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Resumen

En esta tesis se hace un estudio experimental del crecimiento de pobla-
ciones de bacterias, lactobacilos, en un medio ĺıquido con y sin la presencia de
nanopart́ıculas de plata, con el objetivo de cuantificar su efecto bactericida.
Las bacterias fueron aisladas a partir de muestras tomadas de Yakult comer-
cial, y cultivadas en MRS sólido y ĺıquido a un pH de 6.5, controlado con
ácido ćıtrico y temperatura constante de 32 �. Por separado, en un matraz
Erlen Mayer de 50 mL se sintetizaron a 3 �C nanopart́ıculas de plata a partir
de soluciones acuosas a 1,0 mM de Nitrato de Plata (AgNO3) y reducido
qúımicamente con Borohidruro de Sodio (NaBH4) a 2,0 mM , bajo agitación
magnética a 300 rpm. Las part́ıculas aśı obtenidas tienen dimensiones prome-
dio de 12 nm con una varianza de ± 2 nm.

Al inicio de los experimentos de crecimiento poblacional se inoculó 70 mL
de medio ĺıquido MRS con una muestra de bacterias y 30 mL de solución de
nanopart́ıculas de plata, a concentraciones que van de 0 a 150 μg

mL
. La cuantifi-

cación del crecimiento poblacional a diferentes tiempos se analizó mediante
espectroscoṕıa UV/visible y reflectometŕıa láser cercana al ángulo cŕıtico.
De estas técnicas los mejores resultados fueron obtenidos por espectroscoṕıa,
mostrando que conforme se aumenta la concentración de las nanopart́ıculas
de plata se inhibe el crecimiento de las bacterias, a 150 μg

L
tan solo crece

el 63 % de la población. Por reflectometŕıa láser las tendencias observadas a
tiempos cortos son razonables, ya que indican un crecimiento gradual de bac-
terias, pero a tiempos largos se observan cambios abruptos y tendencias que
para poder relacionar lógicamente con el crecimiento de las bacterias deben
ser estudiados con más profundidad tanto teórica como experimentalmente.
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Caṕıtulo 1

Introducción

En esta tesis se analiza el efecto bactericida de nanopart́ıculas de plata
mediante espectroscoṕıa UV/visible y el crecimiento bacteriano por reflec-
tometŕıa láser cercana al ángulo cŕıtico. Primeramente, se realiza la śınte-
sis de nanopart́ıculas de plata mediante reducción qúımica de una solución
de AgNO3 con NaBH4, posteriormente se obtiene la curva de crecimien-
to bacteriano por medio de espectroscoṕıa y su comportamiento ante las
nanopart́ıculas de plata. Por otro lado, también se analiza la aplicabilidad
de la reflectometŕıa láser en la detección del crecimiento de bacterias. Los
análisis que se realizan son con la bacteria Lactobacilos casei Shirota�, que
son bacterias probióticas, anaeróbicas facultativas del género lactobacillus,
extráıdas de muestras de leche fermentada comercial marca Yakult. Es una
bacteria productora de ácido láctico, utilizada en la industria de alimentos
lácteos probióticos. Esta especie de lactobacilo es muy resistente a amplios
rango de pH y temperatura. Se escogió esta bacteria por la “facilidad” de
conseguir y por su importancia en la industria de alimentos probióticos.

El primer objetivo en llevarse a cabo fue la śıntesis de nanopart́ıculas
de plata, que se logró utilizando un método redox que produce 40 mL de
una solución que contiene part́ıculas de plata de aproximadamente 12 nm de
diámetro. Dicha solución se elabora vertiendo gota a gota 10 mL de AgNO3

a 30 mL de NaBH4, que previamente fue llevado a una temperatura de
3 �C, con agitación magnética. Esta solución se analizó por medio de es-
pectroscoṕıa UV/visible dando un pico de absorción alrededor de 400 nm,
lo que indica de que las part́ıculas de plata son de tamaño nanométrico.
Se observó que las nanopart́ıculas de plata obtenidas pod́ıan durar estables
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6 CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN

d́ıas e inclusive meses. Al paso del tiempo, se observó que la agregación
de las nanopart́ıculas no se da siempre de la misma manera, ni de forma
abrupta. Algunas de las muestra se comenzaron a precipitar un par de d́ıas
después de ser preparadas, mientras que otras muestras hechas independien-
temente no se precipitaron hasta un par de meses. Estos problemas de es-
tabilidad teóricamente se pueden resolver agregando agentes estabilizadores,
tales como Dodecilsulfato de sodio (SDS) y Polivinil pirrolidona (PVP). En
la práctica el uso de PVP muestra resultados nulos dado que la estabilidad
de las nanopart́ıculas continua siendo azarosa, ya que en ciertas ocasiones
se mantienen estables tan solo unos d́ıas y en otras duran hasta semanas o
meses. La similitud de nuestros resultados en la solución de nanopart́ıculas de
plata con o sin PVP se debe a que éstas se mantienen estables por si mismas
incluso meses, pues el agente reductor NaBH4 funciona al mismo tiempo
como estabilizador, por lo que hay que cuidar el exceso de este para obtener
plata coloidal estable. Conociendo la función estabilizadora del NaBH4 en el
proceso de estabilidad, se volvió a sintetizar la plata coloidal de tal manera
que hubiera NaBH4 en una proporción mayor, agregando esta vez tan solo
2 mL de AgNO3 a los 30 mL de NaBH4, como resultado se obtiene un au-
mento significativo en la estabilidad de todas las soluciones hechas, duraron
las nanopart́ıculas estables al menos un peŕıodo del orden de semanas. Cabe
mencionar que dado las altas concentraciones de nanopart́ıculas de plata
necesarias para el análisis de su efecto bactericida, en comparación a la que
se obtienen por el método descrito, se tiene que modificar el procedimiento
utilizado de manera que las soluciones de AgNO3 y NaBH4 se concentren
20 veces.

La espectroscoṕıa UV/visible es un método bien establecido para el análi-
sis del crecimiento de bacterias, cinética qúımica y caracterización de mate-
riales. Por lo tanto, las curvas y resultados obtenidos en esta tesis al aplicar
esta técnica fueron fáciles de obtener e interpretar, mostrando tendencias
lógicas en las curvas describen el crecimiento de las bacterias. Entonces, co-
mo segundo objetivo es observar la manera en que las nanopart́ıculas de plata
inhiben el crecimiento de las bacterias. Para esto se usaron a las bacterias
L. casei Shirota, aisladas de una muestra de leche fermentada, inoculandose
en medio ĺıquido y sólido. El medio escogido para su crecimiento de las bacte-
rias fue el MRS Difco� dado que contiene todos los nutrientes para un buen
crecimiento de las bacterias ácido lácticas. Los inóculos obtenidos de L. casei
se incubaron por 24 horas a 32 �, esta temperatura es la óptima para su
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crecimiento y en ese tiempo crecen el máximo número de bacterias posibles
ya que se habrán agotado casi todos los nutrientes disponibles y de seguir
incubandose la población de bacterias comenzará a descender. Entonces, se
prepararon soluciones con concentraciones de nanopart́ıculas de plata de 0,
50, 100 y 150 μg

ml
, agregando 30 mL de la solución obtenida al sintetizar las

nanopart́ıculas de plata a 70 mL de MRS, al cual simultáneamente se le in-
oculó con L. casei. Estas mezclas de MRS ĺıquido, L. casei y nanopart́ıculas
de plata fueron analizadas por espectroscoṕıa UV/visible para obtener su
espectro de absorción a lo largo de las 24 horas, obteniendo aśı la curva de
crecimiento de población de las bacterias en presencia de las nanopart́ıculas
de plata. Los resultados obtenidos mostraron que aunque la concentración
de las nanopart́ıculas de plata sea muy alta, no se detiene por completo
el crecimiento bacteriano, solo se inhibe. Este aumento en la concentración
genera un incremento en el tiempo de estabilidad de las nanopart́ıculas de
plata el cual se vio reflejado en lo obtenido por la espectroscoṕıa, tanto en
la disolución del MRS inoculado con bacterias y nanopart́ıculas como en la
disolución de las nanopart́ıculas de plata, pues la absorbancia obtenida por
la disolución de MRS con bacterias y nanopart́ıculas de plata disminuye du-
rante las primeras horas, y lo mismo pasa con la disolución que contiene a
las nanopart́ıculas de plata.

