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RESUMEN

En el presente trabajo se empled una planta de la regién del estado de Sonora, Rumex
hymenosepalus (Cafiagria), para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata debido a su
alto contenido de polifenoles, después de cada proceso de sintesis se llevo a cabo su
caracterizacion por diversas metodologias, para tener certeza de que el producto obtenido era
lo que se buscaba. Una vez comprobada la presencia de nanoparticulas de plata, estas fueron
sometidas a pruebas para demostrar su capacidad inhibitoria a microorganismos, entre ellas
estan bacterias Gram positivas, Gram negativas y una levadura. Los resultados indican que las
nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de Rumex hymenosepalus presentan efectos
inhibitorios en todos los microorganismos evaluados, siendo mayor el efecto sobre la levadura
Candida albicans, siguiendo con la Gram positiva y la Gram negativa. Se obtuvo ademas que
los extractos presentan efectos inhibitorios sobre las Gram positivas pero no en la levadura ni
en las Gram negativas. Los resultados anteriores nos permiten asegurar que los extractos de
raiz de la planta Rumex hymenosepalus permiten sintetizar nanoparticulas de plata en un
método sencillo de un solo paso y de bajo impacto ambiental que genera productos
estabilizados por las mismas moléculas presentes en la planta y que dichos nanomateriales
presentan las caracteristicas apropiadas de tamafios que les confieren actividad inhibitoria

sobre microorganismos diversos.



I. INTRODUCCION

Desde que Anton Van Leeuwenhoek usando un microscopio de un lente simple observo
pequefios organismos, se pensd que las enfermedades podian estar asociadas con estos

diminutos seres.

Un dia de los anos veinte del siglo XX un joven escocés de nombre Alexander Fleming,
trabajaba en un laboratorio del hospital Saint Mary de Londres y su intento por luchar contra
enfermedades infecciosas, dejo una caja de Petri con Staphylococcus aureus y la guardo,
dejandola olvidada por semanas, al volver a revisar la caja, observo que fue contaminada por
hongos, pero not6 que alrededor de los hongos no habia colonias de bacterias, sospechd
entonces que el hongo debia difundir alguna clase de sustancia inhibitoria contra el
crecimiento de bacterias, nace con esto, el primer antibiotico, nombrando al hongo Penicillium

notatum.

Con el descubrimiento de los antibioticos empezo, de cierta manera, una presion sobre los
microorganismos, una presion que desde entonces ha hecho que se adapten y se fortalezcan
ante los antibidticos, esto debido a que muchos antibidticos son compuestos sencillos y actiian

bloqueando algo de una parte del metabolismo de los microorganismos (Amabile, 2010).

Con esto, hemos llegado a un punto en que no puede estarse al dia con la produccion de
nuevos antibidticos contra bacterias con la velocidad que estas se adaptan y vuelven

ineficiente el antibiotico.

Entre las opciones para enfrentarse a este reto se encuentra la nanotecnologia, que se
aprovecha de la materia en medida nano. La palabra nano se utiliza para indicar la
milimillonésima parte de un metro o 10°. Las nanoparticulas son grupos de 4atomos y su
tamafio de 1 a 100 nm. La nanobiotecnologia puede usarse como alternativa para los métodos

quimicos y fisicos de la sintesis de nanoparticulas (Vadlapudi, 2013).

En estos tamafios las propiedades de las sustancias cambian y sus fendmenos también, el

3

presente estudio estd enfocado al uso de nanoparticulas, y a la sintesis “verde” de estas,



usando entre los precursores a una planta de la region Noroeste de México, la cafagria Rumex

hymenosepalus.

En el estudio se pone a prueba si las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de raiz

de Rumex hymenosepalus tienen un efecto inhibitorio sobre diferentes microorganismos.



II. ANTECEDENTES

II.1. Resistencia a antibioticos

I1.1.1. Panorama mundial: Desde el descubrimiento de la penicilina se han descubierto una
docena de nuevos antibioticos y optimizado o sintetizado cerca de un centenar, sin embargo, el

uso excesivo e incorrecto de estos mismos, provocaron la aparicion de bacterias resistentes.

Actualmente podemos hacer frente a estos microorganismos, al contar con gran variedad de
antibioticos comercialmente disponibles en cualquier lado, al primer sintoma de una
enfermedad, rapidamente hacemos uso de este maravilloso avance de la ciencia. Pero, eso
mismo nos estd llevando a crear bacterias mas resistentes a estos antibioticos. Al parecer no
hemos sabido aplicar la teoria de la evolucion a estos seres vivos, siempre debemos recordar
que todo organismo que no se adapta, muere, incluyendo a las bacterias, quienes se han ido
adaptando, han sobrevivido y se han reproducido, haciendo de nuestros esfuerzos de crear

nuevos antibioticos, esfuerzos inutiles por la rapida manera en que se vuelven resistentes.

Los antibidticos son compuestos relativamente sencillos, producidos por bacterias u hongos
que atacan especificamente a las bacterias. Interfieren en algin paso del metabolismo donde

encuentran un blanco adecuado (de Rivas, 2006)

Durante los afios de 1940 a 1970 fue la época dorada del descubrimiento de nuevos
antibiodticos, ya sean naturales o sintéticos, pasando esta época, se dio una desaceleracion en la
creacion de nuevos antibioticos, el principal factor de esto es por la falta de inversion
farmacéutica, desalentada por la rapidez con la cual cada nuevo antibiotico pierde su eficacia.
En una entrevista realizada a Alexander Flemming por el diario New York Times en 1945, ya
aconsejaba evitar el empleo abusivo del firmaco para contener el desarrollo de resistencia
microbiana. En la actualidad, nos enfrentamos a un problema de escala mundial. La directora
de la Organizacion Mundial de Salud (OMS) Margerite Chan en el 2013 , lanzo en grito de
alerta que nos acercamos a un periodo post-antibioticos, lo que significara el fin de la
medicina moderna, donde una infeccion de garganta por estreptococos (bacterias en forma

redondeada formadora de cadenas) o un raspon en la rodilla volveran a ser mortales.



Solamente en Estados Unidos, las especies de bacterias resistentes a antibioticos estan cerca de

superar a las muertes que causa el sida en ese pais (Anibal, 2010).

Aunque la amenaza de bacterias que crean resistencia ante antibidticos crece dia a dia, esta
varia dependiendo de los tipos de paises de los que se estd hablando; existe una diferencia
entre los paises desarrollados a los que estan en vias de desarrollo, dejando un poco de lado el
abuso de antibidticos y la presion selectiva que conlleva el hacerlo en las bacterias, en paises
en desarrollo, existen caracteristicas peculiares que pueden influir de alguna manera
indirectamente a la creacion de bacterias resistentes. Las ciudades de paises en desarrollo no
cuentan con una buena infraestructura urbana, que sumada a la falta de cultura por el manejo
adecuado de la basura, los animales callejeros e higiene en general, convierte el polvo que

respiramos y que cae sobre nuestra comida en un peligro para nuestra salud.

La problemdatica mas grande de la resistencia de las bacterias a los antibidticos en todo el
mundo es su abuso. En México, el uso de antibidticos no esta regulado, no hay forma de
buscar informacién en una base de datos y que nos arroje cuantas personas han tomado
penicilina y que dosis en el periodo en un afio. De igual manera las bacterias no solo afectan al
ser humano, la industria agricola también se ve afectada por las cepas cada vez mas
resistentes, y no hay manera de saber si el uso de antibioticos por la industria es poco,
moderado o mucho en comparacion a los Estados Unidos, en el sector de la agricultura, los
herbicidas que se utilizan a nivel mundial, son probados rutinariamente para la toxicidad, pero
no para los efectos subletales en los microbios. Muchos herbicidas se sabe que inducen un tipo
de resistencia adaptativa a multiples antibidticos, haciendo que las cepas de bacterias
disminuyan su susceptibilidad a los antibidticos (Kurenbach et. al., 2015). También hay que
considerar, en relacion con salud humana, el actual uso de antibidticos genéricos, donde se

desconoce si el componente presenta la misma actividad que los de patente.

En la tabla I publicada de un estudio realizado en la Ciudad de México, donde las
enfermedades respiratorias son la principal causa de consulta médica (Fuentes, 2010), el
patogeno bacteriano mas comunmente detectado en las personas fue Streptococcus
pneumoniae, seguido de Haemophilus influenzae,etc. Aqui se puede apreciar el porcentaje de

éxito de la aplicacion de antibioticos ante la presencia de estos organismos.



Las bacterias tienen mas tiempo de vida sobre la tierra que el ser humano y con el fin de
sobrevivir han desarrollado diversos mecanismos que les permiten responder a presiones
selectivas ejercidas tanto por el entorno, como por el hombre, principalmente hacia patdgenas
para ¢l, mismo como para animales de su interés, con agentes anti-microbianos, y estos

microorganismos han respondido creando mecanismos de resistencia contra antibidticos.

Tabla I. Resistencia de Microorganismos a antibioticos

Organismo Antibiotico  Resistencia  Informacion adicional
(%)
Adquirida en la
comunidad
S. pneumonia Penicilina 70 No susceptibles
(resistente intermedio)
claritromicina 49
Salmonella spp. Ampicilina 66 14% en 1994 - 1995
Co-trimoxazol 66 27% en 1994 - 1995
Cloranfenicol 20 20% en 1994 — 1995
Ceftriaxona 12
Shigella spp. Ampicilina 81 63% en 1994 — 1995
Co-trimoxazol 81 59% en 1994 - 1995
Cloranfenicol 11 37% en 1994 — 1995
E. coli (uropatogenico) Ampicilina 74
Co trimoxazol 60
Ciprofloxacina 33
Ceftazidine 8
M. tubercolosis 17 Multi fAirmaco resistencia
Patogenos nosocomiales
Klebsiella spp. 28 BLEE
S. aureus Meticilina 48
E. faecium Vancomicina 33
P. aeruginosa Amikacina 20
ceftazidima 39
imipenem 43
levofloxacina 40
Piperacilina/ 28
tazobactam
Acinetobacter spp. Amikacin 40
Ceftazidima 72
Levofloxacina 51
Piperacilina 51




I1.1.2. Agentes antimicrobianos: Las bacterias pueden estar en contacto con diferentes tipos
de antibioticos, estos medicamentos actiian inhibiendo vias especificas de la supervivencia de
la bacteria y éstas a su vez, con el tiempo han encontrado formas alternativas para bloquear la
accion de los antibioticos por diferentes mecanismos. En la Tabla II se muestran algunos

grupos de antibidticos y la forma en que actian sobre las bacterias (Byarugaba, 2010).

I1.1.2.1. Desarrollo de resistencia en bacterias a antibioticos: La resistencia bacteriana se

puede generar por 2 maneras principales:

a) Intrinseca o natural mediante la cual los microorganismos naturalmente no poseen un
blanco o destino para los medicamentos suministrados, por lo que el farmaco no les afecta
a, también puede ser que tienen baja permeabilidad a los agentes antimicrobianos debido a
las diferencias en la naturaleza quimica de la medicina aplicada.

b) Resistencia adquirida en la cual no pueden ser afectados por el farmaco.

