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RESUMEN

El agua es el fundamento de la vida: un recurso crucial para la humanidad y para el

resto de los seres vivos.

Los recursos hidricos estan amenazados por diversos contaminantes; por un lado,
estan las sustancias quimicas como por ejemplo los compuestos fendlicos y por el otro,
microorganismos bacterianos Gram negativos (Escherichia coli) y Gram positivos
(Staphylococcus aureus). Todos estos contaminantes desencadenan problemas de

salud publica y, al mismo tiempo que dafan el medio ambiente en general.

Entre las propuestas que buscan mitigar la contaminacion ambiental esta la
nanotecnologia, que apunta a soluciones vanguardistas para los problemas
ambientales que enfrenta la humanidad, por su campo de accidbn como agentes
fotocatalizadores y microbicidas, debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas, las
cuales incluyen una alta proporcion de superficie a volumen, estructura, composicion

quimica y tamafio nanométrico.

En el presente trabajo de investigacion, se propone la sintesis de nanoparticulas (NPs)
monometalicas de Plata (AgNPs), Cobre (CuNPs), Zinc (ZnNPs), Hierro (FeENPs) y
Titanio (TiNPs) empleando un método simple y amigable con el medio ambiente, el
proceso de fitosintesis emplea extracto de hoja de Eichhornia crassipes como agente
reductor y estabilizador. Estas nanoparticulas seran evaluadas, por un lado, como
agentes fotocataliticos frente a soluciones fendlicas [10 mg/] y por otro, como agentes
microbicidas midiendo su efectividad contra las bacterias Escherichia coli vy

Staphylococcus aureus como microorganismos modelo.

Para valorar la formacién de NPs monometalicas de Ag, Cu, Zn, Fe y Ti, se emplearon
técnicas de espectroscopia Ultravioleta visible (UV-Vis), espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR), microscopia electronica de barrido (SEM),
espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS) y microscopia electrénica de
transmision de alta resolucion (HR-TEM), revelando asi la naturaleza cristalina y
morfoldgica de las NPs sintetizadas. Para probar que la influencia de los fitoquimicos

presentes en la planta de E. crassipes es eficiente en la sintesis, sin que afecte el lugar



de origen de la planta se tomaron muestras de E. crassipes provenientes del Estado
de México y después de la sintesis de NPs, se repitio el proceso de fitosintesis con E.
crassipes de Puebla aquellas NPs (NPs EMex), de acuerdo a aquellas que hayan
obtenido los mejores resultados en sus evaluacion fotocatalitica y microbicida teniendo
en consideracién a estudios anteriores (con NPs EMex) quienes sugieren que las
AgNPs obtenidas por fitosintesis resultan mas eficientes como agentes microbicidas
y/o fotocatalizadores que las nanoparticulas de Cu, Zn, Fe y Ti obtenidas por el mismo
método.

El analisis por UV-Vis para las nanoparticulas fitosintetizadas con extracto de E.
crassipes del Estado de México, indica valores de longitud de onda y banda prohibida
de 470 nmy 3.65 eV (AgNPs), 800 nm y 4.86 eV (CuNPs), 300nm y 3.72eV (ZnNPs),
300 nm y 4.93 eV (FeNPs), 224 nm y 4.3 eV (TiNPs), mientras que para las
nanoparticulas fitosintetizadas con extracto de E. crassipes del Estado de Puebla
indica valores de longitud de onda y banda prohibida de 420 nm y 4.93 eV (AgNPs
Puebla), 300 nm y 4.93 eV (CuNPs Puebla), 327 nm y3.2 eV (TiNPs Puebla),

respectivamente.

Los analisis en TEM sugieren que a pH acidos (pH 4) se obtienen nanoparticulas mas
pequefas, no aglomeradas y de formas y bordes bien definidos, en comparacién con
las nanoparticulas sintetizadas a pH neutro (pH 7) y alcalinos (pH 12). En general, la
mayor parte de las nanoparticulas preparadas en este trabajo se obtuvieron con

estructura cubica, con tamafos diversos y de composicion variable.

En condiciones experimentales 6ptimas para evaluar la eficiencia fotocatalitica de las
NPs, revelaron que las ZnNPs demuestran tener una excelente actividad fotocatalitica
hacia la fotodegradacion de fenol como contaminante modelo y peligroso, seguidas
por las FeNPs, TiNPs, CuNPs y AgNPs.

La actividad antibacteriana mostré que las nanoparticulas fitosintetizadas mostraron
una alta efectividad hacia dos cepas patogénicas probadas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, por el grado de efectividad se ordenan TiNPs > CuNPs >

AgNPs > ZnNPs > FeNPs, a concentraciones de 100 mg/L.



ABSTRACT

Water is the foundation of life: a crucial resource for humanity and all other living beings.

Water resources are threatened by various pollutants; On the one hand, we have
chemical substances such as phenolic compounds, and on the other, Gram-negative
(Escherichia coli) and Gram-positive (Staphylococcus aureus) bacterial
microorganisms. All these pollutants trigger public health problems, while at the same

time damaging the environment in general.

Among the proposals that seek to mitigate environmental pollution is nanotechnology,
which points to cutting-edge solutions for the environmental problems facing humanity,
due to its field of action as photocatalyst agents and microbicides, due to its physical
and chemical characteristics, which include a high surface area to volume ratio,

structure, chemical composition and nanometer size.

In this research work, the synthesis of monometallic nanoparticles (NPs) of Silver
(AgNPs), Copper (CuNPs), Zinc (ZnNPs), Iron (FeNPs) and Titanium (TiNPs) was
proposed using a simple and user-friendly environmental method. The phytosynthesis
process uses Eichhornia crassipes leaf extract to reduce and stabilise agents. These
nanoparticles were evaluated, on the one hand, as photocatalytic agents against
phenolic solutions [10 mg/] and, on the other, as microbicide agents, measuring their
effectiveness against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria as model

microorganisms.

To assess the formation of monometallic NPs of Ag, Cu, Zn, Fe and Ti, Ultraviolet-
Visible Spectroscopy (UV-Vis), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR),
Scanning Electron Microscopy (SEM) techniques were used, Energy-dispersive X-ray
spectroscopy (EDS) and High-Resolution Transmission Electron Microscopy (HR-
TEM), thus revealing the crystalline and morphological nature of the synthesized NPs.
And to prove that the influence of the phytochemicals present in the E. crassipes plant
were efficient in the synthesis, without affecting the place of origin of the plant. Samples
of E. crassipes from the State of Mexico were taken and after the synthesis of NPs, the

phytosynthesis process was repeated with E. crassipes from Puebla for those NPs



(NPs EMex) that have obtained the best results in their photocatalytic and microbicidal
evaluation, taking into account previous studies that suggest that AQNPs obtained by
phytosynthesis are more efficient as microbicidal agents and/or photocatalysts than Cu,

Zn, Fe and Ti nanoparticles obtained by the same method.

The UV-Vis analysis for the phytosynthesized nanoparticles with extract of E. crassipes
from the State of Mexico, indicates values of wavelength and a forbidden band of 470
nm and 3.65 eV (AgNPs), 800 nm and 4.86 eV (CuNPs), 300nm and 3.72eV (ZnNPs),
300 nm and 4.93 eV (FeNPs), 224 nm and 4.3 eV (TiNPs), while for nanoparticles
phytosynthesized with extract of E. crassipes from the State of Puebla, it indicates
values of wavelength and forbidden band around 420 nm and 4.93 eV (AgNPs Puebla),
300 nm and 4.93 eV (CuNPs Puebla), 327 nm and 3.2 eV (TiNPs Puebla), respectively.

TEM analyses suggested that smaller, non-agglomerated nanoparticles with well-
defined shapes and edges were obtained at acid pH (pH 4), compared to nanoparticles
synthesized at neutral pH (pH 7) and alkaline pH (pH 12). In general, most of the
nanoparticles prepared in this work were obtained with a cubic structure, with different

sizes and variable compositions.

Under optimal experimental conditions to evaluate the photocatalytic efficiency of NPs,
they revealed that ZnNPs demonstrate excellent photocatalytic activity towards the
photodegradation of phenol as a model and hazardous pollutant, followed by FeNPs,
TiNPs, CuNPs, and AgNPs.

The antibacterial activity demonstrated that the phytosynthesized nanoparticles
showed high effectiveness against two tested pathogenic strains of Escherichia coli
and Staphylococcus aureus, according to the obtained results and was reported as
follows TiNPs > CuNPs > AgNPs > ZnNPs > FeNPs, at concentrations of 100 mg/L.
Finally, the difference in antibacterial effect between Gram-positive and Gram-negative

bacteria could be related to the composition of their cell wall.
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INTRODUCCION

1 FUNDAMENTOS

1.1 Contaminantes del agua

El agua es una de las fuentes de vida mas importantes de nuestro planeta. No existe
vida sin agua (Assaf et al., 2020). Los contaminantes de agua fresca incluyen, por un
lado, microorganismos bacterianos y por el otro, sustancias quimicas simples o

complejas (Gémez-Duarte, 2018).

1.2 Factores quimicos

Los recursos hidricos estan amenazados por diversos contaminantes, por ejemplo, los
compuestos fendlicos son uno de los contaminantes organicos comunes en las aguas

residuales industriales (Zhang et al., 2020).

De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (U.S.
Environmental Protection Agency, US EPA), desde 1979, estableci6 como
contaminante prioritario al fenol, debido a su naturaleza téxica y peligrosa. Ademas, el
fenol puede derivar en la formacién de otros compuestos sustituidos (clorados y
nitrogenados) de mayor toxicidad y, de dificil degradacion (Hamdaoui et al., 2018; Scott
et al., 2019).

Por otra parte, el fenol tiene un efecto corrosivo sobre la piel humana, provoca
enfermedades graves, como hepatitis, insuficiencia renal, dafia el sistema nervioso
central y tiene una alta probabilidad de desarrollar cancer, todo esto debido a su alta
toxicidad (Assaf et al., 2020; Zhang et al., 2020).
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1.3 Factores microbiolégicos

El alto grado de contaminacion puede encontrarse en el agua potable se traduce en
problemas de salud publica, que afectan no solo a las poblaciones humanas y

animales, sino también el ambiente natural en general (Gomez-Duarte, 2018).

Los indicadores microbioldgicos de calidad de agua son organismos que tienen un
comportamiento similar a microorganismos patégenos. Su presencia esta asociada a
la existencia de patdégenos y permite comparar sus reacciones cuando se someten a
cambios de pH y temperatura o aplicacion a medios fisicos o quimicos de desinfeccion,
con la ventaja de ser cultivables o identificables con mayor facilidad y ademas

economicamente factibles (Rios-Tobodn et al., 2017).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana, NOM-210-SSA1-2014, (2016). “Productos
y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos, Determinacién de microorganismos
indicadores. Determinacion de microorganismos patégenos”, considera a los géneros
Staphylococcus aureus y Escherichia coli como agentes indicadores microbianos u
patdgenos en alimentos, bebidas y agua para uso y consumo humano. El empleo de
estas cepas se justifica porque ambas tienen respuesta a los procedimientos de

desinfeccion similar al de las cepas patdgenas.

1.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia permite que la sintesis de nanoparticulas metalicas y no metalicas
tengan un amplio campo de acciéon (Vasantharaj, Sathiyavimal, Senthilkumar, et al.,
2019). Debido a la eficiencia de varios materiales en tamafo nanométrico, en la
inhibicion contra diversos microorganismos patégenos o0 como agentes

fotocatalizadores (Ramanathan & Agra, 2019).

El interés por la investigacion en el area de la nanotecnologia ha ido aumentando

exponencialmente debido a sus caracteristicas fisicas y quimicas distintivas, tales
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como durabilidad, dureza, alta difusividad, conductividad eléctrica y resistividad, asi

como su diversa actividad quimica y bioldgica (Sharmila et al., 2018).

1.5 Nanomateriales

Las nanoparticulas (NPs) han recibido un gran interés en las aplicaciones cientificas
modernas, debido a sus caracteristicas unicas, que incluyen una mayor proporcién de

superficie a volumen, forma y dimensiones nanométricas (Ahmad et al., 2020).

De acuerdo con la Comisiéon Europea (European Commission, EC.) un “nanomaterial’
es un material natural, incidental o manufacturado que contiene particulas, en un
estado no unido o como un agregado o un aglomerado y en el que para, el 50% o mas
de las particulas en la distribucion del tamafo del numero, una o mas dimensiones
externas esta en el rango de tamaro de 1 a 100 nm (Duffy et al., 2018). Por otra parte,
y manteniendo el mismo enfoque, la Organizacion Internacional para la
Estandarizacién (International Organization for Standarization, 1ISO), establece que un
nanomaterial es un material con cualquier dimensién exterior entre 1 y 100 nm
(Deshmukh et al., 2019). Entre los diversos materiales que pueden alcanzar tamanos
nanométricos se encuentran metales inorganicos como la Plata (Ag), Cobre (Cu), Zinc
(Zn), Hierro (Fe) y Titanio (Ti).

1.6 Método de sintesis de nanoparticulas

La nanotecnologia se basa en la manipulacion de un atomo o molécula individual,
mediante dos enfoques diferentes: de “arriba hacia abajo (Top — down), método fisico”
y las de “abajo hacia arriba (Bottom — up), método quimico” (Khajuria et al., 2019). Sin
embargo, estos métodos de produccion suelen requerir equipos caros y reactivos
toxicos peligrosos para el medio ambiente y los organismos vivos (Chien et al., 2021),

como se resume en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1 Inconvenientes asociados con la sintesis quimica y fisica de nanoparticulas
(Ahmad et al., 2020).

Participacion de compuestos quimicos peligrosos como agentes reductores y
estabilizantes.

Productos quimicos costosos que aumentan el costo de produccién final y hacen que el
enfoque de sintesis sea econdmicamente inviable.

Alcance médico y comercial limitado debido a los efectos peligrosos y cancerigenos de
los productos quimicos.

La maquinaria costosa y multifacética ha provocado una escalada incontrolable en el costo
del proceso de sintesis.

Alcance comercial limitado debido al alto costo operativo.

Preocupacion medioambiental debido a la alta temperatura de procesamiento (25 a
1200°C).

La sintesis biolégica es una alternativa ecoldgica que emplea rutas simplificadas,
energéticamente eficientes y es respetuosa con el medio ambiente. El empleo de los
fitoquimicos obtenidos de los extractos de hojas, frutos, cortezas y flores de plantas
para la sintesis de nanoparticulas metalicas, recibe el nombre de “fitosintesis”. Este
procedimiento de sintesis reduce o elimina el uso y/o la generacion de sustancias
toxicas (Bonnia et al., 2018; Chien et al., 2021). El Grafico 1.1 describe el posible

mecanismo para la fitosintesis de NPs.

4’\ Q'8 O O

(@)
Metal precursor 0A~O0 . »
Temperatura ambiente> o 8 o Coalescencia 3 O Separacion
(06 (@)
NPs metalicas encapsuladas
Fitoquimi Grupos ) .
Itoquimicos por fitoquimicos

Grafico 1.1 Representacion esquematica del posible mecanismo de fitosintesis de
NPs metalicas empleando una suspension acuosa de Eichhornia crassipes

(Elaboracion propia).

La fitosintesis, refuerza la idea de que es posible optimizar las condiciones, como la
concentracion de los reactivos, el pH y la temperatura (Silva et al., 2019), el control del

tamano y la morfologia de las nanoparticulas metalicas debido a la presencia de una

4
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innumerable cantidad de biomoléculas que puedan actuar como agentes reductores,
de recubrimiento y estabilizadores (Sharma et al., 2019; Vélez et al., 2018), las cuales
son responsables de la reaccion entre los productos biolégicamente activos aislados

de las plantas con los 6xidos metalicos en estado reducido.

Las ventajas que conllevan el empleo de la fitosintesis como método para la sintesis
de NPs, son que las nanoparticulas producidas de esta manera son mas estables y
eficaces en comparacion con las producidas por métodos fisicos o quimicos. Ademas,
son ecoldgicas, sostenibles, econdmicas y libres de contaminantes, son eficientes
desde el punto de vista energético y no necesitan altas presiones, temperaturas o
productos quimicos toxicos. Como ventaja principal es que las NPs producidas por
fitosintesis muestran excelentes propiedades antifungicas, antibacterianas y
antiparasitarias; otras ventajas, son la facilidad de sintesis a gran escala y la

eliminacion de los residuos no toxicos (Ramanathan & Agra, 2019).

1.7 Eichhornia crassipes

Eichhornia crassipes (E. crassipes) es una planta hidrdfita libre flotadora (Grafico 1.2).
Perteneciente al Reino: Plantae; Division: Magnoliophyta; Clase: Liliopsida, Orden:
Commelinales; Familia: Pontederiaceace; Género: Eichhornia y Especie: E. crassipes,
(Dubey & Lata, 2010; Rodriguez Pava et al., 2017).

Grafico 1.2 Planta acuatica Eichhornia crassipes.
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Su habitat abarca desde zonas desérticas tropicales a subtropicales o templadas
calidas hasta zonas de selva tropical, tolera temperaturas anuales que van de 21 a 27
°C, su tolerancia al pH se estima entre 5.0 y 7.5. La planta es eurihalina, por lo que
tolera el agua dulce y marina; siendo esta la razon de que su propagacion no conozca
fronteras (Dubey & Lata, 2010), provocando efectos negativos sobre el medio
ambiente, la salud y desarrollo econdmico por la invasion que realiza en los cuerpos
de agua. Por otra parte, la eficacia del extracto crudo de Eichhornia crassipes frente a
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, presenta actividad antibacteriana
(Rodriguez Pava et al., 2017). En la Tabla 1.2 se mencionan los fitoquimicos presentes

en la planta de Eichhornia crassipes.

Tabla 1.2 Analisis cuantitativo de los fitoquimicos de Eichhornia crassipes (Anusiya et
al., 2020; Dubey & Lata, 2010; Rodriguez Pava et al., 2017)

Clave: + muestra la presencia de fitoquimicos, - muestra abstinencia de fitoquimicos.

