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Resumen

Esta investigacion consiste en tres etapas metodoldgicas: la fitosintesis de
nanoparticulas metalicas, su caracterizacion y las pruebas de su actividad microbicida.
Se realizd la fitosintesis de nanoparticulas metalicas usando como precursores
metdlicos soluciones de nitrato de plata y 6xido de titanio 0.1 M con un ajuste de pH a
4, las cuales se mezclaron por separado con extractos de las plantas menta (Mentha
piperita) y manzanilla (Chamaemelum nobile), formando una suspensién resultante
gue contiene las fitomoléculas de las plantas que fungen como agentes reductores y
estabilizadores junto con el precursor metélico correspondiente que en conjunto

favorecen la formacion de las nanoparticulas metalicas de Ag y Ti.

Se obtuvo el espectro UV-Vis de las muestras de nanoparticulas metalicas para
identificar el punto maximo de absorcion optica, cuya longitud de onda esta asociada
a la excitacion del plasmon de resonancia superficial localizado y cuyo rango es
caracteristico de los nanomateriales, para el caso de las nanoparticulas de titanio con
menta y manzanilla se observé un punto maximo de absorcion a 340 nm y 321 nm

respectivamente, y para el caso de plata con menta y manzanilla de 350 nmy 313 nm.

La caracterizacion por FTIR permitio identificar grupos funcionales presentes en las
fitomoléculas existentes en los extractos de biomasa de menta y manzanilla; se
identificaron las bandas a 3500 cm, 2900 cm, 1050 y 1150 cm™, que indica la
presencia de vibraciones de tension de grupos O-H, vibraciones de tensién de -CH y
vibraciones de tension de C-O respectivamente presentes en fitomoléculas como

polifenoles.

Se caracterizaron las nanoparticulas por medio de microscopia electrénica de
transmision, las nanoparticulas de plata-menta obtuvieron 26 nm de diametro,
estructura cristalina hexagonal, de tarjeta cristalografica 72-2108. Las nanoparticulas
de plata-manzanilla un didmetro de 6 nm, estructura cristalina hexagonal y tarjeta

cristalogréfica 19-1155, ambos con una fase de composicion de Ag20.



Las nanoparticulas de titanio del sistema titanio-menta obtuvieron nanoparticulas de
diametro de 68 nm, estructura cristalina ortorrombica y tarjeta cristalografica 16-0617.
Por ultimo, el sistema titanio-manzanilla obtuvo las nanoparticulas de mayor tamario,
diametro de 160 nm, estructura cristalina tetragonal y tarjeta cristalografica 71-0650

ambas con fase de composicion TiOo.

Se realizaron pruebas microbioldgicas con el método de diluciones sucesivas para
identificar la capacidad bactericida de las nanoparticulas, utilizando las bacterias
patégenas modelo, Escherichia coliy Staphylococcus aureus, bacterias Gram negativa
y Gram positiva, respectivamente; ademas, se cuantifico la disminucion en porcentaje
de las unidades formadoras de colonias (UFC) con respecto a una muestra sin
tratamiento de nanoparticulas. En este sentido, y para determinar la influencia de cada
planta en la formacion de nanoparticulas, se realizo la determinacién de concentracion
de compuestos fendlicos totales utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (Singleton,
1974), misma que fue mayor en manzanilla (56.15) a la de menta (50.45 mg/L),
resultado que se observd como una mayor capacidad bactericida respecto a la

fitosintesis con hojas de menta.

Por ultimo, es importante destacar que la sintesis de nanoparticulas metalicas de plata
utilizando biomasa de menta y manzanilla es un método de sintesis viable que permite
obtener nanoparticulas metalicas de plata con alta capacidad bactericida (>90%),
contra bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus, y resultados aceptables
contra bacterias Gram negativas como Escherichia coli (>80%); para el caso de las
nanoparticulas de titanio el porcentaje de reduccion de UFC en ensayos bactericidas

fue inferior (>70%).

Aunque es importante establecer el hecho de que la fitosintesis al depender su
reduccion de factores tan complejos como las biomoléculas de un sistema biologico,
tiene como desventaja que a pesar de ser replicable el tamafio de las nanoparticulas
no es homogéneo, sin embargo, las ventajas y el hecho de ser un método
ambientalmente amigable lo hacen una opcion para la sintesis de nanoparticulas

metalicas.



Abstract

This research consists of three methodological stages: phytosynthesis of metallic
nanoparticles, their characterization and testing of their microbicidal activity.
Phytosynthesis of metallic nanoparticles was performed using as metallic precursors
silver nitrate and titanium oxide solutions 0. 1 M with a pH adjustment to 4, which were
mixed separately with extracts of the plants peppermint (Mentha piperita) and
chamomile (Chamaemelum nobile), forming a resulting suspension containing the plant
phytomolecules that act as reducing and stabilizing agents together with the

corresponding metal precursor that together favor the formation of Ag and Ti.

The UV-Vis spectrum of the metallic nanoparticle samples was obtained to identify the
maximum point of optical absorption, whose wavelength is associated with the
excitation of the localized surface resonance plasmon and whose range is
characteristic of nanomaterials, for the case of titanium nanoparticles with mint and
chamomile a maximum absorption point was observed at 340 nm and 321 nm

respectively, and for the case of silver with mint and chamomile of 350 nm and 313 nm.

FTIR characterization allowed the identification of functional groups present in the
phytomolecules existing in the mint and chamomile biomass extracts; bands at 3500
cm-1, 2900 cm-1, 1050 and 1150 cm-1 were identified, indicating the presence of O-H
group stress vibrations, -CH stress vibrations and C-O stress vibrations respectively

present in phytomolecules such as polyphenols.

The nanoparticles were characterized by transmission electron microscopy, the silver-
mint nanoparticles obtained 26 nm in diameter, hexagonal crystal structure,
crystallographic card 72-2108. The silver-chamomile nanoparticles a diameter of 6 nm,
hexagonal crystal structure and crystallographic card 19-1155, both with a phase

composition of Ag20.

The titanium nanoparticles of the titanium-mint system obtained nanoparticles with a
diameter of 68 nm, orthorhombic crystalline structure and crystallographic card 16-
0617. Finally, the titanium-chamomile system obtained the largest nanoparticles,
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diameter of 160 nm, tetragonal crystalline structure and crystallographic card 71-0650

both with TiO> phase composition.

Microbiological tests were performed with the serial dilution method to identify the
bactericidal capacity of the nanoparticles, using the model pathogenic bacteria,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus, Gram negative and Gram positive
bacteria, respectively; in addition, the decrease in percentage of colony forming units
(CFU) with respect to a sample without nanoparticle treatment was quantified. In this
sense, and to determine the influence of each plant on the formation of nanopatrticles,
the concentration of total phenolic compounds was determined using the Folin-
Ciocalteu reagent (Singleton, 1974), which was higher in chamomile (56.15) than in
mint (50.45 mg/L), a result that was observed as a greater bactericidal capacity with

respect to phytosynthesis with mint leaves.

Finally, it is important to highlight that the synthesis of metallic silver nanoparticles using
mint and chamomile biomass is a viable synthesis method that allows obtaining metallic
silver nanoparticles with high bactericidal capacity (>90%), against Gram-positive
bacteria such as Staphylococcus aureus, and acceptable results against Gram-
negative bacteria such as Escherichia coli (>80%); for the case of titanium
nanoparticles the percentage of CFU reduction in bactericidal assays was lower
(>70%).

Although it is important to establish the fact that phytosynthesis depends on factors as
complex as the biomolecules of a biological system, it has the disadvantage that
despite being replicable, the size of the nanoparticles is not homogeneous; however,
the advantages and the fact that it is an environmentally friendly method make it an

option for the synthesis of metallic nanoparticles.
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Introduccion

La nanotecnologia es la ciencia encargada de la investigacion, produccién y desarrollo
de materiales con dimensiones que se encuentran comprendidas entre 1 y 100 nm;
por su tamafio comparten caracteristicas entre el mundo cuantico y el fisico, lo que
aunado al incremento que tiene el area superficial de los nhanomateriales, le permiten

tener mejoras en sus caracteristicas (Huang & El-Sayed, 2010).

Los métodos de sintesis verdes son amigables con el medio ambiente y se han vuelto
cada vez mas populares en la quimica (Fahmy et al., 2020); la necesidad de encontrar
procesos que consuman menos energia, recursos 0 que sean menos contaminantes
ha impulsado a la comunidad cientifica a encontrar nuevas metodologias.
Especificamente en la produccién de nanoparticulas, los métodos “verdes” de sintesis
ayudan a la eliminacion del uso de reductores como el borohidruro de sodio que genera
residuos peligrosos, entre otros, mismos que son reactivos muy Ccostosos Yy
ecologicamente no compatibles por los desechos contaminantes que producen
(Rauwel et al., 2015).

La fitosintesis de nanoparticulas, consiste en el aprovechamiento de las biomoléculas
existentes en las plantas como agentes reductores y estabilizadores (Sadeghi &
Gholamhoseinpoor, 2015); las ventajas que brinda el uso de plantas para crear
extractos para el proceso de fitosintesis son la facilidad de acceso a las plantas,
seguridad de manejo, asi como el hecho de que poseen una gran cantidad de agentes
activos que promueven la reduccion de iones metélicos. Se han realizados mdltiples
estudios en los cuales se han utilizado diversos tipos de plantas (Kharissova et al.,
2013). En este proyecto de investigacidn se propone sintetizar nanoparticulas
metalicas de plata y titanio a partir del método de fitosintesis empleando extractos de
hojas de menta (Mentha piperita) y manzanilla (Chamaemelum nobile); las
nanoparticulas fitosintetizadas se van a analizar por espectrofotometria UV-Vis, FTIR,
microscopia electrénica de transmisién (TEM), por ultimo, se realizaran pruebas de
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actividad microbicida frente a cepas de Escherichia coli comparando su efecto

bactericida a través del método de diluciones sucesivas (Hedges, 2002).

En el apartado 1 se incluyen los fundamentos en los que se destacan un resumen
histérico de la nanotecnologia y las nanoparticulas, asi como los principios que
fundamentan las técnicas de caracterizacion utilizadas en este proyecto; asimismo una
descripcion de las especies vegetales menta y manzanilla, de los polifenoles como
principales biomoléculas que participan en la reduccién durante la fitosintesis y por
ultimo la descripcién de las técnicas microbioldgicas utilizadas como pruebas para la
determinacion de la capacidad bactericida de las nanoparticulas sintetizadas.

En el apartado 2 se describe la metodologia utilizada para la recuperacion de biomasa
a partir de hojas de menta y manzanilla, la fitosintesis utilizando como precursores
metalicos la plata y el titanio, la descripcion metodoldgica para la preparacion de
muestras para las técnicas de caracterizacion, la determinacion de Polifenoles totales,
asi como la descripcion técnica de las diferentes pruebas microbiolégicas necesarias
para realizar pruebas bactericidas a partir de las especies bacterianas Escherichia coli

y Staphylococcus aureus.

En el apartado 3 se describen los resultados obtenidos en la sintesis de
nanoparticulas, la concentracion de polifenoles totales, técnicas de caracterizacion de
las nanoparticulas, primeramente a través del plasmén obtenido por medio de
espectrofotometria UV-Vis, la identificacion de los grupos funcionales presentes en las
fitomoléculas por medio de espectroscopia IR, la obtencion de micrografias de las
nanoparticulas y su indexacion por medio de un TEM; por ultimo los resultados
obtenidos en las pruebas microbiolédgicas, con el porcentaje de reduccién de unidades

formadoras de colonias (UFC) con los tratamientos de nanoparticulas en las bacterias.

