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RESUMEN: La sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando extractos vegetales constituye una
alternativa sostenible para aplicaciones en conservacion de alimentos. En este estudio se empled extracto acuoso y
etanolico de Rosmarinus officinalis como agente reductor y estabilizante para la obtencion de AgNPs, las cuales fueron
caracterizadas mediante espectroscopia UV-Vis, obteniendo picos de resonancia plasmonica entre 415 y 443 nm. Los
extractos revelaron la presencia de metabolitos fitoquimicos clave, polifenoles, flavonoides, taninos y saponinas que
favorecieron la formacion y estabilidad de las nanoparticulas. La actividad antimicrobiana, evaluada por difusion en disco
contra Escherichia coli ATCC 25922, mostrdé halos de inhibicion superiores en las formulaciones basadas en extracto
etanolico, evidenciando un efecto sinérgico entre los compuestos bioactivos y las AgNPs. En la aplicacion pos cosecha
sobre manzanas (Malus domestica), las nanoparticulas contribuyeron a reducir el pardeamiento, la pérdida de firmeza y el
deterioro microbiano durante 15 dias de almacenamiento. Estos resultados confirman el potencial del sistema extracto
AgNPs como alternativa natural y funcional para la preservacion de frutas frescas, promoviendo tecnologias poscosecha
mas seguras y sostenibles.

Palabras clave: conservacion poscosecha, actividad antimicrobiana, fitoquimicos.

ABSTRACT: Green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using plant extracts represents a sustainable approach for
food preservation applications. In this study, aqueous and ethanolic extracts of Rosmarinus officinalis were employed as
reducing and stabilizing agents for the formation of AgNPs, which were characterized by UV-Vis spectroscopy, showing
surface plasmon resonance peaks between 415 and 443 nm. Phytochemical screening confirmed the presence of key
bioactive metabolites, polyphenols, flavonoids, tannins, and saponins that supported nanoparticle formation and stability.
Antimicrobial activity, assessed through disk diffusion against Escherichia coli ATCC 25922, revealed larger inhibition
zones in ethanolic formulations, indicating a synergistic effect between extract constituents and AgNPs. When applied to
Malus domestica fruits, the hybrid extract AgNPs system effectively reduced browning, firmness loss, and microbial
deterioration during 15 days of storage. These findings highlight the potential of naturally derived AgNPs as a functional
and sustainable alternative for extending the shelf life of fresh fruits and enhancing postharvest preservation technologies.
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INTRODUCCION