La resistencia adquirida funciona por varios mecanismos, estos pueden ser

e La presencia de una enzima que inactiva el agente antimicrobiano.

e La presencia de una enzima alternativa para la enzima que es inhibida por el agente
antimicrobiano.

e Expulsion activa del agente antimicrobiano

e Sobreproduccion de la diana/objetivo del agente antimicrobiano

e Expresion o supresion de un gen in vivo

e Mecanismos sin conocer y a estudiar.



Tabla II. Modo de accion de agentes antimicrobianos

Grupo de agentes Efectos en bacterias Modo de accion en general
antimicrobianos

Penicilina Bactericida Inhibicion de sintesis de pared
celular

Cefalosporinas Bactericida Inhibicion de sintesis de pared
celular

Carbapenemas Bactericida Inhibicion de sintesis de pared
celular

Antibioticos polipéptidicos Bactericida Inhibicion de sintesis de pared
celular

Quinolonas Bactericida Inhibe sintesis de ADN

Metronidazol Bactericida Inhibe sintesis de ADN

Rifamicinas Bactericida Inhibe sintesis de ADN

Lincosamidas Bactericida Inhibicion de sintesis de
proteinas

Aminoglicosidos Bactericida Inhibicion de sintesis de
proteinas

Macrolidos Bacteriostatica Inhibicion de sintesis de
proteinas

Tetraciclinas Bacteriostatica Inhibicion de sintesis de
proteinas

Cloramfenicol Bacteriostatica Inhibicion de sintesis de
proteinas

Sulfonamidas Bacteriostatica Inhibicién competitiva

I1.2. Descripcion de las caracteristicas de las bacterias Gram +y las Gram — y levadura.

En general las bacterias pueden ser en forma de cocos, espirales o en forma de bacilos, su

tamafio varia entre lum y 5 pm.

Las bacterias se clasifican en bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas en funcion

a sus estructuras celulares, esta diferencia afecta la susceptibilidad ante antibioticos



especificos. La membrana celular de las bacterias estd formada por una bicapa de fosfolipido
en la cual estdn embebidas las proteinas de membrana. El espesor de la membrana es de 7nm.

La principal diferencia estructural se presenta en la composicion de la pared celular.

Las Bacterias Gram Positiva tienen una pared celular rigida debido a la capa de
péptidoglicanos que la forman, y tiene un espesor de 25 nm; estas moléculas junto con las del
acido teicoico encontrado en la pared celular permiten la permeabilidad de la membrana al
cristal violeta. En la figura 1 se presenta la estructura de una célula Gram Positiva, la pared
celular contiene ademas cadena de aminoacidos como la N-Acetilglucosamina y el Acido N-

Acetilmuramico.

Las Bacterias Gram Negativas poseen una pared celular formada por una bicapa de
fosfolipidos es una membrana externa que presenta un espacio de separacion entre esta y la
membrana celular conocido como periplasma. La estructura es menos rigida ya que contiene
menor cantidad de peptidoglicanos colocados en una sola capa. La membrana externa que
forma la pared celular (Figura 2) presenta ademas sobre su superficie lipopolisacaridos y

porinas.

La diferenciacion entre bacterias Gram Positivas y Negativas se realiza usando la tincion de

Gram el cual consta de 4 etapas:

1. Utilizamos el colorante cristal violeta para tefiir las bacterias (las bacterias Gram Positivas y

las Gram Negativas se tifien de color purpura).

2. Se agrega una solucion de yodo para permeabilizar la membrana (las bacterias presentan

cambios en el color azul-purpura en ambos casos).

3. Se agrega etanol al 95% o una mezcla de etanol-acetona (las bacterias Gram positivas

permanecen azul-purpura, mientras que las bacterias Gram negativas pierden el color).

4. Finalmente se aplica el colorante safranina y se observa cambios en el color (las bacterias
Gram positiva permanece sin cambio en el color mientras que las Gram negativas se tifien de

color rojo-naranja).

La tincion Gram permite determinar la forma, el tamafio y el arreglo de las células.
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Figura 2. Estructura celular de las bacterias Gram Negativas. (Pommerville et al., 2011)



I1.2.1. Bacterias patégenas de importancia en humanos: Escherichia coli: Es la principal
representante de la flora intestinal normal del hombre y los animales, sin embargo, existen
cepas productoras de diarreas que pueden dar lugar a cuadros clinicos leves, evolucionar hasta

la diarrea persistente u originar complicaciones que pueden llegar hasta la muerte del paciente.

Salmonella: Es una de las enterobacterias que es causa importante de afectacion en la salud del
hombre. El primer microorganismo descrito en este género fue la S. #yphi por Eberth en 1880 y
Gaftky en 1884. La infeccién por Salmonella en el hombre puede presentarse de diversas
formas clinicas, las cuales incluyen tanto las formas intestinales autolimitadas como las de
localizacion; los cuadros mas comunes son los de enterocolitis no complicadas, donde después
de haber ingerido agua, alimentos contaminados o por medio de manos contaminadas entra
Salmonella en el organismos y después de 8 a 48 horas de incubacion aparecen los sintomas

que son nauseas, vomitos, colicos, diarreas y fiebre.

Pseudomonas aeruginosa: Es un patdgeno oportunista que se presenta cuando los mecanismos
de defensa del hospedero estan alterados, suprimidos o comprometidos, siendo necesaria la
presencia de factores predisponentes para que ocurra la infeccion; pueden ser quemaduras,
diabetes, infusiones intravenosas de medicamento y liquidos. Produce infeccion de las heridas

y quemaduras, en las cuales origina un pus de color azul verdoso y diversas infecciones.

Staphylococcus aureus: Son cocos Gram positivas con un diametro de 0.5 a 1.5 pum, que se
agrupan irregularmente en forma de racimos de uva. Provoca lesiones de piel e infecciones
humanas como la foliculitis, celulitis, entre otras, puede extenderse a menudo desde una lesion

hacia otras regiones de la piel.

Candida albicans: Forman parte de la flora normal de la piel, mucosas, tracto gastrointestinal
y vagina. Producen enfermedad cuando las defensas del paciente son afectadas por algin

factor predisponente, por lo cual se considera una levadura oportunista.

Los cuadros clinicos pueden ir desde una infeccion cutdnea benigna hasta las formas

diseminadas, generalmente fatales. Este microorganismo afecta a todas las edades y sexos
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Listeria monocytogenes: Produce listeriosis, es una enfermedad que provoca septicemia,

meningitis y encefalitis, habitualmente precedidas de sintomas parecidos a los de la gripe,

incluida la fiebre. También se le asocia con problemas gastrointestinales (Liop et al, 2001).

Figura.3 Morfologia de los microorganismos A) E. coliB) Pseudomona aeruginosa, C)
Salmonella, D) Listeria, E) S. aureus y F) Candida albicans (Fuente: Internet)
(http://www.cbc.ca/news/health/understanding-e-coli-symptoms-spread-prevention-1.786624), B)
http://ehp.niehs.nih.gov/120-a190/ C) (Rock Mountain Laboratories)
D)(http://www.helmholtz.de/fileadmin/user upload/01 forschung/Aktuelle Einblicke/03 Gesundheit/
Listeria_ Monocytogenes HZI MRhode 300x200.jpg), E(Centers for Disease Control and Prevention's
Public Health) y F)http://thotinstitut.info/wp-content/uploads/2012/12/candida-albicans.jpg )

I1.3. Plantas genero Rumex

El género Rumex comprende varias especies, de los cuales las hojas y las raices se han

utilizado en la medicina tradicional, actualmente existe un creciente interés en muchas de las
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especies de Rumex debido a sus efectos biolodgicos como lo son de manera purgativa,
psicofarmacologica, agentes antioxidantes, anti-flamatorios, antidiarreico, etc. (Ferreres et. al.,

2006).

I1.3.1: Rumex hymenosepalus. Esta planta es conocida en México como la Hierba colorada,
canagria. La Rumex hymenosepalus ha tenido durante mucho tiempo una reputacion muy
positiva y la gran capacidad de su extracto tanico para curtir pieles y producir cuero de gran

calidad.

Es una planta perenne (Figura 4), con flores que presentan los dos aparatos reproductores,
siendo bisexual y sus flores son de color rojo-rosado, produce gran cantidad de semillas y son
reunidos en pequefios grupos sobre los pedicelos. Cuando la planta madura se torna en un

color brillante marrdn y se asemeja al trigo.

El primer estudio reportado de esta planta fue en 1876, cuando se realiz6 el primer analisis de
sus raices y se reportd contenia 23.2% de taninos (Voelcker, 1886). En 1891 el Laboratorio de
Investigacion de cuero de Vienna reportd que en sus pruebas, la piel quedaba bien bronceada y
manejable. La planta R. hymenosepalus se encuentra por el suroeste de Estados Unidos en
Nuevo Meéxico, Texas, Arizona, Nevada y California, en el noroeste de México

principalmente en Chihuahua, Sonora y en partes de Coahuila y Baja California.

Desde hace mucho tiempo la R. hymenosepalus ha sido utilizada como una planta medicinal y
de especial interés en la etnobotanica. En un estudio donde se comparaba la cantidad de
antioxidantes de 30 especies de plantas medicinales, se observo que la R.hymenosepalus

presenta una cantidad importante de capacidad antioxidante por gramo (Tabla III).

Se ha reportado en la cafiagria un alto contenido de taninos (Krochmal, 1951), considerando su
utilidad para tratar gingivitis (VanderJagt et. al., 2001). Sus hojas son usadas como alimento,
para aliviar fiebres y afecciones gastrointestinales. La coccion de sus raices es ingerida se le
atribuyen propiedades para purificar la sangre y para tratar quemaduras e irritaciones de la piel

(Rivero et. al. 2005).
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Figura 4. Detalles botanicos de Rumex hymenosepalus. a) Toda la planta en flor, b) Raices, ¢)

Flor, d) Fruto y e) aquenio. (Krochmal, 1951)
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Tabla III. Comparacion de capacidad de antioxidantes totales de 30 plantas silvestres de

Nuevo México.

Nombre de planta Capacidad antioxidante
(umol Trolox equivalente/ g p seco)

Rosa sp. 804

Rumex hymenosepalus 672

Rosmarinus officinalis 476

Salvia officinalis 442

Poleo de Olor 382

Lavandula sp. 310

Meliilotus alba 215

Ephedra viridis 192

Mentha Spicata 169

Ocimuim basilicum 60

Tunera diffusa 145

Carthamus tinctorius 136

Ameranthus paniculatus 70

Prunus melanocarpa 50

Yucca sp. 27




I1.4. Nanoparticulas

La palabra nano se utiliza para indicar la milimillonésima parte de un metro o 10®. Las
nanoparticulas son grupos de dtomos y su tamafio de 1 a 100 nm. Se ha descubierto que a esta
escala los materiales nanométricos presentan propiedades fisicas y quimicas nuevas, distintas
a los mismo materiales en su presentacion de bulto (Shan y Tokeer, 2010). Por ejemplo, el oro
es de color amarillo en su presentaciéon macroscopica o de bulto y en cambio, en su
presentacion de nanoparticulas muestra una gama de distintos colores que van desde el azul

indigo hasta el rojo dependiendo del tamafio, forma y solvente donde se encuentre disperso.

