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RESUMEN

En este trabajo se llevd a cabo la biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNP)
por el método de bioreduccion utilizando lirio acuético de la laguna Chignahuapan,
Almoloya del Rio, se ajustaron las condiciones Optimas de pH y se determind la
influencia de la seccién del lirio en la obtencién de AgNP en polvo, y su actividad
microbicida se evalué ante las cepas de E. Coli ATCC 25992 y S. aureus
ATCC 6538.

Por primera vez, se determina el contenido de fenoles totales entre secciones de
la planta (raices, tallos y hojas) y se cuantifican los taninos hidrolizables,
encontrando que la mayor cantidad se presenta en las secciones verdes de la
planta (tallos y hojas) en el rango de 29.4-35.9 mg/L. La concentracion de
compuestos fenolicos reductores (taninos) en éstas secciones, influyd en la
formacion de méas nanoparticulas y en las morfologias poliédricas que incluyeron
los sistemas cristalinos (trigonal, cubico y hexagonal); mientras que al utilizar las
raices, que tienen un menor contenido fendlico, predominé una morfologia esférica

y el sistema cristalino cubico.

El efecto microbicida de las AgNP estuvo influenciado por la concentracion inicial
de células bacterianas y el tipo de microorganismo utilizado. EI desempefio de las
nanoparticulas fue mayor al estar en contacto con S. aureus a pesar de ser una
bacteria de tipo Gram (+), requiriendo 10 mg/L para eliminar una cuenta inicial
incontable, mientras que con E. coli, 15 mg/L eliminaron una cuenta menor
comprendida entre 460 y 860 UFC/mL. Los resultados en las pruebas de actividad
microbiana se obtuvieron al utilizar la suspensién de AgNP donde se encuentran
presentes las fases Ag* y Ag® a escala de puntos cuénticos, con un marcado

efecto microbicida a partir de 1 mg/L.
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ABSTRACT

Microbial resistance to conventional disinfectants has created the necessity to
develop alternative agents to avoid them, presenting an optimal setting for new

formulations based on metallic nanoparticles with antimicrobial properties.

In this work we use Eichhornia crassipes which is an aquatic invasive plant, as
reducing agent to synthesize silver nanopatrticles (AgNP) by using a green method.
The samples were collected from Chignahuapan lagoon located in Almoloya del
Rio, Mexico. In the biosynthesis, the optimum pH and the plant section were
determinate. For the first time, total phenolic compounds and hydrolysable tannins
in roots, stems and leaves were quantified. The main contain of these compounds
was on the green sections (stems and leaves) in range of 29.4-35.9 mg/L, and it
had an influence on polyhedral morphology obtained for the AgNP included
systems as trigonal, cubic and hexagonal. On the other hand, using the Water
hyacinth roots with the lower contain of tannins, the AgNP size increased and

spherical morphology and cubic crystal structure predominated.

The AgNP were obtained in powder by centrifugation at 10000 rpm, and
microbicidal activity was assessed against strains of E. coli ATCC 25992 and S.
aureus ATCC 6538. The microbicidal effect of AQNP was influenced by the initial
concentration of bacterial cells and bacterial tested. The activity of the
nanoparticles was higher with S. aureus bacterium Gram (+) , requiring 10 mg /L
to kill an uncountable units forming colony (UFC), whereas E. coli, 15 mg / L for
460 and 860 UFC/mL. The results of microbial activity obtained by using AgNP
suspension (where Ag * and Ag° in quantum dots scale were present) had an

enhanced microbicidal effect noticeable at 1 mg/ L.

viii



INDICE

1. FUNDAMENTOS

L AGU A 3
1.2 NANOTECNOLOGIA ....utiiiiiie i) 4
L3 TANINOS L. 6
1.4 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP) ..ovniiiieieeeeee e 9
1.5 EFECTOS MICROBICIDAS DE LA PLATA i 11
1.5.1 Plataionica /AGNOS .......onie e, 11
1.5.2 Nanoparticulas de plata............cooooiiiii 13

2. MATERIALES Y METODO

2. L REACTIVOS o e e e 16
2.2 MUESTREO DE LIRIO ACUATICO Y PROCESAMIENTO .......cccvvvunn... 17
2.3 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA ..o 18
2.3.1 ldentificacion de polifenoles presentes en las secciones de
Eichhornia Crassipes .......o.voiiiiiiiii e, 18
2.3.2 Cuantificacién de fenoles totales en Eichhornia crassipes ............... 18
2.3.3 Cuantificacion Espectrofotométrica de Taninos Hidrolizables ............ 19
2.3.3.1 Preparacion de extractos ...........coooiiiiiii i 19
2.3.3.2 Hidrolisis de Taninos Hidrolizables ..........cccooviiiiiiiiii e 19
2.2.3.3 Curva de calibracion de Taninos Hidrolizables ..................ooo. .. 19
2.2.3.4 Cuantificacion de Taninos Hidrolizables..................ccocooiiiiin. 20
2.4 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP) .......cccon..... 20
2.5 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES .....ooivviiiieieeeeeieeee 21

2.5.1 Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y
espectrometria de dispersién de energia de rayos (EDS) ............... 21

2.5.2 Analisis TermogravimetriCo .........c.oieiiiii i 21



2.5.3 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) ......... 22
2.5.4 Area SUPerfiCial ..........ccouuiiie e 22
2.5.5 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) ..........c.ccooiiiiiiiiiinennnn. 22

2.6 CUANTIFICACION DE PLATA EN LAS SUSPENSIONES DE AgNP .... 22

2.7 PRUEBAS DE ACTIVIDAD MICROBICIDA ... 23
2.7.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas ...........c.cccoeviieiiiiiinnnnnn.. 23
2.7.1.1 Siembra de cepasde control ...........ccooeiiiiiiii i 23
2.7.1.2 Preparacion del iNOCUIO ...........ooiiiiiiii e, 24
2.7.1.3 Siembra del iINOCUIO ..o 24
2.7.2 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable......... 24
2.7.3 Minima concentracion bactericida (MIB) .........cccovviiiiiiiiiiiiiienne 24
2.7.4 Comparacion entre agentes antimicrobianos .................cccccvveivns... 25
2.7.5 Crecimiento bacteriano en presencia de AgNP .............cooiiiiiinnn.. 25
2.7.6 Influencia del extracto de E. crassipes como agente microbicida....... 25

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA ......oiiiiiieeieee e 26
3.1.1 Identificacion de polifenoles presentes en las secciones de

EIiChhornia CrasSIiPes ... ..o e 26
3.1.2 Cuantificacién de fenoles totales en Eichhornia crassipes ............... 27
3.1.3 Cuantificacién espectrofotométrica de Taninos Hidrolizables ........... 29
3.2 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP) ................. 31
3.3 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES .....oooviiiiieiiieeeeee 36
3.3.1 Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y alta resolucion
(HRTEM) oo 36
3.3.2 Analisis Termogravimetrico (TG) ........ovuieiiiiiiii e, 59



3.3.3 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) ......... 61

3.3.4 Area SUPEITIGIAl ... .ccen e 63
3.3.5 Microscopia electrénica de barrido (MEB) ...........cooiiiiiiiiiinnns, 64
3.4 RECUPERACION DE AgNP EN LAS SUSPENSIONES ..................... 66

3.5 CUANTIFICACION DE PLATA EN LAS SUSPENSIONES DE
NANOPARTICULAS DE PLATA (AGNP) ..eveeeeeeee e, 67

3.6 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BACTERICIDA ... 71

a) Escherichia coli (E. coli)

3.6.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas ...........c.ccoovviiiiiiienennns, 71
3.6.2 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable ........ 72
3.6.3 Determinacién de la minima bactericida (MIB) . ............ccooiiiininnnt. 73
3.6.4 Comparacion entre agentes microbianos de plata .......................... 78
3.6.5 Crecimiento bacteriano en presenciade AgNP .............ooiiiiiints 81

b) Staphylococcus aureus (S. aureus)

3.6.6 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas ...............cccoiiiiiiiiinnn. 82
3.6.7 Determinacién de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable ..... 84
3.6.8 Determinacion de la minima concentraciéon bactericida (MIB) ........... 85
3.6.9 Comparacion entre agentes microbianos de plata .......................... 87
3.6.10 Crecimiento bacteriano en presencia de AgNP ...t 90
3.6.11 Influencia del extracto de E. crassipes como agente microbicida ..... 91
CONCLUSIONES ... 92
REFERENCIAS ..o e 94



Figural.l
Figura 1.2

Figura 3.1

Figura 3.2
Figura 3.3
Figura 3.4
Figura 3.5
Figura 3.6
Figura 3.7

Figura 3.8 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucién buffer pH 7 ....
Figura 3.9 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 4 ...

INDICE DE FIGURAS

Estructura quimica que constituye a los taninos ........................

Cumplimiento al reto microbiano de derivados clorados,

extractos citricos y coloidales en base a la NOM-181-SSA1-1998

Espectro UV de polifenoles presentes en raices, tallos

de Eichhornia CrasSipes .......ovieieiiii i

Curva de calibracion fenoles totales ........cooovvvveeee. ...

Espectro UV de la hidrdlisis de taninos hidrolizables ..................

Curva de calibracion para acido elagico ...........ccccoevviiiiieinn....

y hojas

Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucién buffer pH 12 .

Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucién buffer pH 10 .

Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 9 ...

Figura 3.10. HRTEM de nanopatrticulas sintetizadas con hojas y pH 12 a)

Figura 3.11 AgNP a pH 12y hojas: a) micrografia, b) distribucion

Figura 3.12

Figura 3.13
Figura 3.14

Figura 3.15

Figura 3.16

particula icosaédrica b) romboédrica.c) AQNP con

presenciade maclas ..........ccoiiiiii i

de tamafios de particula ...

Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y

pH 12 con su respectivo patrén de FFT a) nanoparti

cula de

Ag, y nanoparticulas de AgO b) estructura trigonal y

C)hexagonal ...... ..o

Analisis EDS de AgNP sintetizadas con hojas y pH 1

2 i

HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 12:

particula a) esféricay b) cubica ...

AgNP a pH 12 y tallos: a) micrografia, b) distribucion

de tamafios de particula ...,

Imagen HRTEM de nanoparticulas de AgO sintetizad

con tallos y pH 12: a) estructura triclinica y b) cubica

as

36

37

37

39

39

40



INDICE DE FIGURAS (cont.)

Figura 3.17 HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 10:

Figura 3.18

Figura 3.19

Figura 3.20
Figura 3.21

Figura 3.22

Figura 3.23

Figura 3.24

Figura 3.25

Figura 3.26

Figura 3.27

Figura 3.28

Figura 3.29

a) Forma dodecaedro-romboidal truncada y

b) dodecaedral-rombica, c) icosaedral ...............cccoiiiiiiiinnnn, 40
AgNP a pH 10 y hojas: a) micrografia, b) distribucién de

tamafos de particula ... 41
Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 10

a una orientacion [4,-8,0] con arreglo a) cubico y b) trigonal ...... 41
Analisis EDS de AgNP sintetizadas con hojasy pH 10 ............ 42
HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 10:

a) Forma cubica truncada en las esquinas y b) dodecaédrica .... 42
AgNP con pH 10 y tallos: a) micrografia, b) distribucién de

tamafnos de particula ... 43
Imagen HRTEM de particulas producidas a pH 10 a) AgO

con arreglo cubico eje de zona [8,-8,0] y b) Ag con arreglo
hexagonal y eje de zona [2,-2,0] ......ccooiiiniiiiiiiie, 43
Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con raiz y

pH 10: forma cubica ..o 44
AgNP a pH 10 y raices: a) micrografia, b) distribucion

de tamafios de particula ... 44
a) Imagen HRTEM de particulas de AgO con arreglo cubico
producidas a pH 10 ... 45
Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas

y pH 7 a) Forma icosaédrica, b) esférica c) octaédrica ............. 47
AgNP a pH 7 y hojas: a) micrografia, b) distribucion de

tamafos de particula ... 47
Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas

y pH 7 con su respectivo patrén de FFT a) nanoparticula

de Ag, b) nanoparticula en fase Ag203 y ¢) nanoparticula

de AGO oo 48



Figura 3.30

Figura 3.31

Figura 3.32

Figura 3.33

Figura 3.34

Figura 3.35

INDICE DE FIGURAS (cont.)

Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos

y pH 7 a) morfologia cuboctaédrica, b) nanocristal

superpuesto @ AgNP ..., 48
AgNP a pH 7 y tallos: a) micrografia, b) distribucion de

tamafios de particula ............coooiiiiiii 49
Imagen HRTEM y FFT de nanoparticulas de sintetizadas

con tallos y pH 7: a) nanoparticula de AgO y estructura

cubicay b) nanoparticula de Ag203 y estructura hexagonal ...... 49
Imadgenes HRTEM que muestran la morfologia de

nanoparticulas sintetizadas con raices y pH 7 a) morfologia
octaédrica b) cuboctaédrica .................coooiiiiiiiii 50
AgNP a pH 7 y raices: a) micrografia, b) distribucién de

tamafios de particula ..........c.ovnieiinii e 50
Imagen HRTEM y FFT de nanoparticulas de sintetizadas

con raices y pH 7: nanoparticulas de AgO y a) estructura
hexagonal, b) estructura cubica; c) nanoparticula de Ag203

y estructura trigonal ............cooiuii i, o1

Figura 3.36 Andlisis EDS de AgNP sintetizadas con raices y pH7 ............... o1

Figura 3.37 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas

Figura 3.38

Figura 3.39

Figura 3.40

Figura 3.41

y pH 4 a) morfologia cuboctaédrica, b) icosaédrica,

c) particula esférica con efectomoiré ..................oool 53
AgNP a pH 4 y hojas: a) micrografia, b) distribucién de

tamafios de particula ..o o4
Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas con hojas

a pH 4 a) con arreglo hexagonal y b) triclinico ........................ o4
Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos

y pH 4 a) morfologia cuboctaédrica y b) clbica ....................... 55
AgNP a pH 4 y tallos: a) micrografia, b) distribucion de

tamafios de particula ..............cooiiiiiiii 55

Vi



INDICE DE FIGURAS (cont.)

Figura 3.42 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 4

con tallos y arreglo a) cubicoy b)trigonal ............................
Figura 3.43 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con raices

y pH 4 a) morfologia cubica truncada y b) icosaedral ...............
Figura 3.44 AgNP a pH 4 y raices: a) micrografia, b) distribucion de

tamafos de particula ...
Figura 3.45 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 4

con raices y arreglo a) hexagonal y b) trigonal .......................
Figura 3.46. Termograma de las hojas de Eichhornia crassipes ..................
Figura 3.47. Termograma de los tallos de Eichhornia crassipes ..................
Figura 3.48. FT-IR de la biomasa de a) tallos, b) hojas y c) raices

previo a la sintesisde AgNP ...
Figura 3.49 FT-IR de la biomasa de a) tallos, b) hojas y c) raices

posterior a la sintesisde AgNP ...
Figura 3.50 Micrografia de la estructura de: a) hojas y b) tallos de

Eichhornia crassipes después de ser acondicionada con HCI.....
Figura 3.50 cont. Micrografia de la estructura de: c) raices de Eichhornia

crassipes después de ser acondicionada con HCl y

d) estructura de celulosa y hemicelulosa ...............................
Figura 3.51 Espectro EDS de la biomasa hojas de Eichhornia crassipes ....
Figura 3.52 Espectro UV-Vis para la optimizacion del tiempo de

centrifugacion de las suspensiones de AgNP a 10,000 rpm.......
Figura 3.53 Espectro UV-Vis de AgNP-susp y AgNP-cen sintetizadas con

hojas y buffer pH 12
Figura 3.54 Numero de colonias de E. coli en funcién de la

concentracion de AgNP a partir de concentracion inicial de

a) 460 UFC/mL y b) 860 UFC/ML .......coviiiiiiiiiieie
Figura 3.55 Porcentaje de supervivencia de E. coli aplicando: a) solucién

comercial de plata ionizada-SCOM, b) nitrato de plata- AQNOs,
c) nanoparticulas de plata-AgNP y d) suspension de AgNP . ...

79
vii



INDICE DE FIGURAS (cont.)

Figura 3.56 Curva de crecimiento de E. coli en presencia de diferentes

concentraciones de AgNP ...
Figura 3.57 Porcentaje de supervivencia de S. aureus al aplicando:

a) solucién comercial de plata ionizada-SCOM, b) nitrato

de plata- AgNOg3, ¢) nanoparticulas de plata-AgNP sdlidas y

d) suspensién de AgNP-SUSP, en elrango de 1a20 mg/L.........
Figura 3.58 Curva de crecimiento de S. aureus en presencia de diferentes

concentraciones de AgNP ...

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 2.1 ReACHVOS ...

Tabla 2.2 Condiciones de secado para Eichhornia crassipes ....................

Tabla 3.1 Concentracion de fenol en mg/L para las secciones de

Eichhornia crassipes antes y después del lavado con HCI ...........

Tabla 3.2 Porcentaje de taninos hidrolizables estimados como acido

elagico (A.E.) y taninos hidrolizables (T.H.) ...l
Tabla 3.3 Picos de absorbancia de las muestras (nm) ................cooeeeennn.

Tabla 3.4 Parametros obtenidos en la sintesis de AQNP en pH basico

para: hojas (H), tallos (T)yraices (R) ....c.oovvviiiiiiiiiiiiiiiin.

Tabla 3.5 Pardametros obtenidos en la sintesis de AgNP a pH 7 para

hojas (H), tallos (T)y raices (R) ....ccovviiieiiiiiiiiiee

Tabla 3.6 Parametros obtenidos en la sintesis de AQNP a pH 4 para

hojas (H), tallos (T)yraices (R) ....cccoviviiriiiiiiiiiiiiee
Tabla 3.7 Area superficial y porosidad en Eichhornia crassipes .................

Tabla 3.8. Recuperacion de AgNP en polvo de las suspensiones después

del proceso de ultracentrifugacion ....................oco

Tabla 3.9 Concentracion en mg/L de plata para las fracciones obtenidas

de las suspensiones con raices tallos y hojasa pH 12 ..............

Tabla 3.10 Cuenta en placa obtenida para cada una de las

repeticiones del inéculo 1x107 (Ec1, EC2YyEC3).....ccevevvnennn.

Tabla 3.11 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes

concentraciones del inéculo y AgNP :Inc.-Incontable ...............

Tabla 3.12 No. de colonias de E. coli en funciéon de la concentracion

Tabla 3.13 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion

de MIB (Inc.-incontable) y b) duplicado ..................cooienn.

Tabla 3.14 Actividad antimicrobiana reportada AgNP utilizando la

cepa E. coli.SD- Sin definir ...........ccoeeeieiiiiiiiiiiiiiaiaaaa,

- 30



INDICE DE TABLAS (cont.)

Tabla 3.15 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion

de MIB con solucion comercial de plata ionizada-SCOM,

nitrato de plata- AgNOs, nanoparticulas de plata-AgNP y la

suspension de AgNP -SUSP, para E. coli a partir de una

concentracion inicial de a) 510y b) 740 UFC/mL ......................... 78
Tabla 3.16 Cuenta en placa obtenida para inéculos de S. aureus.

Inc.-Incontable ... 83
Tabla 3.17 Cuenta en placa del crecimiento de S. aureus con diferentes

concentraciones del indculoy AgNP..........ooiiiii 84
Tabla 3.18 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacién de

MIB utilizando el in6culo preparado con la dilucién 1x101y

AUPlICAAO .. .. 85
Tabla 3.19 Actividad antimicrobiana reportada para AgNP utilizando la cepa

S AUMBUS ...eteii e 86
Tabla 3.20 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion de

MIB con solucién comercial de plata ionizada-SCOM, nitrato

de plata- AgNOs, nanoparticulas de plata-AgNP y la suspension de

AgNP -SUSP, para S. aureus a partir de una cuenta inicial

incontable ........ ... 88
Tabla 3.21 UFC/mL antes y después de aplicar el extracto de E. crassipes

sobre E. coliy S. aureus (Inc.-Incontable)...............ccoooiiiiin . 91



INTRODUCCION

La nanotecnologia es la ciencia que interviene en el disefio, la produccion y el
empleo de estructuras y objetos, que cuentan con dimensiones comprendidas
entre 1 y 100 nanometros. Los resultados de la nanociencia, se transforman en
nanotecnologia como nuevos y funcionales materiales, que ofrecen soluciones a
los retos tecnoldgicos y ambientales actuales por su aplicacion en sectores tales
como el de la informacion, comunicaciones, energia, tecnologias alimentarias,
productos sanitarios y farmacéuticos entre otros (Huy et al., 2014; Khloud et al.,
2009).