Por último, se tiene como objetivo el estudio de la técnica de reflec-
tometŕıa láser cercana al ángulo cŕıtico para el análisis cualitativo y cuanti-
tativo del crecimiento de bacterias. Dicha técnica tiene la ventaja de detec-
tar pequeños cambios en un interfase en tiempo real. y con ella se propone
analizar el efecto bactericida de las nanopart́ıculas de plata en un medio bi-
ológico para su aplicación en la industria de los alimentos, aśı como de evitar
su formación bacteriana en equipo y ambientes médicos como contaminante
de catéteres e implantes de diversos materiales, prótesis dentales, entre otros.
El estudio microbiano por reflectometŕıa comenzó inoculando L. casei en 12
mL de MRS contenido en una celda ciĺındrica, en la cual además se encuentra
una lente semicircular al que se le hace incidir un haz laser de tal manera que
el fenómeno de reflectancia suceda en los medios Vidrio-MRS. Se obtuvo la
curva de reflectancia del MRS y con esto su ángulo cŕıtico que resulta de 63�

para la interfase vidrio-MRS ĺıquido. Además, el ángulo para el cual la pen-
diente de la curva de la reflectancia es mayor se encuentra antes del ángulo
cŕıtico y que cuyo valor es de 62.5�. En este ángulo, es en el que se miden
los cambios de la intensidad con respecto al tiempo para detectar cambios
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en el crecimiento bacteriano. Los cambios en la reflectancia a lo largo del
tiempo es dependiente de la temperatura, lo cual genera datos nada fáciles
de interpretar y relacionar cuantitativamente al crecimiento de las bacte-
rias. En tiempo cortos, menos de 12 horas, los resultados son los esperados
para lo que supone un aumento de la población de bacterias, pero a tiempos
mayores aparecen oscilaciones muy marcadas y de una amplitud significativa.

Para mostrar todos los resultados, la tesis está organizada de la siguiente
manera: el Caṕıtulo 2 se presentan diversas aplicaciones de las nanopart́ıculas
de la plata, tanto en medicina, como en bioloǵıa y f́ısica, aśı como distintas
técnicas de śıntesis. También, se discuten sus efectos ante distintos tipos de
microorganismos. En el Caṕıtulo 3 (Metodoloǵıa) se discute detalladamente
el método que se utilizó en este trabajo para sintetizar las nanopart́ıculas
de plata y la manera de estabilizarlas, además se muestran las distintas
caracteŕısticas f́ısicas y qúımica que la plata coloidal presenta. También se
muestra un análisis teórico del método de Espectroscoṕıa UV/visible y una
descripción del arreglo experimental de Reflectometŕıa láser de tal manera
que se muestra la interpretación de los resultados que estas técnicas propor-
cionan. Por último, en este caṕıtulo se describen las técnicas de aislamiento
y cultivo que se aprendieron para manipular a las bacterias utilizadas. En
el Caṕıtulo 4 se discuten los resultados obtenidos por ambas técnicas ópti-
cas, Reflectometŕıa y Espectroscoṕıa, en el crecimiento de la población de la
L. casei Shirota con y sin presencia de las nanopart́ıculas de plata, para con
estos resultados llegar a las conclusiones que son analizadas en el Caṕıtulo 5,
que es el último caṕıtulo que describe los logros obtenidos en este trabajo.



Caṕıtulo 2

Antecedentes

Part́ıculas metálicas de tamaño nanométrico muestran propiedad f́ısicas
y qúımicas únicas, que además permiten la creación de nuevos materiales,
herramientas y sistemas de nanotamaño con múltiples aplicaciones en f́ısica,
bioloǵıa, medicina, qúımica, entre otras áreas. Por ejemplo en medicina, las
nanopart́ıculas de plata mejoran la eficiencia antibacterial en gasas para que-
maduras serias o heridas crónicas, recubren los catéteres de plástico para evi-
tar el riesgo de complicaciones por infección, además están en cremas para
dolores musculares y articulaciones [1, 2, 3].

En la literatura se menciona que el tamaño de las nanopart́ıculas más
pequeñas que se han podido sintetizar son de 5 nm. Por otro lado, los orga-
nismos vivos están hechos de células generalmente de 10 micras, mientras que
las partes de las células son mucho más pequeñas y de tamaños inferiores a
las micras. Esta comparación de tamaño da una idea de que las nanopart́ıcu-
las podŕıan utilizarse como pequeños sensores que nos permitan entender los
mecanismos de funcionamiento celular sin interferir demasiado [4].