Compuestos como los polifenoles, alcaloides, terpenoides y saponinas son los
principales precursores fitoquimicos en la sintesis de NPs, debido a su gran capacidad
intrinseca de oxidacién que reduce los iones metalicos. El principio quimico reside en
que los anillos aromaticos tienen un caracter nucledfilo y pueden quelar iones
metalicos, haciendo que el ion metalico quede atrapado dentro del compuesto. Los
alcaloides suelen caracterizarse por sus estructuras complejas y la presencia de
nitrégeno, mostrando un caracter alcalino y fungiendo como estabilizadores en la
superficie de las NPs. Los terpenoides son responsables de la reduccién, mientras que
las saponinas se encargan del recubrimiento. Sin embargo, cabe destacar que cada
clase de compuesto puede tener mayor afinidad por alguna etapa del proceso,

contribuyendo a la formacion de NPs (Silva et al., 2019).
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1.8 Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen aplicaciones en varias areas como la
medicina, biologia, ciencia de los materiales, fisica y quimica, debido a sus unicas
propiedades unicas que incluyen buena conductividad eléctrica, estabilidad quimica,
actividad catalitica y antibacterial, por su pequefio tamafio y gran relacién
superficie/volumen ademas la plata posee riesgo minimo de toxicidad en humanos
haciéndolo una eleccion popular para ser incorporado en la industria de la salud,
almacenamiento de alimentos, textiles, recubrimientos y diversas aplicaciones
ambientales (Bonnia et al., 2018; Charindika & Annadurai, 2018). En la Tabla 1.3, se

presenta un resumen de las AgNPs obtenidas mediante fitosintesis.

Tabla 1.3 AgNPs obtenidas mediante fitosintesis.

AgNOs La capacidad reductora entre hojas frescas y secas indican que
5 22 - 37 | el empleo de la hoja fresca da como resultado un tamafio de
mM ~ e .
NPs pequefio con menor aglomeracién (Bonnia et al., 2018).
La obtenciéon de un extracto de la planta por etanol aseguré que
AgNOs 50 - 100 la reduccién de los iones de Ag en AgNPs es observable en el
1mM cambio de color de amarillo a marrén (Charindika & Annadurai,
2018)
La actividad antibacteriana de las AgNPs contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas es notable y el efecto
AgNO3 o5 citotoxico de las AgNPs sugiere su aplicacion en el campo
1mM biomédico por su efecto anticancerigeno significativo contra
células de adenocarcinoma del pulmén humano(Suganya et al.,
2018)
Etanol | Se prefiere el extracto etandlico en la fitosintesis de NPs, la
AgNOs 2-7 eliminacién efectiva del Hg (II) con una concentracion del 20%
1mM Acuoso | v/v para ambos extractos el porcentaje de eliminacién es del
3-14 | 95%.(Vélez et al., 2018).
AgNO3 1-36 | Las AgNPs fitosintetizadas promueven a la actividad
1mM anticancerigena dirigida a reducir células de cancer en mama
™ 3-59 | (Sheikh et al., 2018).

Recientemente, basandose en el efecto antibacteriano de las AgNPs, se ha anadido
al diseno de muchos productos para hacerlos autolimpiables y antibacterianos,

considerando asi un entorno seguro e higiénico (Chien et al., 2021).
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1.9 Nanoparticulas de cobre (CuNPs)

Las nanoparticulas de cobre (CuNPs), poseen propiedades unicas como la alta
conductividad térmica y eléctrica, durabilidad en altas temperaturas y resistencia
mecanica, empleadas para fines eléctricos, cataliticos, 6pticos. Asimismo, presentan
un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra diferentes especies de
microorganismos (Rajesh et al., 2016; Sharmila et al., 2018). En la Tabla 1.4 se
presenta un resumen de los reportes para CuNPs basados en la sintesis de NPs por

el método de fotosintesis.

Tabla 1.4 CuNPs obtenidas mediante fitosintesis.

Las NPs poseen una morfologia esférica y se encuentran
(CH3COO): monodispersas. Las propiedades microbicidas de las
Cu-H20 20 CuNPs fueron estudiadas contra Aspergillus niger,
0.001 M Aspergillius flavus y Penicillium spp. Mostrando una
excelente actividad microbicida (Rajesh et al., 2018)
Se obtuvieron nanovarillas de composicién CuO, La
actividad microbicida mostré una mayor eficiencia sobre
CuSO4 83 . "
las bacterias Gram-positivas (S. aureus) que sobre las
Gram-negativas (E. coli) (Vasantharaj et al., 2019).
Las NPs poseen una actividad antimicrobiana que las
CuCI2 hace utiles en el tratamiento de varias infecciones tépicas
63 — 143 . ;
0.25 mM causadas por bacterias, suponiendo un empleo en la
industria textil (Sharma et al., 2019).
Se utiliza extracto de la planta en base acuosa, para la
elaboracioén primaria de CuNPs, las cuales se emplean
CuCl2-2H20 para la elaboracién de un nanocomposito de Cu/MnOz,
75 .
5 mM como agente reductor obtiene resultados favorables en la
degradacion de colorantes organicos (Naghdi et al.,
2018).
CuCl2H,0 Elt rg_(la_‘?d;dd? eﬁtFr)acclloQ dg Iah pltanta g(s)eé;;,ura !a
8 mM 5.30 estabilidad de las NPs elaboradas hasta por fas, sin
5 mM variaciones significantes en estructura y morfologia
(Nasrollahzadeh et al., 2018)

La estrecha interacciéon entre las CuNPs con la membrana bacteriana permite la
liberacion de iones metélicos dentro de la célula (Jagathesan & Rajiv, 2018; Sharma
et al., 2019; Vasanthara;j et al., 2019).
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1.10 Nanoparticulas de zinc (ZnNPs)

Las nanoparticulas de zinc (ZnNPs) son un material semiconductor, no toxico,
quimicamente estable, biocompatible (oligoelemento esencial después del hierro con
diversas funciones metabdlicas en el cuerpo (Umar et al., 2019)), posee una amplia
banda prohibida y alta movilidad de electrones, tiene propiedades anticorrosivas,
antifungicas, fotoquimicas, cataliticas eléctricas, antibacterianas, anticancerigenas y
fotovoltaicas, se emplea en diversos sectores en la elaboracion de medicamentos,
celdas solares, agricultura, medicina, textiles, cosméticos y ambientales (Khalafi et al.,
2019; Uekawa et al., 2001). En la Tabla 1.5 se enumeran algunos ejemplos de la

literatura que emplean extractos de plantas para la fitosintesis de ZnNPs.

Tabla 1.5 ZnNPs obtenidas con el método de fitosintesis.

Planta ‘ Precursor T?rr?rﬁ? 0 Observacion
Las ZnNPs mostraron una fuerte actividad microbicida
Zn (NOs) contra B. cereus, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae 'y
Albizia lebbeck 0.1 M3 2 66 S. typhy, ademas mostraron efectos citotdxicos

significativos contra células cancerigenas de mama
(Umar et al., 2019).

Las ZnNPs muestran mayor actividad antibacteriana
contra S. aureus y E.coli, asi como una menor

Tabernaemontana @ Zn (NO3)2 20 - 50

divaricata ™ actividad contra S. paratphi en comparacion con la
formulacién farmacéutica estandar (Raja et al., 2018)
Achyranthes aspera Zn (NOs) El estudio de la actividad fotocatalitica demuestra que
Couroupita %2 30-40 las ZnNPs son eficientes en la degradacion del

. ) 0.1M : :
guianensis colorante azul de metileno (Duraimurugan et al., 2019)

ZnNPs tienen la capacidad de degradar el colorante
10-20 @ azul de metileno en un 97% en presencia de radiacion
UV (Li et al., 2019).
ZnNPs exhibe una alta actividad antibacteriana contra
Pisona grandis R.  Zn (NOs):2 70 M. luteus y especies bacterianas de K. pneumonia, los
Br ™ resultados sugieren que las cepas patdgenas son
suceptibles contra ZnNPs (Joghee et al., 2019)

Cordyceps militaris = Zn (NOz)2
fungus 0.1M

Las ZnNPs han despertado el interés mundial por ser biocompatibles, biodegradables,
ecologicas, no toxicas y econdmicas. La FDA de EE. UU., las consideroé y alisté como
oxidos metalicos “generalmente reconocidos como seguros” (Khajuria et al., 2019; Zhu
et al., 2019).
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1.11 Nanoparticulas de hierro (FeNPs)

Las nanoparticulas de hierro (FeNPs), debido a su alta susceptibilidad magnética, alta

actividad catalitica y reactividad intrinseca de sus sitios superficiales, son agentes

prometedores para aplicaciones relacionadas con la degradacion de contaminantes

organicos ambientales, tratamiento de agua y estudios biomédicos (Devatha et al.,

2018; Gabrielyan et al., 2020). En la Tabla 1.6 se presentan algunos trabajos de

investigacion donde sintetizan FeNPs mediante fitosintesis y su aplicacion en diversos

campos.
Tabla 1.6 FeNPs obtenidas mediante fitosintesis.
Planta Precursor UGN Observacion
NP (nm)
Mediante el extracto de la planta se asegura la formacion
Eichhornia FeSO de NPs de 6xido de hierro; las cuales muestran claramente
. N 20-90 | la actividad biocida a una concentracion de 25ug/mL, el
crassipes 100 mM X , .
cual es mayor en S. aureus que en la bacteria E. coli (Wei
etal., 2017)
Los extractos obtenidos de la planta son ricos en taninos y
Myrtus FeCls pueden prevenir la toxicidad de la reaccion de Fenton, y
) 40 -60 o T - L
communis 100 mM también aseguran la disminucion del estrés oxidativo de las
NPs metalicas (Eslami et al., 2018).
El efecto de las FeNPs en diferentes proporciones para el
) tratamiento de un agua residual de origen petroquimico
Azardl(achta FeSOx 96 - 110 | elimina el 77% de la DQO y en cuanto a la actividad
Indica 100 mM . ! . S
antibacteriana se observé una mayor zona de inhibicidon en
S.aureus que en la E. coli (Devatha et al., 2018).
El extracto acuoso actia como agente reductor y
Daphne FeCls 7.15 estabilizante, en pruebas para la eliminaciéon de color, la
mezereum 100 mM reaccion catalizada por FeNPs tiene una eficiencia del 81%
en 6 h (Beheshtkhoo et al., 2018).
Se emplea un extracto de semilla en medio acuoso, en
Trigonella FeCl aplicaciones fotocataliticas son muy efectivas para
foenum- 3 11 degradacion de colorante naranja de metilo bajo la luz UV;
10 mM - ; . X :
graecum en cuanto a su actividad antibacteriana fue mas efectiva
para la E. coli que para la S. aureus (Radini et al., 2018).

La estabilidad y el tamarfio superficial de las FeNPs esta influida por la fuente y tipo de

extracto vegetal (Chen et al., 2019).

10



FUNDAMENTOS

1.12 Nanoparticulas de titanio (TiNPs)

Las nanoparticulas de titanio (TiNPs) tienen diversas aplicaciones ambientales, como
lo son la purificacion del aire y agua, asi como en el desarrollo de dispositivos 6pticos,
dieléctricos y antimicrobianos, fotocatalizadores y pigmentos, debido a sus altos
indices de refraccion y a sus propiedades eléctricas magnéticas y opticas (Manikandan

et al., 2018). En la Tabla 1.7 se presentan algunos ejemplos

Tabla 1.7 TiNPs obtenidas mediante fitosintesis.

Las TiO2NPs sintetizadas mostraron una eliminacion del

TiClas 82.26% DQO y de 76.48% de Cr®, simultaneamente,

500 mM 13 después de su tratamiento fotocatalitico solar (Goutam et
al., 2018)
CiaHasO4Ti Alrededor del 96% de las ’moléculas _ de fosfato son
100 mM 4-12 degr_adadas_ por las nanop{artlculag, de TiO2 al exponerse
a la irradiacién con LED rojo (Manikandan et al., 2018)
Las TiO2NPs mostraron una actividad antimicrobiana
TiOSO4 significativa contra S. aureus y E. coli entre otras siendo

500 mM 25-30 mas efectiva contra esta ultima en un 1.5% (Subhapriya

& Gomathipriya, 2018).

Las TiO2NPs tienen forma ovalada y son efectivas contra
TiO2 12 la mayoria de patdgenos clinicos, tienen caracteristicas

100 mM altamente antioxidantes y citotoxicas en lineas celulares

de osteosarcoma (Chatterjee et al., 2017) .

La sintesis de NPs a partir de un extracto de hojas tiene

C12H2804Ti 12 una estructura tetragonal, corroborando asi que esta
500 mM técnica de sintesis es rentable y amigable con el ambiente

(Patidar & Jain, 2017).

El diéxido de titanio (TiO2) se ha convertido en uno de los fotocatalizadores
ambientales mas populares y prometedores debido a su alta estabilidad quimica, bajo
costo y ausencia de toxicidad ambiental (Subhapriya & Gomathipriya, 2018). La accién
fotocatalitica del TiO2 se emplea para matar patégenos presentes en el agua y puede
considerarse un agente de esterilizacion eficaz en el tratamiento de aguas residuales

industriales, debido a su alta area superficial y su pequeno tamano (Im et al., 2020).
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1.13 Espectroscopia UV-visible

La resonancia de plasmon superficial (Surface Plasmon’s Resonance - SPR) se define
como la excitacion colectiva de iones cargados negativamente (electrones) en una
banda de conduccion alrededor de la superficie de las nanoparticulas (Sharma et al.,
2019).

La banda prohibida de las nanoparticulas monometalicas es estudiada por
espectroscopia UV-visible. La energia de la banda prohibida de un semiconductor
describe la energia necesaria para excitar un electron de valencia a la banda de
conducciéon (Makuta et al., 2018). La cual se puede determinar a partir de la ecuacién
de Tauc, el método se basa en la suposicidn de que el coeficiente de absorcion del

material a puede ser expresado por la ecuacién 1.1:
(a-h)YY = B (hv — E,) Ec. 1.1

Donde h es la constante de Planck, v es la frecuencia de la luz, y denota la naturaleza
de la transicion del material (y = 1/2 para transiciones directas permitidas, y = 3/2
prohibidas directas, y = 2 indirectas permitidas y y =3 prohibidas directas), B es una
constante de proporcionalidad y Eg es la energia de banda prohibida (Goutam et al.,
2018; Kamarulzaman et al., 2015; Makuta et al., 2018).

1.14 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica
versatil, sensible, empleada para identificar la composicion molecular y las
caracteristicas estructurales finas de los grupos funcionales en los materiales (Khan et
al., 2018) (Kamnev et al., 2021). La espectroscopia infrarroja mide la absorcién de la
radiacion IR realizada por cada enlace en la molécula y como resultado da un espectro
que se designa comunmente como porciento de transmitancia frente al numero de
onda (cm ') (Khan et al., 2018)
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1.15 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y EDS

La microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscope — SEM) es una
técnica que basa su funcionamiento en la generacion de un haz de electrones
incidentes sobre una muestra que es barrida por dichos electrones, esto permite la
observacion y caracterizacion superficial de los materiales. Con esta técnica se puede
estudiar la morfologia, realizar analisis elemental puntual de la composicién quimica
de los materiales, asi como estimar el tamafo de grano promedio de las nanoparticulas

sintetizadas (lvask et al., 2018).

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (Energy Dispersive X-ray
Spectroscopy — EDS), es una técnica que permite identificar a los elementos y estados
quimicos presentes en la superficie de los materiales sélidos. Las aplicaciones mas
importantes de esta técnica se basan en el principio de la interaccién de los electrones
con la materia a energias caracteristicas para cada elemento, los fotoelectrones son
retenidos en el interior de la muestra debido a su baja energia, pero fuerte interaccion
con la materia, solo los electrones que son eyectados de la superficie son emitidos y
detectados para ser analizados. Esta técnica se emplea para conocer la composicion
elemental de las NPs (Goutam et al., 2018; Rajesh et al., 2016; Santhoshkumar et al.,
2017).

1.16 Microscopia electronica de transmision de alta resolucién (HR-TEM)

La microscopia electronica de transmision de alta resolucion (High — Resolution
Transmision Electronic Microscopy, HR — TEM), se emplea en la caracterizacion
estructural de las micro y nanoestructuras de materiales solidos. Permite determinar e
identificar distribuciones de fases, estructura cristalografica mediante difraccién de
electrones, medidas de tamafos, morfologia y defectos cristalinos. Las imagenes
obtenidas por TEM son el resultado de la captura de los electrones transmitidos,
mientras que, en SEM, los electrones son reflejados por la muestra. Las dos técnicas

permiten obtener informacién cualitativa y cuantitativa sobre las NPs como la
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morfologia y la distribucién del diametro respectivamente. La mayor desventaja es la

necesidad de un alto vacio (Scott et al., 2019; Silva et al., 2019).

1.17 Actividad fotocatalitica de las NPs

Los procesos de oxidacion avanzada (Advanced Oxidation Prcesses - AOP) son
efectivos para degradar una amplia variedad de compuestos organicos a través de la
reaccidon con varias especies reactivas de oxigeno. Como un tipo de AOP, la
fotocatalisis heterogénea es un proceso ampliamente utilizado, en el que los radicales
hidroxilos (-OH) son generados por la interaccion de los catalizadores
semiconductores con irradiacion de luz UV y son capaces de minimizar eficazmente
compuestos persistentes como el fenol en CO2 y H20 (Gréfico 1.3) (Elemike et al.,
2017; Kumar et al., 2020; Shahzeydi et al., 2019). El proceso ha ganado atencién
porque tiene una alta eficacia, es econdmico y evita la contaminacién secundaria (Scott
et al., 2019).
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Grafico 1.3 Mecanismo fotocatalitico de NPs bajo la irradiacion de luz UV, basada en

la propuesta de Djokic et al., (2020).

El proceso fotocatalitico heterogéneo esta basado en la excitacion de un sélido
(fotocatalizador), normalmente un semiconductor de banda ancha, mediante la

irradiacién con luz de una energia igual o superior a su banda prohibida (band gap),
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produciendo la transicion de un electron de la banda de valencia (BV) a la banda de

conduccién (BC) y formando pares electron — hueco (e/h*). Estos pares e/h*

fotogenerados pueden migrar a la superficie del catalizador y reaccionar con especies

adsorbidas o préoximas a la superficie. También pueden sufrir procesos de

recombinacion que disminuyen la eficiencia de la reaccion fotocatalitica. Los huecos

(h*) formados en la BV del semiconductor, pueden reaccionar con especies donadoras

de electrones (e7), como son las moléculas de agua adsorbidas, generando radicales

hidroxilos (-OH) muy reactivos, y capaces de degradar la materia organica. Mientras

que los electrones pueden reaccionar con especies aceptoras de electrones como el

O2, dando lugar a radicales superoxido Oz (Arasu et al., 2019).

1.18 Actividad microbicida de las NPs

La actividad microbicida de las NPs hacia los patégenos esta vinculada por las

diversas caracteristicas morfolégicas entre microorganismos Gram-negativos y Gram-

positivos (Elemike et al., 2017). En la Grafico 1.4 se muestra una representacion

grafica de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.
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Gréfico 1.4 Estructura de las Gram-positivas y Gram-negativas (Casca et al., 2010)
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Las bacterias Gram-negativas tienen una membrana de liposacaridos externos que
hacen que la pared celular sea impermeable a los solutos lipofidicos, mientras que las
bacterias Gram-positivas son mas susceptibles ya que tienen una capa externa de
peptidoglicano mas permeable. (Devatha et al., 2018; Jagathesan & Raijiv, 2018;
Sharmila et al., 2018).

