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Resumen

La escala de la Nanotecnologia es de alrededor de 0,2 nm
hasta aproximadamente 100 nm y son utilizadas en muy
diversas disciplinas. El U. dermestoides es un coledptero
que pertenece a la familia Tenebrionidae, cominmente
reconocidos como escarabajos oscuros, de habitos
fitéfagos. En el desecho se han identificado en mayor
cantidad los siguientes compuestos organicos: saponinas,
cumarinas, esteroides, fenoles, alcaloides, proteinas y
aminoacidos. Se realiz6 la sintesis de nanoparticulas de
plata mediante solucion coloidal a partir de la reduccién
de nitrato de plata, a diferentes concentraciones, utilizando
el desecho del insecto U. dermestoides con tres diferentes
dietas: centeno y manzana; avena, pan y manzana y por
Gltimo pan y manzana. Se realizaron una serie de pruebas
cualitativas, determindndose la presencia de fenoles,
alcaloides, carbohidratos, proteinas y aminoacidos. Se
utilizé espectrofotometria UV-vis en el rango de 200-800
nm. Los resultados muestran que entre 400-450 nm se
forma un pico de la resonancia de plasmon superficial, el
cual indica la formacion de las nanoparticulas de plata.
Mediante la microscopia electronica de barrido (SEM) se
observo la presencia de nanoparticulas de plata de forma
esférica y con la microscopia electrénica por transmisién
(TEM) se confirmd la presencia y la forma de las
nanoparticulas.

Nanoparticulas, Ulomoides, Sintesis verde

Abstract

The scale of nanotechnology goes from 0.2 nm to
approximately 100 nm and is used in many different
disciplines. U.dermestoides is a beetle belonging to the
family Tenebrionidae,commonly known as darkling
beetles, it has phytophagous habits. In its waste have been
identified the following organic compounds: Saponins,
coumarins, steroids, phenols, alkaloids, proteins and
amino acids. The synthesis of silver nanoparticles was
done using colloidal solution from the reduction of silver
nitrate at different concentrations, using U. dermestoides
waste from three different diets: Rye and Apple; oats,
bread and Apple and finally bread and Apple. Series of
qualitative tests were done to determinate the presence of
phenols, alkaloids carbohydrates, proteins and amino
acids. UV-vis spectrophotometry was used in a range from
200 to 800 nm. The results show that between 400-450 nm
there is a surface plasmon resonance peak, indicating the
formation of silver nanoparticles. By scanning electron
microscopy (SEM) the presence of spherical silver
nanoparticles was observed and by transmission electron
microscopy (TEM) was confirmed the presence and shape
of nanoparticles.

Nanoparticles, Ulomoides, Green synthesis
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Introduccion

La sintesis verde de nanoparticulas ha tomado un
impulso importante en la Ultima década, debido
a las multiples aplicaciones en diversas areas de
la tecnologia desde el area de biosensores
(Conde Delgado, 2019; Gémez-Velasco et al.,
2019) hasta la inmunoestimulacion de productos
alimenticios (Tello Olea, 2018). Es por ello que
la bdsqueda de nuevas estrategias para la
reduccion de metales que sean sencillas,
economicas y amigables con el medio ambiente
ha permitido lograr sintesis eficientes en
diversos sistemas, incluyendo el uso de
bacterias, levaduras, hongos, microalgas, Yy
plantas o bien extractos obtenidos de los mismos
en condiciones acuosas 0 con solventes poco
agresivos para el medio ambiente (Gour & Jain,
2019; Sharma, Kanchi, & Bisetty, 2015).

Sin embargo, poco ha sido explorado el
empleo de otras fuentes de reductores para la
produccion de nanoparticulas metalicas que
ademés de clasificarse dentro de la sintesis
verde, también cumplan con el componente del
aprovechamiento integral de los residuos para la
generacion de un valor agregado (Salari,
Danafar, Dabaghi, & Ataei, 2016).

El insecto Ulomoides dermestoides es un
colebptero que pertenece a la familia
Tenebrionidae, cominmente se le denomina
como escarabajo oscuro, posee habitos fitéfagos
y se encuentra clasificado como un insecto
comestible para el ser humano (Morillo-Garcia,
Olivero-Verbel, & Caballero-Gallardo, 2016).
Entre las ventajas que ofrece este insecto como
fuente de alimentacion es la posibilidad de la
crianza en espacios cerrados y con ambientes
microbiolégicamente controlados.