La nanobiotecnologia puede usarse como alternativa para sustituir los métodos quimicos y
fisicos de la sintesis de nanoparticulas. El término nanotecnologia, fue acufiado por el profesor
Norio Taniguchi de la Universidad de ciencias de Tokio en el afio 1974. Las nanoparticulas
atraen mayor atencion debido a sus diversas aplicaciones en diferentes campos, incluyendo la
“nanomedicina”. Las nanoparticulas se agrupan en 2 vertientes: las nanoparticulas organicas
que incluyen carbono y las nanoparticulas inorgéanicas, que incluyen particulas magnéticas,
nanoparticulas de metales nobles como el oro y plata y nanoparticulas de semiconductores.
Las nanoparticulas metélicas son los agentes biomédicos méas prometedores y notables. Plata,
aluminio, oro, zinc, carbono, titanio, paladio, hierro y cobre se han utilizado de forma rutinaria
para la sintesis de nanoparticulas. Las nanoparticulas metalicas son empleadas en diversas
areas como catalisis, electronica, biologia y aplicaciones biomédicas, ciencias de los
materiales, la fisica y los campos de remediacion ambiental. Se debe tener en cuenta que las
nanoparticulas son comunes en la naturaleza, por ejemplo, la vida depende de muchos objetos
a nanoescala, incluyendo proteinas, enzimas y ADN, asimismo, las particulas de tamafio

nanométrico se producen de forma natural en la atmosfera (Vadlapudi, 2013).

Los usos de la nanotecnologia son sorprendentes: tienen aplicacion en remediacion de la
contaminacion ambiental, en la administracion de farmacos eficaces y seguros con menos
efectos secundarios; en tecnologia de la informaciéon generando componentes nanoelectronicos
orientados a la transmision de datos, en las telas "inteligentes" que se ajustan para adaptarse a

la temperatura y otros. Los cientificos estan buscando aplicaciones de mas largo plazo,
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incluyendo el disefio de materiales "inteligentes" tales como el envasado de alimentos que
cambia de color cuando la fecha de caducidad de su contenido expire. La nanotecnologia es
importante en el desarrollo de tecnologias sostenibles para el futuro, para la humanidad y el
medio ambiente. Hay una creciente necesidad de desarrollar procesos respetuosos con el
medio ambiente a través de la sintesis “verde” o biosustentable y otros métodos bioldgicos

(Vadlapudi, 2013).

IL.5 Sintesis de nanoparticulas de plata usando extractos de plantas

La sintesis de nanoparticulas de plata usando extractos vegetales es un campo de investigacion
interesante, con muchas aplicaciones prometedoras. Numerosos extractos de plantas han sido
seleccionados para la produccion de las nanoparticulas con diversas formas y tamafos. En la
tabla IV se puede apreciar una lista de plantas que han sido empleadas para la produccion de
las nanoparticulas de plata y en ella se muestran las formas y tamafios de los nanomateriales

obtenidos en cada caso.

Los tamanos de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de plantas van desde
2nm hasta 4000 nm, mientras que las formas varian entre esférica, en forma de varilla y con
geometria hexagonal o poliedral. Las plantas de la familia Euphorbiaceae son bien conocidas
por su relacion planta-insecto, la produccion de latex y actividades farmacoldgicas. Las
nanoparticulas de plata sintetizadas por el extracto de planta de esta familia son en su mayoria
de forma esférica con un tamafio pequefio y tienen buenas propiedades antibacterianas e
insecticida. Otras familias como la Rutaceae, Poaceae, Myrtaceae, Solanaceas y Asteraceae
también parecen ser buenas candidatas para la sintesis de nanoparticulas de plata. Las
nanoparticulas sintetizadas a partir de las plantas de la familia Apocynaceae son reportadas de
util contra Plasmodium y los mosquitos que actlian como vectores para muchas enfermedades

humanas y animales.

Para la sintesis de nanoparticulas. Los extractos de plantas no requieren agentes reductores
toxicos, medios de radiacion y alta temperatura como en el caso de los métodos quimicos de

sintesis de nanoparticulas. Tampoco se necesitan cepas microbianas y un costoso medio de
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cultivo para el crecimiento microbiano como es en el caso de la sintesis microbiana de

nanoparticulas, donde existe la posibilidad de infeccidon y contaminacion durante la sintesis, o

bien al momento de aplicar los nanomateriales sintetizados por esta ruta. La sintesis

microbiana requiere de mucho tiempo, ademas de muchos cuidados para el mantenimiento del

cultivo de los microorganismos.

Tabla IV. Sintesis de nanoparticulas con diversas plantas (Narayan, 2011).

Nombre Nombre Parte Particula Morfologia Tamaiio
comun cientifico
Neem Azadirachta Hoja Ag Esférica 5—-35nm
indica
Aloe vera Aloe Hoja Ag Esférica 152+4.2
barbadensis nm
Planta del t¢ =~ Camellia Hoja Ag Nanotriangulos ~40 nm
sinensis
Clavo Syzygium Capullode Ag Esférica,
aromaticum la flor triangular
Caucho Hevea Latex Ag Esférica, ovala 90 — 400 nm
natural brasiliensis
Papaya Carica papaya  Callo Ag Esférica 60 — 80 nm
Gliricidia Gliricida Hoja Ag Esférica 10 — 50 nm
sepium
Pimiento Capsicum Fruto Ag Esférica 10+ 2 nm
morron annuum
Ortiga india  Acalypha indica Hoja Ag Esférica 20 — 30 nm
Arbol Cochlospermum  Exudado Ag Nanoesfera,
ranunculo gossypium nanotriangulo,
hexagonal,
prismas
poligonales
Aceite de Elaeis Biosolido Ag Esférica 5—-50 nm
palma guineensis
Limoén Citrus limon Fruta Ag Esférica <50 nm
Alfalfa Medicago sativa Semilla Ag Esférica, 5—108 nm
triangular
Mango Magnifera Hoja Ag Triangular, 20nm
indica hexagonal y
esférica
Margarita Eclipta Hoja Ag Esférica 2 —6nm
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Las plantas estdn libres de estos inconvenientes y tienen una mayor tasa de sintesis de

nanoparticulas.

Los extractos de plantas parecen ser entonces la mejor alternativa a los métodos tradicionales
fisico—quimicos y microbianos, ya que pueden ser efectuados a gran escala y se pueden
purificar metabolitos vegetales responsables de la nanosintesis en pasos sencillos, o aun mas,
se puede hacer uso de herramientas de ingenieria genética para la produccion mejorada de
agentes reductores y estabilizantes que generen nanoparticulas estables a bajos costos de

produccion similares a los alcanzados con la sintesis quimica (Borase, 2014).

Se ha demostrado que las nanoparticulas sintetizadas usando extracto de plantas requieren
menos tiempo (Song y Kim, 2009). Se ha encontrado que la tasa de reduccion de iones
metalicos por el extracto de hoja de Neem es mucho mas rapido en comparacion con la de los
microorganismos utilizados. Las nanoparticulas de plata formadas por el extracto de plantas se
mantienen estables durante tiempos mds largos y son adecuados para su uso en el campo
biomédico. Podemos conseguir sintesis a gran escala de nanoparticulas con diferentes formas
y tamafios cambiando diferentes parametro de la reaccion tales como temperatura, pH, tiempo
de reaccion, relaciéon de concentracion de extracto de planta y precursor (AgNOs3), lo cual

resulta muy tedioso o no es posible en sintesis microbiana.

La disponibilidad de la materia prima también es un punto a favor en la utilizacién de los
extractos para la sintesis de nanomateriales; ademas de esto, los métodos de preparacion del
extracto son baratos y simples. El material vegetal no es infeccioso, pero se debe tener cuidado
de no seleccionar las plantas que contienen compuestos toxicos. En este sentido, existe menos
preocupacion cuando los nanomateriales son sintetizados con extractos de plantas para ser
usados en la salud humana, debido a que los agentes reductores y estabilizantes son

metabolitos secundarios o proteinas de plantas que tienen propiedades medicinales.

La agregacion de nanoparticulas de plata es un problema significativo ya que disminuye el
area de superficie en relacion a volumen, afectando la respuesta activa de estos materiales
como antimicrobianos y como catalizadores, entre otros, de tal forma que no solo es

importante la presencia de agentes reductores que faciliten la sintesis de los nanomateriales
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sino que también es fundamental que se logre obtener nanoparticulas estables en el tiempo.
Una vez que se tenga €xito en encontrar el principio activo responsable de la reduccion y los
agentes que intervienen en la estabilizacion de las nanoparticulas, posteriormente y usando
herramientas de ingenieria genética, se puede manipular el genoma de la planta para mejorar
la produccion de las moléculas reductoras responsables de la sintesis fitoquimica de
nanoparticulas. Actualmente, los métodos quimicos de sintesis son ampliamente utilizados
para la fabricacion de nanoparticulas a gran escala. Estos métodos han conducido a un
aumento en el costo de la sintesis y diversos peligros ambientales. Por lo tanto, es una
prioridad establecer métodos alternativos para la sintesis de nanoparticulas, evitando el uso de
productos quimicos peligrosos. La fito-nanosintesis es una de las alternativas mas potentes en

el escenario actual de nanosintesis.

La resistencia microbiana a los antibioticos es un problema grave en la medicina. Las
nanoparticulas de plata tienen la gran ventaja de incidir por multiples caminos sobre los
microorganismos provocando efectos biocidas, tales como dafio estructural, la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), interferir con la replicacion del ADN, reaccionar con el
grupo tiol de enzimas, entre otras. Este no es el caso con antibidticos que tienen como objetivo
un solo mecanismo de inhibiciéon microbiana. La plata, en comparacién con otros metales,
exhibe mayor toxicidad a microorganismos y baja toxicidad para los mamiferos. Los estudios
antibacterianos de nanoparticulas se llevan a cabo principalmente en medios sélidos o cultivo
liquido de microorganismos in vitro. Aun se requieren muchos estudios in vivo para dilucidar
el mecanismo de accion antibacteriana de nanoparticulas y sus efectos sobre organismos mas
complejos como los mamiferos. La accidon antimicrobiana de nanoparticulas sintetizadas de
extracto de planta es bien documentada, pero el mecanismo exacto no se conoce, tal vez
debido a la complejidad y abundancia de los componentes quimicos presentes en el extracto de

la planta.

El aumento de la resistencia de los microorganismos patégenos a los antibidticos y el aumento
de los casos de infeccion hospitalaria centra la atencion hacia el uso de nanoparticulas en la
terapia antimicrobiana y la limpieza de las habitaciones de hospital. Asi mismo, varios

trabajos han reportado efectos sinérgicos de nanoparticulas de plata sintetizadas por plantas en
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combinacion con los antibidticos comerciales (Ghosh, 2012). Estd accion sinérgica puede
resultar una alternativa valiosa para el tratamiento de infecciones por bacterias resistentes a

farmacos.