Por dltimo, se escriben las conclusiones tomando en cuenta los resultados obtenidos
metodologicamente, analizando la relacion que existe entre la concentracion de
polifenoles totales y el tamafio de las nanoparticulas con la capacidad bactericida

obtenido.
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1. Fundamentos

1.1. Historia de las nanoparticulas

Histoéricamente, los primeros vestigios del uso de nanoparticulas datan del siglo cuatro
A.C., por los Romanos, quienes realizaron interesantes ejemplos del uso de
nanoparticulas, uno de ellos es “La copa de Licurgo”, en la cual se encontraron
nanoparticulas de plata y oro dispersas en forma coloidal, creando asi un efecto
“dicroico” en el vidrio, el cual torna de color verde a rubi dependiendo de la incidencia
de la luz en el objeto, ya sea si la fuente de luz proviene de la parte trasera o frontal
de la copa. En el afio 1990, los cientificos le realizaron pruebas por medio de
microscopia de transmision de electrones (TEM) y difraccion de rayos X, se llego a la
conclusion que el dicroismo de la copa era dado por nanoparticulas de entre 50-100
nm de oro y plata, siendo este también el primer uso de nanoparticulas metalicas

descubierto por parte de la humanidad (Bayda, 2019).

Otro uso de nanoparticulas fue identificado en los vitrales de las iglesias medievales,
en las cuales al pasar la luz se observan colores rojos y amarillos intensos producidos
por la presencia de nanoparticulas metalicas encontradas dentro de este vidrio
(Agrawal et al., 2022); asimismo existen evidencias del uso de nanoparticulas de oro
y cobre en el acabado de cerdmica desde el siglo VII que fueron encontradas en

pueblos islamicos y en Europa (Pradell et al., 2007).

A partir del 2001, uno de los principales enfoques en los que se han dado importantes
avances cientificos y tecnoldgicos, ha sido en las nanociencias y la nanotecnologia
debido a que se han desarrollado nanoparticulas con propiedades y caracteristicas
novedosas derivadas de la disposicion de los atomos en escalas que van de 1 a 100
nm, los cuales pueden diferir de tamafio del material del que estan formados y mostrar

otras caracteristicas debido a su estructura o disposicion (Govindarajan, 2016).

En la actualidad existen diversos métodos con los que se obtienen nanoparticulas,
estos se pueden realizar de dos maneras; una es a partir de materia a gran escala con
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procesos principalmente mecanicos, procesos térmicos, pulverizacion catédica entre
otros, y la otra forma es a partir de atomos o moléculas en procesos como la

biorreduccion, la deposicion quimica de vapor, el sol-gel entre otros (Bayda, 2019).

Las nanoparticulas tienen dos vertientes para su produccién, por un lado, el
acercamiento “Top-down” que implica la descomposicion de materiales hasta llegar a
particulas de tamafos nanométricos; por otro lado, la aproximacién “Bottom-up” hace
referencia a la construccién de nanoestructuras ya sea atomo por atomo o molécula a

molécula a través de métodos fisicos o quimicos.

Enfoque Enfoque
Top-down Bottom-up

Ensamble de atomos de forma individual (iones) o de

Materiales sélidos segmentados en fracciones i )
molécula, en nanoparticulas.

pequeias hasta tamafios nanométricos.

Nanoparticulas 009 o %o
P o 0 000 % © © ° S
o O © 00 4 Oo o
o %0 °oO ° ooo o
—> <= Oooo G— L) %¢ 0%©0°
¢ o ©0o00 o %30 oo

[+}

©° o oee  Sees
0% %00
Nateria a gran escala Microparticulas Clusters Atomos (iones) o

moléculas
Figura 1.1. Enfoques de sintesis de nanoparticulas.

La sintesis de nanoparticulas metalicas ha ganado un gran interés en las dos Ultimas
décadas por sus propiedades y el potencial que estas le brindan, ademas el hecho de
gue pueden ser aplicables en multiples campos cientificos. Métodos para sintetizar
nanoparticulas como la fitosintesis, tienen la capacidad de obtener nanoparticulas de
formas y tamafios diversos dentro del rango nanométrico; también, son amigables con

el ser humano y con el medio ambiente.

La biorreduccién es un método que se utiliza para la sintesis de nanoparticulas
metalicas, se basa en las biomoléculas existentes en organismos vivos que tienen la

capacidad de servir como agentes reductores y estabilizadores; se puede realizar a
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través de extractos de plantas, bacterias, hongos o enzimas (Ettadili et al., 2022). A la
utilizacion de extractos de plantas se le llama fitosintesis de nanoparticulas y es una
forma simple, medioambientalmente amigable, libre de contaminantes y de bajo costo
(Kulkarni, 2014).

Las nanoparticulas metélicas de plata y oro han sido las mas estudiadas por su
capacidad bactericida, antiinflamatoria y en la actualidad por su potencial para ser
usadas como sistemas de suministro de medicamentos en la medicina (Agrawal et al.,
2022); las nanoparticulas de plata poseen caracteristicas Unicas y mejoran la eficiencia
de la plata ibnica; existen muchos mecanismos atribuidos a la actividad antimicrobiana
de la plata (Sim et al., 2018).

Por otra parte, el uso de nanoparticulas de titanio también ha sido desarrollado, se han
estudiado sus aplicaciones médicas por ser considerado un compuesto microbicida,
por ser quimicamente estable, no toxico y econdmico, lo que le brinda excelentes
propiedades antifungicas y antibacterianas contra bacterias Gram positivas y

negativas (Dicastillo, 2020).
1.2. Nanociencias y nanotecnologia

El prefijo “nano” proviene del prefijo griego “enano”, usado para hacer referencia a algo
diminuto. En cuanto a su uso en escalas de medicion, el prefijo nano, es usado para
describir a la mil millonésima parte de un metro es decir 10° metros (Mehlhorn, 2016).
Para el entendimiento de la nanociencia y la nanotecnologia es necesario distinguirlas
correctamente, definiendo a la nanociencia como el estudio de estructuras, particulas
0 moléculas en escalas hanométricas en un rango entre 1-100 nanémetros (nm), es
decir, la construccion del conocimiento generado a través del método cientifico en el

uso de estas estructuras.

Por otra parte, la tecnologia que utiliza estas nanoestructuras o moléculas
nanomeétricas para realizar aplicaciones a través del uso de dispositivos es llamada la

nanotecnologia. El auge de las nanociencias comenzé a partir de principios del afio
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2000 con las primeras aplicaciones en nanotecnologia, las cuales han tenido impacto
en multiples campos de la ciencia, como la de los materiales, fisica, ciencias

ambientales, medicina entre otros (Mansoori et al., 2005).
1.3. Nanomateriales

Los nanomateriales difieren en sus dimensiones, formas, tamafos, composicion y
porosidad; existen diversas formas de clasificarlos, un ejemplo es como
nanomateriales naturales, incidentales y bioinspirados, asi como en funcién de su
origen. De forma natural los nanomateriales pueden ocurrir durante procesos
fisicoguimicos, biogeoquimicos o fisicos propiciados por la naturaleza sin ningun
vinculo o relacién con actividades antropogénicas. Por otra parte, los nanomateriales
accidentales han sido descubiertos de manera intencional de forma directa o indirecta
por actividades antropogénicas, los cuales han ocurrido a través de procesos
industriales creados por el humano. Asi mismo, estan los nanomateriales creados a
través de metodologias de laboratorio o industriales, y por ultimo los nanomateriales
bioinspirados son aquellos que tratan de emular a materiales naturales o
pertenecientes a seres vivos, copiando aquellas caracteristicas que son beneficiosas
para el ser humano como lo pueden ser la hidrofobia de las superficies en algunas

especies de plantas o insectos (Reinosa, 2013).

En otro aspecto, los nanomateriales también se pueden clasificar por su
dimensionalidad (Wang et al., 2020), que pueden ser de la siguiente manera:

Zero-dimensionales (0OD): Son nanomateriales los cuales tienen todas sus
dimensiones en la nanoescala es decir (<100 nm); un ejemplo de interés son las

nanoparticulas metalicas.

Unidimensionales (1D): Los nanomateriales unidimensionales tienen solo una
dimensién (<100 nm), teniendo una relacion de aspecto muy grande; los principales

ejemplos son los nanotubos o nanofibras.

Bidimensionales (2D): Estos nanomateriales tienen dos dimensiones (<100 nm), el

ejemplo mas claro son los nanomateriales laminares (hanosheets).
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Tridimensionales (3D): Los nanomateriales tridimensionales estan compuestos por
elementos de tamafio nanométrico en disposiciones en las cuales tienen tres
dimensiones (>100 nm), son materiales complejos que conforman complejos

estructurales tridimensionales.

Otra clasificacién de los nanomateriales de importancia es a través de su cristalinidad,
y son: cristalinos, semicristalinos y amorfos. En los nanomateriales cristalinos los
atomos que componen el cristal se encuentran distribuidos de forma periodica. Por
otra parte, los nanomateriales semicristalinos o también conocidos como policristalinos

cuentan con multiples regiones en las que se encuentran arreglos periodicos, siendo

los ultimos los amorfos, mismos que no cuentan con una distribucién periédica.

o0

Cristalinos Policristalinos Amorfos

Figura 1.2: Nanomateriales segun su cristalinidad.

Por ultimo, una clasificacion importante de los nanomateriales es en funcion de su
porosidad; los nanomateriales se dividen en tres clases importantes de acuerdo con el

tamafo de sus poros en microporosos, mesoporosos y macroporosos:

Microporosos: Son aquellas estructuras que tienen poros con tamafos <2 nm; por

ejemplo: carbdn activado, zeolitas.

Mesoporosos: Materiales con poros con tamafios entre 2 y 50 nm, como el silice y
oxidos de titanio.
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Macroporosos: Materiales con poros mayores a >50 nm, tal es el caso de los

materiales ceramicos.

1.4. Fitorreduccion de nanoparticulas metalicas a partir de extractos de

plantas

Las plantas han demostrado tener la habilidad de adsorber, hiperacumular, y degradar
de forma natural iones metdlicos y iones de éxidos metalicos presentes en el medio
ambiente (Kulkarni, 2014). De esta manera el uso de extractos de plantas utilizadas
como agentes reductores y estabilizadores en la produccion de nanoparticulas
metdlicas ha demostrado ser una buena alternativa debido a su gran relaciéon costo

beneficio y el hecho de ser amigable con el medio ambiente.

Extractos de varias partes de plantas que incluyen la raiz, el tallo, las hojas, las semillas
y los frutos han demostrado su efectividad para la preparacion de nanoparticulas. Se
ha observado que el origen de la parte de la planta que se utiliza para la biorreduccion
tiene influencia directa en la caracterizacion de las NPs debido al cambio en las
concentraciones y combinaciones de los agentes reductores organicos existentes en

la planta.

Los agentes reductores en plantas incluyen diversos metabolitos solubles en agua, por
ejemplo: los alcaloides, terpenoides, compuestos fendlicos, asi como coenzimas.
Debido a la gran cantidad de quimicos involucrados, la biorreduccion es un proceso
complejo, pero que a la vez permite obtener nanoparticulas con resultados replicables
(Dobrucka, 2017).

