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RESUMEN

Ruvalcaba-Diaz, Betsy Crisel. MCA. Instituto Tecnoldgico de Tepic, agosto 2021. Efecto
antimicrobiano del nanocomposito ZnO-MgO sobre microorganismos patégenos. Dr. Jorge Alberto

Sénchez-Burgos.

La nanotecnologia tiene diversas funciones y areas de oportunidad, con aplicaciones en diversos
sectores, incluyendo la agricultura, la medicina, alimentos y seguridad alimentaria. En la seguridad
alimentaria los nanomateriales son utilizados desde el procesamiento de alimentos hasta los ensayos
de deteccion de patégenos y contaminantes, ya que los patdgenos pueden transmitirse al cuerpo
humano a partir de la ingesta de estos alimentos contaminados. EI empleo de nanomateriales para
combatir patdgenos que transmiten enfermedades a través de los alimentos, puede ser clave para
disminuir las enfermedades transmitidas, debido a su capacidad para penetrar con facilidad las

membranas celulares interrumpiendo varios procesos intracelulares.

Por lo cual el objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto antimicrobiano de los nanomateriales
dobles laminares sobre las cepas patdgenas Escherichia Coli, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus
Aureus, Salmonella paratythi A, y Listeria monocytogenes. El desarrollo de los éxidos mixtos a base
de ZnO (Zn0O-MgO), se llevd a cabo por el método de microondas. Posteriormente se realizé la
caracterizacién de los polvos donde se logré identificar los materiales, y la morfologia, de cada
material y controles establecidos. Ademas del tamafio de particula, los cuales presentaron un tamafio
nanomeétrico (20-49 nm) con forma aglomerada en cubos o semi-globulares de una manera
mayoritariamente uniforme. Por otro lado, se present6 un efecto antimicrobiano de parte de los 6xidos
mixtos (ZnO-MgO), mostrando su efectividad en bacterias tanto Gram negativas como positivas. Es
posible que actten los 6xidos mixtos por dos mecanismos, permitiendo una formacion excesiva de
especies reactivos de oxigeno (ROS), las cuales llevan a estrés oxidativo y por Gltimo a dafio celular
o ejerciendo dafio a la membrana celular, mediante la unién de atomos o moléculas encontradas en la

superficie del material a ésta, resultando en un derrame del contenido intracelular.

Finalmente, los 6xidos mixtos (ZnO-MgO), presentaron un efecto antimicrobiano en contra de,
Escherichia Coli, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus Aureus, Salmonella paratythi A, y Listeria
monocytogenes, preservando las caracteristicas del ZnO independientemente del dopante (MgO)

afiadido, y promoviendo asi su posible uso como agente antimicrobiano.

Palabras Clave: Nanoparticulas, Alimentos, Patoégenos, Efecto antimicrobiano.



SUMMARY

Ruvalcaba-Diaz, Betsy Crisel. MCA. Instituto Tecnoldgico de Tepic, August 2021. Antimicrobial
effect of ZnO-MgO nanocomposite on pathogenic microorganisms. Dr. Jorge Alberto Sanchez-

Burgos.

Nanotechnology has various functions and areas of opportunity, with applications in various sectors,
including agriculture, medicine, food and food safety. In food safety, nanomaterials are used from
food processing to detection tests for pathogens and contaminants, as pathogens can be transmitted
to the human body from the intake of these contaminated foods. The use of nanomaterials to combat
pathogens that transmit diseases through food, may be the key to reduce foodborne illnesses, due to
their ability to easily penetrate cell membranes interrupting various intracellular processes.

Therefore, the objective of this project was to evaluate the antimicrobial effect of double laminar
nanomaterials on the pathogenic strains Escherichia Coli, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus
Aureus, Salmonella paratythi A, and Listeria monocytogenes. The development of mixed oxides with
ZnO as a base (ZnO-MgO), was carried out by the microwave method. Subsequently, the
characterization of the powders was carried out making it possible to identify the materials, and the
morphology, of each material and the established controls. In addition to the particle size, which was
observed to have a nanometric size (20-49 nm) and semi-globular or an agglomerated shape in cubes,
in a mostly uniform way. The mixed oxides (ZnO-MgO), presented an antimicrobial effect showing
its effectiveness in both Gram negative and positive bacteria. It is possible that mixed oxides act by
two mechanisms, allowing an excessive formation of reactive oxygen species (ROS), which lead to
oxidative stress and finally to cellular damage or exertion of damage to the cell membrane, by binding
atoms or molecules found on the surface of the material to it, resulting in leakage of the intracellular

content.

Finally, the mixed oxides (ZnO-MgQ), presented an antimicrobial effect against, Escherichia Coli,
Enterococcus Faecalis, Staphylococcus Aureus, Salmonella paratythi A, and Listeria monocytogenes.
Preserving the characteristics of ZnO regardless of the added dopant (MgO), thus promoting its

possible use as an antimicrobial agent.

Key Words: Nanoparticles, Food, Pathogens, Antimicrobial effect.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas a través de patdgenos en los alimentos humanos son la
amenaza principal para la seguridad alimentaria, por lo cual la inhibicién y control de dichos
patogenos representa un problema importante en la industria alimentaria, ya que estos
patdgenos pueden transmitirse al cuerpo humano a partir de la ingesta de estos alimentos
contaminados. Es por esto que, la seguridad alimentaria y los problemas emergentes de
bioseguridad alimentaria son importantes no solo para los consumidores sino también para
la produccion de alimentos.

Los centros de control de enfermedades y prevencion (CDC, por sus siglas en inglés) en los
Estados Unidos han reportado que cada afio los patégenos, Salmonella spp., Escherichia coli
0157, Listeria monocytogenes y Campylobacter spp. entre otros causan mas de 2 millones
de enfermedades transmitidas por alimentos, 31,000 hospitalizaciones y 700 muertes
estimadas, lo que ademas representa un impacto calculado entre de 9,000 y 11,000 millones
de ddlares en la salud humana. Hoy en dia existe una gran cantidad de tecnologias emergentes
que se estan utilizando para contrarrestar los efectos a la salud por parte de estos patégenos,
entre las cuales estan los nanomateriales, esto debido a las ventajas tecnofuncionales que
brindan en diferentes areas de la salud, incluyendo los alimentos. Un ejemplo de este tipo de
materiales son los hidroxidos dobles en capas (LDH), que al ser combinado con la
funcionalizacién se puede llegar a tener mejores propiedades que incrementan las potenciales
aplicaciones. Una de esas aplicaciones es como agentes antimicrobianos o agentes
bacteriostaticos, constituyendo nanoestructuras foto cataliticas que pueden producir especies
reactivas de oxigenos (ROS); esto a nivel celular produce dafios que comprometen la
homeostasis y viabilidad de las células.

Ademas, los metales y las nanoparticulas de éxido metélico pueden matar las células
bacterianas liberando iones metélicos, formando ROS e interaccion electrostética con la
membrana celular. Asi, la accion sinérgica de las nanoparticulas con agentes antibacterianos
naturales puede mejorar la estabilidad de estos agentes y su rendimiento bactericida. A su
vez segun su biocompatibilidad y estabilidad, los nanomateriales han mostrado poseer

excelentes propiedades bactericidas contra varios tipos de bacterias.