La busqueda de alternativas naturales para la
conservacion de alimentos frescos ha adquirido una
relevancia creciente en los dultimos afos, impulsada
por la demanda de productos de ‘“etiqueta limpia” y
por la preocupacion global respecto al aumento de
microorganismos resistentes a tratamientos antimicrobianos
convencionales (1). Esta problematica ha motivado
el interés por matrices bioactivas de origen vegetal,
reconocidas por su seguridad, disponibilidad y compatibilidad
con sistemas alimentarios. Entre ellas, el romero
(Rosmarinus officinalis) destaca por su elevado contenido
de metabolitos secundarios polifenoles, flavonoides vy
terpenoides asociados a actividades antioxidantes y
antimicrobianas ampliamente documentadas (2) Estas
caracteristicas hacen de esta especie una fuente
prometedora para el desarrollo de agentes funcionales
orientados a la preservacion de frutas y hortalizas.
Paralelamente, los avances en nanotecnologia han permitido
generar materiales con propiedades antimicrobianas
significativamente superiores a las de sus equivalentes
convencionales. Las nanoparticulas de plata (AgNPs)
son particularmente relevantes debido a su capacidad
para interactuar con membranas celulares, proteinas
estructurales y componentes intracelulares esenciales,
provocando alteraciones en procesos metabolicos criticos
de bacterias y hongos (3). No obstante, los métodos
tradicionales de sintesis de nanoparticulas como la reduccion
quimica con borohidruro de sodio, la sintesis por citrato
o la pirdlisis de sales metalicas suelen implicar el uso de
reactivos toxicos, altas temperaturas o la generacion de
subproductos ambientalmente perjudiciales, lo que limita
su aplicacion directa en matrices comestibles (4) . En
este contexto, la sintesis verde basada en extractos de
plantas constituye una estrategia sostenible que permite
obtener nanoparticulas mediante mecanismos biolégicos
de reduccion y estabilizacion, evitando el empleo de
sustancias peligrosas y reduciendo el impacto ambiental
del proceso (4). Los compuestos fitoquimicos presentes
en extractos vegetales no solo facilitan la formacion de
nanoparticulas, sino que ademas aportan propiedades
bioactivas adicionales, generando sistemas hibridos de
interés para la conservacion poscosecha. La combinacion
de AgNPs con extractos ricos en polifenoles puede potenciar
la actividad antimicrobiana y antioxidante del material
resultante, favoreciendo su aplicacion como recubrimiento
natural para productos frutales altamente perecibles.
Las manzanas frescas (Malus domestica) presentan una
susceptibilidad marcada al deterioro fisioldgico y microbiano
durante el almacenamiento, manifestado a través de
procesos como pardeamiento, pérdida de firmeza y
colonizaciéon por bacterias ambientales. Estos factores
representan un desafio para la cadena de distribucién y
comercializaciéon. La incorporacion de agentes bioactivos
en forma de peliculas, recubrimientos o suspensiones
aplicadas superficialmente ha demostrado potencial para
extender su vida util, especialmente cuando combinan
mecanismos antioxidantes y de inhibicion microbiana (5).

En este marco, el uso de nanoparticulas obtenidas mediante
sintesis verde surge como una alternativa prometedora
para el control de patdégenos como Escherichia coli, un
microorganismo de importancia en inocuidad alimentaria.
La articulacion de extractos vegetales con nanoparticulas
metdlicas permite explorar nuevas vias para mejorar la
estabilidad, funcionalidad y desempefio antimicrobiano de
los conservantes naturales, reduciendo la dependencia de
aditivos sintéticos e incorporando principios alineados con la
sostenibilidad. El analisis integral de estos sistemas hibridos
posibilita identificar su capacidad para mitigar el deterioro
microbiano y fisioldgico en productos frescos, contribuyendo
al desarrollo de tecnologias poscosecha mas seguras,
eficientes y ambientalmente responsables.

MATERIALES Y METODOS

Materiales vegetales, fruticolas y reactivos

Las hojas frescas de Rosmarinus officinalis se
adquirieron en el mercado “La Dolorosa” (Milagro, Ecuador),
seleccionando unicamente material con coloracion verde
uniforme, sin necrosis ni signos de dafio mecanico. El
material vegetal fue transportado en contenedores térmicos
a 4 °C y procesado dentro de las dos horas posteriores a
su adquisiciéon. Las manzanas (Malus domestica variedad.
“Anna”) se obtuvieron en el supermercado Tia (Babahoyo,
Ecuador) y se seleccionaron por uniformidad de tamafo
(145-165 @), firmeza = 70 N medida con un penetrémetro
FruitTest FT-327, madurez uniforme y ausencia de
recubrimientos, verificada mediante prueba de solubilidad
en agua caliente (60 °C, 30 s). Se emplearon nitrato
de plata (AgNOs, 99.8 %, Loba Chemie®), hipoclorito de
sodio (Merck®), etanol al 96 % (Quifatex®), reactivos para
analisis fitoquimico (Sigma-Aldrich®) y medios de cultivo
Mueller-Hinton Agar (Oxoid®) y agar nutritivo BD Difco™.
El material de vidrio Pyrex®, tubos Falcon®y discos Whatman
No. 1 fueron esterilizados en autoclave Tomy SX-500E.