20



III. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibidticos desarrollada por los microorganismos ha alcanzado niveles
alarmantes a escala mundial. Las propuestas para atacar este problema han sido diversas y una
de ellas consiste en el empleo de nanoparticulas de metales nobles sintetizadas con
compuestos biocompatibles para ser usadas como microbicidas. En este sentido, el empleo de
extractos de plantas ha sido uno de los recursos implementados en los ultimos afios en la
sintesis de nanoparticulas metélicas. Al emplear extractos se busca que los compuestos
presentes en el mismo actuen como agentes bio-reductores (donadores de electrones a los
iones metalicos para transformarlos en atomos metalicos) y que una vez formadas las
nanoparticulas estas moléculas bio-reductoras actuen también como agentes estabilizantes,
envolviendo a las nanoparticulas y evitando que se agreguen entre si. Esto tltimo es de suma
importancia al evaluar la bioactividad de los nanomateriales pues se ha establecido que los
tamaios y la morfologia juegan un papel critico en la efectividad de la actividad microbicida.
Particularmente, tamafios menores a 10nm y nanoparticulas con geometria triangular han
resultado las mas efectivas al momento de evaluar su actividad microbicida. Teniendo en
cuenta lo anterior se selecciond una planta de la regidon sonorense que retine los requisitos de
contar con una gran cantidad de compuestos antioxidantes de facil extraccion y que permite la

sintesis de nanoparticulas de plata en un proceso sencillo, barato y de bajo impacto ecolédgico.
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IV. HIPOTESIS

Los compuestos presentes en los extractos de la raiz de la canagria (Rumex hymenosepalus)
actuan como agentes reductores permitiendo la sintesis y estabilizacion de nano particulas de

plata con propiedades microbicidas en bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras.
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V. OBJETIVOS

Sintetizar nanoparticulas de plata empleando una solucion de nitrato de plata y extractos de la
raiz de la cafagria (Rumex hymenosepalus) como agente bio-reductor y evaluar el efecto

microbicida de los productos obtenidos.

V.1. Objetivos especificos

1. Obtener un extracto a partir de la raiz de la cafagria (R. hymenosepalus) empleando una

mezcla de etanol/agua.

2. Caracterizar por espectroscopia UV-visible el extracto de Rumex hymenosepalus obtenido

y determinar la concentracion de los distintos compuestos polifendlicos del extracto.

3.- Fraccionar una porcion de soélidos del extracto empleando tetrahidrofurano (THF) como
solvente de arrastre y caracterizar por UV- VIS las fracciones obtenidas: fraccion soluble en

THF y fraccion insoluble en THF.

4. Sintetizar nanoparticulas de plata a temperatura ambiente a partir de soluciones de nitrato de
plata y extractos de cafiagria y caracterizarlas mediante diferentes técnicas experimentales:
espectroscopia de UV-VIS, microscopia electronica de transmision (MET) y espectroscopia de

energia dispersiva de rayos X (EDS).

5. Caracterizar la reaccion de sintesis de las nanoparticulas de plata en funcion del tiempo

mediante la medicion del pH de la reaccion.

6. Evaluar midiendo el halo de inhibicion mediante el método del pocillo, los efectos
bactericidas de las fracciones obtenidas del extracto de Rumex hymenosepalus, asi como de las

nanoparticulas de plata en bacterias Gram negativas, Gram positiva y en una levadura.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. Obtencion del Extracto de Rumex hymenosepalus

La raiz de la planta Rumex hymenosepalus se adquirid6 comercialmente cortada y deshidratada
en una tienda de autoservicios, de Hermosillo, Sonora. Las rodajas de raiz fueron de
aproximadamente 0.5cm de espesor aproximadamente con didmetros entre 1 y 2cm con
aspecto de color rojizo en su parte interna y una cubierta en la parte exterior de color café
oscuro. Para obtener el extracto de Rumex hymenosepalus se utiliz6 una mezcla de etanol/agua
en una proporcion 70/30 vol/vol. El etanol empleado fue alcohol etilico absoluto ACS, marca
Fermont. En un frasco transparente de cultivo con tapon de rosca hermética se colocaron 100
ml de la mezcla de solventes, se sumergieron 15 g de rodajas deshidratadas del tubérculo de la
planta tapando el frasco herméticamente para evitar evaporacion de los componentes
dejandose reposar durante 3 semana para que se llevara a cabo la extraccién de los compuestos
presentes en la raiz de la Rumex hymenosepalus. El frasco con su contenido se cubrié con
papel aluminio y se colocd en un lugar cerrado lejos del contacto de la luz para evitar la foto-
oxidacion de los compuestos obtenidos en el extracto. Mediante decantacion se separd la
parte liquida y posteriormente, se filtro la solucién empleando papel filtro Whatman grado 40

(retiene particulas de 8um) y después por un filtro Acrodisc de 200 nm acoplado a una jeringa

VI1.2-Caracterizacion de extracto por espectroscopia UV- visible

VI1.2.1- Espectros UV-VIS y curvas de calibracion de EGCG y EC: Para determinar la
concentracion de las distintas moléculas polifendlicas presentes en los extractos de Rumex
hymenosepalus se procedio primeramente a la determinacion de las curvas de calibracion por
espectroscopia UV-VIS de dos moléculas del grupo de las catequinas como son la
epicatequina (EC) y la epigalocatequina galato (EGCQG) cuyas formulas quimicas se muestran

en la figura 5 y con pesos moleculares son 290.27g/mol y 458.37 g/mol, respectivamente.

24



CH

JﬁL _OH
o
i oH S
. Fﬁﬁ fﬂ:lH a0
OH

Figura 5. Estructuras quimicas de las moléculas catequinas EC y EGCG

Se prepararon soluciones acuosas de las moléculas catéquinas EC y EGCG, obtenidas
comercialmente como reactivo quimico de alta pureza (Sigma aldrich >99%) en un rango de
concentraciones definido: 39.9uM-279.1uM para la EGCG y 83.8uM-818.6uM para la EC.
Posteriormente se obtuvieron los espectros UV-vis a 25°C de las soluciones preparadas a
distintas concentraciones de EGCG y de EC. Con los valores de las absorbancias méaximas
asociadas a las respectivas concentraciones se construyeron curvas de calibracion para la
EGCG y la EC. Empleando un ajuste lineal a los datos anteriores fue posible determinar las
pendientes de las rectas de ajuste mediante el software Origin 7.0. Estas pendientes
determinadas experimentalmente corresponden al valor del coeficiente de extincion molar (€)
de la EGCG y de la EC. Este coeficiente es una medida relacionada con la fuerza con que
absorbe la luz una especie absorbedora a una longitud de onda dada y suele expresarse en

1 -1 -1 . . . ., .
o L'mol -cm . La importancia de la determinacion de €, radica en el

unidades de M -cm’
hecho de que a partir del espectro de absorcion UV-VIS es posible conocer la concentracion

de una solucion dada haciendo uso de la ley de Beer-Lambert.

VI.2.2. Espectro UV-VIS del extracto, deconvolucion y determinacion de la
concentracion de las especies polifendlicas presentes en el extracto: Para la obtencion del
espectro UV-VIS del extracto de Rumex hymenosepalus, se emplearon 20uL del extracto
disueltos en 2800uL de agua ultrapura en la celda de cuarzo correspondiente a la muestra. En
la celda de cuarzo empleada como referencia se agregaron 3ml de agua ultra pura y se corrio

como la sefial blanco de referencia que es sustraida de la sefial UV-VIS correspondiente a la
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muestra. El espectro UV-VIS del extracto se corrié en el rango de 900nm-200nm a una
velocidad de 240nm/min y a una temperatura de 25°C. Una vez obtenido el espectro UV-VIS
del extracto se delimito su estudio a la region de la banda de absorcion comprendida entre
250nm-400nm. Se procedié a deconvolucionar la sefial UV-VIS obtenida experimentalmente
del extracto. La deconvolucion del espectro consiste en reconstruir el espectro experimental
obtenido mediante la suma de varias curvas Gaussianas, cada una correspondiente a la
absorcion de distintas moléculas asociadas al extracto. Para la deconvolucion se empled el
programa Origin 7.0, el cual es un software especializado en el andlisis y tratamiento
matematico de datos. El punto de partida para proponer las Gaussianas de ajuste fue la
ubicacion de las bandas de absorcion conocidas para la EGCG y la EC (274nm y 278nm

respectivamente). El ajuste Optimo se determiné para un factor de correlacion R%>0.995.

Una vez determinadas las curvas Gaussianas que mejor reconstruyen a la curva de absorcion
del extracto fue posible conocer los valores maximos de las absorbancias correspondientes a
cada curva Gaussiana, de tal forma que haciendo uso de la ley de Beer-Lambert y conociendo
los valores de los coeficientes de extincion molar de la especie asociada a cada curva
Gaussiana se pudo determinar la concentracion de las distintas moléculas polifendlicas que

estan presentes en el extracto de Rumex hymenosepalus.

VI1.3. Obtencion de las fracciones del extracto empleando Tetrahidrofurano como

solvente de arrastre y caracterizacion por UV-VIS

De acuerdo a (Sun et al. 2008), quienes se enfocaron a estudiar la solubilidad del
transresveratrol en varios solventes como alcoholes lineales de cadena corta (1 a 6 carbonos),
tetrahidrofurano, agua, acetona y acetato de etilo, obtuvieron que la mejor solubilidad del
transresveratrol se consigue con el tetrahidrofurano (THF) a 25°C (16.48 + 0.56 mol -
Kg~'). Teniendo en cuenta esta referencia, se procedié a fraccionar el extracto con el
propdsito de recuperar la porcion rica en transresveratrol y comparar la capacidad
antimicrobiana de las fracciones del extracto. Para tal propdsito, una parte del extracto inicial

(50ml) se concentr6 eliminando el solvente con un rotavapor. El concentrado se colocd por 48
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horas en un desecador acoplado a bomba de extraccién para eliminar completamente todo
rastro de solvente y recuperar los solidos presentes del extracto. La masa neta recuperada se
colocd en un filtro de vidrio y se lavd por goteo con 20ml de tetrahidrofurano, recuperandose
el material arrastrado por el solvente en un vaso de precipitado. La operacion de lavado se
repitié 3 veces y el contenido del material arrastrado en el solvente se sometié al rotovapor
para su secado. La parte del extracto no solubilizado remanente en el filtro de vidrio fue
secado también con bomba de extraccion en desecador. La parte insoluble en THF del extracto
se etiquetd como fraccion A; la parte soluble en THF se etiquetd como fraccion B. De ambas
fracciones se prepararon soluciones acuosas de concentraciones de 0.01g/ml de donde se
tomaron muestras para la espectroscopia UV-vis, empleando agua ultrapura como “blanco” en

la celda de referencia y para la evaluacion de las pruebas antimicrobianas.

VI1.4. Sintesis de Nanoparticulas de Plata empleando extractos de Rumex hymenosepalus

y caracterizacion de los productos.