La fitorreduccion de iones metalicos a nanoparticulas metalicas es un proceso rapido
gue puede realizarse en condiciones de temperatura y presibn ambiente, ser
facilmente escalable y es amigable con el medio ambiente. Hasta este momento la
sintesis de nanoparticulas basada en extracto de plantas ha sido realizado para
diversos metales como la plata, el oro, el hierro, el paladio, el litio, diversos oxidos
metalicos como (ZnO, TiO2, CuO), entre otros (Nasrollahzadeh, 2019).
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1.5. Menta (Mentha piperita)

La menta es una planta que pertenece a la familia Lamiaceae, es un hibrido entre
hierbabuena (Mentha spicata) y menta acuatica (Mentha acuatica). Aunque su origen
es del mediterraneo, es cultivada alrededor del mundo y es usada por su fragancia, su
sabor y sus tradicionales aplicaciones médicas y farmacéuticas. El aceite de menta es
uno de los aceites esenciales mas producidos a nivel mundial (Iscan et al., 2002).
Tradicionalmente la menta es usada como té, forma parte de diversos platillos
culinarios, y dentro de sus usos médicos, destaca su capacidad antiinflamatoria,
antiespasmodica y analgésica. También ha sido usada para tratar las nauseas, la
bronquitis, colitis entre otros; sus aceites esenciales son comunmente utilizados como

antipirético y antisépticos.

Las hojas de menta tienen elementos antioxidantes, antibacteriales y antifingicos
como el mentol, la mentona, el acetato de metilo, asi como flavonoides, &cidos
fendlicos como el cafeico y el rosmarinico, aminoacidos y terpenos. La interaccion a
nivel molecular entre estas moléculas y los iones metalicos es el principal factor para
la sintesis de nanoparticulas metdlicas, e influencian en su composicion, tamafio y
forma. En el Ultimo afio, se ha explorado el uso de las hojas de menta para obtener
nanoparticulas de oro (Mariychuk, 2021), plata y aluminato de cobalto (Gingasu et al.,
2021). El extracto de hojas de plantas del género Mentha es una opcién viable para la

fitorreduccién de nanoparticulas metalicas, como lo muestra la Tabla 1.

Tabla 1.1. Estudios cientificos de sintesis de nanoparticulas metalicas fitosintetizadas

con especies del género Mentha.

M. piperita (Mariychuk, 2021)
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ZnO M. spicata | 74.68 promedio | (Abdelkhalek et al.,
2020)
Ag M. asiatica 8.31-14.4 (Ibrahim et al., 2014)

1.6.-Manzanilla (Chamaemelum nobile)

Chamaemelum nobile cominmente conocida como manzanilla es una planta de la
familia Asteraceae. Posee capacidades antibacteriales, antifungicas, insecticidas,
antiinflamatorias, hipoalergénicas, antioxidantes, entre otros efectos (Al-Snafi, 2016).
Se encuentra extensamente distribuida en Asia, Europa, Africa y América del Norte,
es comunmente cultivada alrededor del mundo. Su uso tradicional es a través de
infusiones frias o calientes, utilizadas para mejorar la digestion, como
antiespasmaodico, para reducir el dolor causado por dismenorrea 0 como antiemético;
asi mismo se utilizan sus aceites esenciales como carminativo, y célicos causados por

espasmos intestinales.

Dentro de sus constituyentes se encuentran aceites volatiles, terpenos, flavonoides,
acidos fendlicos, esteroides y polisacéaridos; en forma de infusién, C. nobile es una
fuente de acidos fendlicos y organicos (oxalico, quinico, malico, citrico y fumarico)
(Fauconnier, 1996). Dentro de sus usos para la sintesis de nanoparticulas a través de
extractos acuosos, C. nobile ha sido utilizada para la sintesis de nanoparticulas;

algunos estudios relevantes son los siguientes.

Tabla 1.2. Estudios cientificos de sintesis de nanoparticulas metalicas fitosintetizadas

con especies del género Chamemelum nobile.
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AgNO3 Ag Chamaemelum | 47.3 promedio | (Erjaee, 2017)
nobile

Zn[CH3COO]2 Zn[OH]2 Chamaemelum | 36.8 promedio | (Ghaedi et al.,
nobile 2015)

1.7. Caracteristicas y aplicaciones de la plata (Ag) y titanio (TI)

Entre los metales de transicion, la plata es un metal especialmente atractivo debido a
la dependencia entre sus propiedades Opticas y alta eficiencia de la excitacion de
plasma con su forma, tamafo, dispersion y, ademas, su alta conductividad térmica y
eléctrica. Estas propiedades han generado prometedoras aplicaciones de las
nanoparticulas de plata en catalisis para la oxidacion selectiva de estireno,
recubrimientos antimicrobianos amigables con el ambiente, sensores 6pticos de
tiempo real, fotocatalisis, impresiones electronicas, fotonicas, entre otras (Chen et al.,
2007).

El titanio es un metal de transicion, usado en la industria para diversas aplicaciones
por sus propiedades como su alta resistencia mecanica combinada con una baja
densidad, y una mejorada resistencia a la corrosion, también se encuentra en
aplicaciones como: la medicina, la industria de los pigmentos, la joyeria, la industria
aeroespacial y la nautica. Este metal se encuentra en varios minerales incluido el rutilo

y la ilmenita y se halla disperso alrededor de la corteza terrestre (Rack y Qaz, 2006).

Las nanoparticulas de titanio han sido utilizadas para mejorar las propiedades
electrodpticas en dispositivos de cristal liquido; en cuanto a su uso en biosintesis de
nanoparticulas metélicas, se han realizado mdltiples estudios por el método de
biorreduccion, como la obtencion de nanoparticulas dioxido de titanio a partir de
Lactobacillus sp. (Jha et al., 2010), a través del uso de garbanzo (Cicer arietinum)

(Kashale et al., 2016), o Echinacea purpurea (Dobrucka, 2017).
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1.8. Espectroscopia

La espectroscopia es el estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética y
la materia, con absorcién o emision de energia radiante y conforma parte importante

del estudio de los materiales.

El andlisis del espectro electromagnético en la espectroscopia se basa en detectar la
absorcion o emision de radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda, en
relacion con los niveles de energia implicados en una transicién cuantica (Zhang,
2009).

Las diferentes técnicas suelen basarse en la medicion de los siguientes fendmenos
opticos:

e La absorcion

e Ladispersion

e Laemision de luz
Mismos fendmenos que contienen informacién sobre las propiedades de los
materiales.
Las técnicas més utilizadas dentro de la espectroscopia son:

e La absorcion de luz (UV-vis)

e La fotoluminiscencia (PL)

e La absorcion en el infrarrojo (IR)
e La dispersion Raman

e Dispersion dinamica de la luz

1.9. Espectrofotometria UV-VIS

La espectroscopia UV-visible es una de las técnicas Opticas mas sencillas y utiles para

estudiar las propiedades Opticas y electrénicas de los nanomateriales. Esta técnica se
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basa en la medicion de la absorcion de la luz por parte de una muestra, normalmente

utilizando espectrofotometros UV (Zhang et al., 2009).

Si la muestra en el UV-VIS (basandose en el principio de la ley de Beer) absorbe luz
en alguna longitud de onda, la luz transmitida se reducira. La intensidad de la luz
transmitida se mostrard como una grafica representada en funcion de la longitud de
onda de la luz que ensefia el espectro de absorcion de la muestra, demostrando curvas
en las que el pico maximo de absorbancia se encuentra generalmente en un rango
entre 200 y 800 nm (Zhang et al., 2009).

1.10. Plasmén de resonancia superficial localizado

Las propiedades oOpticas de las nanoestructuras metalicas en la region visible estan
dominadas por la absorcién de plasmones superficiales causada por la oscilacion
colectiva de los electrones de la banda de conduccién en respuesta al campo eléctrico

de la radiacion luminosa.

El plasmon de resonancia superficial localizado es una oscilacion coherente de los
electrones superficiales de conduccidon excitados por medio de radiacion
electromagnética. En metales el plasmon de resonancia superficial permite identificar
de forma caracteristica a los metales, utilizando espectroscopia UV-VIS (Willlets et al.,
2007).

1.11. Microscopia electrénica de transmision (TEM).

La microscopia electronica de transmisiéon (TEM) por sus siglas en inglés, es una
herramienta de caracterizacion de alta resolucion espacial para la caracterizacion
estructural y quimica. Un TEM moderno tiene la capacidad de obtener imagenes
directas de los &tomos de las muestras cristalinas a resoluciones cercanas a 0.1 nm,

mas pequefias que la distancia interatémica.
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Este tipo de analisis es extremadamente importante para caracterizar materiales. El
TEM puede utilizarse para caracterizar nhanomateriales y de esta manera obtener

informacion sobre el tamafio de las particulas, la forma, la cristalinidad, etc.

El TEM funciona a partir de hacer pasar un haz de electrones sobre la muestra, la
interaccion entre el haz de electrones y la muestra genera electrones elastica e
inelasticamente dispersos, junto con algunos electrones no dispersos (Zhang et al.,
20009).

Una de las caracteristicas mas importantes en la caracterizacién de un material es la
determinacion estructural. Dado que las nanoestructuras suelen ser demasiado
pequefias para ser visualizadas con microscopios Opticos convencionales, es
importante utilizar herramientas adecuadas para caracterizar a nivel molecular la

estructura, la superficie y el tamafio de los materiales en tamafios nanométricos.

Esto es importante no sélo para comprender sus propiedades fundamentales sino
como también para realizar pruebas en la investigacion de nuevos materiales. Existen
varias técnicas experimentales que pueden utilizarse para caracterizar las propiedades
estructurales y superficiales de los nanomateriales, ya sea directa o indirectamente
(Rao et al., 2010).

1.12. Compuestos fendlicos en plantas

Los compuestos fendlicos o polifenoles son moléculas de origen natural las cuales son
sintetizados como metabolitos secundarios de las plantas, derivadas de las vias del
shiquimato, su importancia en el reino vegetal es tal que existen especies de plantas
a las cuales se les atribuyen la capacidad de sintetizar miles de compuestos fenélicos
diferentes (Munin, 2011).

Diferentes especies de plantas tienen contenidos de polifenoles dependiendo diversas
caracteristicas de la planta, como la especie, el grado de madurez, la composicion del
suelo en que se encuentra, las condiciones ambientales a las que se somete, entre

otras; asimismo, los compuestos fendlicos forman parte de las funciones fisiol6gicas
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de diversas plantas y responden como mecanismos de defensa de estrés, a

condiciones adversas y agresiones de patdgenos e insectos (Manach et al, 2004).

Molecularmente la composicion de los compuestos fendlicos se caracteriza por tener
uno o mas anillos arométicos con al menos un grupo hidroxilo enlazado, su diversidad
estructural le permite tener desde compuestos simples hasta algunos de gran
complejidad. La clasificacion de estos compuestos fendlicos, en general, es la de
flavonoides y no flavonoides, dentro del grupo de los flavonoides se pueden encontrar
a los: flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas y chalconas; por otra
parte, como parte los no flavonoides, se encuentran a los &cidos hidroxibenzoicos,
hidroxicinamicos, polifenoles volatiles, y otros compuestos como lignanos (Valencia et
al., 2017). Dentro de las fitomoléculas reportadas que influyen en la sintesis de
nanoparticulas, se asocia a los compuestos fendlicos como los principales actores, por
su increible capacidad de oxidar, convirtiéndolos en antioxidantes (Nasrollahzadeh,
2019).