El mecanismo de toxicidad de las NPs consiste en atacar a la pared celular bacteriana
formando zonas corroidas que causan la permeabilidad, desacoplan la cadena de
transporte eléctrico e inhiben la respiracion celular, provocando la muerte (Sharmila et
al., 2018). O bien las NPs se introducen en las estructuras intracelulares dafiandolas
e inducen a la liberacién de especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species
- ROS), los cuales forman radicales libres, como consecuencia los ribosomas se
desnaturalizan por la inhibicion de la sintesis de proteinas, descomponiendo la
membrana externa (Eslami et al., 2018; Goutam et al., 2018; Jagathesan & Rajiv,

2018). El proceso se describe en el Grafico 1.5.

Grafico 1.5 Esquema de interaccion de NPs y una célula bacteriana, basada en la

propuesta de Rodriguez Pava et al., (2017).

Las NPs presentan una alta capacidad microbicida, con potenciales aplicaciones

biomédicas relacionadas con la ingenieria de biomateriales.
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2 METODO

El procedimiento y las actividades para la fitosintesis de nanoparticulas monometalicas
con aplicaciones en microbiologia y fotocatalisis, se presentan el diagrama de la Figura

2.1, y posteriormente son descritas cada una de las etapas.

Fitosintesis de nanoparticulas monometalicas con
aplicaciones microbioldgicas y fotocataliticas

v
Muestreo de Eichhornia crassipes ]
A 4 t 3 A 4
Almoloya del Rio e £ Presa Valsequillo
Estado de México L Puebla

»  Acondicionamiento de E. crassipes |¢

v
[ Fitosintesis de Nanoparticulas ]

» J I v

Plata Cobre Zinc Hierro Titanio
(AgNPs) (CuNPs (ZnNPs) (FeNPs) (TiNPs)
v v ‘
Caracterizacion de nanoparticulas UV-Vis, L
FT-IR, SEM, EDS, TEM. J
v

— [ Microbicidas ] —l
Staphylococcus Escherichia
aureus coli

Grafico 2.1 Diagrama del proceso experimental del proyecto.

v
[ Fotocataliticas ]
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2.1 Muestreo

Se realiz6 el muestreo de Eichhornia crassipes, para el cual se selecciono y recolecté
1 m? de individuos, de la laguna de Chignahuapan, ubicada en el municipio de
Almoloya del Rio en el Estado de México (EMex), y la presa Valsequillo en el Estado
de Puebla (Puebla).

2.1.1 Acondicionamiento de Eichhornia crassipes

La E. crassipes colectada, se lavo con agua corriente, se seleccionaron unicamente

las hojas y durante 30 dias a temperatura ambiente se dejaron secar.

Las hojas secas fueron seleccionadas en trozos y deshidratadas en un horno de
secado Riossa H-33 previamente calentado a 50 = 5 °C durante 36 horas,
posteriormente se trituraron en un mortero de agata hasta obtener un polvo fino que
fue tamizado a 100 mesh, el polvo obtenido de las hojas deshidratadas se almacend

en frascos de vidrio en obscuridad a temperatura ambiente.

2.1.2 Fitosintesis de NPs

Todos los reactivos empleados para la fitosintesis de las nanoparticulas
monometalicas son de grado analitico, para el proceso, se prepararon soluciones
individuales de concentracion 0.1 M de AgNOs, (CuNOs)2 (J.T. Baker), ZnN20s, Fe
(NOs3)2 y TiO2 (Sigma — Aldrich), a cada una de las cuales, se les modificé el pH =12,
7y 4, empleando soluciones de NaOH (0.1 M, J.T. Baker) y HNOs3 (0.1 M, J.T. Baker),

respectivamente.

En 25 mL de una solucion etanol — agua a 80% (v/v) se afiadieron 125 mg de polvo de
hoja de E. crassipes (EMex y Puebla, de forma independiente), se dejo reposar la

mezcla durante 15 minutos a -4°C en obscuridad, el extracto de color verde oliva
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obtenido se filtr6 con una membrana de nitrocelulosa 0.45 pm (Whatman). Este, se
afadié a la solucion metalica previamente preparada, en volumenes equivalentes,
posteriormente se homogeneizé en bano ultrasonico (Bransonic Emerson; Modelo:
M2800H) durante 15 minutos.

Después, las nanoparticulas (NPs) de cada metal se separaron del sobrenadante a
través de centrifugacion (Frontier 5714 OHAUS; Modelo: FC5714) a 5000 rpm durante
15 minutos. El sobrenadante se decanté y el precipitado se recogié, manteniéndolo a
temperatura ambiente en un desecador, dentro de frascos ambar, en obscuridad, para

su posterior analisis.

2.1.3 Espectroscopia UV-visible

La obtencién de los espectros de absorcion éptica de cada una de las NPs metalicas,
fue identificada en el espectrofotdmetro UV-visible Thermo Scientific (Evolution Array),
realizando un barrido a una longitud de onda comprendida en el rango que abarca de
200 — 1000 nm para ubicar la longitud de onda correspondiente para cada metal.
Posteriormente se determind la energia de la banda prohibida de cada nanomaterial

empleando el método de Tauc (Makuta et al., 2018).

2.1.4 Espectroscopia FT-IR

El analisis de cada una de las nanoparticulas metéalicas (Ag, Cu, Zn, Fe y Ti) por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FT- IR), se realizé en el equipo Varian 640 — IR con ATR de diamante,
generando los espectros correspondientes en el intervalo de 4000 a 500 cm', con una

resolucion de 4 cm™' y 32 barridos.
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2.1.5 Microscopia electrénica de barrido SEM y EDS

El analisis de las nanoparticulas metalicas se realiz6 colocando una gota de la
suspension nanometalica en una rejilla de cobre 300 pym para las muestras de
AgNPs, ZnNPs, FeNPs y TiNPs; mientras que para las muestras de CuNPs se utilizé
una rejilla de oro de 300 uym. Todas las rejillas empleadas fueron previamente
recubiertas con una fina pelicula de carbon y posteriormente fueron secadas a

condiciones de alto vacio.

Para el estudio de las nanoparticulas metalicas por microscopia electrénica de barrido
(Scanning Electron Microscopy, SEM), se utilizé el equipo JEOL Field Emission (JSM
— 7800 FEG) con una resolucién de 0.7 nm. El equipo JSM — 7800 FEG cuenta con un
detector de Rayos X acoplado marca Oxford con una ventana de 50 nm — X — max, a
través de la cual, se realizé la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy, EDS) para cada una de las muestras de

nanoparticulas metalicas.

2.1.6 Microscopia electrénica de transmisién de alta resolucién (HR-TEM)

El analisis de microscopia electronica de transmisién de alta resolucion (High
Resolution Transmission Electron Microscopy, HR-TEM), se realiz6 en el equipo JEM
— 2010 FEG, con una resolucién espacial punto a punto de 0.19 nm, en el Instituto de
Fisica de la UNAM. La muestra fue preparada como se describié en la seccién 2.1.5.
Las micrografias obtenidas del HR-TEM fueron individualmente analizadas con
Software Digital Micrograph.
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2.1.7 Pruebas de actividad fotocatalitica

Las pruebas fotocataliticas fueron realizadas empleando una solucion de fenol (Baker
99.9%) a una concentracion de 10 mg/L, para el contacto heterogéneo se utilizaron
concentraciones de 10, 50 y 100 mg/L de cada tipo de NPs metélica (Ag, Cu, Zn. Fey
Ti) por separado, primero se probaron las NPs sintetizadas con E. crassipes del Estado
de México y después, solo seleccionando las NPs cuyos experimentos obtuvieron los
mejores resultados de degradacion de fenol, se probaron las NPs sintetizadas con E.

crassipes de Puebla. Todos los experimentos se desarrollaron por duplicado.

Todas las soluciones se dejaban estabilizar durante 60 minutos en estado estacionario
en completa obscuridad, una vez concluido este proceso la muestra fue ingresada a
un fotoreactor, el cual estaba compuesto por una lampara de luz UV (UVP UVL — 18
EL, A =254 nm, 8w) coaxialmente ubicada en el centro a una distancia de 10 cm desde
la base del reactor, la muestra se mantuvo en constante agitacién y oxigenada con
una bomba de aire, una vez iniciado el proceso de irradiacion se extrajeron alicuotas
de 5 mL cada una a los tiempos de -60, 0, 5, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 100 y 120 min,
todo el proceso se desarrollé a temperatura y presion ambiente. La determinacién de
fenoles totales remanentes en la solucion fue cuantificada siguiendo la Norma
Mexicana NMX-AA-050-SCFI-2001, (2001).

La eliminacion fotocatalitica de fenol se evalu6 mediante la Ley de Lambert Beer
(Ecuacion 1.2) (Khalafi et al., 2019).

R = [(AO - A)/AO] x 100 Ec. 1.2,

Donde Ao y A corresponden a la absorbancia del fenol en el tiempo t=0 y t,
respectivamente. Los resultados indican la eficiencia fotocatalitica de la degradacion

de contaminantes fendlicos.
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2.1.8 Pruebas de actividad microbicida

La actividad antimicrobiana de las NPs fitosintetizadas con Eichhornia crassipes (EMex
y Puebla) fue evaluada utilizando Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus
aureus ATCC 6538, con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994,
(1995) Bienes y Servicios. Métodos para la cuenta de bacterias aerobias en placa, al
igual que en la seccion 2.1.7 se probaron las NPs sintetizadas con E. crassipes del
Estado de México y después solo seleccionando las NPs cuyos experimentos
obtuvieron los mejores resultados de efecto microbicida se probaron las NPs

sintetizadas con E. crassipes de Puebla.

Esta Norma Oficial Mexicana establece el fundamento para determinar el numero de
bacterias viables (Unidades Formadoras de Colonias, UFC), término que se utiliza para
reportar la cuenta de colonias en placa. Las cuales pueden surgir de una célula o de
un cumulo de células, después de su incubacion a condiciones ideales. Las etapas de

prueba se describen a continuacion.

2.1.8.1 Siembra de cepas control

Como medio de cultivo se empled agar de soya tripticaseina (TSA, BD Bioxon) y caldo
de soya tripticaseina (TSB, BD Bioxon), siguiendo las instrucciones del fabricante, se
preparo el agar y esterilizé en autoclave a 121 £ 1 °C a una presién de 1.5 £ 0.25

kg/cm? durante 15 minutos.

En cajas Petri previamente esterilizadas, se distribuyd TSA, una vez gelificado, por
separado se sembro6 Escherichia coliy Staphylococcus aureus, las placas se incubaron
a 36 £ 1 °C por 24 horas. Posteriormente se tomo una asada de cada una de las cepas
y se colocd en TSB contenido en un tubo de ensaye, el cual nuevamente se incubd a
36 £ 1 °C por 24 horas.
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2.1.8.2 Preparacion del inéculo

Para la preparacion del in6culo, se siguio la metodologia de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-110-SSA1-1994, 1994), Bienes y Servicios. Preparacion y dilucion de muestras
de alimentos para su analisis microbiologico. 1 mL de la suspension incubada en TSB
para cada cepay por separado, se transfirié a un tubo de ensayo con 9 mL de solucion
salina estéril al 0.85% (NaCl, J.T Baker), esta dilucion primaria corresponde a 1x10-'
UFC/mL, para la preparacion de las diluciones decimales adicionales se repitio esta
operacion por cada dilucion realizada hasta 1x107 UFC/mL, para la inoculacion de los

medios de cultivo.

2.1.8.3 Determinacion del efecto microbicida

Después de inocular las muestras preparadas segun la seccién 2.1.8.2. Preparacion
del indculo, en cada caja Petri estéril, se colocd 1 mL de cada inéculo de Escherichia
coli o Staphylococcus aureus, de manera independiente, se adicioné 1 mL de las
soluciones de NPs metalicas, probando concentraciones de 10, 50 y 100 mg/L,
dandoles un tiempo de contacto de 15 min, consecutivamente, se adicionaron 10 mL
de medio preparado de TSA, homogeneizado perfectamente, todos los experimentos
se desarrollaron por triplicado. Asimismo, se incluyd una caja con indculo por cada lote
de cepa sin NPs, como control positivo, y una caja sin in6culo como testigo de
esterilidad, posteriormente se incubaron las cajas en posicion invertida a 36 + 1 °C por
24 horas.

Una vez concluido el periodo de incubacién, se contabilizaron las UFC/mL, teniendo
en consideracion que las NPs inhibieran el desarrollo bacteriano o que eliminaran el

90% de las bacterias presentes en medio, comparandolo con el control positivo.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacidn de nanoparticulas

3.1.1 Espectroscopia UV-visible

La formacién de nanoparticulas de plata se identifica por un cambio de color de
amarillo claro a un café obscuro (Bonnia et al., 2018), lo cual indica la reduccién de

Ag* a Ag°, esto indica la formacién de AgNPs (Valsalam et al., 2019).
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Grafico 3.1 Caracterizacion de AgNPs EMex, (a) Espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicion de la banda prohibida.

Cuando el ion plata (Ag*) el cual posee una resonancia de plasmon superficial (SPR)
caracteristico de 295 nm, se reduce al atomo de plata (Ag®), indica la formacion de
AgNPs con la aparicion de una banda de absorcién en el rango de 350 — 450 nm (Sahu

et al., 2019). La solucion coloidal de las AgNPs sintetizadas con E. crassipes EMex
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(Grafico 3.1) exhibe un pico fuerte de absorcién a 470 nm. De acuerdo con Valsalam
et al., (2019), las AgNPs sintetizadas con Tropaelum majus, presentan un SPR a 463

nm. Mientras que la energia de banda prohibida se calcula a 3.65 eV.

Las CuNPs analizadas mediante espectroscopia UV-Vis, exhibe un SPR en el rango
de 650 a 850 nm (Rajesh et al., 2016) (Grafico 3.2), la adicién del extracto de E.
crassipes EMex a la solucion de metalica resulta en un cambio de color de la solucion
de azul a verde azulado claro. EI SPR de las CuNPs se encuentra a 800 nm,
concordando con los resultados expuestos por Osonga et al., (2022), quien ubica el
SPR de las CuNPs a 810 nm.
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Grafico 3.2 Caracterizacion de CuNPs EMex, (a) Espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicion de la banda prohibida.

La energia de banda prohibida (Eg) se calcul6é utilizando la ecuacion de Tauc,
claramente se puede observar que el valor de Eg para las CuNPs EMex es de 4.86
eV.
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En la fitosintesis de ZnNPs EMex el cambio gradual de color transparente a amarillo
es la evidencia preliminar de la sintesis de nanoparticulas. El SPR, mostré una banda
de absorcidn maxima ubicada aproximadamente a 300 nm, la energia de banda
prohibida calculada mediante la ecuacién de Tauc es de 3.72 eV (Grafico 3.3),
resultados similares son obtenidos por Yudasari et al., (2021) en la sintesis de ZnNPs
mediante extracto de Pometia pinnata cuyo SPR fue de 260 a 380 nm, y cuya banda
prohibida es de 3.25 eV.
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Grafico 3.3 Caracterizacion de ZnNPs EMex, (a) espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicidn de la banda prohibida.

La fitosintesis de FeNPs empleando el extracto de E. crassipes EMex, presenta un
cambio de la solucion de color amarillo a marrén y presenta un SPR a 300 nm y una
energia de banda prohibida a 3.72 eV (Grafico 3.4), resultados similares son
presentados por Radini et al., (2018), quien sintetizé FeNPs mediante el extracto de
semilla de Trihonella foenum graecum y cuyo pico de absorcion se calculé en las

longitudes de onda de 279 a 336 nm.

26



RESULTADOS

20 1000 4
(a) 9001 | (b)
19 . Ly 800
‘TE 700
o 600
1.8 3 sl
. N,; 400 4.93 eV
S g7 5
3 ~ 2004
© 100
‘© 1.6 - 0 ey ; . . . T r T
% 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0
Q2 1 Energia (eV)
Q 154
2 300 nm
2 ]
1.4 FeNPs EMex
1.3
12 T T T T T T T T T T T
250 275 300 325 350 375 400 425
Longitud de onda (nm)

Grafico 3.4 Caracterizacion de FeNPs EMex (a) espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicion de la banda prohibida.
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Grafico 3.5 Caracterizacion de TiNPs EMex, (a) espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicién de la banda prohibida.

27



RESULTADOS

El espectro UV-vis de lasTiNPs (Grafico 3.5) muestra un pico de absorcion a 224 nm,;
resultados similares obtiene Moure et al., (2020), asimismo se observa que las TiNPs

poseen una energia de banda prohibida de 4.3 eV.

El valor para el SPR de las AgNPs Puebla (Grafico 3.6), se observo alrededor de 420
nm, la cual posee una energia de banda prohibida de 4.93 eV, asi mismo también lo
refiere Rajkumar et al., (2019), quien sintetizé AgNPs mediante extracto de Zea mays.
Mientras que las AgNPs EMex poseen un SPR a 470 nm y su banda se localizé en
3.65eV.
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Grafico 3.6 Caracterizacion de AgNPs Puebla, (a) espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicién de la banda prohibida.

Los fitoquimicos de la planta E. crassipes, tanto del EMex como de Puebla, en el
proceso de fitosintesis crean estados superficiales permitidos en la banda prohibida y
dependiendo de la cantidad de fitoquimicos, la capacidad de estabilizacion y reduccion
en la sintesis es afectada y por lo tanto altera la composicion quimica de las NPs, en

todos los casos se genera una banda, si esta banda esta muy cerca del borde de la
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banda de valencia o de conduccidn, la brecha de banda prohibida disminuira, de aqui
que se presenten diferencias significativas entre el SPR y la medicidon de la banda
prohibida entre AQNPs EMex y AgNPs Puebla.

Para las CuNPs Puebla mostraron un pico distintivo a 300 nm (Grafico 3.7),
Vasantharaj, et al., (2019), obtuvo un SPR a 327 nm, por otra parte, la energia de
banda prohibida se encuentra a 4.93 eV, que en comparacion a sus contrapartes, las
CuNPs EMex, poseen un valor de 4.86 eV con respecto a la energia de banda

prohibida.
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Grafico 3.7 Caracterizacion de CuNPs Puebla (a) espectro de absorcién UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicién de la banda prohibida.

Las TiNPs Puebla mostraron una SPR a una longitud de onda de 327 nm, ademas la
energia de banda prohibida se calcul6 a 3.2 eV (Gréfico 3.8), resultados similares son
publicados por Ngoepe et al., (2020), quien sintetizé TiNPs con extracto de Monsonia
burkeana cuya longitud de onda es 327 nm y posee una energia de banda prohibida

de 3.53 eV mientras que con la E. crassipes EMex esta banda se calculé en 4.3 eV.
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Grafico 3.8 Caracterizacion de TiNPs Puebla, (a) espectro de absorcion UV-Vis y (b)

diagrama de Tauc para la medicidn de la banda prohibida.