VI.4.1. Procedimiento para sintetizar las nanoparticulas de plata: Como reactivo
aportador de los iones de plata se utilizd Nitrato de Plata de alta pureza (99.9%) de Sigma
Aldrich. Se prepar6 100ml de wuna solucion 0.01M de AgNOs; empleando agua ultrapura
(18.2MQ) a 25°C, agitando suavemente por 1 hora con magneto y manteniendo el matraz
cubierto con papel aluminio para evitar el contacto con la luz. Para preparar las nanoparticulas
de plata, en un frasco de vidrio transparente de 100ml con tapoén de rosca se agregan 4ml del
extracto de Rumex, 2ml de la solucion de Nitrato de Plata 0.1M y 16 ml de agua ultrapura. El
frasco se coloco a 20cm de una ldmpara de luz blanca halogena de 10W de potencia durante
24 horas. El frasco se roto parcialmente sobre su eje cada 2 horas para que la iluminacion sea
lo més homogénea posible sobre la muestra. Después de las 24 horas, la muestra se retir6 de la
fuente de iluminacion y el contenido se coloco por partes iguales en dos tubos Falcon de 15ml
para su posterior centrifugacion. Antes de centrifugar, se retiran 0.5ml de cada tubo para la
caracterizacion de las nanoparticulas por UV-VIS. El proceso de la centrifugacion tiene como

proposito “limpiar” las nanoparticulas del material excedente proveniente del extracto y de la
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solucion. Previo a la centrifugacion, el contenido en los tubos Falcon es sonicado durante 10
minutos para homogenizar completamente la muestra, posteriormente se centrifugd por 30
minutos a 6,000 rpm. El sobrenadante se retir6 y los solidos precipitados se resuspendieron en
10mL de alcohol. Se sonicd el contenido de los tubos por 10 minutos para volver a
centrifugarse en las mismas condiciones. Los sélidos se recuperaron y se dejaron secar por 24
horas en un desecador conectado a una bomba de vacio. Los polvos se pesaron y se
resuspendieron en 1ml de agua ultrapura para su posterior uso en las pruebas de actividad

microbicida.

V1.4.2. Caracterizacion de las nanoparticulas por UV-VIS y por Microscopia Electronica

de Transmision.

VI1.4.2.1 Espectroscopia UV-VIS: La espectroscopia UV-VIS permite seguir el crecimiento
de nanoparticulas en solucion. Esto es debido a que las propiedades electronicas cambian
drasticamente como una consecuencia de la reduccién del tamafio y las dimensiones del
material (Link, 2003). La interaccién de un campo electromagnético con nanoparticulas de
metales nobles (cobre, oro y plata) genera una oscilacion coherente de la banda de conduccion
de electrones. Esta resonancia es conocida como plasmones de superficie. La resonancia de
estos plasmones de superficie en el caso de las nanoparticulas de metales nobles es muy
intensa y ocurre en la parte visible del espectro electromagnético. Esto hace posible detectarlas
con ayuda de un espectrofotometro. La absorcion de los plasmones de superficie es
responsable de los colores rojo y amarillo del oro y la plata, respectivamente. La absorcion se
recorre a longitudes de onda mayores cuando se incrementa el tamafio de las nanoparticulas.
Las nanoparticulas de plata, de tamafios del orden de 2-100 nm tienen un pico de absorcion en
el intervalo de 390 a 450 nm. En este caso se utilizo la espectroscopia de absorciéon UV-VIS
como un primer método para verificar el crecimiento de nanocristales de plata en nuestros
sistemas. Para ello, se monitoreo la absorcion de las soluciones con nanoparticulas de plata,
antes y después del proceso de limpieza por centrifugacion, en el intervalo de 200nm-800nm

con ayuda de un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 20 de doble haz del Departamento
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de Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora. Como “blanco” se
utiliz6 agua ultrapura agregando 3ml en la celda de referencia. De la muestra a estudiar se
agregan 100 puL en la otra celda y se completd con 2.9ml de agua ultra pura. Los experimentos

se realizaron a temperatura ambiente (25°C).

VI1.4.2.2 Microscopia Electronica de Transmision: Para la caracterizacion estructural se
empleo el Microscopio Electronico de Transmision (TEM) de emision de campo, marca
JEOL (modelo JEM 2010-F), del Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora (ver
figura 6), las imagenes se registraron mediante la camara CCD acoplada al microscopio
electronico con tratamiento de datos mediante el software Digital Micrograph de la compaiiia
GATAN. Con estas técnicas es posible la determinacion de las distribuciones de tamafios de
las particulas obtenidas y mediante el analisis de alta resoluciéon (HRTEM) es posible conocer
la estructura cristalina de nanoparticulas individuales apoyandose en sus respectivos patrones
de difraccion generados por la Transformada de Fourier de la imagen. Para la cuantificacion
de tamafios de nanoparticulas se analiz6 la imagen capturada por la camara CCD en formato
JPG con el software IMAGE J, el cual es un programa disenado para el analisis de imagenes.
Con el programa calibramos la imagen empleando la barra de referencia de tamafio y se
midieron los tamanos de aproximadamente 500 particulas. El programa gener6 un archivo de

datos con los tamafios medidos y su andlisis estadistico se realizo con el programa Origin 7.0.

El equipo del TEM estd también equipado con un detector de analisis de energias dispersivas
de rayos x (EDS), de la compaiia Bruker, modelo QUANTAX, que permitié conocer
cuantitativamente el contenido de elementos quimicos presentes en la region de interés. La
técnica de EDS permite caracterizar la composicion quimica de una muestra analizada en un
microscopio electronico. Para ello se aprovecha el hecho de que cuando los electrones
atraviesan la muestra e interaccionan con ella, se generan rayos X. La energia de la radiacion
es medida por el detector; esta energia dispersiva de rayos X es especifica para cada
elemento, lo cual permite identificar su presencia en una muestra y cuantificar su
concentracion. El andlisis cuantitativo se realiza con la medicion de la intensidad de las lineas
espectrales para cada elemento en la muestra; comparando los resultados obtenidos con los

estandares tabulados para concentraciones conocidas se puede determinar la concentracion
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relativa de cada elemento en la muestra (Alshatwi, 2015). En nuestro caso, utilizamos este tipo
de espectroscopia para verificar que las nanoparticulas producidas son efectivamente de plata

y para determinar elementos residuales en la sintesis.

Para el estudio de las muestras de nanoparticulas por microscopia de trasmision se
depositaron 10 microlitros de la solucidon con nanoparticulas sintetizadas en una rejilla de Cu
recubierta con pelicula de C (figura 7). La muestra depositada en la rejilla se dejo secar al
ambiente por 1 hora y posteriormente se coloco en una camara de vacio durante 24 horas para
eliminar completamente el solvente y estar en condiciones de observarse en el microscopio de

transmision a un voltaje de operacion de 200K V.

Figura 6. Microscopio Electronico de Transmision de la Universidad de Sonora
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Figura 7. Rejilla de Cu para TEM

VLS. Evaluacion temporal del pH de la reaccion de sintesis de las nanoparticulas de
plata.
Para este estudio se empled un sensor de pH CI-6507A, marca PASCO conectado a una
interface PASCO (para computadora) Science Workshop 700 (Figura 8). La medicion se
efectu6 en una muestra preparada en idénticas condiciones que las descritas en el apartado 3.1
de la seccion de Metodologia. Antes de iniciar la medicion y una vez introducido el sensor se
esper6 por 1 minuto para asegurar un equilibrio térmico entre sensor y muestra. Cada
medicion durd 5 minutos para obtener una lectura promedio del intervalo con su respectiva
desviacion estandar. El conductimetro se calibré previamente a 25°C con soluciones buffer de

pH=7 y de pH=4.

Figura 8. Sensor de pH marca PASCO
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VI.6. Cultivo de bacterias Gram +y Gram — y levadura

Para el cultivo de las bacterias se realizo la inoculacion de los microorganismos en el medio
agar Mueller Hinton, debido a que es el agar mas apropiado para la prueba, ya que contiene
los requerimientos nutricionales adecuados para los microorganismos usados. Para la
preparacion del medio se suspendieron 37g en un litro de agua purificada y se calentd bajo
agitacion con magneto frecuente hasta ebullicion. Se esterilizé por 15 min a 121°C. Después
de esto se dejo enfriar a 45°C y se distribuyeron, en condiciones estériles, volimenes de 15
mL en placas Petri. Posteriormente en cada placa se perforaron cuatro pocillos de 6mm de
diametro y se inocularon 250 pL de una suspensién bacteriana en concentraciéon 10° UFC.
La distribucion del indculo se realizé de forma homogénea con un hisopo estéril por toda la
superficie del agar incluyendo en los pocillos. Después en cada pocillo se colocaron 30 pL de
cada antimicrobiano a probar, y las placas se incubaron a 35°C por 24 horas. Después de este
tiempo se midieron los halos de inhibicion (Figura 9). Los organismos usados fueron E. coli
ATCC 11229, E. coli 0157 ATCC 43895, Salmonella tiphy ATCC 6539, Pseudomona
aeruginosa ATCC15442, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Candida albicans ATCC
90028.
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Figura 9. Esquema de cultivo y prueba de microorganismos. A) Placa Petri con 15mL de agar
Mueller Hinton, B) Una vez listo el agar se hizo perforaciones de 6mm y se inocularon 250ul
de una suspension bacteriana en concentracion 8 Log/ml. C) Después de 24 horas y con el
cultivo bacteriano listo, se depositaron 30ul de cada antimicrobiano que se prob6 y las placas
se incubaron a 35°C por 24 horas. D) Se midieron los halos de inhibicién, en mm, presentados
en las placas.
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Obtencion de extracto de Rumex hymenosepalus

El extracto obtenido es de un color rojo intenso y de la extraccion se recuperaron 82 ml de los
100ml de solvente agregados al inicio. Después de rotovaporar y secar completamente el
extracto, la masa de los so6lidos recuperados fue de 4.212g lo que nos da un rendimiento de

extraccion del 28% a partir de los 15g de rodajas de Rumex hymenosepalus.
El contenido (Fig.10 B) se guardd nuevamente protegiéndolo de la luz.

A B

Extraccian

e

Agua/Etanol

i

—

Figura 10. A) Rodajas de raiz deshidratada de la planta Rumex hymenosepalus; B) Extracto
obtenido a partir de la raiz de Rumex hymenosepalus.

VII.1.1. Espectros UV-VIS y curvas de calibracion de EGCG y EC: Los espectros UV-VIS
obtenidos a 25 °C para el compuesto de epigalocatequina-galato (EGCG) en agua pueden
observarse en la figura 11, donde se aprecia una banda de absorcidon bien definida que abarca
de 250nm a 340nm aproximadamente. El maximo de la banda se ubica en 274nm y esta

absorcion coincide con las absorciones asociadas a compuestos polifendlicos (Bark et. al.,

2011).
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Figura 11. Absorcion de soluciones acuosas de EGCG a distintas concentraciones.

En la figura se muestran los maximos de las intensidades de las bandas de absorcion del
compuesto EGCG a 274nm en funcion a la concentracion de la solucion. Como se observa en
la figura, en el rango de concentraciones de las soluciones preparadas con EGCG (40uM a
279uM) la grafica tiene un comportamiento lineal de tal forma que la pendiente estd
relacionada a través de la ley de Beer-Lambert con el coeficiente de extincion molar del centro

absorbente (EGCG) mediante la siguiente expresion:

A=¢-c-1 1)
donde A es la magnitud adimensional conocida como absorbancia, € es el coeficiente de
extincion molar de la especie en cuestién y tiene unidades de M'em™; 1 es el camino 6ptico y

corresponde al espesor de la celda donde se coloca la muestra expresado en cm. Finalmente, ¢

es la concentracion de la especie responsable de la absorcion y estd dada en M.
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Figura 12. Curva de calibracion para la EGCG en agua a 25 °C.

Como se observa en la figura 12, el eje Y corresponde a la absorbancia A y el eje X a la
concentracion ¢ de la EGCG. Asi, al calcular la pendiente de la recta que ajusta a los datos en
esta grafica, de acuerdo a la ecuaciéon 1 se obtiene €-1 = A/c. Particularmente en estos
experimentos de espectroscopia UV-VIS las celdas de cuarzo empleadas son de lcm de
espesor por lo que la pendiente obtenida corresponde directamente a la magnitud del

coeficiente de extincion.