1.13 Determinacion de fenoles totales por el ensayo con reactivo Folin -

Ciocalteu

Los fenoles son compuestos quimicos de gran importancia y su estudio ha tenido un
amplio auge por su excelente capacidad de oxidacion. La determinacién de fenoles
totales en plantas se obtiene principalmente de dos formas, a través del ensayo de
vainillina y con el ensayo de Folin-Ciocalteu (FC). Este ultimo es un método que se
basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes,
especificamente en la reaccion del molibdato y el tungstato sddico que al reaccionar
con el reactivo forman complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en Oxidos, de

tungsteno y molibdeno de una coloracion azul intensa (Avella, 2008).
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Figura 1.3. Esquema de reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu.

La determinacion de fenoles totales y compuestos oxidantes, a partir del reactivo FC
en extractos de plantas, se realiza a partir de equivalentes de acido galico utilizando
patrones de reactivo FC y acido galico que, con la ayuda de un espectrofotometro que
lee la absorbancia a 765 nm en el espectrometro de ultravioleta-visible, permite
obtener una curva de calibracién lineal para determinar la concentracion de una

muestra (Julkunen, 1985).
1.14 Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares; son células procariotas (nucleo primitivo),
es decir que no cuentan con una membrana nuclear; estos organismos pueden ser de

diversos tamafos, pero en su gran mayoria microscopico (micrometros).
Con respecto a la forma de las bacterias estas se clasifican en:

e Cocos: Bacterias que tienen una forma circular o ligeramente ovalada.
e Bacilos: Son bacterias con una morfologia similar a una forma cilindrica,
elongadas.
e Vibrio: Estas son bacterias curvadas con una forma similar a la de una coma.
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e Espirilos: Son bacterias con una forma helicoidal.
e Espiroquetas: Bacterias con una forma helicoidal flexible, forma que a su vez

funge como un sistema de locomocion.

Para confirmar la morfologia bacteriana, por su tamafio no se puede realizar a simple
vista, se requiere del uso de microscopios electrénicos o, para el caso de un
microscopio Optico de campo claro, se utiliza con un aumento de 100X utilizando aceite
de inmersidn. Con respecto a la forma de reproduccién, las bacterias realizan fision

binaria, por lo que es muy facil su proliferacion cuando las condiciones son adecuadas.

La identificacion bacteriana se puede realizar con preparaciones en fresco o con
tincion. Las tinciones se basan en agregar una coloracibn a las estructuras
bacterianas, y se basan en la afinidad que presentan algunos colorantes a estas
estructuras bacterianas. Las tinciones pueden ser simples, diferenciales o especiales
de tal forma que la tincion sea significativa; para este trabajo es relevante destacar las
tinciones diferenciales como la tincion Gram o la tincion Ziehl Neelsen, que permiten
observar a las bacterias a través de su coloracion y ademas permiten diferenciarlas a
través del uso de mas de un colorante que actia de forma distinta dependiendo del

tipo de microorganismo.

Una de las principales formas de diferenciar las bacterias es a través de su pared
celular; la gran concentracion de los solutos dentro de las bacterias hace que tengan
una alta presion osmdtica intercelular, por lo que estos organismos requieren de una

pared celular que soporte estas condiciones y permita mantener su morfologia.

Los dos tipos de pared celular bacteriana son los Gram positivo y negativo nombrados
de esta manera por su diferencia en la coloracion de la pared, durante el método de
tincion descubierto en el sigo XIX por el microbiélogo danés Hans Christian Joachim
Gram (Hernandez et al., 2022).
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Figura 1.4. Esquema de la pared celular de bacterias Gram +y Gram -.

1.15 Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli es una parte importante de la microflora que se encuentra
en el intestino de seres humanos y mamiferos de sangre caliente. Esta bacteria; sin
embargo, también es patégena y es la causante de diversas enfermedades entre ellas
la diarrea o la disenteria entre sus seis patotipos, el nombre proviene de Theodor
Escherich, el cual fue la primera persona en aislarla a partir de heces fecales en 1885
(Kaper et al., 2004).

E. coli es una enterobacteria Gram-negativa de la familia Enterobacteriaceae, es un
coliforme fecal, su tamafio tan pequefio requiere su observacion en microscopio o en
colonias bacterianas en medio de cultivo, estos organismos nativos del tracto
gastrointestinal, pueden infectar y diseminarse en la sangre, sistema nervioso e higado
por lo que evitar la existencia de esta bacteria en vida libre es una necesidad, ya que
su mecanismo de transmisién es a través de la via “fecal-oral’; E. coli se encuentran
en la materia fecal por lo que se puede encontrar como contaminaciéon en agua o

alimentos (Rock y Rivera, 2014).
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E. coli ha sido muy estudiada a nivel molecular, es conocida como el “caballo de batalla
de la biologia molecular”; por su amplio estudio, E. coli ha sido utilizada como un
bioindicador en ensayos de toxicologia con las pruebas LD50 y EC50; ensayos que se
comprueban en una siembra en placa a través de la disminucién de las colonias

bacterianas.

Figura 1.5: Micrografia SEM de E. coli. Fuente: Dennis Kunkel Microscopy
https://www.denniskunkel.com/

La bacteria E. coli tiene las siguientes caracteristicas.

Tabla 1.3: Pardmetros de supervivencia de la bacteria E. coli.

35-40 °C

7-8 °C

46 °C
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0.95

0.995

4.4-10

6 -7

1.16 Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria la cual se identificé por primera vez en el afio de 1880 en un
absceso de infeccion humana; de igual manera en 1884 se identificO por primera vez

como una fuente de contaminacion alimenticia.

Desde entonces S. aureus es conocida como una bacteria patdgena muy frecuente y
un comun residente de los seres humanos y animales, siendo aproximadamente que
entre un 20 a 50% de las personas han sido portadoras a largo plazo, principalmente

por encontrarse en la flora de la piel o encontrarse en las fosas nasales.

S. aureus es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa sin movilidad, la cual
no es formadora de esporas y con una morfologia esférica pequefa formando desde
pares hasta racimos con forma de uva; a pesar de no ser un formador de esporas S.
aureus tiene la capacidad de sobrevivir a un amplio rango de temperaturas, asi mismo,
tiene la capacidad de sobrevivir a potenciales condiciones secas y con estrés
ambiental, como es el caso de su presencia en las fosas nasales, en la piel humana o
en superficies en las cuales puede sobrevivir (Motarjemi et al., 2013).
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Tabla 1.4: Parametros de supervivencia de la bacteria S. aureus.

30-37 °C

7°C

48.5 °C

4.2-9.3

7-7.5
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Metodologia

Para la realizacion metodologia de este trabajo se requirié de los siguientes equipos y

reactivos:

Tabla 2.1: Reactivos y equipos utilizados

Nitrato de plata (AgNOs) 99.0% Sigma Aldrich
Oxido de titanio (TiOz2) 99.89% Sigma Aldrich
Solucién buffer pH 4 JT5606-1 J.T. Baker
Acido nitrico 70.0% J.T. Baker
Carbonato de sodio Fermont
Acido gélico Sigma Aldrich
Etanol 96%

Agua desionizada

Agar de tripticaseina BD Bioxon
Agar sal y manitol BD Bioxon
Agar eosina azul de metilo BD Bioxon
Medio MIO BD Bioxon
Caldo de cultivo de tripticaseina BD Bioxon
Cloruro de sodio 99.0% J.T Baker
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No Equipo MARCA Y MODELO
1 Potenciometro de bolsillo Hanna Hanna HI198130
2 Balanza analitica OHAUS OHAUS Frontier 5714
3 UV-Vis Thermoscientific evolution array Thermoscientific
4 Bafio ultrasonico DTN SB-5200
5 Base para filtro 0.45 pm Whatman
6 Microscopio electronico de transmision JEOL JEM-2010F
FasTem
7 Rejillas de soporte de cobre recubiertas con
carbon y Formvar de 300 mesh.

2.1. Procesamiento de la biomasa

Se obtuvieron 20 plantas maduras de Chamaemelum nobile (manzanilla) y 20 mas de
Mentha piperita (menta) de huerto, la seleccion de plantas maduras se realiz6 para
comprobar la concentracién de polifenoles totales en el estado de madurez, ya que la
concentracion de polifenoles varia dependiendo la etapa del ciclo de vida en el que se
encuentra la planta, asi como el estrés causado por factores abiéticos (Sierra, 2015);
estas plantas posteriormente fueron lavadas con agua corriente hasta dejar el agua

clara para eliminar los residuos existentes en la biomasa.

Una vez limpia la biomasa se dejo secar a temperatura ambiente en una capa de papel,
en un cuarto obscuro durante 30 dias. Posteriormente, se seccionaron las hojas de las
plantas, mismas que se llevaron a un horno de secado Riossa H-33, extendidas sobre

papel aluminio, a una temperatura de 50 °C +-5 °C por 24 h.
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Una vez retirado el contenido hidrico se procedié a triturar las hojas de las plantas
secas en un mortero de agata y tamizar a 100 mesh (149 um) hasta obtener un polvo

fino.

Se observé que la biomasa de manzanilla tiene un color verde oliva y una textura
ligeramente no homogénea, mientras que la biomasa de menta es de color verde
obscuro y cuenta con una textura homogénea. Por ultimo, las biomasas fueron

guardadas en contenedores de vidrio en la obscuridad para su posterior uso.

2.2. Preparacion de soluciones de precursores metalicos

Se prepararon 100 mL de soluciones de AgNOs a 0.1 My TiO2 a 0.1 M con agua
desionizada. El pH se obtuvo con un potenciometro portatil Hanna HI98130, calibrado
con soluciones buffer pH 7 JT5608-1 y pH 4 JT5606-1 de JT Baker. Posteriormente, a
cada solucion metalica se le modificé el pH a 4 empleando una solucién de HNO3 0.15
M.

2.3. Proceso de obtencidn de extracto de biomasa.

Para poder obtener un extracto acuoso de cada una de las biomasas obtenidas
(manzanilla o menta), primero, se prepararon 200 mL de disolucion etanol agua al 80%
v/v; en un frasco de polipropileno, se utilizaron 25 mL de esta solucidn, a los cuales se
le anadieron, por separado, 125 mg de polvo de cada una de las biomasas. Cada una
de las mezclas se dejan reposar por 15 min a 4 °C en la obscuridad, el extracto
obtenido de color verde se filtr6 con una membrana de nitrocelulosa 0.45 pm
(Whatman).

2.4. Sintesis de nanoparticulas.

En tubos de polipropileno de 15 ml se mezclaron volumenes iguales de cada una de
las soluciones metalicas y extracto vegetal (5:5 mL). Una vez mezclados, los 4 tubos
con solucidn se colocaron dentro del bafio ultrasénico durante 15 miny 20 °C; una vez
terminado el tiempo se dejaron reposar por 5 min més. Por ultimo, los tubos de

polipropileno se centrifugaron de nuevo a 5000 rpm durante 20 min.
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Las muestras se separaron por decantacion; por un lado, queda el sobrenadante y por
otra, el del precipitado este ultimo fue destinado a confinamiento y el sobrenadante se

mantuvo en refrigeracion a 4 °C en frascos ambar para su posterior caracterizacion.