Para la obtencion de nanoparticulas metalicas se han utilizado métodos fisicos,
guimicos o bioldgicos, sin embargo, la necesidad de protocolos de obtencién
amigables con el medio ambiente y no téxicos, ha conducido a una demanda
creciente de la bionanotecnologia, a través de compuestos polifenolicos que se
encuentran en la estructura de las plantas y que actian como agentes reductores
debido a sus numerosos grupos -OH ( Li et al.,, 2015; Prusty y Parida, 2014;
Rodriguez et al., 2013), obteniendo nanoparticulas con diametros en la escala de

puntos cuanticos.

Entre las nanoparticulas metalicas frecuentemente sintetizadas (cobre, zinc,
titanio, magnesio, oro y plata) las nanoparticulas de plata (AgNP) han sido
ampliamente utilizadas como agente antimicrobiano (Jena et al., 2015; Arooj et al.,
2014), Muchos factores como la capacidad de adaptacion de las bacterias, el uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos y la escasa velocidad de produccion de
nuevos antibiéticos, ha generado que los microorganismos desarrollen
mecanismos de adaptacion para contrarrestar el efecto de antibidticos
tradicionales, perfilando a las AgNP como una alternativa prometedora para
combatir la resistencia microbiana debido a su efectividad al aplicarse a muy bajas
concentraciones (Dhand et al., 2016), y a la elevada toxicidad que presentan
contra virus, bacterias y otros organismos eucariotes (Das et al., 2015; Rai et al.,
20009).


http://www.greenfacts.org/es/glosario/mno/nanometro.htm

En este proyecto de investigacion, se propuso el uso de lirio acuatico (Eichhornia
crassipes), planta reconocida como maleza acudtica en la sintesis de
nanoparticulas de plata a través del método de bioreduccién desarrollado por
Rosano-Ortega et al.,, 2006). Se determinaron las condiciones 6ptimas en la
biosintesis considerando el pH y seccion de lirio (raices, tallos y hojas). Las
nanoparticulas fueron caracterizadas utilizando microscopia electrénica de
transmision y por primera vez, se reportd el contenido de fenoles totales y taninos
hidrolizables entre las secciones del lirio. Finalmente con las AgNP obtenidas, se
realizaron estudios de actividad microbicida frente a las cepas Escherichia coli
ATCC 25992 y Staphylococcus aureus ATCC 6538, comparando su efecto
microbicida contra el de un agente comercial a base de plata ionizada, nitrato de
plata en solucién y la suspension de AgNP obtenida al finalizar el proceso de

biosintesis.



1. FUNDAMENTOS

1.1 AGUA

La mayoria de las formas de vida en la tierra dependen del agua. A pesar de ser
un recurso abundante en el planeta, la fraccion de agua dulce que puede utilizarse
para el desarrollo de la humanidad es minima. En la actualidad la disponibilidad de
este recurso estd siendo afectada y limitada por la presencia de contaminantes
fisicos, quimicos o bioldgicos, donde la presencia de patdégenos ha cobrado un
interés especial ya que representa uno de los mayores riesgos a la salud por la
creacion de infecciones gastrointestinales y sistémicas que de acuerdo a la OMS,

provocan mas de 2.2 millones de muertes al afio (Ramirez-Castillo et al., 2015).

Para la deteccibn de agentes patdégenos en el agua, se han utilizado
microorganismos indicadores de enfermedades infecciosas como modelos en
experimentos bactericidas, utilizando cepas Gram negativas (-) y Gram positivas
(+) como E. coli y S. aureus (Flores, 2014; Morones et al., 2005). Las diferencias
estructurales entre ambos grupos de bacterias y la exposicion a elevadas dosis de
antibioticos convencionales, ha resultado en la mutacion de algunos genes
reguladores, lo que ha provocado resistencia hacia los desinfectantes

convencionales (Celis y Yamile, 2012; Hongna et al., 2011).

En el escenario actual, los materiales a nanoescala han emergido como agentes
antimicrobianos alternativos, debido a su elevada area superficial y propiedades
fisicas Unicas (Dhand et al., 2016; Rai et al. 2009), presentando un enfoque
moderno e innovador para desarrollar y probar nuevas formulaciones basadas en
nanoparticulas metalicas con propiedades antimicrobianas que eliminen los
mecanismos de resistencia a los antibiéticos tradicionales (Padalia et al., 2015;
Celis y Yamile, 2012).



1.2 NANOTECNOLOGIA

Durante las ultimas dos décadas, términos como nanotecnologia, nanociencia,
nanoparticulas, nanomateriales entre otros, han cobrado mas que nunca una
notable relevancia. Esto se debe a que la nanotecnologia, junto con la
biotecnologia, se han convertido en areas prioritarias en el desarrollo cientifico y
tecnolégico actual por su influencia en la calidad de vida de la sociedad moderna

(Lépez-Lorente y Valcarcel, 2016).

La nanotecnologia es la ciencia que implica la manipulacion de atomos,
electrones, protones y neutrones para desarrollar materiales alternativos, los
cuales presentan propiedades distintas en comparacion con su estado original
(Ahmed et al., 2016; Chudovoba et al., 2013; Rodriguez-Leén et al., 2013). La
mayoria de sus aplicaciones se deben al hecho de que las propiedades de un
material en escala nanométrica (1x10° m), difieren del material a nivel macro por

dos principales razones:

a) La elevada relacion entre el area superficial/volumen de los nanomateriales,
potencializa su reactividad, modificando sus propiedades mecanicas y
eléctricas.

b) En escala nanométrica, los efectos cuénticos dominan el comportamiento
de la materia, provocando cambios en sus propiedades electromagnéticas

y Opticas (Tan et al., 2015).

Una de las mas importantes areas que se han desarrollado a través de la
nanotecnologia es la produccién de nanoparticulas metalicas. Las nanoparticulas
son materiales que se encuentran en el rango de 1-100 nm, las cuales no
representan compuestos quimicos con un enlace metal-metal bien definido y con
una determinada nuclearidad, sino son racimos de atomos que se encuentran
estabilizados para evitar su aglomeracion (Rosano-Ortega, 2009; Khloud et al.,

2010). Al encontrarse en dimensiones proximas al atomo, las nanoparticulas



desarrollan propiedades diferentes y de gran potencialidad, distintas a la forma
ionica y en macroescala del metal (Devi y Joshi, 2015). La reactividad que
presentan se puede atribuir a su niumero de bordes, esquinas, y defectos de la
superficie (Devi y Joshi, 2015). Sus propiedades fisicoquimicas y &ptico
electrénicas también son influenciadas por su cristalinidad, forma, estructura y
composicion (Jena et al.,, 2015) lo cual a su vez depende del tipo de método

utilizado para la sintesis (Gaillet y Rouanet, 2015).

En la actualidad, existen diversos procedimientos para la sintesis de
nanoparticulas que en general se agrupan en fisicos, quimicos y bioldgicos (Prusty
y Parida, 2014). Los métodos fisicos han ganado terreno por ser factibles para la
produccion de grandes cantidades de nanoparticulas. Sin embargo, para su
obtencién, son necesarias condiciones muy especificas y equipos complejos,
ademas presentan cierta dificultad para controlar completamente la distribucion del
tamano obtenido (Dong et al., 2014). Los métodos quimicos, ofrecen la capacidad
de sintetizar nanoparticulas con tamafios de particula uniformes y deseados,
empleando equipos relativamente simples. Entre los métodos quimicos, la
reduccion quimica es el proceso mas popular y utiliza agentes reductores como
borohidruro de sodio o hidrazina. La desventaja de este método es que los
agentes reductores y estabilizadores, se convierten en residuos altamente toxicos

al finalizar el proceso de sintesis (Padalia et al., 2015).

El tercer método de sintesis de nanoparticulas a gran escala, son las técnicas
“verdes” o biologicas, que han resultado ser las mas viables, econdémicas y
amigables con el ambiente ya que no se utilizan agentes fisicos o quimicos
durante la sintesis, mismos que son sustituidos por extractos de plantas
(Paul et al., 2015; Goswami et al., 2015). La reduccién de iones metélicos
utilizando plantas, es posible cuando éstas contienen dentro de su estructura
fitoquimicos tales como antioxidantes, flavonoides, flavonas y polifenoles, los
cuales participan en la biosintesis de nanoparticulas metalicas (Banala et al.,
2015; Murugan et al., 2014; Prusty y Parida, 2014; Rehab y Abuelmagd 2014;



Logeswari et al., 2013), ademas, favorecen la formacion de una capa que cubre
las nanoparticulas para evitar su aglomeracion y estabilizacion en el medio (Devi y
Joshi, 2015).

1.3 TANINOS

Los compuestos polifendlicos (CPF), son un grupo diverso de fitoquimicos que son
considerados metabolitos secundarios y se encuentran distribuidos en todas las
secciones de las plantas. Son sintetizados en el reticulo endoplasmico y
almacenados en las vacuolas en el interior de la célula (Martinez-Ramirez et al.,
2010). Comprenden una amplia gama de sustancias que poseen al menos un
grupo hidroxilo (-OH) en uno o més anillos fendlicos, lo cual los convierte en
compuestos ricos en antioxidantes con una elevada capacidad para retardar o
prevenir la oxidacion de otras moléculas (Olivas-Aguirre et al., 2015; Panimathy
2011). La estructura de los CPF varia desde los compuestos mas simples
(monémeros y oligomeros) hasta polimeros complejos donde se encuentran
incluidos los taninos, que resultan ser el subgrupo de CPF posiblemente de mayor

tamano (Vazquez et al., 2012).

Los taninos son metabolitos polifendlicos de masa molecular relativamente alta
(500-20000 Da) y de complejidad elevada (12-16 hidroxilos en 5-7 anillos
aromaticos por cada 1000 Da) que se encuentran ampliamente distribuidos en el
reino vegetal (Olivas-Aguirre et al., 2015). En los tejidos lefiosos, cortezas y raices
se acumulan taninos macromoleculares con estructuras complejas, mientras que
en los 6rganos vegetales con intensa actividad fisiolégica, se encuentran en forma
de moléculas mas pequefias (Palici et al., 2005). Los taninos se presentan en
mayor cantidad en las secciones mas valiosas a la planta como son las hojas
nuevas y flores, sin embargo su contenido y composicion también se ve
influenciado por ciertos factores tales como altas temperaturas, estrés hidrico,
intensidades de luz extremas, la calidad del suelo, especie, edad y la seccién de la

planta (Falgao y Araujo, 2011; Frutos et al., 2004).



En las especies vegetales, los taninos participan en funciones tales como la
asimilacion de nutrientes, sintesis proteica, de aceites esenciales, resinas, ligninas
(Alvarez y Lock de Ugaz, 1992); en el proceso de fotosintesis, actividad
enzimatica, formacion de componentes estructurales, aleopatia y como
mecanismo de defensa ante los factores adversos del ambiente (Kasay et al.,
2013). También tienen la capacidad de precipitar proteinas solubles, polisacaridos
y alcaloides, ademés de inhibir la oxidacion de sustratos, moléculas simples o
polimeros (Frutos et al., 2004), actian como captadores de radicales libres y en
algunas ocasiones en la quelacién de metales (Martinez-Ramirez et al., 2010;
Okuda y Ito, 2011). Estas propiedades, se basan primordialmente en su estructura
guimica la cual permite clasificarlos en taninos hidrolizables y condensados
(Okuda y Ito, 2011), de acuerdo a los grupos polifenolicos que cada uno presenta

y son descritos a continuacion:

a) Taninos Hidrolizables (TH): su constitucidon esta conformada por un nucleo

de hidratos de carbono (glucosa) cuyos grupos hidroxilo estan esterificados
con acidos fendlicos principalmente, gélico y hexahidroxidifénico (Frutos et
al., 2004; Hourdebaigt et al., 2007). Son clasificados como hidrolizables
debido a que por la accion de los acidos, bases o enzimas, forman como
subproductos un aztcar, un polialcohol y un &cido fenolcarboxilico (Alvarez
y Lock de Ugaz, 1992). Aquellos que en la hidrdlisis forman &cido galico y
glucosa se conocen como galotaninos, y los que forman &cido elagico y

glucosa se conocen como elagitaninos (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Estructura quimica que constituye a los taninos (Rosano-Ortega, 2009). 7



Los galotaninos (GT) son considerados como las formas méas simples de los
taninos hidrolizables. Son ésteres de los acidos galicos y di galico, unidos entre si
por enlaces ésteres entre el carboxilo (COOH) de uno de ellos y el -OH del otro y a
su vez unidos a hexosas como la glucosa. Los elagitaninos (ET) estan
estructurados como moléculas lineales de glucosa enlazadas a las funciones
carboxilo de los grupos hexahidroxidifénicos (HHDP), del acido elagico. Los
elagitaninos son constituyentes tipicos en mucha familias de plantas, en contraste
los galotaninos no son ampliamente encontrados en la naturaleza (Arapitsas,
2012). La estructura de un ET puede presentar diversos puntos de polimerizacion
por esterificacion al igual que los GT, tanto en la molécula glucidica como en los
grupos HHDP disponibles lo que le da la posibilidad de formar estructuras de
mayor peso molecular en comparacion a los GT. Los taninos de alto peso
molecular son mejores para precipitar proteinas que los taninos mas pequefios.
Ademas, el pH acido favorece la formacion de complejos proteina-tanino, mientras
gue un pH béasico (por encima del pKa de los grupos hidroxilo fendlicos; por
ejemplo, pH > 9), ioniza los grupos hidroxilo; por tanto, disminuye
considerablemente la formacion de puentes de hidrégeno, y la precipitacion de
proteinas no se producen facilmente. En cualquier caso, las interacciones
covalentes entre TH y proteinas son mucho mas complejas que las interacciones

no covalentes (Olivas-Aguirre et al., 2015).

b) Taninos no hidrolizables 6 condensados: Los taninos condensados o

proantocianidinas, son polimeros no ramificados de flavonoides unidades
(flavan-3-ol, flavan-3,4-diol), y por lo general tienen un peso molecular mas alto de
1000-20000 Da, en comparacion con el de los taninos hidrolizables que se
encuentra en el rango de 500-3000 Da (Frutos et al., 2004). Estas sustancias no
son hidrolizables por los acidos ni por las enzimas. Son poco solubles en agua y
en lugar de hidrolizarse cuando se hacen hervir en acido diluido, se transforman
en producto de condensacion. También son llamados catequinicos porque
sometidos a destilacion seca, casi todos, dan pirocatequina (Hourdebaigt et al.,
2007).



Una de las aplicaciones novedosas en la que se han utilizado los taninos
hidrolizables, fue la desarrollada por Rosano-Ortega (2009), que utilizé los TH del
lirio acuético durante el proceso de sintesis de nanoparticulas metélicas. Los TH
fueron acondicionados a través de un lavado &cido que favorecio la formacion de
radicales de compuestos organicos. La carga negativa recay6 sobre los atomos de
carbono que interaccionan con los iones metalicos presentes en las soluciones
acuosas reduciéndolas a su estado cerovalente. La estabilizaciéon de las
nanoparticulas obtenidas, se realizé a través de fuerzas de Van der Waals en
donde las moléculas organicas de los TH quedaron adsorbidas en la superficie de
las nanoparticulas y proporcionaron una barrera esférica de manera que los

centros metalicos quedaron separados uno del otro previniendo la aglomeracion.

Esta metodologia ha sido aplicada exitosamente en la sintesis de nanoparticulas
de plata de acuerdo a lo reportado por Munive-Olarte (2014), sin embargo la
cuantificacion de TH en las plantas utilizadas aun no ha sido reportada. La
cantidad de TH en el lirio acuético puede influir directamente en la produccién de
AgNP por su participacion activa durante la conversion de iones Ag* a Ag° y tener

un impacto en las propiedades antimicrobianas de las particulas obtenidas.

1.4 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP)

Entre las nanoparticulas metédlicas frecuentemente sintetizadas (cobre, zinc,
titanio, magnesio, oro y plata) las nanoparticulas de plata (AgNP) han sido
preferidas como agente antimicrobiano (Jena et al., 2015; Arooj et al., 2014),
debido a su efectividad al aplicarse a muy bajas concentraciones (Dhand et al.,
2016), y a la elevada toxicidad que presentan contra virus, bacterias y otros
organismos eucariotes (Das et al., 2015; Rai et al., 2009), ademas de tener una
baja toxicidad hacia las células de los mamiferos en comparacion con los otros
metales (Devi y Joshi, 2015), convirtiéndose en una alternativa prometedora para
combatir la resistencia microbiana hacia los antibiéticos tradicionales.



La plata, es un agente inorganico ampliamente reconocido por sus propiedades
antibacteriales contra las 16 principales especies de bacterias (Sondi y Salopek-
Sondi, 2004; Prabhu y Poulose 2012; Ibrahim, 2015). Sus propiedades médicas
han sido conocidas desde hace méas de 2000 afios y desde inicios del siglo XIX se
ha utilizado comercialmente (Khalil et al., 2014; Sharma et al., 2013). Cuando la
era de los antibioticos comenz6 con el descubrimiento de la penicilina, los
antisépticos a base de plata fueron sustituidos (In-sok et al., 2012). Sin embargo el
final del siglo XX, trajo consigo un incremento en la resistencia bacteriana hacia
los medicamentos convencionales, por lo que la plata y sus propiedades
bactericidas nuevamente cobraron importancia (Kvitek et al., 2008). La plata ha
sido utilizada en el campo médico para el tratamiento de quemaduras, fabricacion
de prendas textiles, desinfeccion de agua y prevencion de biofilms, sin embargo la
aplicacién en forma de nanoparticulas no se han desarrollado completamente
(Maiti et al.,, 2014). Con el auge de la Nanotecnologia se han desarrollado
nanomateriales a base de sales de plata, en los cuales el incremento del area
superficial disponible para estar en contacto con los microorganismos
(Padalia et al., 2015; Salomoni et al., 2015; Prabhu y Poulose, 2012), puede

maximizar la efectividad de la aplicacion.

La necesidad de protocolos de obtencion de nanoparticulas amigables con el
medio ambiente y no téxicos, ha conducido a una demanda creciente de
nanotecnologia, incrementando el interés hacia la biosintesis de nanoparticulas
metalicas a través de compuestos que se encuentran en extractos de plantas
(Prusty y Parida, 2014; Li et al., 2015). En la biosintesis de AgNP, se ha utilizado
el extracto de plantas tales como Carica papaya (Banala et al., 2015), Ocimum
gratissium (Das et al., 2016), Azadirachta indica (Ahmed et al., 2016; Velusamy
et al., 2015; Sharma et al., 2013), Lycopersycon esculentum (Maiti et al., 2014),
Punica granatum (Rehab y Abuelmagd, 2014), Acacia leucophloea (Murugan et
al., 2014), Bamboo (Yasin et al., 2013), Rumex Hymenosepalus (Rodriguez-Ledn
et al., 2013), Juglands regia (Koberkandi et al., 2012), Ananas comosus (Ahmad y
Sharma, 2012), Euphorbia hirta (Elumalai et al., 2010), Black tea (Begum et al.,
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2009), Geranium (Shankar et al., 2003) y Eichhornia crassipes (Rosano-Ortega,
2009; Prusty y Parida, 2014; Kiruba et al., 2012; Thombre et al., 2014; Jannathul y
Lalitha, 2013; Munive-Olarte 2014). Particularmente en el lirio acuatico (Eichhornia
crassipes), se ha identificado que la presencia de compuestos polifenolicos
(taninos) favorece el proceso de bioreduccion durante la sintesis de AgNP por los
numerosos grupos OH que contiene su estructura (Medini et al., 2014; Rodriguez-
Ledn et al., 2013; Chantirakul et al., 2009; Rosano-Ortega, 2009).