Estas diferencias significativas entre los valores de energia de banda prohibida pueden
deberse a que los compuestos fitoquimicos que desempefian un papel importante en
la sintesis de NPs, de aqui que puedan producirse diferencias significativas en la

caracterizacion de materiales semiconductores.

3.1.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El analisis por espectroscopia de FTIR se empled para identificar las posibles
biomoléculas responsables de la reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas
monometalicas. Se analizaron las suspensiones con nanoparticulas resultantes para

cada uno de los metales utilizados.

Los espectros de AgNPs EMex se muestran en el Grafico 3.9, y el espectro de FTIR

de las AgNPs Puebla se muestra en el Gréafico 3.10. Unicamente para las AgNPs EMex
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a un pH de 12 se presenta una banda de vibracion a 2428 cm correspondiente a las

aminas primarias, pero desaparece para las AQNPs EMex pH 7 y pH 4.
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Grafico 3.9 Espectro FTIR de AgNPs Grafico 3.10 Espectro FTIR de AgNPs
EMexapH 12,7y 4. PueblaapH 12,7y 4

Las bandas 2358 cm™ a 2106 cm™! pertenecen a los anillos arilicos (Santhoshkumar et
al., 2017), mientras que las sefales mas sobresalientes ubicados entre 1344 y 1272
cm-' corrobora la presencia de AgNPs para los pH 12, 7 y 4 empleando extracto de E.
crassipes de EMex y Puebla sin presentar diferencias significativas (Alkawareek et al.,
2019; Reddy et al., 2021).

El espectro FTIR para las CuNPs EMex se muestra en el Grafico 3.11, mientras que
el FTIR para las CuNPs sintetizadas con E. crassipes de Puebla se presentan en el

Grafico 3.12. Las bandas de absorcion que van desde 3565 a 3421 cm™' corresponden
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a los grupos hidroxilo de los alcoholes, fenoles, N-H de las amidas (Choudhary et al.,

2018) y al agua en la muestra (Santhoshkumar et al., 2019).
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Grafico 3.11 Espectro FTIR de CuNPs Grafico 3.12 Espectro FTIR de CuNPs
EMex pH 12, 7 y 4. Puebla pH 12, 7y 4.

Las bandas de 1417 y 1290 cm™ pertenecen principalmente a los fitoquimicos del
extracto de hoja de E. crassipes corroborando su participacion en el proceso de
bioreduccion (Chien et al., 2021).

Las bandas de estiramiento en el rango de 1000 a 669 cm™' corresponden a la
vibracién de estiramiento del enlace CuO (Vasantharaj et al., 2019; Vivek et al.,
2019). Es notable que no hay diferencias significativas en la fitosintesis de CuNPs

empleando E. crassipes del EMex o de Puebla.

32



RESULTADOS

El analisis FTIR de las ZnNPs (Grafico 3.13) presenta una banda entre 3536 y 3195
cm™, asignadas a las vibraciones de estiramiento de las aminas primarias, los

alcoholes y los alcanos (Santhoshkumar et al., 2019).
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Grafico 3.13 Espectro FTIR de ZnNPs EMex a pH 12, 7 y 4.

Las bandas de absorcién de 1789 cm™', 1650cm™ y 1637 cm™ estan cerca de las
reportadas para el C=0 del acido carboxilico y aminas primarias, lo que sugiere que
éstas interactuan con las nanoparticulas fitosintetizadas. La banda ubicada a 1052 cm-
' se debe a los fuertes enlaces del grupo C-H (Nagarajan, 2013).Los picos ubicados
desde 1789 cm™ hasta 1415 cm™ corresponden a los enlaces de C=C, C=C y C=0,
mientras que los picos de 1336 cm™ a 1321 cm™ corresponden al C-O. Ademas, las

bandas de 835 cm™ a 574 cm' se atribuyen a la presencia de ZnNPs (Khajuria et al.,
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2019). Se confirma que las biomoléculas del extracto de E. crassipes intervienen en el

proceso de fitosintesis.

El espectro FTIR de las FeNPs se muestra en el Grafico 3.14, la presencia de FeNPs

se confirma por la banda de absorcion ubicada a 835 cm™.
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Grafico 3.14 Espectro FTIR de FeNPs EMex a pH 12, 7 y 4.

Radini et al., (2018), sintetizaron nanoparticulas de hierro empleando extracto de
Trigonella foenum-graecum, y mencionan que las bandas desde 1069 cm™' hasta 582
cm- ' se atribuyen a la presencia de FeNPs coincidiendo con los resultados obtenidos.
El analisis FTIR para las TiNPs EMex se muestra en el Grafico 3.15 y para las TiNPs

Puebla en el Grafico 3.16.
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Grafico 3.15 Espectro FTIR de TiNPs Grafico 3.16 Espectro FTIR de TiNPs
EMexapH 12,7y 4. PueblaapH 12,7y 4

Las bandas de absorcion que aparecen desde 2358 cm™ hasta 1978 cm™’
corresponden a los fitoquimicos presentes en el extracto de E. crassipes provenientes
del EMex y de Puebla, las bandas desde 1436 cm hasta 1376 cm™ corresponden a
las vibraciones de estiramiento C-O (Joshi et al., 2019). Para todas las muestras los
picos identificados de 538 cm™' a 532 cm™' confirman la formacion de TiO2 mediante el
proceso de fitosintesis mostrando una banda de absorcion por debajo de los 1000 cm-
' (Ngoepe et al., 2020).
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3.1.3 Microscopia electréonica de barrido SEM y EDS

La estructura morfoldgica y un tamafio aproximado de las NPs se determin6 por SEM,
obteniendo asi imagenes de alta resolucion de la superficie de cada muestra utilizando

un haz enfocado de electrones de alta energia.

El analisis morfolégico y cuantitativo de las AQNPs EMex pH 12 (Figura 3.2) muestra
formas esféricas irregulares y monodispersas con tamanos que oscilan entre 98 y 25
nm, un pico plateado a 3 KeV indica la presencia de una naturaleza monocristalina. La
composicion elemental revela que las AQNPs EMex a pH 12 estan compuestas en su
mayoria por 25.99% oxigeno, 74.01% plata, en porcentaje atémico. Estos resultados
son comparables con lo obtenido por Uribe-Lopez et al., (2021), quienes sintetizaron

AgNPs mediante el extracto de aceite de sésamo.
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Figura 3.1 Micrografia SEM de la muestra AgNPs EMex pH 12 con amplificacion de
5000X y analisis EDS.
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Las imagenes SEM de las CuNPs EMex pH 12 se observan en la Figura 3.2, la
presencia de estructuras en forma de tiras largas y delgadas asemejan a hojas o
pastos, el ancho promedio de las nano hojas en la muestra es de 100 nm, mientras
que su longitud promedio es de 1 ym, (Vasantharaj et al., 2019), sintetizaron CuNPs
obteniendo una morfologia muy parecida a las obtenidas con el extracto de R.
tuberosa. Ademas, los analisis de EDS confirmaron la presencia de CuNPs EMex a un
pH=12, las cuales se componen por 47.76% de oxigeno y 19.50% de cobre en

porcentaje atdmico sugiriendo una estructura cristalina.
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Figura 3.2 Micrografia en SEM de la muestra CuNPs EMex pH 12 con amplificacién
de 50,000X y analisis EDS.

En la Figura 3.3 se observa una morfologia organizada que es semejante a los pétalos
de una flor de ZnNPs EMex pH 12 sintetizadas mostrando una dispersién uniforme,
una parte amplificada muestra una flor unica de alrededor de 250 — 100 nm de grosor
de pétalos y de un tamafo aproximado de 1.25 um, Saif et al., (2021), sintetizaron

nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) mediante el extracto de W. coagulans.
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Figura 3.3 Micrografia SEM de la muestra de ZnNPs EMex pH 12 con amplificacion
de 80,000X y analisis EDS.

De acuerdo con Saif et al., (2021), sugieren que las ZnNPs con forma de flor, se debe
a que los fitoquimicos presentes en el extracto de la planta empaquetan los iones
metalicos en la solucion mediante fuertes enlaces electroestaticos, idnicos y de
hidrégeno para sintetizar dichas flores a nivel microscopico. La composicion elemental
de las ZnNPs EMex pH 12 revel6 que el material sintetizado esta compuesto de
38.66% oxigeno y 36.06% de zinc, resultados similares fueron obtenidos por
McClements, (2020).

3.1.4 Microscopia electréonica de transmision de alta resoluciéon (HR-TEM)

3.1.4.1 AgNPs

Las micrografias obtenidas para AgNPs EMex pH 12 muestran que las particulas se
encuentran monodispersas, de forma aparente esférica, sin aglomeracién y de un

diametro aproximado de 5 + 1.5 nm, las imagenes se muestran en la Figura 3.4a 'y
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3.4c. Empleando la trasformada rapida de Fourier (Fast Fourier trasnsfrom - FFT) se
sabe que las AgNPs tienen una estructura cubica y composicion Ag203 (Tarjeta 72-
0607). Rajeshkumar et al., (2019), sintetizaron AgNPs que tenian un tamafo promedio

de 15 nm.

2] ©

Figura 3.4 Micrografias en TEM de AgNPs EMex pH 12 (a y c), andlisis FFT (b y d).

Las AgNPs EMex a pH 7 (Figura 3.5 a y ¢) muestran una distribucion uniforme, de
apariencia esférica, con un diametro que oscila entre los 10 nm y 35 nm, Devanesan
etal., (2018), obtuvieron AgNPs de caracteristicas similares cuyos diametros oscilaban
de 20 a 40 nm, y fueron sintetizadas con extracto de Punica granatum. Las AgNPs
EMex pH 7 tienen una estructura hexagonal de composicion Ag20, (Figura 3.5 by
3.5d) de acuerdo con las tarjetas PDF 19 — 1155.

Iéigura 3.5 Microgréﬂ'as en TEM de AgNPs EMex pH 7 (ayc), analisis FFT (b y d).

Las AgNPs EMex pH 4 (Figura 3.6) muestran particulas predominantemente esféricas,

bien dispersas de 5 nm hasta 20 nm, resultados similares son obtenidos por
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Choudhary et al., (2018), quienes emplearon Cuminum cyminum para sintetizar
AgNPs. La estructura de las AgNPs es hexagonal con una fase de composicion de
Ag20 (Tarjeta PDF 19 — 1155) en todas las nanoparticulas analizadas para las AQNPs

sintetizadas con extracto de E. crassipes del EMex.

Figura 3.6 Micrografias en TEM de AgNPs EMex pH 4 (a y c), andlisis FFT (b y d).

El analisis TEM detall6 que las AgNPs Puebla pH 12 tienen formas aparentes esféricas
y se encuentran monodispersas (Figura 3.7a y 3.7c), las AgNPs tenian un tamafio
promedio de nanoparticula de 5 nm £ 1.5 nm de composicion Ag20 estructura
hexagonal, tarjeta PDF 72 — 2108. Por su parte, Sheikh et al., (2018), sintetizaron
AgNPs con extracto de Curcuma longa y también obtuvieron AgNPs con

caracteristicas similares.
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La Figura 3.8a y 3.8c muestra las micrografias de TEM para AgNPs Puebla a pH 7.La
imagen en TEM confirma la presencia de nanoparticulas entre 7 nm y 28 nm, de forma
esférica sin aglomeraciones, Vélez et al., (2018) reporté resultados similares
empleando extracto de Aloe vera. Las AgNPs Puebla pH 7 poseen dos tipos de
composiciones Figura 3.8b correspondiente a una forma hexagonal, con fase de
composicion AgesO2 tarjeta PDF 74-0878, mientras que la Figura 3.8d corresponde a

Ag20, con fase de composicién hexagonal, tarjeta PDF 72-2108.

5nm

Figura 3.8 Micrografias en TEM de AgNPs Puebla pH 7 (a y c), analisis FFT (b y d).

Las AgNPs Puebla pH 4 poseen un tamafio que va desde los 3 nm hasta los 15 nm,
tienen una composicién de Ag20 en dos fases cristalinas, ambas con forma hexagonal.
La Figura 3.9b corresponde la tarjeta PDF 72-2108, mientras que la Figura 3.9d
coincide con la tarjeta PDF 19-1155.

5nm

Figuré 3.9 Micrografias en TEM de AgNPs Puebla pH 4 (ay c), analisis FFT (b y d).
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3.1.4.2 CuNPs

El analisis en TEM muestra la presencia de CuNPs EMex pH 12, con bastante
aglomeracion y un tamafio de particula de 5 nm + 1.5 nm (Figura 3.10a y 3.10c), de
estructura cubica y composiciéon Cu20 (Tarjeta PDF 75 — 1531), Vasantharaj et al.,
(2019), mencionan que la aglomeracion de las nanoparticulas se debe a la presencia

del extracto de E. crassipes.

Flgu}é 3.10 Mlcrograflas en TEM de CuNPs EMex pH 12 (ay ¢), analisis FFT (b y d)

Por otra parte, las CuNPs EMex pH 7 (Figura 3.11a y 3.11b), tienen una morfologia
aparentemente esférica y aunque las nanoparticulas estan moderadamente

agrupadas poseen un tamano promedio de 5 nm £ 1.5 nm.

@ (©

Figura 3.1 Micrograffas 'en-TEM de CuNPs EMex pH 7 (a 'y c), analisis FFT (b y d).
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La estructura perteneciente a las CuNPs EMex pH 7 estudiadas (Figura 3.11b y 3.11d)

es cubica, de composicion Cu20 de acuerdo con la tarjeta PDF 74 — 1230, para todas

las nanoparticulas indexadas. Resultados morfolégicos similares fueron previamente

reportados por Sharmila et al., (2018), quienes utilizaron Bauhinia tomentosa para

sintetizarlas, confirmando que la muestra estaba compuesta por nanoparticulas de

CuO de gran pureza.

En la Figura 3.12 se muestran las micrografias para CuNPs EMex pH 4 las cuales

poseen una forma esférica bien definida y no aglomerada, de un tamafio promedio de

5 nm £ 1.5 nm, Issaabadi et al., (2017), mencionan que las CuNPs sintetizadas

empleando Thymus vulgaris L. obtuvieron resultados similares.

(a)

Figura 3.12 Micrografias en TEM de CuNPs EMex pH 4 (a y c), andlisis FFT (b y d).

N e

En su mayoria las CuNPs EMex pH 4, poseen dos formas cristalinas, ambas de forma

cubica y de composicion Cuz0, en la Figura 3.12b corresponde a la tarjeta PDF 75 —
1531, y para la Figura 3.12d pertenece a la tarjeta PDF 77 — 0199.

(a)

5nm

Figura 3.13 Micrografias en TEM de CuNPs Puebl'é{_p:)'H 12 (ay c
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El analisis por TEM para CuNPs Puebla pH 12 (Figura 3.13 a y ¢), muestra que las
nanoparticulas formaron aglomerados, de un tamafio que va desde los 5 nm hasta los
10 nm, todas ellas de aparente forma esférica, un resultado similar lo reportan Nabila
& Kannabiran, (2018) quienes sintetizaron CuNPs las cuales también se encontraban

aglomeradas.

Las CuNPs Puebla pH 12 poseen una composicion con dos fases cristalinas, ambas
de estructura cubica y fase de composicion Cu20, la Figura 3.34 b corresponde a la
tarjeta PDF 74 — 1230, mientras que la Figura 3.34 d pertenece a la tarjeta PDF 75-
1531.

La morfologia para CuNPs Puebla pH 7 se muestra en la Figura 3.14 (a y c), las
nanoparticulas se encuentran bien dispersas, no aglomeradas, con forma aparente

esférica, con un tamafo promedio de 8 nm + 2.5 nm.

(a)

5nm o ; . 5nm

Figura 3.14 Micrografias en TEM de CuNPs Puebla pH 7 (a y c), analisis FFT (b y d).

La composicion para todas las CuNPs Puebla pH7 es de Cu20, y de estructura cubica,
de acuerdo con la tarjeta PDF 74 — 1230 Qing et al., (2018), obtuvieron CuNPs de

estructura y composicién similar empleando extracto de Shewanella loihica.

La Figura 3.15a y 3.15¢c muestran que las CuNPs Puebla pH 4 tienen una forma
esférica con poca aglomeracion y de tamafos que van desde los 7 nm hasta los 15
nm. Prakash et al., (2018), han informado una idéntica morfologia empleando extracto
de Cordia sebestena.
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Flgura 3.15 Micrografias en TEM de CuNPs Puebla pH 4 (ay c) ‘analisis FFT (b yd).

La composicion para todas las CuNPs es de Cu20, y de estructura cubica de acuerdo
con la tarjeta PDF 74 — 1230.

3.1.4.3 ZnNPs

Los resultados por TEM para ZnNPs EMex pH 12 (Figura 3.16a y 3.16¢c) mostraron
que las nanoparticulas se encuentran aglomeradas y no poseen formas definidas, y

poseen un diametro promedio de 10 nm £ 2.5 nm.

o

Flgura 3 16 Micrografias en TEM de ZnNPs EMex pH 12 (a y ¢), andlisis FFT (b y d)
El analisis por FFT revela que las nanoparticulas tienen una forma cubica (Figura 3.16
b y d) de composicion ZnOz, tarjeta PDF 76-1364.

Las ZnNPs EMex pH 7 (Figura 3.17ay 3.17c) poseen una aparente morfologia esférica

con aglomeracion notable y de un tamafio aproximado desde 4 nm hasta 15 nm.
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5nm

Empleando un analisis FFT las ZnNPs EMex pH 7 (Figura 3.17b y 3.17d) tienen una
forma cubica con fase de composicion ZnO2 de acuerdo con la tarjeta PDF 78 — 1124,
un resultado similar fue encontrado por Khalafi et al., (2019), quienes sintetizaron

nanoparticulas de zinc mediante el extracto de microalgae Chlorella.

En la Figura 3.18a y 3.18c se muestran las imagenes en TEM de las ZnNPs EMex pH
4, se observa que las particulas estan aglomeradas y no tienen forma definida, y

poseen un diametro promedio de 5 nm £ 1.5 nm.

(a)

5 nm * a7 ‘ 5nm

Figura 3.18 Micrografié eh 'I;EM para ZnNPs EMex pH 7 (a y c), analisis F'FT (b ydp’f
Mediante el analisis FFT se encontré que, todas las ZnNPs analizadas, poseen una
fase de composicion de ZnO, asi como una estructura hexagonal, la tarjeta
correspondiente para esta nanoparticula es PDF 89 — 0511 , resultados similares

fueron obtenidos por Alizadeh-Sani et al., (2020).
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3.1.4.4 FeNPs

El analisis por HR-TEM para las FeNPs se muestra en la Figura 3. 19a y 3.19c, se
puede observar que las nanoparticulas, se encuentran bien dispersas, no presentan
aglomeracion, no poseen formas bien definidas, y tienen un tamano que va desde los

15 hasta los 25 nm.