Como cualquier ser vivo, Ulomoides
tiene un proceso de digestion del alimento para
la produccién de un desecho que queda a
disposicion de las granjas de insectos (Crespo et
al.,, 2011). Estudios preeliminares sobre este
desecho han mostrado una diversidad de
componentes que lo hacen desde el punto de
vista quimico interesante por la riqueza de
metabolitos, minerales y proteinas presentes en
el desecho (Mlcek, Borkovcova, & Bednarova,
2014).
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El objetivo de esta investigacion es
evaluar la capacidad reductora de los extractos
acuosos del desecho del insecto Ulomoides para
estandarizar las condiciones Optimas para la
produccién de nanoparticulas de plata (NPsAQ)
mediante una sintesis libre de solventes
organicos y en un sistema econémicos, practico
y sencillo.

Es por ello, que en este trabajo decidimos
explorar el potencial de los extractos acuosos del
desecho del insecto Ulomoides, en condiciones
contraladas y reproducibles para la generacion
de NPsAg. Para ello se realizé la evaluacion de
diversos desechos generados a partir de
diferentes dietas del insecto, buscando las
condiciones Optimas para la sintesis de la
nanoparticula metalica, se monitored la
produccion de la nanoparticula mediante
espectrofotometria UV-VIS en el rango de 200-
800 nm, para posterior evaluacién por SEM y
TEM para la confirmacion de la morfologia y
tamafio de las nanoparticulas, asimismo, fue
evaluada la actividad antibacteriana presentada
por las diversas nanoparticulas generadas con los
distintos desechos.

Metodologia
Materiales utilizados

Todos los reactivos fueron utilizados sin previa
purificacion. El nitrato de plata (AgNO3) fue
obtenido de Sigma-Aldrich ®. Se utilizd una
autoclave electronica Lorma ® modelo AV28L
para la esterilizacién de los desechos y una
lampara UV modelo F6T5BL JAPAN para la
sintesis de nanoparticulas. La caracterizacion de
las nanoparticulas obtenidas mediante UV-Vis
se llevd a cabo en un equipo de Thermo
Scientific™ Espectrofotometro de UV Vis
GENESYS™ ]0S.

La morfologia y tamafio fueron
caracterizadas por TEM, en un equipo Jeol JEM
2100 instrument operado a 90 KkV. La
caracterizacion por SEM se llevo a cabo en un
Microscopio electrénico de barrido de emision
de campo (FE-SEM) Marca Tescan modelo
MIRA 3 LMU, de alta resolucion. Se utilizé una
incubadora Luzeren FCD-3000 serialsa 37 °C y
una camara de flujo laminar marca Luzeren,
modelo BBS-V680 para la incubacion y
manipulacion de las bacterias.
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Extraccion de los desechos

Se dividieron tres grupos de U. dermestoides, a
los cuales se les alimentd con tres dietas
diferentes: a) centeno y manzana «DV1», b)
avena, pan y manzana «DV2», Pan y manzana
«DN». Para cada grupo, una vez obtenida una
cantidad considerable de desecho (mayor a 10
g), el insecto y el desecho fueron separados
mediante un tamiz y los correspondientes
desechos se almacenaron a condiciones de
humedad controlada a temperatura ambiente.

La extraccion acuosa de los componentes
del desecho fue realizada de la siguiente forma:
se tomaron 10 gramos de cada desecho, se
colocaron en un vaso de precipitados de 250 mL
y se adicionaron 150 mL de agua destilada, se
colocaron en una agitador magnético corning
PC-420D con agitacion constante en nivel medio
durante 12 horas (este proceso fue realizado
recubierto de aluminio para evitar oxidacion por
luz). Transcurrido el tiempo de agitacién, las
soluciones fueron centrifugadas en un centrifuga
Dragon Lab DMO 412 a 3500 rpm vy
posteriormente filtradas con acrodisco de 0.45
micras. El filtrado se llevd a una autoclave
autoclave electronica Lorma ® modelo AV28L
para su esterilizacion a 134 °C a 2.3 Kg/cm? de
presion durante 7 minutos y el desecho asi
tratado fue almacenado en refrigeracion en un
refrigerador Imbera modelo VR25C BMAD a
4 °C para su posterior uso.