Preparacion del extracto de Rosmarinus officinalis

Las hojas fueron lavadas con agua potable y desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 0.1 % durante 10 minutos,
realizandose posteriormente tres enjuagues con agua
destilada estéril. El material vegetal se trituré con un molinillo
eléctrico Oster® 600 W hasta obtener particulas de 1-3 mm.
Para la primera decoccién, se calentaron 150 g del material
triturado con 300 mL de agua destilada en un bafio Maria
Memmert WNB14 a 95 £ 2 °C durante 25 minutos. La mezcla
se filtr6 en caliente con gasa estéril. A continuacion, se
afiadieron 150 g adicionales de hojas trituradas al filtrado y
se repitié el proceso de decoccion. El extracto combinado se
concentré en placa calefactora Thermo Scientific™ Cimarec+
a 60 °C durante 20-25 minutos hasta alcanzar un volumen
final de 150 mL, y se almacend en frascos ambar Schott® a
4 °C por un maximo de 48 horas.


https://cu-id.com/2050/v47n1e10

Sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) utilizando extracto de Rosmarinus officinalis y evaluacién de su efecto conservante en Malus domestica

Sintesis verde de nanoparticulas de plata

La sintesis de AgNPs se realiz6 mezclando 50 mL del
extracto vegetal concentrado con 50 mL de una solucion
acuosa de AgNOs; a 0.02 M en un matraz Erlenmeyer
estéril. La reaccion se mantuvo a 60 °C bajo agitacion
magnética a 400 rpm durante 45 minutos. La formacion de
nanoparticulas se evidenci6 por el cambio de coloracion de
amarillo palido a pardo-rojizo. La suspension resultante se
filtré con papel Whatman No. 1 y se almacend a 4 °C hasta
su caracterizacion.

Caracterizacion espectroscopica (UV-Vis)

La caracterizacion se realizd en un espectrofotometro
Shimadzu UV-1900i. Se colocaron 2 mL de la suspension de
AgNPs en cubetas de cuarzo Hellma Analytics®, efectuando
un barrido espectral de 200 a 800 nm con intervalo de paso
de 1 nm y agua destilada como blanco. La presencia del
pico de Resonancia de Plasmén Superficial (RPS) confirmd
la formacién de nanoparticulas metdlicas.

Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis fitoquimico de los extractos acuoso, acidulado
y etandlico se efectué segun métodos convencionales para
detectar metabolitos secundarios. La presencia de saponinas
se evalu6 mediante la prueba de espuma, agitando 5 mL del
extracto durante 30 segundos y observando la estabilidad
de la espuma tras 10 minutos. Los compuestos fendlicos
se identificaron mezclando 1 mL del extracto con tres gotas
de FeCl; al 1 % vy registrando cambios caracteristicos de
coloracion. Los flavonoides se determinaron mediante la
reaccion de Shinoda, afiadiendo un fragmento de magnesio
metalico y HCI concentrado a 2 mL del extracto. Los taninos
se detectaron agregando gelatina al 1 % y NaCl al 10 %
a 2 mL del extracto, considerando positiva la formacion de
precipitado. Los azucares reductores se evaluaron mediante
la prueba de Fehling, calentando la mezcla a 90 °C durante
cinco minutos y observando la formacién de precipitado rojo
ladrillo. Todas las pruebas se realizaron en duplicado con
blanco de agua destilada.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evaluo frente a Escherichia
coli ATCC 25922 mediante el método de difusién en disco.
La cepa se reactivd en agar nutritivo BD Difco™ a 37 °C
durante 24 horas y se ajusté a 0.5 McFarland con un
densitometro Grant Instruments® BioDenser 2. Las placas
de Mueller-Hinton Agar fueron inoculadas con 100 pL del
inoculo por extension y se colocaron discos Whatman No.
1 impregnados con 20 yL de cada formulacién de AgNPs.
Se incluyeron control negativo (extracto sin nanoparticulas) y
positivo (gentamicina 10 pg). Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas y los halos de inhibicion se midieron con un
vernier digital Mitutoyo®.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para absorbancia, longitud de
onda, halos de inhibicién y parametros fisicoquimicos
se procesaron mediante  estadistica  descriptiva,

reportando media * desviacion estandar (n = 3). El analisis se
realizo utilizando el software R, version 4.3.1 (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Todas las graficas
y célculos asociados se generaron dentro del mismo
entorno estadistico.