Flgura 3. 19 Mlcrograflas en TEM de FeNPs EMeX pH-12 (ay c), anaI|S|s FFT (by d)

Mediante el analisis FFT, se sabe que las FENPs poseen una estructura cubica (Figura
3.19 b y d), y de composicion Fe2904, tarjeta PDF 87 — 0246, para todas las
nanoparticulas analizadas. Sriramulu et al., (2020), sintetizaron nanoparticulas de
hierro mediante fitosintesis y emplearon extracto de Aegle marmelos, las
nanoparticulas se encontraban aglomeradas y de formas no definidas; por otra parte,
Yusefi et al.,, (2021), emplearon extracto de Garcinia mangostana y obtuvieron

nanoparticulas de composicion Fe3O4 y con un tamano promedio de 6 a 20 nm.

En la Figura 3.20, se presentan las imagenes obtenidas para las FeNPs EMex pH 7,
las nanoparticulas presentan poca aglomeracion y poseen una aparente forma esférica

y de un tamafo promedio de 7 + 1.5 nm.

Las FeNPs poseen estructuras cubicas, en la Figura 3.20 a y b, tienen una composicién
Feo.9250, Tarjeta PDF 89 — 0686, resultados similares fueron obtenidos por Izadiyan et
al., (2020), quienes sintetizaron FeNPs mediante el extracto de Juglans regia. En la

Figura 3.20 c y d se observaron NPs de composicion Fe2.9304, tarjeta PDF 87 — 0245.
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Figura 3.20 Micrografias en TEM de FeNPs EMex pH 7 (a y c), analisis FFT (b y d).
Las imagenes en TEM de FeNPs EMex pH 4 (Figura 3.28), muestran que las NPs se
encuentran aglomeradas, de formas esféricas y un tamafio de 10 a 60 nm, tienen una
estructura romboédrica (Figura 3.28 b y d), cuya fase de composicién es Fe203, Tarjeta
PDF 80 — 2377, Ma et al., (2018), obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el

presente trabajo.

(a)

(104) ;i z

.Figura 3.21 Micrografias en TEM de FeNPs EMex. pH 4 (ay c), andlisis FFT.(b y d)

3.1.4.5 TiNPs

Las imagenes en TEM para TiINPs EMex pH 12 presentadas en la Figura 3.22,
muestran que tenian una aparente forma esférica de bordes bien definidos, aunque se
observa cierta aglomeracion, las TiNPs EMex pH 12 tienen un tamafio de particula de
5 a 10 nm, Ngoepe et al., (2020), presentaron resultados similares en la sintesis de

TiNPs con extracto de Monsonia burkeana.
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! 10 nm
Figura. 3.22 Micrografias en TEM de TiNPs EMex pH 12 (a y ¢), analisis FFT (b y d).
La estructura perteneciente a todas las TiNPs EMex pH 12 analizadas corresponden

a una estructura cubica de composicion TiO correspondiente a la Tarjeta PDF 08-0117.

La Figura 3.23 muestra las imagenes en TEM par TiNPs EMex pH 7, el tamaio de las

nanoparticulas oscilaba de los 15 hasta los 45 nm.

Figura 3.23 Micrografias en TEM de TiNPs EMex pH 7 (ay c), analisis FFT (b y d).

Krishnasamy et al., (2015), sintetizaron nanoparticulas de TiNPs con extracto de
Azadirachta indica y obtuvo nanoparticulas de un tamano similar a las estudiadas en
el presente trabajo. Las TiNPs EMex pH 7 analizadas poseen formas regulares de
bordes bien definidos, mediante el analisis FFT (Figura 3.23b y 3.23d) se encontraron
dos tipos de composiciones la Figura 3.23b, corresponde a una estructura cubica de
composicion TiO, tarjeta PDF 08 — 0117, mientras que la Figura 3.23d, pertenece a la
Tarjeta PDF 72 — 1806, indicando que las nanoparticulas tienen una forma hexagonal

y una fase de composicion TizO.
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En la Figura 3.24 se presentan las micrografias para TiNPs EMex pH 4, en la Figura
3.24 a y c, las TiNPs tienen bordes bien definidos, asemejando estructuras cubicas,
presentan poca aglomeracion y sus tamafnos oscilan entre los 15 a los 50 nm, Azizi-

Lalabadi et al., (2019), también reportaron estructuras cubicas para TiNPs.

(©)

5nm i35 i

i

Figura 3.24 Micrografias en TEM de TiNPs EMex pH 4 (a y c), analisis FFT (b y d).

De acuerdo con el andlisis FFT las TiNPs EMex pH 4 poseen dos tipos de
composiciones, la Figura 3.24b concierne a una estructura tetragonal, con fase de
composicion TiO2, Tarjeta PDF 75 — 1757, mientras que la Figura 3.24d pertenece a

una forma hexagonal, con fase de composicion TisO2, Tarjeta PDF 72 — 1806.

El analisis en TEM para las TiNPs a pH 12 sintetizadas con extracto de la hoja de E.
crassipes del Estado de Puebla se muestra en la Figura 3.25 a y c, indica que las
nanoparticulas se encuentran aglomeradas y de formas no definidas, con tamafos que

varian desde los 20 hasta 50 nm.

10 nm i 4 ) 10 nm

Figura 3.25 Micrografias en TEM de TiNPs Puebla pH 12 (a y c), analisis FFT (b y d)
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Las TiNPs Puebla pH 12 tienen una forma cubica de composicion TiO2 de acuerdo con
la Tarjeta PDF 78-2486, (Thakur et al., 2019), sintetizaron nanoparticulas con extracto

de Azadirachta indica, y encontraron resultados similares a los del presente trabajo.

Las TiNPs Puebla pH 7 (Figura 3.26), se encuentran aglomeradas y de formas no

definidas, poseen un tamafio de particula de 25 nm a 40 nm.

(b)

C(101) 10 nm ﬁ. ©

Figura 3.26 Micrografias en TEM de TiNPs Puebla pH 7 (a y c), analisis FFT (b y d).

Las TiNPs poseen una estructura cubica de composicion TiO2 (Tarjeta PDF 78-2486),
todas las TiNPs analizadas presentaron una estructura y composicién uniformes,
Srinivasan et al., (2019), sintetizaron nanoparticulas de titanio con extracto de

Sesbania grandiflora y presentaron resultados similares.

En la Figura 3.26 (a y c) se presentan las micrografias de las TiNPs Puebla a pH 4, se
observan estructuras no definidas y forman aglomerados, el tamano de la

nanoparticula varia desde los 25 nm hasta los 50 nm.

10 nm ©

'F'igura 3.27 Micrografias en TEM de TiNPs Puebla pH 4 (a y c¢), analisis FFT (b y d).
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Todas las TiNPs analizadas tienen una estructura cubica de composicion TiOz (Tarjeta
PDF 78-2486). Resultados similares son presentados por Manikandan et al., (2018),

quienes emplearon Moringa oleifera para la sintesis de nanoparticulas de TiO-.

De acuerdo con los resultados de caracterizacion presentados, no se observa que el
valor de pH utilizado para la sintesis muestra una influencia determinante en el tamafrio,
forma o composicién de las nanoparticulas. Estos tres parametros varian para los tres
valores de pH tanto para las muestras metalizadas sintetizadas con lirios del EMex o
de Puebla.

Es de hacer notar el caso de las CuNPs que son las unicas que al utilizar tanto los
lirios del EMex como los de Puebla, se sintetizaron con la misma estructura cristalina,
la misma composicidn y solo varian en el tamafo de acuerdo con la variacién de pH.
Las AgNPs para ambos tipos de lirio, en su mayoria son hexagonales, la composicion
determinada con mayor frecuencia corresponde al Ag20 y el tamafio es del mismo

orden con ambos lirios.

Por ultimo, las TiNPs muestran diversidad en la composicion, la estructura y la
composicion, no hay ninguna estructura o composicién dominantes, donde tienen una
mayor similitud es en el tamafo que muestran y que para ambos lirios son del mismo

orden para cada valor de pH.

3.2 Pruebas de actividad microbicida

3.2.1 AgNPs

Diferentes concentraciones de nanoparticulas se probaron para conocer el efecto
inhibitorio ante la bacteria modelo Escherichia coli. En cada prueba, se probaron tres
diferentes concentraciones 100, 50 y 10 mg/L de nanoparticulas de AgNPs EMex,
después de realizar el sembrado de las UFC/mL y después de un periodo de

incubacion de 24 h, se obtuvieron los resultados.
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La actividad antibacteriana de las AgNPs EMex se muestra en la Tabla 3.1. Los

resultados demostraron que, todas las formulaciones a una dilucién de inéculo de

1x103 a 1x107 tuvieron una buena inhibicién. El conteo de UFC en las placas de

concentraciones del indculo desde 1x10! hasta 1x10®, el crecimiento de bacterias fue

elevado haciendo incontable el nimero de colonias.

Las AgNPs mostraron efectos inhibitorios significativamente notables, solo hasta que

trabajo con diluciones de indculo 1x103 y 1x1077. Sriramulu et al., (2020), demostraron

que la sintesis de AgNPs con extracto de hoja de nabo, muestran nanoparticulas con

una actividad microbicida y antifungica de amplio espectro.

Tabla 3.1 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de inoculo y AQNPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentracién de AgNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 2704 Inc. Inc.
Inc. 166 + 1 3095 Inc.
742 +0 54+8 119+ 2 540+4
609 + 14 3+1 181 69 + 1
244 + 6 00 1+1 6+1

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 105+ 13 Inc. Inc.
Inc. 54 + 11 739 + 29
Inc. 1+0 332 +53 65+ 90
1485 +16 00 150 £ 19 481+ 13
392+6 00 154 167 £ 18
180+ 8 00 0+0 118 £ 15
247 00 00 2+1

Inc.

Inc. 659 + 34 527 + 81 Inc.

Inc. 355+ 10 341 +19 Inc.
Inc. 145 £ 16 168 £ 13 1515 £ 39
1485 £16 3%1 60 £12 868 £ 23
392+6 00 1+£0 145 + 20
180+ 8 00 00 50 £ 17

24 +7 0+0 00 60

*Inc. Incontable.
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Escherichia coli
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Grafico 3.17 Eficiencia de AQNPs EMex en contacto con Escherichia coli.

Se probd la actividad antibacteriana de AQNPs EMex en contacto con Staphylococcus
aureus, los resultados se encuentran en la Tabla 3.2, el crecimiento de S. aureus
expuesta a concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L de AgNPs muestra una inhibicién
dependiente a la concentracion, revelando la mejor eficiencia a 100 mg/L y una dilucién

del indculo de 1x10™" para las AQNPs EMex pH 4.

La inhibicion del crecimiento de S. aureus por las AgNPs EMex a pH 12, pH 7 y pH 4,
siempre es mejor a concentraciones de 100 mg/L, pero también se observa que
conforme va disminuyendo el pH con el que fueron sintetizadas las nanoparticulas,
aumenta su actividad microbicida, indicando que el efecto bactericida de las AgNPs
puede deberse a la capacidad de generar especies reactivas de oxigeno, de ahi que
las NPs a pH acidos puedan tener mayor capacidad de inhibiciébn bactericida. La
actividad microbicida de las AgNPs a pH acido en contacto con E. coli, reflejan un
comportamiento similar, y aunque es menor su eficiencia bactericida se observa un
patron de comportamiento, y es que a mayor concentracion de NPs es mas notable el
efecto microbicida. Gabrielyan et al., (2020), indicaron que, la intensidad de los efectos
bactericidas de las NPs depende de la concentracién y de la cepa bacteriana con la
que se esté trabajando, por lo que las AgNPs son mas efectivas contra S. aureus que

contra E.coli.
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Tabla 3.2 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con diferentes

concentraciones de inoculo y AQNPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentracion de AgNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 636 +7 Inc. Inc.
Inc. 359+4 732+5 863+ 13
1494 + 7 198 + 12 516+ 13 647 + 3
615+ 1 94 +2 197 £ 1 473+ 3
261+3 3145 7520 1938
114 + 1 0+0 13+2 54+4

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. 617 £5 Inc. Inc.

Inc. 480 £ 8 739+13 Inc.

Inc. 252 +7 437 + 20 585+ 12
1494 + 7 97 +2 193 + 16 3615
615+ 1 142 100 11312
261+3 0+x0 0+x0 2+1
114 + 1 00 00

Inc.

Inc.

*Inc. Incontable.

% Eficiencia

Inc. 462 +9 3516 Inc.

Inc. 3694 183+ 2 625+ 1

Inc. 135+ 1 95+5 421+ 4
1494 + 7 00 210 117 £12
615+ 1 00 00 45+ 3
261+3 0+0 0£0 0+0
114 £1 00 00 00

Staphylococcus aureus
100 100

100

80

60

40 4

20

976 98.4

pH 12 pH7

pH 4

Gréfico 3.18 Eficiencia de AQNPs EMex en contacto con Staphylococcus aureus.
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De acuerdo con el comportamiento fotocatalitico de las muestras, de nuevo se observa
que el pH acido de sintesis resulta en las nanoparticulas mas eficientes en fotocatalisis
y microbiologia, siendo a pH 4 las nanoparticulas que atacan las concentraciones
mayores de microorganismos. Por parte de la concentracion inicial, se observa que a
menor concentracion menor efecto bactericida. En cuanto a la caracterizacién, las

AgNPs EMex a pH 4 y pH 7 tienen la misma composicién y estructura.

Las AgNPs pueden interactuar con la superficie de las membranas bacterianas y
alterar la permeabilidad celular, penetrar en las células bacterianas, o penetrar en las
células liberando iones Ag*, lo que puede conducir a la generacion de ROS (Reactive
Oxygen Species), causando dafios en la membrana celular, induciendo a la lisis y, en
consecuencia, la muerte celular (Silva et al., 2019). Como sucede son las células
bacterianas de E. coli, las cuales demostraron una inhibicion significativa a una dilucion
de inéculo mas baja de 1x10-3 para AgNPs EMex pH 12 y pH 7. La comparacion se
manifiesta por la reduccion del numero de bacterias a medida que aumenta la
concentracion de las NPs. Se observa también que las AQNPs EMex muestra un mejor
efecto bactericida con el S. aureus, ya que requiere una menor concentracién para

inhibir el crecimiento bacteriano.

3.2.2 AgNPs Puebla

Las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de E. crassipes proveniente del
Estado de Puebla fueron sometidas a pruebas de actividad microbicida, los resultados
se presentan en la Tabla 3.3. Las AgNPs Puebla exhiben una actividad antibacteriana
eficaz contra E. coli, la mejor inhibicién fue obtenida para las AgNPs Puebla pH 12
para una dilucion de in6culo de 1x10-2 en comparacion con las AgNPs Puebla a pH
neutro y acido quienes a concentraciones de 100 mg/L de NPs comienzan a tener una

actividad microbicida observable a diluciones de indculo de 1x10° UFC/mL.

Se observa que para AgNPs Puebla, el efecto bactericida es muy parecido entre las

AgNPs Puebla pH 12 y 7, ademas, con estas nanoparticulas es mucho menos notorio
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que a menor concentracion menor efecto bactericida, como se observa para las AgNPs
EMex.

En estos resultados tampoco se nota la influencia debida a la estructura de las
nanoparticulas que en todos los casos es hexagonal, y para la composicion tampoco
hay un efecto ya que es la misma a pH 12 y 4 a pesar de sus diferencias en el

porcentaje microbicida.

Tabla 3.3 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de indculo y AgNPs Puebla.

UFC/mL inicial

Concentracion de AgNPs aplicada

Inc.

Inc.

Inc.

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 3777 Inc. Inc.
Inc. 174 £ 12 Inc. Inc.

Inc. 854 266 +7 3947

1980 £ 5 9+4 655 114+ 3
695+8 00 4+2 4+1
290 + 10 00 00 00

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.

Inc. 384 £ 10 576 £ 15 Inc.

Inc. 184 + 12 365+ 16 317+ 6
1980 £ 5 6314 60+ 13 163+ 3
695+8 00 00 283
290 £ 10 00 00

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1980 £ 5 558 £ 4 682+ 13 748 £ 13
695+ 8 70+ 1 190 + 13 237 £ 19
290+ 10 6+1 1712 27 + 1

Inc. Incontable.

Como previamente se ha observado, las AgQNPs muestran un efecto bactericida mas
pronunciado que otras nanoparticulas estudiadas, ademas de que muestran mas
efecto microbicida a bajas concentraciones. En la Tabla 3.4 se presentan los

resultados de las AgNPs Puebla en contacto con Staphyloccocus aureus.
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Grafico 3.19 Eficiencia de AgNPs Puebla en contacto con Escherichia coli.

Tabla 3.4 Cuenta en placa del crecimiento Staphylococcus aureus, con diferentes

concentraciones de indculo y AQNPs Puebla.

UFC/mL inicial

Concentracion de AgNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 954 + 8 Inc. Inc.
Inc. 532+ 18 6144 757 £ 11
898 +3 132+ 10 255+ 2 351+ 16
257 £ 1 75+2 86+4 178 £ 2
95+ 3 9+0 15+ 1 24 +2

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 596 £ 1 674 £ 14 774 £ 15
Inc. 236+ 9 350 = 30 484 + 3
898 +3 94+3 145+ 2 274 + 2
257 £ 1 54 +1 762 95+ 1
5+1 14+ 2

Inc. Incontable.
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El grado de inhibicion de las AQNPs EMex y AgNPs Puebla contra E. coliy S. aureus
es cualitativamente similar Vu et al., (2018), sugieren que la toxicidad de las AgNPs se

debe principalmente al estrés oxidativo propio de las AgNPs.

Staphylococcus aureus

100

% Eficiencia

pH 12 pH7 pH 4

Grafico 3.20 Eficiencia de AgNPs Puebla en contacto con Staphylococcus aureus.

3.2.3 CuNPs EMex

El cobre por naturaleza es un potente agente antimicrobiano y es capaz de reducir la
concentracién de microorganismos hasta en un 99.9%. Las CuNPs muestran una
significativa actividad microbicida contra Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli. Las
propiedades bactericidas de las CuNPs se deben principalmente a la liberacion de
cationes de cobre (Cu®), los cuales se adhieren a la pared celular de la bacteria
mediante atraccion electroestatica. Ademas, los iones metalicos no solamente
interactuan con la superficie de la membrana, también penetran dentro de la bacteria
(Rajesh et al., 2018). Los ensayos de inhibicién del crecimiento de E. coli, se muestra
en la Tabla 3.5, se observan disminuciones dependientes de las dosis en el
crecimiento bacteriano, de manera notable se observé un decremento de la cepa de
hasta el 99% cuando ésta, es expuesta a concentraciones de 100 y 50 mg/L y para

diluciones de indculo fue de 1x10° y 1x107 UFC/mL.
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Tabla 3.5 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de inéculo y CuNPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentracién de CuNPs aplicada

Inc.