Por lo que resaltan como una estrategia con gran potencial de aprovechamiento. Por esto se
propone formular y desarrollar un nanomaterial a base de dxido de zinc (ZnO) con el cual se
pretende disminuir el riesgo de enfermedad por bacterias patdgenas, mejorando las

propiedades bactericidas contra estas mismas.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES
2.1 Patdgenos en seguridad alimentaria

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se deben a patdgenos que son diversas
por naturaleza y son la causa de un problema de salud pablica mundial, dichos patdégenos son
transmitidos a través de varios alimentos y son causantes de enfermedades, (Zhang, 2019).
Por consiguiente, implica una carga econdémica significativa, y un impacto al comercio
mundial de los productos alimenticios. Unicamente en los Estados Unidos, se estima que el
costo total anual de las enfermedades transmitidas por los alimentos en los Estados Unidos
es de aproximadamente 77,700 millones de dolares (Scharff, 2012).

The Centers for Disease Control and Prevention (CDC) en los Estados Unidos han reportado
que cada afio los patdgenos, Salmonella spp., Escherichia coli O157, Listeria monocytogenes
y Campylobacter spp., causan mas de 2 millones de enfermedades transmitidas por
alimentos, 31,000 hospitalizaciones y 700 muertes (Scallan, 2011), lo que ademas representa
un impacto estimado de entre 9,000 y 11,000 millones de ddlares en la salud humana
(Hoffmann, 2015; Minor, 2015).

El aumento considerable de enfermedades causadas por patdgenos de origen alimentario en
las ultimas décadas se debe a la rapida globalizacion del mercado de alimentos, ademas de
los profundos cambios en los habitos alimenticios, cambios en patrones de produccion,
distribucion y consumo de alimentos dando lugar a dificultades en la seguridad alimentaria
(Sankarankutty, 2014).

La resistencia de los patdgenos humanos a los antimicrobianos utilizados actualmente es un
problema econdémico y de salud cada vez mayor en todo el mundo. Las bacterias pueden
poseer resistencia innata a un antimicrobiano o pueden adquirir resistencia de otras bacterias.
Las bacterias utilizan diferentes mecanismos bioquimicos de resistencia como lo es la
inactivacion de antibidticos, modificacion del objetivo o eliminacién activa del antibiotico

de la célula por bombas de eflujo (O’Bryan, 2018)

Los principales causantes de enfermedades transmitidas por alimentos se encuentran dentro
de los productos de origen animal, vegetal, fuentes de agua y alimentos listos para consumo.
A lo largo de la produccion de alimentos estas pueden ser sometidos a diferentes procesos y
un alto grado de manipulacion, aumentando la probabilidad de adquirir patdgenos durante su



procesamiento (Rodriguez-Cavallini et al., 2010). Ademas, el riego o procesamiento de los
productos frescos con agua con contaminacién fecal presenta un riesgo muy comdn dentro
de las causas de ETA (Vital et al., 2014).

2.1.2 Staphylococcus

Staphylococcus se clasifica dentro del grupo Bacillus - Lactobacillus- Streptococcus de
bacterias Gram-positivas (Becker, 2011). Staphylococcus ahora es clasificado en una nueva
familia, Staphylococcaceae, orden Bacillales, clase Bacilli. Es un organismo esférico, no
esporadico y no motil, el cual se divide en méas de un plano formando racimos irregulares
similares a la uva. Es facultativamente anaerobico, catalasa positivo, oxidasa negativo y
puede crecer en 10 % NaCl (Foster, 2015).

Sus células esféricas miden de 0.5-1.5 pum de diametro, los cuales se presentan
individualmente, en parejas, tetraedro o en cadenas cortas (3-4 células) con una pared celular
que contiene peptidoglicano y &cido teicoico (Schleifer & Bell, 2015).

Ademas, se les considera uno de los patdgenos transmitidos por alimentos mas cominmente
aislados y que se considera como una de las principales causas de enfermedades transmitidas
por los alimentos en todo el mundo (Rubab et al., 2018). Entre los principales efectos en la
salud, se puede encontrar una combinacion de ndusea, diarrea, vomito, y dolor abdominal.
En casos mas severos, hay patdgenos que pueden llegar a afectar el sistema nervioso y
médula espinal (Sharif, 2018).

2.1.3 Salmonella

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, subdivision del género Salmonella en
especies y subespecies por sus caracteristicas bioquimicas (Le Minor & Popoff, 1987).
Morfologicamente son varillas rectas, midiendo 0.7-1.5 x 2.0-5.0 um, conforme a la
definicion de la familia Enterobacteriaceae. Son generalmente motiles (peritrichous
flagella), gram negativos y facultativamente anaerdbico con colonias de 2-4 mm de diametro.
Es un patdgeno para los seres humanos, causando fiebres entéricas, gastroenteritis y

septicemia; también puede infectar muchas especies animales ademas de los seres humanos.



Algunos serotipos o serovars estan estrictamente adaptados al anfitrion (Popoff & Le Minor,
2015).

2.1.4 Enteroccocus

En el género Enteroccocus, la mayoria de las especies son parte de la flora intestinal de los
mamiferos y aves, y (mucho menos conocido) otros animales también. Es grampositivo con
células ovoides, las cuales se presentan individualmente, en parejas o en cadenas cortas, y
con frecuencia se alargan en la direccion de la cadena. Son no esporadicas y las cepas de
algunas especies pueden ser motiles por flagela escasa. Algunas especies son pigmentadas
amarillas. Ademas, son facultativamente anaerobicos y tienen su crecimiento 6ptimo en 35-
37 °C (Svec & Devriese, 2015). Es de resaltar que puede causar infecciones graves tales
como infecciones del tracto urinario, endocarditis, bacteriemia e infecciones por heridas.
Ademas, ahora se les reconoce como causas significativas de infecciones transmitidas por

alimentos y son resistente a muchos agentes antimicrobianos (Archimbaud et al., 2002).

2.1.5 Escherichia

El género Escherichia que contempla al microorganismo Escherichia coli se encuentra
habitando el tracto gastrointestinal humano y constituye la mayoria de las bacterias Gram-
negativas aerdbicas del tracto intestinal.

Aunque después de su descubrimiento fue considerada una bacteria no patdgena, sin
embargo, en el siglo XX, se reconocié que algunos serotipos especiales de E. coli eran
patdgenos para los seres humanos y los animales, especialmente para los bebés y los animales
jévenes, y a menudo causan diarrea y sepsis grave. La infeccion con E. coli se puede dar
bebiendo agua contaminada o comiendo alimentos que han sido contaminados con heces
(especialmente carne de res, hamburguesas y carne asada) (Liu et al., 2011). Segln su
morfologia es una varilla no formadora de esporas y es motil por medio de Peritrichous
flagella. Estas bacterias son anaerobicas facultativas; es decir, crecen aerébicamente y
anaerébicamente, aunque prefieren crecer aerdbicamente (Pitout, 2011). Las células de
Escherichia coli tienen una compleja pared celular conformada por dos bicapas lipidicas
concentricas, la membrana externa y la membrana citoplasmatica con un espacio

periplasmatico en el medio. Esta pared celular desempefia muchos roles funcionales en la



proteccion, transporte, locomocidn, deteccion, desintoxicacion y produccion de energia
(Goodsell, 2009).