1.5 EFECTOS MICROBICIDAS DE LA PLATA

Los efectos toxicos que ejercen los compuestos de plata en las bacterias han sido
estudiados por méas de 60 afios (Wen-Ru et al., 2010), sin embargo el mecanismo
exacto aun es parcialmente conocido. Los mecanismos de accion de los
compuestos a base de plata, son sugeridos de acuerdo a los cambios
morfologicos y estructurales encontrados en las células bacterianas (Wang et al.,
2015; Paredes et al., 2014; Rai et al., 2009).

1.5.1 Plata idnica /AgNO3

Se ha reportado que la potencia biocida de un aditivo de plata, se relaciona
directamente con la cantidad de plata y la velocidad en que los iones son
liberados al medio (Nowack et al., 2011). La plata en su estado sdlido es inerte,
pero al ionizarse se vuelve altamente reactiva. Su mecanismo de accion frente a
las bacterias, se encuentra ligado a la interaccidén con los grupos tiol encontrados
en las enzimas respiratorias (Rai et al., 2009). Los iones Ag* pueden llevar a la
inactivacion de las enzimas por la formacion de complejos de plata con donadores
de electrones que contienen azufre, oxigeno o nitrdgeno (contenidos en grupos
tiol, carboxilatos, fosfatos, hidroxilos y aminas constituyentes de las biomoléculas
gue conforman la célula) desplazando los cationes de sus sitios originales en las

enzimas Yy llevando a cabo la desnaturalizacion de las proteinas (Velusamy et al.,
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2015; Wen-Ru et al., 2010; Sondi y Salopek-Sondi, 2004). Este fendmeno provoca
cambios estructurales que afectan el proceso de respiracion, produciendo la

muerte de las células bacterianas.

La interaccién de los iones plata con las bacterias, también puede tener inferencia
en los mecanismos de replicacion del ADN. Cuando los iones Ag* ingresan al
interior de la bacteria, perturban el estado de reposo en que se lleva a cabo la
replicaciéon del ADN vy provocan apoptosis en la célula (Raffi et al., 2008; Sondi y
Salopek-Sondi, 2004; Rai et al., 2009). Por otra parte, la carga positiva que
contienen los iones Ag*, también ha sido considerada como un posible mecanismo
de actividad antibacteriana, ya que por fuerzas electrostaticas, éstos pueden ser
atraidos a la membrana celular que se encuentra cargada negativamente (Maiti et
al., 2014).

A pesar de que los antibidticos a base de sales de plata no generan resistencia en
los microorganismos por su método de accion (Soo et al., 2011), existen algunas
limitaciones al utilizarlos como agentes antimicrobianos. Las razones principales
incluyen efectos interferentes por las sales (NOs, SOgs), la continuidad en la
liberacion iones Ag* a partir su forma metalica y principalmente por ser facilmente
inactivados por complejacion o precipitacion debido a su naturaleza reactiva (Maiti
et al., 2014; Yasin et al., 2013; In-sok et al., 2012). Estas limitaciones pueden
excluirse al utilizar la plata en forma de nanoparticulas ya que al ser compuestos
cerovalentes actuan como “caballo de troya” permitiendo el transporte de iones
metalicos al interior de la célula incrementando su actividad antibacteriana sin
reaccionar con las sustancias presentes en el medio (Kim et al., 2009; Rai et al.,
2009) por lo que actualmente son considerados la alternativa mas adecuada para

aplicaciones médicas (Maiti et al., 2014)
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1.5.2 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata muestran eficientes propiedades antimicrobianas en
comparacion con las sales debido a su area superficial extremadamente elevada
que provee un mejor contacto con los microorganismos (lbrahim, 2015), sin
embargo aun no se ha definido claramente si la toxicidad que presentan hacia las
bacterias es atribuida exclusivamente a sus propiedades o a la presencia de iones
Ag* en su estructura (Velusamy et al., 2015; Raffi et al.,, 2008; Navarro et al.,
2008).

Los mecanismos a traves de los cuales interactian las AgNP con las bacterias
muestran similitudes a los ejercidos por la plata iénica, sin embargo se han

agrupado en 4 mecanismos principales:

1. Accién antimicrobiana por atraccion electrostatica: Se ha reportado que la
atraccion electrostatica entre las células bacterianas cargadas negativamente y las
nanoparticulas que tiene carga positiva es crucial en su actividad bactericida. Al
incorporarse en la membrana celular, afectan la permeabilidad y respiracion por la
formacion de agujeros en la superficie (Sondi y Salopek-Sondi, 2004; Prahbu y
Poulose, 2012). Algunas nanoparticulas también ingresan al interior de la bacteria
liberando iones Ag* provocando cambios irreversibles en la estructura de la
bacteria (Maiti et al., 2014; Rai et al., 2009; Raffi et al., 2008).

2. Produccién de radicales libres: uno de los efectos de los iones de plata es la
inhibicién de las enzimas que contienen un grupo tiol, por ejemplo la enzima
NADH-deshidrogenasa Il en el sistema respiratorio, la cual estd implicada en la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Las células a continuacién, tienen
necesidad de reducir la concentracion de H202, que es la fuente de radicales libres
y aumentar a su vez, la produccion de catalasa induciendo las vias de apoptosis
en las bacterias (Kon y Rai, 2013).
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3. Afectacion en la sintesis capsular: la membrana exterior de las bacterias tiene
como funcidn proveer una efectiva barrera permeable, sin embargo al entrar en
contacto con las AgNP la capsula sufre una alteracion en sus perfiles fosfotirosina,
con lo que la permeabilidad de la bacteria se ve afectada liberando los
lipopolisacéridos y proteinas (Velusamy et al., 2015; Raffi et al., 2008; Sondi y
Salopek Sondi, 2004). Al quedar desestabilizada la membrana, también
disminuyen los niveles de adenosin trifosfato (ATP) esenciales para subsistir. Lo

cual resulta en la muerte celular bacteriana (Raffi et al., 2008).

4. Reaccion con aminoacidos y grupos fosféricos de las moléculas del ADN:
Cuando las nanoparticulas entran en la célula bacteriana, se forma una region de
bajo peso molecular en el centro de la bacteria, entonces ésta actia protegiendo
el ADN de los iones de plata, inhibiendo su capacidad replicativa. Las
nanoparticulas pueden perturbar las funciones de las proteinas que contienen
azufre y fésforo tales como el ADN, lo que lleva a la inhibicion de las funciones de
la enzima (Devi y Joshi, 2015; Li et al., 2015; Kon y Rai, 2013; Prabhu y Poulose,
2012).

Los efectos microbicidas que presentan los compuestos a base de plata en los
microorganismos, ha generado que sean producidos comercialmente con
aplicaciones en la desinfeccion de agua, frutas y verduras, principalmente en
forma de plata coloidal. En el mercado, estos desinfectantes compiten con
productos elaborados a base de compuestos quimicos o naturales tales como
agentes los clorados (con sustancias como hipoclorito de sodio, clorito de sodio
y/o diéxido de cloro), detergentes (lauril sulfato de sodio), &cidos organicos (como

el acido citrico o el ascorbico) y/o extractos citricos (como el de semilla de toronja).

En pruebas de eficiencia realizadas por la procuraduria federal del consumidor
(PROFECO) en 2007, los compuestos a base de plata coloidal fueron los agentes
mas consistentes en la desinfeccion de al menos el 99.99% de coliformes totales
en agua (Figura 1.2). De los 13 agentes probados el 84.16% aprobd el reto
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microbiano, mientras que solamente 2 de los 4 derivados clorados fueron
eficientes para eliminar las bacterias. Los productos a base de extractos citricos
fueron menos compatibles con la desinfeccion del agua ya que de 8 productos
analizados, Unicamente 3 (que representan el 37.5%) alcanzaron los resultados

indicados en la norma.
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Derivados Extractos Plata
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% de cumplimiento al reto microbiano

Figura 1.2 Cumplimiento al reto microbiano de derivados clorados, extractos citricos y plata coloidal
en base ala NOM-181-SSA1-1998.

La diferencia entre las eficiencias microbicidas alcanzadas entre los agentes de
prueba se encuentra relacionada con los mecanismos de accion de cada uno. Los
agentes a base de cloro actian como agentes oxidantes atacando la pared celular
de los microorganismos y su efectividad permanece hasta que el cloro residual se
agota, mientras que los extractos citricos pueden ocasionar la ruptura de la
membrana citoplasmatica ademas de la inactivacion y/o inhibicién de la sintesis de
enzimas.

La eficiencia de los agentes comerciales a base de plata ya ha sido confirmada,
sin embargo aun queda por explotar su aplicacion utilizando la nanotecnologia a
través de materiales como las AgNP obtenidas por bioreduccion durante este

estudio.
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1. MATERIALES Y METODO

2.1 REACTIVOS

En la Tabla 2.1 se detallan los reactivos utilizados durante el proyecto:

Tabla 2.1 Reactivos.

NO REACTIVO MARCA

1 Nitrato de plata ACS reactivo, 299.0% Sigma-Aldrich

2 | Sol. Buffer pH 4 (Acido citrico/Hidroxido de sodio/Cloruro Fluka

3 Sol. Buffer pH 5 (Acido citrico/Hidréxido de sodio) Fluka

4 | Sol. Buffer pH 7 (Fosfato disédico/Fosfato monopotasico) Fluka

5 Sol. Buffer pH 9 (Bérax/Acido clorhidrico) Fluka

6 Sol. Buffer pH 10 (Bérax/Hidroxido de sodio) Fluka

7 Sol. Buffer pH 12 (Fosfato disodico/Hidroxido de sodio) Fluka

8 Tripteina Soya Agar (TSA) para microbiologia Fluka

9 Caldo Triptona de Soya (TSB) para microbiologia Fluka

10 Fosfato disodico anhidrido ACS reactivo, 299.0% Sigma- Aldrich
11 Fosfato monopotéasico anhidrido ACS reactivo, 299.0% Sigma Aldrich
12 Cloruro de magnesio anhidrido, 298% Sigma

13 Hidréxido de sodio grado reactivo, anhidrido =298%, Sigma- Aldrich
14 Acido elagico, estandar analitico Fluka

15 Alcohol isopropilico, 299.7% Aldrich

16 Acido clorhidrico ACS reactivo, 37% Sigma- Aldrich
18 Fenol ACS reactivo Sigma- Aldrich
19 4- aminoantipirina Sigma Aldrich
20 Ferrocianuro de potasio ACS reactivo, 299.0% Sigma- Aldrich
21 Cloruro de amonio Sigma- Aldrich
22 Tartrato doble de sodio Sigma- Aldrich
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2.2 MUESTREO DE LIRIO ACUATICO Y PROCESAMIENTO

Se colectaron aproximadamente 2 m? de individuos de lirio acuatico (Eichhornia
crassipes) de la laguna Chignahuapan, ubicada en el municipio de Almoloya del
Rio en el Estado de México, en el sitio localizado a 19°09'34 N y 99°29’32 O. Los
ejemplares fueron colocados en recipientes plasticos y se transportaron al
laboratorio para su procesamiento. El muestreo fue realizado de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NMX-AA-014-1980: Muestreo en Cuerpos Receptores.

El lirio acuatico colectado, fue lavado con agua corriente hasta que el agua de
enjuague presento un color claro. Los ejemplares se dejaron escurrir y secar a
temperatura ambiente durante 15 dias. Posteriormente, se seccionaron en raices,
tallos y hojas; se cortaron en trozos pequefios cercanos a 1 cm, para facilitar su

secado en un horno bajo las condiciones mostradas en la Tabla 2.2:

Tabla 2.2. Condiciones de secado para Eichhornia crassipes.

SECCION TEMPERATURA TIEMPO DE SECADO
Raices 60°C 8 hrs
Tallos 60°C 12 hrs
Hojas 60°C 3 hrs

Los trozos secos se trituraron en una licuadora industrial (OSTER) y se
pulverizaron en un mortero de agata hasta obtener un polvo fino que se tamizo

utilizando una malla 20 y se colectaron las particulas menores a 0.84 mm.

El acondicionamiento de la biomasa, se realizé conforme a lo descrito por Rosano-
Ortega et al. (2006) de la siguiente forma: la biomasa en polvo se lavé 2 veces
con una solucion de HCI 0.01N dejando reposar 30 minutos entre cada lavado.
Posteriormente, se filtré6 con una tela de algodon y se deshidraté en un horno de
secado Riossa H-33 a 50 °C durante 48 horas. La biomasa obtenida, se tamizo

utilizando una malla 20 se almacenaron las particulas menores a 0.84 mm.
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2.3 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA

2.3.1 Identificacion de polifenoles presentes en las secciones de Eichhornia

crassipes

Para detectar la presencia de polifenoles en las secciones analizadas de
Eichhornia crassipes, se utilizé el método desarrollado por Rodriguez-Le6n et al.,
(2013):

Se pesaron 15 mg de muestra seca (raices, tallos u hojas) de Eichhornia
crassipes en un tubo de polietiieno de 50 mL. Se prepar6é una solucién de
etanol/agua (70:30 v/v) y de ésta se adicionaron 30 mL a la biomasa. Se dejé
correr la extraccion durante 15 dias a temperatura ambiente, realizando
agitaciones diarias. Al finalizar el tiempo de extraccion, las muestras se filtraron y
se almacenaron a 4°C. Las soluciones resultantes fueron analizadas en el
Espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer lambda 35, a una longitud de onda

comprendida de 200-800 nm, utilizando como blanco agua deionizada.

2.3.2 Cuantificacion de fenoles totales en Eichhornia crassipes

La cuantificacion de fenoles totales se realizo de acuerdo a la
NMX-AA-050-SCFI-2001. Se tomaron 0.25 mL de la extraccion realizada en el
apartado 2.3.1, y se mezclaron con 2.25 mL de solucion etanol/agua (70:30 v/v) en
un tubo de ensaye. La preparacion se realizd por triplicado de los extractos
obtenidos antes y después del lavado con HCI por cada seccién de Eichhornia
crassipes. Para preparar la curva de calibracién, se utilizé una solucion estandar
de fenol a 100 mg/L, y a partir de ésta se prepararon soluciones de 0 a 10 mg/L en
intervalos de 2 mg/L. Se adicion6 a las muestras, blanco y estandares, 0.25 mL
de solucion tampén (1.7 g de cloruro de amonio y 10 mg de tartrato doble de sodio
en 50 mL de agua deionizada), 0.1 mL de ferricianuro de potasio (2% P/V) y 0.05

mL 4-aminoantipirina (2% P/V), agitando uniformemente entre cada adicion y se
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realizé la lectura de absorbancia en el Espectrofotometro UV-Vis Perkin Elmer

Lambda 35, a una longitud de onda de 510 nm.

2.3.3 Cuantificacién Espectrofotométrica de Taninos Hidrolizables

Los taninos hidrolizables en cada seccion de la biomasa, se identificaron y

cuantificaron de acuerdo al método establecido por Isaza et al. (2007):

2.3.3.1 Preparacion de extractos: se pesaron 10 mg de biomasa seca de cada
seccion de Eichhornia crassipes (raices, tallos y hojas) y se pusieron en
contacto con 5 mL de solucion i-PrOH-agua (65:35) agitando a 50 rpm por 20
minutos en un agitador orbital. La adicion i-PrOH-agua (65:35) se repitidé en
tres ocasiones mas para lograr una concentracién final de 500 mg/L. Las
soluciones resultantes se filtraron y se almacenaron en frascos herméticos

cerrados a 4 °C.

2.3.3.2 Hidrdlisis de Taninos Hidrolizables: la hidrdlisis se realizd por triplicado
para cada seccion de Eichhornia crassipes (raices, tallos y hojas). En un tubo
de polietileno de 50 mL, se colocaron 5 mg de biomasa seca Yy se adicionaron
10 mL de solucion i-PrOH-HCI (65:35). La mezcla se dejé reposar durante 24
horas y la solucién se filtr6. En un tubo de ensaye, se colocaron 1.5 mL de la
solucion anterior, y se mezclaron con 1.55 mL de HCl 12 Ny 1.45 mL de
i-PrOH; la solucién se calenté en un bafio maria a 90°C durante 180 min y se
analizé en el Espectrofotémetro UV-Vis (la formacion de un pico de absorcién
a 368 nm asegura la correcta hidrélisis de las muestras). El blanco utilizado
fue i-PrOH-HCI (65:35).

2.3.3.3 Curva de calibracion de Taninos Hidrolizables: se utiliz6 una solucion
de acido elagico a 50 mg/L, disolviendo 1 mg de acido elagico en 20 mL de
i-PrOH-HCI (65:35). A partir de ésta solucién, se prepararon diluciones a 1, 5,
10, 20, 30, 40 y 50 mg/L. Las lecturas fueron realizadas en el
Espectrofotometro UV-Vis, a una longitud de onda de 368 nm utilizando como
blanco i-PrOH-HCI (65:35).
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2.2.3.4 Cuantificacion de Taninos Hidrolizables: se mezclaron 0.25 mL de la
solucion hidrolizada de taninos (seccion 2.3.3.2) con 2.25 mL i-PrOH-HCI
(65:35). Las soluciones se analizaron en el Espectrofotémetro UV-Vis Perkin
Elmer, Lambda 35 a una longitud de onda de 368 nm. Para eliminar
interferencias (flavonoides y clorofilas) se utilizd6 como blanco el extracto
original, mezclando 0.25 mL del extracto de la seccién 2.2.3.1 con 2.5 mL de
i-PrOH-agua (65:35). Los valores se interpolaron en la curva de calibraciéon de
acido elagico y se multiplicaron por un factor gravimétrico de 2.9 para
estimacion como taninos hidrolizables. Este factor se estableci6 tomando
como base la masa molecular promedio (Mr 1867 g/mol) entre casuarictin
(mondémero), nobotanin B (dimero) y nobotanin E (trimero). Cada uno de estos
elagitaninos libera dos unidades de &acido elagico con (Mr 322 g/mol). Con
estos datos se calculd el factor gravimétrico segun la siguiente ecuacion (Isaza
et al., 2007):

1867 g/mol

Factor Gravimétrico = =
2 x 322 g/mol

2.4 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP)

Se pesaron 0.125 g de la biomasa lavada de raices, tallos u hojas de Eichhornia
crassipes, y se colocaron en un tubo de polietiieno de 50 mL con tapa roscada.
Inmediatamente, se adicionaron 25 mL de agua deionizada y los tubos se agitaron
en un bafo ultrasonico (Branson® CPX3800H) por 15 minutos; 5 minutos
después, se centrifugaron a 3000 rpm durante media hora. A continuacion, se
adicionaron 5 mL de solucién buffer (pH 12, 10, 9, 7, 5y 4) en cada uno de los
tubos, y éstos se agitaron 15 minutos mas en el bafio ultrasénico, 5 minutos
después, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm por 30 minutos. Finalmente, a
cada muestra se le adicionaron 25 mL de solucién metélica de AgNOs 0.003 M y
se agitaron de nuevo en el bafio ultrasénico por 15 minutos mas; las muestras
reposaron 5 minutos y se centrifugaron nuevamente 30 minutos a 3000 rpm. La

biomasa fue separada del sobrenadante por filtracion.
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Para identificar la presencia de nanoparticulas de plata en solucion, cada
muestra se midié en el Espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda

comprendida de 200-800 nm. El blanco utilizado fue agua deionizada.

2.5 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

NANOPARTICULAS

2.5.1 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y espectrometria de

dispersion de energia de rayos (EDS)

Se coloco una gota de la suspension de nanoparticulas de plata en una microrejilla
de cobre recubierta con carbén tipo 30-A, y se secO bajo condiciones de alto
vacio. Una vez preparada la rejilla, se colocé en un vial para ser analizada por
TEM. Esta operacion fue realizada para cada muestra analizada. Para el analisis
por TEM y HRTEM, se utiliz6 el equipo JEOL JEM-2010F FasTem con una
resolucion de 2.3 A, en el Instituto de Fisica de la UNAM. El equipo cuenta con un
detector de rayos X acoplado, a través del cual, se realizd la espectroscopia de
dispersion de energia (EDS) para evaluar la composicion elemental de las

muestras.

