULO 1

1. Introduccidn

A pesar de las mejoras modernas en la higiene y la prevencion de infecciones, la
humanidad todavia puede atravesar por problemas de salud publica tan grandes como
una pandemia. Lo anterior se debe en parte al hecho de que las infecciones causadas
por virus y hongos han aumentado como resultado de los desplazamientos e
interconexiones globales. Patégenos como bacterias, hongos, virus y esporas
bacterianas son responsables de una gran cantidad de enfermedades humanas y
animales, asi como de la contaminacion de muestras alimentarias, biologicas y

ambientales y generacion de malos olores.

Las tendencias sanitarias a nivel mundial, exigen productos que puedan atacar un
amplio espectro de microorganismos sin que se dafe al medio ambiente y a la salud
humana. Dichos productos desinfectantes deben por ende estar evolucionando siempre.
El ingrediente activo en cada férmula desinfectante es lo que mata a los patégenos, por
lo general al alterar o dafiar sus células. La mejora de la actividad de un desinfectante
guimico simple o una combinacién de desinfectantes simples para aumentar el espectro
de actividad implica frecuentemente la adicién de otros agentes quimicos. Tales agentes
guimicos adicionales podran tener un efecto sobre el pH y la actividad superficial del

producto formulado una vez en solucion [1, 2].

Varias de las composiciones antimicrobianas actuales, contienen agentes que no
se encuentran de forma natural. Muchos de estos desinfectantes "sintéticos" provocan
efectos indeseables tanto en el medio ambiente como en la salud humana. Por otro lado,
aun es posible encontrar desinfectantes inapropiados que se utilizan en concentraciones
inadecuadas, asi como desinfectantes costosos o ineficaces cuando se dispone de
agentes mas baratos o eficaces, o cuando no se requiere un desinfectante en absoluto

y muchos de estos pueden facilmente inactivarse.

Asimismo, el contacto diario con sustancias que producen olores desagradables
provoca que inevitablemente persistan en el cuerpo de una persona, asi como en la ropa,

materiales utilizados y en espacios delimitados. Al ser los olores un factor para la



aceptacion o rechazo, la poblacion puede llegar a percibir los olores como un peligro
para su salud, ocasionando niveles de descontento tan negativas como cualquier otro

problema ambiental. Esto es lo que se denomina contaminacion odorifera o por olores

[3].

Se han realizado numerosos intentos para ocultar olores desagradables mediante
el uso de composiciones desodorizantes, siendo lo mas comun, aquellas que contienen
perfumes para enmascarar el mal olor. El enmascaramiento del olor es la ocultacion
intencional de un olor mediante la adicion de otro. Sin embargo, se necesitan niveles
altos para garantizar que el mal olor ya no sea perceptible. Ademas, estos compuestos
son a menudo inadecuados para dicha funcion ya que, en el intento de ocultar un olor,
se precisa producir otro mas concentrado y fuerte, y como los malos olores pueden ser
guimicamente complejos, un perfume agradable puede llegar a producir un olor mas
ofensivo que el original, asi como solo atacar a un tipo de mal olor [4]. Por otra parte,
pueden ser irritantes para el usuario, ya sea para la piel, el sistema respiratorio y/o el

sistema olfativo del mismo [5].

Ciertas composiciones en el mercado no neutralizan efectivamente una amplia
gama de malos olores depositados en telas, el aire y mucho menos en la piel humana.
Ademas, algunos productos si se utiliza en tejidos, estos se vuelvan amarillos 0 marrones
bajo la luz natural y pueden hacerlas susceptibles de ensuciarse, particularmente
productos que contienen ciertas cantidades o tipos de aldehidos y surfactantes [6]. Otros
productos en el mercado que neutralizan los olores suelen tener como compuestos al
0zono y materiales que a ciertos niveles pueden considerarse toxicos por lo cual deben
de ser suministrados con un control riguroso y por especialistas. Esto supone un riesgo
y un alto coste. Algunos sistemas para neutralizar olores desagradables, tales como el
scrubber (burbujeo del gas en un liquido) o el uso de filtros, exigen también un control
preciso del foco emisor, imposibilitando su uso en fuentes extensas y requieren una

magquinaria compleja [4].

Otros métodos de control de olores involucran activos que estan dirigidos a
reaccionar con malos olores que tienen grupos funcionales quimicos especificos, asi

como aquellos que utilizan agentes antibacterianos y antifingicos que regulan a ciertos



microorganismos que producen moléculas de mal olor, pero al igual que los perfumes

limitan el alcance de aplicacion.

Los ingredientes activos en las formulaciones contra malos olores son
particularmente ventajosos cuando pueden reducir la intensidad de los malos olores sin
poseer por si mismos ningun olor o fragancia significativamente intensa. Tales
ingredientes activos no enmascaran los malos olores, sino que los neutralizan. Estos
pueden ser aceites de perfume, compuestos que atacan ciertos espectros de grupos
generadores de mal olor, asi como antimicrobianos. Una mezcla efectiva de estas
materias y de otros ingredientes opcionales que protejan a la fragancia y que ademas
ayuden a la retencién de particulas de diversos tamafios seria lo mas ideal. Ademas,
proporciona la posibilidad de reducir la cantidad de aceite de perfume requerida; hacer
soluciones concentradas y diluirlas para disminuir su coste final, pero cuidando que tenga

el mismo grado de accion.

La demanda de productos y materiales en distintas areas (como nanomateriales,
biomédica, produccion de desinfectantes mas potentes y eficientes, etc.), asi como la
generacion de nuevas tecnologias y avances cientificos promueven la exigencia de
investigar y generar metodologia que contribuya a la solucion de problemas diarios y que
dichos métodos y productos generados sean rentables, factibles, innovadores vy

sustentables, a su vez que no sean toxicos ni perjudiquen el medio ambiente.

Hoy en dia, cada vez més inundan las areas de accion y estudio los productos a
nivel nanométrico, como lo son las nanoparticulas de ciertos metales, como por ejemplo
las nanoparticulas de plata, que es un material versatil que tiene aplicaciones en areas
claves, tales como remediacion del medio ambiente [7-9], nanomedicina y biomedicina
[10-15], productos de cuidado personal [16]. Ademas, las nanoparticulas de plata se
caracterizan por sus excelentes propiedades antibacterianas y fungicidas [17-22, 14, 9],
entre muchas otras [23-26, 16]. Actualmente se estd empleando también para el
desarrollo de desinfectantes mas eficientes por su ataque hacia bacterias, algunos
hongos y virus, siendo esto ultimo casi no investigado por la comunidad cientifica [10,

17, 18, 27]. Una de las areas que podria tener gran relevancia en el empleo de



nanoparticulas podria resultar ser la que se dedica a producir productos neutralizadores
de olores; lo anterior debido a su ya mencionado efecto antimicrobiano.

Para la produccion de nanoparticulas metélicas, en especial en las nanoparticulas
de plata, se han desarrollado diferentes métodos de sintesis, los cuales estan
englobados en dos categorias principales; bottom Up y Top down. Dentro de la primera
seccion se encuentra la técnica de bioreduccion en donde se pueden utilizar
microorganismos, plantas y sus extractos. El incremento gradual en la contaminacion
ambiental ha hecho que la comunidad cientifica tome conciencia y enfoque sus esfuerzos
hacia la busqueda de nuevas alternativas para la obtencion de estas nanoparticulas con
metodologias limpias. Por esa razon, se ha considerado que la sintesis bioldgica
representa una de estas alternativas limpias, presumiblemente no téxica y amigable con
el medio ambiente igualando e incluso sobrepasando las expectativas de las
nanoparticulas sintetizadas por los otros métodos tradicionales [28].

Recientemente el uso de plantas para sintetizar nanoparticulas ha ido
incrementando. Este tipo de sintesis es limpia, no tdxica y biocompatible, con una amplia
gama de tamafios, formas, composiciones, propiedades fisioquimica, fisicoquimica, y

farmacoldgicas de la nanoparticula sintetizada [28].

La planta Hibiscus sabdarrifa L., llamada coloquialmente en México como flor de
Jamaica, tiene una gran variedad de metabolitos secundarios (alcaloides, flavonoides,
polifenoles, glucésidos, etc.) de acuerdo a numerosos estudios [29-34]. Estos
metabolitos son capaces de utilizarse como elementos reductores y capeadores de
diversas sales metdlicas, entre los cuales el elemento metalico puede ser oro [18, 35],
cobre [36, 37] o plata [7-9, 11, 19, 20 38]; asi como Oxidos, tales como 6xido de cerio

[39, 40], 6xido de zinc [41-43], 6xido de cadmio [44] y otros elementos metalicos [42].

La sintesis de nanoparticulas de plata, zinc y cobre con extracto acuoso de
Hibiscus sabdariffa ha sido poco estudiado. La mayoria de las veces utilizando una
mayor cantidad de extracto que dé solucion iniciadora (en el caso de la plata), lo que
produce una sobresaturacion de los metabolitos, con un posible aumento en costo-

beneficio al tratar de escalar a nivel industrial, asi como de problemas de estabilidad.



Por lo anterior, se concluye que sigue existiendo la necesidad de composiciones
refrescantes mejoradas que desinfecten y neutralicen una vasta gama de malos olores y
gue tenga un amplio espectro de accion ante los microorganismos; evitando utilizar
herramientas o equipos sofisticados y que proporcionen un beneficio hedonico y de
salud, evitando al mismo tiempo la suciedad y la tincion de tejidos, dafio en las superficies
y que puedan ser usados directamente en la piel sin tener efectos secundarios (irritacion).

En este trabajo se desarrollaron formulaciones desinfectantes y neutralizadoras
de olores con y sin nanoparticulas de cobre, 6xido de zinc, y principalmente de plata,
utilizando un extracto agua-etanol de la flor de Jamaica como agente reductor, capeador
y estabilizante para prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas [45] que es amigable

con el medio ambiente y con el ser humano.

1.1 Objetivo de la investigacion
1.1.1 Objetivo general

Desarrollar diferentes composiciones quimicas con el fin de desinfectar y
neutralizar malos olores provenientes de distintas fuentes utilizando nanoparticulas

funcionalizadas que se obtengan de un extracto agua-etanol de Hibiscus Sabdariffa.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obtener un extracto agua-etanol de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) para
evaluar su capacidad como agente reductor y capeador en la sintesis de
nanoestructuras metalicas.

e Realizar pruebas fitoquimicas del extracto obtenido de la flor de Jamaica.

e Sintetizar nanoparticulas de plata, cobre y 6xido de zinc mediante reduccion verde
con extractos obtenidos de la flor de Jamaica.

e Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas mediante la técnica ultravioleta-
visible (UV/Vis), escaneo de microscopio electrénico (SEM), espectroscopia de
dispersion de energia (EDS), dispersion dinamica de la luz (DLS) y espectrometria

de emision atomica y plasma de microondas (MP-AES)



Desarrollar las soluciones desinfectantes y elimina olores con y sin
nanoparticulas.

Evaluar a las soluciones en pruebas microbiolégicas contra Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Evaluar a las soluciones en pruebas organolépticas con un panel de 10 personas
sobre muestras maestras de mal olor de acido graso (acido acético), mercaptanos
(extracto de ajo 1:100), y aminas (solucién de escatol y ceviche putrefacto).

Evaluar a las soluciones desarrolladas por medio del programa eQgest.



CAPITULO 2

2. Fundamentos tedéricos

2.1 Generalidades
2.1.1 Especialidades quimicas

“La especializacién implica la limitacion, la adecuacion de algo para que pueda
cumplir satisfactoriamente con su objetivo o funcion”[46]. También, se utiliza para referir
la preparacion, el adiestramiento, ensayo, o estudio en una determinada habilidad,
actividad, arte o rama del conocimiento. Por otro lado, de manera comercial, una
especialidad puede ser un compuesto quimico o sustancia que haya sido preparado en
un laboratorio y que esté autorizado oficialmente para ser comercializado en su area de

mercado con un nombre comercial y registro [47].

De acuerdo con lo anterior, se define al término “especialidades quimicas”
utilizada en este documento como el estudio limitado al desarrollo y obtencion de
composiciones quimicas diferentes que tienen como propdésito la eliminacion de un
amplio espectro de microorganismos y de malos olores; el cual pueda ser comercializado

en un futuro.
2.1.2 Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L. es una planta originaria de Africa, llamada rosa de Abisinia.
En México es conocida como flor de jamaica o simplemente Jamaica, la cual fue traida
en la época colonial. Sus flores (célices) es la parte mas importante de la planta debido
a su utilidad (bebidas, mermeladas, tés, dulces, licores, aguas dulces, salsas, asi como
saborizante, colorante, cosméticos, farmacéuticos) [48, 49] y en sintesis de
nanoparticulas metalicas [7-9, 11, 18-20, 35-44], teniendo un impacto socioeconémico
en el pais con un gran mercado nacional e internacional. Las dos mayores especies de
Jamaica son Var altissima Wester y Var sabdariffa. El segundo tipo tiene dos variedades

gue se diferencian en sus calices: rojo y amarillo [50].



La composicion nutricional de los calices de H. sabdariffa se muestran en la Tabla
1. Los célices son ricos en hidratos de carbono, vitaminas, minerales, metabolitos
secundarios y proteinas de fibra dietética, estando en mayor cantidad este ultimo grupo
seguido por los carbohidratos [51]. Los macronutrientes que se encuentran en mayor
porcentaje son los carbohidratos, cenizas, proteinas y grasas en ese orden; donde se
presenta una cantidad importante de acido malico [52, 53].

Al igual que el tamafio y cantidades en ciertas partes de la planta, las porciones y
existencia de los compuestos anteriormente mencionados pueden variar por factores

ambientales, método de extraccion y aislamiento [52, 30].

Tabla 1: Composicion nutricional de Hibiscus sabdariffa L. (Media + DE) [53].

Valor nutricional (g /100 gdw™) Acidos grasos (%)
Cenizas 7.4+£05 Acido céaprico (C6:0) 0.40 £ 0.02
Proteinas 55+£0.4 Acido caprilico (C8:0) 0.14 £ 0.01
Grasas 0.47 £0.08 Acido caprico (C10:0) 0.220 £ 0.001
Carbohidratos 87+1 Acido laurico (C12:0) 0.47 £0.03
Energia (kcal/100 gdw) 373+2 Acido miristico (C14:0) 1.24 +0.01

Acido pentadecanoico (C15:0) 0.84 +0.01

Azlcares 11.1+0.9 Acido palmitico (C16:0) 27.73 £0.02
Fructosa 46+0.3 Acido palmitoleico (C16:1) 1.32+0.04
Glucosa 6.5+ 0.6 Acido heptadecanoico (C17:0) 1.28 £ 0.06
Acido esteérico (C18:0) 4.46 +0.01

Acidos orgéanicos 11.31+£0.04 Acido oleico (C18:1n9) 9.1+0.1
Acido oxalico 1.81 £ 0.05 Acido linoleico (C18:2n6) 32.65 + 0.07
Acido malico 9.10 + 0.09 Acido a-linolenico (C18:3n3) 15.76 + 0.04
Acido shikimico 0.35 + 0.002 Acido araquidénico (C20:0) 1.02 £ 0.05
Acido fumérico 0.043£0.04 Acido eicosanoico (C21:0) 0.21+£0.02

Acido behénico (C22:0) 1.40 + 0.02
Tocoferoles (mg/100 gdw) 39.95+0.01 Acido tricosanoico (C23:0) 0.67 +£0.01
a-Tocoferol 39.19 + 0.06 Acido lignocérico (C24:0) 1.08 £ 0.02
3 — Tocoferol 0.76 + 0.06 Acidos grasos saturados 41.2+0.1

Acidos grasos monoinsaturados  10.4 + 0.2

Acidos grasos poliinsaturados 48.4+ 0.1

*gdw gramo de peso seco (gram dry weight)



Se ha evidenciado la presencia de diversos metabolitos secundarios en la flor de
jamaica que son de gran interés por sus efectos en la salud, tanto para el sector
farmacoldgico, alimenticio y cosmético. Los compuestos encontrados son los acidos
organicos, fendlicos, antocianinas, fibras, y en mayor proporcion a los flavonoides y
glucésidos [30, 31, 52]. También se encuentran los carotenoides, acidos grasos
esenciales, tocofenoles, taninos, entre otros [54, 52]. Entre los acidos de mayor
abundancia se encuentran el acido citrico, acido hidroxicitrico, acido hibisco, malico y
tartarico, y los que se encuentran en menor cantidad son el acido oxalico y ascérbico
[31]. La cantidad y el tipo de metabolito se ve afectado por factores como el genotipo y
el medio ambiente [55].

Las antocianinas son un tipo de compuestos fendlicos del grupo de los
flavonoides. Las principales encontradas en los calices son delfinidin-3-sambubiosido y
cianidin-3-sambubiosido [56, 52, 57]. Las antocianinas son pigmentos naturales de la
planta, donde su coloracién depende del pH, siendo mas estables a pH acido [31]. Estos
compuestos son facilmente degradados por cambios en el pH, temperatura, presencia
de algunas enzimas, luz; hasta por la presencia de otros flavonoides, acidos fendlicos y
metales [58]. La parte organica del caliz (principalmente acido malico, citrico, tartarico y

ascorbico) permite estabilizar a las antocianinas.

Los compuestos volatiles en el caliz son los responsables del aroma en los
extractos acuosos donde se han obtenido un total de 32 compuestos derivados de cinco
grupos quimicos: aldehidos, alcoholes, cetonas, terpenos y acidos, de los cuales los
primeros dos grupos son los que contienen la mayor fraccion de los compuestos volatiles

aromaticos en las bebidas [31, 59].
2.1.3 Nanoparticulas

Debido al gran interés y al avance en el desarrollo de técnicas para sintetizar y
caracterizar materiales a nanoescala, la nanotecnologia es una de las areas de
investigacion mas activas. Este tipo de area del conocimiento cada vez mas abarca

diversos campos como lo es la quimica, ingenieria, electronica y la medicina.



Ahora bien, nanoparticula (NP) se define desde el punto de sus dimensiones
fisicas, como una particula que posee un tamafio entre 1 a 100 nm [60]. Tanto la
Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO) como la Sociedad Americana de
Materiales de Ensayo (ASTM) han proporcionado sus definiciones de nanoparticulas que
son practicamente las mismas [61, 62]: “Una nanoparticula se define como un nano
objeto con las tres dimensiones en el rango de tamafo de aproximadamente 1 nm a 100
nm”, Por tanto, las nanoparticulas son aquellas dentro de este rango de tamafio. La
IUPAC también define nanoparticula como “una particula de cualquier forma con
dimensiones en el rango de 1 ~ 100 nm”[63], sin embargo, no existe una razén especifica
para usar 100 nm como el tamafio que separa las nanoparticulas de las no
nanoparticulas ya que de acuerdo a esta ultima definicion se incluye cuando los objetos
con solo dos dimensiones estan por debajo de 100 nm, por ejemplo, tubos y fibras. Por
tanto, la definicion de nanoparticula no se basa realmente en el tamafio exacto de las
particulas, sino que depende de si las nanoparticulas tienen propiedades novedosas que

no tienen sus formas bulto o macroscopico [64].

Las nanopatrticulas pueden clasificarse de maneras muy diversas, siendo una de
ellas como nanoparticulas no metalicas, metalicas, semiconductoras y combinadas [23].
Las nanoparticulas metélicas se definen como agregados aislados de atomos de metales
rodeados de una cdpsula protectora o estabilizante que evita su aglomeracion de tamafio
entre 1 nm a 100 nm [23, 65].

Uno de los obstaculos en el area de las nanoparticulas, es el disefio y recreaciéon
con alta repetitividad del método de sintesis. Este tipo de control es mucho mas complejo
cuando se utilizan materiales que no pueden tener las mismas propiedades iniciales

como lo son los extractos de plantas.

2.1.4 Desinfectantes

En México, de acuerdo a la normatividad y a la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios [66], un desinfectante es un “agente quimico
empleado para eliminar de superficies inanimadas microorganismos patégenos,

con excepcion de esporas, endoesporas y otras formas o estructuras de resistencia”



[125, 67]. En cambio, la Secretaria de Salud, de acuerdo a su Manual de Buenas
Practicas de Higiene y Sanidad, define a un desinfectante eficaz como “un producto que

reduce el nUmero de microorganismos a un nivel que no perjudica la salud” [68].

En Estados Unidos, se encuentra otra categoria de articulo capaz de disminuir la
carga bacteriana llamada sanitizante, que al igual que los desinfectantes estan regulados
por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). De acuerdo a la EPA, un desinfectante
debe de ser capaz de reducir la carga bacteriana hasta 99.9999% en minimo 10 min con
cierto control de virus y hongos mientras que un sanitizante debe actuar de forma
inmediata (30 segundos) hasta un 99.9% sin controlar hongos y virus. Por lo anterior, un
sanitizante reduce la poblacion de bacterias tanto en superficies inanimadas como en el
ambiente, pero no las destruye; en cambio, los desinfectantes destruyen de forma
permanente a una gran variedad de microorganismos [69, 70].

Es importante tomar en consideracion que ningun desinfectante es
completamente efectivo debido a la selectividad de microorganismos que ataca, el
espacio y objetos que estaran en contacto con el producto, el agua empleada y demas
condiciones de limpieza y ventilacion. El uso continuo de ciertos desinfectantes quimicos

puede dar lugar a la generacion de microorganismos resistentes [71].
2.1.5 Olor y malos olores

De acuerdo con la Real Academia Espafiola [47], se llama “olor a la sensacion
gue un efluvio genera en el olfato”. Esto quiere decir que el olor es la sensacion resultante
de la recepcion de un estimulo por el sistema sensorial olfativo. Cuando la percepcion
generada es de rechazo o molestia se define como mal olor; que histéricamente se han
asociado con la toxicidad. Cuando estos malos olores ademas afectan a la calidad de
vida de las personas y animales del medio, puede ser considerado como una forma de
contaminacion ambiental denominada contaminacion odorifera [3, 72]. Por otro lado,

cuando una sustancia presenta olor se le llama odorifera y cuando no, inodora.

La mayoria de los malos olores percibidos a diario se dividen en tres grupos

principalmente [73, 74]:



e Tioles 0 mercaptanos: Tipicamente se generan como parte del proceso de

descomposicion de la materia organica y son derivados organicos del sulfuro de
hidrogeno. Algunos ejemplos son: metilmercaptano y dimetilsulfuro.

e Aminas: Son derivados organicos del amoniaco. La forma mas frecuente de
encontrarlos es como producto de descomposicion de la orina. Algunos ejemplos son:
trimetilamina, piridina, putrescina, cadaverina, triptdfano, y sus derivados indol y
escatol.

e Acidos grasos: Son cadenas de hidrocarburos que contienen grupos A&cidos

carboxilicos. Se encuentran, como su nombre indica, en aceites y grasas, aunque
también son frecuentes en olores complejos como la basura y en la piel. Algunos

ejemplos son: acido valérico, acido propanoico y acido butirico.
2.2 Eliminacion de olor

Los malos olores se generan esencialmente por la degradacién bacteriana. Los
microorganismos al metabolizar la materia organica generan metabolitos volatiles
malolientes. Lo anterior se puede encontrar en la mayoria de las fuentes de mal olor; por
ejemplo, en el cuerpo humano se presentan diversas condiciones y zonas que exhiben
mayor generacion de mal olor, como lo es la boca, las axilas, los pies y la zona intima

masculina y femenina.

En la mayoria de los casos anteriores se debe a la generacién del sudor, que por
si mismo no tiene olor, al mezclarse con otros componentes procedentes de la piel, como
son algunos acidos grasos, toxinas liberadas y los elementos procedentes de las células
descamadas, se convierten en nutrientes de los microorganismos que forman parte de
la flora cutanea normal. Al degradar estos componentes, los microorganismos generan
enzimas (por ejemplo, lipasa y proteasa) que facilitan la descomposicion y metabolismo
de los nutrientes en el sudor y finalmente se generan los “desechos” que son moléculas
y compuestos olorosos [75]. Es importante aclarar que la cantidad de estas sustancias
gue produce una uUnica bacteria es indetectable, s6lo cuando existen millones de
bacterias es cuando dichos desechos pueden ser percibidos lo que va ligada a una buena
higiene [74].



Existen otros factores que generan mal olor en el cuerpo humano los cuales son
debidos a los alimentos consumidos, medicamentos, problemas en las glandulas
salivales, ecrinas y apocrinas, asi como la relacion existente con enfermedades como la
diabetes, infecciones tracto respiratorio y gastrointestinales, etc.; edad, sexo, factores
genéticos, factores ambientales (clima o situacion de estrés), higiene personal o el uso
de cosméticos, entre otros, ya que estos factores modifican, de una u otra forma, la
cantidad de sudoracion, sus propiedades o los tipos de bacterias presentes en la piel
[76].

Las bacterias ademas pueden ser transferidas a los tejidos (ropa y telas de cama)
desde la piel por adherencia, crecimiento y dafo de las fibras. A diferencia de lo que se
cree, las fibras sintéticas suelen a comparacion de las naturales, oler peor y presentar
un olor mas intenso por la facilidad de acumular humedad en los espacios libres entre
las fibras [76].

Otro ejemplo claro de la actividad bacteriana es la putrefaccién. En este caso las
bacterias en condiciones anaerdbicas favorables comienzan a transformar los
carbohidratos, lipidos y proteinas en acidos organicos (acido propanoico, acido lactico)
y gases (metano, acido sulfhidrico, amoniaco). La descomposicion de los aminoacidos
presentes en la materia organica, principalmente animal, también produce putrescina y
cadaverina, cuyos olores se asocian al de la carne podrida. El metilmercaptano se
produce por la accion de bacterias sobre las proteinas y la trimetilamina es la principal

sustancia responsable del olor desagradable asociado al pescado descompuesto.

Otras fuentes de generacion de malos olores son los sectores econémicos, en
especial la industria. Debido a sus procesos, materias primas que utilizan, las reacciones
involucradas y deméas componentes y condiciones del proceso, originan moléculas

volatiles malolientes.

En las plantas petroquimicas se pueden generar gases de azufre en los procesos
de combustion y horneado, mientras que en las industrias de alimentos y bebidas se
debe mayormente a que sus materias primas por ser de caracter perecedero pueden
facilmente degradarse por las condiciones ambientales y por contaminacion bacteriana.

En las plantas de moldeo, sintesis plastica, recubrimientos y de otros productos de la



misma indole, asi como las empresas que manejen colorantes, detergentes, tintes,
pegamentos, disolventes, etc., se generan olores provenientes de compuestos organicos
volatiles (COV) [77, 78]. Tanto en la industria de alimentos, bebidas y las fabricas
dedicadas a la produccion de papel generan aguas residuales con alta carga organica,
aunado al mal manejo y control de dichos desechos y procesos, el olor puede

incrementarse a niveles tan altos que son insoportables.

Por otro lado, algunas de las fuentes que mas molestan a la comunidad, son las
ocasionadas por la misma; como lo son los basureros clandestinos, los arroyos y canales
contaminados con basura, animales muertos y desperdicios en general que en su

mayoria se debe a la actividad microbiana.

De manera inmediata es posible eliminar la generacion de los malos olores
atacando y determinando el tipo de fuente; si por ejemplo es por actividad microbial; ya
sea por degradacion bacteriana (descomposicién de materia organica — putrefaccion) o
como productos desechados por dichas bacterias (metabolizacion) se espera que al
utilizar un desinfectante eficiente que pueda atacar un gran nimero de microorganismos,
exista una reduccion drastica en la generacion de las moléculas de mal olor, en donde
otros elementos o ingredientes activos, asi como fragancias, ataquen a dichas moléculas
por diferentes métodos (complejacion, cambio quimico, precipitacion, aumento de peso
y tamafio de la molécula, etc.) dejando un agradable aroma. Si los microbios han sido
suprimidos con éxito, entonces no seran necesarias composiciones complejas o utilizar
compuestos quimicos especificos, simplemente utilizar un desinfectante/elimina olor
eficiente con una post-limpieza. Cuando la fuente es de tipo sintético-industrial se
utilizarian formulaciones especializadas para atacar a las moléculas obtenidas o hacer

uso de equipos estacionarios.

Aunado a la eliminacion de olores, existen compuestos que modifican la intensidad
de los malos olores y pueden subdividirse en enmascarador, armonizador y neutralizador

de olores. En la Figura 1 se muestran de manera esquematizada [79, 80]:

e Enmascarador de olor: Compuestos que aumentan la intensidad total del olor en mas

de tres unidades de intensidad, tales compuestos constituyen perfumes que
enmascaran el mal olor como resultado de su potente olor agradable. El producto



obtenido puede resultar ser mas desagradables que el olor original. Cuando se
enmascara un olor se debe a que dicha sustancia se une fuertemente a los receptores
o los bloquean, no permitiendo que las moléculas olorosas puedan estimular al
cerebro, pero que siguen estando presentes. Algunos ejemplos de moléculas
blogueadoras son los aldehidos, cetonas y las iononas.

e Armonizador de olor: Compuestos que aumentan la intensidad del olor como maximo

tres y al menos una unidad de intensidad. Normalmente, estos compuestos son
materiales de partida de perfumes convencionales que no tiene olor intrinseco
intenso. Reducen los olores, pero tienen un olor caracteristico.

e Neutralizador de olor: Compuestos que aumentan la intensidad total del olor sélo

como maximo una unidad de intensidad o incluso la reducen. Pueden reducir la
percepcion de los malos olores sin dejar por si mismos ninguna impresion dominante
de olor. Es una sustancia o mezcla de sustancias donde las moléculas que se emiten
al aire reaccionan con las moléculas malolientes, dando lugar a moléculas inodoras

o de olor agradable.