En la tabla V se presentan los datos numéricos de las absorbancias a 274nm (maxima
absorcion) correspondientes a las distintas concentraciones de EGCG. El ajuste lineal se
efectud con este conjunto de datos utilizando el programa Origin 7.0. En la misma tabla se
incluye el valor del coeficiente de extincion molar correspondiente a la EGCG en agua
determinado experimentalmente en este trabajo, el cual estd expresado en unidades de
L/(mol-cm). También se incluyen el coeficiente de correlacion lineal y la varianza porcentual.

Ambos valores indican que el ajuste lineal es aceptable.
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Tabla V. Determinacion del coeficiente de extincién molar para la EGCG en agua a 25°C.

Conc. EGCG (uM) Abs. 274nm (EGCQG)
39.9 0.3479
57.1 0.4966
114.2 1.0989
142.8 1.4021
178.6 1.7886
2233 2.2561
279.1 2.7448

L ) 10,088 + 136

Coef. de extincion molar € (
mol-cm

R’ 0.99946

Varianza Porcentual 1.34

Para el caso de la EC en la figura 14 se muestran los espectros UV-VIS a temperatura
ambiente (25 °C) del compuesto disuelto en agua para un rango de concentraciones que abarca
de 84uM a 818uM. En la figura se observa que la absorcion de la EC comprende una region

de 250nm a 300nm aproximadamente, con un maximo de absorcion ubicado a 278nm.

En la figura 13 se muestra la grafica de las absorciones maximas a 278nm para las
correspondientes concentraciones de EC. Con la pendiente de la recta obtenida del ajuste
lineal y empleando la relacion de Beer-Lambert se determind el coeficiente de extincion
molar. En la tabla VI se presentan los datos numéricos de las absorbancias a 278nm (maxima
absorcion) correspondientes a las distintas concentraciones de EC. El ajuste lineal se efectud
con este conjunto de datos utilizando el programa Origin 7.0. En la misma tabla se incluye el
valor del coeficiente de extincion molar correspondiente a la EC en agua determinado
experimentalmente, el cual estd expresado en unidades de L/(mol-cm). Se incluyen el
coeficiente de correlacion lineal asi como la varianza porcentual. Ambos valores indican que

el ajuste lineal es aceptable.
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Figura 13. Absorcion de soluciones acuosas de EC a distintas concentraciones.
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Figura 14. Curva de calibracion para la EC en agua a 25 °C.
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Tabla VI: Determinacion del coeficiente de extincion molar para la EC en agua a 25°C.

Conc. EC (uM) Abs. 278nm (EC)
83.8 0.2153
167.6 0.4457
3353 0.9383
419.1 1.1859
523.9 1.4969
654.9 1.8813
818.6 2.3301

L ) 2880.3+ 18.2

Coef. de extincion molar € (
mol-cm

R’ 0.9998

Varianza Porcentual 0.63

Los valores de los coeficientes de extincion molar determinados experimentalmente en este
trabajo para los compuestos EGCG y EC coinciden con los reportados recientemente por

(Atomssa y Ghalop, 2015) tal como se muestra en la tabla VIL

Tabla VII. Comparacion entre los coeficientes de extincion molar de este trabajo y los
reportados por (Atomssa y Ghalop, 2015) que aparecen con asteriscos.

Compuesto Anax (nm) C( L ) Temperatura

mol-cm ‘O
EGCG 274 10,088 + 136 25
EGCG™ 273.6 10,840 +39.2 -
EC 278 2880.3 + 18.2 25
EC™ 278.4 3110 + 103.9 -
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Las discrepancias en los valores de la Tabla VII puede deberse a la asignacion de la longitud
de onda de maxima absorcion y también al hecho de que los autores de la referencia citada
reportaron que sus experimentos se efectuaron a temperatura ambiente sin precisar el valor de

la misma, lo cual pudo haber generado diferencias.

VIIL.2. Espectro UV-VIS del extracto, deconvolucion y determinacion de concentraciones

de moléculas polifenolicas del extracto

El espectro UV-visible del extracto de Rumex hymenosépalus obtenido a 25 °C se muestra en
la figura 15. El espectro completo comprende el intervalo de 200nm-900nm. Se observa una
banda bien definida entre 350nm-250nm con un maximo de absorbancia en 280nm y otra
banda irregular que va de 250nm a 200nm. La irregularidad de esta segunda banda de
absorcion indica que la sefal ha saturado al fotodetector del equipo UV-VIS, sin embargo la
presencia de las dos bandas de absorcion obtenidas senalan la existencia de compuestos

aromaticos en el extracto.

3.5

Extracto Rumex hymenosepalus

3.0
2.5
204 280nm

1.5 -

1.0 1

Absorbancia (u.a.)

0.5+

0.0 ————r———r—
200 300 400 500 600 700 800 900
Longitud de Onda (nm)

Figura 15. Espectro UV-VIS del extracto de Rumex hymenosepalus en etanol.
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A continuacion se delimito el estudio del espectro de absorcién del extracto en la region
comprendida entre los 255nm-400nm y se tratd de reconstruir el espectro del extracto como la
suma de la absorcion de la EGCG y de la EC, tal como se muestra en la figura 16. De la figura
se desprende que la suma de las absorciones de la EGCG y EC no reproduce la banda de
absorcion del extracto, mas sin embargo, nos sugiere la necesidad de incluir una banda de
absorcion cercana a los 300nm. Teniendo en cuenta la observacion anterior se procedid a
efectuar la deconvolucion del espectro experimental UV-Vis del extracto de Rumex haciendo
uso del software Origin 7.0. Como datos de entrada al programa de ajuste se introdujeron el
nimero de curvas Gaussianas que ajustaran al espectro asi como las longitudes de onda (en
nm) en las cuales se ubican los centros de las curvas Gaussianas. En este caso se propusieron 3
curvas Gaussianas ubicadas en 274nm, 278nm y 300nm. El programa arrojé como datos de
salida las 3 curvas Gaussianas que mejor ajustan a la curva experimental. Los resultados del
ajuste se muestran en la figura 17. La curva negra corresponde al espectro UV-VIS del
extracto, mientras que las curvas en color verde son las 3 Gaussianas tedricas generadas por la
deconvolucion del software. La curva roja discontinua corresponde a la suma de las 3

Gaussianas obtenidas la cual se ajusta de forma aceptable al espectro experimental.

Cada una de las bandas de absorcion obtenidas de la deconvolucidn se asigné a la EGCG, EC
y trans-resveratrol glucosado, cuya estructura quimica se muestra en la figura 18 y con peso

molecular de 390.384g/mol.

Este compuesto ha sido reportado previamente como el componente mayoritario de los
compuestos derivados del resveratrol en los jugos de uva (Romero-Pérez, 1999) y en la raiz de

la planta Polygonum Cuspidatum (Jayatilake, 1993).
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Figura 16. Ajuste experimental del espectro UV-VIS del extracto
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Figura 17. Deconvolucion del espectro UV-VIS del extracto.
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Figura 18. Estructura quimica del Resveratrol glucosado.

Se ha reportado un valor del coeficiente de extincion molar para el resveratrol glucosado de
16,200 L/(mol-cm) (Trela et al. 1996). Tomando este valor como referencia, se puede calcular
a partir de la ley de Beer-Lambert la concentracion de las 3 especies polifendlicas mediante la
expresion ¢ = A/e€-1, donde la concentracion se expresa en mol/L y la longitud optica 1 es
igual a 1cm. En la tabla VIII se muestran los datos condensados que nos permiten determinar
la concentracion de las moléculas polifendlicas presentes en el extracto de Rumex

hymenosepalus.

Tabla VIII. Concentracion de las moléculas polifendlicas del extracto de Rumex.

Compuesto ¢ ( L ) A en Ayay Aen Ay, Ayax (M)
mol-cm (experimento) (Deconvolucion
)

EGCG 10,088 + 136 274 273 0.964 95.559
(experimento)

EC 2880.3 + 18.2 278 280 0.694  240.947
(experimento)

t-resveratrol (g) 16,200 (ref 20) 306 (ref. 20) 306 0.615 37.962
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VIL.3. Obtencion de las fracciones del extracto empleando Tetrahidrofurano como

solvente de arrastre y caracterizacion por UV-VIS

La parte del extracto insoluble en THF fue etiquetada como fraccion A y la parte soluble como
fraccion B. Para las pruebas de inhibicién microbiana se prepararon soluciones con 0.01g de
cada extracto en 1ml de agua ultrapura. De aqui se tomaron alicuotas de 50uL y diluidas en
2950uL de agua ultrapura para obtener los espectros UV-VIS de cada fraccion empleando
como referencia al agua ultrapura. En la figura 19 se observan los espectros obtenidos para las
fracciones A y B en la region comprendida de 250nm a 450nm. En el interior de la figura se
insertan fotos de las dos fracciones en polvo en las cuales se aprecia que el aspecto de ambas
fracciones difiere entre si sugiriendo la presencia de distintos compuestos presentes en cada

una de ellas.

Fraccion A
Fraccion B

N
1

Absorbancia (u.a.)

0 vren e | | N o | ¥ Y "
250 275 300 325 350 375 400 425 450
Longitud de Onda (nm)

Figura 19. Espectros UV-VIS de fracciones A y B.
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VIIL.4. Nanoparticulas sintetizadas

VIL.4.1. Caracterizacion por espectroscopia UV-VIS: En la figura 20 se muestra el espectro
UV-VIS de las nanoparticulas de plata obtenidas de la sintesis con extractos de Rumex
hymenosepalus. Como se observa en el espectro de la muestra antes de centrifugar, la banda
de absorcion caracteristica de las nanoparticulas de plata aparece en la region de 350nm-
750nm con maximo ubicado en 445nm; se aprecia la banda de absorcidon caracteristica de los
polifenoles en el extracto (350nm-250nm) centrada en 280nm. Después de la tltima
centrifugacion se observo que el espectro del sobrenadante se compone exclusivamente de la
sefal del extracto sin indicios de nanoparticulas de plata en el mismo. Por su parte, el espectro
del precipitado indica que las nanoparticulas aun coexisten con el extracto, lo cual habria de
esperarse si la estabilidad del sistema de nanoparticulas es atribuible a la presencia de las
moléculas polifendlicas quienes ademas de reducir a los iones de plata participan estabilizando
a las nanoparticulas (Borase, 2014). Si se compara la relaciéon del maximo de absorcion del
extracto en 280nm respecto al maximo de absorcion de las nanoparticulas de plata (445nmn)
se tiene que el cociente transita de un valor de 4.3 a 2.7, lo cual indica que el proceso de
centrifugacion acompanado de la sonicacion permite deshacerse del excedente de extracto

presente en los productos generados.
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Figura 20. Espectros UV-VIS de nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos.