Inc.

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
742 +0 109 £ 1 212+ 2 486 +4
609 + 14 31 16+ 1 156 £ 5
244 +6 0+0 0+0 372

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1762 £ 18 533 +30 687 + 19 718 £ 47
796 4 427 + 62 448 + 15 535+ 23
254 +4 156 + 24 116 £ 7 151+ 4
116+ 4 15+ 1 16+ 1 14 +4

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1562 + 257 663 + 21 708 £ 135 1039 + 31
756 + 62 5816 591 +73 763 +4
254 +5 124 + 6 121+ 24 130+ 4
116 £ 6 1212 12+1 14 +4

*Inc. Incontable.

Para concentraciones de CuNPs EMex pH 7 y pH 4 exhiben una inhibicion del

crecimiento mayor, en comparacion con las CuNPs EMex pH 12. En el estudio

fotocatalitico, se observé que las CuNPs EMex pH 4 degradaban un poco mas que las

CuNPs EMex pH 12 y pH 7, no existe alguna otra variable que influya en el efecto

microbiologico ya que como se mostrdé en la caracterizacion, en tamafo, forma y

composicion, las CuNPs no tienen diferencia. Asimismo, para E. coli se observa que

la concentracion inicial influye en el efecto microbicida ya que a mayor concentracion

mejor efecto.
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Grafico 3.21 Eficiencia de CuNPs EMex en contacto con Escherichia coli.

Es notable que el crecimiento bacteriano se reduce para CuNPs EMex pH 4,
observando su mejor eficiencia a una concentracion de 100 mg/L, reduciéndose
aproximadamente dos veces en magnitud a la misma concentraciéon en comparacion
con las AgNPs pH 12y pH 7.

La S. aureus (Gram positiva) exhibio una toxicidad elevada para todas las CuNPs en
relaciéon con la E.coli (Gram negativa), lo que sugiere, que la estructura de doble
membrana que se encuentra especificamente en las bacterias Gram negativas juega
un papel fundamental en la proteccion contra toxicidad de las nanoparticulas metalicas
de cobre, asi también lo sugiere Kaweeteerawat et al., (2015), quienes mencionan que
las bacterias Gram positivas son mas sensibles a las nanoparticulas en comparacion

con las Gram negativas en el caso de las CuNPs.

En la Tabla 3.6, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién microbicida de
CuNPs EMex, contra S. aureus. Las CuNPs disminuyen eficazmente el crecimiento de

S. aureus.
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Tabla 3.6 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con diferentes

concentraciones de inéculo y CuNPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentracién de CuNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
3657+ 3 1814 + 66 2376 + 19 30907
1671+ 13 150 + 13 164 £ 13 352+5
619 + 30 55+ 14 43+ 6 749
195+ 5 910 11 50

Inc.

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
3657 +3 1101+ 11 1450+ 9 2408 + 6
1671+ 13 301 47 +1 78 £ 1
619 £ 30 4+2 11+0 5+1
195+ 5 2+0 312 0+0

*Inc. Incontable

% Eficiencia

Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 784 £ 14 Inc. Inc.
3657 +3 1052 1507 276+ 3
1671+ 13 131 16 £ 2 34 +1
619 + 30 00 1+£0 811
1955 00 00 00
Staphylococcus aureus
100 4 98.2 971 g53 99.2 9 979

80

60

40 1

204

pH 12

pH7

pH 4

Gréfico 3.22 Eficiencia de CuNPs EMex en contacto con Staphylococcus aureus.
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Con S. aureus se notan menos diferencias significativas entre CuNPs EMex pH 7 y 4;
de acuerdo con los analisis por TEM se sabe que no hay diferencias significativas en
cuanto a composicion, estructura y tamafo, caso contrario a la E. coli, las CuNPs EMex

pH 4 funcionan de manera mas eficiente con S. aureus.

Estos resultados pueden referirse a las diferencias en la pared celular de cada cepa,
la pared celular de las cepas Gram negativas (E. coli) es mas ancha que la de las
cepas Gram positivas (S. aureus). Esto se debe probablemente a que la toxicidad de
los iones de cobre sobre S. aureus incluye una rapida degradaciéon del ADN, seguida
de una reduccion de la respiracidon bacteriana, también se sabe que los iones de cobre

inhiben ciertos citocromos de la membrana (Chien et al., 2021).

3.2.4 CuNPs Puebla

La actividad microbicida de las CuNPs Puebla evaluada contra las bacterias Gram
negativa (E. coli) y Gram positiva (S. aureus) (Tabla 3.7). Los resultados claramente
mostraron que las CuNPs exhiben una mejor actividad microbicida contra S. aureus
seguidas por E. coli. Las CuNPs tienen una alta reactividad debido a su gran area
superficial que les permite interactua con las paredes celulares bacterianas asi lo

explica Vasantharaj et al., (2019).

Los resultados muestran que a concentraciones de 100 mg/L se obtiene las mejores
inhibiciones contra la bacteria, por otra parte las CuNPs Puebla pH 4 tienen el mejor
desempefo microbicida, para todas las concentraciones de NPs empleadas. Sin
embargo, el efecto microbicida disminuye con respecto a la concentracion de las NPs
presentes en el medio, pero a comparaciéon con las CuNPs Puebla pH 12y pH 7, entre
estas dos hay un aumento microbicida significativo para las CuNPs Puebla pH 12 pero
sigue siendo menor la eficiencia en comparacion con las CuNPs Puebla pH 4 para una
dilucion del inéculo de 1x10-4, ya que éstas logran disminuir al doble la cantidad de

bacterias presentes en el inoéculo.
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Tabla 3.7 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de indculo y CuNPs Puebla.

UFC/mL inicial

Concentracién de CuNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. 632 +12 7278 877 £ 16
1169 + 10 107 £ 12 169 +21 263 + 11
238+ 12 77 1 96+ 3 120+ 3
150 £ 10 21+9 712 2311

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1169 £ 10 465 + 10 679+ 18 857 £ 28
238 +12 140 + 18 145+ 6 217 £ 17
150 + 10 187 215

Inc.

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. Incontable.

% Eficiencia

Inc. Inc. Inc. Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.

Inc. 318 + 64 602 + 23 Inc.

Inc. 162+ 4 56 +4 779 £ 14
1169 + 10 6+2 12+4 450 £ 25
238+ 12 0+0 2+0 120+ 8
150 £ 10 0+0 0+x0 22 +2

Escherichia coli
99.4 98.9

100

pH 12

pH7

pH 4

Grafico 3.23 Eficiencia de CuNPs Puebla en contacto con Escherichia coli.
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Se vuelve factor notable la comparacién entre las CuNPs Puebla con las CuNPs EMex,
y es debido a que el efecto microbicida esta invertido, es decir, en las CuNPs Puebla
las nanoparticulas que tienen una mayor eficiencia son las sintetizadas a pH 4, y las
de menor son las de pH 7, mientras que las CuNPs EMex tienen una mejor eficiencia
microbicida a pH 12 y el menor es a pH 4. Para ambas nanoparticulas, el tamafo,
forma y composicién es el mismo para los tres valores de pH por lo que la variable de

mayor influencia sera el pH utilizado para la sintesis.

Los resultados del contacto de S. aureus con CuNPs Puebla se muestran en la Tabla
3.8. En principio se pueden observar diferencias significativas en la eficiencia

microbicida.

Tabla 3.8 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con diferentes

concentraciones de inoculo y CuNPs Puebla.

CuNPs a pH 12 |

Dilucién del UFC/mL inicial Concentracion de CuNPs aplicada

inéculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x1072 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10- 1457 + 22 Inc. Inc. Inc.
1x10-5 849 + 28 332+12 636 +10 769 + 21
1x10-6 344 + 23 87 +6 185+ 9 246 £ 7
1x107 123+3 6+1 12+2 19+ 3

CuNPsapH7 |

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x1073 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10 1457 £ 22 114 + 11 543 + 18 646 + 10
1x10-° 849 + 28 94 +3 81+3 354 +12
1x10¢ 344 + 23 28+ 3 7+2 165+ 9
1x107 123+ 3 1+0 2+1 15+ 4

CuNPs a pH 4 |

Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10 1457 + 22 1120 £ 15 Inc. Inc.
1x107° 849 + 28 1373 405+ 4 491 +9
1x10°6 344 + 23 35+2 44 £ 3 66 +3
1x107 123+3 0+x0 0+x0 30

Inc. Incontable.
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El efecto de inhibicion de CuNPs sobre las bacterias Gram negativas fue mayor que el
de las bacterias Gram positivas, lo que puede deberse principalmente a las diferencias
en las estructuras de las membranas bacterianas. Sharmila et al., (2018). Sintetizaron
CuNPs empleando extracto de la hoja de Bauhinia tomentosa los resultados indicaron

que las CuNPs son un buen agente antibacteriano.
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Grafico 3.24 Eficiencia de CuNPs Puebla en contacto con Staphylococcus aureus.

Las CuNPs Puebla en contacto con E. coli son mas eficientes que para S. aureus
(Grafica 3.31), efecto opuesto es obtenido con las CuNPs EMex, el pH 7 posee una
mejor eficiencia en general. Es de notar que a diferencia con E. coli, no se aprecia una
variable con una influencia significativa en la capacidad bactericida. Joshi et al., (2019),
en su publicacion mencionan que la alta eficiencia de las CuNPs en contacto con S.
aureus se atribuye a las caracteristicas de la membrana celular. Las nanoparticulas de
tamafio pequefio se acumulan en la superficie de las bacterias las cuales las absorben,
provocando la perturbacion de la integridad celular bacteriana, y tras llegar al interior
de la célula, las ZnNPs producen ROS (Khajuria et al., 2019).
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3.2.5 ZnNPs EMex

RESULTADOS

El efecto de la concentracion de ZnNPs sobre el crecimiento de E. coli se muestra en

la Tabla 3.9. A una concentracion de 10 mg/L y dilucién de 1x10-® UFC/mL se inhibe

el 44% de las bacterias, pero nunca se alcanza a erradicar el crecimiento de las UFC,

incluso a una concentracién de 100 mg/L de ZnNPs EMex que solo inhibe el 84%.

Tabla 3.9 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de in6culo y ZnNPs EMex.

*Inc. Incontable.

ZnNPs a pH 12 |
Dilucion del UFC/mL inicial Concentraciéon de ZnNPs aplicada
inéculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x1073 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x107° 742 +0 Inc. Inc. Inc.
1x10-6 609 £ 14 177 £4 240 £ 14 343 +8
1x107 244 + 6 37+2 48 +1 71+2
ZnNPs a pH 7 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10 878 + 11 724 + 4 7757 782 +10
1x10-5 662 + 29 468 + 33 563 + 21 656 £ 13
1x10°6 587 +3 276 £ 13 367 7 422 + 14
1x107 208 + 1 98 + 2 89+4 108 + 2
ZnNPs a pH 4 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x1073 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10* 878 + 11 742 + 21 756 + 23 783 + 11
1x107° 662 + 29 523 £+ 23 634 £ 14 681+ 14
1x10¢ 587 +3 260+ 9 369 + 26 425 + 27
1x107 208 £ 1 54 +2 73 +£1 110+ 6

Para las diluciones de indculo correspondientes a 1x10° UFC/ mL no se determiné la

MCB (minima concentracion bactericida), ya que la concentracion maxima de ZnNPs
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que fue posible probar no fue inhibitoria. Saif et al., (2021), emplearon ZnNPs con un
tamafio promedio de 4 a 5 nm, para inhibir el crecimiento de las bacterias Gram
negativas, y observd que las ZnNPs solo podian penetrar en pocas células
bacterianas, principalmente cuando se desarrollaba el proceso de division celular
explicando de esta manera que las ZnNPs modificaban el peptidoglucano de la pared
celular Gram negativa, esto se debe a que durante la divisién, la pared celular se
vuelve mas vulnerable especificamente en la red de mureina, la cual consiste en
peptidoglucanos reticulados, los cuales necesitan ser escondidos para que el area del
sacro sea mas flexible permitiendo asi la separacion de la célula hija. Explicando asi
la resistencia que tienen las bacterias Gram negativas a las ZnNPs, hecho que también

se puede observar en este trabajo de investigacion.
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Grafico 3.25 Eficiencia de ZnNPs EMex en contacto con Escherichia coli.

Es de notar que a mayor concentracion inicial mayor efecto microbicida se observara,
referente a las caracteristicas de las nanoparticulas las ZnNPs pH 12 y pH 7 tienen
una estructura cubica y la misma composicion ZnOz2, mientras que a pH 4 las
caracteristicas cambian.
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La evaluacion del efecto fe las ZnNPs EMex sobre S. aureus se muestra en la Tabla
3.10, se muestra que las ZnNPs EMex exhiben una actividad antimicrobiana creciente
contra S. aureus a mediad que aumentaba su concentracién, este mismo
comportamiento lo observé Liu et al., (2009), quien empled nanoparticulas de ZnO a
concentraciones de 12 mMol, el crecimiento de S. aureus fue completamente inhibido

presentando una ausencia de colonias en placas de TSA.

Tabla 3.10 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con

diferentes concentraciones de inéculo y ZnNPs EMex.

*Inc. Incontable

La eficiencia de las ZnNPs EMex sobre S. aureus se muestra en el Grafico 3.34.

ZnNPs a pH 12 |
Dilucion del UFC/mL inicial Concentracion de ZnNPs aplicada
inoculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. 2032+ 8 Inc. Inc.
1x10 3052 + 52 784 £ 9 957 4 1447 £ 9
1x10-5 1211+ 25 287 + 20 368+9 519 + 31
1x10¢ 675 £ 21 378 105+8 172+ 13
1x107 12117 1% 132 213
ZnNPs a pH 7 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. 1889 + 12 Inc. Inc.
1x10* 3052 £ 52 170 £ 20 1057 £ 13 8897
1x10-° 1211 £ 25 12+2 473 £ 29 146 £ 10
1x10¢ 675 £ 21 3+2 311 62+5
1x107 121 +7 00 10 9+1
ZnNPs a pH 4
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. 1462 + 14 Inc. Inc.
1x10-3 Inc. 278 £ 12 963+ 10 1136 = 14
1x10 3052 + 52 42 + 8 152 £ 15 385 + 11
1x10-5 1211+ 25 34+2 51+1 715
1x10¢ 675 £ 21 00 3+1 16+£2
1x107 12117 00 00 11
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Staphylococcus aureus
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Grafico 3.26 Eficiencia de ZnNPs EMex en contacto con Staphylococcus aureus.

De nueva cuenta se observa que, a mayor concentracién inicial, se tiene un mejor
efecto microbicida. Con respecto al pH de sintesis los mejores resultados fueron
obtenidos por las ZnNPs pH 4, las cuales inhibieron el crecimiento de las bacterias
Gram positivas hasta en diluciones de 1x10-4 UFC/ mL. Asimismo, las ZnNPs vuelven

a ser mas eficientes en todos los pH de sintesis para las S. aureus.

3.2.6 FeNPs EMex

Los resultados obtenidos de la actividad microbicida de las FeENPs EMex contra la
bacteria E. coli se muestran en la Tabla 3. 11, en la cual se observa que el crecimiento
de las células bacterianas fue menor en comparacion con las placas de control
positivo, este comportamiento sugiere que las FeNPs EMex pueden entrar en la
membrana e inhibir el crecimiento bacteriano. Madivoli et al., (2019), sintetizaron
nanoparticulas de hierro mediante extracto de Ageratum conyzoides, y mencionan que
a tamafnos mas pequenos las FeNPs interactuan facilmente con las células bacterianas
absorbiéndose a través de la membrana celular e interactuar con el ADN bacteriano,

para finalmente conducir a la muerte celular.
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Tabla 3.11 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

UFC/mL inicial

concentraciones de in6culo y FeNPs EMex.

Concentraciéon de ZnNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1305 £15 922 + 27 679 £ 27 867 £ 34
1034 £ 25 273 £33 496 + 68 455 + 31
683 £13 138+ 8 300 £ 30 326 £ 29
93 +15 49+ 24 1817 507

Inc.

Inc.

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1305+ 15 Inc. Inc. Inc.
1034 + 25 484 + 19 602 +42 1068 + 21
683 £ 13 184 £ 12 156 £ 5 177 £ 17
93+15 20+ 3 19+4 14+0

Inc.

Inc.

Inc.

Inc.

*Inc. Incontable.

% Eficiencia

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1305+ 15 Inc. Inc. Inc.
1034 + 25 307 £ 23 536+ 18 700 + 31
683 +13 182 + 23 166 + 11 161 + 22
93+15 165 142 17+ 3
Escherichia coli
80+
735

pH 12

pH7

70.2

pH 4

Grafico 3.27 Eficiencia de FeNPs EMex en contacto con Escherichia coli.
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La eficiencia microbioldgica se observa en la Grafica 3.35, el mejor desempefio se

observa para las FeENPs EMex a 100 mg/L, y se sigue observando que, a mayor

concentracioén inicial de nanoparticulas, mejor capacidad bactericida. En cuanto a la

estructura, se observa que las nanoparticulas cubicas y hexagonales, tienen mejor

efecto microbicida a pesar de que a pH 7 también se obtuvo una estructura cubica.

Los resultados de la actividad antibacteriana de FeNPs EMex (pH 12, 7 y 4) frente a

S. aureus se muestran en la Tabla 3.12. En general las FeNPs tienen una eficacia

ligeramente superior contra las Gram positivas (S. aureus) en comparacion con sus

contrapartes las Gram negativas (E. coli).

Tabla 3.12 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con

diferentes concentraciones de indculo y FeNPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentraciéon de ZnNPs aplicada

Inc.

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1076 + 13 507 £ 12 7865 8175
725+ 11 47 +1 56+4 65+2
126 £ 4 2+1 60 13+1

Inc.

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1076 + 13 449 £ 6 821+6 1044 + 17
725 + 11 56 +2 66 + 2 7312
126 + 4 13+ 3

Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
1076 £ 13 283+ 3 68518 674+ 6
725+ 11 47 +1 55+2 61+2
126 £ 4 00 1+1 4+0

*Inc. Incontable
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La diferencia entre el efecto antibacteriano entre bacterias Gram positivas y Gram
negativas podria estar relacionado con la composicion de su pared celular, asi lo
menciona Chien et al., (2021), ya que las bacterias Gram positivas tienen paredes
celulares compuestas de peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram negativas

tienen una membrana externa compuesta de lipopolisacaridos ademas de las paredes
celulares compuestas de peptidoglicano.
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Grafico 3.28 Eficiencia de FeNPs EMex en contacto con Staphylococcus aureus.