El neutralizador a diferencia de los otros dos no se asocia a tipos o clases
especificas de fragancias, por lo tanto, pueden aplicarse universalmente. Otra ventaja de
este producto es que, al emitir moléculas neutralizadoras, estas se pueden depositar
sobre los textiles y otras superficies, de manera que también se neutralizaran las

moléculas malolientes adheridas [81].

La percepcion de mal olor también puede ser eliminada al remover algunas
porciones criticas del material odorante para llegar a una concentracion quimica menor
a los limites de percepcion o alterando como el odorante es percibido [82]. Otra forma es
modificando la estructura quimica de la molécula para convertirla en otra que no genere
algun olor o en su defecto, que sea inodora y si es posible que también sea inerte. Lo

anterior seria el proposito de las composiciones neutralizadoras.

A continuacién, se muestran algunos métodos y compuestos de manera general
gue pueden contrarrestar a moléculas especificas de mal olor dependiendo de su

aplicacion:



e Sulfuro de hidrégeno (H2S): Se pueden utilizar sales y 6xidos de calcio y sodio.

También son muy efectivas las aminas y nitratos, como lo pueden ser la
trietanolamina, amida DEA, Cocoamidopropil betaine y los 6xidos de amina. Aunque
es necesaria una concentracion mayor a 1000 ppm para que este gas resulte mortal,
es importante su control inmediato debido a que a bajas concentraciones
generalmente excita al sistema olfativo, pero inmediatamente después lo deprime,
mientras que en concentraciones altas esto ocurre en cuestion de segundos lo que

lleva a ya no percibir dicho olor [83].

Actividad satisfactoria

4 Compuestos enmascaradores de olor

Compuestos armonizadores de olor

Compuestos neutralizadores de olor

-
Actividad no satisfactoria

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Incremento en el total de la intensidad del olor
(unidades de intensidad)
=

Reduccion en la intensidad del mal olor (unidades de
intensidad)

Figura 1: Sistema de clasificacion organoléptica de sustancias que pueden tener un efecto en la
percepcion de malos olores. Traducido de [80].

e Acido butirico y sus sales: Recubrir al 4cido en grasa, por lo tanto, encapsulandolo.

El sistema de encapsulado consiste en pulverizar aceite o grasa vegetal fundida sobre
un soporte que contiene al 4cido o a la sal para recubrir toda la superficie. De esta
manera, se consigue aislarlos. El uso de esta técnica estd muy extendido en la
fabricacion de antibioticos, vitaminas y levaduras [84]. Sin embargo, presenta

importantes inconvenientes: un alto coste, concentracion de butirato recuperado baja,



deterioro de la grasa que encapsula al butirato de forma réapida siendo facilmente
alterada por la temperatura [85].

Otros métodos combinan el acido butirico con glicerol para incrementar su peso
molecular, disminuyendo asi su olor. Este procedimiento evita el desarrollo de formas
encapsuladas. Ademas, la combinacion anterior conlleva a la formacion de un éster. Al
formarse dicho éster, se reduce la reactividad del &cido, siendo la nueva composicion

mayormente estable [84].

Una forma de contrarrestar el olor caracteristico del acido butirico y sus sales sin
alterar sus propiedades quimicas es mediante la adicion de sustancias aromaticas
(aroma de fresa o acetato de amilo) y/o mediante tratamiento térmico (30°C a 452°C)
[85].

Por otro lado, si se utiliza bicarbonato de sodio, se convierte el acido butirico en
butirato sodico, que es inodoro. La sustitucion de un atomo de hidrégeno por uno de

sodio convierte un olor extremadamente apestoso en neutro [86].

e Acetato de etilo: El acetato de etilo se forma mediante esterificacion de acido

acético y etanol, los cuales estan presentes en el vinagre obtenido de procesos
de fermentacion. Los métodos utilizados constan de exponer la solucion de
vinagre que contiene acetato de etilo a una temperatura de 40 - 70°C y ponerla en
contacto con una fase gaseosa reducida en una presion atmosférica para eliminar
sustancias volatiles [87]. En la patente [88] dejaron en contacto al vinagre con un
absorbente sintético poroso no iénico, que absorbid y elimind las sustancias con
mal olor existentes. De acuerdo a los autores, este método es mayormente

eficiente hacia acido fenilacetico e isovalérico.

Otros métodos procuran aumentar el pH de la solucién y una vez neutralizado el
acetato de etilo, volver a afiadir vinagre puro para reestablecer el pH acido [89]. También
se ha probado el aumentar la temperatura a 90°C durante una hora con el fin de evaporar
todo el material volatil, pero esto significa que dicho material debe de ser absorbido o

atrapado por algun filtro o membrana para no liberarse en el proceso [87]. Aln con lo



anterior, estos métodos eliminan de manera insuficiente los productos con mal olor,

debido a que este vuelve a aparecer una vez transcurrido un tiempo.

e Otros 4cidos: Como lo pueden ser los &cidos grasos valérico, isovalérico, propanoico.
Al igual que con el acetato de etilo, puede aumentarse el pH a neutro, en este caso
con bicarbonato de sodio, cloruro de calcio o citrato de sodio. Utilizar alcohol
isopropilico, como limpieza y eliminacion de microorganismos. Utilizar terpenos
provenientes de la citronela, geraniol, jengibre, salvia, romero, limén, etc. [75]. Como
método experimental durante el proceso de realizacién de las formulaciones, se
encontré que el propilenglicol, mayormente el éxido de amina, neutralizan el olor de
acido aceético al 20% de manera inmediata.

e Base proteica de pescado / Aminas: En un estudio realizado en 2004 [90] se obtuvo

gue es posible extraer los compuestos nitrogenados por medio de un lavado en &cido
fosforico 1:3 (una parte del pescado desmenuzado para tres partes del disolvente)
con una concentracion de 0.05%, seguido de un lavado en agua destilada a una

temperatura determinada.

Uno de los métodos mas eficientes para la neutralizaciéon de la mayoria de los
compuestos anteriores es utilizando aceites esenciales de manera directa o en solucién
con la dificultad de su baja solubilidad. Las moléculas olorosas se adhieren a las gotas
de aceite y finalmente por interacciones quimicas, como la generacion de
microemulsiones, son neutralizados. El problema con su uso es que eleva el costo de
cualquier formulacién significativamente, ademas de poder ser toxico para el usuario

dependiendo de la concentracion y el tipo de aceite esencial.

Por otro lado, olores desagradables producidos en el cuerpo humano pueden
controlarse teniendo una alimentacion equilibrada, una flora intestinal saludable y

realizando duchas constantes.

Otros métodos conducen a la modificacion de las caracteristicas de una molécula
olorosa. Por ejemplo, al disminuir la presion de vapor, la volatilidad de la sustancia se
suprime y la molécula no es capaz de llegar a los receptores del sistema olfativo.
Ademas, si la molécula se hace insoluble en un sistema acuoso, ya no podra disolverse

en la mucosa y por consiguiente no podrd atravesar las membranas de las células



epiteliales de la nariz. De igual manera, si no es soluble en lipidos, no podra penetrar en
las terminaciones nerviosas a través de la capa lipidica que forma parte de la membrana

de la superficie de cada célula [91, 92].

Las moléculas olores son de peso molecular bajo a excepcion de los esteroides,
por lo que al aumentar el peso de las moléculas estas tenderan a precipitar [92]. La

formacion de encapsulamientos y emulsiones también suprimen a las moléculas.

2.3 Quimica de la desinfeccion y eliminacién de olores

Como se observo en la seccion anterior 2.2 Eliminacion de olor, existen ciertos
componentes que pueden contrarrestar a otros de manera eficiente. En la Tabla 2 se
muestra esta correlacion con los principales compuestos de mal olor sin considerar los
métodos y equipos estacionarios, solamente a grupos funcionales o compuestos

guimicos.

En esta seccién se informara sobre los compuestos utilizados para generar una
buena desinfeccién y eliminacién de olores, desde el punto de vista de su funcionalidad

y las aplicaciones que se han realizado.

Tabla 2: Compuestos mas comunes de mal olor y algunos ejemplos para contrarrestarlos.

Mal olor Grupo contrarrestaste Efecto

e Acidos aminados e Reajuste de pH

e Ciclodextrina e Complejacion

Tioles o mercaptano e Sales de sodio y de calcio e Cambio quimico
e Catequinas
e ZnCl
Polifenoles y flavonoides Compuestos sin olor

Aminas Surfactante cationico e ibnico Aumento de peso

Acidos grasos

Productos quimicos diversos

Silica

Sales y oxidos

Polioles

Oxidos aminados
Surfactantes catiénicos

Polisacaridos

molecular
Neutralizacion de pH
Compuestos sin olor
Compuestos
encapsulados

Control del olor



2.3.1 Ciclodextrina

En la eliminacién de olores, uno de los principales compuestos utilizados para el
control de moléculas olores es la ciclodextrina (CD). La forma Unica y propiedades
fisicoquimicas de las cavidades disponibles de esta molécula permiten absorber
moléculas organicas o partes de moléculas organicas en dichas cavidades. Algunas
moléculas olorosas pueden caber dentro de la cavidad incluyendo muchas moléculas de
malos olores y moléculas de perfumes. Ademas, la mezcla de CDs con diferentes
tamafnos de cavidades, pueden usarse para controlar olores causados por materiales
organicos olorosos de ancho espectro, lo que puede, 0 no, contener grupos reactivos
funcionales. Las CDs pueden formar compuestos cristalinos a partir de moléculas
organicas huésped en estado sélido, liquido e incluso gaseoso [93]. En la Figura 2 se
muestran las estructuras ciclicas de las CDs principales.

0.57 nm ‘0.78 nm ) 0.95nm "

Figura 2: Estructuras de las principales ciclodextrinas [94].

La complejacion entre la CD y moléculas olorosas ocurre rapidamente en
presencia de agua cuando las CDs solubilizadas se aplican primero en la piel o en la
superficie donde existe mayor emision del olor. Enfocandose en el uso personal, las CDs
gue se secan en la superficie de la piel una vez mas lograran una capacidad de absorcion

mejorada cuando se rehumedezcan con liquidos corporales [4]. Sin embargo, la extensa
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formacion de complejos también depende de la polaridad de la molécula absorbida. Esto
es conveniente para el usuario porque las CDs, mientras estén en la piel seca, no
llenardn sus cavidades con otros olores ambientales que de otra manera los harian
menos eficientes para absorber los olores corporales [95], si ese fuese el tipo de
aplicacion deseada. Por lo tanto, en ultima instancia, la disponibilidad de ciclodextrina no
complejada es esencial para un rendimiento eficaz y eficiente del control del olor [95, 4].

Por otro lado, cuando las soluciones acuosas contienen moléculas fuertemente
hidrofilicas, éstas sélo se absorberan parcialmente, si es que lo hacen. Debido a esto, la
ciclodextrina no hard complejos eficientes con algunas moléculas organicas (aminas y
acidos) de bajo peso molecular cuando estén en presencia de bajos niveles de

concentracion [96].

La beta-ciclodextrina (B-CD), es un tipo de ciclodextrina que puede ser usada ya
gue tiene un bajo coste de produccion con mayor comercializacion [97]; puede albergar
moléculas de masas moleculares entre 100 y 400 gmol [98], que es el rango de masa
molecular de la mayoria de las moléculas de interés en este trabajo. El Unico

inconveniente de este material es su baja solubilidad (1.85 gmlt) [99].

Para resolver lo anterior, las B-CDs han sido modificadas con mas de 20
sustituyentes diferentes en una regién especifica de manera selectiva [100]. Estos
derivados generalmente se producen por aminaciones, esterificaciones o eterificaciones
de grupos hidroxilo primarios y secundarios de las ciclodextrinas. Dependiendo del
sustituyente, la solubilidad de los derivados de ciclodextrina suele ser diferente de la de
sus ciclodextrinas originales. Practicamente todos los derivados tienen un cambio en el
volumen de la cavidad hidréfoba y también estas modificaciones pueden mejorar la
solubilidad, la estabilidad frente a la luz o el oxigeno y ayudan a controlar la actividad
guimica de las moléculas huésped [101]. Las CDs sustituidas, por ejemplo, Hidroxipropil-
beta-ciclodextrina (HPB-CD), son esenciales por la eficiencia y eficacia en el control de
olores [95, 102].

Asimismo, no es preferible el uso de CDs cuando la composicion contenga
materiales de perfume en gran cantidad y que la solucion que se desea obtener sea

clara. Cuando se usa en este tipo de situaciones, la solucion acuosa se vuelve nubosa,



lo que lleva a decirse que esta turbia. Para contrarrestar este efecto, se deben utilizar

otros materiales, como por ejemplo algun surfactante.

2.3.2 Conservantes y desinfectantes

En toda solucion desinfectante o elimina olores se debe de tener elementos con
actividad antimicrobiana. Un conservador efectivo debe de ser de amplio espectro, lo que
significa que ataca tanto a bacterias Gram-negativas y Gram-positivas como a hongos.
Un desinfectante con espectro limitado, que solo puede ser usado para un solo grupo de
microorganismos, puede ser combinado con conservadores de amplio espectro o con

otro conservador limitado, procurando tener capacidad biocida como biostatica.

El agente antimicrobial que se vaya a usar debe ser efectivo a bajos niveles de
concentracion porque los conservadores organicos pueden formar compuestos de
inclusion con las moléculas de CD y competir con las moléculas de los malos olores por

las cavidades de esta, haciendo que sean inefectivas como activos que controlen el olor.

A continuacion, se detallan varios tipos de desinfectantes, que, si bien no es una
lista exhaustiva, estos cubren la gran mayoria de los que se usa en la actualidad [1, 2,
103-106].

A. Compuestos fendlicos: Pueden atacar a una amplia gama de bacterias, debido

a que se considera como veneno protoplasmico grueso ya que altera las paredes
celulares. Ademas, precipita a las proteinas celulares y cuando se presenta en bajas
concentraciones inactiva los sistemas enzimaticos esenciales. Entre los
microorganismos que ataca estan incluidas Pseudomonas aeruginosa y el bacilo de la
tuberculosis. Pueden ser efectivos aun en presencia de materia organica. Matan algunos
virus, pero no a las esposas bacterianas. Su uso solamente esta destinado a la
desinfeccion ambiental ya que es téxico para el ser humano, asi como corrosivo para

algunas superficies. Este tipo de desinfectante es barato.

B. Cloroxilenoles: A diferencia de los fendlicos, estos se inactivan con material

orgénico, como con agua dura, pero no son irritantes. Cuando se adiciona agentes

guelantes aumenta su actividad contra bacilos Gram-negativos.



C. Hal6genos

C.1 Hipoclorito o compuestos clorados: Puede eliminar de manera inmediata a una

gran variedad de microorganismos, incluidos los virus resistentes. No debe de ser usado
en telas debido a que causa decoloracion, puede dafar ciertos materiales, por ejemplo,
algunos metales, plasticos y tejidos. Puede irritar la piel si no se usa equipo de proteccidn
y debe de manejarse con cuidado ya que no es compatible con algunos detergentes y

mucho menos con acidos.

Estos desinfectantes actuan liberando el cloro disponible. En forma diluida es
inestable, pero si se le afladen bases como hidroxido de sodio se puede estabilizar. Al

igual que las cloroxilenoles, se inactivan en presencia de suciedad, sangre, pus, etc.

Su mecanismo de accion se basa que cuando el hipoclorito entra en contacto con
el agua se forma &cido hipocloroso. El acido hipocloroso permite que el oxigeno se
combine con el protoplasma celular y el cloro inhibe las actividades enzimaticas,

destruyendo al microorganismo.

C.2 Yodo y yodoforos: Se pueden usar para desinfectar algunos equipos médicos

semicriticos, pero pueden manchar las superficies y tener un olor desagradable. Una
solucion de yodo al 1% en alcohol al 70% es un antiséptico cutaneo preoperatorio eficaz.
En algunas personas pueden producirse reacciones cutaneas; por esta razén, se suele

preferir otro tipo de desinfectantes.

Los yoddéforos son complejos de yodo y “solubilizantes” que, segun se afirma,
poseen la misma actividad que el yodo, pero no son irritantes y no manchan la piel.
Algunos yodoéforos pueden usarse para desinfectar el medio ambiente, pero son costosos
y no se pueden recomendar para la desinfeccion general. El yodo es el Unico antiséptico
gue ha demostrado tener una util accion esporicida sobre la piel [107].

Tienen alta actividad germicida contra Gram-positivas, Gram-negativas, varios
virus y hongos y hasta esporas, siendo esto ultimo solamente para concentraciones altas
[108-110].



El mecanismo de accion del yodo libre es entrar en el microorganismo y unirse a
los componentes celulares. Solo se necesita de 30 a 50 ppm para tener una accion
desinfectante. La actividad antimicrobiana significativa se debe a la cantidad de yodo
libre que tiende a aumentar después de diluirse. Asimismo, mata debido a la oxidacion

de aminoacidos [111].

D. Cuaternarios de amonio (Quats): Este tipo de compuestos se clasifican en

generaciones de acuerdo al tipo de activo utilizado, mezclas y la calidad del mismo. La
primera generacion presenta la menor actividad biocida y muchas bacterias ya son
resistentes a este producto. La segunda generacion ya no se encuentra en el mercado.
La tercera generacion consta de mezclar a la primera generacién con la segunda, por
ejemplo, cloruro de benzalconio (primera generacién) con cloruro de alquil dimetil bencil
amonio (segunda generacion). Este tipo de compuestos pueden prevenir la resistencia
bacteriana por el uso continuo, ademas de tener una toxicidad baja lo que lo hace méas
seguro para el usuario, teniendo una mayor inhibicibn y detergencia. La cuarta
generacion también llamados “quats de cadena doble”, son cuaternarios de dialquilo sin
anillo de benceno. Este producto es superior en su actividad germicida, son poco
espumantes y no se desactivan tan facilmente en presencia de material organico y aguas
duras. La ultima generacién es una mezcla de la cuarta generacién con la segunda. Esta
guinta generacion tiene un mayor rendimiento en condiciones adversas y es segura de

usar.

Son activos contra los organismos Gram-positivos, pero mucho menos activos
contra los bacilos Gram-negativos y organismos fungis (Tabla 3). Se inactivan facilmente
con jabon, detergentes anidnicos y materia organica. Son de bajo costo y accion rapida.
Su mecanismo se basa en adherirse a la pared celular y afectar a las proteinas y la
membrana celular del microorganismo, inactiva a las enzimas productoras de energia y

provoca su muerte.

Tabla 3: Espectro de accién de Compuestos de Amonio Cuaternario (QAC) [112].

Gram- Gram- . ) Virus Virus no
» ] Micobacterias o o Hongos Esporas
positivas negativas lipidicos lipidicos
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E. Clorhexidina: Este util antiséptico para la piel es muy activo contra los
organismos vegetativos Gram-positivos, pero menos activo contra los bacilos Gram-
negativos. Es relativamente no toxico, pero los jabones lo inactivan. Su uso hospitalario
debe restringirse en la medida de lo posible a procedimientos que impliguen contacto
con la piel o membranas mucosas; es demasiado caro para su uso medioambiental. Si
se utiliza para la desinfeccion de objetos inanimados, la concentracion no debe ser

inferior al 0.2%.

F. Alcoholes: Los alcoholes tienen una eficacia alta y accion rapida si se presentan
a concentraciones altas, como, por ejemplo, el alcohol etilico debe de estar a 70% en
volumen. Desafortunadamente no cuentan con una actividad residual y no penetran en
las superficies, su uso se rige en superficies limpias. Una ventaja es que permite un
secado rapido sin dejar manchas en las superficies, pero eso significa que puede no

permanecer el tiempo suficiente para acabar con los microorganismos.

El alcohol etilico es utilizado cominmente en la desinfeccion de la piel, tanto en el
curetaje de heridas como principal componente en gel antibacterial. La adicion de otros
bactericidas al alcohol no aumenta apreciablemente su efecto inmediato como
antiséptico para la piel, pero con el uso repetido puede conducir a niveles mas bajos de
equilibrio de bacterias en la piel. Como alternativa se puede utilizar alcohol isopropilico
al 60%, que es menos Vvolatil que el etanol; y es un poco mas eficaz en la piel.

Otras desventajas de los alcoholes es que son inflamables y pueden no tener
declaraciones de tolerancia al suelo organico, lo que significa que pueden no ser

efectivos cuando esté presente materia organica.

El mecanismo de accién de los alcoholes sobre los microorganismos se basa en
la desnaturalizacion de las proteinas. Este mecanismo estd respaldado por la
observacion de que el alcohol etilico absoluto, es menos bactericida que las mezclas de
alcohol y agua porque las proteinas se desnaturalizan mas rapidamente en presencia de
agua [113, 114].

G.Aldehidos: En esta categoria, se considera al glutaraldehido y formaldehido;

siendo este ultimo muy irritante para ser usado. Este tipo de compuesto desinfectante es



activo contra las esporas, mucho mejor que los anteriormente mencionados. Para que
pueda atacar a las esporas debe de estar en contacto con ellas durante al menos tres
horas [2]. Tiene alta inhibicién contra organismos vegetativos, incluidos los bacilos de la

tuberculosis.

Cuando esta en forma de solucion alcalina debe de activarse y su duracion no
excede las dos semanas de estabilizacién [115]. En cambio, las soluciones acidas son

mas estables, pero pueden inactivarse al aumentar la temperatura de 50-60 °C.

La actividad biocida del glutaraldehido resulta de su alquilacibn de grupos
sulfhidrilo, hidroxilo, carboxilo y amino lo que altera la sintesis de ARN, ADN y proteinas
en el microorganismo. Por lo tanto, el glutaraldehido desnaturaliza las proteinas celulares

al reaccionar con los componentes celulares [116, 117].

K.- Compuestos anféliticos: Estos compuestos combinan propiedades detergentes

y antibacterianas. Son similares a los QAC y pueden ser valiosos en la industria

alimentaria, pero son caros.

L.- Peréxido de hidrogeno: El peréxido de hidrogeno a menudo se mezcla con acido

peracético para lograr propiedades desinfectantes especificas. El perdxido de hidrégeno
se combina y oxida la materia necrética y las bacterias. Estos oxidantes fuertes pueden
ser altamente reactivos si se mezclan con otros quimicos o entran en contacto con varias
superficies. Su rango de eficacia es muy amplio, pero es muy inestable y en

concentraciones elevadas son peligrosos [118, 119].

M.- Aceites esenciales: Una gran variedad de plantas, flores y hojas de ciertos

arbustos y arboles tienen gran diversidad de compuestos con propiedades bactericidas,
antifangicas y antivirales, que dependiendo de su concentracion y del compuesto pueden

ser 0 no irritantes y hasta toxicos para el ser humano y el ambiente.

El aceite de pino no es toxico y puede considerarse muy poco irritante, pero su
capacidad para inactivar microorganismos es muy baja, en particular Pseudomonas
aeruginosa [2]. Es de los pocos desinfectantes naturales que puede conseguirse

facilmente como producto comercial, pero no es un producto viable para usarse como



desinfectantes en hospitales por su bajo poder de accidn y por los residuos generados
del aceite.

En el trabajo presentado en [120] se investigo los efectos que tenian diez aceites
esenciales contra Solobacterium moorei asi como la disminucion en la concentracion de
H2S generado por el mismo microorganismo. En cuanto a los resultados obtenidos, de
los diez aceites esenciales probados, se descubrié que el aceite de canela es el mas
poderoso contra S. moorei con valores MIC (concentracion minima inhibitoria) y MBC
(concentracion bactericida minima) de 0.039% y 0.156%, respectivamente. Se encontrd
ademas que el aceite podia reducir la formacion de biopelicula ain a concentraciones
menores al MIC, asi como disminuir a las preformadas. Finalmente, el aceite de canela
tuvo un efecto inhibitorio sobre la produccion de HzS lo que significa que también puede
tener propiedades elimina olores.

Guynot y colaboradores [121] investigaron las fracciones volatiles de 16 aceites
esenciales para la actividad contra los hongos Eurotium amstelodami, E. herbariorum, E.
repens, E. rubrum, Aspergillus flavus, A. niger y Penicillium corylophilum; hongos
comunes que se forman en productos de panaderia. Los que presentaron una inhibicién
del 100% en todos los microorganismos cultivados fueron los aceites de las hojas de

canela, clavo, laurel, hierba de limon y tomillo.

El eugenol, es un aceite esencial obtenido del clavo, canela y otras especies que
tiene excelentes propiedades antimicrobianas, pero como es termosensible no es posible
utilizarlo en procesos que manejen altas temperaturas. De acuerdo con [122], se propuso
un método para proteger este aceite encapsulandolo en B-CD obteniéndose resultados
favorables contra las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus a través de la

técnica de difusién en agar.

El tratamiento térmico utilizado consté de mantener el complejo en un horno a
80°C (temperatura aproximadamente dos veces la temperatura de la volatilizacion libre
de eugenol) durante 2 h y posteriormente evaluar su actividad antimicrobiana. Se
encontré que las moléculas de eugenol encapsuladas se protegieron térmicamente,
permanecieron en los complejos después del tratamiento con calor y manifestaron la

actividad antimicrobiana de este aceite esencial. Por lo tanto, la encapsulacién con 3-CD



es un método prometedor para proteger el eugenol y probablemente otros aceites

esenciales.

En la Figura 3 se muestran los medios de cultivo después del tratamiento térmico

y la colocacion del complejo de estudio.

Figura 3: Capacidad antibacteriana del complejo, (derecha) E. coli e (izquierda) S. aureus [122].

De una gran variedad de aceites esenciales (citronela, lavanda, clavo, limén,
naranja, menta, romero, orégano), el aceite de orégano comprende una mezcla compleja
de compuestos antimicrobianos, con propiedades casi ideales. Los flavonoides fenélicos
carvacrol y timol son dos potentes agentes antisépticos naturales que se encuentran
principalmente en este aceite esencial. El aceite de orégano ejerce un alto grado de

accion antifungica, antiparasitaria, antiviral y antibacteriana. [123].

Una de las grandes dificultades en el uso de aceites esenciales para formular
desinfectantes es su incorporacion a soluciones acuosas debido a su baja miscibilidad
por su naturaleza hidréfoba. En este caso se debe de hacer uso de un surfactante.

En la Tabla 4 se muestra una comparacion de formulaciones utilizando diversos
aceites o compuestos derivados de plantas con su respectiva reduccién de la carga
bacteriana donde se aprecia que al utilizar ya sea timol, carvacrol y aceite de orégano se

obtiene la mayor disminucion de microorganismos.
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Tabla 4: Efecto de diversos aceites esenciales y compuestos fendlicos de origen natural en S. aureus [123,
124].

Agente Log
antimicrobiano Secuestrante Surfactante Solvente redUccion
Timol 0.01 0.12 0.18 7.63
Carvacrol 0.01 0.12 0.18 7.63
Eugenol 0.01 0.12 0.18 2.50
Citral 0.01 0.12 0.18 2.04
Ac. orégano 0.01 0.12 0.18 7.63
Ac. eucalipto 0.01 0.12 0.18 0.71
Ac. Limoén 0.01 0.12 0.18 0.64
Ac. tomillo 0.01 0.12 0.18 3.06

En la Tabla 5 se observa la concentracién minima a la que se puede obtener una
actividad antimicrobiana total para compuestos fendlicos seleccionados de origen natural
y aceites esenciales. Como se puede apreciar en los resultados, otra vez, tanto el aceite

esencial de orégano y sus compuestos (timol y carvacrol) obtuvieron el mejor resultado.

Tabla 5: Concentracion minima de acuerdo al método AOAC 955.15 de la EPA [123, 124].

Agente Concentracion
antimicrobiano minima (v/v%)
Timol 0.07

Carvacrol 0.07
Eugenol 0.4
Citral >1%
Ac. Orégano 0.2
Ac. Eucalipto >1%
Ac. Limoén >1%
Ac. Tomillo 0.3

Otros estudios demuestran el efecto antimicrobiano del aceite de orégano contra
varias bacterias y hongos, incluidos estafilococos y Staphylococcus aureus resistente a

la meticiina (MRSA), E. coli, Pseudomonas aeruginosa [125], Streptococcus



pneumoniae [126], Corynebacterium xerosis [127], A. niger y Candida albicans [128]. Lo

gue demuestra su alto poder antibacteriano como antifangico.

En otro trabajo [129] utilizaron de 0 a 5% v/v de aceite de orégano con un alto
contenido de carvacrol (73.5% w/v) a una base de surfactantes para generar jabén y
evaluar su poder antimicrobial contra Salmonella entérica, E. coli, Staphylococcus aureus
y Listeria monocytogenes. Obtuvieron que se generaba una mayor reaccion inhibitoria
contra bacterias Gram-negativas y que su capacidad era casi igual a un jabén comercial
con capacidad antimicrobial. Desafortunadamente, no probaron si el aceite de orégano
actudé como el unico inhibidor eficaz o si es que hubo rol de aditivo o sinérgico con los
componentes del jabon. Los autores concluyeron que el aceite esencial de orégano tiene
un gran potencial antimicrobial y puede ser una buena alternativa para sustituir al
triclosan y al cloroxilenol. Ademas, puede ser un efectivo descontaminante de superficies

gue entran en contacto con alimentos.