Stoimenov y colaboradores han demostrado que las nanopart́ıculas de
metales oxidantes altamente reactivos, como oro, plata y cobre, muestran
excelentes propiedades bactericidas contra bacterias Gram-negativas y Gram
positivas [5]. Por lo tanto, la preparación, caracterización y funcionalidad
de las nanopart́ıculas inorgánicas genera la posibilidad de nuevos materiales
bactericidas. Los efectos antibacteriales de la plata metálica o de las sales
de plata es ya bien conocido [7], sin embargo, los métodos de acción no son
muy claros [6]. La alta toxicidad de la plata ha sido mostrada en al menos
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10 CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES

16 especies de bacterias como la Escherichia coli, la Staphylococcus aureus,
la Listeria monocytogenes, moraxella guanajuatensis, etc. [8, 9, 10, 11], y
además dichas part́ıculas han sido sintetizadas de distintas formas.

I. Sondi y B. Salopek estudiaron el comportamiento de las nanopart́ıcu-
las de plata para la bacteria Gram-negativa, E. coli [8]. Las soluciones
con nanopart́ıculas de plata las realizaron agregando, bajo una agitación
de 900 rpm, 10 mL de ácido abscórbico a 1 M a un flujo de 3 mL por minuto
en 90 mL de una solución que contiene Daxad 19 al 5 % y nitrato de plata al
0.33 M. Posteriormente, las nanopart́ıculas de plata fueron obtenidas como
polvo seco por liofilización. Las part́ıculas tuvieron un diámetro de 12 nm y
el espectro de absorción de las muestras dio una banda de plasmón en 405
nm, detalles acerca de esto se dan en la sección 3.1.1. De manera similar se
obtuvo también la curva de absorbancia de las part́ıculas liofilizadas y redis-
persadas en agitación ultrasónica en agua desionizada, que son mostrada en
la figura 2.1.

Figura 2.1: (a) Espectro de absorción de la solución con nanopart́ıculas de plata, (b)
espectro de absorción de las nanopart́ıculas liofilizadas y redispersadas en agua desionizada
[8].

Para examinar a la E. coli los autores mencionados, cultivaron 105 uni-
dades formadoras de colonias (CFU) en cajas del medio de cultivo sólido LB,
que además conteńıan distintas concentraciones de nanopart́ıculas de plata,
incubadas 24 h a 37 �C. La presencia de las part́ıculas a una concentración de
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10 μg
ml

inhibió el crecimiento bacteriano en un 70 %. La cantidad de colonias de
bacterias que crecieron en cajas de agar con mas de 20 μg

ml
de nanopart́ıculas

fue mucho menor y mayormente localizadas en los bordes de las cajas de agar.
Una inhibición total se consiguió con las cajas de petri con una concentración
de nanopart́ıculas mayor a 50 μg

ml
como muestra la figura 2.2.

Figura 2.2: Porcentaje del número de colonias de E.coli en comparación a una caja de
agar LB libre de plata. La fotograf́ıa de la esquina superior derecha muestra las cajas petri
de Agar LB con concentraciones de nanopart́ıculas de plata de (a) 0, (b) 10, (c) 20 y (d)
50 μg

ml [8].

Por otro lado, en 100 mL del medio ĺıquido LB con 10, 50 y 100 μg
ml

de nanopart́ıculas de plata los autores también examinaron el crecimiento
de la E.coli. El grado de crecimiento y la concentración de bacterias fue
determinada por medio de su absorbancia a 600 nm cada 30 min, para la
cual 0.1 corresponde a una concentración de 108 CFU por mililitro. Para
cada concentración mayor de nanopart́ıculas de plata el crecimiento de las
bacterias disminuye, y entre mas altas sean estas concentraciones menor es
la velocidad de crecimiento (figura 2.3). Sin embargo, una inhibición total
del crecimiento no se obtiene a pesar de agregar grandes concentraciones de
plata.