VII1.4.2. Estudio por Microscopia Electronica de Transmision y Espectroscopia EDS: La
figura 21 corresponde a una micrografia de la muestra de la solucion de nanoparticulas de
plata sin centrifugar amplificada 40,000 veces en el microscopio electronico de transmision.
Se observan estructuras cuasiesféricas que corresponden a las nanoparticulas, aparentemente
embebidas en una matriz que presumiblemente corresponde al extracto. El andlisis efectuado
por energias dispersivas de rayos X (EDS) en la region que comprende la imagen se muestra
en la figura 22 y tabla IX, donde se observa que la plata estd presente de forma mayoritaria,
pero ademas aparecen los elementos O, S y Cl provenientes del extracto. En el espectro EDS
de la figura 20 se observa también la sefial del Cu, C y Si, los cuales se descartan para la
cuantificacion porque la rejilla y el detector contribuyen sustancialmente en la presencia de
estos elementos. La relacion atdmica Ag:O es de 2.47, lo que puede indicar que la plata esté

en forma de 6xido, Ag,0.
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Figura 21. Micrografias por TEM de muestra de nanoparticulas sin centrifugar.

e
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Figura 22. Espectro EDS de la region mostrada en la Fig.20
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Tabla IX. Cuantificacion de los elementos del espectro EDS de Fig.12

Elemento NA series [% peso] [Yoatémico] [error %peso]
Plata 47 L-series 93.20 69.16 9.35
Oxigeno 8 K-series 5.59 27.98 0.20
Azufre 16 K-series 0.59 1.48 0.05
Cloro 17 K-series 0.62 1.38 0.05
Sum: 100 100

La figura 23 corresponde a una micrografia de la solucion final de nanoparticulas de plata tal
como se empled en el estudio de inhibicién de microorganismos. En la imagen se observan los
nanomateriales bien definidos y embebidos en una matriz claramente delimitada y traslicida
al haz de electrones, a diferencia de la micrografia correspondiente a las nanoparticulas sin

centrifugar (Fig. 20).

La matriz donde se encuentran embebidas las nanoparticulas corresponden al extracto de
Rumex hymenosepalus de tal forma que después del proceso de limpieza se espera que la
presencia del mismo sea menos significativa que al inicio. Esto queda confirmado en la
cuantificacion de los elementos quimicos presentes en la muestra mediante el andlisis EDS
cuyo espectro se presenta en la figura 24. La tabla X resume los valores porcentuales atdmicos
de los elementos quimicos presentes en la muestra. Se observa que el contenido de plata se
incremento significativamente y ahora la relacion atomica Ag:O es de 18.12 lo cual nos
permite asegurar que la plata presente estd mayoritariamente en forma metalica y no en forma
de o¢xido de plata, por lo que la presencia del oxigeno y azufre cuantificados por EDS
provienen de los compuestos presentes en el extracto de Rumex hymenosepalus que ain queda

en la muestra.
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Figura 23. Micrografia por TEM de muestra de nanoparticulas después de proceso de

limpieza.

cps/eV

keV

Figura 24. Espectro EDS de la regiéon mostrada en la Fig.22 (nanoparticulas de plata después
del proceso de centrifugacion-sonicacion).
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Tabla X. Cuantificacion de los elementos del espectro EDS de Fig.13 (nanoparticulas de plata
después del proceso de centrifugacion-sonicacion).

Elemento NA series [% peso] [Yoatomico] [error %peso]

Oxigeno 8 K-series 0.81 5.15 0.06

Sum: 100 100

En la figura 25 se muestra un mosaico de 4 micrografias representativas que muestran la
poblacion de las nanoparticulas presentes en la muestra después del proceso de limpieza. La

mayor parte de la poblacion presenta morfologia cuasiesférica.

Figura 25. Micrografia de poblacion de nanoparticulas de Plata centrifugadas.
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Para obtener la estadistica de los tamafios de las nanoparticulas centrifugadas se efectuaron las
mediciones de aproximadamente 500 particulas. En el caso de las nanoparticulas que
presentan geometria irregular su tamafio se defini6 por su eje mayor. La distribucion de los
tamafios se muestra en la figura 26, donde se observa que el rango de tamafios estd entre 3nm

y 30nm, con el 50% de la poblacion ubicada por debajo de los 10nm.

——

Frecuencia (%)

10

L Hﬂﬂﬂ.ﬂﬂﬂﬂ
0 5 10 15 20 25 30
Diametro (nm)

Figura 26. Distribucion de tamafios de las nanoparticulas de Plata centrifugadas.

El estudio por microscopia electronica de alta resolucion revela sin lugar a dudas la naturaleza
cristalina de las nanoparticulas obtenidas en la sintesis. En la figura 27 se muestra una imagen
compuesta por 3 figuras donde la imagen A corresponde a una micrografia de alta resolucion
de una nanoparticula amplificada 400,000 veces y en donde se aprecia claramente la estructura
cristalina del nanomaterial. Se seleccion6 una region para analisis (recuadro rojo) y mediante
andlisis por transformada de Fourier fue posible reconstruir la region cristalina de la zona
seleccionada (imagen B) cuyos planos cristalinos arrojan distancias caracteristicas de 2.43nm

y 2.24nm. En C se muestra el patréon de difraccion de electrones obtenido para la imagen 27-
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A, donde los numeros entre paréntesis corresponden a los indices de Miller de las distintas
familias de planos cristalinos relacionados a una estructura cristalina cubica centrada en las
caras. De acuerdo a la ficha cristalografica de la plata correspondiente a esta estructura, los
indices de Miller (101), (1-12), (008) y (203) se asocian a las distancias cristalograficas de
2.425A,2.236 A, 1.25 A y 1.17 A, lo cual coincide con las distancias obtenidas en 27-B.

N
‘—4'\\'1
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a blgtrtd
) N Pl g
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Figura 27. A) Micrografia de alta resolucion (HRTEM) de nanoparticula de plata con
estructura cristalina hexagonal. B) Distancias de planos cristalinos del recuadro rojo. C) Patron
de difraccion electronica de la nanoparticula.

Procediendo de la misma forma que en el caso anterior, en la Figura 28-A se tiene una
nanoparticula que muestra con claridad sus planos cristalinos. Particularmente se  ha
seleccionado una region que muestra planos con distintas orientaciones. La figura 28-B sefiala
que las distancias interplanares son las mismas (2.33 A) de tal forma que se tratan de los

mismos planos cristalinos pero con orientaciones diferentes. Los indices de Miller (111) y
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(311) de la figura 28-C corresponden a las distancias cristalograficas de 2.359A y 1.231A para
la estructura cristalina cubica centrada en las caras (fcc) de la plata segin la ficha

cristalografica.
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Figura 28. Micrografia de alta resolucion (HRTEM) de nanoparticula de plata con estructura
cristalina cubica centrada en las caras. B) Distancias de planos cristalinos del recuadro rojo. C)
Patron de difraccion electronica de la nanoparticula.

De los resultados de Microscopia electronica de alta resolucion podemos establecer que las
nanoparticulas son de caracter cristalino donde coexisten poblaciones con estructura cristalina

hexagonal y ctbica centrada en la cara (fcc).

VILS. Evaluacion temporal del pH de la reaccion de sintesis

El estudio de la evolucion del pH de la solucidon de nanoparticulas a medida que se lleva a
cabo la reaccion, muestra claramente que existe un proceso de acidificacion mientras se esta

llevando a cabo la sintesis de los nanomateriales. La caida mas pronunciada en el valor del pH
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se da en la primera hora variando de 4.5 a 4. A las cinco horas después de iniciada la sintesis
el valor esta cerca de 3.2, alcanzando un valor constante en 2.5 cerca de las 16 horas después

de iniciar la sintesis.(Figura 29)
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Figura 29. Evolucion temporal del pH de la reaccion de sintesis de Nanoparticulas de plata.

VI11.4 Resultados inhibicion microbiana

De todo el proceso de centrifugacion y recuperacion de solidos de los nanomateriales se obtuvo
una masa neta de 0.01g la cual se resuspendio en Iml de agua ultrapura sonicando durantel hora
para homogenizar la suspension. La densidad de la solucion de nanoparticulas de plata
determinada experimentalmente fue p=1.0085g/cm’. De igual forma se procedi6 con las soluciones
acuosas con los polvos de las fracciones A y B del extracto de Rumex. La concentracion final de la
solucion de nanoparticulas fue de 10,000pug/ml, de tal forma que en cada pocillo se coloco para las

pruebas 300ug de material inhibitorio.
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Con relacion al efecto inhibitoria de los extractos probados, al transcurrir las 24 horas de
depositadas los agentes inhibitorios, se observd que en bacterias Gram negativas (Figura 30),
bacterias Gram positivas (Figura 31) y levadura (Figura 32) presentaron inhibicion por parte de las

nanoparticulas y en algunos casos, por el extracto.

Figura 30. Inhibicion del crecimiento por nanoparticulas de plata en bacterias Gram
negativas. A) Pseudomonas aeruginosa, B) E. coli O157:H7.

Figura 31. Resultados de inhibicién de nanoparticulas de plata en bacterias Gram positivas:

A) Staphylococcus aureus y B) Listeria monocytogenes.
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Figura 32. Inhibicion de A) nanoparticulas de plata y B) extracto A en levadura.

De la tabla XI se puede apreciar lo siguiente:

1. En E.coli (ATCC 11229) se presentd el menor efecto inhibitorio de las nanoparticulas de

plata estadisticamente, comparado con los otros microorganismos.

2. En E.coli 0157:H7 (ATCC 6539) fue mayor el efecto inhibitorio de las nanoparticulas de
plata comparada con la cepa de E.coli (ATCC 11229), pero menor comparado con S. aureus

(ATCC 25923) y C. albicans (ATCC 90028).

3. Para Salmonella tiphy el efecto inhibitorio de las nano Ag fue mayor comparado con E.coli
(ATCC 11229), pero menor comparado con relacion a S. aureus (ATCC 25923) y C.
albicans (ATCC 90028).

4. Para P. aeruginosa el efecto de las nano Ag fue mayor comparado con la E. coli (ATCC

11229) pero menor comparado con S. aureus (ATCC 25923) y C. albicans.

5. S. aureus (ATCC 25923) fue mas susceptible a las nano Ag, que en E. coli (ATCC 11229),
E. coli 0157:H7, Salmonella tiphy y P. aeruginosa, pero menos que C. albicans (ATCC
90028).

6. En C. albicans (ATCC 90028) las nano Ag tuvieron mayor efecto que en todos los demas

microorganismos.
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7. En L. monocytogenes (ATCC 7644) tienen las nanoparticulas de plata tuvieron mayor

efecto inhibitorio que en E.coli (ATCC 11229) pero menor que en C.albicans (ATCC 90028).

8.- Las fracciones del extracto A y B presentaron efectos inhibitorios para las bacterias Gram
positivas, S. aureus (ATCC 25923) y L. monocytogenes (ATCC 7644) y sin afectar a las
Gram negativas ni a la levadura C. albicans (ATCC 90028). No se encontraron diferencias
significativas entre los halos de inhibicion obtenidos por las distintas fracciones del extracto

con respecto a las Gram positivas.