En el estudio [130], colocaron 0, 4, 8, 16 y 32% de aceite esencial de orégano en
soluciones antisépticas quirdrgicas en quince voluntarios y compararon su inhibicién
contra povidona yodada ante Staphylococcus spp y Difteroides spp. Tomaron
impresiones de la yema de los dedos en placas de agar en el tiempo cero, justo después
del tratamiento de las manos y tres horas después de usar guantes quirlrgicos estériles
sin polvo. El tratamiento con 32% de aceite esencial de orégano tuvo resultados un poco
mejores o equivalentes a la antisepsia con exfoliante convencional de povidona yodada
de manera inmediata. La concentracion de 16% tuvo un buen efecto inhibitorio después
de 3 horas. Finalmente, los autores sugieren que se podria usar el aceite esencial de

orégano como un antiséptico natural, biodegradable y ecoldgico.

En el trabajo presentado por Lee y et al [131], se analizaron 79 aceites esenciales
para determinar su capacidad antibiofilm contra Escherichia coli uropatogena (UPEC).
Entre todos ellos, se identificé que el aceite de orégano y aceite de tomillo rojo tenian los
mejores resultados. Ademas, se determinaron cuales compuestos eran los que
generaban dicha capacidad inhibitoria, en donde carvacrol y timol tuvieron mayor
relevancia (concentracion inhibitoria <0.01%). Los hallazgos presentados fueron

respaldados por otra serie de pruebas donde tanto el timol como el carvacrol redujeron



la produccién de fimbrias y la motilidad de enjambre de UPEC. Ademas, disminuyeron
notablemente la capacidad hemaglutinante de UPEC, cuando el carvacrol y timol estaban

presentes en la sangre entera humana.

Los autores de [132], aislaron las bacterias y flngicos asociados a la otitis externa
canina e investigaron la eficacia in vitro del aceite de orégano, aceite de tomillo y sus
principales componentes fendlicos. Entre los microorganismos habia cepas resistentes
a meticilina y a antimicrobianos. Los resultados mostraron que para las bacterias Gram-
positivas y P. mirabilis los valores de MICgo variaron de 0.015 a 0.03% y para P.
aeruginosa y M. pachydermatis, los valores de MICgo variaron de 0.09 a 0.25%. Los

investigadores sugirieron realizar pruebas in vivo para comprobar su tratamiento.

También se han encontrado resultados prometedores contra virus. Un ejemplo de
lo anterior se muestra en [133]. Con base en los resultados, la eficacia antimicrobiana
del aceite de orégano, en especial del carvacrol, contra el Murine norovirus (MNV), un
virus no envuelto es bastante alta. El carvacrol, mostré reducciones cercanas a 40910
durante 1 h de exposicion. De acuerdo a las observaciones de los autores, el aceite de
orégano Yy el carvacrol hacen que la capside viral pierda su integridad, en lugar de
simplemente inhibir la infectividad uniéndose a la cdpside y evitando la adsorcion del
virus a las células huésped. Ellos indican que es probable que esto sea irreversible y, por
tanto, una verdadera inactivacion del virus. Concluyen que probable los mecanismos de
accion antibacterianos sean bastante diferentes debido a la mayor complejidad de las
estructuras y componentes de la pared celular bacteriana; no obstante, existe alguna
evidencia de que el carvacrol también actta directamente sobre las membranas/paredes

celulares bacterianas [134-136].

N.- Otros: El nitrato de plata y otros compuestos de plata (por ejemplo, sulfadiazina
de plata) tienen un lugar valioso como antisépticos topicos en la profilaxis contra la
infeccion de quemaduras [137, 138]. Actualmente se utilizan nanoparticulas de plata y
de otros metales (cobre y O6xido de zinc) por sus propiedades bactericidas y
bacteriostaticas, pero desafortunadamente no se encuentran completamente
introducidas al mercado y debido al tamafio de particula, han sido sefializados como

dafinos para el ser humano [139, 140].



Recientemente, las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han investigado
ampliamente debido a sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas superiores, y esto
debido principalmente al tamafio, forma, composicion, cristalinidad y estructura de los
AgNPs en comparacion con sus formas a granel [141-144]. La plata tiene propiedades
fascinantes, siendo un material de bajo costo, pero debido a su baja estabilidad,
mayormente en presencia de especies oxidantes se ha limitado su aplicacion [145]. Las
AgNPs, por lo tanto, tienen un potencial no realizado en comparacion con las

nanoparticulas de oro relativamente estables [143].

En todas las nanoparticulas, sus propiedades fisicas, Opticas y cataliticas estan
fuertemente influenciadas por el método de sintesis, agentes reductores vy
estabilizadores; ya que este a su vez influyen en el tamafo, distribucién, forma
morfologica y propiedades superficiales [146, 147]. Pueden obtenerse morfologias tan
variadas en las AgNPs, como varillas, triangulos, esféricas, octaédricas, poliédricas, etc.
[148].

Una de las principales aplicaciones de las AgNPs es en el campo biomédico
debido a su fuerte actividad bactericida. También es usado para desinfectar cuerpos
acuiferos, efectos cataliticos, implantes, tratamientos de heridas y quemaduras, hasta en
recubrimientos de textiles [8, 13, 14, 16, 23, 24, 149]

El mecanismo principal de las AgNPs con respecto a su actividad antimicrobiana
se puede simplificar a su alta tasa de liberacién de iones de plata correlacionada a su
forma, agente estabilizante, estado coloidal y principalmente a su tamafio. A un menor
tamafo, es mas factible que entre en contacto con los receptores de los
microorganismos. Desafortunadamente, también muestra mayor toxicidad debido a su

alta energia superficial [150].

Las AgNPs en un ambiente acuoso se oxidan en presencia de oxigeno y protones,
liberando iones Ag* a medida que se disuelve la superficie de la particula [151]. Esta
liberacién de iones se acelera debido a la forma y a la temperatura en la que se

encuentren las NPs en una solucion [152, 153].



Asimismo, el efecto citotdxico de las AgNPs surge en un rango de concentracién
similar tanto para las bacterias como para las células humanas [154]. Por lo tanto, debe
de buscarse controlar los factores que favorecen a la actividad antimicrobiana sin dafiar
la salud de las personas para poder incorporarlo como tratamiento en la medicina clinica
[155].

Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de cloro, tioles, azufre y oxigeno
tiene un fuerte impacto en la tasa de liberacion de iones de plata [156]. Se puede generar
la muerte celular dafiando la respiracién celular cuando los iones de plata interactian

con los grupos tiol en las enzimas y proteinas criticas.

La potente actividad citotoxica, antibacterial, antiviral y antifingica también se
debe a la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres como
anién superoxido (O2), peroxido de hidrégeno (H202), radical hidroxilo (OH), acido
hipocloroso (HOCI) y oxigeno singlete [157], ya que se genera otro mecanismo de las
AgNPs que causa un proceso de muerte celular por la generacién de poros en la pared
celular [158]. Por lo tanto, las AgNPs pueden anclarse a la superficie de la pared celular
bacteriana y penetrarla para provocar cambios estructurales en la membrana o aumentar

su permeabilidad, todo lo cual desencadena su muerte.

En resumen, Las cuatro rutas principales del mecanismo citotéxico de las AgNPs

se ilustran en la Figura 4.

La capacidad antimicrobiana de las AgNPs esta correlacionada también con el
tipo de especie bacteriana. Las bacterias Gram-negativas son mas susceptibles que las
Gram-positivas debido a su arquitectura, grosor y composicion de su pared celular, en
especifico por la capa peptidoglicano que se encuentra cargada negativamente de 3 a 5
nm y 30 nm respectivamente [159, 71, 160]. Estas diferencias estructurales, incluido el
grosor y la composicion de la pared celular, explican por qué el S. aureus Gram-positiva
es menos sensible a las AgNPs y el E. coli Gram-negativa muestra una inhibicion

sustancial incluso a una concentracion baja de AgNPs [10, 17].
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Figura 4: Representacion de las cuatro rutas principales del mecanismo citotoxico de las AgNPs.
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Las nanoparticulas de cobre (CuNPs) también tienen una amplia gama de
actividad antimicrobiana contra una mayor variedad de microorganismos, tanto Gram-
negativas y Gram-positivas, virus y hongos [161-163]. Actualmente, el cobre es el Unico

metal registrado por la EPA para ser utilizado por sus propiedades antimicrobianas [164].

El modo de accion de las CuNPs es de diferentes formas; inactivar las enzimas,
generar peroxido de hidrégeno, dafiar la membrana y unirse con las moléculas de ADN
de los microbios, interrumpiendo asi la estructura bicatenaria [165, 166]. La informacion
detallada se proporciona en el articulo de Avinash P. Ingle [167].

Se ha demostrado que varios factores, como la temperatura, el pH, la
concentracion de bacterias y NP, asi como la aireacion, pueden promover el mecanismo
de toxicidad de las NP de Cu [168, 169]. Estas NPs contra Gram-negativas realizan una
adhesion de la pared celular por interacciones electrostaticas, con compuestos que
contienen fosforo y azufre y desnaturalizando las proteinas [170]. De acuerdo a la
actividad antimicrobiana de las NPs de cobre observadas en [165], recomiendan su
posible aplicacibn en el campo de la conservaciéon de alimentos, especialmente
previniendo la contaminacién microbiana de frutas y verduras recién cortadas y listas

para consumir [171].

También es posible obtener nanoestructuras mas complejas. En [172] sintetizan
por método quimico una especie de coloide/liquido bimetalico de cobre y plata. Estas
nanoparticulas tuvieron tamafios <10 nm con una alta propiedad antimicrobiana contra
Escherichia coli y Candida albicans, con MIC de 0.5 ppm y 1 ppm respectivamente.

Comparando en medio acuoso, su capacidad aumento 6 y 10 veces.

Los autores de [173], disefiaron y sintetizaron por medio de co-reduccion en un
solo paso, nanoparticulas bimetélicas de cobre como nucleo y plata como cascaron de
forma esféricas y diametro controlado que variaban de 70 a 100 nm. Probaron dichas
nanoparticulas en cepas Gram-positivas y Gram-negativas comprobaron su actividad
antibacteriana de amplio espectro. Encontraron que la actividad antimicrobiana es
dependiente de la dosis aplicada y que existe una mayor accion en las NPs de 70 nm

gue en las de 100 nm.



Como innovacion, mostraron que el mecanismo antibacteriano no se regia por el
género bacteriano, pero si podria ser por el tipo de célula, morfologia, capacidad de
crecimiento y capacidad de absorcion de NPs. Ademas, las Ag @ CuNPs fueron
altamente toleradas por fibroblastos humanos, principalmente por el uso de almidon
como taponador y estabilizador glucosidico, lo que sugiere una biocompatibilidad y
actividad optimas para usarlo en el transporte de medicamentos en el sistema humano

o alguna otra particularidad biomédica.

Al igual que la plata, los 6xidos metélicos de zinc (Zn) como el 6xido de zinc (ZnO)
han recibido una atencion cada vez mayor como materiales antibacterianos, esto debido
a su estabilidad bajo duras condiciones de procesamiento [174]. De hecho, los
semiconductores de ZnO han sido estudiados como agente antimicrobiano por su
actividad fotocatalitica bajo luz ultravioleta [175].

Padmavathy y col. [176] mostraron que las nanoparticulas de ZnO eran mas
abrasivas que en su forma bulto, debido al mayor dafio mecéanico a la membrana celular

y al efecto bactericida mejorado producido por las nanoparticulas de ZnO [177].

De acuerdo a Itgedar et al. [178] obtuvieron ZnONPs a partir de sintesis verde de
18 bacterias aisladas, en diferentes condiciones, utilizando ademas diversas sales y
surfactantes para estabilizar y encontraron que todas eran capaces de generar ZnONPs,
con una mayor presencia a partir de Bacillus cereus MN181367. Finalmente se probo su
actividad inhibitoria (Figura 5) contra E. coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi.
Las nanoparticulas tuvieron tamafos entre 50 nm con un potencial Z de - 7.39 mV, pero
en otro estudio reportado informan que se pueden obtener nanoparticulas con carga
negativa con el mismo organismo con un valor de 23.92 mV lo que exhibe una buena
estabilidad [179].

Por otro lado, Mahendiran et al [180] informaron que las ZnONPs biosintetizadas
utilizando extractos de plantas de Aloe vera e Hibiscus sabdariffa mostraron propiedades
antibacterianas mas altas para las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas probadas



(E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus) que

las ZnONPs sintetizadas quimicamente.

Figura 5: Zonas de inhibiciébn de ZnONPs contra Escherichia coli BTCB201 (izquierda), Sthaplylococcus
aureus BTCB203 (centro) y Salmonella typhi BTCB202 (derecha) [178].

La mayor actividad de las ZnONPs biosintetizadas, segun ellos, se debe a la
presencia de biomoléculas cubiertas en la superficie, como flavonoides y compuestos
fendlicos, que a su vez tienen propiedades antimicrobianas. En la Figura 6 se muestran

los halos de inhibicidon obtenidos en cada sintesis.

ZnO-C

Figura 6: Halos de inhibicion de ZnONPs sintetizadas A) quimicamente, B) extracto de hojas de Aloe
Vera, C) gel del Aloe Vera y D) extracto de las hojas de Hibiscus Sabdariffa [180].
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En el trabajo de Kassegn [181] se explica a mayor detalle el mecanismo de accién de las

nanoparticulas de 6xido de zinc.

En el trabajo [21] sintetizaron AgNPs para colocarlas en una matriz de papel
compuesta por fibras ceramicas y ZnONPs en forma de wiskers. Las fibras con ZnONPs
se prepararon con una técnica de alta velocidad y bajo costo para finalmente sumergirla
en una solucion de AgNOs por 6 horas. Las AgNPs generadas en los lugares donde
habia bigotes de ZnONPs tuvieron tamafios entre 5 a 20 nm y su formacion se debi6 a
un intercambio idnico selectivo entre estas especies y la foto-reduccién simultanea y
mediada por ZnO bajo irradiacion de luz natural. Se hicieron ensayos antibacterianos con
el método de difusién en disco en Escherichia coli, donde se colocé un pedazo de papel
con solucién de AgNOs, otro conteniendo solamente polvo de Ag, un tercero con el
material obtenido en este trabajo y finalmente uno libre de Ag.

Como se puede apreciar en la Figura 7, se obtuvieron actividades antimicrobianas
mayormente notorias en el material compuesto y nulas cuando la matriz de papel solo
contenia ZnONPs. Ademas, después de cinco ciclos de lavado se siguié obteniendo una
actividad residual inhibitoria de 17 mm. Los autores concluyeron que este material
obtenido permite inmovilizar a las nanoparticulas altamente activas de plata por lo que

puede ser un material prometedor para usarse como papel con la funcion antibacteriana.

Otros autores [182] que también desarrollaron Ag@ZnO NPs lo utilizaron para
preparar tejidos de algodén autolimpiables por medio de un proceso de mineralizacion
mediado por poliaminas. La nucleacion de las ZnONPs se realizo directamente en una
solucion de sales de zinc. Las poliaminas que quedaron atrapadas en la matriz de
ZnONPs actuaron como agente reductor de las AgNPs. De acuerdo a los autores, la
presencia de nanoparticulas de Ag no solo permite que los tejidos recubiertos de ZnO
exhiban una propiedad foto-catalitica mejorada, sino que también permite actividades

impulsadas por la luz visible contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.



Figura 7: Imagenes o6pticas de la zona de inhibicién de a) papel con ZnO libre de Ag, b) papel con
AgNPs@2ZnO, c) papel libre de ZnO impregnado de AgNOz y d) papel que contiene plata en polvo [21].

De hecho, en la patente [183] sintetizaron un nanocompuesto de plata-oxido de
zinc, en un proceso de tres etapas. Se obtienen primero las ZnONPs y estas se
incorporan a una solucion de AgNOs para finalmente generar las Ag@ZnONPs. En este
caso los autores decidieron generar estas nanoparticulas ya que las ZnONPs son
estables térmicamente, no causan volatilidad o descomposicion, no son toxicas para el
ser humano; tanto la plata como el zinc son econémicos y tienen altas propiedades
antibacterianas (0.35 mM). Por lo anterior, este material compuesto pudiera ser utilizado
como agente antibacteriano o desinfectante bajo irradiacion UV. Adema4s, los autores
promueven el hecho de combinar con sulfato de cobre para obtener una composicion

ZnONPs-CuNPs aunque ellos no lo hayan realizado.
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2.3.3 Surfactantes y polioles de bajo peso molecular

Ahora bien, otros de los compuestos utilizados en composiciones desinfectantes
o elimina olores son los surfactantes. Los surfactantes tienden a proporcionar una accion

antimicrobiana mejorada [96].

Evidencia de lo anteriormente dicho se expone en la patente [184]. En este trabajo
utilizaron surfactantes de la linea Silwet L-7600, Pluronic y Tetronic; con grupos OXi
polialquileno, grupos de 6xido de etileno y oxido de propileno, respectivamente.

Lo interesante en esta patente, como ya se mencion0, es la presentacion de
pruebas y resultados obtenidos en diversas composiciones sobre la sinergia de
desinfeccion de los antimicrobianos y surfactantes en presencia y ausencia de
ciclodextrina, en especifico de la HPB-CD, en intervalos de 5, 10 y 15 minutos. Los
microorganismos estudiados fueron Escherichia coli, Staphylococcus aereus,
Staphylococcus choleserius y Pseudomona aeruginosa. Los resultados mostraron que
los surfactantes pueden mejorar la reduccion de las bacterias en comparacién con la

clorhexidina sola, especialmente en S. aureus.

Finalmente, concluyeron que la presencia del surfactante promueve la
diseminacion de la solucion y que el activo antimicrobiano proporcioné un mejor control

del olor al minimizar la formacién de dichos olores.

Lo anterior se puede explicar debido a que un surfactante compatible con la
mayoria de los elementos presentes en la composicion, proporciona una baja tensién
superficial que permite que la composicién se propague facilmente y de manera mas
uniforme sobre superficies hidrofobas como el poliéster y el nailon, asi como en suelos
hidrofobos y aceitosos lo que mejora tanto el poder antimicrobial y control de olores al
llegar a lugares o huecos humedos con las condiciones para la generacion de vida
bacteriana. Una solucién acuosa sin dicho agente tensioactivo, no se propagara
satisfactoriamente [5]. Ademas, la distribucién de cualquier composicion permite que la
solucion se seque mas rapido, lo que ocasiona que el articulo impregnado pueda usarse

antes.



Como se habia mencionado, las CDs no pueden absorber completamente en su
cavidad moléculas pequefias. Este problema se resuelve al agregar polioles de bajo peso
molecular a la composicion. Si hablamos estrictamente del propilenglicol, ademas de la
propiedad de ayudar a la CD en la formacién de los complejos de inclusion, también tiene
la capacidad de humectar y de lubricar la superficie en la que se vaya a depositar; asi

como actuar como emulgente, conservante y disolvente, etc.

En el estudio presentado por Jahromi [185] exploraron la influencia de ciertos
surfactantes de tipo anionico tanto en la evaporacion a temperatura ambiente de la
solucién como de su eficiencia virucida contra SARSCoV-2. Elaboraron 12 soluciones
donde los componentes utilizados fueron etanol, isopropanol, dodecilbencensulfonato de
sodio (SDBS), lauril sulfato de sodio (SLS), glicerina, jabdén liquido para manos,
lavavajillas y agua de dureza estandarizada (WSH). De acuerdo a los resultados
presentados, el surfactante ayudo significativamente en el tiempo de evaporacién de las
soluciones, asi como en la inactivacion del virus. La solucion S8 (70% de isopropanol,
3% de jabon de mano y 27% de WSH) obtuvo mayor eficiencia con un tiempo de

evaporaciéon de 55 s y un factor de reduccion de 7.8.

En general, con la adicion de los surfactantes, el tiempo de evaporacion aumento
entre un 17% y un 63% y se mejord la eficacia virucida entre un 15 y un 27% en
comparacion a pardmetros de control. Por lo anterior, se afirma que existié6 un efecto
sinérgico entre los tensioactivos y los alcoholes lo que permite generar soluciones

desinfectantes mas simples con mejores resultados.

Ademas, los polimeros solubles en agua, por ejemplo, polimeros catidnicos y
aniénicos, pueden proporcionar beneficios adicionales de control del olor. Los polimeros
cationicos o mezclas pueden contener grupos funcionales de amino o amido, como
ciertos olores de tipo acido. Estos compuestos catidnicos son capaces de complejar o
secuestrar moléculas causantes de olores, ademas de que pueden limpiar el aire
haciendo que las particulas desagradables floculen y se eliminen. Algunos ejemplos de

componentes catidénicos son:

e Oxidos de amina y derivados.



e Compuestos cuaternarios tanto como el cloruro de dimetil didecil amonio (tercera
generacion) como el cloruro de benzalconio (primera generacion).
e Compuestos anféteros (Betainas o cocobetainas, cocoamidopropil-betaina, etc.).

¢ Aminas o sales de amina

Otro tipo de surfactante que por si solo proporciona beneficios al eliminar olores,
son los no ionico. Ejemplos de este tipo son los compuestos etoxilados, alcoholes
etoxilados, polisorbatos etoxilados (Tween 20 u 80), polisiloxanos de Oxido de
polialquileno (dimeticona o PDMS), asi como dietilenglicol, propilenglicol, polietilenglicol,
alcohol graso etoxilado o de etileno, etc.

Dentro de esta categoria se pueden incluir los adyuvantes de solubilidad, que se
utilizan para solubilizar cualquier exceso de materiales organicos hidréfobos, por
ejemplo, perfume o aceites esenciales, que no sean facilmente solubles en la
composicién, para formar una solucion clara. Un coadyuvante de solubilizacion adecuado
es un agente tensioactivo, preferiblemente un agente tensioactivo no espumante o poco
espumante. Los tensioactivos adecuados pueden ser emulsionantes y/o tensioactivos

detersivos 0 una mezcla de todos ellos.
2.3.4 Acarreador

Tanto para el control de olores como en la desinfeccion es necesario que los
ingredientes activos se solubilicen y se dispersen en un vehiculo acuoso con el fin de ser
el medio para transportar a dichos ingredientes al area de accion. Un acarreador acuoso
proporciona la maxima separacion de las moléculas de las materias, por lo tanto,
maximiza la posibilidad de que una molécula de olor o microorganismo interactie con
una molécula en la solucion. Un portador acuoso también es beneficioso porque
proporciona un medio conveniente y limpio para suministrar a los materiales activos a la

dosis deseada a sitios que no son tan directos de aplicar.

El vehiculo preferido en el desarrollo de soluciones de esta indole es el agua. El
agua no solo sirve como acarreador, también puede impartir un grado de poder de

limpieza en si mismo mediante el lavado de los desechos de las células de la piel y las



secreciones cutaneas de las que se alimentan las bacterias, asi como las bacterias

mismas.

Recientemente se ha descubierto que el agua tiene un efecto inesperado para
controlar el olor. La intensidad del olor generado por algunas aminas, acidos y
mercaptanos organicos polares y de bajo peso molecular se reduce cuando los tejidos
contaminados con olor se tratan con una solucién acuosa. De acuerdo a [184] se cree
que el agua solubiliza y deprime la presion de vapor de estas moléculas polares
reduciendo asi su intensidad de olor.

2.3.5 Fragancias o esencias

En algunos productos afiaden un perfume a la composicion para proveer una
sefal de olor en forma de un olor placentero con signos de remocion de malos olores en
especifico en telas y ambiente. Esta sefal de olor es disefiada para proveer una fugaz o
efimera esencia de perfume, y no es designado para ser abrumador o como ingrediente
enmascarador de olores. Cuando el perfume es afiadido como una sefal de olor,
solamente se incorpora en niveles bajos comprendidos preferentemente entre 0.005% a

0.2% en peso de la composicion.

Al utilizarse perfumes en este tipo de soluciones, su principal objetivo es ambientar
y o enmascarar o tratar de eliminar el olor; por lo cual, la cantidad utilizada, asi como el
coste de produccion y problemas ocasionados por la formacibn de compuestos

desagradables al mezclarse el perfume con los malos olores, disminuyen drasticamente.

Actualmente, las fragancias de vanguardia que se encuentran en el mercado
contienen aceites esenciales que han demostrado tener una alta actividad antimicrobiana
mientras proporcionan una sensacion agradable en el olfato. Por ejemplo, el té verde
presenta actividad antibacteriana contra las bacterias responsables de la enfermedad
periodontal, caries dental y reduciendo la halitosis, por lo tanto, disminuyendo y
controlando malos olores. [186]. Los autores explicaban que la reducciéon del nivel de
Compuestos Volatiles Sulfurados (VSC) después de usar té verde o enjuague bucal con
placebo se debia a la accidn del enjuague que es capaz de eliminar bacterias intraorales,

células descamadas o restos de tejido. Aunque las catequinas del té verde pueden



transformar VSC en compuestos no olorosos a través de la reaccidbn con grupos

sulfhidrilo y amino de VSC [187], el efecto de lavado podria enmascarar esta capacidad.

En otro estudio [188] se demostré que el té verde inmediatamente después de
administrarse a un grupo de personas con halitosis present6 mayor reduccion en la
concentracion de gases de sulfuro de hidrogeno (H2S) y metilmercaptano (CHsSH);
mayormente este Ultimo, que los demas productos probados (pasta de dientes, menta,
aceite de semilla de perejil y goma de mascar). Sin embargo, no se observé reduccion a
la primera, segunda y tercera hora después de su administracion. El producto de goma
de mascar, mentas y aceite de semilla de perejil no redujo la concentracién de VSC en
el aire de la boca en ningln momento. La pasta de dientes, las mentas y el té verde
inhibieron fuertemente la produccion de VSC en un sistema de putrefaccion de saliva,
pero la goma de mascar y el aceite de semilla de perejil no pudieron inhibir la putrefaccion
de la saliva. La pasta de dientes y el té verde también demostraron fuertes actividades
desodorantes in vitro, pero no se observaron actividades desodorantes significativas en

los demas.

En una revision de la literatura disponible por parte de [189], se encontré el efecto
del enjuague bucal con té verde, en comparaciéon con el valor inicial, siendo este
estadisticamente significativo. Otros estudios in vivo e in vitro respaldan la efectividad
del té verde para reducir la halitosis. Zhou y col. en su estudio in vitro demostraron la
capacidad del té verde para eliminar azufres odorizantes [190]. Los resultados de Lodhia
et al. [188] apoya el efecto adverso del té verde sobre el mal olor oral. Segun este estudio
in vivo, el té verde redujo la concentracion de H2S y CHsSH especificamente después
del consumo. Es importante porque CH3SH esta mas relacionado con la halitosis que
con el H2S. De acuerdo con lo encontrado, el mecanismo de desodorizacion de galato
de epigalocatequina (EGCG) se basa en la reaccién con CH3SH, en la que metiltio y/o
un grupo metilsulfinilo reacciona con el anillo B de EGCG. En este proceso, se agrega
un grupo metiltio a la forma de ortoquinona de catequina (oxidada con oxigeno

atmosférico) y da como resultado una reduccion del mal olor.

Por otro lado, en la patente [191] desarrollaron un articulo absorbente, en

especifico una toalla femenina de cuidado intimo, que comprende un material de control



de olor compuesto por un complejo de inclusion de ciclodextrina (B-CD) con un
compuesto organico “fragancia” (una mezcla de acetato de metilo y aldehido
hexilcinamico, compuestos presentes en la canela) que se dispersa en una matriz de
aceite de polisiloxano. Los complejos obtenidos fueron muy efectivos porque retuvieron
a la fragancia y la liberaron cuando fueron humedecidos por los fluidos corporales. Se
cree que las ciclodextrinas forman el complejo de inclusién con los compuestos organicos
y, cuando se secan por pulverizacion, evitan que el compuesto organico se evapore
debido a los enlaces quimicos formados con el compuesto complejado. Cuando el
material se humedece, estos enlaces se debilitan y el compuesto orgénico se libera

lentamente.

Por otro lado, de acuerdo a los autores, la presencia de cadenas de poliéster
injertadas en el esqueleto del polisiloxano puede aumentar la hidrofilicidad del polimero
base sin afectar la liberacién del material organico del complejo de inclusién, de modo
gue la matriz méas hidréfila permite un mejor movimiento del fluido y velocidad en los
articulos absorbentes incluso en presencia de cantidades relativamente altas de material
de control de olores. Ademas, la dispersion de este aceite en el complejo es en forma de
un liquido de baja viscosidad que se puede manejar facilmente durante la fabricacion de

las toallas femeninas en cualquier parte del proceso.

Como dato interesante, se encontré que el producto con alta viscosidad o
sélido/semisodlido formado puede ser capaz de permanecer en su lugar cuando se aplica
al articulo absorbente y es capaz de controlar la migracién de ciclodextrina utilizando un
vehiculo que es lo suficientemente hidrofobico para prevenir la liberacion activa en
almacenamiento, asi como, lo suficientemente hidrofilo para permitir o mejorar la

liberacion activa por orina 0 menstruacion.

Ademas, se descubrio que la seleccion especifica de un aceite de polisiloxano
proporciona ventajas significativas porque, si se utilizan mas matrices hidréfobas (como
aceite mineral o vaselina), los fluidos corporales tienen menos posibilidades de entrar en
contacto con el complejo de inclusibn de CD, mientras que si se utilizan matrices
hidrofilicas (como PEG o glicerol), tales matrices pueden desencadenar la liberacion del

compuesto complejado antes de lo deseado. Una matriz a base de aceite de polisiloxano



protege eficazmente el complejo de la humedad y al mismo tiempo permite una pronta

liberacién cuando sea necesario.