BIOMASA

2.5.2 Analisis Termogravimétrico

La termogravimetria de la biomasa seca de Eichhornia crassipes, se llevo a cabo
utilizando un analizador térmico LINSEIS modelo STA PT1600 TG-DSC/DTA, con
una rampa de calentamiento constante de 1°C/s. Para obtener el termograma se

registro la pérdida de peso de la muestra en el intervalo de 17 a 1000°C.
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2.7.3 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Se analizaron por espectrofotometria FT-IR cada una de las secciones de
Eichhornia crassipes antes y después del proceso de biosintesis de AgNP, en un
equipo Varian 640 con ATR de diamante, generando los espectros en el intervalo
de 4000 a 500 cm™.

2.7.4 Area superficial

El area superficial y porosidad se determinaron en un equipo BELSORP-max
analizando las isotermas de adsorcion de N2 mediante la ecuacién BET (Brunauer-
Emmett-Teller) usando el intervalo de linealidad dado por los valores de presion
relativa (P/P0) de 0.05 a 0.5. Las muestras se sometieron a un tratamiento previo

de desgasificacion en bajo vacio por 5 horas a 60°C.

2.7.5 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La biomasa de Eichhornia crassipes después del lavado con HCI, fue
caracterizada por MEB utilizando un equipo JEOL 6610LV, para asegurar que no

contenia metales pesados que pudieran influir durante el proceso de sintesis.

2.8 CUANTIFICACION DE PLATA EN LAS SUSPENSIONES DE AgNP

Para determinar la influencia en la concentracion total de plata que presentan las
nanoparticulas disueltas y los iones metalicos “libres” en las suspensiones de
AgNP, se aplicé la metodologia desarrollada por Galazzi et al. (2015),

cuantificando la concentracién de plata en las siguientes fracciones:

a) plata en la suspension de AgNP después de la sintesis (Ag-total).
b) plata io6nica obtenida del sobrenadante después de centrifugar la

suspension original (Ag-ion).
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La metodologia para separar las fases de Ag* y Ag® se describe a continuacion:

Se colocaron 10 mL de cada suspension obtenida con raices, tallos y hojas de
acuerdo a la seccion 2.4, en tubos de teflon y se centrifugaron a 10000 rpm
durante 40 minutos. El sobrenadante (Ag-ion), se retird utilizando una micropipeta
para evitar que las nanoparticulas sedimentadas se re-suspendieran y las
concentraciones de Ag-total y Ag-ion se analizaron por duplicado en absorcién
atomica utilizando un equipo Thermo Scientific ICE 3000 series a una longitud de
onda de 328.1 nm. La concentracién de plata en forma de nanoparticulas (Ag-NP),

se determino restando las concentraciones obtenidas de Ag-total y Ag-ion

2.9 PRUEBAS DE ACTIVIDAD MICROBICIDA

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas sintetizadas con lirio acuético se
evaluo utilizando E. coli ATCC 25992 (Bacteria Gram negativa) y S. aureus ATCC
6538 (Bacteria Gram positiva), las cuales han sido ampliamente utilizadas como
modelo en experimentos bactericidas (Soo-Hwan et al.,, 2011). Las etapas de la

prueba se describen a continuacion:

2.7.7 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas: se utilizé el método de cuenta en
placa, para determinar el numero de bacterias viables (unidades
formadoras de colonias, UFC) disponibles por cada cepa. El experimento se
realiz6 por triplicado de acuerdo a la siguiente metodologia:

2.7.7.1 Siembra de cepas de control: por separado se sembro en TSA (Agar
Soya triptecaseina) por estria una asada de cada microorganismo y las
placas se incubaron 24 horas a 36 + 1 °C. Posteriormente, se tomé una
asada de las cepas y se colocé en caldo TSB estéril contenido en un

tubo de ensaye, el cual nuevamente se incubé 24 horas a 36 + 1 °C.
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2.7.7.2 Preparacion del inoculo: una vez contando con la suspension

bacteriana, se efectuaron diluciones de las cepas, tomando un mililitro
de la suspension incubada en TSB, el cual se transfirio a un tubo de
ensaye con 9 mL de disolucién amortiguadora de fosfato-cloruro de
magnesio estéril hasta llegar a la dilucion de 1x107 para
E. coli y 1x102 para S. aureus. Entre cada dilucién, las suspensiones

fueron homogenizadas en un agitador de tubos vortex.

2.7.7.3 Siembra del indculo: se tom6 1 mL de las diluciones 102 a 1077 (E. coli)

2.7.8

2.7.9

y 10t a 102 (S. aureus) y se colocé en cajas petri estériles. Enseguida
se adicion6 el medio de cultivo (TSA) homogenizando perfectamente y
una vez solidificado el medio, las cajas se incubaron de 18-24 horas a
36 + 1 °C. Al término de este periodo, se contd el numero de colonias y

se calculd la concentracion de las suspensiones microbianas.

Determinacién de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable. Para poder
determinar la dilucién bacteriana en que el efecto microbicida de las AgQNP
es detectable, las nanoparticulas sedimentadas obtenidas en la seccion 2.6,
se secaron a 40°C durante 96 horas y con las AgNP en polvo, se
prepararon soluciones con concentraciones en el rango de 2-100mg/L.
Posteriormente, se preparé el in6culo de cada bacteria de acuerdo a la
seccion 2.7.1.2, y se sembré la bateria completa de diluciones
1x101-1x107 para E. coli y 1x101- 1x10° para S. aureus adicionando un

mL de solucién de AgNP probando diferentes concentraciones

Minima concentracion bactericida (MIB): esta concentracion se defini6 como
la minima cantidad de AgNP en mg/L requerida para inhibir el 100% de los
microorganismos presentes en la cuenta inicial del inoculo y se utilizo el
método de cuenta en placa. Se colocdé 1 mL del in6culo determinado en
2.7.2 en cajas petri y se les adicioné 1 mL de las soluciones de AgNP

preparadas en 2.7.3 probando concentraciones en el rango de 2 a 100 mg/L
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dejando reposar 20 minutos antes de adicionar el medio de cultivo. Las

placas se incubaron 24 horas a 36 = 1 °C y se realizo la cuenta en placa.

2.7.10 Comparacién entre agentes antimicrobianos: se evalué la actividad
microbicida de las nanoparticulas de plata comparando su eficiencia contra
tres sustancias a base de plata: a) solucion comercial de plata ionizada, b)
solucién de AgNOs y c) la suspension de AgNP obtenida por bioreduccion.
Las concentraciones de prueba fueron determinadas de acuerdo a los

resultados obtenidos en la seccién 2.7.3.

2.7.11 Crecimiento bacteriano en presencia de AgNP: para examinar la velocidad
de crecimiento bacteriano a través de diferentes concentraciones de AgNP,
se colocaron 150 mL de caldo de TSB en botellas de vidrio y se
esterilizaron a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente, a cada botella se
adiciono el inéculo bacteriano vy las diferentes concentraciones de AgNP.
Las botellas se incubaron a 36°C + 1 °C y cada hora, se extrajeron 10 mL
de cada una para cuantificar la concentracion bacteriana en el tiempo bajo
la influencia de las AgNP midiendo su densidad Optica en

espectrofotometria UV-Vis a 600 nm.

2.7.12 Influencia del extracto de E. crassipes como agente microbicida: Se replicé
la metodologia indicada en la seccion 2.4 para la biosintesis de AgNP,
modificando la adicion de AgNOs por agua. A continuacion se cuantifico el
contenido de fenoles totales en los extractos de acuerdo a la seccion 2.3.2
y se colocd 1 mL de ésta solucion con 1 mL de los inéculos de E. coliy S.
aureus. Adicionalmente se sembraron dos placas sin la adicién del extracto
para comprar el numero de colonias antes y después de la adicién. Las
cajas se incubaron de 18-24 horas a 36 + 1 °C, y se contabiliz6 el nimero
de colonias obtenidas.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE LA BIOMASA

3.1.1 Identificacion de polifenoles presentes en las secciones de Eichhornia
crassipes

Las extracciones realizadas en las raices, tallos y hojas del lirio después del
lavado acido, se analizaron utilizando espectroscopia UV-Vis y los resultados
obtenidos se presentan a continuacion en la Figura 3.1. Todas las muestras
presentaron picos de absorcion claramente definidos en el rango de 277-280 nm
gue son caracteristicos entre moléculas que contienen polifenoles en su estructura
(Rodriguez-Lebn et al., 2013). Los picos mas definidos se presentaron en las
hojas, indicando de forma preliminar que en esta seccion existe un mayor

contenido de polifenoles en comparacioén con los tallos y raices.

- - - - Raices
—0— Tallos

—A— Hojas

Unidades de Absorbancia
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Figura 3.1 Espectro UV de polifenoles presentes en raices, tallos y hojas de
Eichhornia crassipes.
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Los polifenoles identificados en todas las secciones del lirio acuético, son
responsables de la actividad antioxidante que presenta la planta, por ello actian
como potenciales agentes reductores debido a los grupos OH que tiene su
estructura (Medini et al., 2014; Rodriguez-Led6n et al., 2013). Este comportamiento
es similar al reportado para otras plantas verdes (Vilchis et al., 2008; Yasin et al.,
2013; Sharma et al., 2013; Latitha et al., 2013).

En general, las plantas acumulan una mayor cantidad de polifenoles como una
estrategia de defensa y adaptacion debido al estrés al cual suelen estar expuestas
(Borker et al., 2013). EI modo de vida acuéatico y los factores fisicoquimicos de los
cuerpos de agua donde habita Eichhornia crassipes, pueden explicar la presencia

de metabolitos secundarios en su estructura.

3.1.2 Cuantificacion de fenoles totales en Eichhornia crassipes

Para la determinacion de fenoles de acuerdo a la NMX-AA-050-SCFI-2001, se

construy6 una curva de calibracién de 0 a 10 mg/L de fenol, en intervalos de 2 en
2 mg/L presentada en la Figura 3.2:
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Figura 3.2 Curva de calibracién fenoles totales.
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A continuacién, se analizaron los extractos de raices (R), tallos (T) y hojas (H)
antes y después del lavado con HCI para determinar si el contenido de fenoles
totales entre secciones se ve influenciado por éste. Los valores se interpolaron en

la curva de calibracion vy los resultados se presentan en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1 Concentracién de fenol en mg/L para las secciones de Eichhornia crassipes antes y
después del lavado con HCI.

Tratamiento | Seccidn mg/L
R 7.4+0.53
SIN LAVADO
ACIDO T 5.6 £0.20
H 8.2+0.95
R 3.9+0.51
LAVADO
ACIDO T 4.2 +£0.42
H 6.6 +1.17

Después del lavado acido, el extracto obtenido de las raices, disminuyd su
concentracion de fenoles totales en un 47%, los tallos en 25% y las hojas en un
19%, condicién que puede asociarse con la ubicacién espacial de las secciones de
la planta respecto al medio acuatico. Las raices que estan en contacto directo con
el agua, son la primer barrera para la captacion y translocacién de sustancias, por
lo que incorporan una mayor cantidad de contaminantes del medio (Rosano-
Ortega, 2009). De acuerdo al estudio realizado por Gonzalez et al. (2007), la DBOs
en la laguna Chignahuapan se encontré en el rango de 23-45 mg/L y de acuerdo a
la interpretacién que proporciona la subdireccion general técnica de la CONAGUA
(Comision Nacional del Agua), el estado del agua puede clasificarse entre
aceptable y contaminada, lo cual es consistente con las mayores concentraciones
de fenoles en las raices del lirio, por lo que el lavado &cido retira una mayor

proporcion en esta seccion de la planta (Carrién et al., 2012; Borker et al., 2013).

Las hojas y tallos presentaron la mayor concentracion de fenoles después del
lavado acido, lo cual puede atribuirse a que la presencia de clorofila en estas
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secciones, favorecio la sintesis de metabolitos secundarios que no son retirados
por la accién del HCI. Este fendmeno fue consistente con la deteccion de
polifenoles en la Figura 3.1, donde los picos en 278 nm asociados a compuestos

fendlicos, fueron mas intensos en las secciones verdes del lirio.

La deteccion y cuantificacion de fenoles totales, demuestra que el lirio contiene en
su estructura compuestos fendlicos incluyendo fenoles simples, cumarinas,
ligninas, lignanos, taninos condensados e hidrolizables, &cidos fendlicos y
flavonoides (Khoddami et al., 2013), asociados a la actividad antioxidante de la

planta que funciona como un mecanismo natural de defensa.

3.1.3 Cuantificacion Espectrofotométrica de Taninos Hidrolizables

El tratamiento aplicado con iPrOH/HCI en las muestras del lirio, gener6 la
hidrélisis del nobotanino B, responsable de la formaciéon del &cido elagico que
conforma los taninos hidrolizables y se identifica en el espectrofotometro UV-Vis a
368 nm (Isaza et al., 2007). Los espectros obtenidos para todas las secciones del
lirio (Figura 3.3), presentaron dos picos de absorbancia: el primero confirmando la
presencia de &cido elagico a 368 nm y el segundo indicando la presencia de

polifenoles en el hidrolizado en 280 nm.
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Figura 3.3 Espectro UV de la hidrélisis de taninos hidrolizables. 29



Para cuantificar el contenido de taninos hidrolizables en las secciones de
Eichhornia crassipes, se construyé una curva de calibracion con acido elagico en
el rango de 1 a 50 mg/L (Figura 3.4), y las lecturas registradas por cada seccion se

interpolaron en ésta para obtener las concentraciones promedio.
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Figura 3.4 Curva de calibracion para acido elagico.

El contenido de taninos hidrolizables (TH) en las secciones estudiadas de
Eichhornia crassipes se muestra en la Tabla 3.2. Se evidencia que la
concentracion disminuyd en el siguiente orden: hojas > tallos > raices, de forma

consistente con la determinacién de fenoles totales en la seccién 3.1.2.

Tabla 3.2 Porcentaje de taninos hidrolizables estimados como acido elagico (AE) y taninos
hidrolizables (TH).

Seccion de
. AE (mg/L) % AE % TH

E. crassipes
Raices 40.45 + 5.6 8.1 23.5
Tallos 50.76 £ 10.1 10.2 29.4
Hojas 61.97 £ 10.1 12.4 35.9
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La presencia de taninos hidrolizables en los tallos y raices, fue 3% y 17% menor
al contenido en las hojas. Cheng et al. (2010), reporté que en las hojas del lirio se
encuentra el menor contenido de lignina en la planta, condicién que favorece la
separacion de los subproductos durante la hidrdlisis acida produciendo una mayor
cantidad de acido elagico detectada en el espectrofotdmetro UV-Vis, ademas, los
compuestos fendlicos forman parte del mecanismo de defensa de la planta, y al
ser las hojas la seccibn mas apetecible por los herbivoros, la produccion de

taninos aumenta (Doll et al., 2012).

3.2 BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP)

Al entrar en contacto la biomasa del lirio (con un previo ajuste del pH) con la
solucion de AgNOs, el color de las soluciones cambio de café amarillento a café
oscuro por la formacidn de nanoparticulas de plata (Devi y Joshi, 2015;
Koberkandi et al., 2012; Prusty y Parida, 2014). Sin embargo, este fenémeno fue
confirmado utilizando espectroscopia UV-Vis para detectar el plasmon de
superficie (SPR) caracteristico. La Figura 3.5 muestra los resultados obtenidos

durante la sintesis utilizando solucién buffer pH 12.

Unidades de Absorbancia
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Figura 3.5 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 12.
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Para todas las secciones del lirio, se presentaron los picos del SPR asociados a la
presencia de AgNP; para las suspensiones de raices y tallos se identificaron en
401 nm, mientras que en las hojas se presentd a los 420 nm. La diferencia en las
longitudes de onda a la cual es detectado el SPR, se ha asociado con las
caracteristicas propias del material obtenido particularmente por la morfologia y

dispersion de tamafios de las nanoparticulas, que se estudiara a continuaciéon a
través del TEM.

La Figura 3.6, muestra el espectro obtenido en las suspensiones de
nanoparticulas utilizando soluciéon buffer pH 10. De forma consistente con el pH
12, en raices y tallos el pico del SPR se present6 en la misma longitud de onda
para ambas secciones esta vez en 432 nm. Para las hojas se present6 en 428 nm,
ademas, se identificdé que en las suspensiones con mayor contenido de TH se
presentaron los picos de AgNP mas definidos, comportamiento consistente con el

intenso color café que presentaron las suspensiones al finalizar proceso de

sintesis. - - - 'Raices

—O— Tallos
—A— Hojas
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Figura 3.6 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 10

Al ajustar con pH 9 la preparacion de las suspensiones, los picos de absorbancia
se localizaron a 424 nm para raices y tallos y en 436 nm utilizando las hojas

(Figura 3.7). La presencia de protuberancias a 278 nm por la presencia de
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compuestos fendlicos fue evidente para todas las suspensiones.

Figura 3.7 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 9.
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La Figura 3.8, muestra el espectro obtenido al utilizar la solucién buffer pH 7

durante la sintesis. Los picos del SPR se localizaron en 370 nm para todas las

secciones del lirio, indicando la presencia de AgNP (Sadowski et al., 2008;

Harmami et al., 2007), tentativamente por la similitud entre las caracteristicas de

las nanoparticulas, ademas, se presentaron los picos asociados a los polifenoles

claramente definidos en 278 nm.

Unidades de Absorbancia

Figura 3.8 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 7.
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Al analizar las suspensiones preparadas con el buffer pH 4, se produjé el espectro
de la Figura 3.9. Con raices y hojas no se evidencio ningun pico de absorcion
asociado a la formacién de AgNP a pesar de que las soluciones mostraron una
tonalidad café apenas perceptible y este mismo comportamiento se presenté
durante la sintesis a pH 5. Por otra parte, las suspensiones con tallos si

presentaron el pico del SPR en 430 nmy 432 nm ajustando a pH 5.

Para todas las secciones de la planta, al utilizar el pH 4 se form6é con mas
intensidad el pico asociado a los compuestos fendlicos, probablemente por la
disponibilidad de moléculas que no reaccionaron reflejado en la ausencia de los

picos del SPR para hojas y raices.
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Figura 3.9 Espectro UV-Vis de AgNP producidas con solucion buffer pH 4.

A continuacion, en la Tabla 3.3, se muestra el resumen de los picos de absorcién
gue presentaron las soluciones de AgNP a diferentes pH. Al utilizar los pH
basicos, se identific6 que con todas las secciones del lirio se formaron
nanoparticulas, sin embargo los picos del SPR se presentaron a la misma longitud
de onda en cada pH para tallos y raices, sugiriendo una similitud entre las

nanoparticulas obtenidas. Este comportamiento fue consistente al utilizar el pH
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neutro, sin embargo ocurrié para todas las secciones del lirio en 370 nm. En los
pH acidos se observlo que la seccion utilizada durante la sintesis influyé en la
formacion de nanoparticulas, ya que Unicamente se detecté el SPR al utilizar los
tallos, mientras que en las hojas y raices este pico estuvo ausente y se evidencio
claramente la presencia de los polifenoles que aparentemente quedaron sin

reaccionar por completo para lograr la formacién de AgNP.

Tabla 3.3 Picos de absorbancia de las muestras (nm).

pH RAICES TALLOS HOJAS
pico (nm) pico (nm) pico (nm)
12 401/ 278 401/ 278 420/ 278
. 10 432 /278 432/ 278 428 /278
basico
9 424 /278 424 | 278 436 /278
neutro 7 370/ 278 370/ 278 370/ 278
5 278 432/ 278 278
acido
4 278 430/ 278 278

Particularmente, al utilizar pH béasicos se presentd una tendencia especifica
relacionada con la seccién de la planta utilizada. En éstas suspensiones los picos
de los plasmones fueron mas intensos al utilizar las hojas, seguido de los tallos y
finalmente las raices, comportamiento que puede relacionarse directamente con el
contenido de taninos hidrolizables entre las secciones del lirio (Tabla 3.2),
indicando que entre mayor es la cantidad de TH mayor es la disponibilidad de
biomoléculas para llevar a cabo la reduccion de los iones Ag* y la produccion de

AgNP se incrementa reflejando una mayor absorbancia en espectroscopia UV-Vis.