FITOSINTESIS DE NANOPARTICULAS

NUCLEACION lones metalicos O
O O H— O ®
“e ®
@ ]

ve
@
O , oo °.
ESTABILIZACION ®

Biomoléculas de
extractos de menta

o manzanilla
Nanoparticulas
Figura 2.1. Proceso de sintesis de nanoparticulas.

2.5.-Caracterizacion de nanoparticulas por espectroscopia UV-vis

La respuesta optica de los metales Ag y Ti de las nanoparticulas, se realizé por UV-
Vis tomando un barrido en el rango de 200 a 900 nm (A), utilizando el espectrofotometro

UV-Vis con celdas de cuarzo y como blanco agua desionizada.

2.6. Microscopia electronica de transmision

Se realiz6 la preparacion de las muestras a analizar utilizando rejillas de soporte de
cobre recubiertas con carbon y Formvar de 300 mesh, las cuales se manipularon con
pinzas de precision. A cada una de estas rejillas se les agregd una gota del
sobrenadante, obtenido en el apartado anterior, por separado. En el sobrenadante se
encuentran las nanoparticulas de Ag o Ti. Una vez colocada la muestra sobre las
rejillas, se dejaron en desecador por dos dias para eliminar la humedad existente en
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ellas. Los analisis se realizaron utilizando el microscopio analitico de resolucién
atomica JEOL JEM-2010F FasTem en el Instituto de Materiales de la UNAM, el cual
esta equipado con un cafion de emision de campo, con una resolucion de 82 pm en
modo STEM, también cuenta con un detector EDS que mide la quimica elemental,

todo ello permitié observar la estructura atobmica de las nanoparticulas sintetizadas.

Las micrografias fueron indexadas para obtener la distancia interplanar de las
estructuras cristalinas de las nanoparticulas e identificar el material cristalino
correspondiente al sistema sintetizado, para esto se utilizo el software GSM 3 Gatan
DigitalMicrograph version 3.51, con el cual se analizaron las micrografias en formato
.dm4 vy .tiff. Por Ultimo, la distancia interplanar se comparo con tarjetas cristalograficas
obtenidas del software PCPDFWIN version 2.2.

CARACTERIZACION POR MICROSCOPIA

TEM
Microscopia electrénica de transmision

Figura 2.2: Diagrama de caracterizacion de nanoparticulas por TEM. Fuente:

Elaboracion propia, micrografias propias.

2.7.-Pruebas de actividad microbicida

Se evaluo la actividad antimicrobiana de las NPs de plata y titanio obtenidas a partir

de menta y manzanilla. Para el estudio se emplearon los microorganismos modelo:

41



Metodologia

Escherichia coli (Bacteria Gram negativa), que son microorganismos ampliamente
utilizados en experimentos de actividad bacteriana y se asocian con la contaminacion
por materia fecal en el agua, asi como el microorganismo Staphylococcus aureus
(bacteria Gram positiva), conocido como el estafilococo dorado, bacteria que causa
infecciones cutdneas y en mucosas que puede causar neumonia. Estas bacterias
fueron seleccionadas por ser patdgenos comunes en seres humanos facilmente
encontradas como fuente de contaminacion en cuerpos de agua y alimentos, asi como

por su diferenciacién Gram.

Para comprobar las cepas bacterianas, se realizaron diversas pruebas microbiolégicas
gue permitan confirmar el género bacteriano, asi como la clase bacteriana. Se
realizaron cultivos de las cepas bacterianas de E. coliy S. aureus en tubos de Agar de
tripticaseina (TSA), los cuales fueron resembrados en placas Petri con TSA utilizando
la técnica de estria cruzada misma técnica que se realiza con un barrido con asa de
inoculacion bacterioldgica sobre el medio de cultivo para la obtencién de colonia

tipicas, las cuales fueron identificadas morfolégicamente de forma macroscopica.

Asi mismo se realizo la técnica de clasificacion bacteriana de Tincibn Gram, para
identificar si las bacterias son Gram positivo 0 negativo en el microscopio éptico, con

lo que se confirmo el Gram de cada una de las cepas utilizadas.

Se realizaron pruebas confirmativas de las cepas bacterianas de E. coliy S. aureus; a
partir de estas cepas se realizaron siembras en los medios de cultivo selectivos
(medios que permiten el crecimiento de un grupo bacteriano mientras inhibe el
crecimiento de otros grupos), los medios selectivos seleccionados para esta
investigacién y afines a las bacterias seleccionadas fueron los siguientes: sal y manitol
(para Staphylococcus), Eosina azul de metileno (medio selectivo de bacterias
coliformes y enterobacterias), MIO (medio selectivo de confirmacion de movilidad
bacteriana), asi como en reactivo de Kovacs (produccion de indol en bacterias Gram
negativas).
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BACTERICIDA
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Figura 2.3: Diagrama de ensayos microbiolégicos por prueba bactericida de

nanoparticulas.

2.8. Siembra de cepas control.

Se prepararon tubos microbiolégicos con TSA (Bioxon) con la técnica de plagueo de
pico de flauta a 45°, esta técnica de siembra de estria permite una preservacion de las
cepas bacterianas viables y a partir de ellas poder realizar resiembras; en estos tubos
se sembro una asada de la cepa E. Coliy S. aureus y se incubaron de 18 a 24 h a 36
+1°C.

A partir de estos cultivos, se realizaron resiembras en TSA (Bioxon), para lo que se
hizo una preparacion de agar en agua desionizada siguiendo las instrucciones del
fabricante, poniéndolo a hervir para posteriormente esterilizarlo en frascos
microbiolégicos a 121 °C + 1 °C a una presion de 1.5 + 0.25 kg/cm? durante 15 min en
autoclave, con el objetivo de tener un medio de cultivo estéril a una temperatura mayor
a 45 °C para su posterior preparacion. En placas Petri las cuales fueron previamente
esterilizadas a 170 °C por 2 h en horno de calor seco, se verti6 el TSA hasta la
gelificacion a 45 °C, y una vez solidificado se realizaron las resiembras de las cepas
en con la técnica de estria cruzada para obtener colonias tipicas, las cuales se
incubaron de 18 a24 ha 36 + 1 °C. Las resiembras se realizaron para poder mantener
muestras bacterianas viables y realizar resiembras en caldo de cultivo (TSB) para los

ensayos de actividad microbicida por el método de diluciones sucesivas.
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A partir de estos cultivos se realizan resiembras en caldo de soya tripticaseina (TSB,
Bioxon), en tubos con TSB previamente preparados de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y esterilizados en autoclave. Se siembra una asada de la cepa control
en aproximadamente 10 mL de caldo TSB en tubo de ensaye y se incuba de 18 a 24
h a 36 + 1 °C, con el objetivo de tener el mayor numero de bacterias de las cepas de

E. Coliy S. aureus.
2.9. Ensayo de diluciones sucesivas.

Se prepar6 un indculo, basandose en la técnica microbiolégica de diluciones
sucesivas, tomando como base la Norma Oficial Mexicana (NOM-110-SSA1-1994), se
efectdan diluciones de la cepa, tomando un mililitro de la suspension bacteriana en
TSB (homogenizar previamente en vortex), y se transfiere a un tubo de ensaye que
contenga 9 mL de solucién salina estéril al 0.85%, obteniendo de esta manera la
primera dilucién la cual corresponde a 1x10? unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL).

Se prosigue con las diluciones hasta llegar a tener 7 diluciones, donde cada una de
estas diluciones representa un 1/10 unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL) que la anterior, de forma que al llegar a la tltima dilucién representa un 1*10°
” bacterias que las existentes en el inéculo original, estas diluciones se homogenizan
cada vez con la ayuda del agitador de tubos vortex, el volumen de muestra o la dilucion
elegida para la siembra es aquella en que se sospecha que se tendra un nimero de

colonias que podran ser contadas y no se superponen entre unas y otras.
2.10. Estudio de la actividad antimicrobiana.

A partir de las diluciones 1x10°, 1x10°, 1x107 se coloc6é 1 mL del inéculo de
Escherichia coli o Staphylococcus aureus, de manera independiente en cajas Petri por
duplicado, se adicion6 1 mL de las soluciones de NPs metélicas previamente
preparadas de plata-menta, plata-manzanilla, titanio-menta y titanio-manzanilla,
dandoles un tiempo de contacto de 15 min. Consecutivamente, se adicionaron 10 mL

de medio preparado de TSA, homogeneizado perfectamente, y cada una de esta serie

44



Metodologia

de experimentacion microbioldgica se realizé por triplicado. Se incluyeron controles:
controles positivos sin nanoparticulas que seran el punto de comparacion de UFC, y
de igual manera, se tomaron en cuenta controles solo con nanoparticulas para
comprobar la posible existencia de contaminacion bacteriana; posteriormente, se
dejaron solidificar y se incubaron a 36 + 1 °C por 24 h.

* Plata-manzanilla
* Plata-menta 100

tml iml iml iml iml iml iml + Titanio-manzanilla mg/L
* Titanio-menta

mmmmmmm

+  Escherichia coli
+  Strepfococcus aureus

ﬁw_. ' |

1107 17107 17107 1°10* 171077 17107 1%107

UFC
Conteo

7

Figura 2.4. Diagrama del método de diluciones sucesivas realizado, utilizando NPs

de plata y titanio.

Una vez concluido el periodo de incubacién, se contabilizaron las UFC/mL, de cada
una de las diluciones, teniendo en consideracion que las NPs inhibieran el desarrollo
bacteriano o que eliminaran el 90% de las bacterias presentes en medio,

comparandolo con el control positivo.

2.11. Determinacién de fenoles totales por medio del ensayo con reactivo
Folin-Ciocalteu (FC)

En la fitosintesis de nanoparticulas se reporta que el principal agente reductor en las
fitomoléculas de los extractos de plantas son los compuestos fendlicos (flavonoides,
terpenos, polifenoles), mismos que por su alta capacidad de oxidacion son

considerados antioxidantes; se escogio el método de determinacién de fenoles totales
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y compuestos antioxidantes de Singleton, utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu
(Singleton, 1974).

Se realiz6 la determinacion de los fenoles totales en los extractos de manzanilla y
menta, utilizando el reactivo FC, que, por medio de una reaccion de oxidacién, permite
obtener 6xidos azules de tungsteno y molibdeno, en equivalentes de acido gélico en

mg/L cuyos resultados se pueden leer en una curva de calibracion.

La curva de calibracion se realiz6 a partir de una disolucion stock de acido galico de 1
mg/mL se realizaron 7 patrones de concentraciones conocidas (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.7,
1.0y 1.2 mL) asi como un blanco y se aforaron a 10 mL en matraces.

Asi mismo se realizaron disoluciones de carbonato de sodio (Na2COs3) anhidro al 10%
con agua desionizada aforados a 10 mL; como ultimo preparativo, se realizaron
diluciones 1/5 de los extractos de menta y manzanilla previamente obtenidos para
facilitar la lectura de las muestras preparadas, estas diluciones se tomaran para la

obtencion de la concentracion de fenoles totales.

A continuacion, se realizaron los patrones para la determinacion de FC, esta vez en
tubos de ensayo de 10 mL en los cuales y en el orden siguiente se agregaron: 0.5 mL
del reactivo FC con un color amarillo caracteristico, 0.5 mL del patron de acido galico
correspondiente, 1 mL de carbonato de sodio al 10% y 8 mL de agua desionizada. Se
aplicé el mismo procedimiento para preparar los extractos de manzanilla y menta,
agregando 0.5 mL en sustitucion de los 0.5 mL del patron de acido galico, teniendo asi

un blanco 7 patrones y 2 muestras.