2.1.6 Listeria Monocytogenes

Listeria Monocytogenes segun su morfologia tiene varillas cortas regulares con un tamafio
de 0.4-0.5 x 1-2 um con lados paralelos y extremos contundentes. Generalmente se presenta
individualmente o en cadenas cortas. Se caracteriza por ser grampositiva, aerobio y
anaerdbico facultativo. Sus colonias (24-48 h) tienen entre 0.5y 1.5 mm de diametro, siendo
redondas, translucidas, bajas convexas con una superficie lisa y un margen entero, no
pigmentado con un aspecto central cristalino. Su temperatura limite de crecimiento es de 0 a
45 °C con un crecimiento 6ptimo a 30-37 °C. No sobrevive al calentamiento a 60 °C durante
30 minutos (McLauchlin, 2015).

A la mano de alimentos crudos, o procesados pero hechos con leche no pasteurizada Listeria
Monocytogenes puede causar listeriosis, una infeccion sistémica que se manifiesta como
bacteriemia, a menudo complicada por la meningoencefalitis en individuos
inmunodeprimidos y ancianos, e infeccion fetal-placentaria en mujeres embarazadas (Lecuit,
2020)

2.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un area de gran desarrollo integrada por varias disciplinas, entre ellas
fisica, quimica, biotecnologia e ingenieria, el cual involucra el uso de nanomateriales a nano
escala (de 1 a 100 nm) (Bajpai et al., 2018). Se trata de materiales que exhiben diferentes
dimensiones en sus elementos estructurales, como racimos, moléculas, o cristales, pudiendo
ser de una a tres dimensiones segln su estructura (nanovarillas, nanotubos, nanofibras, etc)
(Pathakoti, 2017). Estas a su vez pueden ser combinadas con polimeros, resultando en un
tamano de particula mayor y dando lugar a un nanocomposito. Estos materiales, al tener una
alta relacion mayor de volumen superficial, da lugar a caracteristicas fisicoquimicas
inimitables, como cambios en solubilidad, toxicidad, fuerza, magnetismo, difusividad,
oOptica, y color (Gupta, 2016; Singh et al., 2017).



En la seguridad alimentaria los nanomateriales son utilizados desde el procesamiento de
alimentos hasta los ensayos la deteccion de patégenos y contaminantes (Krishna, 2018). Con
ayuda de nanomateriales se puede mejorar la eficacia de los envases de alimentos, la vida Gtil
y el valor nutricional utilizandolos como aditivos sin cambiar el sabor o las caracteristicas
fisicoquimica de los productos alimenticios (He, 2016). Ademas, han sido utilizados para
eliminar contaminantes (Sun et al., 2013; Zhu, 2012) como antimicrobianos (Kim, 2012). Un
ejemplo del uso de nanomateriales como antimicrobiano, es el embalaje activo el cual utiliza
nanomateriales de polimero que contienen moléculas especificas que brindan la capacidad
de absorber o liberar los componentes hacia o desde el entorno circundante de los alimentos
envasados. Dichos nanomateriales de polimero activos se han desarrollado principalmente

para aplicaciones de envasado antimicrobiano (Silvestre, 2011).

2.3.1 Hidroxidos dobles en capas

Los hidréxidos dobles en capas (LDH), conocidos también como arcillas anidnicas, son un
tipo de material en capas (Fan et al., 2014). Dicho material estd compuesto por capas
metalicas cargadas positivamente y aniones entre capas y agua. Su formula general es la
descrita en la Ecuacion 1, donde donde M2ty M3* son un cation bivalente metalico y un
cation trivalente metalico como lo son M2* = Mg?*, Fe?*, Co?*, Cu?*, Zn?*, M3+ = AP, Fe?",
Mn®*, Co®") (Ecuacion 2), respectivamente, y AP~ es un anion intercapa, es la carga
superficial (AP~ = NOsz -, COs%*, CI-, OH", SO4?%) , esta es determinada por la relacion de
los dos cationes metalicos, la cual esté sujeta a cambios para diversas aplicaciones, su arreglo

estructural se muestra en la Figura 2.1 (Yu, 2017).

[M2+1—x M3+ x(OH)Z ]x+ [Ap_x/p]x+ ) mHZO Ec. (1)
X = M3/ (M** + M3*)  Ec.(2)



Figura 2.1 Estructura tipica de los hidréxidos dobles en capas

Los LDHs son utilizados por poseer caracteristicas estructurales anisotropicas unicas,
haciéndolas potencialmente utiles en una amplia gama de aplicaciones, como
optoelectrdnica, fotonica, catalisis, control de la contaminacion ambiental, almacenamiento
de energia y conversion, y biomateriales (Laipan et al., 2020).

Debido a las propiedades quimicas, en conjunto se utiliza la funcionalizacién ya que es apta
para mejorar notoriamente el rendimiento de los LDHSs o ayudar en el desarrollo de nuevas
propiedades para diferentes aplicaciones (Wan et al., 2016). La funcionalizacién de LDHs
incluye modificaciones a nivel de superficie, forma, tamafio y composicion, (Gao, 2019). Es
posible funcionalizar los LDHs mediante la manipulacion de la composicion de la capa, lo
cual incluye el tipo, la relacion y la valencia quimica de los componentes metalicos, la
regulacién del tamafio y la morfologia de las LDH, y ademéas mediante la creacion de defectos

resultantes de la regulacién de la composicién superficial y en capas (Laipan et al., 2020).

2.3.2 Nanomateriales y sus aplicaciones

El reciente incremento en la atencién al desarrollo de la nanotecnologia en la seguridad
alimentaria se debe por un lado al uso de estas en los sistemas de deteccion basados en
nanotecnologia por los variados mecanismos y disefios los cuales aportan una deteccion
oportuna y precisa de patdégenos traza u otros contaminantes (Banerjee, 2017). Las
aplicaciones de los nanomateriales siguen en aumento en diversos sectores, incluyendo la

agricultura, la medicina, la ropa, la cosmética, alimentos y salud publica. En la industria



alimentaria las aplicaciones tecnoldgicas se enfocan principalmente en envases, tecnologia
de procesos, antimicrobianos e ingredientes alimentarios, clasificandose su uso como
“directo” o “indirecto” (Pathakoti, 2017). Ejemplos de aplicaciones directas incluyen
fragancias, agentes colorantes, antioxidantes, conservantes y componentes biolégicamente
activos. Por otro lado, el uso indirecto de estos materiales se resalta en su uso en la tecnologia
de envasado y sensores, o el uso de catalizadores nanoestructurados competentes para la
hidratacion de las grasas (Moraru et al., 2009; Stankovi¢ et al., 2009)

2.3.2.1 Efecto antibacteriano

La nanotecnologia tiene diversas funciones y areas de oportunidad, pero en los ultimos afios
se observé mayor atencion centrado en las nanoparticulas metalicas (plata, zinc, etc.) por sus
propiedades antimicrobianas notables (Khan, 2016).