Sintesis de nanoparticulas de plata

Se preparé una disolucion madre de AgNOs3
0.1IM a partir de la cual se prepararon
disoluciones stock de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4y 0.5 mM.
La sintesis de las nanoparticulas fueron
realizadas segun se describe a continuacion: se
agregaron 0.5 ml de extracto del desecho (DN,
DV1 y DV2 tratados como experimentos
diferentes) a 5 crioviales. Posteriormente a cada
vial se agregaron 9.5 ml de la solucion de
AgNOsz de las diferentes concentraciones
preparadas (0.1 a 0.5 mM). De manera similar,
se realizaron las pruebas con DV2 y DN. Una
vez preparadas todas las muestras, fueron
colocadas bajo la luz de la lampara UV modelo
F6TS5BL JAPAN, por un tiempo de exposicion
continua de 2 horas. Transcurrido ese tiempo,
las muestras fueron caracterizadas mediante un
barrido espectral de 200 -1000 nm de longitud de
onda en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo
Scientific™ GENESYS™ 10S).
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Se prepararon rejillas para anélisis por
microscopia por TEM y SEM.

Actividad antibacteriana.

Se evaluo la actividad antibacteriana de las
nanoparticulas obtenidas con los desechos
mediante el método de difusién en pozos
realizado en agar TSB minimo adaptado de (de
la Fuente-Salcido et al., 2012). En breve: Se
usaron veinte mililitros de medio de cultivo soya
tripticasa (TSB) modificado (1.5 g/L de TSB y
12 g/L agar bacteriol6gico) inoculados con 140
microlitros de cultivo fresco a D.O. 600 con los
microorganismos a evaluar (Escherichia coli,
Pseudomonas spp. y Vibrio cholerae). Se
vaciaron las placas, se realizaron los pozos con
un sacabocado de 10 mm, se dispensaron en cada
pozo 100 uL de las muestras de las
nanoparticulas obtenidas con los extractos, asi
como sus controles negativos. Las placas fueron
colocadas a 4 °C durante 16 horas (para permitir
la difusion) y finalmente éstas fueron colocadas
a 37 °C durante un dia, para evaluar el diametro
del halo de inhibicion.

Resultados y discusion
Caracterizacion del desecho

Los desechos obtenidos del insecto con las tres
diferentes dietas se obtuvieron en forma de
polvo fino de coloracion café oscuro. Una vez
realizada la extraccion acuosa de los distintos
desechos durante las 12 horas indicadas en la
metotodologia, se separé la fase acuosa del
sedimento,removiendo toda la parte sélida
insoluble. El extracto acuoso obtenido presentd
una coloracion ambar.

Los extractos asi obtenidos fueron
caracterizados mediante un barrido espectral
(200 -1000 nm), en donde se observaron
exclusivamente una banda de absorcion a los
290 nm para el desecho DV1 y otra a 280 nm
para DN y DV2.

Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de las nanoparticulas se
prepararon soluciones tomando 0.5 ml del
extracto correspondiente con 9.5 ml de AgNOs3
de las diversas concentraciones. Estas soluciones
presentaron una coloracion mas clara que el
extracto concentrado sin ningun efecto aparente
de reduccion al mezclarse.
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Posteriormente se colocaron a irradiar en
una lampara UV con tiempos de 10 a 150
minutos en donde se encontrd que una radiacion
continua de 2 horas era lo dptimo para obtener
nanoparticulas en solucion, observando que las
soluciones cambiaron su coloracién a un rojo
cobrizo.

Caracterizacion de las AgNP mediante UV-
vis

Transcurrido el tiempo de sintesis de las
nanoparticulas éstas se caracterizaron mediante
UV-VIS observandose curvas de 400 a 500 nm.
La curva caracteristica para las AgNP en
solucion se presenta alrededor de los 400 nm,
zona en la cual ninguno de los tres desechos aqui
presentados muestra absorcion (Grafico 1, 2 y 3,
linea color rosa) por lo que las curvas obtenidas
en esa region fueron directamente atribuidas a la
presencia de AgNP. En las sintesis donde se
utilizd6 AgNOs3 con concentracion 0.1mM no se
observé la curva caracteristica esperada, en
ninguno de los desechos, pudiéndose deber a la
baja concentracion de plata para la sintesis de las
AgNP.

En las AgNP sintetizadas con el desecho
DN se observaron dos bandas de absorbancia, a
380 nm y a 500 nm, una curva bastante ancha
indicativo de la polidispersidad con las que estas
nanoparticulas fueron obtenidas, la cual se
definine mejor con el aumento de la
concentracion de AgNOs, sin embargo, siempre
se obtuvieron curvas con dos absorbancias que
no terminaron por unificarse en una sola
(Gréfico 1).