2.3.6 Compuestos adicionales

Las sales metalicas suelen ser materiales adicionales ya que se utilizan tanto para
la absorcion de olores y/o como material antimicrobiano. Las sales metalicas se
seleccionan de acuerdo al grupo al que pertenecen: sales de cobre, de zinc y mezclas
de estas mismas. Las sales de cobre tienen beneficios antimicrobianos; especificamente
el lactato de cobre y el cloruro cuprico actian como fungicidas, el acetato de cobre actla
como un inhibidor del moho y el sulfato de cobre como un germicida. Ademas, las sales

de cobre poseen algunas habilidades para el control de malos olores [192].

El zinc se ha usado con mayor frecuencia por su capacidad para mejorar el mal
olor, por ejemplo, en productos para el lavado de la boca. Las sales de zinc altamente
ionizadas y solubles, como el cloruro de zinc, proporcionan la mejor fuente de iones de
zinc. El borato de zinc y el undecenato de zinc funcionan como un fungistato y un
inhibidor del moho; el caprilato de zinc, heptahidrato de zinc y el ricinoleato de zinc
funcionan como un fungicida y el cloruro de zinc proporciona beneficios antisépticos y
desodorantes. Estas sales, especialmente el ZnCl2 se han utilizado con anterioridad
principalmente para absorber aminas y compuestos que contienen azufre que tienen

tamafios moleculares demasiado pequefios [192, 193].

Se debe tener cuidado al seleccionar las sales de zinc, asi como la concentracion
a utilizar, ya que algunos tipos pueden ser irritantes para la piel y, por lo tanto, no se
prefieren para uso personal. Por otro lado, si se utilizan sales metalicas y se desea utilizar
sales de carbonato y bicarbonato solubles en agua, es necesario que la composicion

esté libre de uno o de otro grupo debido a la incompatibilidad entre ellos.

Otro tipo de compuestos son los agentes quelantes, que puede ser agentes
guelantes de amina o acidos. Este material tiene como finalidad aumentar la actividad
del conservante antimicrobiano soluble en agua. La concentracion tipica debe de ser de

0.05% a 0.2%. Al igual que con las sales de carbonato y bicarbonato, es importante que



la composicion esté libre de cualquier ion metalico agregado que pueda ser quelado,
debido a que tales iones metalicos forman complejos con ellos y los desactivan.

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) puede usarse opcionalmente para
aumentar la eficacia antimicrobiana y conservadora contra las bacterias Gram-negativas,
especialmente las especies de pseudomonas [194]. Aunque la sensibilidad al EDTA es
caracteristicos de este grupo de microorganismo, existen otras especies bacterianas
altamente susceptibles, que incluyen Achromobacter, Alcaligenes, Azotobacter,
Escherichia, Salmonella, Spirillum y Vibrio. Otros grupos de organismos como hongos
(levaduras) pueden verse afectados. Ademas, los quelantes de aminocarboxilato pueden
ayudar, por ejemplo, a mantener la claridad del producto, proteger la fragancia y los

componentes del perfume, y prevenir la rancidez y los malos olores [194].
2.3.7 Composiciones desinfectantes / elimina olores

Existen trabajos que utlizan diferentes composiciones de los elementos
anteriormente mencionados siendo en su mayoria dentro de la categoria de patente por

tener mayor caracter comercial que investigativo.

En el trabajo [4] se presenta la obtencibn de un atrapador molecular y
neutralizador de olores que comprende una microemulsion o solucidon acuosa que se
realiz6 a temperatura entre los 10°C a 40°C y a presion ambiente mediante agitacion.
Dicha composicién puede contener sorbitan monooleato, cloruro de calcio, fosfato
sodico, propanol, emulsibn de silicona antiespumante, tensioactivo no ionico
biodegradable, benzoato sédico, aroma, colorante y agua desmineralizada. Este
atrapador es apto para su uso micronizado o nebulizado en el aire, siendo los
contaminantes odoriferos de origen organico capturados por la parte hidréfilica de las
moléculas del atrapador y precipitados al suelo por aumento de la densidad de las
minusculas gotas nebulizadas. Tras multiples procesos de absorcion o captura, la gota
nebulizada se transforma por efecto de los radicales capturados en un nuevo compuesto
guimico, que es mas pesado y cae al suelo donde se descompone por las bacterias dado

su caracter biodegradable.



Este neutralizador molecular de acuerdo al autor también es aplicable en el
tratamiento de aguas, granjas, alimentos, restos de animales, plasticos, plantas de triaje,
vertederos, plantas de compostado; sobre todo en instalaciones o lugares donde el foco

gue provoca el mal olor es extenso y dificil de controlar por medios convencionales.

El autor, ademas, proporciona una lista de los tipos de olores controlados con el
producto formulado, entre los cuales se encuentra los siguientes: ajo, café, olores acidos,
olores desagradables fuertes, pescado, olores como de la mofeta, amoniaco, cebolla,

nauseabundos, carne en descomposicién, olores putrefactos, fecales, etc.

En la patente [195], obtienen una composicion desodorante de cuidado personal
compuesto con una base de antitranspirante y una base de perfume (agua destilada, dos
tipos de maltodextrinas comerciales, un surfactante, etanol, perfume, aceite de castor
etoxilado y nonil fenol etoxilado), que puede estar en forma de emulsién acuosa o de
microencapsulados. La base de perfume esta combinada con un sustrato formador de

pelicula y un agente emulsionante.

De acuerdo con los autores, dicha composicidn tiene la ventaja de liberar los
constituyentes volatiles del perfume en el momento apropiado por la accién de una fuente
de humedad, en particular el sudor. También tiene la ventaja de que da lugar a una
reencapsulacion in situ, por ejemplo, en la propia piel, de los componentes activos en la
fase de secado. Esto ultimo ocurre al elegir los ingredientes de manera particular y

especifica.

Debido a esta “reencapsulaciéon sucesiva” de los activos, no existe la necesidad
de volver a aplicar el desodorante y por ende la liberacion y difusién de la fragancia y

demas materiales, se considera controlada y de larga duracién.

Para mostrar el efecto reversible de la solubilidad la muestra se extendié en una
capa delgada e inmediatamente después se colocé en un portaobjetos y se observo bajo
un microscopio a una ampliacion de 600X. La reproducciéon mostré la formacion de
gotitas con un diametro variable. Después de 20 a 30 minutos en aire, la emulsioén se
seco, formando una membrana sdlida que rodea una fase liquida (emulsion) formada por

el perfume.



Al humedecer las capsulas con unas pocas gotas de agua, las membranas sélidas
se rompieron, liberando la base de perfume liquido que, en contacto directo con el aire,
se evaporo parcialmente a la atmdésfera circundante. Al secar una vez mas al aire, las
microcapsulas se volvieron a formar de modo que la base de perfume restante se encerré

otra vez en forma de gotitas mediante una membrana protectora sélida.

Este proceso lo repitieron varias veces en el transcurso de un dia sin ningun
deterioro observable en las propiedades del sistema hasta que el perfume se evapord
por completo. Una prueba de almacenamiento prolongada mostré que dicho sistema

conserva sus propiedades durante al menos un mes.

En otro trabajo, Andrew Kelbania [196], desarroll6 una solucion capaz de usarse
en multiples superficies con el propdsito de limpiar, desinfectar y eliminar olores. Sus
composiciones no son inflamables, no dafian las superficies y materiales de construccion
debido a su pH casi neutro, se pueden limpiar dichas superficies con menos trabajo y en
un periodo de tiempo mas corto en comparacién con los productos de limpieza
disponibles en el mercado, a la vez que proporciona limpieza y eliminacién de olores de
amplio espectro. Los componentes utilizados son respetuosos con el medio ambiente;
bajo contenido en VOC, no contiene abrasivos, fosfatos o0 compuestos que pudieran
tener fosfatos, no tiene surfactantes anidnicos, como tampoco sales electroliticas, asi
como metales pesados como el zinc, el cobre y otros metales de transicion; finalmente,

no tiene conservantes agresivos y sensibilizantes, ni silicatos o siliconas.

Su modo de preparacion es simple: solamente se afiaden los componentes en

intervalos de 5 minutos entre cada uno y en el orden en que se encuentran descritos.

Para comprobar el funcionamiento de sus formulaciones, realizé tres tipos de
pruebas: prueba al formaldehido, acido acético y eliminacion de manchas. En las dos
primeras pruebas, se compararon a las mismas condiciones a la formulacion nimero dos
y tres marcas comerciales (Febreze, Renuzit y Glade), obteniéndose en ambas pruebas
gue, la formulacion redujo y mantuvo a cero (100% de eliminacién) la concentracion del
formaldehido y acido acético, uno a los siete minutos y el otro a los 22 minutos de su
aplicacion respectivamente; mientras que los productos Febreze, Renuzit y Glade

disminuyeron 76.67%, 80% y 80% la concentracién de formaldehido respectivamente.



En cuanto a la concentracion de acido acético fue de 36%, 58% y 46% respectivamente,
solo siendo superior que el agua de control.

Otro agente desodorizante / desinfectante activo son las ya mencionadas AgNPs
o plata coloidal. La particularidad desodorizante es proporcionada por la capacidad de
las AgNPs para reaccionar con sustancias con mayor frecuencia debido a la relacion
superficie/volumen, asi como su capacidad antimicrobiana, que elimina a la fuente

generadora de ciertos malos olores [197].

En la patente [197] mencionan el trabajo de US 9,392,784 B2 donde proporcionan
un meétodo para generar una composicion que controla olores con AgNPs en una
suspension coloidal y tetraborato de sodio decahidratado, cominmente conocido como
bérax en una reaccion in situ con pardmetros estandar. De acuerdo a los autores,
diversos olores fueron suprimidos al igual que la presencia microbiana responsable de la
produccion de dichos olores teniendo una solucion estable con largos plazos de
almacenamiento. Al igual que la plata, el borax proporcion6 propiedades desodorantes y

antimicrobianas a través de su capacidad de complejacién con diversas sustancias.

En la patente [198] proporcionan un material y un método para reducir olores como
aldehidos y cetonas (pero de acuerdo a los autores también es posible probar con
mercaptanos, amoniaco, aminas, sulfuros, acidos carboxilicos, terpenoides, hexanol,
heptanal, piridina y combinaciones de los mismos), con un material poroso, donde se
deposita una fina capa de nanoparticulas de silica coloidal. Las SiONPs obtenidas
tuvieron tamarios entre 20 a 50 nm y un area superficial de 180 a 240 m?g™. El porcentaje
de remocion fue de minimo 22% a un maximo de 78% cuando las moléculas olorosas se

pusieron en contacto con el material absorbente.

En otro trabajo, presentado por McGrant y colaboradores [199] generaron un
complejo de coordinacion modificando nanoparticulas de silica revestidas con alimina
con un potencial zeta positivo con un metal de transicion, en este caso cobre. Las
moléculas olorosas probadas fueron etilmetilmercaptano, trietanolamina, y aldehido

isovalérico con una remocion del 80%, 61.3% y 59% respectivamente.



De acuerdo a la invencién [200] se obtuvo una composicion cosmética en forma
de gel o crema que contenia ZNONPs de entre 20 a 200 nm, con bajo residuo sélido
después de su aplicacion y proporcionando un agradable aroma. Desafortunadamente
no habia evidencia de pruebas realizadas a moléculas olorosas, aunque manejan el

producto como un deodorante.

2.4 Sintesis de nanoparticulas

Existe un gran nimero de métodos disponibles que permiten la sintesis de
nanoparticulas, la cuestion aqui es, cual es el método que mejor se adecua al material
gue se desea obtener con un buen control y distribucion del tamafio, morfologia,

cristalinidad y demas propiedades.

Una clasificacion tradicional de los métodos de sintesis es Ascendente (Bottom
Up) y Descendente (Top down) (Figura 8). El primero consta de la unién de atomos y
moléculas individuales para formar nanoestructuras mas grandes, pero del tamafio
nanométrico, mientras el segundo desde un material a granel o bulto se generan
particulas mas pequefias para finalmente formar nanoparticulas [201]. Hoy en dia, los
enfoques sintéticos se clasifican en sintesis fisicas, quimicas y biolégicas, debido a la
naturaleza del proceso. Las sintesis fisicas y quimicas tienden a ser mas laboriosas y
peligrosas, en comparacion con la sintesis biologica, las cuales exhiben propiedades
atractivas, como alto rendimiento, solubilidad y estabilidad [202].

2.4.1 Sintesis verde

Dentro de la categoria de Bottom Up existe la sintesis biologica también llamada
como sintesis verde. En este tipo de sintesis es posible generar a las nanoparticulas a
partir del uso de microorganismos, biomasa de microorganismo, plantas o sus extractos
y también mediante la participacion de proteinas, azlucares, fenoles y otras enzimas [23]

como elemento reductor y capeador.



Sintesis de nanoparticulas
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Figura 8: Sintesis de nanoparticulas por medio de Bottom Up y Top down.

El primer reporte de produccion de nanoparticulas mediante el uso de plantas, fue
utilizando la planta de alfalfa, la cual crecia en un medio enriquecido en oro Au(lll), que
después se reducia a Au®. Este descubrimiento se acredité a Gardea-Torresdey Yy
colaboradores [203]. Este mismo experimento se replicé utilizando plata, donde se
encontré que también era posible reducir dicho metal por medio de esta planta [204].
Estos mismos investigadores comenzaron a hondar en este proceso utilizando otro tipo
de plantas, como el sauce del desierto donde también se obtuvieron resultados positivos
[203].

Posteriormente, Shankar y colaboradores continuaron su estudio de sintesis de
nanoparticulas de oro y plata, y nanoparticulas bimetéalicas de estas mismas, pero ahora
utilizando extractos de las hojas de Neem (Azadirachta indica) [205]. Ademas,
compararon la velocidad de reduccion de los iones de plata utilizando los extractos de la
hoja de geranio y de la hoja de Neem con estudios anteriores en los cuales emplearon
microorganismos como el hongo Fusarium oxysporum [206], y llegaron a la conclusién
de que la velocidad de reduccion de los iones de plata empleando los extractos de las
hojas resultd ser mas rapida que la observada con los hongos, destacando asi la
posibilidad de que las metodologias de biosintesis de nanoparticulas logren velocidades
de sintesis comparables a las de los métodos quimicos [205, 207-210].



Como se menciond anteriormente, en la sintesis verde se prefiere el uso de
extractos de plantas debido a que, en el caso de sintesis mediada por microbios,
inicialmente los microbios deben aislarse, y luego proporcionarles los nutrientes
apropiados en cultivo, subcultivo, etc. Todo esto lleva mucho tiempo. Por el contrario, la
sintesis mediada por plantas puede llevarse a cabo mediante extractos vivos 0 muertos.
Se pueden utilizar diferentes partes de las plantas como tallo, hojas, raices, flores, etc.
[211].

Las biomoléculas presentes en las plantas como terpenoides, flavonas, cetonas,
aldehidos, proteinas, aminoacidos, vitaminas, alcaloides, taninos, fendlicos, saponinas y
polisacaridos juegan un papel vital en la reduccion de metales [212]. La biomasa vegetal
se utiliza en forma de polvo o como extracto. En general, el extracto se mezcla con una
solucién de sal metalica a temperatura ambiente a un pH deseado con o sin agitacién
por un tiempo especifico. Dependiendo de las particularidades de cada NP, en algunos

casos sera necesario utilizar métodos mas sofisticados.

En el caso de las AgNPs y CuNPs, debido a su baja estabilidad se oxidan muy

facilmente por la exposicién al aire o a soluciones acuosas [13, 213].

En la actualidad existe una gran variedad de estudios de sintesis de diversas
plantas, asi como sus partes, microorganismos y sus extractos o enzimas que han
permitido obtener NPs con buenas propiedades y estabilidad. Por lo tanto, la sintesis
verde representa una alternativa limpia, presumiblemente no téxica y amigable con el
medio ambiente igualando e incluso sobrepasando las expectativas de las

nanoparticulas sintetizadas por los otros métodos tradicionales [28].
2.5 Estabilidad de emulsiones

Las emulsiones son sistemas coloidales en lo que dos liquidos inmiscibles se
combinan para formar un sistema macroscopicamente homogéneo, pero
microscépicamente heterogéneo. Son sistemas termodindmicamente inestables, aunque
pueden poseer estabilidad cinética. Un sistema termodinamicamente inestable presenta
una variacion positiva de la energia libre de Gibbs. Dado que el término de entropia

generalmente es pequeno, se define la variacion de la energia de Gibbs, para formar una



emulsion, como el producto entre la tension superficial y la variacion del area de contacto.
Para obtener una variacion de la energia libre de Gibbs negativa, la variacion del area
de contacto debe ser también negativa. Esto implica que un sistema bifasico tiende a
disminuir el area de contacto, es decir, a separarse en dos fases [214]. Una es la fase
continua y la otra la fase dispersa. Se llama fase continua a la fase externa y fase
dispersa a la fase interna que constituyen las gotas.

Las emulsiones pueden clasificarse segun la naturaleza de sus fases en
emulsiones agua en aceite (W/O), cuando la fase dispersa esta constituida por el agua
(W) y la continua por el aceite (O); o emulsiones aceite en agua (O/W) en el caso en que
la fase dispersa esté constituida por el aceite y la fase continua por el agua (Figura 9)
[215]. Emulsiones multiples son aquellas cuyas gotas internas, 0sea, la fase dispersa,
presenta en su interior gotas de otra fase, que puede ser el mismo medio que la fase
continua o de caracter quimico diferente [214].
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Figura 9: Representacion esquematica de emulsiones de tipo a) agua en aceite (W/QO) y b) aceite en
agua (O/W).

Las técnicas para producir emulsiones pueden ser tanto quimico, fisico como
procesos fisicoquimicos. Para poder formar emulsiones estables es necesario un tercer
componente, el cual puede ser como moléculas tensioactivas o particulas sélidas con
propiedades anfifilicas [214]. Cuando se hacen microcapsulas el material de la capsula
tiene que ser compatible con la fase continua y el principio activo con la fase dispersa
[216].



Ahora bien, las moléculas anfifilicas son aquellas cuya estructura consta de una
parte polar llamada cabeza que se puede disociar o no en ionesy, por ende, es hidrofilica
y una segunda parte llamada cola que consta de uno o mas grupos hidrocarbonados,
silanos o fluorcarbonados que es lipofilica y por ende es hidrofébica. Otro nombre
asociado a una molécula anfifilicas es agentes tensoactivos o surfactantes. De acuerdo
a Laughlin [216], los surfactantes son como un anfifilo que abate la tension superficial,
gue permite formar agregados coloidales, ya sea en forma micelar o cristales liquidos,
en presencia de agua. Por lo anterior, sustancias tales como aminas, alcoholes, etc., no
se consideran surfactantes porque no forman micelas ni cristales liquidos, aunque

pueden ser absorbidos en interfases W/O y aire-agua [218].

Como se mencioné anteriormente, las emulsiones son termodinamicamente
inestables. De acuerdo a la teoria de Derjaguin y Laudau, en la Union Soviética y por
Vierwey y Overbeek en Holanda (DLVO) se asume que la estabilidad coloidal, es debida
principalmente a las interacciones de largo alcance que ocurre entre las gotas (Fuerzas
de Coulomb, fuerzas “hibridas” producidas por las interacciones ion-dipolo permanente
0 por las interacciones ion-dipolo inducido y las fuerzas de Van der Waals que se
clasifican en fuerzas de London, de Debye y de Keesoom o fuerzas por puentes de
hidrogeno [219].

Las gotas estan sometidas por fuerzas de atraccion debido cominmente a los
enlaces secundarios mejor conocidos como fuerzas de Van der Waals, por lo que, para
gue las emulsiones estén estables deben de existir fuerzas repulsivas que contrarresten
a dichas fuerzas las cuales se encuentran en las superficies de las gotas (debido tanto
por agentes tensoactivos como por los iones absorbidos). Cuando las fuerzas de
repulsion son mas fuertes que las atractivas se genera una barrera energética que impide

gue las gotas se unan cuando las separaciones son intermedias.

Cuando las separaciones son minimas, la agregacion entre ellas se vuelve
irreversible. En una emulsion, si la distancia media existente entre las gotas es mayor
gue la distancia correspondiente al segundo minimo, el sistema crece en energia
agregando las gotas de la fase dispersa y por lo tanto las gotas acabaran floculando.

Puede llegar a ser un proceso reversible porque las gotas en ningun caso pierden su



identidad, aunque se comporten como una sola gota. Las gotas siguen estando
separadas por una fina capa de la fase continua que evita su rompimiento. Si la capa del
o los agentes tensioactivos se inestabiliza, entonces ocurrira la etapa final en la vida de
la gota dentro de una emulsion que es la coalescencia, proceso irreversible por el
rompimiento de las paredes de las gotas para formar una gota mayor. Otra etapa que
puede ocurrir es la maduracion de Ostawald que consiste en el proceso de crecimiento
de gotas grandes por gotas pequefias debido al transporte de masa de material de la
fase dispersa soluble a través de la fase continua [214]. Otro proceso de inestabilidad es
la sedimentacion o el cremado que se producen por la diferencia de densidades entre
las fases de la emulsion. Sila densidad de la fase dispersa es menor entonces formara
una crema en la parte superior, en caso contrario precipitara. Este proceso de

estabilizacidn es reversible momentaneamente si se agita [214, 220].

Lo anteriormente mencionado, son los cuatro procesos de ruptura de las
emulsiones: Sedimentacion y cremado, floculacién, coalescencia y maduracién de

Ostwald [221], los cuales se muestran en la Figura 10.

En las emulsiones, el sistema se estabiliza debido a una disminucién de la tension
interfacial conseguida por el tensoactivo, pero de manera técnica existen dos métodos
principales para estabilizar una emulsion; electrostaticamente y estéricamente [222]. En
el primer caso se debe a la repulsibn de Coulomb entre superficies cargadas

electrostaticamente y en el segundo por las exclusiones de volumen [121].
2.5.1 Estabilidad de sistemas coloidales con nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas tienen una alta energia superficial cuando no se encuentran
recubiertas por algun agente externo. El término “estabilidad de nanoparticulas” se usa
para describir la conservacion de una propiedad en particular que puede ser agregacion,
composicion, polaridad, forma, tamafo, cristalinidad y quimica de la superficie. Este
periodo de estabilidad puede existir durante un periodo de tiempo finito dado que todas
las nanoestructuras son termodinamicamente y energéticamente desfavorables en

relacion con sus formas a granel [223-225].
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Figura 10: Representacion esquematica de los mecanismos de desestabilizacion de las emulsiones.
Esquema adaptado de [121].

Las nanoparticulas reaccionan con sustancias activas para alcanzar un estado
relativamente estable en algunos casos. Generalmente requieren un entorno
estabilizador para evitar la agregacion y mantener una alta reactividad. Por ejemplo, las
NPs son mayormente termodindmica y cinéticamente inestables en solucién y cuando se
obtienen mediante sintesis en solucién estan recubiertas con ciertos ligandos lo que
genera un microambiente quimico en la superficie, que permite o asegura que el nucleo
interno este protegido y estabilizado [223]. También se debe de considerar la polaridad

del disolvente que se utiliza para dispersar a las NPs [226].

Los ligandos son habitualmente compuestos organicos que tienen un grupo
donante con sustituyentes de diferente volumen estérico, y se utilizan para evitar la
agregacion no deseada para formar suspensiones de NPs bien dispersas. Ademas, los
ligandos también juegan un papel importante en el control del tamafio y la forma de las
NPs al unirse preferentemente con una determinada faceta del cristal para modular la

tasa de crecimiento de las NPs. Estas sustancias, por lo tanto, evitan la agregacion,



mantienen la composicion de la NP, controlan la forma y el tamafio y mantienen una

guimica de superficie favorecida.

En general, los componentes del microentorno se pueden clasificar de acuerdo a
su funcién en dos categorias amplias: componentes utilizados para estabilizar NPs y
componentes utilizados para funcionalizar NPs. Los componentes estabilizadores
(tensioactivos, iones cargados, etc.) se recubren en la superficie de los NP mediante
complejacién, atraccidn electrostatica y encapsulacion para reducir su energia superficial

y estabilizarlos [227].

Otros factores que también influyen en la estabilidad de la dispersion de NPs son

el pH, la concentracion de iones, la temperatura y el tiempo de almacenamiento.

En términos mas amplios, la estabilidad de las nanoparticulas en solucion (sistema
coloidal) se ve afectada por el estado de agregacién. La agregacion, ocurre cuando las
nanoestructuras primarias se agrupan en interacciones a distancias cortas [228]. Como
resultado, la estabilidad de las nanoparticulas depende de la prevencién de estas
interacciones. Cuando el material agregado supera la fuerza de flotabilidad, entonces se
presenta una precipitacion. Para que se formen los cluster o conglomerados, las NPs
deben colisionar fisicamente y dependiendo de la energia y la frecuencia de colision
habrd mayor o menor formacion de este estado [229, 230].

La agregacidon de nanoparticulas también depende de la termodinamica [228] o
del potencial de par de interaccion total que surge entre dos objetos [229, 230, 228]
donde la teoria DLVO anteriormente mencionada explica las interacciones existentes y
la razon de la no estabilidad. Al igual que en las emulsiones O/W, W/O; en las soluciones
coloidales se pueden utilizar surfactantes o estabilizadores para aumentar la fuerza de
repulsion entre las moléculas donde limita las interacciones por la generacion de un

capeo o estabilidad estérica.

Otra consideracién a tomar es debido a que los atomos de la superficie en las
nanoestructuras tienen numeros de coordinacion mas bajos que los atomos en masa, su
reactividad es relativamente mayor. La inestabilidad se refiere entonces a variaciones de

la composicion quimica o cambios en el niumero de coordinacion. La oxidacion es un



ejemplo comun de transformacién o inestabilidad de un &tomo de superficie. La oxidacion
de las nanoparticulas de plata, por ejemplo, conduce a una amortiguacion progresiva de

las caracteristicas de resonancia del plasmén [231, 232].

Al utilizar extractos naturales, los fitoquimicos del extracto vegetal actian como
agentes reductores, de modo que, por ejemplo, el nitrato de plata (AgNOs3) se reduce a
plata metalica, el AgNOs se disocia en Ag* y NO?®, el cual se ve afectado por la
temperatura y la luz. Los grupos fendlicos pueden reaccionar con un radical libre para
formar los radicales fenoxilo. Los grupos fendlicos tienen grupos hidroxilo y cetonico que
pueden unirse a metales, reducir la sal metdlica y proporcionar estabilidad frente a la
aglomeracion. Ademas, proteinas y enzimas pueden también reaccionar con los iones

de plata formandose AgNPs cubiertas con proteina [233, 234].

2.6 Fundamentos de técnicas de caracterizacion de nanoparticulas

Cuando se realiza la caracterizacion de las NPs, primordialmente los parametros
mas estudiados son el tamario, la forma y los ligandos superficiales, ya que a partir de
ellas pueden encasillarse aplicaciones y demas propiedades. También es posible medir
la distribucion de tamafio, carga superficial, el area de superficie, concentracién, asi
como otros parametros mas especializados como la quimica superficial, cristalinidad,

porosidad, grado de agregacion, etc.

Existe una gran variedad de métodos, unos mas especializados que otros, pero
para efectos de este trabajo solamente se fundamentan los utilizados para la
caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas, las cuales son espectroscopia de
absorcion de luz ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia de emision atomica y
plasma por microondas (MP-AES) con una pequefia introduccion a la espectroscopia de
absorcion atémica (AAS), microscopia electrénica de barrido acoplado con
espectroscopia de dispersion de energia (SEM-EDS) y difusion de luz dinamica (DLS).
A través de estas técnicas podemos obtener informacion de parametros como: presencia
de la generacion de las nanoparticulas, composicion, estructura, morfologia, tamafo,
concentracion, carga superficial, distribucion de tamafo, entre otras. La informacion
obtenida se debe a la interpretacién de la interaccién de una sefial ya sea de tipo

eléctrica, luminica, térmica, etc., con una porcion del material a caracterizar.



A continuacién, se explican cada uno de ellos [235-238].
2.6.1 UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis es un método de caracterizacion relativamente facil y
de bajo costo que se utiliza a menudo para el estudio de materiales a hanoescala. Mide
la intensidad de la luz reflejada por una muestra y la compara con la intensidad de la luz
reflejada por un material de referencia (una cantidad conocida como extincion, que se
define como la suma de la luz absorbida y dispersada). Dicha intensidad reflejada
depende de la resonancia superficial del plasmon (RPS), que a su vez depende de la

morfologia y de la naturaleza metélica de la hanoestructura.

Las NPs tienen propiedades Opticas sensibles al tamafio, la forma, la
concentracion, el estado de aglomeracién y el indice de refraccion lo que hace que la
espectroscopia UV-Vis sea una herramienta importante para identificar, caracterizar e
investigar estos materiales y evaluar la estabilidad de las soluciones coloidales de NPs
[238, 239].

En el caso de las AgNPs, se tiene informacién suficiente para poder determinar
por medio de rangos de longitud de onda del pico de RPS otro tipo de propiedades fisicas
y Opticas como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6: Resumen de las propiedades Opticas y fisicas de acuerdo al citodiagndstico de las nanoparticulas
de plata a diferentes tamafios. Traducido de [240].