Los mecanismos méas comunes a través de los cuales los nanomateriales exhiben su actividad
bactericida son mediante la interrupcion de la membrana celular (Xi, 2014), o la perturbacion
del metabolismo como lo es el metabolismo purina (Sirelkhatim, 2016), a través de la
desnaturalizacion de las proteinas y dafio al ADN o por inhibicion de la replicacion del ADN
(con la unién al ADN) (Li, 2013), interrupcién de la cadena respiratoria (Choi, 2008),
induccion del estrés oxidativo, formacién de radicales libres (von Moos, 2014) y por Gltimo
mutagénesis (Ahmad, 2012). Tiene ademas una alta reactividad y actividad antibacteriana
debido a su capacidad para penetrar con facilidad, las membranas celulares interrumpiendo
varios procesos intracelulares (Park, 2013). Son utilizados diversos metales y Oxidos
metalicos, por su efectividad como antimicrobianos. A través de las propiedades
fisicoquimicas intrinsecas que poseen, permiten una formacion excesiva de especies
reactivos de oxigeno (ROS), estas a su vez llevan a el estrés oxidativo y por ultimo a dafio
celular. La presencia de estos iones metalicos puede alterar la estructura celular o su funcién
ya sea si estan dentro o en la superficie celular (Fu, 2014; Wu, 2014). Tanto nanoparticulas
CcOmo nanocompositos, son utilizados ampliamente en la industria alimentaria con este fin, y
estan aprobados para ser utilizados en contacto con alimentos por la Administracion de
Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) (U.S.FDA, 2015)
para su uso como desinfectante. Nanoparticulas de plata son utilizadas como una fuente de

iones de Ag", formando proteinas de membrana que a la par forman poros resultando en
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cambios morfolégicos (Morones, 2005), y a su vez catalizando la generacion de ROS en
células bacterianas, esta accion conduce a la muerte celular a través del estrés oxidativo (Kim,
2012). Es importante resaltar que la actividad antimicrobiana de los nanomateriales es
afectada por propiedades fisicoquimicas como lo son, el tamafio, forma, solubilidad, y
capacidad de formar iones metalicos (Khan, 2016). Por ejemplo, nanoparticulas de un tamafio
menor muestran una mayor actividad antimicrobiana que las nanoparticulas de tamafio mayor
(Lu, 2013).

2.4 Nanoparticulas de Oxido de zinc (ZnO NPs)

Las nanoparticulas de 6xido de zinc son una de las nanoparticulas mas abundantes, esta tiene
una produccién anual global de alrededor de 550 toneladas y ademaés tiene una actividad
antimicrobiana significativa. Dicha actividad se ha probado contra patdgenos tanto
grampositivos como gramnegativos incluyendo Campylobacter jejuni, Salmonella
typhiruim, Klebsiella pneumoniae, incluyendo también patdégenos transmitidos en alimentos
como Escherichia coli (0157:H7), Listeria monocytogenes, y Vibrio cholerae (Khan, 2016).
Cabe resaltar también que las ZnO NPs son econdmicas en su obtencion y ya son utilizadas
en varios productos comerciales (Dastjerdi & Montazer, 2010; Keller et al., 2013; Piccinno
et al., 2012). Ademas, las ZnO NPs son menos toxicas a los humanos en comparacion con
nanoparticulas de CuO y Ag (Bai et al., 2012; Bondarenko et al., 2013). Los mecanismos de
la actividad antimicrobiana de ZnO NPs son muy similares a Ag NPs, por ejemplo, la relacion
entre la disminucion en tamafio de particula y una mayor actividad antimicrobiana ha sido
reportada en ambas (Lu,2013;Maqusood et al., 2014). La forma de dichas nanoparticulas
influye en su propiedad de entrar a las células. Se ha reportados que en formas floreadas con
bordes afilados se tiene mayor actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, en comparacion con formas de varillas esféricas lisas (Talebian et
al., 2013).

En un estudio donde se reporto la toxicidad de MgO en 3 tipos de células de mamiferos, se
demostré que no muestran efectos de toxicidad a menos de 100 pg/ml. Por otro lado, ZnO
NPs, tuvieron valores promedio IC50 de 22.4 pug/mL y una toxicidad minima de ZnO NPs

(8-10 nm) con valores menores a 100 ug/mL (Buzulukov lu, 2014). Por otro lado, se observo
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que la genotoxicidad de ZnO NPs solo se observa en estudios in vitro y no en estudios in
vivo, esta particularidad se debia en gran cantidad al estrés oxidativo (Vandebriel 2012).

2.5 Nanoparticulas de Oxido de magnesio (MgO NPs)

Las nanoparticulas de 6xido de magnesio son un material atractivo para las industrias debido
a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, y relativamente bajo costo por lo que son
utilizados ampliamente. Algunos usos en la salud atribuidos a esta nanoparticula son el aliviar
la acidez estomacal, dolor de estdbmago y para la regeneracion del hueso, ademas su uso como
antimicrobiano y agente antitumoral (Tang, 2014).

Las nanoparticulas de Oxido de magnesio también han mostrado tener actividad
antimicrobiana significante. Se pueden utilizar solo como antimicrobianos o en combinacién
con otros agentes antimicrobianos (Dizaj, 2014). Ademas, se ha demostrado que la eficacia
bactericida de MgO NPs aumenta con la disminucion del tamafio de particula y el aumento
de la concentracion (Hotze, 2010).

El mecanismo antimicrobiano de nanoparticulas de MgO se debe a la generacion de
superdxido en la superficie de las nanoparticulas, ademéas de un aumento en el pH por la
hidratacion con agua (Yamamoto, 2010). Aunque estos factores han sido comprobados, un
reciente estudio resaltd que no son los factores principales que contribuyen a la actividad
antimicrobiana (Nguyen, 2018). Esta reportado que las nanoparticulas de MgO ejercen un
dafio en la membrana celular, mediante la union de éstas a la membrana celular (Figura 2.2)
mostrandose en bacterias patégenas tales como Escherichia coli O157:H7 y Salmonella esto
causa un derrame del contenido intracelular lo que deriva en la muerte de las células
bacterianas (Jin, 2011). El incremento en el area de superficie determina el niimero de grupos
reactivos en la superficie de la particula, y este a su vez mejora su efecto antimicrobiano. El
incremento del area de superficie se alcanza a través de nanoparticulas de 6xidos metalicos
como lo es el MgO, que exhibe tamafios menores a 100 nm, permitiendo una mayor
proporcion de atomos o moléculas que se exhibiran en la superficie en lugar del interior del
material. En resumen, a medida que el tamafio de una particula disminuye, aumenta su area

de superficie y su actividad antimicrobiana (Jin, 2011).
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MgO NPs
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Mecanismos de accion MgO NPs en bacterias.
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Wembrana celular

Pared Celular

Figura 2.2 Esquema de los posibles mecanismos de accion de MgO NPs contra bacterias.
Estrés oxidativo, dafio de membrana, y concentracion de iones Ca 2+ son algunos de los
posibles mecanismos de accion antibacteriana que se pueden presentar mediante el uso de
nMgO.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La nanotecnologia tiene diversas funciones y areas de oportunidad, con aplicaciones de los
nanomateriales en diversos sectores, incluyendo la agricultura, la medicina, la ropa, la
cosmética, alimentos y salud publica. EI aumento considerable de enfermedades causadas
por patdgenos de origen alimentario en las ultimas décadas se debe a la rapida globalizacion
del mercado de alimentos, ademéas de los profundos cambios en los habitos alimenticios,
cambios en patrones de produccion, distribucién y consumo de alimentos. Dando lugar a
dificultades en la seguridad alimentaria ya que las bacterias pueden poseer resistencia innata
a un antimicrobiano o pueden adquirir resistencia de otras bacterias. Con ayuda de
nanomateriales se puede mejorar la eficacia de los envases de alimentos, la vida Util y el valor
nutricional utilizandolos como aditivos sin cambiar el sabor o las caracteristicas
fisicoquimica de los productos alimenticios.