Finalmente, en todas las suspensiones obtenidas independientemente del pH y la
seccion del lirio utilizada, se presentaron protuberancias caracteristicas de las
moléculas polifendlicas (incluyendo los TH) alrededor de 277-280 nm. Se ha
reportado que la presencia de estos compuestos en las suspensiones de AgNP

favorece el proceso de reduccion y estabilizacion de las nanoparticulas, ya que
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como reductores logran la reducciéon de los iones de plata hacia Ag °, y como
estabilizantes, logran la produccién de moléculas organicas que son adsorbidas en
la superficie de las nanoparticulas, para evitar que éstas se aglomeren (Li et al.,
2015; Ahmad y Sharma, 2012; Rosano-Ortega, 2009).

3.3 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

3.3.1 Microscopia Electronica de Transmisiéon (TEM) y alta resolucién
(HRTEM)

El andlisis por HRTEM, permitié identificar la morfologia y obtener las distancias
interplanares para conocer la estructura y composiciéon de las particulas. El

analisis, se muestra a continuacion:

a) pH 12

Hojas

En las nanoparticulas se identificaron particulas con forma icosaédrica y
octaédrica (Figura 3.10 a y b). Algunas de las nanoparticulas tuvieron la presencia
de maclas (Figura 3.10 c) que aparecen por la influencia del contenido porcentual
de atomos metalicos en las superficies, que a su vez impactan en las propiedades

electromagnéticas de las particulas (Hernando-Granade, 2007).

Figura 3.10. HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 12: a) particula

icosaédrica, b) romboédrica y ¢) AGNP con presencia de maclas.
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La distribucion de tamafios observada con TEM se presenta en la Figura 3.11 con
una gran produccion de particulas claramente definidas. A pesar de que algunas
formaron agregados de hasta 25 nm, el 92% de las particulas se encontrd en la

escala de puntos cuanticos Yy el diametro promedio del conjunto de particulas fue
de 4.18 = 3.9 nm.
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Figura 3.11 AgNP a pH 12 y hojas: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.

Con las distancias interplanares obtenidas de las transformadas de Fourier con
HRTEM, se confirmé la presencia de particulas en fase Ag y AgO con estructuras
cubicas, trigonal y hexagonal respectivamente representadas en la Figura 3.12

Figura 3.12 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 12 con su

respectivo patron de FFT a) nanoparticula de Ag con estructura clibica y b) nanoparticula de

AgO con estructura trigonal.
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Figura 3.12 cont, Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 12 con su

respectivo patron de FFT c¢) nanoparticula de AgO y estructura hexagonal.

En el analisis EDS que se presenta en la Figura 3.13, confirmd que las particulas
observadas estan compuestas fundamentalmente por plata, ademas, se
identificaron componentes de la biomasa tales como carbono, oxigeno y fésforo.
La presencia de Cu en el andlisis reflejé el material de la rejilla utilizada para el

analisis en TEM.
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0.000 KeVv 9.492

Figura 3.13 Andlisis EDS de AgNP sintetizadas con hojas y pH 12.

38



Tallos

En las nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 12, se identificaron particulas

esféricas (con presencia de maclas) y cubicas (Figura 3.14).

Figura 3.14 HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 12: particula a) esférica y b)
cubica.

La distribucion de tamafios de las nanoparticulas obtenidas se presenta en la
Figura 3.15. De manera general, se observa la formacion de particulas menores a
10 nm (88 % del total), sin embargo la presencia de agregados mayores a 15 nm
se hizo evidente en el histograma. Su tamafio promedio en conjunto fue de

5.41+4.4 nm.
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Figura 3.15 AgNP a pH 12 y tallos: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.
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De acuerdo a las tablas cristalograficas Solid State Chem, 65, 225 (1986), las
nanoparticulas se encontraron en forma de AgO con dos diferentes estructuras:
triclinica y cubica (Figura 3.16):

(004) (400)

Figura 3.16 Imagen HRTEM de nanoparticulas de AgO sintetizadas con tallos y pH 12:

a) estructura triclinica y b) clbica.

b) pH 10

Hojas

Las AgNP sintetizadas con hojas ajustando a pH 10 mostraron morfologia del tipo
dodecaedral-rombica e icosaedral. Las particulas presentaron multiples
gemelamientos (MTP) y una compleja configuracién con regiones de contrastes
diferentes como se muestra en la Figura 3.17.

Figura 3.17 HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 10: a) Forma

dodecaedro-romboidal truncada, b) dodecaedral-rombica, ¢) icosaedral.
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Las nanoparticulas presentaron diametros homogéneos y sin agregacion entre
particulas. De las 165 nanoparticulas analizadas, el 93% presenté un diametro
menor o igual a 10 nm con un promedio de 5.7 £ 2.6 nm (Figura 3.18).
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Figura 3.18 AgNP a pH 10y hojas: a) micrografia, b) distribucién de tamafios de particula.

De acuerdo a sus planos cristalinos, las nanoparticulas se presentaron en fase

AgO con arreglo cubico y trigonal (Figura 3.19).

Figura 3.19 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 10 a una orientacion

[4,-8,0] con arreglo a) cubico y b) trigonal.
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La composicién elemental de las AgNP evaluada con EDS (Figura 3.20), permitio
confirmar la presencia de plata en las nanoparticulas analizadas, ademas de los
elementos propios de la biomasa de la planta.

2000 Ag e ¢

Cu

Cu cu

0.000 KeV 20.480

Figura 3.20 Andlisis EDS de AgNP sintetizadas con hojas y pH 10.
Tallos
El analisis por HRTEM de las nanoparticulas sintetizadas con la biomasa de tallos

(Figura 3.21), permitié identificar particulas con forma cubica truncada en las
esquinas y dodecaédrica.

Figura 3.21 HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 10:

a) Forma cubica truncada en las esquinas y b) dodecaédrica.
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De las 269 nanoparticulas analizadas, el 81% conté con un diametro menor o igual
a 10 nm que en conjunto fue 7.2 £ 5.3 nm, sin embargo se evidencio la fusion de
pequefas particulas formando agregados de hasta 30 nm (Figura 3.22).
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Figura 3.22 AgNP a pH 10y tallos: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.

En la Figura 3.23, se muestran las micrografias de AgQNP obtenidas con tallos. Se
identificaron dos fases de plata: AgO con estructura cubica y Ag con estructura

hexagonal.

% 40°

(220) (220)

Figura 3.23 Imagen HRTEM de particulas producidas con tallos a pH 10 a) AgO con arreglo cubico
eje de zona [8,-8,0] y b) Ag con arreglo hexagonal y eje de zona [2,-2,0].
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Raices

En la Figura 3.24, se observa la imagen obtenida por HRTEM de las AgNP
obtenidas de las raices de Eichhornia crassipes. Las particulas presentaron

morfologia cubica.

Figura 3.24 Imagen HRTEM de nanoparticula sintetizada con raiz y pH 10: forma cubica.

En las micrografias obtenidas por TEM, se observaron particulas sin
homogeneidad de tamafio debido a la agregacion entre algunas de ellas, lo cual
generé que de las 141 nanoparticulas analizadas, Unicamente el 74% tuviera
tamafios menores a 10 nm (Figura 3.25). En esta suspension se present6 el mayor
diametro promedio de las particulas (9.1 + 9.8 nm) en comparacion con lo
obtenido en las distribuciones de particula de hojas y tallos, que tuvieron 5.7 +
2.6 nm y 7.2 + 5.3 nm respectivamente.
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Figura 3.25 AgNP a pH 10y raices: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.
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En las AgNP analizadas por HRTEM, se identificé un perfil cubico simple (Figura

3.26). La plata se encontré contenida en las nanoparticulas en forma de AgO.

Figura 3.26 a) Imagen HRTEM de particula de AgO con arreglo cubico producida a pH 10.

A continuacién, en la Tabla 3.4, se muestra el resumen de los parametros

obtenidos de las micrografias de AgNP sintetizadas en pH basico (10 y 12).

Tabla 3.4 Parametros obtenidos en la sintesis de AQNP en pH basico para: hojas (H), tallos (T) y

raices (R).
Secciéon | Promedio | % <a Fase Estructura
biomasa (nm) 10 nm Morfologia
cubica
H |418 39| 929 | |cosaedmal Ag trigonal
pH T romboédrica AgO h
1o exagonal
T |541 +44 | 88% Esferica, Ago | iclinica
cubica cubica
H 57+26 | 93% Dpdecaedral, AgO c.ublca
icosaedral trigonal
Dodecaedral,
0 clbica AgO clbica
Tc_)' T 72£53 | 81% truncada en las Ag hexagonal
esquinas
R 9.1+ 9.8 74 % cubica AgO cubica

Las micrografias para las AgNP obtenidas con TEM para hojas, tallos y raices de

lirio mostraron que la morfologia entre las particulas obtenidas con las diferentes
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secciones del lirio no es homogénea. Las hojas y tallos presentaron formas con un
mayor numero de caras en comparacion con las raices, lo cual es determinante
en el area superficial disponible, condiciébn que puede estar influenciada por la
mayor disponibilidad de TH durante el proceso de bioreduccion. En su mayoria,
las particulas se encontraron como AgO, lo cual fue consistente con lo reportado
por Sifontes et al. (2010) quien indicd que al tener pH basico durante la sintesis
predomina la produccion de AgO. Ademas en las diferentes AgNP no se observé
la formacién de una capa superficial que cubra las particulas como lo refiere Devi
y Joshi (2015).

En cuanto a los diametros obtenidos, el andlisis de las micrografias evidencio la
influencia del pH durante la sintesis, ya que para todas las secciones del lirio los
diametros mas pequefios se obtuvieron al utilizar el pH 12. La distribucién de
tamafnos de particula entre las secciones del lirio fue similar entre ambos pH,
encontrando que los diametros mas pequefios se obtienen al utilizar las hojas,
seguido de tallos y raices. Esta condicién se reflejé en los espectros UV-Vis de
las Figuras 3.5y 3.6, que para esta seccion del lirio fue mas intenso debido a que
el camino oOptico de la luz no es desviado por el tamafio de las nanoparticulas,
mientras que con raices se forman las AQNP mas grandes y el camino Optico de
la luz es dispersado por las nanoparticulas de tamafos mayores, disminuyendo la

intensidad de la senial.

c) pH7

Hojas

En las micrografias obtenidas por HRTEM mostradas en la Figura 3.27, se
identificaron particulas con morfologia icosaédrica, esférica con presencia de

maclas (defectos) y octaédrica.
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Figura 3.27 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 7 a) Forma

icosaédrica, b) esféricay c) octaédrica.

Las nanoparticulas en suspension sintetizadas con las hojas de Eichhornia
crassipes y analizadas en TEM, se presentan en la Figura 3.28. Se observa una
gran produccion de pequefas particulas y minoritariamente se detectan agregados
con diametros mayores a 20 nm que presentaron maclas. En conjunto las
particulas tuvieron un didmetro promedio de 6.9 + 7.7 nm y el 82% de las 135

analizadas tuvieron un didmetro menor a 10 nm.
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Figura 3.28 AgNP a pH 7 y hojas: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.
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En la Figura 3.29 se muestran las imagenes con sus correspondientes
transformadas de Fourier, que permitié identificar tres diferentes fases de plata en
las nanoparticulas obtenidas: a) Ag con estructura cubica, b) Ag20z con estructura

cubica y AgO con arreglo hexagonal.

(222)
. 50°

65°

(004) &

Figura 3.29 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con hojas y pH 7 con su respectivo

patron de FFT a) nanoparticula de Ag, b) nanoparticula en fase Ag203 y c) nanoparticula de AgO.

Tallos

Se identificaron particulas aisladas con morfologia cuboctaédrica, ademas, se
evidencia la presencia de algunos nanocristales localizados en la superficie de las
AgNP (Figura 3.30).

Figura 3.30 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 7

a) morfologia cuboctaédrica, b) nanocristal superpuesto a AgNP.
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Las AgNP formadas al utilizar tallos tuvieron una elevada dispersion de tamafios
como se presenta en la Figura 3.31, donde Unicamente el 38.8% de las
nanoparticulas tuvieron un didmetro menor a 10 nm. Por la presencia de particulas
gue alcanzararon hasta 70 nm, en conjunto las AgNP sintetizadas tuvieron un

didmetro promedio de 15.3 + 12.4 nm.
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Figura 3.31 AgNP a pH 7 y tallos: a) micrografia, b) distribuciéon de tamafios de particula.

A partir de las transformadas de Fourier obtenidas de las micrografias de HRTEM,
se identificaron dos fases y estructuras distintas: a) AgO con estructura cubica y

orientacion (111), b) Ag20Os con estructura hexagonal (Figura 3.32).

Figura 3.32 Imagen HRTEM y FFT de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 7
a) nanoparticula de AgO y estructura cubica y b) nanoparticula de Ag20s y estructura hexagonal.
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Raices
En las micrografias obtenidas por HRTEM para las muestras de raices (Figura
3.33), se observd la presencia de particulas superpuestas en su mayoria. Se

detectaron particulas con morfologia octaédrica y cuboctaédrica.

Figura 3.33 Imagenes HRTEM que muestran la morfologia de nanoparticulas sintetizadas con

raices y pH 7 a) morfologia octaédrica b) cuboctaédrica.

Las nanoparticulas producidas con raices a comparacion de las obtenidas con
hojas y tallos a pH 7, fueron alargadas con un alto grado de agregacion entre
particulas inestables como se observa en la Figura 3.34. El diametro promedio de
éstas nanoparticulas fue de 11 + 9.9 nm. Las micrografias muestran la fusién de

pequefias particulas que formaron nanoparticulas con didmetros entre 30 y 50 nm.
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Figura 3.34 AgNP a pH 7 y raices: a) micrografia, b) distribuciéon de tamafios de particula.
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Con las distancias interplanares obtenidas de la Figura 3.35, se identifico la
presencia de plata en las nanoparticulas en fase AgO y Ag203 con estructuras
hexagonal, triclinica y cubica.

Figura 3.35 Imagen HRTEM y FFT de nanoparticulas sintetizadas con raices y pH 7
nanoparticulas de AgO y a) estructura hexagonal, b) estructura cibica y ¢) nanoparticula de Ag203

y estructura trigonal.

A través del resultado del espectro EDS en la Figura 3.36, se verificd la
composicion de plata en las particulas obtenidas que fue consistente con la

analizada en las Figuras 3.13 y 3.20.
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Figura 3.36 Andlisis EDS de AgNP sintetizadas con raicesy pH 7.
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Los datos obtenidos de las micrografias de AgNP ajustadas a pH 7 utilizando

hojas, tallos y raices, se resumen en la Tabla 3.5:

Tabla 3.5 Parametros obtenidos en la sintesis de AQNP a pH 7 para hojas (H), tallos (T) y raices

(R).

Seccion FIEMEEL® | %< Fase Estructura
(nm) 10 nm Morfologia

icosaedrica/ Ag cubica

H 6.9+7.7 82% esférica/ AgO cubica
octaedrica Ag203 hexagonal

H T 153+12.4 | 39% cuboctaedrica/ | AgO cubica
p7 T nanocristales | Ag203 hexagonal
R 11ro0 | eow | octaedical | Ago | NSEHORal

- cuboctaedrica | Ag203

La distribucion de tamafios y formacién de AgNP no fue homogénea entre las
secciones del lirio y este comportamiento nuevamente fue influenciado por la
presencia de TH. Al utilizar las raices con menor cantidad de taninos (Figura 3.34),
se observa que existe una mayor agregacion entre particulas de diametros que
van de 5 y hasta 50 nm, sin embargo, en la suspension donde se utilizaron los
tallos, las AgNP producidas tuvieron el mayor diametro promedio por la presencia
de nanocristales mayores a 30 nm que se formaron por la interaccién de las sales
de sodio que integran la solucion buffer pH 7 y que son detectadas en el EDS de
las suspensiones (Figura 3.36). Al utilizar las hojas con mayor contenido de TH,
las AgNP producidas tuvieron el menor diametro en la sintesis y mostraron el pico
de absorcion de AgNP mas intenso en comparacion con tallos y raices, que
tuvieron menor absorcion detectada en UV-Vis. An et al. (2008), asocio que el pico
de absorcion disminuye conforme incrementa el tamafio de las nanoparticulas
producidas lo cual fue consistente con los resultados obtenidos durante esta

sintesis.

Las AgNP obtenidas con las diferentes secciones de la planta tuvieron en comun
las fases de plata AgO y Ag:03 con estructuras cubicas y hexagonales sin

embargo, al utilizar las hojas también se identificaron nanoparticulas de Ag,
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evidenciando la influencia asociada a la seccién del lirio utilizada en el proceso de

sintesis

d pH4

Hojas

Las AgNP sintetizadas ajustando con disolucion pH 4, tuvieron multiples
gemelamientos presentando morfologia cuboctaédrica e icosaedral como se
observa en la Figura 3.37, ademas se observaron efectos de Moiré, los cuales
ocurren por la coexistencia de dos sistemas cristalinos sobrepuestos produciendo

franjas obscuras y claras.

Figura 3.37 Imagen HRTEM de nanopatrticulas sintetizadas con hojas y pH 4 a) morfologia

cuboctaédrica, b) icosaédrica, c) particula esférica con efecto moiré.

La distribuciéon de tamafios para las AgNP sintetizadas se muestra a continuacion
en la Figura 3.38. Se observa la formacion de una gran cantidad de nanoparticulas
con diametros inferiores a 10 nm las cuales representaron el 88.9% del total, las
cuales coexistieron con agregados de hasta 60 nm, condicion por la cual el

diametro medio de las particulas fue de 7.8 + 9.6 nm.
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Figura 3.38 AgNP a pH 4y hojas: a) micrografia, b) distribucién de tamafios de particula.

Las distancias interplanares obtenidas de las micrografias con HRTEM (Figura
3.39), revelaron la formaciéon de nanoparticulas de AgO, con dos tipos de

estructura: hexagonal y triclinico.

Figura 3.39 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas con hojas a pH 4 a) con arreglo

hexagonal y

Tallos

A través de HRTEM (Figura 3.40), se identificaron las nanoparticulas sintetizadas
con los tallos, y presentaron morfologia cuboctaédrica y cubica.

54



Figura 3.40 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con tallos y pH 4 a) morfologia

cuboctaédrica y b) cubica.

Las nanoparticulas formadas en la suspension se encontraron estabilizadas ya
gue no se observO agregacion entre ellas, su didmetro promedio fue
13.9 £ 10.8 nm (Figura 3.41). La formacién de AgNP no presenté homogeneidad
entre didmetros, sin embargo predominaron las menores a 20 nm, con lo cual, la
produccion de particulas con dimensiones en el rango de puntos cuanticos fue

menor en comparacion con las obtenidas con hojas (88.9% vs 48.8%).

200
150 -
.©
2
o 100 - _
> —
) —
e —
w —
50— — %
0 T 1 //// i T T T E T E T 'T‘
5 10 20 30 40 50 60

Tamafo (nm)

Figura 3.41 AgNP a pH 4y tallos: a) micrografia, b) distribucién de tamafios de particula.
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En la Figura 3.42, se muestran las distancias interplanares obtenidas en dos
micrografias de las AgNP sintetizadas. Se aprecian nanoparticulas de plata con
estructura cubica y trigonal que marcan una fase de AgO de acuerdo a las tablas

cristalograficas.

Figura 3.42 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 4 con tallos y arreglo
a) cubico y b) trigonal.

Raices

En las AgNP sintetizadas con raices utilizando buffer pH 4, se identificaron
particulas en forma de cubo truncado en las esquinas e icosaedral, las cuales se

presentan en la Figura 3.43.