La inhibición depende tanto de la concentración de plata como de la can-
tidad de CFU utilizadas. Se puede observar la estructura nativa de la E.coli,
aśı como también su estructura después de ser tratada con part́ıculas de plata,
por medio de microscoṕıa electrónica de barrido MEB (fig. 2.4), mostrando
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Figura 2.3: Curvas de crecimiento de E.coli en el medio LB inoculado con 107 CFU de
bacterias en presencia de (�)0,(•)10,(�)50,(� )100 μg

ml [8].

daños en las paredes celulares de las bacterias tratadas con nanopart́ıculas.
En el medio ĺıquido se produjo la agregación de las nanopart́ıculas de pla-
ta cuando estas interactuaron con las células bacterianas, lo que permitió la
reanudación en el crecimiento las bacterias, pues conforme se fueron agregan-
do las part́ıculas dejan de funcionar como agente bactericida dada su baja
estabilidad coloidal. El proceso de agregación de las part́ıculas es gobernado
por la interacción de las part́ıculas con sustancias intracelulares de las célu-
las destruidas, lo que causó su coagulación y eliminación del sistema ĺıquido
como nanopart́ıculas y agente bactericida.

Figura 2.4: (a) Micrograf́ıa electrónica de barrido de E.coli natural y (b) bacterias
tratadas con 50 μg

mL de nanopart́ıculas de plata en medio ĺıquido LB por 4 h [8].
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Los mecanismos inducidos por las nanopart́ıculas de plata para la inhibi-
ción del crecimiento de microorganismos son parcialmente conocidos. Se cree
que el ADN pierde su habilidad para duplicarse y las protéınas celulares se
vuelven inactivas ante el tratamiento con Ag+ [12]. Además esos iones de
plata se unen a grupos funcionales de protéınas [13], resultando en protéınas
desnaturalizadas, lo cual provoca la pérdida de sus propiedades biológicas.
Estos procesos se dan primeramente por las interacciones electrostáticas en-
tre las bacterias y las nanopart́ıculas. Los mecanismos de acción entre esas
part́ıculas y los elementos biológicos constituyentes de la membrana externa
de la E.coli son desconocidos, sin embargo, estos causan daños estructurales
y degradación reconocida por la formación de hoyos en la superficie de la
membrana (fig. 2.4). Además de la incorporación de las nanopart́ıculas de
plata dentro de la estructura de la membrana, provocan un significativo in-
cremento en la permeabilidad, dejando a las células bacterianas incapaces
de responder correctamente con sus procesos de transporte a través de la
membrana celular, llevando a las bacterias a una muerte segura.

J. Sung y colaboradores [9] además de mostrar los efectos bactericidas
de las nanopart́ıculas de plata en la E. coli (bacteria necesaria para el fun-
cionamiento correcto del proceso digestivo en la mayoŕıa de los mamı́feros,
además produce las vitaminas B y K), también analizaron y compararon esos
efectos con la bacteria Staphylococcus aureus (bacteria etiológica de diver-
sas patoloǵıas como infecciones de piel y tejidos blandos, bacteremia y endo-
carditis.) y levadura (hongos microscópicos unicelulares, importantes por su
capacidad para realizar la descomposición mediante fermentación de diver-
sos cuerpos orgánicos, principalmente los azúcares o hidratos de carbono).
También utilizaron otra técnica para la preparación de nanopart́ıculas [9].
Las nanopart́ıculas que prepararon es agregando 100 mL de una solución de
nitrato de plata al 1.0 mM a 300 mL de borohidruro de sodio al 2.0 mM, obte-
niendo una banda de absorción en 390 nm como se muestra en la figura 2.5.
Dicha solución fue agitada hasta 1 horas dejándola de un color cafe obscuro,
fue estable hasta por varios meses sin necesidad de agente estabilizador. Da-
do que la concentración de nanopart́ıculas de plata es muy baja como para
mostrar efectos bactericidas, estas se concentraron 10 veces usando un eva-
porador de vaćıo rotatorio. Para observar que al concentrar la solución sigue
habiendo nanopart́ıculas, se diluyó la solución hasta quedar la concentración
de nanopart́ıculas inicial y obtener su espectro de absorción, como se muestra
en la figura 2.5 sigue apareciendo el pico de absorción a 390 nm indicando la
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presencia de nanopart́ıculas.

Figura 2.5: Espectro de absorción de la solución con nanopart́ıculas de plata. (—) Solu-
ción de nanopart́ıculas de plata preparada, (- - -) solución de nanopart́ıculas concentrada
diez veces y luego diluida a la concentración original, (· · · ) solución en la que se encontra-
ban las nanopart́ıculas y que fueron removidas por sedimentación.