El empleo de nanomateriales para combatir patogenos que transmiten enfermedades a través
de los alimentos, puede ser clave para disminuir las enfermedades transmitidas y la pérdida
econdmica que esta puede conllevar en la industria de alimentos, debido a su capacidad para
penetrar con facilidad, las membranas celulares interrumpiendo varios procesos
intracelulares.

Por esto se propone controlar los patégenos que dan lugar a enfermedades transmitidas por
alimentos a través del uso de nanomateriales antimicrobianos. EI empleo de este nanomaterial
resultard en dafio o muerte celular al entrar en contacto directo con el patégeno. Ademas, se
ha reportado un efecto antimicrobiano significativo sin la creacion de resistencia bacteriana

con el uso de nanomateriales.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

Los nanomateriales elaborados a partir de hidroxidos dobles laminares mostraran una
estructura tipica del material mayoritario, con caracteristicas estructurales y fisicoquimicas
mejoradas, las cuales tendran un efecto antimicrobiano significativo contra cepas patdégenas

involucradas en las enfermedades transmisibles alimentarias.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar el efecto antimicrobiano de los nanomateriales dobles laminares caracterizados
fisicoquimicamente sobre las cepas patdgenas Escherichia Coli, Enterococcus Faecalis,
Staphylococcus Aureus, Salmonella paratythi A, y Listeria monocytogenes transmisoras de

enfermedades alimentarias

5.1.1 Especificos

1. Sintetizar nanomateriales a base de ZnO mediante el método de microondas.

2. Caracterizar fisicoquimicamente formulaciones de los nanomateriales a base de ZnO.

3. Evaluar el efecto antimicrobiano de los nanomateriales sobre las cepas patogenas
Escherichia coli (ATCC 8939), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 33862), Salmonella paratythi A (ATCC 9150), y
Listeria monocytogenes (ATCC 15313).
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ETAPA 1: SINTESIS Y CARACTERIZACION
6.1.1 Disefio experimental

Se utilizd un disefio unifactorial donde el factor fue el tratamiento con 5 niveles (Dos
controles: ZnO, MgO y 3 concentraciones de 6xidos mixtos ZM 1%, ZM 3%, ZM 5%), tanto
para la etapa 1: sintesis y caracterizacion, como para la etapa 2: actividad antimicrobiana. En
el cual se hizo un andlisis de normalidad Shapiro-Wilk y un Analisis de Varianza de una via,
permitiendo estudiar la influencia de los tratamientos sobre los variables de respuesta

descritas en el cuadro 6.1.

Cuadro 6.1 Disefo unifactorial.

Tratamientos Variables de Respuesta
ZnO Tamafo de particula
MgO Morfologia

ZM 1% Actividad antimicrobiana
ZM 3 %

ZM 5 %

ZM 1%: ZnO-MgO 1%, ZM 3%: ZnO-MgO 3%, ZM 5%: ZnO-MgO 5%

6.1.2 Sintesis de ZnO-MgO

Se empled como precursor acetato de Zinc di hidratado (C4Hs04Zn * 2 H20), como dopante
nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NOs)2 * 6 H.0) agregando 1 %, 3 %y 5 % en peso
en una solucion de alcohol etilico (CH3CH.OH) y agua destilada (H-0), sintetizadas por el
método de microondas en un Monowave 50 (synthesis reactor Monowave 50, Anton Paar,
Graz, Austria) 150°C por 3 min (Figura 6.1), Las muestras se secaron por 24 h y despues se
calcinaron a 500°C por 5 horas (Wang, 2021).
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

Agregar
Precursor + Sintetizar por
Dopante el método de Calcinar

(1,3,5%) en microondas Nl muestras a

v muestras por
una solucion monowave a 24 hrs P 500°c por 5

de alcohol 150°c por 3 hrs.
etilico y agua min.
destilada.

Figura 6.1. Diagrama de flujo para sintesis por el método de microondas.

6.1.2 Espectroscopia de transmision de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-
IR)

La caracterizacion fue obtenido mediante el espectro del nanomaterial empleando un
espectrometro FT-IR (Nicolet iS5, ThermoFisher Scientific,Tokio, Japon) con ayuda de la
reflectancia especular ( por su andlisis no destructiva). El espectro se registrd a temperatura

ambiente, con 24 exploraciones y 4 cm resolucion.

6.1.3 Difraccién de rayos x (DRX)

El andlisis se realiz6 a un voltaje de 40 kB y una corriente de 30 mA (XRD; Empyrean,
Malvern Panalytical, Almelo, Paises bajos). La intensidad de difraccion en funcion del
angulo de difraccion (20) se midi6 entre 4 °y 70 °, usando un paso de 0.03 ° y un tiempo de
conteo de 0.3 s por paso, para determinar la medida del tamafio de particula, y también de
esta manera se proporciond informacion para identificar y cuantificar los componentes
presentes en los nanomateriales.

El tamafio de particula se obtuvo mediante el uso de la formula de Debye—Scherrer’s
(ecuacién 3):

KA
D =m = K)\/(BCOSG) (3)
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Donde D es el tamafio de cristal y 4 es el nimero de onda de la radiacion de rayos X (A =
0.15406 nm) para CuKa; K es generalmente tomado como 0.9 (Ecuacion 4), y S es el ancho
de linea a la mitad de la altura méaxima en radianes, obteniéndose mediante FWHM, la cual

es el ancho completo a la mitad del maximo (Ecuacion 5).

__ KA _
= Boost)D (0.9)(0.15406)/(BcosB) (4)

6.1.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia fue analizada mediante microscopia electronica de barrido (Figura 6.5)
(Bondarenko et al. 2013) (Tescan, MIRA 3LMU, Reino Unido) a 20 kV a un total de 5
nanomateriales. Se preparo6 la muestra mediante un proceso el método de fijacion sputtering,
el cual consiste en la colocacion de una cinta de carbdn en cada pin, y posteriormente la
muestra en dicha cinta de carbon. Posteriormente se coloca el pin en el SEM donde se recubre
con un material conductor (oro) durante 20 s (0.1 mL/s) de bafio de oro para perfeccionar la
imagen y logar magnificaciones de 50,000-100,000 aumentos (hasta 4 nm) permitiendo su

observacién en el microscopio.

6.1.5 Microscopia electrdnica de transmision (TEM)

En la etapa de muestra (specimen stage) se optd por mantener estacionario la muestra, ya que
es asi como se determina la resolucién espacial de la imagen TEM, creando una muestra
circular con un didmetro de 3 mm. Posteriormente, este fue insertado en el vacio de la
columna TEM sin introducir aire (airlock).