Volumen

.. Longitud de Concentracion  Dispersion Area de Proporcion Masa ..
Diimetro ) _ de . . Masa de Concentracion

am onda del Pico NPS/mL en peso de tamaiio articala superficie  Superficie / articula molar molar

(um) SPR (nm) (mng/mL) (+/- nm) P (nm.&‘) (nm?) Volumen P ® (g/mol)
10 390-405 ~3.6E+12 2.0E-02 <18% 5.24E+02 3.14E+02 0.600 5.49E-18 3.31E+06 5.98E-09
20 390-410 ~ 4.6E+11 2.0E-02 <15% 4.19E+03 1.26E+03 0.300 4.39E-17 2.65E+07 7.64E-10
30 400-410 ~ 1.4E+11 2.0E-02 <15% 1.41E+04 2.83E+03 0.200 1.48E-16 8.93E+07 2.32E-10
40 405-425 ~ 5.7E+10 2.0E-02 <15% 3.35E+04 5.03E+03 0.150 3.52E-16 2.12E+08 9.47E-11
50 410-430 ~2.9E+10 2.0E-02 <12% 6.54E+04 7.85E+03 0.120 6.87E-16 4.13E+08 4.28E-11
60 425-450 ~ L.7E+10 2.0E-02 <12% 1.13E+05 L.13E+04 0.100 1.19E-15 7.14E+08 2.82E-11
80 440-480 ~ 7.1E+09 2.0E-02 <12% 2.68E+05 2.01E+04 0.075 2.81E-15 1.69E+09 1.18E-11
100 480-520 ~ 3.6E+09 2.0E-02 <10% 5.24E+05 3.14E+04 0.060 5.49E15 3.31E+09 5.98E-12




2.6.2 AAS /| MP-AES

La espectroscopia de absorcién atdmica (AAS) es un método que se puede utilizar
para determinar la concentracion de masa de un elemento en una muestra liquida o
soOlida. Esta técnica analitica se basa en el principio de absorcién atomica donde los
electrones del estado fundamental de los atomos se elevan a un estado excitado
mediante la absorcion de una cantidad de energia de la luz de una longitud de onda
especifica. Debido a que la cantidad de energia absorbida esta relacionada con el
namero de atomos en la trayectoria de la luz, la concentracién de la masa de la muestra
se puede cuantificar comparando la sefial con los estdndares de calibracion en

concentraciones conocidas.

Para garantizar que las nanoparticulas de metal sélido se puedan atomizar de
manera eficiente, las particulas se disuelven normalmente mediante métodos de
digestion. La muestra se atomizay el aerosol se introduce en una llama de aire-acetileno
0 nitroso-acetileno. La fuente de luz se alinea para pasar a través de la llama donde se
vaporiza la particula. Un monocromador aisla la longitud de onda especifica del elemento

de interés y un detector mide la sefial. [239]

En el caso de un instrumento de MP-AES, las muestras se introducen al
instrumento en estado liquido y mediante una camara de nebulizacion la muestra se
nebuliza. Las gotas se transportan hasta la camara de plasma donde se producen
diversos procesos entre ellos atomizacion, excitacion y/o ionizacion. Posteriormente, la
muestra se introduce en un espectrometro, el cual separa y cuantifica las diferentes

longitudes de onda y finalmente la informacion es procesada por un programa.
2.6.3 SEM-EDS

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un método ampliamente utilizado
para la obtencion de imagenes de alta resoluciéon de superficies que se puede emplear
para caracterizar también materiales a nanoescala. EI SEM utiliza electrones para
obtener imagenes, de la misma forma que un microscopio optico utiliza luz visible. Su

funcionamiento se basa en un cafidn de electrones que produce un haz de electrones



gue se enfocan con precision, denominado haz primario. Estos electrones atraviesan
lentes electromagnéticos para dirigirse a la superficie de la muestra. El haz de electrones
primarios elimina electrones de la superficie de la muestra, donde estos se emiten en
forma secundaria para ser transmitidos hasta un colector, luego amplificados y utilizados

para formar una imagen [241].

SEM también puede operarse en conjunto con otro tipo de técnicas como por
ejemplo EDS. Este método permite dar informacién sobre la composicién elemental de
la muestra, en particular de la nanoestructura [242, 243]. Con lo anterior, se obtiene un
analisis mas avanzado obteniendo informacion en profundidad, tanto de morfologia y

guimica integral.
2.6.4 DLS

La dispersion dindmica de la luz (DLS) es una técnica ampliamente empleada para
encontrar el tamafio de las NPs en suspensiones coloidales en los rangos nano y
submicrométricos. Las NPs dispersas en una solucién coloidal estdn en continuo
movimiento browniano. DLS mide la dispersion de la luz en funcién del tiempo, que en
combinacion con la suposicién de Stokes-Einstein se utilizan para determinar el diametro
hidrodinamico de las NPs (es decir, el didmetro de la NP y las moléculas de disolvente

gue se difunden a la misma velocidad que el coloide) en solucion.

En esta técnica, se necesita una concentracion de NP relativamente baja para
evitar un efecto de dispersion multiple. Ademas, da informacion sobre varios factores,
como lo son: la concentracion de la suspension, la forma de las particulas, la estabilidad

coloidal, ligada al potencial zeta de la solucién, distribucion de tamafio, etc.

Las ventajas de DLS incluyen su facil y rapida operacion con resultados precisos
en suspensiones monodispersas. Es muy sensible y reproducible para muestras
monodispersas y homogéneas. Una limitacion de DLS es la condicién necesaria para
gue las particulas estén en suspensiéon y sufran movimiento browniano. Las particulas
grandes dispersan mucha mas luz e incluso una pequefia cantidad de particulas grandes
pueden oscurecer la contribucidn de las particulas mas pequefias. Por lo tanto, su

resolucién para muestras polidispersas y heterogéneas es bastante baja. Aunque el DLS



a veces puede medir nanoestructuras anisotropicas, generalmente asume que las

particulas en la solucion son de forma esférica [244, 245].

Hablando del potencial Zeta (también conocido como potencial electrocinético o
Z), es una medida de la carga eléctrica "efectiva" en la superficie de la nanoparticula y
cuantifica la estabilidad de carga de las nanoparticulas coloidales. Por lo tanto, es una
medida de la diferencia de potencial entre el fluido en el que se dispersa una particula y
la capa de fluido que contiene los iones de carga opuesta que esta asociada con la
superficie de la nanoparticula. Las particulas con un potencial Zeta positivo se uniran a

superficies cargadas negativamente y viceversa [246].

Cuando las particulas exhiben una mayor magnitud de potencial Zeta entonces la
magnitud de repulsion electrostatica es superior lo que significa una mayor estabilidad.
A continuacion, se muestra el comportamiento de las particulas de acuerdo a valores de

potencial Zeta (-/+):

e 0-5mV: las particulares tienden a aglomerarse o agregarse
e 5-20 mV: son minimamente estables

e 20-40 mV: son moderadamente estables

e 40-60 mV: tiene buena estabilidad

e 60+ mV: excelente estabilidad

Es importante considerar que la magnitud de la carga en la superficie de la
nanoparticula depende del pH de la solucion. De hecho, la carga superficial se puede

reducir a cero a un pH especifico denominado punto isoeléctrico.

Este parametro se mide cuando una muestra en una celda con dos electrodos de
oro se le aplica un voltaje para que las particulas se muevan hacia el electrodo con la
carga opuesta. Por medio de la técnica Doppler se mide la velocidad de las particulas en
funcidn del voltaje aplicado. Posteriormente, un laser pasa por la celda y la intensidad de
la luz dispersa fluctia a una frecuencia proporcional a la velocidad de las particulas.
Dicha frecuencia se mide a multiples voltajes y estos datos se utilizan para calcular el
potencial Zeta [246].



CAPITULO 3

3. Experimentacion

3.1 Materiales

Los materiales utilizados estan desglosados por actividad realizada.
3.1.1 Obtencion del extracto

Para la elaboracion del extracto se utiliz6 céliz deshidratado de flor de jamaica
(Hibiscus sabdariffa) obtenidos de la tienda de especies Moy’s en el centro de la ciudad
de Mexicali. Para la base solvente se utilizo alcohol etilico desnaturalizado con pureza

de 96% del proveedor NRW Chemie mexicana y agua destilada de Smart & Final.
3.1.2 Obtencion de nanoparticulas

Se empled nitrato de plata marca Jalmek 99% de pureza, carbonato de cobre (Il)
basico con pureza 295% de Sigma Aldrich y se utilizo nitrato de zinc hexahidratado marca
Jalmek con 99% de pureza para la sintesis de las nanoparticulas de plata, cobre y 6xido

de zinc respectivamente.
3.1.3 Pruebas fitoquimicas

Se utilizo citrato de sodio 99% de pureza, el carbonato de sodio al 99% de pureza
del proveedor NRW Chemie; sulfato de cobre pentahidratado >98% y acido picrico en
polvo de Sigma Aldrich. Cloruro férrico de J.t. Beaker. El acido sulfurico ACS de Sigma
Aldrich, cloroformo pureza HPLC de Fermont, hidréxido de amonio al 30% de Spectrum

y una dilucion de hidréxido de amonio al 10%.
3.1.4 Seleccion de participantes

Se realiz6 un cuestionario por medio de redes sociales (Anexo 1) con preguntas
claves para poder realizar la seleccion de los 10 participantes con una distribucion entre

40 a 50% de cada sexo y con edades comprendidas entre los 20 afios a 60 afos.



3.1.5 Formato de evaluaciéon organoléptica de las soluciones

Se desarrollé un formato (Anexo 2) para valorar a las soluciones neutralizadoras
cuando son utilizadas de manera directa ante los cuatro malos olores evaluados, con
base a una escala de intensidad de mal olor del O al 5 y complementando con la

apreciacion personal (agradable, neutro y desagradable).
3.1.6 Envase de uso en aplicacién de las soluciones neutralizadoras

Para las pruebas organolépticas dirigidas al panel de personas se utilizé un

recipiente de 120 mL con atomizador tipo Boston.
3.1.7 Desarrollo de formulaciones

Los materiales utilizados tanto para las soluciones desinfectantes como para las

elimina olores estan desglosados en la Tabla 7 con su respectiva informacion.

Tabla 7: Materias primas utilizadas en el proceso experimental de obtencién de las soluciones
desinfectantes y neutralizadoras de olores.

Material Pureza o concentracion Estado Proveedor
A Ciclodextrina Tipo A 99.50% Sélido ChemCenter
B Ciclodextrina Tipo B 99.50% Sélido ChemCenter
€ Fosfato s6dico monobaésico Reactivo Sélido Jalmek
anhidrido

D Bicarbonato de sodio Reactivo Sélido Pochteca

E Cloruro de calcio Reactivo Sélido ChemCenter
F Citrato de sodio Reactivo Sélido Chemie NRW
G Cuaternario de amonio 1 80% Liquido PVD

H Hidantoina Marca comercial Liquido Lonza

| Surfactante no i6nico 1 30% Liquido En busqueda
J Cuaternario de amonio 2 Reactivo Liquido Lonza

K Surfactante anfotérico 30% Liquido Chemie NRW
L Surfactante no iénico 2 99% Liquido Pochteca
M Surfactante de silicona 100% Liquido Brenntag

N Surfactante no i6nico 3 80% Liquido Chemie

N Solvente 1 Reactivo Liquido Sigma Aldrich
(@) Solvente 2 Reactivo Liquido Sigma Aldrich
P Solvente 3 Reactivo Liquido Norman Fox
Q Surfactante no iénico 4 >99.8% Liquido Brenntag

R Solvente 4 99.90% Liquido Chemie NRW
S Solvente 5 >96% Liquido Chemie NRW
T Nanoparticulas de plata ~1000 ppm Coloidal -

U Nanoparticulas de cobre ~250 ppm Coloidal -

\% Nanoparticulas de 6xido de zinc ~65 ppm Coloidal -
W Aceite esencial de orégano - Liquido Chemico

X Fragancia (1 a 5) - Liquido oleoso Robertet

Y Agua destilada - Liquido Smart & Final



3.1.8 Soluciones problemas de mal olor

Se utilizé acido acético glacial ACS de Fermont. Se uso escatol (3-metilindol) 98%
de Sigma Aldrich. Se empled la fermentacién de un ceviche de camaroén, pescado, pulpo,
calamar e imitacion de cangrejo, con su respectiva verdura y jugo de tomate. Se utilizd
extracto de ajo obtenido en el laboratorio de Quimica del Instituto de Ingenieria utilizando

etanol al 96% como solvente.

3.2 Procedimiento experimental
3.2.1 Obtenciodn del extracto agua-etanol de Hibiscus sabdariffa

Las flores de jamaica se limpiaron con agua de la llave para retirar cualquier
material solido o terroso. El lavado se realiz6 rapidamente para no perder material en
dicha agua de desecho. Poco después se procedié a enjuagarse tres veces con agua
destilada y se dejo secar durante 2 dias a temperatura ambiente. Se pesaron 20 g de flor
de jamaica en una balanza electrénica marca GoldenWall, y se colocaron en un vaso de
precipitado de 500 mL. Se le adicion6 500 mL de una solucién agua-etanol en una
relacion de 50% v/v; se tap6 con papel Parafilm y aluminio y se agité durante 30 minutos,
para finalmente dejar reposar durante 48 horas. Pasado el tiempo de maceracion se
procedio6 a filtrar el extracto con un filtro Whatman No. 42. El extracto se colocO en un

frasco ambar.

Se hizo una solucion de 500 mL de agua-etanol en una relacion de 50% v/v para

las diluciones y mediciones de blancos.
3.2.2 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de NPs en el presente proyecto se realizé con técnicas de tipo bottom-
up, utilizando sintesis verde, en medio acuoso. Estas sintesis estan basadas en la
reduccion de sales metélicas en presencia de agentes estabilizantes, que controlan la

forma y el tamafo de las nanoparticulas obtenidas.



3.2.2.1 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Se realiz6 una solucién madre 0.025 M de AgNOs y se coloco en un frasco ambar.
Se procedio a efectuar una solucion de 600 mL con una concentracion de 0.010 M. Para
ello, se tom6 240 ml de la solucién madre y se mezcld con 360 ml de agua destilada.
Para sintetizar las nanoparticulas se colocé 100 mL de la solucion de AgNOs en un vaso
de precipitado de 150 mL y se adicion6 10 mL de extracto; se dejo agitar por 60 min.
Después del tiempo definido, se colocé la solucién de sintesis en un frasco ambar y se
dejoé reaccionar durante 48 horas para hacer la primera medicién en UV-Vis. Todo el
proceso de sintesis se hizo en ausencia de luz natural y artificial. Una confirmacién rapida
de la formacion de las nanoparticulas se obtuvo cuando la solucion cambi6 de rojo claro

a café claro.

3.2.2.2 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnONPs)

Modificando el método de acuerdo a [41, 43], se prepar6 una solucién de nitrato
de zinc 0.001 M (0.0189 g para 100 ml) usando nitrato de zinc hexahidratado
(Zn(NO3)26H20) con agua destilada. Se almacend en el refrigerador a 4 °C para su uso
posterior. Se tomé 45 ml de nitrato de zinc y se llevo a 70 °C. Se procedi6é a tomar y
colocar 5 ml de la solucion del extracto de Hibiscus sabdariffa (1:9) con agitacion
moderada. Se dejé reaccionar a estas condiciones por 10 min. Se disminuyo la
temperatura a 60 °C y se dejo reaccionar durante 20 minutos mas. La mezcla de reaccién

exhibié un cambio de color de incoloro a amarillo-rojizo.

3.2.2.3 Sintesis de nanoparticulas de cobre (CuNPs)

Las nanoparticulas de cobre se obtuvieron modificando el método reportado por
[247]. Se prepar6 una solucion de carbonato de cobre 0.004 M (0.1 g para 200 ml de
agua destilada). Se calentd 50 ml de la solucion de carbonato de cobre a 80 °C con
agitacion baja. Se le agreg6 20 ml del extracto con agitacibn moderada durante 30 min.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente para proseguir con un reposo durante 24 horas.
La solucion se calentd durante 1 hora a 80 °C en reflujo. Al presentarse una precipitacion
se dej6 ebullir durante 15 minutos mas para volver a reposar otras 24 horas. Se separo
el sobrenadante con filtro Whatman No. 42 y se procedi6 a resuspender el precipitado

en agua-etanol.



3.2.3 Realizacion de seleccion de participantes

Se dispuso una encuesta en plataformas sociales y correos para obtener una
mayor poblacion. Se establecié una fecha limite para la recaudacion de los resultados y
se utilizé el programa Excel de la paqueteria de Office Professional Plus 2019 como base

de datos y realizacidon de estadisticas necesarias.
3.2.4 Desarrollo de las formulaciones

Las soluciones se llevaron a cabo mediante la incorporacion de los materiales a
temperatura ambiente y una atmosfera de presion; y solamente mezclando hasta obtener
una solucibn homogénea. Para efectos de este trabajo, se tomaron en cuenta las

siguientes consideraciones:

1. Los materiales se colocaron en el orden descendente de cada formulacion (Tabla
2), comenzando con el agua destilada.

2. Para agregar cada materia prima se debi6 esperar a que se disolviera la

anteriormente colocada.

Tabla 8: Formulaciones desinfectantes con y sin nanoparticulas (NP: Nanoparticula). Porcentaje en
peso.

SIN NP DESINFECTANTE CON NP
D’s* 1 2 3 4 5 6
F 1-15 0.20 - 0.50 0.20-050 0.20-050  0.20-0.50 0.20 - 0.50 0.20 - 0.50
G 1-2 1.20 - 1.60 1.20-1.60 1.20-1.60 1.20-1.60 1.20 - 1.60 1.20 - 1.60
| 0.8-1.1 0.36 - 0.45 0.36-0.45 0.36-0.45 0.36-0.45 0.36 - 0.45 0.36 - 0.45
J 0.4-0.6 0.80 -1.30 0.80-1.30  0.80-1.30  0.80-1.30 0.80 -1.30 0.80-1.30
L 1.8-25 0.45 - 0.60 0.45-0.60 0.45-0.60  0.45-0.60 0.45 - 0.60 0.45 - 0.60
N 1-2 0.30 - 0.45 0.30-045 030-045 030-045  030-045  0.30-0.45
N 0.16 - 0.22 0.16-0.22  0.16-0.22
s 0.25 - 0.22 025-022 025-022 025-022  025-022  0.25-0.22
T 0.19-0.23 019-023 019-023 019-023  019-023  0.19-0.23
U 0.70 - 0.90 0.70-0.90  0.70-0.90
, 140-180  140-180  1.40-1.80
W 0.1-0.2 0.10-0.20 0.10 - 0.20
X 0.15-0.45 0.15-0.45 0.15 - 0.45
Y Balance a 100 %
pH 7.29 6.86 7.26 7.30 7.20 7.38 6.42
Dg‘;‘f{;‘d 0.995 0.988 0.988 0.989 0.993 0.988 0.99

*Solucién D de 1 a 5 por fragancia usada, usando nomenclatura de Dy.s



Tabla 9: Formulaciones neutralizadoras con y sin nanopatrticulas (NP: Nanoparticula). Porcentaje en peso.

Sin NP Con NP
NO N1 N2 N3
0.27 - 0.50 0.27 - 0.50
0.27 - 0.50 0.45 -0.52 0.45-0.52 0.27 - 0.50
0.07 -0.10 0.07 -0.10
0.07 -0.10 0.45-0.52
0.45-0.52

0.45 - 0.52 0.07 - 0.10 0.07 - 0.10
0.08 - 0.10 0.08 - 0.10 0.08 - 0.10 0.08 - 0.10
0.10-0.17 0.10-0.17 0.10- 0.17 0.10- 0.17
0.19 -0.26 0.45-0.52 0.45-0.52 0.27 - 0.50
0.08 - 0.10 0.08 - 0.10 0.08 - 0.10
1.0-1.30 1.0-1.30 1.0-1.30 1.0-2.0
2.0-2.30 1.60 1.60 2.0-2.30
0.45 - 0.52 0.07 - 0.10 0.07 - 0.10 0.07 - 0.10
2.80-3.25 1.0-1.30 1.0-1.30 2.25-2.70
0.74 0.7 0.7
0.70 0.7 0.7
2.0-2.30 0.45 - 0.52 0.45 -0.52
2.0-2.30 2.25-2.70 2.25-2.70 2.0-2.30
4.60-7.0
2.0-2.30 2.0-2.30 2.0-2.30
0.19-0.26 0.19-0.26 0.19-0.26
0.08 - 0.10 0.08 - 0.10
0.27 - 0.50 0.27 - 0.50 0.27 - 0.50 0.27 - 0.50
Balance a 100%
pH 7.26 6.36 6.25 5.36
Densidad (gml™) 0.994 0.993 0.978 0.99
X: En las 5 fragancias utilizadas. Nomenclatura N2;5y N3,.5 por fragancia.

X< XSHMWITOUTVTO=Z2ZIrX"a—IOTMMOO®T>

3.3 Caracterizacion
3.3.1 Caracterizacion del extracto de Hibiscus sabdariffa

3.3.1.1 Parametros fisicoquimicos

Algunos de los parametros fisicoquimicos evaluados fueron apariencia, color,
densidad y pH utilizando el equipo STARTER300 de OHAUS®.

3.3.1.2 Pruebas fitoquimicas

A continuacion, se describen cada una de las pruebas en cuanto a la deteccion
fitoquimica del extracto, las cuales se realizaron después de 48 horas de maceracion del
extracto de Hibiscus sabdariffa, asi como a las dos semanas, un mes, dos meses y cinco



meses posteriores a la primera medicion con el fin de corroborar la estabilidad de los
fitoquimicos encontrados [249-250].

Prueba de alcaloides (Prueba de Hager): Se tomaron 2 mL del extracto que se

colocaron en un tubo de ensayo y se le afiadieron unas gotas del reactivo de Hager
(acido picrico). La prueba es positiva si se forma un precipitado de color amarillo

cristalino.

Para obtener la solucion de Hager se disolvié 1 g de acido picrico en 100 mL de agua
destilada [251].

Prueba de glucésidas saponinas (Prueba de espuma): Se colocaron 2 mL del

extracto en un tubo de ensayo y se agitd de 2 a 5 minutos. La formacién de espuma (1
cm) que persiste durante 60 a 120 segundos demuestra la presencia de saponinas. Se
puede también demostrar la presencia de saponinas si se toma 1 mL de extracto y se le

afiaden 9 mL de agua y proceder de la misma manera.

Prueba de gluctsidos terpenoides vy esteroides (Prueba de Salkcowski): Se

tomaron 5 mL de extracto y se colocaron en un tubo de ensayo. Se afiadieron 2 mL de
cloroformo (CHCI3) y 2 mL de acido sulfarico (H2SO4) concentrado. La alicuota de acido
se coloco lentamente por la pared del tubo de ensayo. La aparicién de un anillo rojo-café

sobre la capa de cloroformo es prueba de un positivo.

Prueba de glucésidos flavonoides (Prueba de amonia): Se colocaron 2 mL de

extracto en un tubo de ensayo y se afiadieron unas pocas gotas de hidroxido de amonio.

El resultado es positivo si existe un cambio en la coloracion de la solucion a amarillo.

También es posible colocar unas gotas de hidroxido de amonio en un frasco y
tapar hasta que se deba usar. Poner unas gotas de extracto en un papel filtro y exponer
al vapor de amonia generado. La formacion de un punto amarillo (cambio en la zona

empapada de extracto) en el papel revela la presencia de flavonoides.

Prueba de carbohidratos (Prueba de Benedict): Se colocd 1 mL del extracto en un

tubo de ensayo y se dejo hervir durante 5 minutos. Se afiadieron 2 mL del reactivo de

Benedict. La prueba es positiva si un precipitado de color rojo ladrillo es formado.



El reactivo de Benedict se obtuvo al disolver a 50°C 17.3 g de citrato de sodio y
10 g de carbonato de sodio en 80 mL de agua. Se filtré la solucion después de 10 minutos
en agitacion moderada. La solucion se diluy6 a 85 mL. Posteriormente, se disolvio 1.73
g de sulfato cuprico pentahidratado (CuSO4-5H20) en 10 mL de agua destilada.
Finalmente, se vertid la Ultima solucidn preparada en la primera con agitacion constante

y se diluy6 a 100 mL (agregar 50 mL) [251].

Antraquinonas (Prueba alcanina): Se colocaron 2 mL del extracto en un tubo de

ensayo y se afiadio 1 mL de la solucion diluida de hidréxido de amonio seguida por la
adicion de algunas gotas de H2SOa4 concentrado por la pared del tubo de ensayo. La

prueba es positiva si un color rosado aparece y se genera un precipitado del mismo color.

Prueba de taninos: Se tomaron 2 mL de extracto en un tubo de ensayo y se le

adicionaron unas gotas de cloruro férrico (FeCls) al 1%. La prueba es positiva si el color

cambia a rojo, azul, verde, o purpura.
De manera mas especifica [252]:

= Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
= Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.
= Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalol, derivados del acido

galico.
3.3.2 Caracterizacién de nanoparticulas

3.3.2.1 Parametros fisicoquimicos

Algunos de los parametros fisicoquimicos evaluados fueron apariencia, color,
densidad y pH utilizando el equipo STARTER300 de OHAUS®. También se realizé por
medio de célculo estequiométrico el valor de la concentracion en partes por milléon (ppm)

de cada una de las soluciones de sintesis obtenidas.

3.3.2.2 Espectroscopia de UV-Vis

Para corroborar de manera técnica la presencia de las nanoparticulas se tomé

250 uL de alicuota y se coloco en una celda de cuarzo, a la cual se le adicion6 solucién



agua-etanol a 50% v/v hasta un volumen de 4 mL y se agitd suavemente. Se establecio
el rango de longitud de onda de 200 a 800 nm abarcando el espectro ultravioleta y visible,
con una resolucion de 1 nm en el Espectrofotometro UV PerkinElmer UV/Vis Lambda
365. Se limpid una celda de cuarzo y se procedié a hacer la linea base con el blanco. Se

realizo la medicion de la muestra y se procedi6 a los analisis pertinentes.

El pico caracteristico del plasmoide de las nanoparticulas de plata se encuentra
entre 390 a 520 nm dependiendo del tamafio de la nanoparticula [252-254]. El fuerte
aumento de la absorbancia por debajo de 380 nm es tipico del 6xido de zinc.
Dependiendo del tipo de método y reactivos reductores, la absorbancia se ve afectada
debido principalmente a la morfologia [255-257]. Finalmente, el pico caracteristico de las

nanoparticulas de cobre es a una longitud de onda de 500 a 600 nm [258].

3.3.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para determinar aspectos morfolégicos y tamafo de las ANPs, ZnONPs y CuNPs
se utilizd el microscopio electrénico de barrido Lyra 3 Tescan. Después de la sintesis se
tomo 1 mL de las soluciones, se centrifugaron a 8,000 rpm durante 10 min. Se decantaron
y el precipitado obtenido se resuspendié en 1 mL de agua desionizada por sonificacion
durante 10 min. Se tomd una gota de las muestras resuspendidas y se colocé en un
portaobjetos previamente identificado de grafito o de cobre. Se dej6 evaporar durante 24
horas y se procedié a su analisis.

3.3.2.4 Espectrometria de dispersiéon de energia de rayos X (EDS)

Para la determinacion de ciertos elementos presentes en las muestras se utilizé
la espectrometria de dispersion de energia de rayos X en el equipo EDS Shimadzu. Esta
técnica acoplada a SEM permitié examinar la morfologia del polvo de las nanoparticulas,

asi como realizar analisis de composicion quimica.

3.3.2.5 Espectroscopia de emision atdmica de plasma de microondas (MP-AES)

La concentracion inicial y final de las nanoparticulas de plata en las soluciones
preparadas se obtuvo utilizando el espectrometro 4200 MP-AES marca Agilent. Esta
medicién permitié corroborar que el resultado calculado estequiométricamente fuera el

correcto.



3.3.2.6 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Con el método de DLS se realiz6 la medicion de la distribucion del tamafio de
particula, especialmente en el rango de 2-500 nm, debido a la medicion del radio
hidrodinamico. El tamafio obtenido de DLS es generalmente mas grande que TEM, que
puede ser debido a la influencia del movimiento browniano. Por otro lado, se obtuvo el
valor del potencial Z, el cual es un indicador primario de la carga de superficie solida. El
potencial Zeta es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccidon electrostéatica
entre las particulas, y es uno de los parametros fundamentales que afectan la estabilidad
de una solucién. La medicion de dichos parametros solamente se realiz6 a la soluciéon
de sintesis de AQNPs y ZnONPs.

Para determinar los parametros anteriores, se empled el Nanotrac Wave Il de
Microtrac MRB. Se utilizé la cantidad necesaria (0.2 mL aproximadamente) y se colocé
en el porta muestras. Se introdujeron los datos y parametros que se requirieron de

acuerdo al equipo y se procedié a su medicion.
3.3.3 Pruebas a soluciones desinfectantes / elimina olores

3.3.3.1 Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos evaluados fueron apariencia, color, densidad y pH
utilizando el equipo STARTER300 de OHAUS®.

3.3.3.2 Pruebas microbiolégicas

Se evaluo el efecto antimicrobiano de las soluciones desarrolladas en Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa
aislada de un urocultivo clinico e identificada por caracteristicas morfolégicas

macroscopicas y tinciéon de Gram.

Se realizo el cultivo de las cepas bacterianas en el laboratorio de Microbiologia de
Industrias Bioquim. Se propagaron las cepas en agar nutritivo 24 h antes del andlisis a
34°C para reactivar las cepas. Una vez incubadas las 24 h, se realizé una suspension
directa de colonias en solucion salina estéril, hasta alcanzar una turbidez equivalente al

estandar 0.5 de McFarland. Se inocularon 100 ul de la suspensién obtenida en cajas con



medio Muller Hinton. Se le realizaron los pozos con un sacabocados a cada una de las
cajas petris utilizadas. Una vez inoculadas, se prosiguido a suministrar 100 pl de las
muestras en los pozos correspondientes. Se utilizd agua destilada estéril como control

negativo.