Figura 3.43 Imagen HRTEM de nanoparticulas sintetizadas con raices y pH 4 a) morfologia

cubica truncada y b) icosaedral.
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La distribucién de tamafios de las nanoparticulas sintetizadas, fue obtenida con
imagenes de HRTEM en campo oscuro (Figura 3.44). El 51.7% de las particulas
analizadas cont6 con diametros menores a 10 nm en promedio 14.1 £ 11.6 nm y
su distribucién fue consistente con la de las AgNP obtenidas con tallos, donde

alrededor del 50% de las particulas se encontraron en el rango de 20 a 60 nm.
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Figura 3.44 AgNP a pH 4y raices: a) micrografia, b) distribucion de tamafios de particula.

De forma consistente con las AgNP que se obtuvieron con hojas y tallos,
Unicamente se detectaron nanoparticulas en forma de AgO, con sistemas

cristalinos hexagonales y trigonales respectivamente (Figura 3.45).

Figura 3.45 Imagen HRTEM de particulas de AgO producidas a pH 4 con raices y arreglo
a) hexagonal y b) trigonal.
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Los datos obtenidos de las micrografias de AgNP ajustadas a pH 4, se resumen

en la Tabla 3.6:

Tabla 3.6 Parametros obtenidos en la sintesis de AQNP a pH 4 para: hojas (H), tallos (T) y raices

(R).

Seccion | Promedio %<a . S

biomasa (nm) 10 nm Morfologia ase | Estructura
H | 7.8+96nm | 88.80 | CUPOCtaediica, |, | hexagonal

icosaedral triclinica

T 13.9+£10.8 48.8% cuboctqedrlca AgO c_ublca

pH 4 nm cubica trigonal
R 14.1+£11.6 51 7% cu_boctaedrlca AgO he>_<agona|

nm icosaedral trigonal

La obtencién de un mayor porcentaje de particulas de tamafios de punto cuantico
se present6 al utilizar las hojas y fue consistente con las sintesis de AgNP a pH 7
y 10. Al emplear raices a pH 4 se presentd el mayor diametro de particula; sin
embargo, su distribucion de tamarfos fue similar a la obtenida con tallos con una

elevada formacién de particulas de 20 nm.

El cambio de coloracién en las suspensiones indicativo de la presencia de AgNP,
no fue instantaneo como ocurrié durante la sintesis utilizando pH béasicos. Sondi et
al.,, (2003), explico que al utilizar pH &cidos ocurre un incremento en la
concentracion de protones, lo cual reduce la habilidad de oxidar especies para
sustituir electrones causando una velocidad lenta de reaccion, generando un
crecimiento en el tamafio de las particulas por la colision que ocurre entre las mas
pequefias, y este fendmeno se refleja en que el pico del plasmoén de superficie de
AgNP no se presente de forma claramente definida (Figura 3.9). Por otra parte el
pico asociado a compuestos fendlicos fue el mas intenso en comparacion los
espectros UV-Vis de las sintesis a pH basico y neutro, y este fendbmeno es
atribuido a la presencia en exceso de polifenoles (Sankar et al., 2009) originando
una elevada produccion de nanoparticulas, pero al tener una velocidad de

nucleacién lenta, provoca que estas se aglomeren (Figuras 3.37, 3.40 y 3.43).
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El analisis por HRTEM revel6 que la fase de las nanoparticulas obtenidas no

muestra una influencia debida a la seccion de lirio utilizado, ya a pH acido se

garantiza que las AgNP se obtengan como AgO.

3.3.2 Analisis Termogravimétrico (TG)

La Figura 3.46 corresponde a la descomposicion térmica de la biomasa triturada

de las hojas de Eichhornia crassipes. Se observan tres pérdidas significativas: la

primera de 40 a 150°C atribuida a la evaporacion del agua residual, una segunda

pérdida ocurre entre 200-350°C atribuida a la degradaciéon de celulosa y

hemicelulosa y la tercera entre 420-650°C en una reaccion endotérmica, atribuida

a la descomposicion de lignina que es el compuesto mas recalcitrante presente en
la estructura de Eichhornia crassipes (Harun et al., 2011; Girisuta et al., 2008;

Atehortua 'y Gartner 2013; Subhabrata et al., 2014).
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Figura 3.46. Termograma de las hojas de Eichhornia crassipes.

La Figura 3.47 corresponde a la descomposicion térmica de la biomasa triturada

de los tallos de Eichhornia crassipes. Se observan tres pérdidas significativas: la

Derivada del peso (%/°C)
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primera de 40 a 150°C atribuida a la evaporacién del agua residual, la segunda

ocurre entre 200-350°C atribuida a la degradacion de celulosa y hemicelulosa y la

tercera entre 420-580°C atribuida a la descomposicion de lignina.
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Figura 3.47. Termograma de los tallos de Eichhornia crassipes.

En las hojas, la degradacion de celulosa y hemicelulosa fue menor (46%) en
comparacion con los tallos (58%). Este fendmeno puede explicar que el mayor
contenido de TH, se detecta en las hojas, pues al degradarse en menor proporcién
las moléculas de glucosa que componen los taninos, existe una mayor

disponibilidad de TH para llevar a cabo el proceso de bioreduccion.

De acuerdo a lo reportado por Cheng et al. (2010), en las hojas del lirio el
contenido de celulosa y hemicelulosa es el mayor de la planta (59.71%), mientras
el porcentaje de lignina es el menor (4.16%). En el proceso de sintesis de AgNP,
esta relacion entre polisacaridos favorecié la formacion de particulas de tamafio
uniforme < a 10 nm.

El porcentaje de lignina contenido en los tallos de acuerdo a Cheng et al. (2010)

es el mayor de la planta con 17.44%, lo cual fue consistente con la menor
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Transmitancia

degradacion en TG. En las plantas, la lignina actiia como un polimero que protege
a la celulosa y hemicelulosa de la degradacion quimica (Bhattacharya y Kumar,
2010), y esto puede explicar la deteccion en UV-Vis de los picos asociados a

AgNP con tallos en la escala acida, basica y neutra.

3.3.3 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

El andlisis por FT-IR se llevd a cabo para identificar las biomoléculas
responsables de la estabilizacion de las AgNP sintetizadas. En el espectro
representado por la Figura 3.48, se muestra la biomasa de Eichhornia crassipes

antes de la sintesis de AgNP.
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Figura 3.48. FT-IR de la biomasa de a) tallos, b) hojas y c) raices previo a la sintesis de AgNP.

Se observan las vibraciones -C-N localizadas a 1030 cm™ y 1350 cm™ que indican
la presencia grupos amino, atribuidos a la presencia de los péptidos en la planta
(Thombre et al., 2014). Los picos mas intensos se detectaron en hojas y tallos, lo
cual se asocia al porcentaje en peso de proteinas reportado por Cheng et al.
(2010) de 20.97% para hojas, 6.80% en tallos y 2.6% en raices.
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La banda observada a 1630 cm en raices, tallos y hojas es caracteristica de la
presencia de celulosa, hemicelulosa y lignina como estiramientos C=0 por sus
anillos aromaticos (Atehortua y Gartner, 2013; Saad et al., 2014), y de
estiramientos C=C por amidas primarias que se encuentran asociadas a la

presencia de compuestos fendlicos en Eichhornia crassipes (Kiruba et al., 2012),

Las bandas de absorcion a 1720 cm se encuentran asociadas al enlace C=0 por
la presencia de taninos hidrolizables (Tondi y Petutschnigg, 2014), las cuales son
mas intensas en hojas y tallos, consistente con la cuantificacion de TH realizada
en la seccién 3.1.3. Las vibraciones localizadas a 3380 cm™, se atribuyen a los
estiramientos provocados por los grupos OH de las moléculas lignoceluldsicas y
moléculas de agua enlazadas (Atehortua y Gartner, 2013).

La biomasa después de ser utilizada en el proceso de sintesis presentd el

espectro representado en la Figura 3.49:
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Figura 3.49 FT-IR de la biomasa de a) tallos, b) hojas y c) raices posterior a la sintesis de AgNP

Se observa una disminucion general en la intensidad de los picos ya identificados
en todas las secciones del lirio después de la sintesis de AgNP. Al comparar las

bandas localizadas a 1630 cm™® y 3380 cm™ atribuidas a la presencia de
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compuestos fendlicos, las hojas y tallos presentaron una mayor disminucién en la
intensidad de absorbancia, lo cual puede explicar que estas secciones se
favorecieron la reduccién de los iones metélicos (Kiruba et al., 2012), generando

en mayor cantidad nanoparticulas estabilizadas con diametros menores a 10 nm.

La disminucidon de intensidad en las bandas asociadas a los grupos amino en
1030 cm™? y 1350 cm! para hojas y tallos, sugiere que la elevada cantidad de
proteinas en estas secciones, tiene un rol clave en la sintesis y estabilizacién de
las AgNP, mediante la adsorcion de residuos proteicos en su superficie que evitan
la aglomeracion entre particulas (Thombre et al., 2014; Devi y Joshi, 2015). Este
comportamiento se observo en las Figuras 3.10, 3.11 y 3.13. Al utilizar hojas y
tallos, las nanoparticulas presentaron menor aglomeracion, en comparacién con
las raices (Figura 3.12 y 3.14), en donde el porcentaje de proteinas es menor
(Cheng et al., 2010).

3.3.4 Area superficial

El area superficial y porosidad cuantificada para raices, tallos y hojas, se muestra
en la Tabla 3.7. Por el tamafio de poro comprendido < a 25 nm, Eichhornia

crassipes se encuentra conformada por estructuras de tipo mesoporoso.

Tabla 3.7 Area superficial y porosidad en Eichhornia crassipes.

Seccion de Area Tamafio de
Eichhornia crassipes superficial (mf) poro (nm)
Raices 0.85 3.29
Tallos 1.93 5.28
Hojas 0.85 5.48

El 4area superficial cuantificada para los tallos, fue superior al doble de la

presentada por hojas y raices (1.93 vs 0.85 m?/g) lo cual se asocia a su
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distribucion conformada por celdas dando lugar a una estructura porosa, la cual le

sirve a la planta para acumular agua y aire en su interior.

La mayor produccion de nanoparticulas < a 10 nm ajustando a pH basico, se
genero al utilizar los tallos durante el proceso de sintesis, y puede atribuirse a que
el area de contacto de la biomasa con los iones Ag* es mayor, favoreciendo la
produccion de nanoparticulas que son estabilizadas por la adsorcion fisica de los
compuestos fendlicos presentes en Eichhornia crassipes.

El area superficial de las hojas y tallos fue de 0.85 m?/g, sin embargo el tamario de
poro menor en las raices, no favorecio la interaccion de la biomasa en el proceso

de bioreduccion.

3.3.5 Microscopia electronica de Barrido (MEB)

Por microscopia electronica de barrido, se observo que todas las secciones de la
biomasa después de ser acondicionada, presentan estructuras entrecruzadas en
tipo espiral y laminar (Figura 3.50 a-c), similares a las observadas en celulosa
(Figura 3.50-d). El contenido en Eichhornia crassipes de este polisacarido, oscila
entre 46.8% y 66.9% (Mishima et al., 2008; Nigam, 2002) y al observarse
estructuras similares en la biomasa después de ser acondicionada, puede
asociarse a que el tratamiento con HCI no afecta la estructura o arreglo original de

las hojas.

Figura 3.50 Micrografia de la estructura de: a) hojas y b) tallos de Eichhornia crassipes
después de ser acondicionada con HCI.
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Figura 3.50 cont. Micrografia de la estructura de: c) raices de Eichhornia crassipes
después de ser acondicionada con HCly d) estructura de celulosa y hemicelulosa
reportada por Rey-Fraile (2012).

Los espectros EDS de todas las secciones analizadas (raices, tallos y hojas)
fueron consistentes con el presentado en la Figura 3.51 para las hojas, indicando
gue la biomasa acondicionada contiene en su estructura oxigeno, carbono y
calcio, asociados a la naturaleza de las moléculas organicas que forman la
estructura de la planta, y que no contiene elementos que pudieran interferir en el

proceso de bioreduccién con los iones de plata.

Ca Ca

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 KeV

Figura 3.51 Espectro EDS de la biomasa hojas de Eichhornia crassipes
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3.4 RECUPERACION DE AgNP EN LAS SUSPENSIONES

Antes de comenzar las pruebas de actividad microbicida, se efectud la separacion
de las AgNP producidas en las suspensiones de los diferentes pH y secciones del
lirio por centrifugacion a 10000 rpm. Ambos factores influyeron en la recuperacion
de material en polvo como se presenta en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Recuperacion de AgNP en polvo de las suspensiones después del proceso de
ultracentrifugacion

pH 12 pH 10 pH7 pH 4
Hojas 36.4 mg/L 4.9 mg/L - -
Tallos 58.2 mg/L 4.9 mg/L 4.9 mg/L -
Raices 60.6 mg/L 7.3 mg/L - -

En la escala de pH basico para todas las secciones de la planta se recuperaron
entre 4.9 y 60.59 mg/L, sin embargo al disminuir el pH utilizado en el ajuste, la
cantidad de material en polvo disminuy6 hasta que en pH 4 no fue posible la
recuperacién de AgNP. En los histogramas de las Figuras 3.11, 3.15, 3.18, 3.22 y
3.25 se observa que al utilizar pH basicos la produccion de AgNP se incremento
sugiriendo que por esta razén el rendimiento en mg/L es superior al utilizar estos
pH, sin embargo también se observa una influencia al utilizar las diferentes
secciones de la planta. Con las raices se recuperd una cantidad mayor de AgNP
en comparacion con las hojas y tallos donde se formaron los didmetros de
particula mas pequefios, comportamiento que sugiere que entre mayor sea el
diametro de particula, la separacion por centrifugacién sera mas eficiente y que las
AgNP mas pequefias en la suspension (en escala de puntos cuanticos) no son

extraidas completamente.

Bajo estos resultados, considerando que las AQNP mas pequefias se obtuvieron al
utilizar las hojas y que ajustando a pH 12 la recuperacion de material (36.4 mg/L)
fue superior a la obtenida con el resto de pH para esta seccion de la planta, a

partir de esta etapa de la investigacion se utilizé esta combinacion de variables en
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las pruebas de actividad microbicida que se describen a continuacion. En los
estudios de cuantificacion de Ag* y Ag* se utilizaron las suspensiones ajustadas
a pH 12 utilizando las tres secciones de la planta para identificar la influencia de

los TH en la conversién de iones en las suspensiones.

3.5 CUANTIFICACION DE PLATA EN LAS SUSPENSIONES DE
NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNP)

Después de que las suspensiones de AgNP fueron sintetizadas, se separaron la
fraccion idnica (Ag-ion) y las nanoparticulas (Ag-NP) de acuerdo a lo descrito por
Galazzi et al. (2015). En la Figura 3.52, se observa que al incrementar el tiempo
de centrifugacion, la intensidad del plasmoén de superficie en 420 nm caracteristico
de las AgNP disminuy6 y esta condicion puede atribuirse a la disminucién en la
cantidad de nanoparticulas presentes en la suspension debido a la precipitacion
de las mismas (Padalia et al., 2015; Sondi et al., 2003). En el periodo de 40 a 90
minutos este comportamiento dejo de ser evidente y el espectro UV-Vis de las
suspensiones permanecio constante, indicando que la separacion de AgNP se
vuelve limitada, y que a partir de los 40 minutos las AgNP que se encuentran en

la suspension original son separadas exitosamente.
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Figura 3.52 Espectro UV-Vis para la optimizacién del tiempo de centrifugacion de las

Suspensiones de AgNP a 10,000 rpm. 67



Una vez optimizadas las condiciones de separaciéon entre las fracciones de plata,

se analizaron las suspensiones obtenidas con las raices, tallos y hojas del lirio
determinando los aportes de Ag* y Ag®. En la Tabla 3.9, se presentan los

resultados obtenidos con cada una de las secciones del lirio.

Tabla 3.9. Concentracion en mg/L de plata para las fracciones obtenidas de las suspensiones con

RAICES

TALLOS

HOJAS

raices, tallos y hojas a pH 12.

| PROMEDIO | %ENLA
FRACCION mg/L SOLUCION
Ag-total | 101.45 + 1.67
Ag-ion | 22.07+0.31 | 21.75%
Ag-NP | 79.39+1.63 | 78.25%
| PROMEDIO | %ENLA
FRACCION mg/L SOLUCION
Ag-total | 118.97 +2.44
Ag-ion | 19.58+3.04 | 16.46%
Ag-NP | 99.39+5.46 | 83.54%
. | PROMEDIO | % EN LA
FRACCION .
mg/L SOLUCION
Ag-total | 109.82 + 3.59
Ag-ion | 16.92+1.41 | 15.41%
Ag-NP | 92.90+4.48 | 84.59%
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El contenido de plata total (Ag-total) se encontré en el rango de 101.45 + 1.67
mg/L a 118.97 + 2.44, en los cuales la conversion de iones Ag* hacia Ag° se llevd
a cabo al menos en 78.25% para todas las secciones de la planta. Por otra parte,
al utilizar los tallos y hojas donde se encuentra el mayor contenido de taninos
hidrolizables (TH ), se alcanzaron los valores mas altos de AgNP en mg/L (99.39 +
5.46 y 92.90 + 4.48 respectivamente en comparacion con las raices (79.39 mg/L)
Esta condicién puede atribuirse a que el contenido de TH que intervienen durante
el proceso de bioreduccion, y que su presencia influye en la conversion de iones
Ag* del AgNOg, ya que entre mayor es la cantidad de moléculas disponibles para

interactuar con los iones, mayor es la produccion de AgNP

Al comparar la recuperacion de AgNP en polvo después del proceso de
centrifugacion en la Tabla 3.8 contra la presencia total de AgNP en solucién
después del proceso de sintesis, se observa que la eficiencia en la recuperacion
del material no es 100% efectiva. Para las raices, de los 79.39 mg/L de AgNP en
contenidos en la suspension, se recuperaron 60.6 mg/L (76.33%); en los tallos,
de los 99.39 mg/L, se recuperaron 58.2 mg/L (58.55%) y finalmente con las hojas
de los 92.9 mg/L de AgNP en la suspensién se recuperaron Unicamente 36.4 mg/L
equivalentes al 39.2% de las contenidas originalmente en la suspension. Este
comportamiento puede asociarse directamente con los diametros de particula
obtenidos entre las secciones de la planta. Al utilizar los tallos y hojas, el 88% y
92% de las AgNP tuvieron didmetros < a 10 nm, condicidn que sugiere que estas
particulas no son capaces de precipitar a pesar de incrementar el tiempo de
centrifugado hasta 90 minutos (Figura 3,52) , mostrando que el 41.5% y 60.8% de
las AgNP < a 10 nm producidas al utilizar los tallos y hojas respectivamente,
permanecen en la suspension como puntos cuanticos, aun después del proceso

de centrifugado.

La aplicacion directa de estos materiales, requiere un proceso de purificacion para
no contar con la interferencia de la fraccion idnica de Ag remanente de la sintesis,

para lo cual se han considerado los proceso de centrifugacion y secado en la
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obtencion de nanoparticulas en polvo a partir de suspensiones con AgNP entre
1.3-158 nm (Galazzi et al., 2015) y 5-300 nm (Tien et al., 2008).

Para confirmar que éstos tratamientos no afectaron las propiedades de los
materiales, se analizaron los espectros UV-Vis en la suspension de hojas (AgNP-
total) y en las AgNP separadas después de obtenerse en polvo, comparando el
efecto entre los plasmones de superficie (Figura 3.53). Se observa que en la
suspension original y en las nanoparticulas acondicionadas (Ag-NP), el pico
representativo del plasmon de superficie permanece constante en 420 nm,
indicando que después de los procesos de centrifugacion, separacion, secado y
resuspension, las AgNP conservan sus propiedades (tamafio, estructura,
composicién) y no sufren alteraciones respecto a las obtenidas originalmente en la

suspension.