Se rotd sobre un eje perpendicular (horizontal o vertical) segun fue necesario para examinar
la forma de ciertas caracteristicas o para visualizar la ubicacion del ensamblaje de las
nanoparticulas. Se utilizo difraccién de area seleccionada (Zhu, 2012) para limitar la region
de la muestra a partir de la cual un electron patron de difraccion se registré tomando D = 20

pum y un aumento de lente objetivo M = 100.
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6.1.6 Andlisis estadistico

El andlisis de datos se realizo utilizando el software STATISTICA (Stat Soft inc 1984-2014.
Tulsa, OK, USA) version 12. La evaluacion de las diferencias significativas para cada etapa
experimental, se realizé por analisis de varianza con un nivel de significancia < 0.05 para el
rechazo de hipotesis de igualdad de medias, seguido de un andlisis post hoc de Tukey con un
alfa de 0.05. Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar. Ademas, para
laetapa 1y 2 se utiliz6 un disefio unifactorial en el que previamente se corroboré normalidad

por la prueba Shapiro-Wilk.

6.2 ETAPA 2: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
6.2.1 Actividad antimicrobiana

Para evaluar el efecto antimicrobiano del nanomaterial, se realizd un ensayo mediante el
método de Kirby-Bauer, generando un antibiograma disco-placa. Se inocularon los
siguientes microorganismos Escherichia Coli (ATCC8939), Enterococcus Faecalis
(ATCC19433), Staphylococcus Aureus (ATCC33862), Salmonella paratyphi A (ATCC9150),
y Listeria monocitogenes (ATCC15313) en placas con agar Mueller-Hinton, la preparacion
del medio se realiz6 de acuerdo con las especificaciones del fabricante (BD bioxon).

En las placas se impregnaron sensidiscos (Figura 2) con los nanomateriales (ZnO-Mg) asi
como los controles positivos (ampicilina, 50 mg/mL) y negativo (agua). Posteriormente, las
placas se incubaron a 38°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron
3 cajas Petri por cada tratamiento resultando en 15 cajas y los resultados se expresaron como
la media * desviacion estandar de la medicion de los halos de inhibicion formados utilizando
un vernier digital (Claude, 2015).

Los halos de inhibicién formados por los controles positivos fueron comparados con los
obtenidos por cada uno de los tratamientos. La interpretacion del potencial efecto
antimicrobiano se realizé considerando los criterios de: sensible (S, >17 mm), intermedia (I,
14-16 mm), o resistente (R, <13 mm) segun las categorias establecidas por EI Comité
Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS, por sus siglas en inglés). Seguido
por un analisis de normalidad utilizando el test de Shapiro-Wilk para analizar el

comportamiento de los tamafios tanto en una determinacion cualitativa como cuantitativa.

24



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

25



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION
7.1.1 Sintesis de materiales

Las nanoparticulas de ZnO y MgO se sintetizaron a partir de la hidroxilacion de los
precursores, debido a los procesos de evaporacién y condensacion propios del método de
sintesis utilizado (Wang, 2021), tal como se muestra en la Ecuacion 6 y Ecuacion 7,
respectivamente. Al igual que la mezcla de 6xidos mixtos, tal como se muestra en la Ecuacion
8 (Das, 2016).

Zn(N0O3)2 H20 + C2HsOH — ZnO + H20 + CO; (6)

Mg(OH)4 + H20 + C2HsOH — MgO + H,0 + CO2  (7)

Zn(OH)2 * Mg(OH)2— ZnO—MgO +2H20 (8)

7.1.2 Anélisis por infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

El analisis de infrarrojo se utilizd para identificar las vibraciones asociadas a los grupos
funcionales existentes en el nanocomposito y sus interacciones (Figura 7.1). En lo referente
al ZnO se detectaron bandas en las regiones de los 550, 650 cm™; lo anterior, demuestra la
presencia del enlace Zn-O (Christobel, 2016). Por su parte, en el MgO de igual manera se
observaron sefiales (667 cm™) atribuidas a la presencia del enlace Mg-O (Ashok, 2015).
Asimismo, en el FT-IR de los nanocompositos se detectaron las sefiales relacionadas con el
ZnO y MgO (550, 650, 667 cm 1), independientemente de la concentracion del MgO como
material dopante. Asi mismo, se detect6 una sefial en 2329 cm™ la cual es relacionada con el
modo de vibracion de O=C=0, esto consistente con lo reportado por Kayani (2015), en
peliculas delgadas de ZnO obtenidas mediante el método de recubrimiento por inmersion sol-
gel. Misma que disminuia en intensidad conforme aumentaba el dopante MgO en la
composicion. Esto nos indica que este grupo funcional puede asociarse con el efecto
antimicrobiano.

Por otro lado, las vibraciones comprendidas entre la region de 1500 y 1700 cm se asocian

a vibraciones asimétricas O=C-O y de estiramiento en C=0 de la estructura del ZnO, la banda
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en 1600 cm™ pertenece a las vibraciones O-H asociadas con la absorcién de agua en las
muestras, tal como lo reporta Anaya-Esparza (2019), en nanoparticulas con TiO2-ZnO-MgO.
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Figura 7.1 Espectros FT-IR nanomateriales. a) ZnO, b) MgO, ¢) ZM 1%, d) ZM 3%, e)
ZM 5%.

7.1.3 Difraccion de rayos-X (DRX)

Las técnicas de DRX son utilizadas para evidenciar la estructura cristalina de los materiales,
ademas de permitir calcular el tamafio de nanoparticula. La Figura 7.2 muestra el DRX del
Zn0O, MgO, ZM 1%, ZM 3%, ZM 5%. En general, el DRX del ZnO presentd sefiales de
difraccion (26) a los 31.60° (100), 34.20° (002), 36.10 ° (101), 47.50° (102), 56.40° (110),
62.60° (103) y 68.80° (112) consistentes con la carta cristalogréfica (JCPDS Card No.00-
001-1136). Por su parte, el MgO mostro sefiales de difraccion (260) a los 36.80° (111), 42.60°
(200), 62.50° (220), 74.50° (311) y 78.40° (222) consistentes con la carta cristalografica
(JCPDS Card 75-1525). Adicionalmente, los nanocompositos formados por ZnO y MgO
presentaron sefiales de difraccion correspondientes tanto al ZnO como al MgO (26 = 31.60°,
20 =34.20°,20 =36.10°,20 = 47.50°,20 = 56.40°,20 = 62.60°,20 = 68.90° y 206=74.50°). Cabe

sefialar, que al aumentar la concentracion de magnesio la intensidad de la sefial del ZnO
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[(100) (002) (101)] disminuye. Lo anterior, ha sido previamente reportado en la literatura
donde se argumenta que pudiera existir reemplazo de los iones de Zn?* por iones de Mg?* en
la estructura cristalina del ZnO, lo anterior, asociado a que el Zinc presenta mayor radio
ionico (0.60A) en comparacion con el Magnesio (0.574) (Rouchdi, 2017; Yousefi, 2013).