4 —— DN+ 0.2 mM AgNO3
35 ——DN + 0.3 mM AgNO3
3 ——DN + 0.4 mM AgNO3
< 5 ——DN + 0.5 mM AgNO3
>
© 2 Extracto DN
=
8 15
1S
2 1
<
05
0

300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de onda (nm)

Grafico 1 Espectro de absorcion de las AgNP obtenidas
con el desefio DN
Fuente: Disefio propio, generado en Excel
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En aquellas sintesis utilizado DV1
(Gréfico 2) se presentaron diferencias en
absorbancias dependiendo la concentracion de
AgNOa. En las que se utiliz6 0.2 mM se observo
una curva a 400 nm (Gréafico 2, linea color
negro). Cuando se utilizo la concentracion de 0.3
mM se observd una curva bastante ancha y no
muy bien definida con dos absorbancias, una a
400 nm y otra a 500 nm (Grafico 2, linea color
rojo).

En las que se prepararon con 0.4 mM se
observé una banda muy peculiar, presentando
una meseta como maxima absorcion que va
desde 520 a 400 nm, como un indicativo de
nanoparticulas de gran tamafio o una gran
polidispersidad (Gréfico 2, linea color azul). En
las sintesis con 0.5 mM de AgNO3 se termind
por definir una Unica banda de méaxima
absorcion a 450 nm, curva caracteristica de
nanoparticulas esféricas aunque de gran tamafio
en este caso (Grafico 2, linea color verde).

3 = DV1 + 0.2 MM AgNO3

——DV1 +0.3mM AgNO3
25 ——DV1+ 0.4 mM AgNO3

< ——DV1 + 0.5 mM AgNO3
=) 2 Desecho DV1
8
e 15
©
o]
1.
2 1
<
0.5

R S

0
300 400 500 600 700 800 900 1000

Longitud de onda (nm)

Gréfico 2 Espectro de absorcidn de las AgNP obtenidas
con el desefio DV1
Fuente: Disefio propio, generado en Excel

En las nanoparticulas donde se utilizo el
desecho DV2, de igual manera que en las dos
anteriores se observaron diferencias
directamente relacionadas a la concentracion de
AgNOs afadido para la sintesis. Sin embargo,
debe sefialarse que el comportamiento en las
curvas de absorbancia para estas sintesis no
tienen el mismo comportamiento que como con
el desecho DN y DV1, ya que al incrementar la
concentracion de iones Ag* en disolucion, las
AgNP obtenidas presentaron curvas mas anchas,
de diferentes absorbancias y no se ajustaron al
comportamiento previamente observado para
AgNP con DN y DV1, en donde las curvas
incrementaron su valor de absorbancia al
aumentar la concentracion de plata en
disolucion.
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Las curvas de absorcion con 0.2 mM
resultaron con mayor absorbancia que las
sintetizadas con 0.3 y 0.4 nM de AgNO3.
Mientras que las AgNP con 0.5 mM presentaron
una absorbancia del doble, pero sin lograrse
definir una sola curva , un comportamiento muy
semejante a las AgNP con DN (Gréfico 3).

4 ——DV2 + 0.2 mM AgNO3
35 ——DV2 + 0.3 mM AgNO3
5 ——DV2 + 0.4 mM AgNO3
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Grafico 3 Espectro de absorcion de las AgNP obtenidas
con el desefio DV2
Fuente: Disefio propio, generado en Excel

Caracterizacion de las nanoparticulas
mediante SEMy TEM

Las muestras de AgNP fueron analizadas
mediante SEM, en donde se observan en todos
los casos, aglomeraciones de las nanoparticulas
obtenidas, muy probablemente debido al proceso
de secado durante la preparacion de la muestra.
En la Figura 1 se muestra el SEM para las AgQNP
obtenidas con los tres desechos 'y
concentraciones de 0.2 mM y 0.5 mM de
AgNO:s. Para todos los casos, pueden apreciarse
agregados formados por nanoesferas menores a
100 nm.

Al analizar las muestras en TEM, se
corrobor6 lo observado en SEM, para las AgNP
obtenidas con el desecho DN, se observaron
nanoesferas que van desde los 5 hasta los 30 nm
de diametro aproximadamente, lo que justifica
que las curvas de absorcién de UV-vis sean
anchas (Figura 2a).
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1000 nm
—

Figura 1 Imégenes SEM de las AgNP obtenidas con:
desecho DN (0.2 mM (a) y 0.5 mM (b) de AgNO3),
desecho CV1 (0.2 mM (c) y 0.5 mM (d) de AgNO3) y
desecho DV2 (0.2 mM (e) y 0.5 mM (f) de AgNO:s).
Fuente: Elaboracién Propia

Para las AgNP con el desecho DV1, se
obtuvieron nanoparticulas esféricas de tamafios
mas controlados de 10 a 25 nm, siendo la
mayoria de un didmetro de aproximadamente 20
nm, lo que justifica que en su espectro de
absorcion se observe una sola banda al aumentar
la concetracion de iones Ag en disolucion para
su sintesis pues presentd menos polidispersidad
(Figura 2Db).