Los antibiogramas se realizaron utilizando el método de difusion de pozo con
concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12.5% y 6% (Figura 11) de la solucién con el fin
de medir el impacto de la concentracion y poder obtener una concentracibn minima

aproximada.

Todos los experimentos microbiolégicos se realizaron por duplicado, en
condiciones de esterilidad, bajo campana de flujo laminar o bajo mechero, segun
corresponda, utilizando las técnicas asépticas microbiolégicas habituales para
aislamientos y recuentos en medios solidos, siembras en medios liquidos y manipulacién

de instrumental (micropipetas, asas).

Figura 11: Ejemplo de colocacion de las diluciones en el cultivo de interés.
Las zonas de inhibicién obtenidas dependen de las propiedades fisicoquimicas de
las nanoparticulas que influyen in vitro sobre la velocidad de difusion en el agar. Los
didmetros generados en zonas de inhibicion reflejan la magnitud de susceptibilidad del

microorganismo en estudio.

3.3.3.3 Prueba de neutralizacién de olores

La prueba de neutralizacion de olores se realizé a través de un panel de 10

personas, utilizando el Anexo 2.
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En un recipiente de vidrio con tapadera hermética, se le colocé una gota de la
muestra maestra de mal olor. Inmediatamente se le colocé cinco dosis de la solucion a
evaluar utilizando el atomizador correspondiente al envase Boston de 120 mL. El
recipiente se tapo y se realiz6 la primera medicion después de un minuto. El envase se
agito para generar interaccion de las soluciones y se procedi6 a inhalar. Los resultados
se colocaron en el formato del Anexo 2 y el recipiente volvié a taparse. Se evalu6 tanto
la intensidad del olor desagradable como la percepcion personal. Se realizaron cuatro
mediciones mas; al cumplirse cinco minutos, veinte minutos, una hora y una hora con
cinco minutos. La medicion de los cinco y veinte minutos se realiz6 con una previa
agitacion del recipiente. La medicién de una hora fue cuidando que el envase estuviera
lo més estético posible y la ultima medicion fue con el recipiente destapado al cumplirse

una hora.

El realizar las pruebas con el envase agitandose fue para tener una nocién de la
interaccién entre la solucién problema y la solucién neutralizadora, asi como liberar los
componentes volatiles que no hubieran reaccionado en la fase liquida y que estos
volvieran a interactuar en fase gaseosa. El propésito de dejar el recipiente de manera
estatica y cerrada entre los 20 min y una hora fue para tener una percepcion de si existe
una mayor interaccion en fase gaseosa y la determinacion del impacto de la interaccion
en la fase liguida. Finalmente, se realizé la prueba con el recipiente abierto con el fin de

tener un acercamiento a la realidad y a las condiciones de uso.
Las cuatro soluciones problemas fueron las siguientes:

e Solucion de acido acético 20%: Se prepard 50 ml de una solucién de &cido acético

al 20% en volumen realizando dilucioén.

e Solucion de escatol 0.0315%: Se prepardo 100 ml de una solucion de escatol

0.0315% en peso/volumen utilizando 3.15 g de 3-metilindol y agua destilada como

disolvente.

e Solucion de ceviche putrefacto 5%: Se filtro el ceviche fermentado y se preparé

50 ml de solucion al 5% en volumen. Se tomaron 5 ml de la solucién y se le

adicion6 95 ml de agua destilada.



e Solucion de extracto etandlico de ajo diluido 1:100.

3.3.3.4 Prueba de neutralizacién de olores a soluciones diluidas

Las soluciones desarrolladas se diluyeron a 50, 25y 12.5% v/v y fueron evaluadas

con el mismo procedimiento del apartado 3.3.3.2 Prueba de neutralizacion de olores.

3.3.3.5 Hojas de seguridad: Pictogramas

Con el fin de tener informacidén previa sobre los componentes quimicos o
peligrosos, identificacion de los peligros, primeros auxilios, uso adecuado, asi como los
pictogramas designados por el Sistema Globalmente Armonizado (SGA), etc.; se
procedio a utilizar el sistema eQgest, un software fiable e intuitivo para crear y gestionar
Fichas de Datos de Seguridad (SDS) de acuerdo con la normatividad vigente.

3.3.3.6 Estudio de la sinergia de los componentes en su actividad antimicrobiana

Cada uno de los componentes relevantes en las formulaciones fueron evaluados
con el método presentado en 3.3.3.1 Pruebas microbiolégicas con el fin de determinar
su capacidad inhibitoria de cada uno, asi como la determinacién de comportamiento

sinérgico o de aditivo. Por lo anterior, se realizaron 6 combinaciones:

= Composicion 1: [+L+N+N+W = Composicion 4: [+L+N+N+H
= Composicion 2: [+L+N+N+G = Composicion 5: [+L+N+N+G+W
= Composicion 3: I+L+N+N+J = Composicion 6: 1+L+N+N+G+W+J

Las nanoparticulas también fueron evaluadas un mes después de su sintesis.

3.3.3.7 Reformulacién de soluciones desinfectantes con nanoparticulas.

Debido a los resultados presentados en el apartado 3.3.3.4 Hojas de seguridad:
Pictogramas de las soluciones desinfectantes con nanoparticulas de la Tabla 8, se
realiz6 una reformulacion de las soluciones con el fin de obtener un resultado adecuado

de actividad inhibitoria, eliminacion de olores siendo amigable con el ambiente.

Al realizar dicha reformulacion se evaluaron a las soluciones de acuerdo a la metodologia

previamente presentada.



CAPITULO 4

4. Resultados

4.1 Caracterizacion del extracto agua-etanol de Hibiscus sabdariffa
4.1.1 Parametros fisicoquimicos

Este estudio se inicié con la obtencion del extracto agua-etanol 50/50 % v/v. El
extracto se proceso de acuerdo a la metodologia descrita en el capitulo anterior. Una

vez filtrado y almacenado se evaluaron sus parametros fisicoquimicos.

La coloracion del extracto fue de un rosa intenso a fiusha, los célices tuvieron una
textura poco aspera, como si éstos estuvieran secos. Se obtuvo poco sélido. El extracto
tuvo un pH de 3.45 y una densidad de 0.77 gml. En la Figura 12 se muestra la apariencia

de los célices después del tiempo de maceracion.

Figura 12: Apariencia de los cdlices y filtros al terminar el proceso de maceracion.
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4.1.2 Pruebas fitoquimicas

De acuerdo a los analisis realizados, en la Tabla 11 se muestran los resultados
obtenidos para los diferentes tiempos de medicion del extracto Agua-Etanol y en las
Figuras 13 y 14 se muestra de manera visual los cambios presentados a un dia, una
semana, asi como en uno, dos y cinco meses. En este tipo de extracto fue posible
obtener una gran variedad de metabolitos (saponinas, terpenos, esteroides, flavonoides,
carbohidratos, antraquinonas y taninos); de acuerdo a la literatura, también es posible
obtener alcaloides de los célices [33-34, 260], hojas [29] y frutos-flor [261] utilizando agua
y etanol como solvente; asi mismo las cantidades de los demas metabolitos puede
aumentar si en el proceso de extraccion se llevan a cabo métodos mas sofisticados,
como el uso de Soxhlet y evaporadores rotatorios. Aun con lo anterior, en este analisis
realizado, si se obtuvieron respuestas relativamente altas, mayor que los obtenidos en
otros trabajos [32, 34, 260, 261].

No se descarta la posibilidad de tener una mayor variedad y cantidad de
metabolitos en el extracto ya que para un mismo metabolito es posible realizar diferentes
pruebas, las cuales pueden resultar mas sensibles que otras; por ejemplo, los alcaloides

pueden determinarse con la prueba de Wagner, Mayer, Dragendorff, etc. [248, 249].

Tabla 10: Resumen de los andlisis fitoquimicos del extracto Agua-Etanol a un dia, una semana, uno, dos
y cinco meses de su preparacion.

Extracto Metabolito secundario

Alcaloides  Saponinas  Terpenos - Flavonoides Carbohidratos Antraquinonas Taninos
esteroides

1 dia - ++ - +++ ++++ +++ +++
1 semana - - + 4 + + +I + + ++ +
1 mes - - +++ +++ +++ + + + +
2 meses - + + + + + + + + + + + + + + + +
5 meses - + + +++ + ++ + ++ + + + ++ +

- Sin resultado / + Resultado positivo bajo / ++ Resultado positivo moderado / +++ Resultado
positivo alto / ++++ Resultado positivo muy alto.

Ahora bien, como se puede apreciar, la cantidad de esteroides y terpenoides
aumentoé con el tiempo, mientras que los carbohidratos y las antraquinonas disminuyen
un poco. Entre el segundo y quinto mes se tuvo una mayor cantidad y variedad de
metabolitos en el extracto y se considera que el extracto es estable a lo largo de este
periodo.



Prueba 1 dia 1 semana 1 mes

Antes

Alcaloides
Después
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Saponinas
Después

Terpenoides y
esteroides
Después

Flavonoides
Después

Figura 13: Evidencia de las pruebas fitoquimicas a un dia, una semana y un mes de preparacion.
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Figura 13: Evidencia de las pruebas fitoquimicas a un dia, una semana y un mes de preparacion
(Continuacion).
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Prueba 1 mes 2 meses 5 meses

Antes

Alcaloides
Después

Saponinas
Después

Terpenoides y
esteroides
Después

Flavonoides
Después

Figura 14: Evidencia de las pruebas fitoquimicas a uno, dos y cinco meses desde su preparacion.
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Carbohidratos
Después

Antraguinonas
Después

Taninos
Después

Figura 14: Evidencia de las pruebas fitoquimicas a uno, dos y tres meses desde su preparacion
(Continuacién).

Analizando cada una de las pruebas se obtuvo que la prueba de alcaloides fue
negativa en todo momento. En la prueba de identificacion de saponinas, se realizé la
agitacion de las muestras sin diluir, pero la formacion de la espuma no era muy evidente,
por lo que se procedio a colocarse 9 mL de agua y agitar por el tiempo estipulado, lo que
generd la formacién de espuma. Las saponinas desaparecieron durante la primera
semana para volver a generarse después de un mes, manteniéndose dicha espuma por

bastante tiempo (seguia presentandose después de 1 hora). En la prueba de terpenoides
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y esteroides, tampoco fue posible obtener un resultado positivo en el extracto fresco,
pero comenzo6 a aumentar la cantidad del mismo después de una semana. En este caso,

el grosor del anillo rojizo-café era cada vez mayor.

En la prueba de flavonoides, se origin6 primero una coloracion verdosa y al dejar
reposar unos pocos segundos, se genero una precipitacion del mismo color dejando una
coloracion amarilla — marrén en la solucién. Puede que, en este caso, se estuviera
revelando una mayor cantidad de taninos debido a la gama de color de amarillo a castafio
oscuro que presenta dicho metabolito [262]. De igual manera, por ser una prueba
preliminar, puede existir una gran variedad de componentes flavonoides, lo que esta en
correspondencia con el resultado en la prueba de taninos y con lo presentado en [30,
31], donde se concluye que la mayoria de los metabolitos presentes en Hibiscus
sabdariffa L. son los flavonoides y glucésidos. Por otro lado, en los extractos de Jamaica
de cdliz rojo, se encuentra un flavonoide en gran cantidad, que le confiere su color tan
caracteristico: la antocianina. Este metabolito pudo haber reaccionado con el producto
de la reaccion (extracto + hidroxido de amonio) y generé al producto responsable del
color amarillo, lo que llevd a un color verde (rojo + amarillo = verde). Al dejar reposar la
solucién, las antocianinas precipitaron y el extracto permanecié con una coloracion
amarilla. Esta coloracion no fue clara, sino un amarillo-marrén, quiza por los residuos del

precipitado y de la coloracion verde-rojo todavia presente.

En la prueba de carbohidratos, tuvo una mayor presencia del color rojizo-ladrillo-
anaranjado en todas las pruebas, un mismo precipitado y una ligera coloracion verdosa
en la superficie de la solucion en la primera prueba realizada. Este color verde indica una
reaccion mas rapida con los iones de cobre y un déficit de carbohidratos de manera
soluble, lo que generaria un resultado negativo en el sobrenadante. Los colores

presentaron cierta fluorescencia.

En el caso de la determinacion de antraquinonas, se presentd un precipitado rojizo
en la primera prueba, pero no rosa. Al agitar un poco la solucion, el precipitado se
incorpor6 en la solucién y esta se oscurecid. En las demas pruebas, la solucién se
mantuvo oscurecida (color verde-azul-negro) donde cada vez mas se apreciaba una fase

inferior roja a transparente. De acuerdo a [263] al reaccionar el amonio en un medio



organico, en especifico en etanol, el metabolito que reacciona (probablemente cumarina)
genera una fluorescencia azulada. De igual manera en [262] se menciona la coloracion
purpura en presencia de amoniaco y cumarinas. Por otro lado, por ejemplo, la 9-10-
antraquinona es de color amarillo claro y cuando esta sustituida por grupos
auxocrémicos, en una o mas de sus ocho posiciones disponibles especialmente en las
cuatro posiciones a-, se produce un incremento en la intensidad del color, que se
desplaza del rojo intenso fuerte hasta el negro; lo cual ocurrio en las pruebas realizadas.
Entre mayor es el nUmero de los grupos sustituyentes donadores de electrones, mas
fuerte y profundo es el color. Entre mas sea en la posicion a- tendrd una mayor coloracion

que en la posicion b- [264].

Finalmente, en la prueba de taninos, se observo una intensificacion en los colores,
con una coloracién rojo-vino y morado, que corresponderia a fendlicos en general y a

taninos del tipo pirogalol, derivados del acido galico [265].

4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

Utilizando un extracto fresco fue posible obtener evidencia de la sintesis de
AgNPs, pero no de ZnONPs probablemente por la ausencia de terpenoides y esteroides.
De acuerdo a los hallazgos de [20], [19] y [15],los fenoles juegan un papel significativo
en la reduccion de los iones metélicos, asi mismo, la reducciéon es debido a los grupos
hidroxilo que se encuentran en los fitoquimicos y aminoacidos, mientras que las
proteinas son responsables de estabilizar a las NPs, compuestos comunes en el extracto
de Hibiscus sabdariffa [10]. Por lo anterior, para efectos de este trabajo se utilizé un

extracto con cinco meses de vejez.
4.2.1 Parametros fisicoquimicos

Las soluciones obtenidas tanto en la sintesis de nanoparticulas de plata como de
oxido de zinc, tuvieron un color rojo intenso (Figura 15 a y b); con un pH de 2.80y 2.79
respectivamente; asimismo, una densidad de 0.88 gmL-! para la solucién de sintesis de
AgNPs, mientras que la solucién de sintesis de ZnONPs fue de 0.89 gmL™. La solucién
de AgNPs al pasar cierto tiempo tuvo una coloraciéon café clara, como se observa en la

Figura 16, evidenciando la sintesis de dichas nanoparticulas.



La sintesis de nanoparticulas de cobre tuvo una coloracion café oscuro antes del
filtrado. La solucion final de dicha sintesis presento un precipitado, lo cual era lo esperado
[247]. La solucion de cobre se filtrd con filtro Whatman no. 42 (Figura 15 c). ElI material
retenido por el filtro, fue resuspendido en una solucién agua-etanol al 50% v/v y tuvo una

coloracién café palido con un pH de 4.82 y una densidad de 1.03 gmL™.

Figura 15: Apariencia de las soluciones de sintesis de las nanoparticulas metalicas; a) plata, b) 6xido
de zinc, c) remanente de solucion de cobre y d) cobre.

4.2.2 Calculo del contenido de nanoparticulas en solucién

El calculo estequiométrico para la obtencion de las nanoparticulas obtenidas en
cada solucion de sintesis se muestra a continuacion.
4.2.2.1 Nanoparticulas de plata

Se prepararon 200 ml de Nitrato de plata (AgNO3) 0.01 M. Como el peso molecular
de la plata es 107.86 gmol? y del AgNOs es de 169.87 gmol:, el porcentaje de plata es
de 63.5%.

0.01 mol 169.87 g
g—(O.ZL)*( L )*( mol )

90



g = 0.3397 g de AgN 05

 gag = 0.2157 g en 200 ml de solucion. Esto quiere decir que en un litro tenemos 1.0785

g de plata.

- ppmy, = 1078.55
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Figura 16: Apariencia de la solucion de sintesis de nanoparticulas de plata después de 48 horas de
reaccion.

4.2.2.2 Nanoparticulas de 6xido de zinc
Se realiz6 una solucién de 200 ml de Nitrato de zinc (Zn(NOs)2) 0.001 M. Como el

peso molecular del zinc es 65.38 gmol y del Zn(NOs3)2 es de 189.39 gmol*, el porcentaje
de zinc es de 42.97%.

0.001 mol) (189.39 g)
*

g=(0.2L)*( -

mol
g =0.0378 g de ZnN O3

~ gzmo = 0.01624 g en 200 ml de solucién. Esto quiere decir que en un litro tenemos
0.0812 g de 6xido de zinc.

s ppmg, = 81.21
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4.2.2.3 Nanoparticulas de cobre

Se prepar6 una solucion de 200 ml de carbonato de cobre (CuCOs) 0.004 M. Como
el peso molecular del cobre es 63.54 gmol y del CuCOzes de 221.116 gmol?, entonces

el porcentaje de cobre es de 28.74%.

0.004 mol> (221.116 g)
*

g=(0.2L)*< -

mol

g = 0.17689 g de CuCO04

~ geu = 0.0508 g en 200 ml de solucion. Esto quiere decir que en un litro tenemos 0.254

g de cobre.

o pmeu = 254‘04‘
4.2.3 Andlisis de espectroscopia de UV-Vis

El andlisis de la presencia de nanoparticulas tanto de Ag, Cuy ZnO se realizé en
el equipo PerkinElmer UV/Vis Lambda 365.

En la solucion de sintesis de AgNPs se obtuvo un pico caracteristico a una longitud
de onda de 517 nm (Figura 17), lo que dio indicios de un tamafio de particula mayor a
100 nm [240]. En el caso de las ZnONPs se obtuvo una absorbancia alrededor de 327
nm en una muestra nueva de acuerdo a la Figura 18. En una muestra con un mes de
vejez (Figura 19) se obtuvo una absorbancia en 287 y en 508 nm que podia corresponder

a una forma esférica y nanowires respectivamente [266, 267].

Los espectros de UV de las soluciones de sintesis de cobre no mostraron una
absorbancia caracteristica de las nanoparticulas de cobre (entre 500 a 600 nm) [258], lo
cual se esperaba que ocurriera en la solucién obtenida del filtrado por la retencion del
material. En el caso de la resuspension del precipitado obtenido mostro absorbancia en
289y 323 nm lo que pudo estar ligado al material organico contenido en el extracto usado
(Figura 20). Por lo tanto, la presencia de dichas NPs solamente pudo ser corroborada

con el analisis por SEM-EDS.



Absorbance

Absorbance

0.03
450

400

400

460 470 480 490

425 450

500

-525

510

|

550

20 530
Wavelength [nm]

575 600

540

550

625

560

650

— Ext Agua-Etanol 0.010 M AgNO3

570

675

580

700

590

725

Figura 17: Espectro UV para la solucion de sintesis de AgNPs en extracto agua-etanol de Hibiscus
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Figura 19: Espectro UV para la solucion de sintesis de ZnONPs en extracto agua-etanol de Hibiscus

sabdariffa a un mes de su sintesis.
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Figura 20: Espectro UV para la solucion de sintesis de CuNPs después de filtrar y resuspender en

solucién agua — etanol.




4.2.4 Andlisis SEM-EDS

Para demostrar la existencia de las NPs, asi como para corroborar el tamafio de
las mismas, se realiz6 el andlisis por medio de SEM después de realizar la centrifugacion
de cada una de las muestras y el tratamiento de secado pertinente. De la Figura 21 a 23
se muestran las micrografias obtenidas con algunos tamafios de particula encontrados

para Ag, Cuy ZnO respectivamente.

Las formas encontradas en las AgNPs fueron semiesferas y formas no muy bien
definidas con tamafios menores y mayores a 100 nm. Las NPs de 6xido de zinc
sintetizadas tuvieron una forma de nanotubos / nanofibras / nanowires (Figura 23 b) muy
alargados y entrecruzados, que imposibilitaron su medicion, por lo que el tamafio medido
corresponde al ancho de estos alambres. Estas nanoestructuras tuvieron poca
resistencia al impacto de los electrones ya que se destruyen en alta resolucion. También
se encontraron algunas NPs semicirculares y rectangulares (Figura 23 a) con tamafios
entre 90 a 140 nm cuando se dej6 reaccionar por poco tiempo al extracto y a la solucion
iniciadora. Lo anterior esta en correspondencia a lo obtenido en los resultados de UV-
Vis. En el caso de las nanoparticulas de cobre, se obtuvieron formas semiesféricas e

irregulares con gran tendencia a la formacion de clusters.

Ahora bien, en el andlisis de EDS se tomaron tres puntos de estudio para la
muestra de la solucion de sintesis tanto de plata como de cobre y dos puntos para la
solucion de sintesis de 6xido de zinc. Se descarto el punto 3 del andlisis en cobre por no
realizarse a una nanoparticula, pero dio informacion importante que se tratara mas

adelante.

En la solucién de las AgNPs se encontré una fuerte sefial en 3 keV. De acuerdo a la
literatura, los nanocristales de plata metalica muestran un pico de absorcion optica tipico
aproximadamente a 3 keV [265, 268, 269]. También se encontraron trazas de carbono,
oxigeno, silicio, azufre y cloro, elementos presentes en la composiciéon natural de
Hibiscus sabdariffa [30].

En el caso de la solucion de ZnONPs, se comprobo debido a la cantidad obtenida

de oxigeno y zinc que se formaron ZnONPs en las dos muestras analizadas. La primera



muestra corresponde a las NPs semiesféricas y la segunda a los alambres. En la muestra
uno se ve una mayor cantidad de elementos presentes, que se asocia al recubrimiento

del 6xido de zinc por los fitoquimicos que se encuentran en el extracto [41].
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Figura 21: Evidencia de la presencia de nanoparticulas de plata usando extracto agua — etanol en 0.010
M de AgNOs. Localizacion de los puntos de medicion para EDS.

125.70 nm
191 93 n

17.57 nm f

%
-

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 100.0 kx WD: 9.00 mm

Instituto de Ingenieria UABC

Figura 22: Evidencia de la presencia de nanoparticulas de cobre usando extracto agua — etanol en 0.004
M de CuCOs. Localizacion de los puntos de medicion para EDS.
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Figura 23: Evidencia de la presencia de nanoparticulas de zinc usando extracto agua — etanol en 0.001
M de Zn(NOs)2. a) a una semana de reaccion, b) un mes de reaccion. Localizacion de los puntos de
medicion para EDS.
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Ahora bien, para el andlisis de las CuNPs se obtuvo una cantidad baja de cobre
en los puntos seleccionados, lo que significa un bajo rendimiento en la sintesis. Se
encontraron ademas elementos que se presentaron en las AgNPs y ZnONPs; azufre,
aluminio, cloro, potasio y en mayor proporcion, carbono y oxigeno. El realizar el analisis
en el punto 3 que se descartd, ayudé a comprender que algunos de los elementos

capeadores claves en esta NP son aquellos que contienen cloro y potasio.

En la Tabla 4 se muestra un compilado de los porcentajes de cada elemento
anteriormente mencionado y de la Figura 24 a 27 se muestran los graficos obtenidos por

EDS de acuerdo al objetivo analizado.

Tabla 11: Resultados del andlisis de EDS de manera compilada, para Ag, Cuy ZnONPs.

Punto Elemento (Porcentaje en masa (%0))
C 0] Al Si P S Cl K Ca Ag Zn
Ag 1 3.02 420 - - - - - - - 94.35 -
2 13.73 4.84 - 015 - 028 11.75 - - 64.71 -
3 10.26 4.29 - - - - 9.17 - - 71.17 -
Zn0, 1 2.08 2393 0.36 - - - 255 8.88 551 - 57
2 3.70 30.40 - - 043 - 116 4.07 2.37 - 57.72
Zn0; 1 5455 25.34 - - - - - - - - 24.23
2 61.25 23.38 - - - - - - - - 21.10
Cu 1 5760 16.59 1227 - - 047 148 090 - - -
2 4408 1293 1553 - - - 052 062 - - -

Los demés elementos encontrados fueron debido a que el extracto generd una
deposicion sobre la NP; por lo tanto, dichos compuestos son los responsables de la
reduccion y capeo de las NPs sintetizadas. Por lo tanto, los elementos capeadores claves
en estas NPs son aquellos que contienen cloro y en el caso particular de las ZnONPs los

terpenoides y esteroides organoclorados.

Los principales metabolitos secundarios encontrados en Hibiscus sabdariffa son
las antocianinas, entre ellas cianidina — 3 —rutindsido, cianidina — 3 — glucoxilosa,
delfinidina— 3 — glucoxilosa y delfinidina — 3 — sambubiosido, las cuales se encuentran en

su mayoria cloradas (Figura 28) [52].

En el estudio presentado por [268] sobre Hibiscus cannabinus (planta semejante

a Hibiscus sabdariffa) se muestra la presencia de cloro, carbono y oxigeno en su estudio

Cu

11.94
24.95



de EDS donde redujeron la parte organica con un secado completo manteniendo una
presencia de compuestos organoclorados.

La respuesta de los deméas elementos, puede deberse a algun grupo funcional
gue esté ligado a ciertos puntos de union o enlace de las antocianinas o flavonoides [31].
Por otro lado, no se puede descartar el hecho de presentar dichos elementos por el
meétodo de siembra y compuestos quimicos utilizados para su crecimiento y conservacion
(fertilizantes, pesticidas e insecticidas) los cuales presentan fosforo, azufre, entre otros.
De igual manera, ha sido documentado la aplicacion de sulfatos de ciertos metales en
los célices de Roselle para incrementar la concentracion de antocianinas y otros

flavonoides como método foliar de micronutrientes [270].
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Figura 24:Resultados de los analisis de EDS en muestra de sintesis de nanoparticulas de plata usando
extracto agua — etanol en 0.001 M de AgNO:s.
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Figura 25: Resultados de los andlisis de EDS en muestra de sintesis de nanoparticulas de zinc usando
extracto agua — etanol en 0.001 M de Zn(NOs)2. Primera muestra.
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Figura 26: Resultados de los andlisis de EDS en segunda muestra de sintesis de nanoparticulas de zinc
usando extracto agua — etanol en 0.001 M de Zn(NOs)a.

100



cps/eV

Objetivo 1

co

(o)}

Cu Mg Al S cl K

i

N

SB7 NS i |

1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

o

Figura 27: Resultados de los andlisis de EDS en muestra de sintesis de nanoparticulas de cobre usando
extracto agua — etanol en 0.004 M de CuCO3
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Figura 28: Algunas de las antocianinas mas abundantes en Hibiscus sabdariffa. A) cianidina — 3 —
glucoxilosa, B) delfinidina— 3 — glucoxilosa, C) cianidina — 3 —rutinésido, D) delfinidina — 3 — sambubiosido
[52].
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4.2.5 Estudio MP-AES AgNPs

La concentracion inicial para las nanoparticulas de plata obtenido por MP-AES a
una semana de su sintesis fue en promedio de 900 ppm la cual disminuy6 a 709 ppm

cuando la solucion tuvo una vejez de dos meses.
4.2.6 Analisis DLS

Para la determinacion del potencial Z, tamafio medio de particula y la distribucion
de tamafio de particula en las AgNPs se realizo el andlisis de la solucién en DLS. Las
AgNPs tuvieron un potencial Z de +6 mV, por lo que se consideran minimamente estables
[246], de acuerdo a [271, 174], valores del potencial Z en NPs entre -10 a +10 mV se
considera como un valor neutro. Cotejando con el resultado obtenido en el andlisis de
MP-AES, las AgNPs pueden ser estables en un periodo de tiempo menor a un mes ya
gue tienen a aglomerarse y precipitar. Revisando una muestra almacenada de 5 meses
en condiciones de ausencia de luz y a temperatura de 20°C no se aprecié una
precipitacion significante, por lo que, mejorando las condiciones de reserva, la

estabilizacién de las soluciones puede mejorar.

El tamafo promedio de las NPs en un 95% del total fue de 182 nm (Figura 29).
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Figura 29: Distribucion del tamafio de particula de la solucién de sintesis de 0.010 M AgNOs con
extracto de Agua - Etanol.
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Con fines comparativos, se realizd6 un extracto acuoso y uno etanolico en las
mismas condiciones presentadas en el capitulo anterior para la sintesis de AgNPs. En el
caso del extracto de agua, se obtuvo una distribucion de particula en un rango pequefio
con un potencial Z de -4.4 mV. Revisando la solucidén una semana después, se obtuvo
una gran cantidad de material precipitado. El tamafio de particula fue de 629.3 nm, lo
gue lo hace ya no pertenecer al grupo de NPs (menor a 100 nm). En el caso del etanol,
el 95% de las particulas tuvieron un diametro menor a 135.5 nm con un potencial Z
positivo de 37.3 mV lo que indica una alta estabilidad (Figura 30). El valor positivo del
potencial Z puede deberse al solvente utilizado, ya que el extracto agua-etanol también

presentd un valor positivo. Un resumen de los resultados se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12: Resultados del DLS en algunas de las mejores soluciones de sintesis obtenidas.