cosecha

Ensayo de conservacion

en manzanas

pos

El efecto conservante se evalu6 en un disefio
completamente al azar con tres tratamientos: control
negativo (sin recubrimiento), control positivo (emulsion
de cera de abejas) y tratamiento con la suspension
AgNPs-romero. La emulsién de cera se preparé fundiendo
5 g de cera de abejas BeeFarm® a 90 °C y emulsionandola
con 250 mL de agua destilada hirviendo, agitando a 800 rpm
durante 30 minutos. Las manzanas se desinfectaron con
agua clorada (10 ppm), se secaron en flujo laminar Telstar
Bio-ll-A y se traté cada fruto con 1.5 mL de la formulacion
correspondiente mediante un atomizador Preval®. Tras
un secado de 30 minutos a 25 £ 2 °C, los frutos se
almacenaron durante 15 dias a temperatura ambiente. Se
evalué pérdida de peso, firmeza (penetrometro FT-327),
pardeamiento superficial y apariencia visual, obteniéndose
registros fotograficos con una camara Canon EOS T7 bajo
iluminacion controlada.

RESULTADOS

Caracterizacion visual y espectroscopica de
nanoparticulas de plata (AgNPs)

La sintesis verde de AgNPs utilizando extracto acuoso
de Rosmarinus officinalis mostré una evidencia visual
inmediata de reduccién, reflejada en la transicion del
color amarillo palido del extracto hacia tonalidades pardo-
rojizas tras el proceso de calentamiento. Este cambio
cromatico es consistente con la formacién de nanoparticulas
metdlicas y se observo de forma homogénea en todas las
formulaciones preparadas.

La caracterizacion mediante espectrofotometria UV-Visible
presentd un pico bien definido de Resonancia de
Plasmon  Superficial (RPS) entre 415 y 443 nm, con
variaciones dependientes de la proporcion extracto-AgNO:s.
Los espectros exhibieron curvas simétricas sin presencia
de hombros laterales, lo cual sugiere una distribucion
relativamente homogénea del tamano de particula. La
absorbancia maxima oscil6 entre 2.257 + 0.011 vy
2.334 + 0.009, indicando una alta estabilidad coloidal.

Analisis fitoquimico cualitativo

El analisis fitoquimico preliminar evidencio la presencia de
metabolitos secundarios relevantes para la sintesis verde de
nanoparticulas. En la Tabla 2 se presentan los resultados
obtenidos mediante pruebas cualitativas para tres tipos de
extractos (destilado, acidulado y etandlico).

Estos resultados confirman diferencias en la disponibilidad
de metabolitos reductores segun el solvente utilizado, lo que
concuerda con las variaciones espectrales observadas en la
caracterizacion UV-Vis.
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Tabla 1. Espectroscopia UV-Vis de AgNPs sintetizadas con
diferentes proporciones extracto-AgNOs

Extracto-AgNO: Longitud de onda (nm) Absorbancia (au)

1055 440 + 1 2.263 £ 0.012
5:5 424 +2 2.309 +0.010
10:5 (AA) 443 + 1 2.257 +0.011
5:5 (AA) 426 + 1 2.302 £ 0.014
10:5 (AE) 415+3 2.334 +0.009
5:5 (AE) 418 +2 2.328 +0.011

AD = extracto destilado, AA = extracto acidulado, AE = extracto etandlico

Tabla 2. Presencia de metabolitos secundarios en extractos de
Rosmarinus officinalis

Extracto Extracto Extracto

Metabolitos destilado acidulado . lico (AE)
(AD) (AA)