Por ultimo, se realizé una curva de calibracion utilizando el blanco y los 7 patrones de
acido galico, misma que permitié determinar la concentracion de equivalentes de acido

galico en las muestras preparadas en este trabajo.
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3. Resultados

3.1. Procesamiento de la biomasa

La adecuacion de la biomasa (hojas) de las especies Chamaemelum nobile y Mentha
piperita se presentd sin complicaciones, las condiciones establecidas para su
obtencion permitieron la recuperacion de la biomasa de las hojas en su totalidad; sin
embargo, las hojas de manzanilla al ser sésiles y de un tamafio pequefio requirieron
un mayor tiempo para su obtencion con respecto a las de menta, misma situacion que
ocurrié con la pulverizacion en mortero de agata; ambas biomasas se tamizaron en un
tamiz de laboratorio con malla de 100 mesh para obtener un tamafio de particula de

149 um, el diagrama general del proceso realizado es el siguiente:

PREPARACION DE EXTRACTOS ACUOSOS

Mentha piperita g 125mg en 25 mL etanol-agua
80-20 vfv

#

Chamaemelum nobile

* filtro de 0.45 um

Figura 3.1. Diagrama de obtencién de extractos acuosos de biomasa.

Se utilizaron 20 plantas maduras de las especies Chamaemelum noble y Mentha

piperita se pudieron obtener las siguientes cantidades de biomasa de las hojas.

Tabla 3.1. Biomasas obtenidas (hojas)
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3.2. Preparacion de soluciones de precursores metalicos

Las soluciones preparadas de AgNO3 0.1 M y TiO2 0.1 M con agua desionizada,
presentaron los siguientes valores de pH previos al ajuste:

Tabla 3.2. pH de soluciones de precursores metalicos previo ajuste de pH

El ajuste de pH 4 de estas soluciones se realizd con acido nitrico al 0.1 M.

La preparacion de las soluciones de precursores metélicos se realizo de forma general
de acuerdo con el siguiente diagrama:

Preparacion de soluciones precursoras

Ajuste de

. pHa 4
PRECURSORES METALICOS

oM

TT It —

Figura 3.2. Diagrama de preparacion de soluciones precursoras metalicas al 0.1 M
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3.3. Fitosintesis de nanoparticulas.

Una forma inicial para confirmar la formacion de nanoparticulas es a través de un
cambio de coloracién, una vez que el extracto de biomasa y la solucién de precursores
metalicos entran en contacto comienza el proceso de reduccidén de los metales en
forma ionica, formando nanoparticulas metélicas a través de procesos de nucleacion
y estabilizacién, observables cuando se comienzan a mezclar las partes de la sintesis,
mismas que en una suspension coloidal absorben y transmiten parte del espectro de
radiacion UV-visible, lo que le permiten tener una coloracién caracteristica y visible de
acuerdo a su tamano y forma (Gonzales et al., 2014); en general se ha reportado que
una suspension de nanoparticulas de plata esféricas tienen una coloracion que va del
amarrillo al café dependiendo de su concentracion (Gabriela et al., 2017), y las de
titanio tienen una coloracion amarilla (Sivaranjani et al., 2016). Las nanoparticulas
sintetizadas para esta investigacién presentaron una coloracion café para el caso de
plata y verde-amarillo para el titanio. La metodologia se realiz6 de acuerdo con el

siguiente diagrama.

Mezclar en partes iguales extracto y solucion
precursora metalica

L

15 Minutos

20 Minutos

Figura 3.3: Diagrama de sintesis de nanoparticulas, bafio ultrasonico y sedimentadas

en centrifuga.
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3.4. Caracterizacion de nanoparticulas

Para el caso de la caracterizacion de los dos tipos de nanoparticulas metélicas se
realizaron tres pruebas, la espectrofotometria UV-VIS para la deteccién del plasmén
de resonancia superficial localizado, la espectroscopia IR con un equipo con el que, a
partir de la medicion de las elongaciones intermoleculares, se puede determinar la
presencia de grupos funcionales organicos. Por ultimo, la caracterizacién por medio
de la microscopia electronica de transmision permite obtener micrografias que

ayudaran a determinar el tamafio, asi como identificar el cristal sintetizado.
3.4.1.-Espectroscopia UV-vis

Las pruebas en UV-VIS, requirieron de una dilucién 1/2 de la suspension de
nanoparticulas ya que mostraron errores derivados a una alta concentracion que no
permitiera el cumplimiento de la ley de Beer-Lambert, esto debido principalmente a
gue en concentraciones superiores a 0.02 M las moléculas comienzan a solaparse 0
a encontrarse tan juntas que por interacciones electrostaticas provocan errores de

medicion.

En la Figura 3.4 se presenta la respuesta Optica (plasmén) de las nanoparticulas de
plata obtenidas con manzanilla y se observa el pico de absorcién de las nanoparticulas
en 313 nm. En la Figura 3.5 se presentan dos picos visibles, de 260 y 350 nm,
correspondientes a nanoparticulas de plata sintetizadas con menta. Se observa un
desplazamiento hipsocrémico, se presume por la existencia del grupo auxocromo (-

OH) en las biomoléculas de las plantas de menta y manzanilla (Oh et al., 2021).
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plata-manzanilla 0.1 M

1.5
313

Transmitancia (U.A)
=

0
245 295 345 395 445 495
Longitud de onda (nm)

Figura 3.4. Espectro de absorcion de nanoparticulas de plata fitosintetizadas con

manzanilla.

plata-menta 0.1 M

1.5

350

0.5

Transmitancia (U.A)
[S

0
245 295 345 395 445 495

Longitud de onda (nm)

Figura 3.5. Espectro de absorcion de nanoparticulas de plata fitosintetizadas con

menta.

Por parte, de las nanoparticulas de titanio se observa en la Figura 3.6 que corresponde
a las nanoparticulas titanio-manzanilla, un méximo pico de absorcion en 321 nm; de

una manera similar, el maximo pico de absorcion en la Figura 3.7 que corresponde a
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titanio-menta es de 340 nm, ambos picos identificados corresponden al rango del
plasmén de resonancia superficial identificado para el titanio en los trabajos de

fitosintesis de nanoparticulas de titanio de Rafique y Amanulla (Rafique et al., 2019;
Amanulla et al., 2019).

manzanilla-titanio 0.1 M

=
n

321

Transmitancia (U.A)

0
220 270 320 370 420 470
Longitud de onda (nm)
Figura 3.6. Espectro de absorcion de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con
manzanilla.

titanio-menta 0-1 M

1.5

340

Transmitancia (U.A)
=

0
225 275 325 375 425 475
Longitud de onda (nm)

Figura 3.7. Espectro de absorcion de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con

menta.
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En la Tabla 3.3 se presentan los datos del plasmon de resonancia superficial obtenidos
para nanoparticulas de Ti y Ag sintetizadas con otras plantas. Se observa que las
nanoparticulas de Ag fitosintetizadas en este trabajo, se encuentran desplazadas
hipsocrémicamente a una longitud de onda mas baja (340 nm) que en otros trabajos
(420 nm). Se ha reportado el como diversos factores como el pH o el intervalo de
tiempo de sintesis provocan desplazamientos en el plasmén obtenido, observando
desplazamientos, mismo comportamiento que se reporta en trabajos a pH 4 (Silva,
2016); En el caso de las nanoparticulas de Ti se observa que los plasmones
detectados para las TiNPs de este trabajo son similares a otros que se reportan en la

literatura (Martinez et al., 2010).

Tabla 3.3. Picos de absorbancias registrados por UV-VIS para nanoparticulas de

plata y titanio fitosintetizadas.

Este trabajo
Ag 313 Este trabajo
Ag 400 (Calle et al., 2014)
Ag 278 (Silva, 2016)
Ag 420 (Ledezma et al.,
2014)
Ag 500 (Ronquillo et al.,
2013)
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Citrus sinensis Ti 315 (Amanulla et al.,
2019)
Syzygium cumini Ti 356 (Sethy et al., 2020)
Ludwigia octovalvis Ti 390 (Ramasamy et al.,
2021)
Chamaemelum Ti 321 Este trabajo
nobile
Menta piperita Ti 340 Este trabajo
Melia azedarach Ti 330 (Rafique et al.,
2019)

3.4.2. Espectroscopia infrarroja FTIR

Las suspensiones que contenian las nanoparticulas metalicas se analizaron por
espectroscopia infrarroja ya que es importante identificar los principales grupos
funcionales que fungieron como agentes estabilizadores y que a su vez conforman el
recubrimiento en las nanoparticulas, de acuerdo a la figura 3.8 el mecanismo sugerido
de sintesis de nanoparticulas establecido por Reddy y colaboradores se fundamenta
en como las fitomoléculas actian como agentes reductores y estabilizadores
principalmente con -OH que interaccionan con los iones metalicos. En la Figura 3.9 se
presenta el IR de la suspensiéon de las nanoparticulas de plata fitosintetizadas con
manzanilla y menta. La vibraciéon en 3500 cm indica la presencia de grupos O-H,
caracteristicos de los polifenoles, mismas que se identifican en otros estudios de
fitosintesis de nanoparticulas a partir de plata (Reddy et al., 2021). La banda de
absorciéon presente en 2900 cm™ se relaciona a vibraciones de estiramiento de -CH

principalmente relacionado a compuestos aromaticos (Kumari et al, 2015). La
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presencia de las nanoparticulas de plata se asocia a la banda en 1340 cm™ que
corresponde al estiramiento de -NOs proveniente del nitrato de plata (Reddy et al.,
2021). Los picos a 1050 y 1150 cm representan las vibraciones de estiramiento del
C-0O de los compuestos arométicos cuya presencia se asocia a los extractos vegetales

de menta y manzanilla.

) HO
Y& . %‘w
e, et
( gf‘ (.-T:‘) e ‘Reduccién f\ L/( 1
lones metalicos J@TJ/\/\ — =N ﬂ [ Jq

Fitoquimicos que contienen
-OH Plata metalica reducida

Crecimiento

Estabilizacion

Nanoparticula de plata

Figura 3.8. Diagrama de propuesta de mecanismo de fitosintesis de nanoparticulas

de plata.

Plata IR

C-H

C=N
o-H /\\" N oo
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; /\f/ u“f\W\
N
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Numero de onda (cm?)
—— Manzanilla Menta

Figura 3.9. FTIR de nanoparticulas de plata fitosintetizadas con menta y manzanilla.
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Asi mismo se realiz6 una diferencia de las sefiales producidas en el IR correspondiente
a cada una de las suspensiones de menta y manzanilla para obtener nanoparticulas
de plata. Las diferencias se presentan en la Figura 3.10, donde los picos de mayor
tamafio pertenecen a una variacibn mayor entre las bandas representativas de los
grupos funcionales relacionados con las fitomoléculas de las plantas, a 3500 cm™ para
grupos O-H, a 1340 para las AgNPs formadas y, por ultimo, a 1050 y 1150 cm para
la vibracién C-O. Las diferencias entre las suspensiones pueden indicar que cada
extracto vegetal influye en la formacion de las nanoparticulas, en este caso plata,
respecto a la longitud de onda que produce el plasmon de cada suspension, de ahi las
variaciones entre plasmones presentadas en la tabla 3.3, o al tamafo, forma y
composicion de cada tipo de nanoparticula metalica, como se vera en la
caracterizacion por microscopia de transmision, por lo que es importante observar la
importancia de los extractos de las plantas durante la sintesis de las nanoparticulas.