Las FeNPs muestran un comportamiento microbicida similar con E. coli y con S.
aureus, el mayor efecto se observa en la concentracion inicial que sigue mostrando
que a mayor concentracion mejor efecto microbicida, asi también lo refiere Radini et
al., (2018), quienes sintetizaron FeNPs empleando extracto de Trigonella foenum —
graecum; en sus estudios los resultados mostraron solo una ligera actividad

microbicida superior contra las bacterias Gram negativas en comparacion con la cepa
bacteriana Gram positiva.
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3.2.7 TiNPs EMex

El andlisis de TiNPs EMex frente a E. coli se muestra en la Tabla 3.13. Los resultados
indican que la E. coli no muestra resistencia al efecto microbicida de las TiNPs EMex,
en el Grafico 3.36 se puede observar claramente la eficiencia microbicida de las
nanoparticulas. Irshad et al., (2020), mencionan que la actividad microbicida de las
TiNPs es mas potente que la mostrada por las AgNPs y CuNPs, también afirma que la
inhibicion de las bacterias Gram negativas depende en gran medida de las
concentraciones de TiNPs.

Tabla 3.13 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de indculo y TiNPs EMex.

TiNPs a pH 12 |
Dilucioén del UFC/mL inicial Concentraciéon de ZnNPs aplicada
inoculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. 80 +4 148 + 6 Inc.
1x102 Inc. 54 +3 1135 1037 + 31
1x102 Inc. 27 £1 48+ 6 524 + 20
1x10* 1305+ 15 12+3 16+£2 240 + 33
1x10° 1034 £ 25 312 4+3 77 +4
1x10° 683+ 13 00 00 9+4
1x107 93 + 15 0+0 0+0 2+1
TiNPs apH 7 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. 187 £ 6 264 + 11 448 +7
1x10* 2888 + 13 98+2 165+ 10 2195
1x107° 1463 £ 5 39%5 64 £4 143 £ 18
1x10¢ 435+5 10+ 1 22+2 3312
1x107 115+ 1 0+0 1+1 7+1
TiNPs a pH 4 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. 313+6 Inc. Inc.
1x10* 2888 £ 13 2369 429 £ 12 467 £ 10
1x10° 1463+ 5 136 +3 334+8 376 £ 14
1x10-6 435+ 5 80+4 180 £ 17 230 £ 16
1x107 1151 34 £10 62+3 705

Inc. Incontable.
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Grafico 3.29 Eficiencia de TiNPs EMex en contacto con Escherichia coli.

Las TiNPs EMex han resultado las mas eficientes de todas las NPs sintetizadas en
este trabajo, de nuevo muestra que la concentracion inicial influye en la obtencion de
un mejor efecto microbicida. Referente a la estructura, las TiNPs pH 12 son cubicas y
resultan ser mas eficientes, mientras que en las TiNPs EMex pH 4 se observan 2

estructuras tetragonal y hexagonal, disminuye el efecto bactericida.

En la Tabla 3.14 se muestran los resultados para las TiNPs EMex en contacto con S.
aureus, los resultados indican que las nanoparticulas son mas eficaces como agentes
antibacterianos sobre S. aureus que sobre E. coli. En el Grafico 3.37 se presentan los
resultados de eficiencia.

Se puede observar que las TiNPs a pH 7 y 4, desde una dilucién de inéculo de 1x10-3
UFC/mL no se ven afectadas significativamente a las concentraciones de 100, 50y 10
mg/L. El crecimiento de la S. aureus no se inhibe significativamente a concentraciones
de 100 mg/L, los resultados sugieren que las TiNPs son mas téxicas en condiciones
basicas.
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Tabla 3.14 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus con diferentes

concentraciones de inoculo y TiINPs EMex.

UFC/mL inicial

Concentraciéon de ZnNPs aplicada

100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Inc. Inc. Inc. Inc.
Inc. Inc. Inc. Inc.
4650 £ 50 748 £16 Inc. Inc.
1911+ 21 3577 458 + 5 664 + 14
965+ 3 136 £ 2 162 £ 1 24914
633+ 12 30+£2 35+£2 46+ 3
342+5 120 210 611

131+6 0+0 0+0 0+0

Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.
4650 + 50 Inc. Inc. Inc.
1911 £ 21 640 £ 14 7287 904 £ 2

965+ 3 1104 283+ 2 148 £ 4
633 £ 12 263 754 14 £1
342+5 11 511 00

131+6

Inc. Inc. Inc.

Inc. Inc. Inc. Inc.

4650 + 50 635+ 14 Inc. Inc.
1911 + 21 420 +5 551+ 14 634 +5
965+ 3 1614 194 £ 3 3346

633 £ 12 51+3 60+ 6 63+2

342 +5 10 £0 3+1 5+1

131+6 0+0 0+x0 0+x0

Inc. Incontable.
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Gréfico 3.30 Eficiencia de TiNPs EMex en contacto con Staphylococcus aureus.
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El efecto bactericida de las TiNPs, en términos practicos, muestra diferencias minimas
entre los pH empleados en la sintesis de las nanoparticulas, esta variable no muestra
una influencia clara para el efecto bactericida de estas nanoparticulas, como tampoco

lo muestran la estructura o composicion que variaron para todos los pH trabajados.

3.2.8 TiNPs Puebla

La actividad microbicida de las TiNPs Puebla, se evalué mediante conteo en placa de

bacterias, los resultados se muestran en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15 Cuenta en placa del crecimiento de Escherichia coli, con diferentes

concentraciones de inoculo y TiNPs Puebla.

TiNPs a pH 12 |
Dilucion del UFC/mL inicial Concentraciéon de ZnNPs aplicada
inoculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10" Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. 508 +7 Inc. Inc.
1x10-3 Inc. 217 +13 Inc. Inc.
1x10 1608 £ 9 115 £14 484 + 12 Inc.
1x107° 443 £ 18 64 £4 3389 484 £ 5
1x10¢ 217+ 8 13+£2 151 £ 10 3364
1x107 94 +7 11 94 +3 201 £ 11
TiNPs a pH 7 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. 93+5 155+ 4 26914
1x1073 Inc. 22+2 78+5 130+ 4
1x10* 1608 £ 9 611 44 £ 2 66 £3
1x10° 443 £ 18 00 19+2 15+3
1x10€ 217 +8 0+0 5+ 1 00
1x107 94 +7 00 0£0 00
TiNPs a pH 4 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. 3828 468 £ 4 5835
1x102 Inc. 163+ 3 285+ 2 3606
1x10-3 Inc. 47 £1 1095 253+3
1x10 1608 £ 9 25+3 15+£2 97 +£3
1x107° 443 £ 18 120 2+1 1712
1x10¢ 217+ 8 00 00 11
1x107 94 +7 0+0 0+0 00

Inc. Incontable.
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Los valores de TiNPs Puebla pH 4 muestran que el efecto microbicida aumenta
gradualmente con el aumento de la concentracién de NPs (Grafico 3.38), sin embargo,
la eficiencia microbicida disminuye para las TiNPs Puebla pH 12 y pH 7, pero si se
observa una disminucién notable de la cantidad de bacterias presentes en las placas

en comparacion de las placas control.
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Grafico 3.31 Eficiencia de TiNPs Puebla en contacto con Escherichia coli.

A diferencia de las TiNPs EMex, estas nanoparticulas no presentaron diferencias en
la estructura y composicién (cubica, TiO), y muy poco en el tamano, por lo que estas
tres caracteristicas tienen poca o nula influencia en el proceso microbicida. En este
sentido, y a pesar de que son las mas eficientes de las ANPs Puebla y CuNPs Puebla,
su comportamiento es diferente y también mas efectivo que las TiINPs EMex, mientras
que para éstas ultimas el comportamiento general era muy similar para los pH 12, 7 y
4, en el caso de estas muestras el que presenta la eficiencia mas baja es el pH 12, por
lo tanto, la variable que muestra una influencia mas clara es el pH 7 y 4 con los cuales

se obtienen las mejores eficiencias.
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En la Tabla 3.16 se muestran los resultados obtenidos de la accidn microbicida de las
TiNPs Puebla fitosintetizadas con extracto de E. crassipes proveniente del estado de

Puebla frente a una cepa de Staphylococcus aureus.

Tabla 3.16 Cuenta en placa del crecimiento de Staphylococcus aureus, con

diferentes concentraciones de indculo y TiNPs Puebla.

TiNPs a pH 12 |
Dilucién del UFC/mL inicial Concentracion de ZnNPs aplicada
inéculo 100 mg/L 50 mg/L 10 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-2 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-4 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-5 33727 240+ 13 482 + 6 752+5
1x10-6 1558 12 173+ 8 239+ 12 452 +7
1x10-7 6437 34 +1 67 +8 12114
TiNPs apH 7 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-2 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-4 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-5 33727 173+ 6 322 +23 546 + 19
1x10-6 1558 +2 6318 1705 361+13
1x10-7 643 +7 55+ 1 65+2 753
TiNPs a pH 4 |
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-1 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-2 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-3 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-4 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10-5 33727 1036 2394 3419
1x10-6 1558 +2 638 164 + 10 242 + 25
1x10-7 6437 55+1 94+6 108 £ 18

Inc. Incontable.

Los porcentajes microbicidas de las TiNPs Puebla, son un poco mas altos que para la
muestra TiNPs EMex, y para estas muestras es posible observar un comportamiento
igual para los pH 12, 7 y 4, es decir, a medida que baja la concentracién inicial minima
utilizada, baja también el porcentaje de eficiencia del efecto bactericidas, este mismo
muestra una mejor ligera a pH 4, por lo que si se intenta definir una variable que tenga
una influencia determinante en el proceso microbicida, no se haria con certeza debido

a que en cada uno de los pH utilizados todas las variables aplicadas no lo muestran.
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Staphylococcus aureus
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Grafico 3.32 Eficiencia de TiNPs Puebla en contacto con Staphylococcus aureus.

Las TiNPs exhibieron una interesante reduccion antimicrobiana, la naturaleza del
Titanio puede explicar este fendmeno, asi también lo afirma Albukhaty et al., (2020),
quien menciona que el principal mecanismo de accion de las TiNPs es la produccion

de especies reactivas de oxigeno (ROS).

3.3 Pruebas de actividad fotocatalitica

3.3.1 AgNPs

El mecanismo de fotocatalisis por irradiacion de luz UV con AgNPs EMex
fitosintetizadas a diferentes pH 12, 7 y 4 se presentan en la Figura 3.28. Como unico
evento se presenta el fendmeno de absorcién por parte de las AQNPs EMex pH 12 a
una concentracion de 10 mg/L, disminuyendo su concentracion inicial en 1 mg/L debido

a dicho efecto.
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Es observable que debido al efecto SPR, los electrones de la banda mas externa de
las AgNPs son excitadas bajo la irradiacion de la luz UV, comenzando inmediatamente
a desarrollarse el proceso fotocatalitico, a concentraciones de 100 mg/L en todos los
experimentos se observa que se obtienen los mejores rendimientos de degradacion
del fenol siendo el de mejor desempefio las AgNPs EMex pH 4, ya que después de
120 min de irradiacién se tenia una concentracion final de 4.93 mg/L de fenol presente

en la solucion.
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Grafico 3.33 Pruebas fotocataliticas de AQNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.
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De acuerdo con los resultados de caracterizacion, las AgNPs EMex pH 12 y pH4
poseen tamanos de particula pequefios, los cuales no superan los 20 nm, mientras
que las AgNPs EMex pH 7 tienen un tamaio de particula mas grande, por otra parte
se observa que a pH 7 y 4 las NPs tienen la misma composicion y estructura, dejando
en claro que las AgNPs EMex pH 4 muestra un alto rendimiento fotocatalitico en

comparacion con las AgNPs EMex pH 12 y AgNPs pH 7.

Estos resultados son comparables con el obtenido por Sandeep et al., (2016), quienes
sintetizaron AgNPs con extracto de Convolvulus assessment y obtuvieron una
degradacion fotocatalitica de fenol superior a un 70%, es notable que el pH al que son
sintetizadas las NPs, juega un papel muy importante para la degradacién del material

contaminante.

El porcentaje de fenol que se degradé con las NPs obtenidas a diferentes valores de
pH y concentracion se presentan como las eficiencias fotocataliticas, las cuales se
muestran en el Grafico 3.17d. Para AgNPs EMex pH 4 a una concentracion de 100
mg/L la eficiencia fotocatalitica es del 56.1%, seguida por la AQNPs EMex pH 7 con

una concentracion final de fenol de 50 mg/L.

Las AgNPs fitosintetizadas con extracto de Eichhornia crassipes proveniente del
Estado de Puebla, fueron sometidas a experimentos de fotocatdlisis. Las
concentraciones residuales de fenol después de 120 min de reaccion se monitorearon

y se muestran en el Grafico 3.18.

Para las AgNPs EMex pH 4 cuyo tamafio promedio de particula es de 5 £ 1.5 nm, las
nanoparticulas tienen forma hexagonal de composicion Ag20 y de diferente fase
cristalina, el mismo fendmeno ocurre para las AQNPs EMex pH 12 solo que esta posee
una fase cristalina diferente. Para estas pruebas se nota que a mayor concentraciéon
inicial se mejora el porcentaje de degradacion para los tres valores de pH. A pH acidos
de sintesis se sigue observando la mejor capacidad fotocatalitica, es un
comportamiento similar al que se observé con las NPs preparadas con E. crassipes de

EMex, aunque para E. crassipes de Puebla se observa mas acentuada la diferencia.
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Grafico 3.34 Pruebas fotocataliticas de AQNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.

Los resultados muestran una reduccién en la concentracién inicial de fenol en todos
los casos de 10 a 9 mg/L sin irradiacion de luz UV, desarrollandose un proceso de
adsorcion. Una vez iniciado el proceso fotocatalitico, el mecanismo de accién de las
AgNPs sobre el compuesto fendlico se rige puramente por interacciones
electroestaticas asi lo sugiere Sandeep et al., (2016). Las AgNPs adquieren valores
positivos, negativos y de carga neutra respectivamente bajo condiciones de sintesis

de pH acido, basico y neutro.

Las eficiencias del proceso fotocatalitico se muestran en el Grafico3.18 d, la mejor

degradacién es efectuada por AQNPs Puebla pH 4, que reducen la carga de fenol en
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un 84.3, 73.6 y 72.1%, que corresponden a concentraciones fendlicas de 1.57, 2.64 y
2.79 mg/L para las cantidades de 100, 50 y 10 mg/L de NPs. Para las AgNPs Puebla
pH 12 y 7 el mejor desempeno fue obtenido para las concentraciones de 100 mg/L.
Por lo tanto, se puede concluir que para las AgNPs fitosintetizadas, estas se pueden

se puede emplear en el tratamiento de fenol en disolucion acuosa.

3.3.2 CuNPs

El rendimiento de la degradacion fotocatalitica de las CuNPs se examino utilizando
fenol como contaminante modelo, los resultados se muestran en el Grafico 3.19. El
pico de absorcion maxima del fenol a 510 nm fue disminuyendo de forma gradual hasta
completar los 60 minutos de estabilizacién, una vez iniciado el proceso de la
degradacion fotocatalitica del fenol en presencia de las CuNPs, se observa la
constante pero una rapida disminucion de la concentracion de fenol en la disolucion
acuosa. Informes anteriores revelaron que la actividad fotocatalitica de las
nanoparticulas metalicas dependeria de la estructura cristalografica, la morfologia y el

tamafio de las nanoparticulas (Vasantharaj et al., 2019).

De acuerdo con los resultados obtenidos por caracterizacion en TEM para las CuNPs
EMex a pH 12, 7 y 4, no hay diferencia en el tamafio, forma y composicion, es claro
que el pH de sintesis favorece en mayor medida la capacidad de las nanoparticulas,
se observa también que a concentraciones iniciales mas bajas de fenol el porcentaje

de degradacién aumenta en cada uno de los pH.

Las CuNPs EMex pH 12 presentan un proceso de adsorcion al estar en contacto
durante 60 minutos con la solucion fendlica sin irradiacion de luz UV, disminuyendo su
concentracion inicial de 10 mg/L de fenol a una concentracién de 7.59 mg/L, 8.60 mg/L
y 9.52 mg/L para 100, 50 y 10 mg/L de concentracion de CuNPs respectivamente, lo
cual indica que el material nanoparticulado adsorbe fenol en proporcion a su

concentracion en el medio liquido.
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Grafico 3.35 Pruebas fotocataliticas de CuNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.

Las CuNPs EMex a pH 4 muestran el mejor desempeno con eficiencias mayores al

95%, los resultados se muestran en la Grafica 3.19d, existe un patrén de

comportamiento para las CuNPs a pH 12,7 y 4 en el cual se observa que al utilizar una

concentracion de nanoparticulas de 10 mg/L, se obtiene una mayor degradacién

fotocatalitica del fenol.

Por otra parte, la reduccién de fenol acuoso por CuNPs sintetizadas con extracto de

E. crassipes proveniente del Estado de Puebla se presenta en el Grafico 3.20.
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Grafico 3.36 Pruebas fotocataliticas de CuNPs Puebla (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.

Se determina que, entre las NPs probadas, las CuNPs Puebla pH 12 a 50 mg/L y
CuNPs Puebla pH 4 a 100 mg/L, presentan un proceso de adsorcidén en los primeros
60 minutos de contacto con fenol acuoso sin irradiacion de luz UV, en comparacion
con sus contrapartes las CuNPs fitosintetizadas con extracto de E. crassipes del
Estado de México, que adsorben en menor cantidad el fenol acuoso a las mismas
concentraciones. Para las CuNPs Puebla y CuNPs EMex no se observaron diferencias
en estructura y composicion, se mostré una diversidad de tamafio para los tres valores
de pH, asi que la principal influencia en la capacidad fotocatalitica se observa con el
pH utilizado para la sintesis de nanoparticulas.
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El mejor desemperio fotocatalitico lo obtuvieron las CuNPs Puebla pH 7, las cuales
degradan el fenol hasta en un 99.4% con 10 mg/L de NPs presentes en el medio, sin
embargo, para las concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L de CuNPs Puebla pH 4, la

eficiencia es superior al 95% (Grafico 3.20).

3.3.3 ZnNPs

Las ZnNPs EMex pH 12 a concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L emplean un tiempo
de 120 minutos para disminuir 10 mg/L de fenol a 4.33, 5.13 y 6.52 mg/L
respectivamente, pero para las ZnNPs EMex pH 7, se observa que a una
concentracion de 100 mg/L el fenol presente en el medio es degradado a 0.57 mg/L
en 80 minutos bajo irradiaciéon de luz UV, éste fendmeno es superado por las ZnNPs
EMex pH 4 a la misma concentracion, y cuyo tiempo de contacto solo fue de 60

minutos, quedando 0.01 mg/L de fenol en el medio.