Solucion Potencial Z _ Vol (%) Diametro (nm)_ Conductividad
(mV) Picol Pico2 95% Medio (uS/cm)
Ext. agua 0.005 M -44 100 - 629.3 748 652
98.1 - 192.4
Ext. etanol 0.020 M +37.3 i 19 135.5 6000 2343
Ext. A-E 0.010 M + 6.0 46.6 - 182.0 264.3 1717
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Figura 30: Distribucion del tamafio de particula de la solucidn de sintesis de 0.020 M AgNO3 con
extracto de etanol.

También se realizo el analisis de la solucion de ZnONPs. El valor del potencial Z

fue +86.9 mV lo que evidenci6 su alta estabilidad.



4.3 Pruebas a soluciones desinfectantes y elimina olores

Las soluciones tuvieron dos etapas de desarrollo; la primera fue la determinacion
de los componentes necesarios para obtener resultados satisfactorios tanto en su
capacidad inhibitoria como en su capacidad neutralizadora. La segunda parte consto en
optimizar las concentraciones de los activos y mejoramiento de apariencia y olor
caracteristico. A partir de lo anterior, se obtuvieron las soluciones que se encuentran en
la Tabla8y 9.

4.3.1 Parametros fisicoquimicos

Las soluciones desinfectantes y elimina olores fueron homogéneas vy
transparentes sin material flotante o precipitado. Dicha apariencia sigue manteniéndose
después de cinco meses de su realizacion. Algunas soluciones se muestran en la Figura

31y sus valores de pH y densidad se muestran en la Tabla 8 y 9.

Las soluciones optimizadas siguen manteniendo sus pardmetros y no se muestran
cambios en su homogeneidad después de 5 meses, por lo que se considerd que se

obtuvieron soluciones emulsionantes con y sin NPs con buena estabilidad.

Figura 31: Apariencia de las soluciones desarrolladas en este trabajo.
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4.3.2 Pruebas microbiolégicas

Se realizaron antibiogramas en el Laboratorio de Microbiologia de la empresa
Industrias Bioquim por duplicado para Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Debido a resultados altos y positivos se realiz6 antibiograma para
Pseudomonas aeruginosa, cepa considerada “resistente” por obtenerse después de
aplicarle diferentes antibidticos, por lo que es mucho mas fuerte que una cepa nueva.
Dicha cepa fue aislada de un urocultivo clinico. El tiempo de incubacion fue de 24 h, no
obstante, se obtuvieron resultados antes de las 12 h.

El resumen de los resultados se muestra en la Figura 32 y 33 a la misma escala.
Los valores obtenidos de inhibicion a las 48 h se muestran en el apartado de Anexos:
Anexo 3. Las soluciones Ds obtuvieron los mejores resultados en cuanto a su poder
inhibitorio contra E. coliy S. aureus, ya que alcanzaron mas de 10 mm de inhibicion aun
a una dilucion de 6%, al igual que 1, 2, 5y 6, donde estos ultimos tuvieron mayor

consistencia entre diluciones.

Antes de optimizar la cantidad de surfactantes en las soluciones Ds, se habian
obtenido valores mas altos contra Pseudomona aeruginosa (Anexos 4). Lo anterior pudo
haber sido por dos razones factibles: de acuerdo a [165, 6, 184], los surfactantes
aumentan el poder inhibidor de los compuestos desinfectantes por su capacidad de
penetracion y en este caso las soluciones modificadas se les disminuyé la cantidad de
dos de sus surfactantes; y la cepa P. aeruginosa es considerada cepa “resistente”, la
cual ha tenido otros tratamientos en estos ultimos 4 meses que la han hecho ser mas
resistente que en su revision anterior. Las soluciones 1 a 5 tuvieron mayor actividad que
las soluciones Ds contra esta cepa, debido a que la cantidad utilizada de activos en Ds

€S menaor.

Por el contrario, para las otras dos cepas, el hecho de haber disminuido la cantidad
del surfactante, permitié que otros de los ingredientes activos, en este caso W/X pudieran
actuar mas rgpidamente ya que pueden no estar generando tanta cantidad de micelas y

solamente se esta generando una solubilidad y estabilizacion.



En la Figura 34 se muestran algunos antibiogramas de las soluciones anteriormente mencionados.
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Figura 32: Halos de inhibicién en mm de las formulaciones desinfectantes sin nanoparticulas.
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Ahora bien, las soluciones con NPs (1, 3, 4 y 5) que no contienen W/X pudieron

haber mostrado el siguiente comportamiento:

Se tiene una mayor actividad antimicrobiana en 1 que solamente contiene AgNPs
a comparacion con 3y 4 que también contienen CuNPs y ZnONPs respectivamente, que
puede estar ligado a que dichas NPs ocupan el espacio o los receptores de las bacterias

lo que no permite que la plata interactie y genere la muerte celular.

Cuando las tres NPs interactian presentan una mejor sinergia. Las NPs de plata
y de 6xido de zinc pueden generar nanoestructuras complejas [182, 174, 21] que llegan
a tener mejor actividad a que si estuvieran solas [10, 273], pero dicha sinergia no se
genera si no se encuentran las tres nanoestructuras presentes, como en 3 y 4. También
pudieran haberse generado enlaces entre las CuNPs y ZnONPs con mayor afinidad que
las que se pueden obtener con las AgNPs, por lo que permiten que estas Ultimas se
encuentren de manera mas libres e interactien de mejor forma con los microorganismos,

como se presenté en 1y 5.

Otro factor importante es el tamafio de las AgNPs, ya que se obtuvieron tamafos
relativamente grandes que pueden no generar una gran inhibiciébn pero que a su vez

permite no ser toxico para el ser humano [150]. Asi mismo la vejez de las NPs.

Por otro lado, las soluciones 2 y 6 que si contienen W/X, otros dos ingredientes
activos antimicrobianos, no se apreciéo una gran diferencia en su poder inhibidor en
ninguna de las tres cepas probadas. De igual manera comparando con 1 tampoco se
aprecia mucho cambio en dicha actividad antimicrobiana. Por lo anterior, las NPs y W/X
no estan generando un cambio o mejoramiento en las formulaciones de manera visible
en este corto tiempo de revision, pero pueden aportarle tiempo de residencia y accion
prolongada. Los componentes G y J actian de manera inmediata (min) pero las NPs no;
estas requieren de mayor tiempo de exposicion (h) para interactuar con el
microorganismo [274]. También se debe de considerar que los componentes presentes
en W, pueden estar funcionalizando y actuando como una proteccién o doble capeo de
dichas NPs, permitiendo que duren mas, pero haciendo que la liberacion de los iones
sea lenta, efecto que se mostré en 1, 2, 5y 6 porque aumento su capacidad inhibitoria al

comparar a las 48 h.
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Figura 34: Halos de inhibicion de a) Ds y b) Desinfectante 6 con NPs en las tres cepas evaluadas a
diferentes diluciones.
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De manera general, el componente W tiene impacto tanto en Gram-positivas,
como en Gram-negativas, mientras que las AgNPs tienen mayor impacto contra Gram-

negativas. G tiene un gran poder contra Gram-positivas.

Ahora bien, debido al bajo rendimiento de las soluciones neutralizadoras
planteadas en la Tabla 8, no se realiz6 su respectivo analisis contra Pseudomona
aureuginosa. Los resultados obtenidos contra E. coliy S. aureus se muestran en la Tabla
13 y en la Figura 35 se exhiben los halos de inhibicion de la solucién N2 utilizando la

fragancia 3.

De acuerdo a la composiciéon de las formulaciones, el componente W tuvo mayor
poder de accion contra los microorganismos probados. En este tipo de formulaciones se
aprecia la existencia de una mejor sinergia entre W/X y las AgNPs probablemente por
los demas elementos presentes en la formulacion de tipo glicol. Por otro lado, este tipo
de soluciones contienen una menor cantidad de ingredientes activos de tipo

desinfectante, lo que esta en correspondencia con los resultados obtenidos.

Figura 35: Halos de inhibicion de N2 con fragancia 3 en E. coli (izquierda) y S. aureus (derecha).
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Tabla 13: Halos de inhibicion obtenidos en las soluciones elimina olores en Escherichia coli y

Staphylococcus aureus. SV (Sin valor) y SD (Sin datos).

Halo de inhibicién (mm)

Muestra Escherichia  Staphylococcus
coli aureus
24 h 48 h 24 h 48 h
NO 100% 8.5 8 10 8
NO 50% 7 7 7 6
NO 25% 6 SV 6 6
N15 100% 8.5 9 7.5 8.5
N1s 50% 7 7.5 7 7
N1s 25% 55 55 6 SV
N1, 100% 9 8 7.5 6.5
N1, 50% 6 6 6.5 SV
N1, 25% 5 5 5 SV
N13; 100% 7.5 7.5 8 7.5
N1; 50% 6.5 6.5 6 6
N1; 25% 5 5 5 SV
N2, 100% 12 135 10.5 11.5
N2, 50% 11 14 12 12
N2, 25% 10 12.5 10 9.5
N2; 100% 9.5 13 12 13
N23 50% 11 135 12 12.5
N23 25% 8 11.5 9 10.5
N3, 100% 55 5 6 SV
N3, 50% 5 SV 5 SV
N3, 25% 5 SV SV SV
N33 100% 6.5 SV 7.5 SV
N33 50% SV SV 6 SV

N33 25% SV SV SV SV

4.3.4 Estudio de la sinergia de los componentes en su actividad antimicrobiana

Las soluciones de sintesis de las NPs obtenidas en este trabajo fueron evaluadas
con las mismas cepas bacterianas con el fin de determinar su capacidad inhibitoria de

acuerdo a sus tamafios y formas.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 14), la solucion de AgNPs si tuvo
buena actividad contra Gram-negativas pero fue menor contra Gram-positivas, lo que
esta en correspondencia con la literatura [10, 17, 71, 159, 160]. La solucién de ZnONPs
tuvo una actividad media contra las dos cepas, mucho mejor que las CuNPs. La ausencia
y baja accién de las CuNPs se liga al bajo rendimiento del método de sintesis, ya que de
acuerdo a los resultados de EDS la concentracion maxima de una particula generada fue

de 24.95% de Cu enlazado a la minima cantidad de nanoestructuras encontradas. Por lo



anterior, aunque la cantidad de ZnO también se encontré en un rango de 21 a 57%,
existi6 una mayor generacibn de NPs que permiten interactuar mas con los

microrganismos, asi como sus formas y tamanos.

Tabla 14: Halos de inhibicion obtenidos en las soluciones de sintesis de nanoparticulas en Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. SV (Sin valor) y SD (Sin datos).

Halo de inhibicién (mm)

Muestra Escherichia Staphylococcus
coli aureus

Sol. AgNPs 1 mes 115 6.5
Sol. AgNPs 3 meses 9 6.5

Sol. CuNPs 1 mes SV 7

Sol. CuNPs 3 meses SV SV

Sol. ZnONPs 1 mes 6.5 8
Sol. ZnONPs 3 meses SV SV

La disminucion de la capacidad inhibitoria de las AgNPs se debe a su
precipitacion, por lo que la concentracion de las NPs suspendidas es menor, como se
observo en el analisis de MP-AES. La ausencia de inhibicion para las CuNPs se debi6 a
su rapida aglomeracion, que fue observada en las micrografias de SEM. Por lo tanto,
las NPs pueden tener una vida atil menor a tres meses, dando hincapié a los bajos

resultados presentados en sus pruebas.

En la Tabla 15 se muestran los valores de inhibicion obtenidos en algunos de los
ingredientes activos a los valores usados en las formulaciones. También se muestran las

6 combinaciones con el fin de revisar su eficiencia, sinergia o actividad de aditivo.

El componente G tuvo una mayor actividad inhibitoria aun a una concentracion de
1%, muy parecida a la obtenida a una concentracion del 100%, al igual que en J. Por
esta razon, la concentracion utilizada en las soluciones desinfectantes fue la idonea,
mientras que la utilizada en las soluciones neutralizadoras fue solamente para conservar

a los demas elementos y tener cierto poder bactericida.

A comparacion de H, tuvo un decaimiento en su capacidad inhibitoria al diluir al
componente. El surfactante i6nico L y el solvente N aunque su objetivo no fue ser un
compuesto antimicrobiano, tuvieron resultados positivos, por lo que a la concentracion
utilizada puede ayudar a conservar a los demas elementos y en cierto grado ayudar a

generar un efecto bacteriostatico o bactericida.



Desafortunadamente el solvente S no tuvo actividad en E. coli y Pseudomonas
aeruginosa que de acuerdo a la literatura debe utilizarse una concentracion alta, pero
con cierto grado de dilucién para que pueda mejorar su capacidad antimicrobiana [105,
106, 113, 114], por lo que este componente tuvo un comportamiento de aditivo. El
componente S tuvo funcion de mejoramiento en la solubilidad de otros activos o

elemento.

El componente W no tuvo actividad ante una concentracion de 0.15%, que
también se observa en la composicibn 1 que no existi6 ningun efecto de dicho
compuesto. La cantidad efectiva de W de acuerdo a la literatura debe de ser de 0.3%
[124].

Por otra parte, comparando con el valor obtenido en la composicion 2, se observo
una sinergia entre los compuestos y un mejoramiento en el rendimiento del componente

G [96, 184, 185]. Dicho efecto ocurre también en la composicién 3y 4.

Tabla 15: Halos de inhibicion obtenidos en los componentes utilizados en las soluciones desarrolladas asi
como composiciones especificas contra E. coli, S. aureus. Y P. aureuginosa. SV (Sin valor) y SD (Sin
datos).

Halo de inhibicién (mm)
Escherichia  Staphylococcus Pseudomonas

Muestra coli aureus aeruginosa
24h  48h 24 h 48h 24h  48h
G 100% 18.5 13 13 135 125 14
G 1% 165 155 19 19 13 12,5
G 0.1% SV S\ 7 6 8\ 8\
J 100% 12 12 14 14 115 10
J 1% 11 11 11.5 12 8 8
J0.1% 8.5 8.5 9.5 9.5 6.5 SV
H 100% 34 34 345 345 245 23
H 1% 12 12 10 9.5 SV SV
H 0.1% SV SV SV SV SV SV
| 100% 8 7 6 SV SD SD
L 100% 9 8.5 SV SV 9 SV
N 100% SV sV sV SV SD SD
N 100% 11 8.5 12 11 11 105
S 100 % SV sV 6 6 SD SD
S 0.30% SV SV SV SV SD SD
W 0.15% SV sV sV SV SD SD
Composicion 1 SV SV SV SV SV SV
Composicion 2 13 125 17 17 7 SV
Composicion 3 14 14 14 145 SV SV
Composicion 4 12 12 9 9 7 sV
Composicion 5 13 13 16 16 8.5 9

Composicion 6 14 14 17 165 115 10



La composicién 5 muestra que el componente W ayudo a mejorar y mantener el
efecto obtenido por G. Asi como en la composicién 6 se observé un mejoramiento por la
adicion de W y J, pero por la cantidad utilizada de cada componente no genero un gran

cambio a comparacion de 5.

4.3.5 Prueba organolépticas a soluciones

4.3.5.1 Determinacion de participantes en pruebas organolépticas

Se realizd un cuestionario para la selecciéon del panel de evaluadores de las
pruebas organolépticas de las soluciones. Dicho cuestionario se distribuy6 por medio de
correo electrénico, redes sociales y por medio fisico a diversas personas obteniendo una
poblacion de 20 individuos, donde 13 de ellos aceptaron realizar las pruebas de olor,
pero solamente 10 cumplian con los requerimientos minimos para poder participar en las
pruebas. Debido a la contingencia que se vive actualmente, se consider6 solamente a
estas 10 personas para la realizacion de las pruebas. Los resultados obtenidos del

cuestionario se muestran en el Anexo 5.

El 40% de los participantes pertenecieron al sexo femenino, entre 26 a 42 afios y
el resto a hombres de 25 a 60 afios. De acuerdo a los resultados de dicha encuesta, el
67% de los participantes tienen buena capacidad de deteccién de olores. Ninguno de los
participantes presenta problemas al detectar olores, pero el 40% de ellos sufre de cierta
sensibilidad a los olores, de ellos solamente el 7% decidié participar en las pruebas de
olor aun con su condicién. Los participantes que comentaron tener alguna dificultad para
determinar el tipo de olor fueron hombres entre 25 a 29 afios. Esto esta acorde a [275]
donde se explica que la capacidad olfativa de las mujeres esta mayormente desarrollado,

con un 43% mas de células en los bulbos olfativos.

Las diferencias en la agudeza olfativa general pueden deberse a muchos factores,
como la edad [276, 277], el sexo, los habitos de fumar o el peso corporal de un individuo
[276]. Las disfunciones olfativas, como las resultantes de la contaminacién ambiental
[278], las enfermedades neurodegenerativas [279] o las infecciones [280], también

pueden explicar las diferencias en la agudeza olfativa.



4.3.5.2 Efectos neutralizadores de las soluciones desarrolladas

Se realizaron pruebas de efectos neutralizador de olores en 4 soluciones
problema; A perteneciente a los olores de tipo acido graso, B y C del tipo aminado y el D

de tipo mercaptano.

A los participantes no se les informé sobre qué malos olores tenian que evaluar
con el fin de no tener una superposicion subconsciente del aroma. Dicha informacion se
les proporciond al final de la evaluacion. Se realizaron pruebas con el recipiente cerrado
y agitando para promover la interacciéon (1, 5 y 20 min.) y al pasar una hora se dejo

destapado durante 5 minutos y se realizé una ultima evaluacion.

En la Figura 36 se muestra el desarrollo de las pruebas organolépticas. De la
Figura 37 a 39 se muestran los resultados de las soluciones por parte del panel de
evaluadores y en los Anexos 6 y 7 se muestra la ponderacion de los resultados de cada

uno de los participantes.

Figura 36: Evidencia de la realizacion de las pruebas de eliminacién de olores en 5 de los 10
participantes.

En cuanto a los resultados obtenidos, las soluciones sin NPs que tuvieron buena

actividad antimicrobiana (Ds) presentaron una eliminacion de olores de manera casi
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inmediata que se mantuvo durante toda la duracion de la prueba (1 hora y 10 min) en los
cuatro malos olores evaluados. De acuerdo a la evaluacion las mejores tres soluciones
fueron Ds, D2 y D4, pero de manera de apreciacion, les parecié mas agradable a D2, D4

y Ds en ese orden.

En cambio, las soluciones con NPs (1, 3, 4 y 5) tuvieron un buen efecto de
neutralizacion, pero el aroma residual, caracteristico de la solucion no era muy
agradable. De acuerdo a los evaluadores, las muestras maestras de mal olor no se
detectaron a no ser que se pusiera mucha atencién y con el conocimiento de qué olor
esperar a detectar. En el caso de 2y 6 que se utilizé en la formulacién a W/X tuvieron un
mejor aroma y eliminacion de olores, siendo superior 6 a D2, D4y Ds contraB, Cy Dy

muy cercano a los resultados obtenidos por estos en A.

Ahora bien, las soluciones neutralizadoras NO, N1, N2 y N3 se evaluaron con las
cinco fragancias utilizadas a lo largo de este trabajo. En el caso de N, aun se percibia el
aroma caracteristico de la solucibn con una fuerte presencia de glicoles. En N1
solamente se obtuvo un buen resultado en la fragancia 3, en cambio la fragancia 2 quedé
mermada. Por lo anterior, estas soluciones no fueron evaluadas por el panel de

evaluadores.

En N2 se obtuvieron resultados iguales a los obtenidos en las soluciones Ds contra
el mal olor C y D por lo que pareciera ser que si elimina los olores de manera promedio,
pero con una fragancia menos intensa. Finalmente, las soluciones N3 también
presentaron neutralizacion de los malos olores dejando un aroma residual suave y
agradable mucho menor que en N2, que para la mayoria de los participantes era

indetectable o agradable.

El efecto inhibidor de olores fue mayormente notorio al obtenerse un aroma
residual neutro en las soluciones N3 que contienen AgNPs y W/X al igual que N2, que
generan una mayor liberacion de iones de plata por la presencia de tioles, azufre y
oxigeno [156], asi como por tener un area superficial mayor para reaccionar con grupos

de malos olores.
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Figura 37: Sensaciones percibidas por los participantes en las soluciones desinfectantes en cada mal olor.
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Figura 39: Sensaciones percibidas por los participantes en las soluciones N3 en cada mal olor.
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El efecto neutralizador de olores fue mayormente notorio en la muestra maestra
de mal olor D, de tipo mercaptano, seguida por C, aunque la ponderacion muestre valores
no tan notorios en este Ultimo mal aroma debido a que dos participantes evaluaron de
manera negativa en diversas soluciones sin tener una tendencia, sino solamente

apreciacion personal.

De acuerdo a los comentarios del panel de evaluadores, las soluciones tuvieron
una mejora inmediata, ya que el 80% de ellos aseguraron no haber detectado en ningun
momento a los malos olores evaluados. En la Tabla 16 se muestran las tres mejores
soluciones por familia donde se concluye que Dz, 6, D4, N22, N21, N2s5, N32-5 tienen una

sensacion agradable.

Tabla 16: Mejores soluciones de acuerdo a la evaluacién por el panel por mal olor y tipo de solucién.

Muestra maestra de mal olor

Solucion Sensacion A B C D
. Agradable D2, D4, 6 6, D2, Da 6, D2, Ds D2, 6, Das
Desinfectantes
Neutra D1, D3y D4 D1, D4, D3 D1, D3, Das D1, Dss
N2 Agradable N22, N21, N2s N23, N21, N22 N23, N21, N2s N24, N22, N2s
Neutra N24, N23, N25 N22, N24, N25 N22, N24, N25 N21, N22, N23
N3 Agradable N3s, N32, N33 N32, N3s, N34 N34, N3s, N33 N32, N33, N34
Neutra N34, N31, N335 N31, N33, N34 N31, N33, N32 N31, N335

Algunos de los evaluadores comentaron que algunas soluciones no eran de su
agrado pero que no detectaron ningln mal olor, por lo que solamente fue apreciacion
personal ya que las fragancias percibidas por unos eran agradables para otros. Por otro
lado, también mencionaron que las soluciones D1, D3, Ds, N23, N24, N25, y N31, N33 no
percibieron un olor residual fuerte, sino mas bien una sensacién neutra, mayormente en

N3'’s, como ya se habia mencionado.

Finalmente, a los participantes se les entreg6 un kit con las soluciones Ds (Figura
40) y de acuerdo a la retroalimentacion obtenida tanto de los participantes, asi como sus
familiares, han utilizado a las soluciones en los siguientes espacios y actividades: en el
bafo, al cocinar pescado, cambio de pafiales, al cocinar comida alta en grasa, en carros,
desechos orgéanicos, basura, cajas de arena, olores extrafios y muy desagradables,
espacios de descanso de mascotas, pisos sucios e impregnados con orina de perro,

recipientes de plastico con comida echada a perder, hasta en establecimientos



comerciales (pescaderias y carnicerias) y después de pintar un cuarto teniendo
resultados inmediatos y satisfactorios con una baja cantidad utilizada (aproximadamente

de 3 a 5 dosificaciones).

Figura 40: Kit de soluciones Ds para ser usado por los evaluadores.

También informaron que las soluciones al quedar en telas o superficies y estas al
moverlas o pasar la mano sobre ella, se percibia el aroma de la solucion, por lo que se

considera que se depositan y vuelven a activarse.

Asi mismo, al querer utilizar a las soluciones como aromatizantes, estos no
tuvieron tanto poder como se hubiera querido obtener ya que las formulaciones estan
encaminadas a desinfectar y eliminar olores no a aromatizar. En dichos casos, la solucion
D2 mantuvo un buen aroma, pero D1y Ds resaltaron el olor de W, que, de igual manera,
puede ser agradable o desagradable dependiendo del individuo que la utilice.

Algunos manifestaron su interés comercial por D2, D3, D4, Ds, de 2 y 6,
mayormente en D2; como de N3z, N33 y N34, tanto por el alto aroma agradable y por el

efecto de neutralizar sin dejar un aroma fuerte (N3’s).
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4.3.5.3 Prueba de neutralizacién de olores a soluciones diluidas

Finalmente, se realizaron diluciones a 50%, 25% y 12.5% con el fin de demostrar
si sigue existiendo el mismo efecto neutralizador en las soluciones mejor evaluadas por
el panel de evaluadores. Los rendimientos se muestran en la Tabla 17. Como se puede
observar, se puede diluir a las soluciones hasta 12.5% y seguir teniendo un buen efecto
y olor residual agradable, pero este no se cumple en las cuatro muestras de mal olor por
solucion evaluada a excepcion de Da. Por facilidades en su futura comercializacion, se

estandarizaria a que la dilucion maxima fuera de 25%.

Tabla 17: Dilucién maxima evaluada para no detectar a las muestras maestras de mal olor.

Solucién Muestra maestra de mal olor
A B C D
D1 25% 50% 50% 12.5%
D, 12.5% 25% 12.5% 12.5%
Ds 25% 50% 12.5% 12.5%
D4 12.5% 12.5% 12.5% 12.5%
Ds 12.5% 25% 12.5% 12.5%
Desinfectante 2 12.5% 50% 12.5% 12.5%
Desinfectante 6 12.5% 50% 25% 12.5%
N2; 50% - 12.5% 12.5%
N2, 12.5% 25% 12.5% 12.5%
N23 25% 25% 12.5% 12.5%
N24 12.5% 25% 12.5% 12.5%
N2s 12.5% 25% 12.5% 12.5%
N3; 12.5% 50% 12.5% 12.5%
N32 12.5% 25% 12.5% 12.5%
N33 25% 50% 12.5% 12.5%
N34 25% 25% 12.5% 12.5%
N3s 12.5% 50% 12.5% 12.5%

4.3.5.3 Hojas de seguridad: Pictogramas

De acuerdo a los componentes en cada composicion desinfectante / elimina
olores, se determinaron los pictogramas y advertencias para cada solucion en el sistema

eQgest. El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 18.

Tanto las soluciones Ds, N2 y N3 no generaron un pictograma de peligro o
advertencia, por lo que son amigables con el ambiente y pudieran ser utilizados en la piel

humana para desinfectar y eliminar olores.



Las soluciones desinfectantes 1, 2, 5y 6 generaron el pictograma de Atencion
debido a la concentracién de componentes como G y J, que pueden resultar ser toxicos

para los cuerpos organismos acuaticos, como para el ser humano por generar irritacion

cutanea y ocular.

Tabla 18: Informacion obtenida a partir de las Hojas de seguridad generadas en eQgest en cada solucion

desarrollada.

SIN
PICTOGRAMA

O

- Palabra :
Solucion . Pictograma Otros
de peligro
Esta sustancia no es peligrosa
segun los criterios del
SGAyla NOM-018-STPS-2015
Ds No aplica N/A
PICTOS:S';AMA
Esta sustancia no es peligrosa
segln los criterios del
SGAyla NOM-018-STPS-2015 s - .
C Liquido inflamable.
N2 Atencion a

Liguido combustible.

informacion.

Se le asignan estos valores por la cantidad de alcohol en la formulacion (2% w/w).
La solucion en forma diluida al 25% con 0.5%w/w de alcohol sigue marcando la misma

N3

Atencion

Esta sustancia no es peligrosa
segln los criterios del

SGAyla NOM-018-STPS-2015

SIN
PICTOGRAMA

O

Liquido inflamable.
Liguido combustible.

informacion.

Se le asignan estos valores por la cantidad de alcohol en la formulacion (2% w/w).
La solucidn en forma diluida al 25% con 0.5%w/w de alcohol sigue marcando la misma

Desinfectante
1,2,5y6

Atencion

&

Toxicidad aguda para el medio
ambiente acuatico.
Nocivo para los organismos
acuaticos.

Liquido inflamable.
Liquido combustible.
Irritacion ocular.
Irritacion cuténea.

formulacion.

Se le asignan estos valores por el exceso de Hy K (1.56% y 1% wi/w respectivamente) en la

123



4.3.5.4 Reformulacion de soluciones desinfectantes con nanoparticulas.

Debido a los resultados presentados en el apartado 4.3.5.3 Hojas de seguridad:
Pictogramas de las soluciones desinfectantes con NPs de la Tabla 8, se realiz6 una
reformulacion de las soluciones con el fin de obtener un resultado adecuado de actividad

inhibitoria, eliminacion de olores siendo amigable con el ambiente.

Al realizar dicha reformulacién se evaluaron a las soluciones de acuerdo a la

metodologia previamente presentada y los resultados se muestran en la Figura 41.

El porcentaje de inhibicién disminuyd, obteniéndose una dilucion minima de 25%,
lo cual, no se considera un valor bajo debido a que los componentes G y J disminuyeron

un tercio de su concentracion inicial.