Diferencia plata

(%) Transmitancia

3400 2400 1400 400

Diferencia numero de onda

Figura 3.10: Diferencia de sefiales FTIR de nanoparticulas de plata fitosintetizadas

con menta y manzanilla.

En la Figura 3.10 el IR de la suspension de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas
con manzanilla y menta, se puede observar una vibracién a 3500 cm representando
la presencia de grupos O-H, grupos comunes en polifenoles encontrados en especies
de plantas como flavonoides o taninos, se observan estos picos similares en trabajos
de fitosintesis con titanio, las bandas que se presentan en 2240 cm indican la
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presencia del grupo nitrilo (C=N). Para las nanoparticulas de Ti, su formacién se
confirma con las bandas observadas entre 530-540 cm?, correspondientes a O-Ti-O
en la regién de la huella dactilar por debajo de los 1000 cm™ (Ngoepe et al., 2020).

IR TITANIO

C-H

] ]
=V
afd Ui

4000 3500 3000 2500
Numero de onda (cm?)

Menta

T(%)

2000 1500 1000 500

Manzanilla

Figura 3.11: FTIR de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con menta y

manzanilla.

De igual manera se realiz6 diferencia entre los IR correspondientes a la formacion de

nanoparticulas de titanio en suspension, también fotosintetizados con menta y

manzanilla.
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Diferencia titanio

(%) Transmitancia

3400 2400 1400 400

Diferencia niumero de onda

Figura 3.12: Diferencia de sefiales FTIR de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas

con menta y manzanilla.

De manera similar a la figura 3.11, las principales variaciones entre los espectros FT-
IR de las suspensiones de las TiNPs corresponden a 3400 cm™ para los grupos O-H,
en 2240 cm™ para nitrilo, y 530-540 cm™ para O-Ti-O. Las diferencias observadas
confirman que al cambiar el tipo de extracto utilizado para la sintesis de nanoparticulas

cambia la longitud de onda del plasmon de la suspension.

3.4.3.-TEM

Como parte de la caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas se realizé un
analisis por TEM (apartado 2.6) para obtener micrografias y obtener la distancia
interplanar para determinar a qué estructura cristalina pertenece las nanoparticulas
sintetizadas de acuerdo a los sistemas obtenidos (manzanilla-TiINPs, menta-TiNPs,

manzanilla-AgNPs, menta-Ag-NPs).

3.4.3.1.-Menta AgNps

En las nanoparticulas de plata fitosintetizadas con el extracto de menta se observaron
nanoparticulas monodispersas con una aparente forma esférica, que cuentan con un

promedio de 26 nm de diametro, asi mismo se identifico a través de su indexacion por
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medio de la FFT (Fast Fourier transform), que las nanoparticulas detectadas tienen
una estructura hexagonal con composicion Ag:0 de Oxido de plata (Tarjeta
cristalografica 72-2108).

Figura 3.13: Micrografia de nanoparticulas de plata fitosintetizadas con extracto de
menta.
3.4.3.2.-Manzanilla AgNps

Para el caso de las nanoparticulas de plata fitosintetizadas a partir del extracto de
manzanilla se pueden observar nanoparticulas con una aparente forma esférica,
cuentan con un promedio de 6 nm de diametro, las NPs sintetizadas tienen una
estructura hexagonal con composicion Ag20 de 6xido de plata (Tarjeta cristalogréafica
19-1155).
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Figura 3.14: Micrografia de nanoparticulas de plata fitosintetizadas con extracto de
manzanilla.
3.4.3.3.-MentaTiNps

Las nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con menta, mostraron un tamafio mayor,
estas se muestran aglomeradas y cuentan con una apreciable forma esférica, el
tamafio promedio de las nanoparticulas fue de 68 nm de diametro, no obstante, se
observaron por un lado TiNPs de hasta 407 nm de didmetro y, por otro lado, TiNPs de
hasta 20 nm de diametro, lo que indica la formaciéon de nanoparticulas de tamafios
muy variados. Con respecto a la indexacion, las TiNPs detectadas cuentan con una
estructura ortorrombica, con una composicién de TiO2 que corresponde a la tarjeta
cristalografica 16-0617.
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Figura 3.15: Micrografia de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con extracto de
menta.
3.4.3.4.-ManzanillaTiNps

Por ultimo, las nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con manzanilla muestran una
aglomeracion, con tendencia esféricas y un tamafio promedio de 160 nm en las TiNPs
detectadas. El material sintetizado corresponde a la tarjeta cristalografica 71-0650, con

una estructura cristalina tetragonal, en fase de composiciéon TiOo.

Figura 3.16: Micrografia de nanoparticulas de titanio fitosintetizadas con extracto de

manzanilla.
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3.5.-Determinacién de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales y compuestos oxidantes se realizo a través del
método establecido por Singleton en 1974, a partir de la oxidacién del complejo
fosfomolibdico-fosfotingstico. Para esta determinacion, se realiz6 un factor de dilucién
1/5 de los extractos de manzanilla y menta, mismo que se tomara en cuenta para la

determinacion final de fenoles totales.

Una vez realizados los estandares y blancos con el reactivo F-C, &cido galico, asi como
carbonato de sodio para mantener un pH basico, que permita la formacion de los
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico que al formar Oxidos se observa una

coloracidon azulada; se realizé una curva de calibracion la cual es la siguiente:

Curva de calibracion

0.5
0.45
04 |
0.35
0.25

0.2
0.15 [

01 e y = 0.0029x + 0.0066

005 | @ R?*=0.9974

Absorbancia

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracién equivalentes acido galico mg/L

Figura 3.17: Curva de calibracion de estandares para el ensayo de determinacion de

fenoles totales a partir del reactivo Folin-Ciocalteau.

A partir de esta curva de calibracién, se obtuvo la concentracion en mg/L en
equivalentes acido galico de los extractos de la biomasa de manzanilla y menta. Se
realizo esta curva de calibracion en biomasa recuperada directamente de plantas

sanas y maduras, asi como la de plantas bajo régimen de estrés, para determinar de
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forma comparativa la concentracion de compuestos fendlicos existentes. Se utilizo la

biomasa de plantas sin estresar para la sintesis de nanoparticulas.

Tabla 3.4: Concentracion de fenoles totales en equivalentes de acido galico y
compuestos oxidantes en extractos de manzanilla y menta a partir del ensayo con el

reactivo Folin-Ciocalteau.

manzanilla
estresada 71.95 mg/L manzanilla 56.15 mg/L
menta estresada 57.35 mg/L menta 50.45 mg/L

Se puede observar de forma evidente que cuando las plantas fueron sometidas a
estrés (15 dias de estrés de déficit hidrico y estrés por temperatura), la biomasa
obtenida a partir de las hojas muestra un notable incremento en la concentracién de
los fenoles totales. Este resultado es similar a los reportes de la literatura, en los que
se asocia la cantidad de fenoles como agentes que se sintetizan como diversos

mecanismos de defensa ante el estrés abibtico en plantas (Manach et al, 2004).

Esta diferencia en la concentracién de fenoles totales se espera se vea reflejada en
futuros ensayos microbioldgicos, por la relacion directa de los fenoles como agentes

reductores durante la sintesis de nanoparticulas.
3.6.-Pruebas de actividad bactericida

Las pruebas de actividad bactericida a partir del método de diluciones sucesivas, con
base en la norma (NOM-110-SSA1-1994), se realiz6 utilizando las bacterias modelo
E. coliy S. aureus, con una solucién de partida a una concentracion de 100 mg/L, con
el objetivo de determinar el efecto inhibitorio de las nanoparticulas comparandolo con
el control positivo (crecimiento bacteriano en agar TSA por 24 horas); el efecto
bactericida de las NPs fue notorio a partir de las diluciones 1x10 de todos los sistemas

sintetizados, por otra parte el conteo de UFC de S. aureus y E. coli de las diluciones
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1x101 a la 1x10“ mostré un crecimiento elevado de bacterias, que no permitia el
conteo de las UFC ya que se formaron capas uniformes de bacterias o sobreposicion

de colonias bacterianas que impedian el conteo.
3.6.1.-Pruebas confirmativas microbioldgicas

Las pruebas microbioldgicas confirmativas de las especies bacterianas Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, se realizaron de acuerdo con los descrito en la
metodologia en el punto 2,7. Con respecto al cultivo de agar sal y manitol, la prueba
tuvo crecimiento en la cepa de S. aureus con una coloracion amarilla caracteristica de
este microorganismo. El S. aureus es una especie coagulasa positiva por lo que es un
fermentador de manitol, mismo que forma colonias amarillas en el agar sal y manitol,
asi mismo se pudo observar morfolégicamente colonias tipicas redondas, de bordes
lisos, convexas, de 2-3 mm de diametro, himedas, brillantes, color amarillo-dorado,
con un borde fino amarillo, en cuanto a Escherichia coli no existié el crecimiento en

este agar.

En cuanto a la prueba con agar de Eosina azul de metilo igual, en E coli, existiéo un
crecimiento con colonias tipicas de color morado metalico (colonias medianas,
circulares, convexas, moradas, contorno verde-metalico, bordes redondeados),
mismas que permiten conformar la fermentacion de lactosa, este medio es selectivo
de cultivo de bacilos Gram negativo principalmente enterobacterias por lo que permite
aseverar que la cepa es una bacteria Gram negativa, bacilo y que fermenta lactosa,
como lo es la especie Escherichia coli, por otra parte al ser un medio selectivo el azul
de metileno inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas por lo que en el cultivo

de S. aureus no existié crecimiento.

Con respecto a la prueba de motilidad, los cultivos en medio semisélido MIO (motilidad,
indol y ornitina), permitieron determinar la movilidad flagelar de E. coli, por la presencia
de un crecimiento con turbidez alrededor del area de inoculaciéon. Con respecto al uso
de reactivo de Kovacs, se pudo observar la produccion de indol por la formacion de un

anillo rojo en la superficie del tubo de siembra, por ultimo, en S. aureus, el crecimiento
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bacteriano solo se dio en la zona de inoculacién por lo que no existe movilidad, y la

prueba de indol dio negativa al formarse una superficie amarilla-anaranjada.

La tabla 3.5 resume los ensayos realizados:

Tabla 3.5: Resultados de ensayos confirmativos para E. coliy S. aureus.

Sin Con Movilidad Indol positivo
crecimiento crecimiento confirmada

Con Sin Sin movilidad | Indol negativo
crecimiento crecimiento

En cuanto a la tincion diferencial de Gram, se pudieron observar, que para la cepa de
E. coli, se desarrolla una coloracién rosa y bacterias con forma de bacilo como se
observa en la figura 3.18, asi mismo, para el caso de S. aureus se puede observar una
tincion azul-morada y bacterias con una forma de coco en la figura 3.19, ambos

resultados confirman el Gram y la forma bacteriana esperadas.
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Figura 3.18: Fotografia en microscopio 6ptico a 100x en inmersion de Escherichia

coli.
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Figura 3.19: Fotografia en microscopio Optico a 100x en inmersion de S. aureus.

3.6.2.-Cuenta de cepas bacterianas

Para el conteo de cepas bacterianas, la concentracion de las UFC/mL se obtuvo
multiplicando las UFC*el inverso de la dilucién del in6culo, los datos se representan en

la Tabla 3.6, en promedio:

Tabla 3.6: Cuenta en placa de las UFC/mL de los inéculos con dilucién 1x107 de las

cepas bacterianas.