Por su parte, los materiales ZnO, MgO, ZM 1%, ZM 3%, y ZM 5% presentaron tamafio de
particula de 20, 42, 24, 26, 23 nm respectivamente. Dobrucka (2018) reporté tamafios de
particula (utilizando la formula de Scherrer) de 10 nm en ZnO sintetizado por el método de
coprecipitacion. Del mismo modo, Kumar, (2013) inform6 un tamafio de particula de 11 nm
en particulas de MgO. Los autores mencionan que el incremento del tamafio de particula
puede estar relacionado con el incremento del tiempo de calcinacion. Asimismo, se observé
que existe un decremento en el tamafio de particula en los nanocompositos a mayor
concentracion del MgO. Rouchdi (2017) menciona que la presencia de iones Mg?* previene
el crecimiento de cristales de ZnO, influyendo directamente en el tamafio de cristal formado

debido al reemplazo de iones de Zn?* por iones Mg?*.
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Figura 7.2 Difraccién de Rayos X de nanomateriales. a) ZnO, b) MgO c) ZM 1%, d) ZM
3%, e) ZM 5%.
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7.1.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las microscopias SEM son utilizadas para visualizar la superficie de una muestra
permitiendo observar las morfologias presentes. Las imagenes SEM, que se muestran en la
Figura 7.3 indicaron la formacion de nanoparticulas ZnO mayoritariamente uniforme
mostrandose en forma aglomerada en cubos o semi-globulares, tal como lo reportado por Al-
Bedairy (2018), en nanoparticulas ZnO sintetizadas mediante el método de microondas. Por
otro lado, se observo una consistencia entre las superficies exteriores bien definidas y lisas
en forma de nano-hojuelas observadas en nanoparticulas MgO por Shi (2017) y aquella forma
altamente aglomerada reportada por Zaidi (2019). Las morfologias mencionadas
anteriormente son asimilables en los Oxidos mixtos ZnO-MgO, las cuales mantienen las
morfologias caracteristicas. Las diferencias encontradas entre estos materiales mixtos se
deben a las proporciones de sales utilizados durante la sintesis, las cuales tienen una
afectacion minima sobre la morfologia, alargando levemente las nano hojuelas observadas,

mostrando mayor afectacion en la morfologia a mayor cantidad de dopante.

Figura 7.3 Microscopias SEM de Materiales a) ZnO, b) MgO ¢) ZM 1%, d) ZM 3%, e) ZM
5%.
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7.1.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La Figura 7.4 muestra las imagenes TEM de los materiales donde se apreciaron formas de
varillas alargadas o esféricas con tamafios en rangos entre 20 y 49 nm calculados mediante
el uso del software Image J (Public domain, BSD-2). Las particulas en la Figura 7.4 a,y b
mostraron a ZnO y MgO respectivamente, en las cuales se puede visualizar que la primera
se compone mayoritariamente por estructuras esféricas y la segunda por varillas elongadas.
Ambas muestran tener su respectiva formulacion como la Gnica en su composicion, es decir,
no existen mezclas ni una aparente contaminacion, indicadas por su interior translucido. Por
otro lado, las microscopias de los nanocompositos ZM 1%, ZM 3%, y ZM 5% (Figura 7.4
c,d y e, respectivamente) muestran la integracion de las sales en el interior de las particulas
gue la componen, esto sugerido por la opacidad del interior de las particulas, las cuales

indican que tuvieron una correcta estructuracion.

JEOL 1010

Figura 7.4 Microscopias TEM de materiales, a) ZnO, b) MgO c) ZM 1%, d) ZM 3%, e)
ZM 5%
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Los histogramas obtenidas Figura 7.5 (c,e) presentaron formas similares a una curva de
distribucion normal indicando una mayor homogeneidad en el tamafio de particula . El
Cuadro 7.1 muestra valores de tamafio de particula consistentes con aquellos obtenidos
mediante la ecuacion de Scherrer (ecuacion 3) utilizado en DRX, en la que se obtuvieron
tamarios de particula de 20, 48, 24, 26 y 23 nm para los tratamientos ZnO, MgO, ZM 1%,
ZM 3%, ZM 5%, respectivamente, observidndose que no existieron diferencias
significativas atribuidas a las cantidades de dopante (MgO) utilizados (p>0.05). Esto
ademas indica que el tamafio de NPs en aquellos materiales con dopante, asemejan el
tamafio de ZnO por tener ZnO mayoritariamente en su composicion. Los tamafios de
particula reportadas para nanoparticulas MgO puro segun Kumar (2013) se encontraron
en el rango de 28-64 nm estas con una naturaleza higroscépica, lo cual es consistente con
los valores y propiedades obtenidos del material. Del mismo modo, es consistente el
tamafio de ZnO sintetizado mediante el método de coprecipitacion el cual mostrd tener
un tamafio de 20 nm, seguin lo reportado por Bayathathagari (2013). La determinacion de
datos normales a través del andlisis de normalidad de Shapiro-Wilk, indico el
comportamiento normal de los tamafios de las nanoparticulas ZnO, MgO, ZM 1%, y ZM
5%, por otro lado, ZM 3% resulté no normal (P=0.00220).
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Figura 7.5 Histogramas de distribucion de tamafios de particula de los materiales
sintetizados a) ZnO, b) MgO ¢) ZM 1%, d) ZM 3%, e) ZM 5%

Cuadro 7.1 Promedio de tamafio de particula de nanomateriales

Material Promedio de tamafio de
particula (nm)
ZnO 21+5a
MgO 49+ 10 b
ZM 1% 24+ 6 a
ZM 3% 279 a
ZM 5% 22+ 5a

*Letras diferentes indican diferencias significativas. ZM 1%: ZnO-MgO 1%, ZM 3%:
Zn0O-MgO 3%, ZM 5%: ZnO-MgO 5%
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7.2 Actividad antimicrobiana

Las técnicas de antibiogramas por difusion han sido normalizadas para microorganismos de
crecimiento rapido. Se evaluo la actividad antimicrobiana de dos hidroxidos dobles laminares
Zn0, MgO, ZM 1%, ZM 3%, y ZM 5%. Utilizando también un control positivo (ampicilina
50 pg/ml) y negativo (Agua). En este antibiograma fueron utilizados como cepas causantes
de ETAs, las bacterias patogenas Escherichia Coli (ATCC 8939), Enterococcus Faecalis
(ATCC 19433), Staphylococcus Aureus (ATCC 33862), Salmonella paratythi A (ATCC
9150), y Listeria monocytogenes (ATCC 15313) en todos los casos (Cuadro 7.2). Se realizo

la prueba de actividad antimicrobiana por triplicado.

Cuadro 7.2 Antibiograma con sensidiscos de ZnO, ZM 1%, ZM 3%, ZM 5%.