Además, la forma y la distribución de tamaños de la nanopart́ıculas sin-
tetizadas fue caracterizada por medio de microscoṕıa de transmisión de elec-
trones (TEM), como se muestra en la figura 2.6. En la parte izquierda de la
figura se muestra la forma y tamaño de las part́ıculas y en la parte derecha
la distribución de tamaños, con un diámetro promedio de 13.4 nm y una
desviación estándar de 2.6 nm.

Figura 2.6: (A) Imagen de las nanopart́ıculas de plata. (B) Distribución de tamaños de
las nanopart́ıculas de plata.
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Para comparar los efectos de la nanopart́ıculas en los diferentes microor-
ganismos, los autores mencionados inocularon en el medio sólido MHA 107

CFU, se les agregaron 20 μL de nanopart́ıculas de plata a distintas con-
centración que fueron desde 0.2 nM a 33 nM. Se examinaron los efectos de
bactericidas espećıficos para las bacterias, estos se tomaron como los controles
positivos y son el Itraconazol para la levadura, el gentamicin para E. coli y
la S. aureus, donde la concentración de los bactericidas fue de 33 nM. Com-
parando con el control positivo, una concentración 33 nM de nanopart́ıculas
de plata muestró resultados similares en la inhibición de crecimiento de la
levadura, y un significante grado de inhibición es observado desde una con-
centración de 13.2 nM como lo muestra la figura 2.7. Mostrando que la con-
centración promedio mı́nima para inhibir, por parte de las nanopart́ıculas,
están entre 6 nM y 13.2 nM.

Figura 2.7: Inhibición del crecimiento de la levadura producido por distintas concentra-
ciones de nanopart́ıculas de plata. El Itraconasol fue usado como control positivo, agua
desionizada es el control negativo y la solución desprovista de nanopart́ıculas de plata se
uso como veh́ıculo control. La concentración de nanopart́ıculas de oro fue de 30 nM.

Para la E.coli, J. Sung e I. Sondi con sus respectivos colaboradores, obtu-
vieron resultados parecidos [8, 9]. Se observó mayor efectividad en la inhibi-
ción del crecimiento por parte de las nanopart́ıculas de plata, en comparación
con la levadura pues se tuvo que entre 3.3 nM y 6.6 nM es una concentración
suficiente para causar en promedio una gran inhibición (fig. 2.8). Por otra
parte, para la S. aureus, las nanopart́ıculas mostraron un efecto menor en el
grado de inhibición del crecimiento incluso a altas concentraciones, en con-
traste a lo que sucedió con lo microorganismos anteriores, los efectos con
respecto al control fueron similares, además de que la concentración mı́nima
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para una inhibición considerable fue mayor a 33 nM (fig. 2.8).

Por otro lado, determinan si el efecto de inhibición de las nanopart́ıculas
de plata son únicos o no, lo que se determina también la inhibición provo-
cada por nanopart́ıculas de oro a 30 nM. Estas part́ıculas mostraron efectos
prácticamente nulos en el crecimiento de cada uno de microorganismos ya
mencionados (figuras 2.7 y 2.8).

Figura 2.8: Inhibición del crecimiento de E.coli (a) y de S.aureus (b) producido por
distintas concentraciones de nanopart́ıculas de plata. Gentamicin fue usado como control
positivo, agua desionizada como control negativo y la solución obtenida al sintetizar las
nanopart́ıculas y desprovista de estas se uso para el veh́ıculo control. La concentración de
nanopart́ıculas de oro fue de 30 nM.

Las figuras 2.7 y 2.8 muestran el efecto bactericida de la nanopart́ıculas de
plata en 3 microorganismos representativos, levadura (hongo), E.coli (bacte-
ria Gram negativa) y S.aureus (bacteria Gram positiva). Las nanopart́ıculas
de plata son muy efectivas en el caso de la levadura y E.coli, sin embargo, el
efecto inhibidor de las nanopart́ıculas es menor para la S.aureus, sugiriendo
de esta manera que los efectos de las part́ıculas de plata pueden ser aso-
ciados con caracteŕısticas de ciertas especies de bacterias, pues las bacterias
Gram positivas, como S.aureus, y bacterias Gram negativas, como E.coli,
presentan diferencias en la estructura de sus membranas. Además, también se
mostraron distintos métodos de sintetizar nanopart́ıculas de plata, los cuales
produjeron nanopart́ıculas de caracteŕısticas y efectos inhibidores similares.