Saponinas + ) ’
AzUcares + A v
reductores
Compuestos et i o
fendlicos
Flavonoides ++ i o
Taninos + * o
Terpenos + " b

(+ = bajo; ++ = moderado; +++ = alto)

Actividad antimicrobiana de AgNPs frente a
Escherichia coli ATCC 25922

La actividad antimicrobiana evaluada por el método de
difusién en disco reveld halos de inhibicién significativos para
todas las formulaciones de AgNPs derivadas de los tres tipos
de extractos. El extracto etandlico (AE) presento los valores
mas altos, alcanzando halos de 16.2 + 0.5 mm, mientras que
los extractos destilados (AD) y acidulados (AA) mostraron
actividades moderadas, entre 5.1 £ 0.3 mmy 11.8 £ 0.4 mm.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de formulaciones AgNPs-
romero frente a E. coli ATCC 25922

Tratamiento Halo (mm) Media*DE Tukey (p < 0.05)
AE 10:5 16 mm 16.2+0.5 a
AE 5:5 14 mm 14.0+0.6 a
AD 10:5 9 mm 9.1+04 b
AD 5:5 6 mm 58+0.3 b
AA 10:5 11 mm 11.8+0.4 b
AA 5:5 5 mm 52+0.2 b

El analisis estadistico mostré diferencias significativas
entre tratamientos (ANOVA, p < 0.05). Las formulaciones
provenientes del extracto etandlico mostraron la actividad
antimicrobiana mas elevada.

Conservacion poscosecha de manzanas tratadas
con AgNPs-romero

Durante el periodo de 15 dias a temperatura ambiente,
los frutos del grupo control negativo mostraron deterioro
progresivo desde el dia 5, caracterizado por pardeamiento
superficial, pérdida de turgencia y aparicién de manchas. El
control positivo (cera de abejas) mostré retraso moderado
del deterioro.

Las manzanas tratadas con la  suspension
de AgNPs-romero mantuvieron sus caracteristicas
organolépticas durante todo el periodo experimental, con
menor pérdida de peso y mayor firmeza respecto a
los controles.

Tabla 4. Evaluacion fisicoquimica de manzanas durante
almacenamiento (dia 15)

Tratamiento Pérdida de Firmeza (n) Pardeamiento
Peso (%) (0-4)
Control 12.8+0.7 521+1.2 3.5+0.2
negativo
Control positivo 8.4+05 59.0+1.0 26+0.3
AgNPs-Romero 41+04 67.8+14 0.8+0.1
El tratamiento AgNPs-romero presentd valores

significativamente superiores en firmeza (p < 0.05) y
en retencion de peso, ademas de un pardeamiento
sustancialmente menor.

DISCUSION

Los resultados obtenidos evidencian que los extractos
de Rosmarinus officinalis poseen un notable potencial
para la sintesis verde de nanoparticulas de plata, lo que
coincide con estudios que destacan la utilidad de compuestos
naturales como alternativas sostenibles para la preservaciéon
y el control microbiano en alimentos (6). La presencia
de metabolitos secundarios identificados en los extractos
indica un papel relevante en los procesos de reduccion
y estabilizacién de nanoparticulas, lo cual se alinea con
reportes que atribuyen a los polifenoles y terpenoides una
capacidad significativa para modular reacciones redox y
favorecer la formacion de estructuras nanoestructuradas
estables (7). El intervalo de picos de resonancia plasmonica
observado en estainvestigacion (415-443 nm) es consistente
con valores tipicos descritos para nanoparticulas de
plata sintetizadas mediante extractos vegetales ricos en
compuestos fendlicos (8). La variabilidad registrada entre
los extractos acuosos y etandlicos se relaciona con
diferencias en la composicion fitoquimica extraida, fenémeno
ampliamente reconocido en la literatura, donde la polaridad
del solvente determina la eficiencia de extraccion y la
naturaleza de los metabolitos predominantes (9). En cuanto a
la actividad antimicrobiana, los halos de inhibicién obtenidos
frente a Escherichia coli confirman un efecto sinérgico entre
los metabolitos del extracto y las nanoparticulas de plata.
Esta sinergia ha sido documentada previamente, donde
la combinaciéon de agentes polifenélicos con nanometales
potencia los efectos de permeabilizacion de membranas,
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desestabilizacion estructural y generacion de estrés
oxidativo en microorganismos patégenos (10). Ademas,
la superioridad observada en los tratamientos basados
en extractos etandlicos concuerda con estudios que
sefialan que los solventes organicos favorecen la extraccion
de compuestos con mayor actividad antioxidante y
antimicrobiana (3). El efecto conservante observado en
manzanas frescas tratadas con la formulacion hibrida
AgNPs-extracto representa un resultado relevante para
aplicaciones poscosecha.