Al evaluar las formulaciones con los nuevos paradmetros en el programa eQgest,
se obtuvo la palabra de Atencién con la leyenda de Liquido inflamable - Liquido

combustible como en N2 y N3.



mm de inhibicion

26
24
22
20
18
1

(2}

1

IS

1

N

1

o

o N b~ OO 0

Halo de inhibicion de las soluciones reformuladas

o\o 0\0 Q°\° Q<>\<7» Q<>\o o\o Qo\o <> \o 0\0 o\o o\o Qo\c)
& \qfo ,@ S \qfa ,\0 s P o8 ,\Q P o8
1 2 5 6

m Escherichia coli  ® Staphylococcus aureus ~ ®Pseudomonas aeruginosa

Figura 41: Halos de inhibicion en mm de las soluciones desinfectantes con nanoparticulas reformuladas.
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Conclusiones

e EIl extracto obtenido contiene una gran variedad de metabolitos como lo son las
saponinas, terpenoides y esteroides, flavonoides, carbohidratos, antraquinonas y
taninos. La cantidad de esteroides y terpenoides aumenté con el tiempo, mientras
gue los carbohidratos y las antraquinonas disminuyen un poco. Entre el segundo y
guinto mes se obtiene una mayor cantidad y variedad de metabolitos en el extracto y
se considera que el extracto es estable a lo largo de este periodo.

e E| extracto agua-etanol es capaz de sintetizar AgNPs, CuNPs y ZnONPs
dependiendo de su metodologia aplicada. Se pueden obtener NPs menores a 100
nm en forma semiesférica para la plata. De nanowires entrecruzados y semiesferas
para oxido de zinc, donde dichas NPs tuvieron poca resistencia al impacto de los
electrones ya que se destruian en alta resolucion. Se obtuvieron NPs semiesféricas
con formacion de clusters en cobre. El analisis EDS mostr6 una pequefa cantidad de
cobre y de 6xido de zinc ligado al bajo rendimiento en la sintesis.

e Los elementos capeadores claves en las NPs utilizadas en este trabajo son aquellos
gue contienen cloro (organoclorados) y en el caso particular de las ZnONPs los
terpenoides y esteroides y probablemente también las saponinas. Las NPs en
solucion presentan mayor estabilidad debido a los demas componentes de tipo
surfactante.

e Las NPs tuvieron un aumento en su actividad antimicrobiana cuando se presentan
las tres NPs sintetizadas en este trabajo en la misma solucion, en caso contrario,
solamente las AgNPs muestran una actividad satisfactoria. Las soluciones pueden
atacar bacterias Gram-negativas como Gram-positivas por los ingredientes activos
selectivos, pero se recomienda su evaluacion con mas tipos de microorganismos.

e En la mayoria de las pruebas organolépticas se tuvo una mejor respuesta cuando el
recipiente estaba abierto y cuando el recipiente estaba quieto, que asemejan las
condiciones reales de operacion. Se tuvieron efectos neutralizantes altos al inicio de
las interacciones las cuales se mantuvieron en su mayoria constantes. No se descarta
la posibilidad de suministrar mas producto para aumentar el efecto en un menor

tiempo.



e Las soluciones son eficaces contra olores generados por microorganismos. Son
eficientes contra malos olores de tipo acido grasos, mercaptanos y aminas.

e Algunos componentes tienen capacidad de aumentar la actividad inhibitoria de los
activos desinfectantes y hasta realizar efecto de conservante por si mismos. La
presencia de surfactantes promueve la diseminacién de la solucién. Por lo anterior,
existe un efecto sinérgico entre los elementos utilizados.

e Los compuestos que generaron actividad antimicrobiana inmediata fueron G y J pero
tanto las NPs como W/X permiten tener mayor tiempo de residencia y actuacion
prolongada, ya que se mostré un aumento en la inhibicion al comparar los resultados
obtenidos a las 24 y 48 h. De igual manera, en cuanto a las NPs se concluye debido
a sus bajos resultados presentados tanto en las pruebas microbiolégicas en las
soluciones desinfectantes 1 a 6 como en las soluciones modificadas, que el tiempo
de vida util de las mismas no debe de ser mayor a dos meses lo que pudiera suponer
un aumento en la actividad antimicrobiana si se usan recién sintetizadas o con una
vejez no mayor a dos meses. Lo anterior se muestra en los resultados presentados
en el Anexo 8, ya que al usar NPs recientes los resultados aumentan.

e El mecanismo de accién general de las soluciones desinfectantes / elimina olores se
debe primeramente a la disminucién y erradicacion de los microorganismos
responsables de generar las moléculas de mal olor, en donde los otros elementos de
la formulaciéon o ingredientes activos, asi como las fragancias, atacan a dichas
moléculas por diferentes métodos dejando un agradable aroma residual o hasta nulo.

e Las soluciones obtenidas, aunque originalmente se habian desarrollado con un fin en
particular, se probé su poder en las pruebas de desinfeccion y eliminacion de olores
concluyéndose que tienen la capacidad de ser desinfectantes / elimina olores con un
minimo de componentes. Se presentan en forma concentrada y pueden diluirse hasta
6% en su actividad desinfectante y 12.5% en su actividad neutralizador de olores
dependiendo de la solucion, pero se recomienda diluir hasta 4 veces (25%) para tener

una mayor eficiencia.

En términos generales, las NPs tuvieron cierta influencia en la actividad elimina
olores y antimicrobial, pero no tan notoria como G y J. Se podrian esperar mejores

resultados si las NPs obtenidas tuvieran un menor tamafio y una forma mayormente



esféricas. Las NPs pueden tener un mejor resultado en conjunto que libres por las
interacciones que presentan con los demés elementos presentes. En materia ecoldgica,
en México, para las NPs no existe una metodologia y estandarizacion definida para
evaluar su eficacia, asi como los criterios que regulen las concentraciones permitidas de
uso y desecho lo que deja al aire la evaluacion de los dafios a organismos vivos y la
incertidumbre de su seguridad. Por el momento, se cuenta con un proyecto de Norma
Mexicana, NMX-R-20660-SCFI-2019, Nanotecnologias-especificacion de materiales-
nanoparticulas antibacteriales de plata [281], la cual seria una guia para la especificacion
de caracteristicas y métodos de medicién de AgNPs ya sea en forma coloidal o en polvo
para aplicaciones antibacterianas, pero no cubre las consideraciones especificas de

salud y de seguridad tanto en su fabricacién y uso.

Finalmente, con base a los resultados obtenidos se definen como las mejores
soluciones teniendo la dualidad de desinfectante/elimina olores a D2, D3, D4, D5,
Desinfectante 2 y 6, N22, N24 y N2s. Las soluciones N3@-5 tienen mayor actividad
neutralizadora que desinfectante y las soluciones Desinfectante 1 y 5 tienen mayor poder
antimicrobial que neutralizador de olores. Las soluciones son, ademas, amigables con el

ambiente y pueden usarse aparentemente en piel humana sin sufrir algun riesgo.

Las personas siguen prefiriendo un producto que contenga alguna fragancia o
aroma a dejar una sensacion neutra en el ambiente, aunque se esté hablando de un
producto desinfectante o elimina olores. Algunos aromas son agradables para ciertas
personas mientras que para los demas no y viceversa, todo se debe a la apreciacion
personal, por lo que existen fragancias para los diferentes gustos que pueden estar
dirigidas para diversos espacios; por ejemplo, el aroma 2 para casas y oficinas, el aroma

1y 3 para hospitales, 4 para cocinas, asi como 1y 5 para bafos.

Las especialidades quimicas desarrolladas tienen alto potencial comercial de
acuerdo con la revision y entrega de un informe técnico a Industrias Bioquim donde
manifiestan su caracter innovador y oportunidad de negocio, lo cual puede verse en el
Anexo 9y 10.
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Anexos

Anexo 1: Cuestionario: Eleccion de participantes para realizar prueba sensorial a las soluciones
neutralizadoras

Nombre: Sexo: Edad:

Tel: Correo electrénico:

Favor de responder las siguientes preguntas:
1.- ¢ Tiene alguna dificultad para detectar olores?
3 Si 4 No ¢Cual?
2.- ¢ Tiene alguna alergia a algiin medicamento o producto quimico?
a) Si b) No ¢Cual?
3.- ¢ Es sensible a estimulos olorosos?
a) Si b) No ¢A qué olor u olores?
4.- ¢ Ha tenido que vomitar por la presencia de algun olor desagradable?
a) Si b) No ¢ Por la presencia de qué olor u olores?
5.- ¢ Cémo se considera detectando olores?
a) Muy bueno b) Bueno ¢) Regular d) Malo
6. ¢ Tiene dificultad para determinar el tipo de olor que esta oliendo?
a) Si b) No
7. ¢ Es capaz de detectar la fuente del olor, ya sea agradable o desagradable?
a) Si b) No

8. ¢ Estaria dispuesto a participar en pruebas de olor donde tendra que experimentar olores agradables
y desagradables?

a) Si b) No
9. ¢ Seria capaz de seguir una escala de medicién para asignar un valor a un olor?
a) Si b) No

10. ¢ Estaria dispuesto a participar en pruebas de contacto donde tendra que colocarse una solucién en
la palma de su mano?

a) Si b) No

Yo, , acepto comenzar un curso de identificacién y escala de
olores para participar en pruebas de neutralizacion en el trabajo de maestria “Desarrollo de nanoparticulas
funcionalizadas para aplicacion en desinfectantes y elimina olores” de la estudiante Karen Michelle Guillén
Carvajal.

Firma



Anexo 2: Evaluacién de soluciones neutralizadoras

Instrucciones:

1.

2.

Colocar el numero que mejor responda solamente a la sensacion del mal olor percibida
en cada una de las pruebas.

Es importante que cada vez que se realice la evaluacion se revise la tapadera del envase
a evaluar con el fin de que corresponda con el inciso a contestar.

Se debe aspirar profundamente cada vez que se realice una medicion, tanto durante la
prueba como al finalizar para poder limpiar las vias respiratorias.

Al cambiar de prueba — solucion problema maestra; se debe de realizar una limpieza de
la nariz al aspirar el olor de café o al tallarse la nariz con el torso del brazo.

Escala para determinacion de la intensidad del olor.

Escala | Significado Molestia de olor
0 Inodoro No hay olores detectables / No hay olor desagradable. «
Olor que no percibiria una persona promedio, pero que podriaser | 5
1 Muy leve detectado por una persona con experiencia o un individuo muy | ©
sensible. g
Olor que es tan débil que una persona promedio podria detectarlo <
2 Leve si se le dice que ponga atencion, pero que de otra manera no | o
atraeria su atencion. g =
. Olor de moderada intensidad que podria ser detectado | © S
Facilmente | . : . ; ; : £
3 inmediatamente y podria considerarse negativa (posible malestar o
notable . . >3
en areas habitadas). 2
Olor que llama la atencion y que puede convertir el aire limpio en S
4 Fuerte un aire muy desagradable (probable malestar si se encuentraen | €
areas habitadas). =
Olor de tal intensidad que el aire seria absolutamente no °
5 Muy fuerte | apropiado para respirar (termino que se debe usar sélo en casos 8‘
extremos).
29 Olor El olor percibido es agradable. =
A agradable c
2
g
°0 Olor neutro No se percibe un olor o el olor percibido no es ni agradable ni E
—— desagradable. 2
©
©
Olor S
() - s
desagradable El olor percibido es desagradable. <
Ejemplo de llenado:
. Solucién neutralizadora a evaluar.
Solucion: EO1
Tiempo A ! Soluciéon maestra de mal olor.
. 0 . . .
1 min Numeracion de la intensidad
x v = percibida.

Marcar de acuerdo al olor percibido.



Evaluador:

Favor de responder con la mayor honestidad posible:

(®

]

1§

(&

Solucién:
Tiempo A B
1 min
£» (e h e (e ' | &
5 min
0 ) Q| e b D)o
20 min
5 (X L 5 (X L 5
S —_— —_— S —_— —— S
1 hora
D © Qe © Qo
Abierto
M (X L B (X1 L N
N —_— o~ S —_— ——~ A

G

Comentarios

1§

(&

G

(®

Solucioén:
Tiempo A B
1 min
N (X] LR N (X} LK N
S —_— —_— S —_— —— S
5 min
D © Qe v Qo
20 min
~e . (] —~ (X} (R} S
N —_— o~ S —_— ——~ A
1 hora
o 2 Qo B R o
Abierto
5D 1 Do b 0| o

(®

Comentarios

Firma



Anexo 3: Halos de inhibicion de las soluciones desinfectantes / elimina olores a las 24 y 45 h contra E.
coli, S. aureus y P. aeruginosa

Halo de inhibicién (mm)

Muestra Escherichia coli Staphylococcus Pseudo.monas
aureus aeruginosa
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
100% 19 19 19 18.5 10 10
50% 19.5 21.5 17.5 17 9 8.5
D1 25% 16 16.5 16 16 7.5 7
12.50% 135 14 14 14 SV SV
6% 12.5 14 14 14.5 SV SV
100% 19 19 19 19 9 8.5
50% 17 18.5 19.5 20.5 7 8
D2 25% 17 19.5 19 22 5 SV
12.50% 15 17 17 17 SV SV
6% 15 16 15 17 SV SV
100% 17.5 18 25.5 24.5 8.5 8.5
50% 17 17 23.5 235 8 8
D3 25% 16.5 18.5 17 16 6 SV
12.50% 17.5 19 135 14 SV SV
6% 145 145 14 14 SV SV
100% 19.5 18 20 21 9
50% 17.5 17 16 17 7.5
D4 25% 14 15 155 155 7 SV
12.50% 16 19 13 14 SV SV
6% 13.5 14.5 11.5 11.5 SV SV
100% 22 24.5 17.5 18
50% 19 19.5 20 20 8 8
D5 25% 15 14.5 15 14 SV SV
12.50% 14 13 13 13 SV SV
6% 12 12 12.5 12 SV SV
100% 17 18 18 18 12 12,5
50% 11.5 17 17.5 17.5 11 11.5
1 25% 14 17 16 16 8.5 8
12.50% 13 15 15 15 SD SD
6% 12 12.5 13 13 SD SD
100% 16.5 17 16.5 17 12 12.5
50% 15 16.5 16.5 16.5 11 11
2 25% 14 14.5 14 15.5 9 9.5

12.50% 135 14 14.5 14.5 SD SD



6% 12.5 12 14.5 13 SD SD

100% 145 145 18.5 175 11 10.5
50% 13 13 14 14 9 9
3 25% 12 12.5 12 11.5 8 8
12.50% 10.5 10 10.5 9.5 SD SD
6% 8.5 9 9.5 10.5 SD SD
100% 18.5 21 16.5 17 11 12
50% 14 14 14 14 10 9
4 25% 11 11 12 115 8.5 8.5
12.50% 9.5 10.5 8.5 10 SD SD
6% 9.5 10 9 9 SD SD
100% 17 18.5 18 19 12 12
50% 15 17 15 17 11 115
5 25% 15 155 15 16 9 9.5
12.50% 14 14.5 14 14 SD SD
6% 13 14 13 13.5 SD SD
100% 16.5 175 14.5 17 125 125
50% 16.5 18 14.5 155 11 11
6 25% 15 15 14 15 SD SD
12.50% 14 14 15 14.5 SD SD
6% 10.5 12 12.5 12.5 SD SD

Anexo 4: Halos de inhibicion de las soluciones desinfectantes / elimina olores (Ds) originales a las 24 y 45
hr contra E. coli, S. aureus y P. aeruginosa.

Halo de inhibicién (mm)
Muestra Escherichia  Staphylococcus Pseudomonas

coli aureus aeruginosa
D1 100% 17 15 14
D1 50% 14 14 12
D1 25% 12 13 17
D1 12.5% 12 12 15

D1 6% 12 9 10



Anexo 5: Ponderacion de los resultados obtenidos en el cuestionario proporcionado.

Encuestados

16
14
1

N

1

o

o N B~ O 0

Resultados cuestionario para identificacion de participantes

Dificultad
para detectar
olores

Alergia

Sensibilidad Vomito por Dificultad Deteccion de Participar en Calificar un Participar en
olor pruebas de

aunolor algun olor para la fuente de pruebas de
determinar el olor olor
tipo de olor
Preguntas
mSi =No

151

contacto



Anexo 6: Ponderacién de los resultados obtenidos en las pruebas organolépticas de las soluciones
desinfectantes con y sin NPs que fueron seleccionadas para pruebas con panel de evaluadores.

Escala deintensidad Escala de infensidad
Mal olor | Muesira | Tiempo Malolor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3 4 3 0 1 2 3 4 5
1 min 9 1 1 min 8 1 1
3 min 8 2 3 min 10
A Di 20 min 8 2 A D2 20 min 9 1
1 hr 4 4 2 L hr o 1
Abierto 8 1 1 Abierto 9 1
Suma 37 10 3 0 0 0 Sumal 43 4 1 0 0 0
1 min 8 1 1 1 min 8 1 1
3 min 8 1 1 3 min e 1
B Dl 20 min 10 B D2 20 min 10
1 hr 8 1 1 1 hr 9 1
Abierto 8 2 Abierto 10
Sumal 42 3 3 0 0 0 Sumal 46 2 1 1 0 0
1 min 6 2 2 1 min 7 3
3 min 8 2 3 min o 1
C D1 20 min 6 4 Cc D2 20 min 9 1
1 hr 3 4 1 1 hr 8 2
Abierto 7 2 1 Abierto 7 2 1
Sumal 32 14 3 0 1 0 Sumal 40 9 1 0 0 0
1 min 10 1 min 10
3 min 10 3 min 10
D Di 20 min 10 D D2 20 min 10
1 hr 10 1 hr 10
Abierto 10 Abierto 10
Sumal 50 0 0 0 0 0 Sumal 30 0 0 0 0 0
Escala de infensidad Escala deintensidad
Mal olor | Muestra | Tiempo Malolor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 3
1 min 2 1 1 min 10
3 min 9 1 3 min 10
A D3 20 min 10 A D4 20 min 10
1hr 9 1 1 hr 8 2
Abierto 2 1 Abierto 9 1
Sumal 44 3 1 0 0 0 Suma 47 3 0 0 0 0
1 min 9 1 1 min 9 1
3 min 9 1 3 min 9 1
B D3 20 min 10 B D4 20 min 10
1hr 3 1 1 1 hr 9 1
Abierto 8 2 Abierto 10
Sumal 44 3 1 1 1 0 Suma 47 1 1 1 0 0
1 min 9 1 1 min o 1
3 min 9 1 3 min o 1
C D3 20 min 3 1 1 Cc D4 20 min 10
1hr 7 1 2 1 hr 7 1 1 1
Abierto § 3 1 Abierto 7 2 1
Sumal 39 7 0 1 3 0 Suma 42 b] 1 1 1 0
1 min 9 1 1 min 10
5 min 9 1 3 min 10
D D3 20 min 9 1 D D4 20 min 10
1hr 3 2 1 hr 9 1
Abierto 3 2 Abierto 9 1
Sumal 43 7 0 0 0 0 Suma 48 1 0 1 0 0




Escala de intensidad

Escala de intensidad

Malolor | Muestra | Tiempo Malolor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3 0 1 2 3 4
1 min o 1 1 min 10
3 min 10 3 min o 1
A D5 20 min 10 A 2 20 min 8 1 1
L br 10 L he 6 2 1 1
Abierto o 1 Abterto 8 2
Sumal 48 0 2 0 Suma 41 6 0 1 2
1 min 9 1 1 min 10
3 min 10 3 min 10
B D3 20 min 9 1 B 2 20 min 10
1hr 9 1 L hr g 1
Abierto 9 1 Abierto 4 1
Sumal 46 0 4 0 Suma] 48 2 0 0 0
1 min 9 1 1 min 10
3 min 10 3 min 10
c D3 20 min 10 € 2 20 min 10
1hr 10 1 hr 9 1
Abierto 10 Abierto g 1
Sumal 49 1 0 0 Suma 43 2 0 0 0
1 min 10 1 min 10
5 min 10 3 min 10
D D5 20 min 10 D 2 20 min 10
1he 10 Lbr g !
Abjerto | 10 Abierto | 10
F— m o 0 o Suma 49 1 0 0 0
Escala de infensidad
Malolor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3
1 min 10
3 min o 1
A 6 20 min 8 1
1 hr 7 1 1 1
Abierto 8 2
Sumal 42 3 1 1
1 min 10
3 min 10
B § 20 min 10
1 hr o 1
Abierto 9 1
Sumal 48 2 0 0
1 min 10
3 min 10
C 3 20 min 10 1
1 hr 10
Abierto 9 1
Sumal 49 2 0 0
1 min 10
3 min 10
D 3 20 mirn 10
1hr 10
Abierto 10
Suma| 50 0 0 0




Anexo 7: Ponderacién de los resultados obtenidos en las pruebas organolépticas de las soluciones
neutralizadoras con NPs que fueron seleccionadas para pruebas con panel de evaluadores

Malolor | Muestra | Tiempo Escala de intensidad Malolor | Muestra | Tiempo Escala de intensidad
0 1 2 3 4 3 0 1 2 3 4 3
1 min 3 3 2 1 min 7 3
3 min 4 3 1 5 min 10
A N2-1 20 min 7 3 A N22 20 min 6 4
1hr 7 2 1 1hr 3 3
Abierto 9 1 Abierto 3 4 1
Sumal 32 14 4 0 0 0 Suma| 33 16 1 0 0 0
1 min 6 1 3 1 min 7 1 1 1
3 min 7 1 2 3 min 7 2 1
B N2-1 20 min 6 2 2 B N2-2 20 min 7 3
1hr 4 b] 1 1hr 6 3 1
Abterto 9 1 Abierto 9 1
Sumal 32 10 3 0 0 0 Suma 36 10 2 1 1 0
1 min 6 2 2 1 min 8 2
3 min 7 2 1 3 min 8 2
C N2-1 20 min 6 4 c N2-2 20 min 9 1
1 hr 3 4 1 1he 8 2
Abterto 7 3 Abierto 8 2
Sumal 31 13 4 0 0 0 Suma| 41 9 0 0 1] 0
1 min 8 1 1 1 min 10
5 min 8 2 3 min 10
b N1 20 min 7 3 D N2-2 20 min 10
1hr 8 2 1hr 10
Abierto 9 1 Abierto 10
Sumal 40 9 1 0 0 0 Sumal 30 0 0 ] 0 0
Malolor | Muestra | Tiempo Escala de intensidad Malolor | Muestra | Tiempo Escala de intensidad
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 3
1 min 3 1 min 7 3
3 min 3 2 3 min 9 1
A N2-3 20 min 6 4 A N4 20 min 7 3
1 hr 5 4 1 1 he 4 4 2
Abierto ] 3 1 Abierto 9 1
Sumal 32 11 7 0 0 0 Sumal 36 11 3 0 0 0
1 min 5 1 2 1 min [ 2 2
3 min 3 1 1 3 min 3 2
B N2-3 20 min 3 1 1 B N4 20 min 7 2 1
L hr 7 2 1 1 hr (] 3 1
Abierto 7 2 1 Abierto 7 2 1
Sumal 36 6 0 0 0 Suma 34 11 3 2 0 0
1 min 6 3 1 1 min 3 2
3 min 6 3 1 3 mit 10
C N2-3 20 min 7 3 C N4 20 min o 1
1 hr 5 4 L hr 9 1
Abierto 9 1 Abierto 9 1
Sumal 34 14 2 0 0 o Suma| 45 3 0 0 0 0
1 min 5 1 2 1 min 10
3 min 3 4 3 min 10
D N2-3 20 min 7 3 D N4 20 min 9 1
L hr 7 1 2 L hr 9 1
Abierto 9 1 Abierto 9 1
Sumal 34 10 4 0 0 0 Suma 47 3 0 ] 0 0



Escala de intensidad Escala de intensidad
Malolor | Muestra | Tiempo Mal olor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3 4 3 0 1 2 3
1 min o 1 1 min o 1
3 min 10 5 min 10
A N2 20 min 10 A N3-1 20 min 9 1
1 hr 8 2 1hr o 1
Abierto 7 3 Abterto 9 1
Suma 44 6 0 0 0 0 Suma 46 4 0 0
1 min 10 1 min 10
5 min 10 5 min o 1
B N2-5 20 min 10 B N3-1 20 min 9 1
1hr 7 3 1hr 3 2
Abierto 10 Abierto 3 2
Sumal 47 3 0 0 0 0 Suma) 44 6 0 0
1 min 8 2 1 min 3 2
5 min 9 1 5 min 10
[ N2-5 20 min 9 1 c N3-1 20 min 10
1hr 9 1 1hr 7 3
Abierto 8 2 Abierto 3 2
Sumal 43 7 1] 0 1] 0 Suma| 43 7 0 0
1 min o 1 1 min 10
3 min g 1 3 min o 1
D N2 20 min ] 1 D N3-1 20 min 10
1hr 10 1hr 10
Abierto 10 Abterto 10
Suma| 47 3 ] 0 0 0 Suma) 49 1 0 0
Escala de intensidad Escala de intensidad
Malolor | Muestra | Tiempo Malolor | Muestra | Tiempo
0 1 2 3 4 3 0 1 2 3
1 min 10 1 min o 1
3 min 10 3 min 7 2 1
A N32 20 min 9 1 A N33 20 min 8 2
1hr 7 1 2 L hr 8 2
Abierto 10 Abterto 9 1
Suma 46 2 2 0 0 0 Sumal 41 7 2 0
1 min 10 1 min 9 1
5 min 10 3 min 9 1
B N3-2 20 min 9 1 B N33 20 min 9 1
1hr 9 1 L hr 8 2
Abierto 8 2 Abterto 8 2
Suma 46 4 0 0 0 0 Sumal 43 6 1 0
1 min 8 2 1 min 8 2
3 min 8 2 3 min 8 2
[ N3-2 20 min 8 2 c N33 20 min 9 1
1hr 6 3 1 L hr 8 2
Abierto 7 2 1 Abterto 7 3
Suma 37 11 2 0 0 0 Sumal 40 10 0 0
1 min 10 1 min 9 1
5 min 10 3 min 8 2
D N32 20 min 10 D N33 20 min 9 1
1hr 10 1 hr 9 1
Abierto 10 Abierto 9 1
Sumal 30 0 0 0 0 0 Sumal 44 5 1 0




Escala de intensidad

Escala de intensidad

Malolor | Muestra | Tiempo Mal olor | Muestra | Tiempo
0 1 b 3 ] 1 2 3
1 min 9 1 1 min 9 1
5 min ] 1 5 min 10
A N34 20 min 9 1 A N33 20 min 9 1
1hr 9 1 ihr 9 1
Abierto 10 Abierto g 1
Suma| 46 4 0 0 Suma| 4§ 4 0 0
1 min 10 1 min 10
3 min 10 3 min 10
B N34 20 min 10 B N33 20 min 10
1hr 8 2 1hr 9 1
Abierto 10 Abierto 10
Sumal 48 2 0 ] Sumal 49 1 0 0
1 min 9 1 1 1 min 3 2
5 min 8 2 J min 7 3
C N34 20 min 10 [ N33 20 min 10
1hr 10 Thr 10
Abierto g 1 Abierto 9 1
Suma| 46 4 1 0 Suma] 44 6 0 0
1 min ) 1 1 min 9 1
S min 9 1 3 min 10
D N34 20 min ) 1 D N33 20 min 10
1hr 9 1 1hr 10
Abierto 10 Abierto 10
Suma] 16 4 0 0 Sumal 49 1 o 0




Anexo 8: Halos de inhibicién obtenidos en las soluciones modificadas utilizando AgNPs y ZnONPs nuevas
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. SV (Sin valor) y SD (Sin
datos).

Escherichia Staphylococcus Pseudomonas

coli aureus aeruginosa
24h  48h 24 h 48 h 24 h 48 h
SM1 100% 17 16 16.5 16.5 12,5 12
SM1 50% 155 155 15 15,5 10 115
SM1 25% 125 125 12.5 13 8.5 9
SM1 12.5% 13 13 12 12,5 7 7
SM1 6% 11.5 11.5 12 12 SV SV
SM2 100% 15 14.5 14,5 15 10.5 10.5
SM2 50% 14 14 14 14,5 9 9.5
SM2 25% 125 125 13 13 8 8
SM2 12.5% 11.5 12 115 11.5 6.5 6.5
SM2 6% 10 10.5 10.5 10.5 SV Y
SM5 100% 16 16.5 16 16 115 11.5
SM5 50% 15.5 15 14 14,5 10 10
SM5 25% 14 14 14 14 7.5 7.5
SM5 12.5% 13 13 13 13 6.5 6.5
SM5 6% 115 11 11 10 SV SV
SM6 100% 15.5 16 15 16 11 11
SM6 50% 15 11515 14.5 15 9 8.5
SM6 25% 14 14 13 13 8.5 8.5
SM6 12.5% 12 12.5 12 12 7 7
SM6 6% 11 11.5 10.5 10.5 SV sV

AgNPs AE 10 10 9 9 SV SV



Anexo 9: Carta oficio de aceptacion de formulaciones para su posible comercializacion.

bioquim

% industrias

17 de marzo de 2021, Mexicali, Baja California
Asunto: Carta oficio

A QUIEN CORRESPONDA

Por medio de la presente se hace constar que se hizo entrega de un Informe técnico sobre las
formulaciones desarrolladas en el trabajo de tesis de maestria titulado “ESPECIALIDADES
QUIMICAS FUNCIONALIZADAS CON NANOPARTICULAS PARA DESINFECCION
DE SUPERFICIES Y ELIMINACION DE OLORES” de la autorfa de la C. Karen Michelle
Guillén Carvajal, donde se reconoce la innovacion y oportunidad de negocio de las soluciones
desinfectantes/elimina olores.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo de nuestra parte.

Atentamente

José | Zaizar Prado
Director Ge de Industrias Bioquim

158




Anexo 10: Portada del Informe técnico entregado a Industrias Bioquim sobre las formulaciones

desarrolladas.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Instituto de Ingenieria
Maestria y Doctorado en Ciencias ¢ Ingenieria

De:

Asunto

Fecha

INFORME TECNICO

Lic. José Angel Zaizar Prado
Director General de Industri
Dra. Nallely Erandi Rivefa

Gerente de Industrias Bioquim

Ing. Karen Michelle Guillén Carvajal

Estudiante de la Maestria en Ingenieria

DESARROLLO DE PRODUCTO NUEVO
DESINFECTANTE Y ELIMINA OLORES

Mexicali, Baja California, 11 de marzo de 2021
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