En correspondencia a las cantidades de UFC m/L se observa que el rango de UFC se
encuentra en el orden de 102 para E. coli y 10° para S. aureus, similar con otros
trabajos identificados con rangos de 10°% hasta 10° (Pal et al., 2007), es importante
aclarar que la cantidad de las UFC m/L depende mucho de la cepa con la que se
trabaja.
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Resultados

Se realizd el ensayo de diluciones sucesivas para determinar el porcentaje de

inhibicion de las UFC, las pruebas se realizaron por triplicado. Se agregé 1 mililitro de

cada una de las suspensiones de NPs, para las disoluciones 1x10°a 1x107, se dej6é

un tiempo de contacto de 15 minutos colocando en caja Petri primero el mililitro de

NPs, y posteriormente un mililitro de inéculo en la misma area dejandolos un tiempo

de contacto de 15 minutos, para posteriormente colocar TSA y homogeneizar

perfectamente, este procedimiento se realiz6 por duplicado.

Los resultados de las UFC con respecto a las diluciones utilizadas se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 3.7: Cuenta en placa de las UFC/mL de los inéculos 1x10° a 1x10" a partir de

la sintesis de nanoparticulas de plata y titanio utilizando las especies menta y

manzanilla como agentes reductores.

E. coliAgNPs Inicial menta manzanilla
Dilucién del inéculo | UFC/mL | Concentracion NP | Concentracion NP
100 mg/L 100 mg/L
Sin dilucion Incontable Incontable Incontable
1x10° Incontable 402 262
1x10-6 511 72 95
1x107 144 28 23
S. aureus AgNPs Inicial menta manzanilla
Sin dilucion Incontable Incontable Incontable
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1x10° 461 15 23
1x106 245 4 5
1x107 33 2 1

Sin dilucion Incontable Incontable Incontable
1x10° Incontable 504 624
1x106 511 200 124
1x10”7 144 59 42

Sin dilucion Incontable Incontable Incontable
1x10°° 461 358 286
1x106 245 122 106
1x107 33 10 9

La tabla 3.7 muestra que existe una evidente disminucién de las UFC existentes, con

respecto al aumento de las diluciones sin el tratamiento de nanoparticulas, en los

tratamientos con nanoparticulas se observa que las AgNP muestran una mejor

actividad microbicida que las TiNP con ambas plantas, asi mismo, se puede observar

gue a pesar del cambio de metal, Ag o Ti, en ambos casos se observa el mismo
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comportamiento, las AgNP tienen un mejor efecto microbicida que las de TiNP en

ambas cepas, y este efecto mejora alin mas cuando se usa la cepa de S aureus.

El efecto inhibitorio se observa en la Figura 3.20, para las AgNPs se inhibe un
porcentaje mayor de cepas de S. aureus, utilizando nanoparticulas obtenidas con
manzanilla se observa un resultado dado el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas
con plata como precursor metalico (3.4.3.1 y 3.4.3.2). Como se presenta en los
resultados de Folin-Ciocalteau, la manzanilla dispone de una cantidad mayor de
compuestos fendlicos, mismos que se relacionan con la eficiencia de las fitosintesis al
tener una mayor cantidad de moléculas que pueden interactuar en procesos de

reduccion y estabilizaciéon

95.45 96.97

Ag NPs
100.00

90.00 S 84.26
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

%

E. coli S. aureus

Bacterias

Menta Manzanilla

Figura 3.20: Porcentaje de inhibicion de los tratamientos de NPs de plata en E. coli y

S. aureus utilizando como biomasa

En el caso de la cepa de S. aureus que son Gram positiva, estas suelen presentar solo
una membrana exterior, por lo tanto, la entrada de las nanoparticulas al interior de los
microorganismos encuentra menos dificultad que para el caso de las cepas E. coli que,
al ser Gram negativa, tiene una doble membrana lo que puede dificultar la entrada de

las nanoparticulas al interior de las cepas para inhibir su crecimiento.
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Un comportamiento similar se puede observar en el tratamiento con nanoparticulas de
titanio que se muestra en la Figura 3.21, aunque el efecto bactericida en general es
menor con respecto al obtenido con las nanoparticulas de plata, esta situacion se
relaciona al tamafio de estas nanoparticulas, estudios sobre la fitosintesis de titanio
han determinado que el pH de sintesis se relaciond con el tamafio de las
nanoparticulas obtenidas, a menor pH el tamafio de las nanoparticulas es mayor y a
mayor pH se han reportado tamafios menores, esto se relaciona con la creencia que
a menor pH la agregacion de las nanoparticulas de es favorecida sobre el fenébmeno
de nucleacion lo que propicia obtener nanoparticulas de mayor tamafio (Edison et al.,
2016).

Ti NPs

100.00

80.00 70.71 70.83 71.72
59.03
60.00
xX
40.00
20.00
E. coli S. aureus

Bacterias

Menta Manzanilla

Figura 3.21: Porcentaje de inhibicién de los tratamientos de NPs de plata en E. coli y

S. aureus utilizando como biomasa menta y manzanilla.
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Conclusiones

Las conclusiones gque se obtienen de la realizacion de este proyecto son las siguientes:

La fitosintesis de nanoparticulas metalicas de plata y titanio a partir de extractos
de las plantas manzanilla y menta, es un método amigable con el medio
ambiente.

La sintesis de suspensiones de nanoparticulas se llevo a cabo de acuerdo con
lo esperado, mostrando como indicador de la correcta sintesis un cambio en la
coloracion, correspondiente a la interaccion de la luz visible con las
nanoparticulas en una suspensiéon, mostrando para las nanoparticulas de plata
un color café, y para las de titanio una coloracién amarilla.

La identificacion del plasmén de resonancia superficial por medio de
espectroscopia de UV-Vis, se identificd para el titanio en un rango de los 340
nm tanto para las TiNPs sintetizadas con menta y manzanilla, sin embargo, para
el caso de la plata (350 nm) tanto para las nanoparticulas sintetizadas con
menta y manzanilla se observa la existencia de un desplazamiento
hipsocromico, comportamiento que se relaciona al pH de sintesis e identificado
en otros trabajos con mismas condiciones.

La caracterizaciéon por FTIR permitié identificar los grupos funcionales
relacionados con las biomoléculas existentes en los extractos de biomasa de
menta y manzanilla, en ambos extractos se identificaron las bandas a 3500
cm? gque indica la presencia de vibraciones de tensién de grupos O-H,
caracteristicos de los polifenoles, la banda de absorciébn a 2900 cm™ se
relaciona a vibraciones de tension de -CH, asi como los identificados a 1050 y
1150 cm? que representan las vibraciones de tension de C-O de los
compuestos aromaticos presentes en las fitomoléculas.

La presencia de las nanoparticulas de plata se asocia a la banda en 1340 cm™
gue corresponde al estiramiento de -NOs proveniente del nitrato de plata y por

consecuente prueba de la reduccion y presencia de nanoparticulas de plata; por
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otra parte, la banda de absorcién a 530-540 cm™, corresponde a O-Ti-O en la
region de la huella dactilar por debajo de los 1000 cm™ para las nanoparticulas
de titanio.

Las micrografias obtenidas por medio de TEM, permitieron identificar la
estructura de los sistemas sintetizados, asi como el didmetro promedio; para
las nanoparticulas de plata-menta se obtuvo un tamafio de 26 nm de diametro,
se determiné una estructura hexagonal y una composicion como Ag20 indexado
como la tarjeta cristalografica 72-2108. Para las nanoparticulas de plata-
manzanilla el diametro fue de 6 nm con una estructura hexagonal de fase de
composicién Ag20 y una tarjeta cristalografica 19-1155.

Para el caso de las nanoparticulas de titanio ambos sistemas mostraron un
tamafio de particula mayor, para el sistema titanio-menta se obtuvieron
nanoparticulas con diametros de 68 nm con tendencia a la aglomeracion, fase
de composicion de TiOz y una tarjeta cristalografica 16-0617. Por ultimo, el
sistema titanio-manzanilla obtuvo las nanoparticulas de mayor tamafo,
aglomeradas y con un diametro de 160 nm, de estructura tetragonal fase de
composicién TiOz y con la tarjeta cristalografica 71-0650. El tamafio de las
nanoparticulas se relaciona directamente a la capacidad bactericida obtenida,
siendo los sistemas con titanio los que presentaron la menor capacidad
bactericida (70%).

Las pruebas microbioldgicas tuvieron resultados notoriamente visibles a partir
de las diluciones 10°, de acuerdo con el porcentaje de inhibiciéon de las UFC,
se concluye que el tratamiento con NPs de plata tuvo en general una mayor
capacidad bactericida logrando porcentajes mayores al 95 % ante la bacteria S.
aureus, y teniendo eficiencias mayores al 80% en E.coli.

Las nanoparticulas de titanio por otra parte presentaron porcentajes de
inhibicion bacteriana entre el 59 y el 71 %, siendo los mas discretos los

obtenidos con E. coli utilizando como biomasa menta.
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Por parte de la concentracion de polifenoles y compuestos oxidantes a través
del método del ensayo de Folin-Ciocalteau, se obtuvo una concentracion mayor
en la biomasa de manzanilla 56.15 mg/L con respecto a los obtenidos en la
biomasa de menta 50.45 mg/L.

Se puede observar como la concentracion de polifenoles presentes en los
extractos de la biomasa de menta y manzanilla tienen una relacién con la
capacidad bactericida de las nanoparticulas sintetizadas; la concentracion de
polifenoles totales en la biomasa de las hojas de manzanilla fue 5.7 mg/L
superior a la de menta, ya que los polifenoles son los principales compuestos
reductores durante la fitosintesis una mayor concentracion de estos
compuestos brinda una mayor cantidad de grupos -OH que estan disponibles
para la reduccion de iones metalicos , aunado al hecho de que los polifenoles
actian de igual manera durante la estabilizacion de las nanoparticulas; estos
hechos permiten proponer que el uso de extracto de hojas de manzanilla como
agente reductor obtuvo una mayor capacidad bactericida respecto a la menta
debido a esta concentracion mayor de polifenoles en su biomasa.

Por otra parte, cabe resaltar el hecho de que los tratamientos de nanoparticulas
tanto de plata como de titanio tuvieron una mejor capacidad bactericida en la
bacteria Gram positiva S. aureus, este hecho se debe a las caracteristicas
fisiologicas que diferencian a los tipos bacterianos ya que las bacterias Gram
positivas cuentan con una  pared celular compuesta por una capa de
peptidoglucano exterior y una membrana plasmética, comparada con la pared
celular de las Gram negativas que cuentan con una membrana lipidica exterior
gue cuenta con mecanismos de filtracion conocidos como lipopolisacaridos
(LPS), asi como también una capa de peptidoglucanos y una membrana
plasmatica, estos mecanismos le brindan a las bacteria Gram negativas mayor
resistencia sobre las Gram positivas lo que explicaria una menor capacidad

bactericida en bacterias Gram negativas.
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Aunque es importante denotar que la reduccion en la fitosintesis depende de
factores tan complejos como las fitomoléculas de un sistema biolégico, y que a
su vez le brinda la desventaja que tener tamafios de particula no homogéneos,
también podemos resaltar las ventajas y el hecho que al ser un método
ambientalmente amigable, convierten a la fitosintesis una opcion para la sintesis

de nanoparticulas metalicas.
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