La reduccion en pardeamiento, pérdida de firmeza
y aparicion de dafios microbioldgicos se alinea con
investigaciones que destacan la utilidad de recubrimientos
bioactivos y nanoparticulas metdlicas para prolongar la
calidad de frutas durante el almacenamiento (5). Esta
evidencia es congruente con desarrollos recientes orientados
hacia peliculas comestibles y recubrimientos funcionalizados
capaces de incorporar agentes antimicrobianos y
antioxidantes de origen natural (10).

Finalmente, la nanotecnologia aplicada a sistemas
alimentarios continlia posicionandose como una estrategia
con potencial significativo para la mejora de la inocuidad y la
vida util de productos perecibles. Sin embargo, es necesario
considerar aspectos relacionados con estabilidad, migracion
y percepcién del consumidor para su futura implementacion
industrial. Estudios recientes enfatizan la importancia de
evaluar estos factores como parte del desarrollo responsable
de tecnologias basadas en nanoparticulas para uso
alimentario (9).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que el extracto
de officinalis constituye un agente bioactivo eficaz
para la sintesis verde de nanoparticulas de plata,
gracias a su riqueza en polifenoles, flavonoides y otros
metabolitos secundarios capaces de reducir y estabilizar
iones metalicos sin necesidad de emplear reactivos
quimicos agresivos. Las AgNPs generadas presentaron
caracteristicas opticas consistentes con nanoparticulas bien
formadas y estables, con picos de resonancia plasmonica
en el rango caracteristico para plata sintetizada mediante
especies vegetales.

La evaluacion antimicrobiana evidencid que las
formulaciones hibridas extracto AQNPs ejercen una actividad
inhibitoria significativa frente a Escherichia coli, confirmando
un efecto sinérgico entre los compuestos fitoquimicos del
extracto y la accidn biocida de la plata. Este comportamiento
se reforz6 en los tratamientos obtenidos con extracto
etandlico, los cuales presentaron halos de inhibicion
superiores y mayor consistencia en la respuesta microbiana.

En la aplicacion poscosecha, la incorporacion de estas
nanoparticulas en tratamientos superficiales de manzanas
frescas permitié reducir el pardeamiento, disminuir la pérdida
de firmeza y limitar la colonizacién microbiana visible durante
el almacenamiento, extendiendo la estabilidad del fruto y su
apariencia comercial. Estos hallazgos respaldan el potencial
de las AgNPs de origen vegetal como alternativa natural y
sostenible para la conservacion de frutas perecibles.

En conjunto, el estudio confirma la viabilidad técnica
de integrar extractos de romero y nanoparticulas de
plata obtenidas mediante sintesis verde en estrategias de
preservacion poscosecha, ofreciendo una opcion funcional
con propiedades antimicrobianas y antioxidantes que podria
sustituir parcial o totalmente a los conservantes sintéticos.
Para avanzar hacia una implementacion industrial, se
recomienda profundizar en analisis de migracién, estabilidad
a largo plazo, evaluacion toxicoldgica y aceptacion del
consumidor, con el fin de garantizar la inocuidad vy
sostenibilidad de su uso en sistemas alimentarios reales.
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