. —e— Ag-total
- - --Ag-NP
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Figura 3.53 Espectro UV-Vis de AgNP-susp y AgNP-cen sintetizadas con hojas y buffer pH 12.
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3.6 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BACTERICIDA

De acuerdo a la recuperacion de AgNP reportada en la seccion 3.4, en las
pruebas de actividad microbicida para ambas cepas se utilizaron las
nanoparticulas en polvo separadas de la suspension preparada con hojasy pH 12.
Estas particulas tuvieron un diametro promedio de 4.18 + 3.9 nm, con morfologias
poliedrales (romboédrica e icosaédrica) en fase Ag-AgO. Las bacterias utilizadas
fueron Escherichia coli (E. coli), que pertenece al grupo de los coliformes
indicadores de contaminacion microbiolégica (NOM-003-SEMARNAT-1997) vy
Staphylococcus aureus (S. aureus) que es el principal responsable de infecciones
en el ser humano (Rahim y Mohamed, 2015; Chudobova et al., 2013). Los

estudios utilizando AgNP se describen a continuacion.

a) Escherichia Coli (E. coli)

3.6.1 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas

Se utilizé el método de las diluciones sucesivas para cuantificar el nUmero de
microorganismos viables en los indculos de las cepas E. Coli ATCC 25992. Para el
conteo de UFC/mL se consideraron Unicamente las placas en que el numero de
colonias se encontr6 en el rango de 25y 250 UFC/mL de acuerdo a lo indicado en
NOM-092-SSA1-1994. La concentracion de UFC/mL se realiz6 dividendo el
namero de colonias en cada placa entre la dilucion utilizada del inoculo. Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10 Cuenta en placa obtenida para cada una de las repeticiones del in6culo 1x107
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(Ec 1, Ec 2y Ec 3).

Muestra | Dilucion UFC/mL
Ecl 1x10”7 3.65x108
Ec 2 1x10”7 5.25x108
Ec 3 1x10”7 4.45x108

De acuerdo a la cantidad de microorganismos que crecieron en las placas de cada
experimento, las unidades formadoras de colonias que crecen a partir de E. coli
ATCC 25992 se encuentran en el orden de 108 UFC/mL (3.65x108, 5.25x108 y
4.45x108 respectivamente), indicando que ésta cepa es viable para obtener
indculos con hasta 100,000,000 de UFC/mL. Las concentraciones mas utilizadas
de E. coli en pruebas de actividad microbicida se encuentran en el rango de 104
a 108 UFC/mL (Banala et al., 2015; Khalil et al., 2014; Maiti et al., 2014; Yasin et
al., 2013; Soo-Hwan et al., 2011; Pal et al., 2007; Sondi y Salopek-Sondi 2004)

mismas que dependen de las caracteristicas propias de cada prueba.
3.6.2 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable

Durante este estudio, a partir de las UFC/mL obtenidas en la seccion 3.6.1, se
realizé un barrido entre diferentes concentraciones del indculo para determinar la
concentracion optima de microorganismos a partir de la cual el efecto microbicida
de las AgNP obtenidas por bioreduccion es evidente. En la etapa inicial, se
aplicaron tres diferentes concentraciones: 10, 50 y 100 mg/L en las cuales se ha
reportado la inhibicién del crecimiento de E. coli (Sondi et al., 2004; Maiti et al.,
2014; Kim et al.,, 2011) y después del periodo de incubacion de 24 horas, se

obtuvieron los resultados de la Tabla 3.11:

Tabla 3.11 Cuenta en placa del crecimiento de E. coli con diferentes concentraciones del

in6culo y AgNP :Inc.-Incontable.

Dilucién del UFC/mL Concentracion de AgNP aplicada
indculo inicial 10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
Sin diluir Inc. Inc. Inc. Inc.

1x101 Inc. Inc. Inc. Inc.
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1x1072 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x103 Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10* Inc. Inc. Inc. 1

1x10°® Inc. 562 107 1

1x10° 601 96 0 0

1x107 51 Sin crecimiento

Al hacer el conteo de colonias en las placas donde el in6culo no fue diluido y
diluyendo 10 veces (dilucion 1x1071), el crecimiento de bacterias fue tan elevado
gue no se distinguié separacién entre ellas, si no que una homogénea capa
bacteriana se extendi6 a través de la superficie de las cajas petri sin que las

soluciones de AgNP adicionadas mostraran ningun efecto.

En las diluciones del inéculo de 1x102 a 1x10®° el efecto microbicida de las
diferentes concentraciones de AgNP fue evidente de forma visual con una menor
densidad de microorganismos a medida que la concentracion de AgNP
aumentaba. Sin embargo, la cantidad de bacterias tampoco pudo ser
contabilizada, por lo que estas diluciones no pudieron considerarse como modelo

para medir el efecto bactericida de las AgNP preparadas.

La concentracion Optima de microorganismos con la que es posible detectar y
cuantificar el efecto microbicida de las AgNP segun las condiciones
experimentales de este trabajo, se obtuvo a partir de la dilucién 1x10° la cual
contiene entre 460 y 860 UFC/mL. Estudios previos de actividad microbicida con
AgNP reportan concentraciones iniciales de UFC/mL de 1 x10* (Banala et al.,
2015; Mater et al., 2008; Sondi y Salopek-Sondi, 2004), 1 x10° (Soo-Hwan et al.,
2011 y Banala et al., 2015) y de 1x10° (Maiti et al., 2014), superiores a la de este
estudio. Sin embargo, la concentracion inicial de células por mililitro influye en los

mg/L de AgNP requeridos para inhibir por completo el crecimiento bacteriano.

3.6.3 Determinacién de la minima concentracion bactericida (MIB)
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Los datos obtenidos en la Tabla 3.11 mostraron que a partir de una concentracion

de AgNP de 50 mg/L, se elimina por completo la cuenta microbiana preparada a

partir del inéculo de 1x10° UFC/mL. Con estos resultados, para detectar la MIB

gue inhibe por completo la cuenta inicial del in6culo, se prepararon soluciones de

AgNP en el rango de 10 a 100 mg/L, y antes se colocar el medio de cultivo se

dejaron en contacto con las suspensiones bacterianas durante 20 minutos.

Después del periodo de incubacién de 24 horas, el numero de colonias

contabilizado se presenta por duplicado en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12 No. de colonias de E. coli en funcién de la concentracién de AgNP.
Concentracion del inéculo 1x10° UFC/mL.

Concentracion
AgNP (mg/L)
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En ambos experimentos, la inhibicion en el crecimiento bacteriano se detectd a

partir de la soluciones con 10 mg/L de AgNP, logrando una reduccién de 99.2% y

98.5% en la cuenta inicial de células por mililitro de 460 y 860 UFC/mL
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Figura 3.54 Numero de colonias de E. coli en funcién de la concentracion de AgNP a

La ir partir de concentracion inicial de a) 460 UFC/mL y b) 860 UFC/mL.

encontraba entre 0 y 20 mg/L, sin embargo para comprobarlo se trabajé con
soluciones de AgNP con 5, 10, 15 y 20 mg/L y se realizd el barrido con las
diferentes concentraciones del inéculo de E. coli (1x10? - 1x107). Los resultados
del experimento se muestran a continuacion en las Tablas 3.13 a) y su duplicado
en b).

Tabla 3.13 a) UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion de MIB (Inc.-incontable).

Concentracion UEC/mL 5 10 15 20
del inéculo mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
1x101 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
Concentracion 5 10 15 20
del in6culo iRl mg/L | mg/L | mg/L | mg/L
1x10° Inc. 9 41 26 18
1x10° 850 1 1 0 0
1x10°7 85 1 0 0 0

Tabla 3.13 b) réplica del experimento UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacién de
MIB (Inc.-incontable).
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1x101 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x102 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x103 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x104 Inc. Inc. Inc. Inc. Inc.
1x10° Inc. 127 33 8 21
1x10© 710 1 2 0 0
1x10°7 71 0 0 0 0

Los resultados obtenidos fueron
consistentes con los obtenidos en la Tabla 3.11, en donde se observa que la
inhibicion en el crecimiento bacteriano depende del nimero de células aplicadas
durante la experimentacidon (Sondi y Salopek-Sondi, 2004). Con las
concentraciones de AgNP probadas en la dilucion del inéculo de 1x107°, la
inhibicién en el crecimiento se presentd desde 5 mg/L, sin embargo en ninguna de

las réplicas se logré inhibir completamente el crecimiento de E. coli.

Con la poblacion de UFC/mL obtenida en la dilucion de 1x10® para ambos
experimentos, la concentracion de 5 mg/L elimind en 99.88% y 99.85%
respectivamente la cuenta inicial de bacterias, sin embargo la inhibicion total del
crecimiento se alcanzé utilizando 15 mg/L, indicando que ésta es la minima
cantidad requerida para inhibir el crecimiento total para in6culos de E. coli que se

encuentren en el rango de 460 a 860 UFC/mL.

Se ha reportado que en muestras de agua de pozo de comunidades rurales
expuestas a fuentes de contaminacion por actividades productivas (ganaderia y
pesca) y fosas, el contenido de coliformes totales y fecales oscila entre 0 y 200
UFC/mL (Félix-Fuentes et al., 2007), rango que es cubierto por las AgNP de este
estudio asegurando para este tipo de agua una eliminacion del 100% de las

bacterias coliformes.
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En trabajos previos sobre actividad antimicrobiana con AgNP (Tabla 3.14), las
concentraciones necesarias para la MIB en E. coli se encontraron en el rango de
50-100 mg/L.

Se puede observar que las dosis aplicadas de AgNP fueron influenciadas por la
cuenta inicial de células/mililitro utilizadas; sin embargo, también se ha
demostrado que la modificacion de la superficie de las de AgNP con
estabilizadores tales PVP, BPEI y SDS mejoran la actividad antibacterial de las
nanoparticulas debido a la habilidad que tienen para incrementar la permeabilidad
de la pared celular de las bacterias (lvask et al., 2014: Maiti et al., 2014; Kvitek et
al., 2008).

Tabla 3.14 Actividad antimicrobiana reportada para AgNP utilizando la cepa E. coli.

UFC/mL en el MIB Diametro de Morfologia Referencia
indculo mg/L particulas
1x104 50-60 12 nm SD Sondi, 2004
1x10° 100 SD esférica Kim et al., 2011
1x108 50 10-40 nm esférica Maiti et al., 2014
1x10° 100 5-50 nm esférica Banala et al.,
2015
1x107 20 13 nm esférica Yasin et al., 2013
400-850 15 4.18 £ 3.9 nm Icosaedral Este trabajo
romboédrica
SD- sin definir

In-sok et al. (2012) reportaron que para E. coli ATCC 25992 (cepa utilizada
utilizada durante este estudio), la inhibicion del crecimiento bacteriano para un
indculo de 1x10% UFC/mL comenzd a partir de 2 mg/L utilizando AgNP sintetizadas
por via quimica con 3 nm de didmetro y morfologia esférica. En este estudio las
AgNP tuvieron un diametro promedio de 4.18 nm y morfologia poliedral, sin
embargo, las bacterias fueron eliminadas a partir de 5 mg/L a pesar de que la
cuenta inicial fue inferior (460-860 UFC/mL). Este fendmeno puede atribuirse a

gue de acuerdo a la seccion 3.5, unicamente el 39.2% del total de las AgNP
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producidas son separadas por centrifugacién incluyendo nanoparticulas de hasta
25 nm de diametro (Figura 3.11), y al permanecer la mayor proporciéon de AgNP
consideradas puntos cuanticos en la suspension (60.8%), el area superficial en
contacto con las superficies bacterianas es menor dificultando la interaccién y

liberacion de iones para maximizar el efecto bactericida.

3.6.4 Comparacion entre agentes microbianos de plata

En este estudio de toxicidad, las AgNP en polvo se compararon contra dos
agentes que contienen plata en forma ionica (AgNOs y solucién comercial de plata
ionizada) y contra la suspension original después de la sintesis (donde se
encontraron las AgNP que no fueron separadas por centrifugacion). Considerando
la MIB determinada en el apartado 3.6.3, se prepararon soluciones con 5, 10, 15,
20 y 30 mg/L de plata a partir de cada agente y se pusieron en contacto con el
indculo de la diluciébn 1x10° durante 20 minutos. Después del periodo de
incubacién, el namero de colonias contabilizadas se presentan en la Tabla 3.15 a)

y su duplicado en b), y los porcentajes de supervivencia en la Figura 3.55.

Tabla 3.15 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion de MIB con solucién comercial
de plata ionizada-SCOM, nitrato de plata- AQNOs, nanoparticulas de plata-AgNP y la suspension de
AgNP -SUSP, para E. coli a partir de una concentracion inicial de a) 510 y b) 740 UFC/mL.

a) Concentracion (mg/L) b) Concentracion (mg/L)
AGENTE | 5 | 10 | 15|20 | 30 AGENTE | 5 |10 | 15|20 | 30
SCOM 50 00O 0O SCOM O] 0]0]0]O
AgNOs3 O[O0 |00/} O0 AgNOs 1,00 ,0,0
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AgNP 30, 9| 00O AgNP O,0|0|0O0]|O
SUSP O, 0|0|0]|O SUSP O] 0]0]0]O

Los resultados obtenidos muestran que el efecto antimicrobiano en la SCOM,
AgNOs, AgNP y SUSP fue evidente desde 5 mg/L para todos los agentes de
prueba a pesar de la especie de plata, sin embargo los porcentajes de inhibicion
no fueron equivalentes entre los tipos de plata aplicada. Al utilizar las soluciones
con plata idnica (Figuras 3.55 a y b), la dosis de 5 mg/L redujo en 90% y 99.86% la
cuenta inicial bacteriana, mientras que a partir de 10 mg/L la inhibicion del

crecimiento fue total, expresado con 0% de supervivencia de UFC/mL

Reduccion Reduccién
90% 99.86%

10

. a) SCOM o b) AgNOs

24 MIB
>

% de supervivencia
N
% de supervivencia

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
10 Concentraciéon (mg/L) 101 Concentracion (mg/L)

c) AgNP d) SUSP

R MIB
*

% de supervivencia
»

% de supervivencia
N

5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Concentracion (mg/L) Concentraciéon (mg/L)

Figura 3.55 Porcentaje de supervivencia de E. coli al aplicando: a) solucion comercial de plata
ionizada-SCOM, b) nitrato de plata- AgNO3, ¢) hanoparticulas de plata-AgNP en polvo y d)
suspension de AgNP-SUSP, en el rango de 5 a 30 mg/L. Concentracion del indculo 1x10¢ UFC/mL.

Por otra parte, al utilizar las AgNP extraidas, los resultados fueron consistentes a
los presentados en las Tablas 3.13 a y b, donde ocurre un decrecimiento gradual
en el nimero de UFC/mL (Figura 3.55 c¢) donde a partir de 15 mg/L se registra la

ausencia de bacterias. Finalmente, al utilizar la suspension obtenida después de la
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sintesis donde coexisten ambas fases de plata (Ag*y AgP®), el poder bactericida se
presentd desde 5 mg/L eliminando el total de las bacterias contenidas en el
indculo inicial de 1x10® UFC/mL (Figura 3.55 d), y presentando la MIB méas baja

entre los agentes probados.

Se ha reportado que el poder biocida de la plata se incrementa cuando se
administra en forma AgNP en polvo, ya que estas ofrecen una mayor area
superficial para interactuar con las bacterias (Devi y Joshi, 2015; Arooj et al.,
2014). Sin embargo en este estudio se observo lo contrario al utilizar las AgNP
sintetizadas por bioreducion, la cantidad de plata requerida para inhibir por
completo el crecimiento bacteriano fue superior en comparacion con los agentes
qgue contenian plata en forma ionica (15 mg/L vs 10 mg/L), pero al utilizar la
suspension que contiene AgNP (donde el 92% de las particulas presentd un
diametro menor a 10 nm) y plata iénica, la dosis necesaria para eliminar el 100%
de las bacterias fue 5 mg/L la cual es inferior a la requerida para los agentes a
base de plata i6nica (SCOM y AgNOs) sugiriendo que el diametro de las AgNP
influye en su poder bactericida y que entre menor es su tamafio, se promueve una
mayor interaccion para maximizar el efecto microbicida, consistente con lo
reportado por Paredes et al. (2014), Wady et al. (2014) y Kon et al. (2013).

Los resultados obtenidos mostraron que los iones Ag* (libres y contenidos en las
AgNP) influyen en el proceso de actividad antimicrobiana contra E. Coli
(Velusamy et al., 2015; Ivask et al., 2014; Kim et al., 2009; Navarro et al., 2008;
Morones et al., 2005), en conjunto con las AgNP < a 10 nm que no fueron
separadas por centrifugacion, por ello al utilizarse en conjunto el poder bactericida

se incrementd y la dosis de plata requerida fue menor.

La plata en forma Ag* tiene como principal desventaja su alta reactividad frente a
cloro, sodio, fosfatos y materia organica, ya que al combinarse con estos elementos
es susceptible a inactivarse por mecanismos tales como complejacion o

precipitaciéon (Maiti et al., 2014 y In-sok et al., 2012), es por ello que se ha
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incrementado el interés en utilizar materiales que no reaccionen facilmente con las
sustancias presentes en el medio como los compuestos microbicidas cero-

valentes utilizados en este estudio.

Morones et al. (2005) y Rai et al. (2009) reportaron en sus pruebas de actividad
antimicrobiana, que al utilizar AgNP con diametros menores a 10 nm con
morfologias triangulares y poliedrales (Pal et al., 2007), su poder bactericida
superé ampliamente al de la plata ionica (AgNO3) utilizando in6culos en el rango
de 1x10%-1x107 UFC/mL, evidenciando la influencia asociada a particulas < a 10
nm. Este comportamiento no pudo observarse claramente en este estudio debido
a que la recuperacion de las nanoparticulas en la suspension original fue del
30.8% (seccion 3.5), el cual fue aportado principalmente por las particulas de
hasta 25 nm de didmetro, con lo cual, los fendmenos de superficie y la
liberaciones de iones Ag* en el interior de las bacterias no tuvieron la misma

eficiencia en comparacion con las nanoparticulas consideradas puntos cuanticos.

3.6.5 Crecimiento bacteriano en presencia de AgNP en polvo

Para examinar la velocidad de crecimiento de E. coli, en presencia de diferentes
concentraciones de AgNP, se prepararon tres suspensiones de caldo TSB (Caldo
soya triptecaseina), se inocularon con el microorganismo y por botella se
adicionaron 0, 15, 50 6 100 mg/L de AgNP. Cada hora se retiraron 10 mL de cada
botella y a estas soluciones se les midi6 la densidad o6ptica (OD) utilizando
espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 600 nm para observar la
velocidad de crecimiento del microorganismo a través del tiempo. Para convertir
las unidades de absorbancia a células/mililitro, se consider6 que 0.1 de OD
corresponde a una concentracion de 1x108 células/mililitro (Maiti et al., 2014;
Wen-Ru et al., 2010; Sondi y Salopek-Sondi, 2004). El grafico se presenta a

continuacion en la Figura 3.56 para las tres suspensiones de prueba.
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Figura 3.56 Curva de crecimiento de E. coli en presencia de diferentes
La cantidad concentraciones de AgNP jaron

AgNP, incrementd a través del tiempo con una fase de latencia y adaptacion al
medio de aproximadamente 5 horas y a partir de este periodo crecio

exponencialmente hasta las 11 horas donde llegé a su maximo crecimiento.

En las soluciones adicionadas con AgNP, se observ6 que el nimero de bacterias
disminuyé en comparacion a la muestra control, ya que al incrementar la
concentracion de 15 a 100 mg/L en el medio, se observd la influencia de las
AgNP en polvo sobre el crecimiento de E. coli, las cuales intervienen en la

reduccion de la velocidad de crecimiento de las bacterias (Raffi et al., 2008).

A pesar de utilizar la concentracion de AgNP de 100 mg/L en la cinética de
crecimiento, en la Figura 3.56, se observa que no hay una inhibicién total en el
mismo, ya que a partir de 11 horas se observa un incremento en la pendiente
asociada a la fase de crecimiento de las bacterias, indicando que las AgNP
retardan el crecimiento bacteriano pero no eliminan por completo la presencia

inicial en el medio.
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b) Staphylococcus aureus (S. aureus)

3.6.6 Cuenta de UFC/mL en cepas bacterianas

La cuenta de UFC/mL obtenida por el método de las diluciones sucesivas en los
indculos de S. aureus ATCC 6538 se presenta a continuacion en la Tabla 3.16. En
la dilucién 1x10! la cantidad de microorganismos fue tan elevada que cubria por
completo la placa y no fue posible cuantificar las UFC/mL. Unicamente en una de
las réplicas se identificaron 8970 UFC/mL, indicando que éste es el numero

minimo de colonias que crecen en esta dilucion.