9.- Las inhibiciones de los extractos A y B sobre las Gram positivas no superan a las

inhibiciones mostradas por las nanoparticulas.
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VIII. DISCUSIONES
VIIIL.1. Extracto de Rumex hymenosapalus y sus fracciones

Los resultados de espectrometria UV-VIS mostraron que en los extractos de Rumex
hymenosepalus coexisten compuestos de la familia de las catequinas (EC y EGCG) y de los
estilbenoides (transresveratrol). Dichos resultados coinciden con los reportados en trabajos
previos (Rodriguez et al, 2013) y (Rivero et al, 2005), quienes llegaron a la misma conclusion
mediante las técnicas experimentales de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y HPLC
respectivamente para extractos de Rumex hymenosepalus. . Los espectros UV-VIS de las
fracciones A y B del extracto (Fig.19) no mostraron diferencias cualitativas importantes, sin
embargo, la intensidad de la absorbancia en 280nm es ligeramente mayor para la fraccion
soluble en THF (fraccion B) sucediendo lo mismo en la regiéon comprendida entre 320nm-
350nm, lo cual se asocia a la presencia del resveratrol. Este resultado indica una mayor
presencia de compuestos polifenolicos en la fraccion soluble en THF. Para confirmar lo
anterior se realizaron analisis para la determinacion de polifenoles totales en las muestras del
extracto original de Rumex hymenosepalus y sus fracciones A y B, por el método
colorimétrico basado en el reactivo Folin-Ciocalteu (Crozier, 2011). La cuantificacion se
efectu6 empleando como estandar una curva de calibracion de acido galico. Los resultados se
observan en la tabla XII. De la tabla se desprende que la fraccion A tiene un contenido menor
de polifenoles que el extracto original de Rumex, mientras que la fraccion B es mas rica en
polifenoles que el extracto original lo cual confirma la idea de que el solvente THF arrastra o
solubiliza una porcidon de los compuestos polifendlicos presentes en el extracto, aunque aun
quedaria por comprobar si esta porcion arrastrada corresponde al trans-resveratrol. Para ello se
sugieren como trabajos a futuro la ejecucion de experimentos que involucren la
caracterizacion de las fracciones A y B del extracto por técnicas de mayor sensibilidad como
pueden ser la Resonancia Nuclear (RMN) o Espectroscopia de Masas, e incluso explorar la
separacion y recuperacion de los distintos compuestos polifendlicos del extracto mediante

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).
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Tabla XII: Cuantificacion de fenoles totales.

Extracto Fenoles Totales (mg/g*)
Rumex hymenosepalus 496 £ 23
Fraccion A 484 + 12
Fraccion B 576 +21

VIIL.2. Sintesis de Nanoparticulas de Plata con extracto de Rumex hymenosepalus.

Los resultados de la sintesis de las nanoparticulas de plata empleando extractos de Rumex
hymenosepalus indican que con los compuestos presentes en el extracto es posible generar
nanomateriales sin oxidar, embebidos en una matriz del mismo extracto que permiten la

estabilizacion de los productos generados evitando la coalescencia entre las nanoparticulas.

La morfologia de los nanomateriales es mayoritariamente cuasi-esférica y los tamafios varian
en un rango comprendido entre 3nm y 30nm, lo cual los ubica en un tamafio apropiado para
los efectos con actividad bioldgica que se desean obtener. Un aspecto interesante a destacar es
el hecho relacionado con el tipo de estructura cristalina que presentan las nanoparticulas de
plata obtenidas pues ademas de la fase cristalina o ctbica centrada en las caras (fig.27) la cual
es la presentacion mas comun en que se encuentra la plata metalica, también se detectd la fase
cristalina hexagonal (fig.26) que es reportada con menor frecuencia. Este es un resultado
consistente con otros reportes de nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de otras
plantas (Sathishkumar, 2009) y deja abierta la posibilidad para investigar el papel que juega el
tipo de cristalinidad de estas nanoparticulas de plata en los efectos bioactivos (inhibicién

microbiana y apoptosis celular).

La curva de la evolucion temporal del pH (fig.28) durante la sintesis de las nanoparticulas
revela que el medio se acidifica. Esto puede explicarse en términos de un proceso de

desprotonacion del grupo hidroxilo de las moléculas polifenolicas que reacciona con el i6n
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nitrato proveniente del precursor metalico para dar lugar al 4cido nitrico como subproducto

mediante la reaccién:
H* + NO; - HNO;

El valor del pH de la reaccion alcanzo su equilibrio 16 horas después de iniciada la sintesis, lo
cual fue confirmado al monitorear el maximo de la absorcién asociado a las nanoparticulas de
plata (430nm) mientras se efectuaba la reaccion de sintesis tal como se muestra en la figura

33.
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Fig. 33: Evolucion temporal del méximo de los espectros de absorcion de las nanoparticulas

de plata sintetizadas con Rumex hymenosepalus.

En el interior de la figura 33 se muestra la absorcion en 430nm conforme avanza la reaccion
de sintesis. Al igual que en el caso de la medicion del pH, se tiene que el equilibrio se alcanzo

cerca de las 18 horas de iniciada la reaccion lo cual apoya la idea de que el mecanismo de
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reaccion estd asociada a un proceso de desprotonacion de los polifenoles presentes en el
extracto de Rumex hymenosepalus tal y como lo proponen (Wu et al, 2011) quienes estudiaron
la sintesis de nanoparticulas de plata empleando fibras de coldgeno a las cuales se les adhirid
el compuesto de Epigalocatequina galato (EGCG) como agente reductor de los iones de plata.
Los autores proponen un mecanismo donde la molécula polifendlica EGCG se desprotona en
dos grupos hidroxilos (OH) por cada grupo galato de tal forma que cada molécula de EGCG
acompleja a dos iones de plata como se muestra en la figura 34. Posteriormente se da la
reaccion 6xido/reduccion donde cada i6n de plata recibe el electron proveniente del oxigeno y
los grupos que inicialmente eran hidroxilo se transforman en grupos carbonilos por lo que la
molécula de EGCG pasa a su forma oxidada de Quinona. Por su parte los iones de plata pasan
a su forma metalica (Ag™'>Ag’) agregandose para formar las nanoparticulas. Una vez
formada las nanoparticulas, los mismos grupos polifendlicos, ahora en su forma oxidada o de
Quinona serdan los responsables de acomplejar a las nanoparticulas metéalicas de plata
estabilizdndolas y evitando la agregacion de las mismas. Es decir, el compuesto de EGCG
cumple con una doble funcidn al participar como agente reductor y como agente estabilizante
una vez formadas las nanoparticulas. Basandonos en la descripcion anterior, en nuestro
trabajo se propone este mismo mecanismo de sintesis de las nanoparticulas de plata y
estabilizacion de las mismas, con la diferencia de que en el extracto de Rumex hymenosepalus
se tienen mayor variedad de moléculas polifendlicas como son la EC, EGCG vy el trans-

resveratrol glucosado (fig. 5 y fig. 18).
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Fig.34: Mecanismo propuesto para la sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de plata

empleando EGCG anclado a fibras de colageno (Wu, H. et al, 2011).



VIIL.3. Efectos antimicrobianos de las fracciones del extracto y las nanoparticulas plata

Las nanoparticulas de plata resultaron ser efectivos agentes antibacterianos capaces de inhibir el
crecimiento de diversas bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, ademas de la
levadura Candida albicans, por lo que se puede considerar que estas nanoparticulas sintetizadas

con extractos de Rumex hymenosepalus son de amplio espectro.

El mecanismo de accion reside en su capacidad de interactuar con proteinas presentes en
cualquiera de estos microorganismos, inhibiendo asi algun proceso y actividad esencial para que la
infeccion se lleve a cabo. Particularmente, algunos trabajos sugieren que las nanoparticulas de
plata interfieren con su crecimiento al unirse a proteinas que participan en el proceso de sintesis de

la pared celular de los microorganismos (Lara, 2010; Ayala, 2010).

Las bacterias Gram positivas son mas susceptibles a moléculas polifendlicas que las bacterias
Gram negativas debido a que estas moléculas tienden a unirse al peptidoglicano presentes en las
bacterias. En el caso de las bacterias Gram negativas el peptidoglicano esta blindado por una
membrana externa que estd compuesta principalmente por lipopolisacaridos cargados
negativamente. Por este motivo, la carga negativa de las moléculas polifendlicas, debido a
procesos de desprotonacién, dan lugar a una interaccion repulsiva con la barrera de los
lipopolisacaridos lo cual explica que los diferentes extractos no inhibieron a las bacterias Gram
negativas pero si a las Gram positivas, donde no existe dicha frontera electrostatica. De igual
forma, explicaria el hecho de que las nanoparticulas de plata (cargadas positivamente) presentaron
inhibicion en ambos grupos bacterianos debido a la interaccidon de los lipopolisacaridos

promoviendo un efecto efecto bioactivo de las nanoparticulas.

Un aspecto importante a resaltar sobre los nanomateriales obtenidos en la sintesis con extractos de
Rumex hymenosepalus y la respuesta antimicrobiana de los mismos, es el hecho de que las
condiciones de sintesis de las nanoparticulas en este trabajo generaron una poblacion de
nanoparticulas donde el 60% de los tamafios estan por debajo de 15nm. El tamafio de las

nanoparticulas de plata empleadas como agentes antimicrobianos juegan un rol critico en la
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capacidad para inhibir el crecimiento de la bacteria E. coli, tal como se muestra en la figura 35
(Agnihotri, S. et al, 2014). De tal forma, como propuesta a desarrollar a futuro habria que
implementar un método de sintesis que nos permita reducir el total de la poblacion de las
nanoparticulas a tamafios cercanos a los 5nm para incrementar la capacidad inhibitoria de los

productos generados.

Fig.35: Prueba de difusion del disco con diferentes tamafios de nanoparticulas de plata contra la E.
coli. (Agnihotri, et al., 2014)
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IX. CONCLUSIONES

Los extractos de la cafiagria obtenidos con una mezcla de etanol/agua son capaces de reducir a los
iones de plata presentes en una solucion de Nitrato de plata favoreciendo la sintesis de

nanoparticulas de plata a temperatura ambiente.

Las nanoparticulas obtenidas estan embebidas en una matriz formada por los compuestos presentes

en el extracto, lo que permite la estabilizacion de las nanoparticulas de plata.

Las dos fracciones del extracto obtenidas (A y B) tienen efecto inhibitorio en bacterias Gram
positivas, pero no en las Gram negativas. El tamafio de los halos de inhibicion de los extractos, en

las bacterias Gram positivas, no supera el tamafio del halo producido por las nanoparticulas de Ag.

Las nanoparticulas de plata inhibieron el crecimiento de ambos grupos bacterianos. En el caso de
la levadura Candida albicans las nanoparticulas generaron la mayor inhibicion de los

microorganismos evaluados.

Por su capacidad para inhibir el crecimiento de todos los microorganismos evaluados (bacterias
Gram positivas, negativas y levadura) se puede decir que las nanoparticulas de plata sintetizadas

con extractos de Rumex hymenosepalus presentaron un amplio espectro de inhibicion.
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X. RECOMENDACIONES

1.- Caracterizar ampliamente los distintos compuestos presentes en el extracto mediante

técnicas de mayor sensibilidad como HPLC.

2- Sintetizar nanoparticulas con las distintas fracciones obtenidas en el paso anterior y probar

su capacidad inhibitoria.

3.- Realizar estudios para determinar la concentracion minima inhibitoria.

4.- Extender el estudio hacia Virus.

5.- Realizar estudios por microscopia confocal de barrido laser para entender el mecanismo de

accion de los nanomateriales en microorganismos.

6.- Extender el estudio de la bioactividad de nanomateriales por sintesis verde aplicado a

lineas celulares cancerosas (efectos apoptopicos) y lineas celulares sanas (citotoxicidad).
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