Las ZnNPs EMex pH 12 no poseen una alta eficiencia fotocatalitica, los resultados se
observan en el Grafico 3.21, el mejor desempefio se logra con 100 mg/L de NPs cuya
eficiencia es del 56.7%, mientras que las ZnNPs EMex pH 7 y 4 tienen una eficiencia
del 94.3 y 98% respectivamente, logrando degradar el fenol presente en la solucién.
Es notable que las ZnNPs EMex exhiben buenas tasas de fotodegradacion y éste

fendmeno se hace mas evidente con el aumento de contenido de ZnNPs en el medio.

De acuerdo con la caracterizacion la principal diferencia asociada a las ZnNPs es la
estructura cristalina que a pH 4 es hexagonal y las ZnNPs son de tamafio homogéneo,
mientras que a pH 12 y 7 hay diversidad de tamarfo, en cuanto a la composicion a
estos dos valores de pH es la misma, mientras que a pH 4 es un éxido de zinc simple,

es decir una molécula de menor tamano.

Fréber et al., (2020), encontraron que una mayor degradacion catalitica del fenol (10
mg/L) 93.3% por ZnNPs se atribuye a una mayor banda prohibida a una concentracion

de 10 mg/L de NPs, coincidiendo con los resultados obtenidos en el presente trabajo,
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esto indica que las ZnNPs son rentables y respetuosas con el medio ambiente e,

inducen un rendimiento considerablemente mayor hacia la degradacion del fenol.
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Grafico 3.37 Pruebas fotocataliticas de ZnNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.

Assaf et al., (2020), obtuvieron un porcentaje de adsorcion de fenol con nanoparticulas

de ZnO del 93.86% a una concentracion inicial de 100 mg/L de fenol, asimismo,

menciona que la cinética de adsorcidn se produce rapidamente durante los primeros

10 minutos de contacto y luego se ralentiza debido a la saturacion en la mayor parte

de la superficie de las nanoparticulas de ZnO como sustancia adsorbente, teniendo

como mejor tiempo de adsorcion fue a los 50 minutos de contacto.
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3.3.4 FeNPs

Se observa que la mejor eficiencia de degradacion de fenol empleando FeNPs EMex
esta en el orden de FeNPs EMex pH 4 > FeNPs EMex pH 7 > FeNPs EMex pH 12,
como se muestra en el Grafico 3.22; claramente los resultados muestran una
disminucion de la concentracion de fenol con el aumento del tiempo de exposicion a la

radiacion con luz UV. Por lo tanto, las FeNPs EMex actuan como un fotocatalizador

eficiente para la degradacién significativa del fenol.
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Grafico 3.38 Pruebas fotocataliticas de FeNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia
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El tamafo promedio de las FeNPs EMex a pH 12y 7 (15 — 35 nm), son mas pequefias
que a pH 4; las cuales son mas grandes (10 — 60 nm), asi mismo la estructura cristalina
es diferente al pH acido, mientras que la composicion de las nanoparticulas es

diferente para los tres valores de pH.

Para todas las FeNPs se presenta un proceso de adsorcion en los 60 minutos previos
al proceso catalitico, en la mayoria de los experimentos se redujo la concentracién de
10 a 9 mg/L para el tiempo cero. Kuang et al., (2013), sugieren que esta disminucion
se puede explicar por la formacién de 6xido de hierro en las FeNPs, y son afectados

por el pH con el cual fueron sintetizadas las nanoparticulas.

Como se muestra en la Figura 3.22 a, 100 mg/L de FeNPs EMex pH 12 degradaron
fenol a una concentracion final de 2.66 mg/L después de 120 minutos, mientras que
FeNPs EMex pH 7 alcanzan una concentracion minima de 0.07 mg/L en 30 y 80
minutos para 10 y 50 mg/L de nanoparticulas disueltas en el medio. Por otra parte, las
FeNPs EMex pH 4, logran disminuir la concentracion de fenol hasta 0.21, 0.54 y 0.88
mg/L para 100, 50 y 10 mg/L de NPs, en un tiempo de 40 minutos, respectivamente.

En la Figura 3.22d, se observa que el mejor desempenfio lo poseen las FeNPs EMex
pH 7 con una eficiencia del 99.3%, solo a concentraciones de 50 y 10 mg/L; sin
embargo, las FeNPs EMex pH 4 a pesar de poseer una actividad fotocatalitica menor,
tienen un desempeno superior al 91% independientemente de la concentracion de NPs
en el medio. Khalafi et al., (2019), demostraron obtener una eliminacion del 97% de
fenol a los 30 minutos de interaccion del material con el fenol a una concentracion de

20 mg/L con FeNPs sintetizadas a pH neutro.

3.3.5 TiNPs

El proceso para la degradacion de fenol con TiNPs EMex, se muestra en la Figura
3.23, para las tres formulaciones de nanoparticulas se observa que a concentraciones

de 100 mg/L no se obtienen los mejores desempenos de degradacién de fenol.
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Grafico 3.39 Pruebas fotocataliticas de TiNPs EMex (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.

Duffy et al., (2018), sugirieron que, debido a la naturaleza de las TiNPs, cuando son
dispersas en soluciones acuosas, en la mayoria de los casos tienden a formar
aglomerados, proporcionando asi un area de superficie disminuida y, por lo tanto,
también revelaron una actividad fotocatalitica menor. En la Figura 3.23d, se resumen
las eficiencias fotocataliticas, las TINPs EMex pH 12 a una concentracion de 10 mg/L
lograron disminuir la cantidad de fenol presente en el medio hasta 0.13 mg/L en 120
minutos correspondiente al 98.7%, seguidas por las TiINPs EMex pH 7 y 4 con 94.2 y
94% de eficiencia respectivamente. De acuerdo con Alizadeh-Sani et al., (2020) y Duffy
et al., (2018), el rendimiento del fotocatalizador se ve afectado por la capacidad de
absorcion de luz UV, por lo tanto, se puede esperar que a concentraciones de 10 mg/L

la eficiencia del nanomaterial sea superior al 95% para todos los casos.
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De acuerdo con la relacion de los resultados de caracterizacion para TiNPs EMex y la
capacidad fotocatalitica, no se nota una influencia determinante en la fotodegradacion

debido al tamafo, forma o composicion de las nanoparticulas para todos los metales.

La principal influencia, aunque no se puede generalizar en ninguno de los casos, se
debe al pH de sintesis utilizado para la fitosintesis de las nanoparticulas, seguida la
diversidad de tamafio, después la composicion y por ultimo la estructura cristalina.
Respecto a la concentracion inicial de fenol, en la mayoria de las pruebas
fotocataliticas, el mejor porcentaje de degradacién se logra a menor concentracion de

nanoparticulas.
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Grafico 3.40 Pruebas fotocataliticas de TiNPs Puebla (a) pH 12, (b) pH 7, (c) pH 4, a

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L y (d) porcentaje de eficiencia.
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La actividad fotocatalitica de las TiNPs sintetizadas con extracto de E. crassipes
proveniente del Estado de Puebla de evalué degradando fenol a una concentracion de

10 mg/L, los resultados se muestran en la Figura 3.24.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de las TiNPs Puebla a pH 12, 7 y 4, no
muestran diferencias significativas en cuanto a la composicion y estructura, éstas no
cambian para los tres pH, sin embargo, el tamafno de las nanoparticulas es en general
para las TiNPs Puebla el mas grande observado para todas las sintesis. En este caso
el pH de sintesis no muestra una influencia clara en el porcentaje de degradacion de
fenol, no obstante, la concentracion inicial si la muestra y es que a menor
concentracion de nanoparticulas se obtiene una mejor eficiencia de degradacion de

fenol.

Las TiNPs Puebla pH 12, 7 y 4, descomponen eficientemente el fenol bajo irradiacion
de luz UV, superando a las TiNPs fitosintetizadas con extracto de E. crassipes del
Estado de México, siendo las de mejor comportamiento las TiNPs Puebla pH 4, cuyas
eficiencias fueron mayores al 95% (Figura 3.24 d). El comportamiento de la
degradacioén de fenol por las TiNPs Puebla pH 7, presentan una disminucion constante
y gradual en comparacion con las TiNPs Puebla pH 12 y pH 4, las cuales no poseen

un comportamiento lineal.

Al igual que para las nanoparticulas metalicas preparadas con lirio del Estado de
México, no se observa una influencia determinante en las variables utilizadas,
concentracion inicial, estructura, tamafio y composicion, la que muestra una influencia
no generalizada pero mas frecuente es el pH utilizado en la sintesis de las

nanoparticulas metalicas.
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El proceso de fitosintesis es simple, menos toxico, econdmico y ecolégico. Por la
aplicacion de Eichhornia crassipes el proceso se ha vuelto ecoldgico, sostenible,
barato y libre de contaminantes que satisface los requisitos para ser un proceso

amigable con el ambiente.

Se ha demostrado que el extracto de hoja de E. crassipes como agente estabilizante
y reductor para la fitosintesis de nanoparticulas monometalicas hace que el proceso
sea menos toxico y beneficioso para el medio ambiente en comparacién con los
métodos fisicos y quimicos. La desventaja de la fitosintesis es que no se logra
homogeneizar el tamano, la forma y composicién de las nanoparticulas metalicas

sintetizadas.

El analisis espectrofotométrico de UV-vis ,la resonancia de plasmon superficial (SPR)
y el calculo de la energia de banda prohibida para AQNPs EMex y AgNPs Puebla es
de 470 nm (3.65 eV) y 420 nm (4.93 eV) respectivamente, CuNPs EMex y CuNPs
Puebla para ambos casos se obtuvo un SPR de 800 nm pero una energia de banda
prohibida de 4.86 eV y 4.93 eV correspondientemente, ZnNPs EMex y FeNPs EMex
poseen un SPR de 300 nm y energia de banda prohibida de 4.86 eV y 4.93 eV
respectivamente, finalmente para TiNPs EMex y TiNPs Puebla el SPR es de 224 nm
(4.3 eV)y 327 nm (3.2 eV) individualmente.

Los analisis por espectroscopia de FTIR muestra que para las AgNPs se tienen picos
mas prominentes ubicados en 1344 cm™ a 1272 cm™' corroborando la presencia de
AgNPs para los pH 12, 7 y 4 empleando E. crassipes de EMex y Puebla sin presentar
diferencias significativas entre ambas plantas. Las CuNPs poseen bandas de
estiramiento en el rango de 1000 cm™ a 669 cm™' correspondiente a la vibracion de
estiramiento para cobre. Para ZnNPs las bandas 335 cm™ a 574 cm™ son atribuidas a
la presencia de zinc de tamafio nanométrico. Se confirma la presencia de FeNPs por
la banda Unica de absorcion ubicada a 835 cm™ para los pH 12, 7 y 4. Finalmente, para
las muestras de TiNPs EMex y TiNPs Puebla muestran picos significativos

identificados de 538 cm™' y 532 cm™' confirmando la presencia de TiNPs. En todos los
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casos no se presentan diferencias significativas empleando E. crassipes del EMex o
de Puebla para la fitosintesis de NPs.

La caracterizacion por SEM para AgNPs EMex pH 12 reveld que las NPs poseian
formas esféricas irregulares y monodispersas con tamafios que oscilaban entre los 98
y 25 nm, asimismo el analisis por EDS demostrd que las AgNPs tenian una pureza del
74.01% en peso atomico. CuNPs EMex pH 12 tiene estructuras en forma de pastos,
con un tamano de 100 nm hasta 1um las cuales estan compuestas por un 19.5 % de
Cu en peso atomico. ZnNPs EMex pH 12 mostré una dispersion uniforme, revelando
la formacion de estructuras en forma de flor de alrededor de 250 — 100 nm de grosor,

compuestas por 36.0 % de Zn en peso atémico.

Las micrografias obtenidas en TEM para AgNPs EMex pH 12 revelan que las NPs
tienen una forma cubica de composicion Ag203 y tamafo 5 £ 1.5 nm, mostrando que
las NPs se encontraban encapsuladas en la materia organica. AQNPs EMex pH 7 y pH
4 se caracterizaron por tener estructuras hexagonales y composicion Ag20, con

tamanos que oscilan entre los 10 nm — 35 nm y de 5nm a 20 nm respectivamente.

AgNPs Puebla pH 12 tiene una estructura hexagonal de composiciéon Ag20, AgNPs
Puebla pH 7 posee la misma estructura, pero tiene dos composiciones presentes
AgsO2 y Ag20 con tamafio de nanoparticula de 7 nm a 28 nm. AgNPs Puebla pH 4
posee las mismas caracteristicas de AgNPs Puebla pH12 con la unica diferencia del

tamafio nanomeétrico es mas pequefo a pH 4.

CuNPs EMex pH 12 presenta estructuras cubicas y composicion Cu20 con un diametro
promedio de 5 £+ 1.5 nm mismas caracteristicas presentan las CuNPs EMex pH 7 y
CuNPs EMex pH 4.

CuNPs Puebla pH 12 tiene una estructura, composicién y tamafo similares a CuNPs
EMex pH 12 sin diferencias significativas, las CuNPs pH 7 solo difieren en su tamaro
promedio que es de 8 £ 2.5 nm, asi como CuNPs Puebla pH 4 cuyo tamario va desde
los 7 nm hasta 15 nm.
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Por otra parte, ZnNPs EMex pH 12 tiene una forma cubica, composicion ZnO2 y
tamano promedio de 10 + 2.5 nm, las ZnNPs EMex pH 7 poseen caracteristicas
similares, finalmente las ZnNPs EMex pH 4 tienen una estructura hexagonal y una

composicion de ZnO con un tamafo de 5+ 1.5 nm.

Las FeNPs EMex pH 12 son nanoparticulas cubicas de composicion Fe2.904 y tamafios
de 15 nm hasta 25 mm, FeNPs EMex pH 7 también posee una estructura cubica, pero
es de una composicion diferente Feo.9250 con un diametro de particula promedio de 7
+ 1.5 nm, FeNPs EMex pH 4 son romboédricas y su composicion es Fe203 con

tamanos de particula que van desde los 10 nm hasta los 60 nm.

TiNPs EMex pH 12 tienen una estructura cubica, composicién TiO y tamafio 5 nma 10
nm, las TiNPs EMex pH 7 posee estructuras cubicas y hexagonales, de composicion
TiO y TiOs respectivamente, las NPs tenian un didmetro de 15 nm a 50 nm, mientras
que las TiNPs Puebla pH 12 coinciden con los resultados obtenidos con las TiNPs
EMex pH 12 a excepcion de que sus tamanos promedio van de 20 nm a 50 nm. TiNPs
Puebla pH 7 posee una estructura uniforme tetragonal de composicién TiO2 con
tamario de 25 a 40 nm, las TiNPs Puebla pH 4 son similares a las TiNPs Puebla pH 7;

no se encontraron diferencias significativas.

Los resultados de las pruebas fotocataliticas revelan que las AQNPs EMex pH 12, 7 y
4 son buenos fotocatalizadores degradando fenol [10 mg/L] hasta en un 56% para
AgNPs EMex pH 4 a una concentracion de 100 mg/L de NPs, de la misma manera las
AgNPs Puebla pH 12, 7 y 4 mostraron una muy buena eficiencia fotocatalitica

empleando las nanoparticulas sintetizadas a pH 4 a la misma concentracion.

CuNPs EMex pH 4 tienen los mejores resultados a las concentraciones de 100 y 50
mg/L con un minimo de eficiencia del 72.7%, mientras que las CuNPs Puebla pH 12,
7 y 4 tienen eficiencias superiores al 78.7% para todas las concentraciones de NPs

empleadas.

Los resultados de fotocatalisis de ZnNPs EMex tienen sus mejores eficiencias desde

94.3 % y superiores a los pH 7 y pH 4 a concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L.
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Las FeNPs EMex tienen una buena actividad fotocatalitica, los mejores resultados se
obtienen a los pH 7 y pH 4, mostrando resultados mas uniformes a pH 4 para las

concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L de NPs con eficiencias superiores al 91.2%.

TiNPs EMex presenta sus mejores eficiencias (94.1 % y superiores) a concentraciones
de 10 mg/L de NPs para los pH 12, 7 y 4, mientras que las TiNPs Puebla pH 4 tiene
una eficiencia superior al 95.2% para las concentraciones de 100, 50 y 10 mg/L de
NPs.

Los resultados para las pruebas microbioldgicas para todas las NPs fitosintetizadas y
analizadas presentaron un mejor efecto microbicida a la concentracion de 100 mg/L

para todos los pH (pH 12, 7 y 4) empleados sin excepcion.

Las AgNPs EMex tienen un mejor efecto bactericida para S. aureus que para E. coli

mientras que AgNPs Puebla son efectivas para ambos grupos.

CuNPs EMex pH 12 es mas efectivo como agente bactericida en contacto con E. col,
por otra parte, CUNPs EMex pH 12, 7 y 4 arroja eficiencias superiores al 90.2% como
minimo a concentraciones de 100, 50 y 10 cuando se ponen en contacto con S. aureus.
CuNPs Puebla pH 12, 7 y 4 presenta dificultades para obtener resultados similares que

las CuNPs EMex a los tres pH evaluados.

Las ZnNPs EMex pH 12 tienen un efecto biocida con E. coli, pero éste es superado
cuando se analizan las muestras con S. aureus, en el cual las ZnNPs EMex a pH 12,
7 y 4 en todos los casos arroja eficiencias microbicidas al 60.9% para todas las

concentraciones de nanoparticulas empleadas.

El efecto bactericida para las FeNPs EMex es superior al 52.9 % cuando se trabaja
con E. coli que para S. aureus para los pH 12, 7 y 4 solo a concentraciones de 100

mg/L de nanoparticulas.

TiNPs EMex pH 12, 7 y 4 tiene eficiencias superiores al 72.5% y 88% en contacto con
E. coliy S. aureus respectivamente para todas las concentraciones de NPs evaluadas,

las TiNPs Puebla tuvieron un comportamiento similar a las TiINPs EMex pH 7 y 4, con
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la unica excepcién de una eficiencia menor para las TiNPs Puebla pH 12 en contacto

con E. coli.

En general, las nanoparticulas metalicas fitosintetizadas en este trabajo son una
opcién prometedora como materiales fotocataliticos y/o microbiologicos, siendo el mas
eficiente el TINPs > AgNPs > CuNPs > FeNPs > ZnNPs. Por el método de fitosintesis
no se logra homogenizar el tamafo, forma y composicion de las nanoparticulas con el
fin de determinar cual de estas tres variables tendrian una mayor influencia en los
métodos de remocion considerados en este trabajo. La ventaja de la fitosintesis es la
producciéon minima de residuos producidos durante la sintesis y las pruebas. Se
avanzo en el proceso de optimizacidon del método de la fitosintesis, aunque se pueda

profundizar mas en su estudio.
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