Material Cepas Control

S. paratyphi A E. Faecalis  S. Aureus L.Monocytogene E. coli

(ATCC 9150) (ATCC 19433) (ATCC 33862) s (ATCC 15313) (ATCC 8939)

El cuadro 7.3 muestra que existen diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los
tratamientos comparado con el control positivo. Los 6xidos mixtos (ZM 1, 3, y 5%)
mostraron actividades antibacterianas significativas tanto contra bacterias Gram positivos
como Gram negativos, E. coli, S. paratyphi, S. aureus, L. monocytogenes, y E. Faecalis
aungue el efecto antibacteriano varié dependiendo del tipo de microorganismo. EI material
ZM1% mostrd tener una actividad antimicrobiana significativa para S. paratyphi, S. aureus
y E. Faecalis. Por otro lado, el halo de inhibicion mas alto fue encontrado en E. Faecalis (24
mm) con el material ZM 1%, y el méas bajo en E. coli (14 mm) con ZM 5%. Es importante
mencionar que se encontrd un halo de inhibiciéon de 19 mm con el material ZM 3% en S.

aureus, mientras que en ZM 1% se observo un halo de inhibicién notablemente menor (10
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mm) con la misma cepa. EIl cuadro 7.4 muestra los resultados obtenidos en la prueba de
actividad antimicrobiana de las formulaciones de materiales mediante el método Kirby
Bauer, realizando la medicion e interpretacion de los halos de inhibicion segun las normas

NCCLS, las cuales son consistentes con los resultados obtenidos en el anélisis estadistico.

Cuadro 7.3 Actividad antimicrobiana con valores de halos de inhibicion (mm) de ZnO,
ZM 1%, ZM 3%, ZM 5%.

Material Cddigo  S.aureus S.parathyphi E. Faecalis E. coli L.
(mm) (mm) (mm) (mm) monocytogenes
(mm)
Ampicilina C 19+12 16 +0.52 17+05% 13+1.15% 20 + 12
(C+)

ZnO z 15+25%  13+3.052 13+2.082 15+2.3° 15+0.5°
ZM 1% ZM1 10+05P 21+1.73° 24+1.73°> 18+0.5°? 22+ 1152
ZM 3% ZM3  19+45?% 15+3055% 18+64%® 15+26°% 22 +2.08?
ZM 5% ZM5 17+1.15% 17+1.15% 16+2.6%® 14+02 20+ 1.152

Los valores equivalen a el promedio de determinaciones hechas por triplicado mas desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas. Se aplicd un one way ANOVA/Tukey test (p < 0.05); mientras que
comparaciones de promedios para todos los grupos mediante Kruskal-Wallis/Multiple fueron aplicados en E.
coli, E. Faecalis (p < 0.05).

Cuadro 7.4 Actividad antimicrobiana con valores de halos de inhibicion (mm) de ZnO,
ZM 1%, ZM 3%, ZM 5%.

Material Cepas

A B C D E
1: ZnO I I I | |
2: ZM 1% R S S S S
3: ZM 3% S S S I S
4: ZM 5% S S I | S
5:+ S S S S S
6: - R R R R R

A: Staphylococcus aureus (ATCC 33862), B: Salmonella paratyphi A (ATCC 9150),

C: Enterococcus faecalis (ATCC 19433), D: Escherichia coli (ATCC 8939), E: Listeria
monocytogenes (ATCC 15313). R: Resistente, I: Intermedio, y S:Susceptible.
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Se ha reportado el efecto antimicrobiano de nanoparticulas ZnO en Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, y Staphylococcus epidermidis, Santhoshkumar (2017) propuso que
se puede atribuir este efecto a el exceso de Zn?* generando una alteracion del metabolismo
celular, o también a la generacion de muerte celular. En el caso de los dxidos mixtos en
especifico se argumenta que pudiera existir reemplazo de los iones de Zn?* por iones de Mg?*
en la estructura cristalina del ZnO, asociado a el mayor radio i6nico (0.604) del Zinc en
comparacion con el Magnesio (0.57A) (Rouchdi, 2017; Yousefi, 2013). Una cantidad menor
de dopante (ZM 1%) resultd mas efectivo para generar un efecto antimicrobiano mayor,
debido a que el reemplazo de iones Zn®* por iones de Mg?*, permiti6 un cambio en la
conformacién de la nanoparticula sin perder la estructura caracteristica de la sal mayoritaria.
Esta reportado que las nanoparticulas de 6xidos mixtos ejercen un dafio en la membrana
celular, mediante la union de éstas a la membrana celular, mostrdndose en bacterias
patégenas tales como Escherichia coli O157:H7, y Salmonella paratyphi A, esto causa un
derrame del contenido intracelular lo que deriva en la muerte de las células bacterianas (Jin,
2011). Estos mecanismos crean un potencial alto para su posible uso como agente
antimicrobiano, ya que los resultados muestran mayor susceptibilidad en los valores de halos
de inhibicion en el tratamiento ZM 1% en comparacion con el control (ampicilina), el cual
es el estandar para inhibicion microbiana en este método, y es utilizado por su uso en
enfermedades infecciosas. El efecto de inhibicion de ZM1% notablemente menor en la cepa
Staphylococcus aureus (Gram positivo) en comparacion con ZM 3%, aun cuando ZM 1%
tiene el efecto de inhibicion méas alto en Enterococcus faecalis (Gram positivo), podria
deberse a la especie de bacterias y a la variacion de la envoltura celular de bacteriana (cargas
electrostaticas superficiales y fisiologia-morfologia celular). Esto coincide con lo reportado
por Anaya-Esparza et al. (2019) con 6xidos mixtos de TiO2-ZnO-MgO, donde se menciona
que las bacterias pueden cambiar las cargas electrostaticas en las moléculas superficiales
mediante la expresion de algunos productos génicos, su mecanismo consiste en promover la
adicion de aminoéacidos (por ejemplo, Lysol-fosfatidilglicerol) en su estructura. Lo cual a su
vez proporciona un efecto protector contra los compuestos cationicos disminuyendo el efecto

antimicrobiano de los 6xidos mixtos en las bacterias.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los Oxidos mixtos a base de ZnO (ZnO-MgO) se sintetizaron exitosamente mediante el
método de microondas, los cuales presentaron un tamafio nanomeétrico con forma aglomerada
en cubos o semi-globulares de una manera mayoritariamente uniforme. Las propiedades
texturales de los 6xidos mixtos cambiaron en funcion a la concentracién de dopante (MgO),
a pesar de ello, se preservaron las caracteristicas del ZnO independientemente del dopante
afiadido.

Ademas, se presentd un efecto antimicrobiano de parte de los 6xidos mixtos (ZnO-MgO) en
contra de, Escherichia Coli, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus Aureus, Salmonella
paratythi A, y Listeria monocytogenes, mostrando su efectividad en bacterias tanto Gram
negativas como positivas, dependiente de la concentracién del dopante y el tipo de
microorganismo resultando ZM 1% la mas efectiva. Una cantidad menor de dopante (ZM
1%) resultdé mas efectivo para generar un efecto antimicrobiano mayor, debido a que el
reemplazo de iones Zn?* por iones de Mg?*, permitié un cambio en la conformacion de la
nanoparticula sin perder la estructura caracteristica de la sal mayoritaria.

Es posible que actlen los 6xidos mixtos por dos mecanismos, en la primera permitiendo una
formacion excesiva de especies reactivos de oxigeno (ROS), las cuales llevan a el estrés
oxidativo y por ultimo a dafio celular. Otra posibilidad se encuentra dentro el tamafio
nanometrico que exhibe este material, ya que permite una mayor proporcion de atomos o
moleculas las cuales se exhiben en la superficie en lugar del interior del material, ejerciendo
dafio a la membrana celular, mediante la union de estas a la membrana celular, finalmente
causando derrame del contenido intracelular.

Se sugiere para futuros estudios, probar el mecanismo de accién de ZM 1% en bacterias para

determinar el mecanismo especifico del material.
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