Al analizar las  nanoparticulas
sintetizadas con DV2, se obtuvieron dos
tamafiaos de diametro principalmente, 5 y 20
nm, lo que coincide con lo observado en su
espectro de absorcion de UV-vis y sus dos
absorbancias cerca de los 400 y 500 nm.

RAMOS-VILLA, Isabel, LOMELI-ROSALES, Diego Alberto,
VELASCO-RAMIREZ, Sandra Fabiola y VELAZQUEZ-JUAREZ,
Gilberto. Sintesis de nanoparticulas de plata reducidas con desecho
producido por el insecto Ulomoides dermestoides. Revista de Energia
Quimica y Fisica. 2019.



Articulo

34
Revista de Energia Quimica y Fisica

Figura 2 Imagenes TEM de las AgNp obtenidas con a)
desecho DN, b) desecho CV1y c) desecho DV2.
Fuente: Disefio propio, generado en Origin

Evaluacién de la Actividad antibacteriana

Se evaluaron los halos de inhibicién de las
nanoparticulas obtenidas con los desechos DN,
DV1 y DV2, en presencia de tres
microorganismos Gram negativos
(Pseudomonas spp, Vibrio cholerae, E. coli),
encontrdndose halos de inhibiciébn con un
didmetro menor al del control de una solucion de
nanoparticulas  sintetizadas ~ quimicamente
mediante citrato de sodio. Sin embargo, como se
puede observar en la figura 3, existe una
diferencia entre la capacidad de inhibicién del
crecimiento bacteriano proporcionada con las
AgNPs obtenidas con desecho DN respecto a los
desechos DV1y DV2.
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Siendo este ultimo el que mayor halo de
inhibicion presenta cuando se coloca contra
Pseudomonas spp, no existen diferencias entre
los halos de inhibicion de los DV2 y DV1 en el
resto de las bacterias. En todos los pozos el
control negativo (desecho tratado en las mismas
condiciones de la produccion de las
nanoparticulas sin plata) no presenté actividad
por si solo.

Figura 3 Ensayos de actividad antimicrobiana mediante
ensayo de difusion en pozo, con las nanoparticulas
obtenidas con los extractos de los desechos de DN, DV1y
DV2 en concentracion de 0.2 mM AgNOQOsz y sus
respectivos controles de los extractos tratados bajo las
mismas condiciones. A) Ensayo contra Pseudomonas spp.,
B) Ensayo contra Vibrio cholerae, C) Ensayo contra E.
coli.

Fuente: Disefio propio, editado en GIMP
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Conclusiones

De manera exitosa se lograron obtener
nanoparticulas de plata utilizando el desecho del
insecto Ulumoides dermestoides, una ruta
sintética de un solo paso y contribuyendo a su
obtencidén mediante procesos de quimica verde.
Hubo diferencias importantes en las curvas
espectrales para las nanoparticulas obtenidas con
los diversos desechos, lo cual implica que los
metabolitos generados debido a la alimentacion
pudieran ser diferenciales.

La principal contribucion de esta
investigacion es la apertura de un nuevo sistema
de reduccion 100 % amigable con el medio
ambiente y usando un producto de desecho de las
granjas de crecimiento de insectos comestibles.
Generando una linea de trabajo para la
produccion de nanoparticulas a partir de
desechos de insectos aprovechando la
versatilidad metabdlica del sistema. Aunque en
este trabajo se explora exclusivamente el uso de
plata, queda abierto el espacio para la realizacién
de experimentos en distintos metales. La
sencillez de la sintesis y el efecto diferencial de
los metabolitos de los desechos permite ampliar
las condiciones de sintesis para lograr procesos
mas rapidos y econémicos.
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Sugerencias del Tema

Se ha explorado exclusivamente el sistema de
extractos acuosos de desechos (de distinto tipo)
del insecto Ulumoides dermestoides, para la
obtencion de NPsAg, sin embargo, es necesario
evaluar el poder reductor y condiciones para la
produccién de otro tipo de nanoparticulas
(mediante diversos metales, distintos a la plata),
asi como comparar el efecto de las dietas en el
poder reductor del desecho y el uso de otros
insectos pertenencientes a la misma familia de
coledpteros.
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