En la dilucion 1x102 el crecimiento de colonias no fue uniforme, obteniendo
cuentas desde 800 a 66900 UFC/mL, y este comportamiento fue consistente con
los cuentas obtenidas en la dilucién 1x10 donde se obtuvieron desde 0 UFC/mL
hasta 44000 UFC/mL.

Tabla 3.16 Cuenta en placa obtenida para in6culos de S. aureus.
Inc.- Incontable.

Muestra | Dilucién UFC/mL
Sal 1x101 Inc.
Sa?2 1x101 Inc.
Sa3 1x10?1 8970
Sa4 1x10? 800
Sab 1x1072 2900
Sab6 1x10? 12100
Sa’7 1x10? 66900
Sa8 1x103 0
Sa9 1x10°3 2000

Sa 10 1x10°3 10000
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Sall 1x10°3 44000

A diferencia de lo reportado en la seccion 3.6.1 para E. coli ATCC 25992, se
observa que los in6culos de S. aureus ATCC 6538 presentaron una elevada
dispersién en el nimero de células viables que crecen en el medio liquido (TSB)
por mililitro, a pesar de utilizar la misma dilucion en la preparacion de los inéculos
alcanzando cuentas de hasta 1x10* UFC/mL. Debido a la naturaleza propia de la
cepa y la variabilidad que presenta en su crecimiento, para las pruebas de
actividad microbicida utilizando S. aureus como cepa modelo, se han utilizado
concentraciones iniciales desde 50 UFC/mL (Singhal et al., 2011) hasta 1x10°
UFC/mL (Goswami et al., 2015; Rahim y Mohamed, 2015; Wady et al., 2014; Soo-
Hwan et al., 2011) y también 1x108 UFC/mL (In-Sok et al., 2012; Prusty y Parida,
2014), misma que es ajustada con las caracteristicas propias de cada

experimento, y que a continuacion son descritas.
3.6.7 Determinacion de UFC/mL con efecto microbicida cuantificable

A partir de las UFC/mL obtenidas en la seccion 3.6.6, se prepararon inéculos con

las diluciones 1x10? - 1x10* a los cuales se adicionaron 10, 50 y 100 mg/L de
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AgNP de acuerdo a lo reportado por Goswami et al., 2015; Prusty y Parida, 2014;
Singhal et al., 2011y Soo-Hwan et al., 2011. Al finalizar el periodo de incubacion,
los resultados obtenidos del conteo de colonias se presentan en la Tabla 3.17:

Tabla 3.17 Cuenta en placa del crecimiento de S. aureus con diferentes concentraciones

del inéculo y AgNP.

Dilucién UEC/mL Concentracion de AgNP aplicada
del in6culo inicial 10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
1x10-1 incontable 627 0 0
1x10? 4 0 0 0
1x103 0 0 0 0
1x104 0 0 0 0

La disminucion en el crecimiento de S. aureus a través de las diferentes diluciones
1x103

crecimiento. En la dilucion 1x102, el efecto microbicida se presenté desde

no ocurrio en forma gradual, y a partir de la dilucién no existio
10 mg/L, sin embargo la cuenta inicial de bacterias fue muy baja (4 UFC/mL).
Este comportamiento se repitié en las réplicas del experimento (no incluidas en la
Tabla 3.17), y al existir una cantidad tan reducida de bacterias, la concentracién de
éste in6culo no es idénea para utilizarse en las pruebas siguientes de esta

investigacion.

Bajo las condiciones experimentales de este trabajo, la concentracion éptima de
microorganismos detectables y cuantificables para evaluar el efecto microbicida
de las AgNP en S. aureus se alcanzé en la dilucion 1x10?! a pesar de que la
cuenta inicial fue incontable. El crecimiento bacteriano fue inhibido por completo al
aplicar 50 mg/L de AgNP, sin embargo, la dosis minima de nanoparticulas para la
concentracion de microorganismos existente en esta dilucion, se presentara a

continuacion.
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3.6.8 Determinacién de la minima concentracion bactericida (MIB)

El rango de concentraciones de prueba de AgNP se modific6 preparando
soluciones con 2, 5, 10 y 20 mg/L para determinar la MIB. Dada la discrepancia
en las cuentas iniciales entre los in6culos (1x10! - 1x10?), se utilizaron ambos

durante el experimento y los resultados se presentan en las Tablas 3.18 a) y b).

Tabla 3.18 a) UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacion de MIB
utilizando el inéculo preparado con la dilucién 1x10? (Inc.-incontable).

No. UFC/mL 2 5 10 20
prueba mg/L | mg/L | mg/L | mg/L

1 Inc. Inc. | 104 0 0.

2 Inc. 2 0 0 0

3 Inc. Inc. | 1041 0 0

Tabla 3. 18 b) UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinacién de MIB
utilizando el in6culo preparado con la dilucién 1x1072 (Inc.-incontable).

No. UFC/mL 2 5 10 20
prueba mg/L | mg/L | mg/L | mg/L

1 667 0 0 0 0.

2 262 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0

La variacion en las cuentas iniciales entre inéculos de la misma dilucion presento
el mismo comportamiento observado en la Tabla 3.16. Al utilizar la dilucion de
1x101 (Tabla 3.18 a), la cuenta inicial en todos los experimentos fue incontable y
sin separacion entre colonias; sin embargo, la concentracién de microorganismos
se redujo al incrementar la dosis de AgNP y 10 mg/L fueron suficientes para
eliminar por completo la presencia (incontable) de S. aureus. Por otra parte, la
dilucién 1x10? (Tabla 3.18 b) registré cuentas iniciales entre 0 y 667 UFC/mL, y
con una menor cantidad de bacterias, la dosis requerida de nanoparticulas

también fue menor (2 mg/L).
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El comportamiento de la cepa de S. aureus por la presencia de AgNP, ha
mostrado variabilidad en estudios previos reportados en la literatura (Tabla 3.19).
La concentraciéon de AgNP requerida para inhibir por completo el crecimiento
bacteriano ha oscilado entre 3.91 y 100 mg/L para particulas con morfologia
esférica y diametros menores a 50 nm. La discrepancia entre las caracteristicas de
los materiales y UFC/mL entre pruebas, dificulta la atribucion directa del poder
bactericida de las AgNP hacia alguna variable en particular propia del material,
requiriéndose estudios adicionales donde la concentracion de bacterias en los

in6culos permanezca constante.

Tabla 3.19 Actividad antimicrobiana reportada para AgNP utilizando la cepa S. aureus

UFC/mL en el MIB Diametro de . .
. . Morfologia Referencia
in6culo mg/L particulas
50 4 5-50 nm esférica Mirzajani et al., 2011
1x10° 100 SD SD Soo-Hwan et al.,
2N11
1x10° 15 <a50nm esférica Goswami et al., 2015
2.5x10° 3.91 9 nm SD Waddy et al., 2014
1x106 20 18-20 nm esférica Prusty y Parida,
2N1 A
1x107 20 13 nm esférica Yasin et al., 2013
1x108 50 4-30 nm esférica Singhal et al., 2011
< a 667 2 418 +3.9nm | Icosaedral Este trabajo
romboédrica

A diferencia de lo reportado por Das et al. (2015); Ibrahim, (2015) vy
Singhal et al. (2011), S. aureus presentd una mayor sensibilidad hacia las AgNP a
pesar de ser una bacteria de tipo Gram (+). Durante este estudio en la seccion
3.6.3 para E. coli (Gram -) se requirieron 15 mg/L para inhibir una concentracion
bacteriana de entre 460 y 860 UFC/mL, mientras con S. aureus, 10 mg/L
eliminaron el 100% de la cuenta inicial (notablemente superior incontable en placa)

y 2 mg/L la presencia de al menos 667 UFC/mL.
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La sensibilidad que presentan ambos grupos de bacterias hacia las AgNP, ha sido
atribuida a las diferencias estructurales en su pared celular externa, por la
presencia de lipopolisacaridos y por la composicion peptidoglicano entre bacterias
(Wang et al., 2015; Paredes et al., 2014). Ambos factores influyen directamente en

la permeabilidad de la pared celular de acuerdo a los siguientes mecanismos:

a) en las bacterias Gram (-), los lipopolisacéaridos son el principal componente de
la membrana exterior, sin embargo la presencia de lipidos -por su caracter
hidrofobico- actia como una barrera hacia muchos antibiéticos y factores de
defensa del huésped (Wang et al., 2015); mientras que en las bacterias Gram (+)
gue carecen de este componente, se favorece el ingreso de las AgNP al interior
de las células incrementando su efecto bactericida.

b) las AgNP se acumulan en la fraccién peptidoglicano - un componente especifico
en la pared celular de las bacterias- y la liberacion de iones es mas eficiente entre
capas subyacentes. El espesor de este componente en las bacterias Gram (+)
llega a alcanzar los 30 nm, mientras en las Gram (-) oscila entre 2-3 nm y este
fendmeno ocasiona que la liberacion de iones sea mas eficiente en bacterias

como S. aureus (Ibrahim, 2015; Paredes et al., 2014; Mirzajani et al., 2011).

3.6.9 Comparacién entre agentes microbianos de plata

Considerando la MIB determinada en 3.6.8, se prepararon soluciones con 1, 2, 5,
10 y 20 mg/L de plata a partir de los 4 agentes probados para E. coli y se
pusieron en contacto con el inéculo de la diluciéon 1x10! durante 20 minutos.
Después del periodo de incubacion, el numero de colonias contabilizadas se

presentan en la Tabla 3.20 a) y su réplica en b).

Tabla 3.20 UFC/mL y concentraciones de AgNP en la determinaciéon de MIB con solucién comercial

de plata ionizada-SCOM, nitrato de plata- AQNO3s, nanoparticulas de plata-AgNP y la suspension de
AgNP -SUSP, para S.aureus a partir de una cuenta inicial de UFC/mL incontable
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a) Concentracion (mg/L) b) Concentracion (mg/L)

AGENTE | 1 2 5 |10 | 20 AGENTE | 1 2 5 |10 | 20
SCOM 27 |15 0 0| O SCOM | 363|206 | O | O | O
AgNOs | 323 | O O] 0| O AgNOs | 327 | O 00| O
AgNP 221 | 65| 0| 0 | O AgNP 522 | 2 21010
SUSP 1 0 O] 0| O SUSP 16 0 0| 0] O

La inhibicion en el crecimiento de S. aureus, fue evidente desde 1 mg/L
(Figura 3.57). A esta concentracién, todos los agentes lograron reducir al menos el
90% de la cuenta inicial en las placas. Sin embargo, el efecto fue mas evidente en
la suspension de AgNP que redujo en 99.79% la cuenta inicial, ademas, la especie
de plata presente en los agentes antimicrobianos influyé directamente con su

poder bactericida.

12

=
N

[
o
=
o

« «©
8 8
f= f=
<5 [
g, a) SCOM ¢, b) AgNOs
I g
3 6 ? 6
L (5]
o =l
o o
g MIB g 4 MIB
15 * g *
o o
5 2 g 2
ES ES
(0] T o T T
1 2 5 10 20 1 2 5 10 20
Concentraciéon (mg/L) Concentraciéon (mg/L)
Reduccion
12 1o- 99.79%
50 c) AgNP 5 10] d) SUSP
5 g
= 2 8
[} [}
Q Q
? 2 64
3 3
o o
3 MIB g 4 MIB
5 * 5 ] *
o o
S =3
T (0] T T
1 2 5 10 20 1 2 5 10 20
Concentracién (mg/L) Concentracién (mg/L)

Figura 3.57 Porcentaje de supervivencia de S. aureus al aplicando: a) solucién
comercial de plata ionizada-SCOM, b) nitrato de plata- AgNOs, c)
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a), inhibiendo por completo al dosificar 5mg/L, mientras que con la solucién de
AgNOs (Figura 3.57 b) se requirieron Unicamente 2 mg/L para lograr el mismo
efecto. Al aplicar las AgNP (Figura 3.57 c), se observa que el porcentaje de
supervivencia disminuy6 al incrementar la concentracion hasta 10 mg/L, donde se
elimind por completo la presencia de S. aureus y este valor fue consistente con lo
reportado en la seccion 3.6.8 a pesar de la diferencia en las cuentas iniciales.

Los mejores resultados durante la prueba se obtuvieron al utilizar la suspension
de nanoparticulas (Figura 3.57 d) que de acuerdo a la Tabla 3.8, contiene 15.41%
de Ag*y 84.59% de Ag° eliminando la totalidad de bacterias a partir de 2 mg/L.
Este comportamiento fue consistente con el presentado por E. coli en la seccién
3.6.4, demostrando que la combinacion entre Ag* y Ag® supera el efecto producido

de cada especie de plata por separado.

Todos los agentes probados presentaron una influencia positiva en la eliminacion
de S. aureus; sin embargo, la presencia de Ag* en SCOM, AgNOz y SUSP influyo
directamente en que la dosis requerida contra las bacterias fuera menor en
comparacion con las AgNP. Por otra parte, se ha reportado que las propiedades
antibacteriales de los iones de plata pueden ser modificadas al aplicarse en forma
de nanoparticulas por los fendmenos de superficie que éstas ofrecen (Salomoni et
al., 2015; Chudobova et al., 2013), lo cual puede explicar el incremento en el
poder biocida de la suspension de nanoparticulas donde conviven ambas especies
de plata. La Figura 3.57 d) reflejé la superioridad de este agente en comparacion
con el AgNOg3; en ambos agentes 2 mg/L inhibieron por completo el crecimiento de
S. aureus, sin embargo en la suspension desde 1 mg/L se elimind el 99.79% de la

cuenta inicial.

La aplicaciébn de iones metalicos o0 nanoparticulas en combinacion con otras
sustancias es considerada la siguiente etapa para incrementar la actividad
antimicrobiana de estos materiales, misma que se puede mejorar a través de
estabilizadores y surfactantes que favorezcan la permeabilidad de la pared celular

de las bacterias (Chudobova et al., 2013; In-Sok et al., 2012). Con los resultados
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obtenidos en este estudio, se presenta a las AgNP sintetizadas por bioreduccién
como materiales potenciales para ser considerados en pruebas microbicidas y
continuar en su desarrollo para la fabricacion de productos que contribuyan en la

eliminacién de patdgenos.

3.6.10 Crecimiento bacteriano en presencia de AgNP en polvo

S. aureus presentd una cinética tipica de crecimiento bacteriano (Figura 3.58)
donde la presencia de AgNP influyé en la concentracién de células/mililitro a
través del tiempo. Este comportamiento se evidencié desde 15 mg/L con una
notable disminucion respecto al control, hasta que en 50 mg/L se inhibi6

completamente el crecimiento.

En la cinéticas obtenidas con 50 y 100 mg/L de AgNP, no se observo el cambio en
la pendiente de las curvas que corresponderia a la fase de crecimiento
exponencial, lo cual indica que la muerte de las células ocurri6 desde la fase
estacionaria (Paredes et al., 2014), de esta forma la concentracion de bacterias

permanecié constante.
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Figura 3.58 Curva de crecimiento de S. aureus en presencia de diferentes concentraciones de
AgNP
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A través de las cinéticas de crecimiento realizadas para S. aureus y E. coli (en la
seccion 3.6.5), se evidencié que el desempefio de las nanoparticulas fue superior
al estar en contacto con S. aureus, ya que como se observo al presentarse una
menor concentracion de células/mililitro al aplicar la misma dosis de AgNP.
Ademés con 50 mg/L, S. aureus presentd la inhibicidn total del crecimiento, que

con E. coli no se alcanzé incluso con 100 mg/L.

3.6.11 Influencia del extracto de E. crassipes como agente microbicida

Debido a que la presencia de fitoquimicos en las plantas utilizadas como agente
reductor se ha asociado con el posible incremento en la actividad bactericida de
las AgNP (Ahmed et al., 2016; Moyo et al., 2015), en este estudio se puso en
contacto 1 mL del extracto del lirio (cuya concentracién de fenoles totales se
encontré en el rango de 6.4 - 8 mg/L) con los inGculos obtenidos en las secciones

3.6.2y 3.6.7 para E. coliy S. aureus respectivamente.

Tabla 3.21 UFC/mL antes y después de aplicar el extracto de E. crassipes sobre E. coliy S.

aureus (Inc.-Incontable)

Bacteria UFC/mL Antes | UFC/mL Después
del extracto del extracto
E. coli 761 Inc.
S. aureus Inc. Inc.

En la Tabla 3.21, se observo que lejos de tener efecto bactericida, el extracto del
lirio aportd una carga adicional de microorganismos a las UFC/mL iniciales en
cada in6culo y la concentracion de polifenoles en el extracto no fue suficiente para
ejercer un efecto bactericida ante ambos microorganismos, a pesar de que E. coli

fue la mas susceptible durante las pruebas con AgNP.
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CONCLUSIONES

En este estudio, se probo exitosamente la hipotesis de que las nanoparticulas de
plata sintetizadas utilizando los taninos del lirio acuatico como agente reductor,

presentan actividad microbicida favorable.

La presencia de polifenoles en la estructura de Eichhornia crassipes, antepuso su
funcibn como agente reductor en la sintesis de nanoparticulas de plata y el
contenido de TH en cada seccion del lirio influyé directamente en la disponibilidad
de moléculas para reaccionar con los iones Ag* del AgNOs y obtener una mayor

produccion de AgNP.

El contenido de TH influy6 en la conversion de iones Ag* de la solucién de AgNOs
a Ag® ya que los porcentajes mas elevados de nanoparticulas se obtienen al

utilizar las secciones verdes del lirio.

La mayor concentracidon de compuestos fendlicos reductores en hojas y tallos,
favorecié la formacion de nanoparticulas con morfologias poliédricas que
incluyeron diferentes sistemas cristalinos (trigonal, cubico y hexagonal); mientras
que al utilizar las raices con menor contenido fendlico predominé una morfologia

esférica sistema cristalino clbico

El pH utilizado durante la sintesis, influye en el tamafio de las AgNP sintetizadas,
debido a que a pH acido ocurre un incremento en la concentracion de protones y
esto reduce la habilidad de oxidar los electrones, ocasionando que la velocidad de
reemplazar los electrones presentes en los taninos del lirio disminuya,
incrementando el tamafo de particula por la colision entre particulas mas

pequeiias.

Unicamente las AgNP sintetizadas a pH béasico pueden separarse de la
suspension original mediante centrifugaciéon y pueden deshidratarse para obtener

el material en polvo.
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El proceso de centrifugacion no es capaz de recuperar el 100% de las AgNP
obtenidas después de la sintesis y el rendimiento es proporcional al diametro de
particula obtenido, es decir, entre mayor sea el didmetro de las nanoparticulas la
recuperacién sera mayor, mientras que entre mayor sea la presencia de AgNP en

escala de puntos cuanticos la recuperacion del material ser4 menor.

El efecto microbicida de las AgNP depende de la concentracion inicial de células,
el tipo de bacteria utilizada, y el diametro de las particulas separadas en el

proceso de centrifugacion, ademas es proporcional a la dosis de AgNP aplicada.

S. aureus fue mas sensible a los efectos de las AQNP en comparacion con E. coli.
La minima cantidad requerida para inhibir el crecimiento en in6culos de E. coli en
el rango de 400 a 850 UFC/mL es de 15 mg/L, mientras 2 mg/L inhiben una
concentracion menor 667 UFC/mL de S. aureus.

Las suspensiones de AgNP fueron el agente microbicida mas efectivo durante
este estudio superando los efectos de las AgNP en polvo y las sustancias a base
de Ag*, debido a la presencia de las nanoparticulas < a 10 nm que no fueron
separadas por centrifugacién, con lo cual el poder bactericida se incrementé y la

dosis de plata requerida fue menor.

La concentracion de fenoles totales contenida en el extracto de Eichhonia
crassipes, no presentd actividad microbicida favorable frente a las cepas de E.
coliy S. aureus, ademas aporta una carga adicional de microorganismos al medio

si es aplicada en la ausencia de AgNP.
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