Caṕıtulo 3

Metodoloǵıa

En este caṕıtulo se describe el método para la śıntesis de las nanopart́ıcu-
las de plata y sus caracteŕısticas, se detalla la manera de aislar, cultivar
y crecer bacterias, aśı como caracteŕısticas de la bacteria que se utiliza en
esta tesis. También se hace un análisis de la teoŕıa en la que se basan los
métodos de análisis utilizados, reflectometŕıa láser cercana al ángulo cŕıtico
y espectroscoṕıa UV/visible.

3.1. Materiales

En esta sección se describe la manera en que las nanopart́ıculas de plata
se sintetizaron a partir de nitrato de plata. Se analizan las caracteŕısticas
de dichas part́ıculas como su tamaño, su pico de absorción y su estabilidad.
También se realiza una descripción de las bacterias L.casei y la forma en que
fueron aisladas y cultivadas. Además, se explican las fases de crecimiento
bacteriano y las caracteŕısticas de los medios de cultivo.

3.1.1. Nanopart́ıculas de plata

En los últimos 15 años, el avance tecnológico de la nanociencia ha si-
do asociada con la elaboración de nuevos métodos para sintetizar, estudiar
y modificar part́ıculas y estructuras de tamaño nanométrico, esto es, des-
de un tamaño de aproximadamente 1 a 100 nm. Se ha mostrado que las
propiedades fisicoqúımicas de las nanopart́ıculas de metales son diferentes a
aquellos cuerpos macroscópicos hechos de los mismos átomos. Por ejemplo,

17
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aparece un curioso efecto de las nanopart́ıculas de plata relacionado con el
color de la solución en la que están dispersas, la tiñen de un color amarillo.

Existen dos aspectos importantes que se tienen que tomar en cuenta en
el análisis de nanopart́ıculas, uno de ellos es la śıntesis y hoy en d́ıa exis-
ten muchos métodos para sintetizar part́ıculas de plata de varios tamaños
y formas, dichos métodos de śıntesis son de carácter f́ısicos y qúımicos. Las
nanopart́ıculas pueden ser construidas mediante la separación de moléculas
y átomos, de esta manera generalmente ocurre cuando se utilizan métodos
qúımicos, también se pueden sintetizar por procedimientos de dispersion y
de agregación que son t́ıpicos de métodos f́ısicos. En este trabajo se utiliza
un método qúımico de śıntesis y se describe en las siguientes páginas. El
otro aspecto es la estabilidad de las misma y se puede lograr por medio de
estabilizadores como pueden ser poĺımeros como la Polivinil pirrolidona y
detergentes como el dodecilsulfato sódico, entre otros.

3.1.1.1. Śıntesis y estabilidad de nanopart́ıculas de plata

Hay una gran cantidad de métodos qúımicos usados para sintetizar na-
nopart́ıculas de plata mediante la reducción de sales de plata. De las cuales,
para nuestros fines se escogió el nitrato de plata (AgNO3) como componente
a reducir. Se puede variar la elección del agente reductor, cantidades rela-
tivas, concentraciones de reactivos, temperatura y duración de la reacción,
dando lugar a la obtención de distintos tamaños de nanopart́ıculas. Dentro de
estas variaciones que obtienen plata coloidal, se describe la disolución como
turbia y de color amarilla-verdosa o café [15, 16]. También ha sido reportada
la plata coloidal amarilla utilizando borohidruro de sodio fŕıo [17] que es la
base para el procedimiento de esta tesis.

En nuestro caso, la reacción qúımica que se realiza es reducir el nitrato
de plata con el borohidruro de sodio, de manera que:

AgNO3 + NaBH4 → Ag +
1

2
H2 +

1

2
B2H6 + NaNO3,

por cada mol de moléculas de nitrato de plata y borohidruro de sodio (NaBH4)
se obtiene un mol de plata en forma de nanopart́ıculas, medio mol de molécu-
las de hidrógeno gaseoso, medio mol de moléculas de diborano (B2H6) y un
mol de moléculas de nitrato de sodio (NaNO3).
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Un gran exceso de borohidruro de sodio es necesario para reducir los iones
de plata (Ag+) y estabilizar a las nanopart́ıculas formadas. Para la śıntesis se
comenzó con 30 mL de borohidruro de sodio a 2.0 mM en un “baño de hielo”
agitado durante aproximadamente 20 minutos, llegando a aproximadamente
3�, entonces se le agrega 10 mL de nitrato de plata a 1.0 mM con una veloci-
dad de una gota por segundo. La reacción se realizó agitándose a 300-350 rpm
en una parrilla de agitación magnética. La solución se tornó amarilla después
de agregar 2 mL de nitrato de plata y amarilla brillante cuando todo el nitra-
to de plata fue agregado. Inmediatamente después de verter todo el nitrato de
plata se dejo de agitar y se quitó la barra magnética. Con este procedimien-
to se obtienen nanopart́ıculas de plata de 12 ± 2 nm. S. Solomon y colabo-
radores [17] muestran micrograf́ıas obtenidas por microscoṕıa de transmisión
de nanopart́ıculas de plata producidas siguiendo este método de śıntesis y se
muestran en la figura 3.1.

Figura 3.1: Imagen del TEM de las nanopart́ıculas de plata [17].

Las nanopart́ıculas aśı sintetizadas son muy estables, hasta por semanas o
meses. Sin embargo, si se deja agitando la solución después de haber vertido
todo el nitrato de plata la solución comienza a cambiar a un color naranja y
llega hasta el gris, lo cual es provocado por la agregación de las part́ıculas,
dicho fenómeno se puede observar en la figura 3.2.

La luz incidente crea oscilaciones en los electrones de conducción en la
superficie de las nanopart́ıculas produciendo un plasmón de superficie. Esto
produce un pico de absorbancia debido a la resonancia del plasmón super-
ficial, proveniente de electrones libres en la superficie de la nanopart́ıcula
que interaccionan con la radiación UV y dan lugar a una absorción de ener-
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Figura 3.2: Soluciones con nanopart́ıculas de plata en distintas etapas de agregación.

ǵıa. El tamaño de las part́ıculas, aśı como la función dieléctrica del medio
circundante determinan la frecuencia e intensidad de dicha resonancia. Los
resultados obtenidos por D. Solomon [17] muestran que se forma el t́ıpico
pico de la resonancia de plasmón superficial a aproximadamente 400 nm, el
cual indica la formación de las nanopart́ıculas de plata. La longitud de onda
del máximo valor del pico de absorbancia puede ser empleada para estimar
el tamaño de part́ıcula. Cuanto mayor es el tamaño de la misma, el pico del
plasmón se desplaza a longitudes de onda mayores y además se ensancha, lo
cual se observa en la figura 3.3 que muestra las relaciones entre el tamaño de
las nanopart́ıculas de plata, la longitud de su pico de plasmón y su ancho.

Figura 3.3: Tamaño de las nanopart́ıculas de plata y sus caracteŕısticas espectrales [17].

Como ya se mencionó, la solución con nanopart́ıculas de plata tiene un
color amarillo brillante, provocado por la absorbancia de plasmón de super-
ficie. El espectro de absorción de la solución se muestra en la fig 3.4, la cual
muestra que hay un pico de absorbancia cerca de los 400 nm con un ancho
de 50-70 nm.

La adsorción de borohidruro es importante como agente estabilizador al
momento de la formación de las nanopart́ıculas de plata, proveyendo una
carga superficial negativa en cada part́ıcula, lo que no permite que estás se
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Figura 3.4: Espectro de absorción Uv/visible de la plata coloidal amarilla [17].

junten y comiencen a agregarse, tal y como se encuentra esquematizado en la
figura 3.5. La cantidad de borohidruro de sodio no debe ser demasiada alta
como para aumentar la fuerza iónica total y hacer que ocurra la agregación,
pero debe ser lo suficiente para estabilizar a las part́ıculas al momento de la
reacción. Por otra parte, S. Solomon menciona que la estabilización de las
part́ıculas también puede lograrse mediante la adsorción de poĺımeros, por
ejemplo, el poĺımero Polivinil pirrolidona (PVP) [17]. La concentración de
PVP para estabilizar las nanopart́ıculas que se sugiere es 0,3 M, aunque para
examinar su efecto bactericida de las nanopart́ıculas de plata el uso de PVP
es innecesario, pues sus efectos en la estabilidad aparece para tiempos pro-
longados, con resultados inciertos y sin una diferencia considerable, además
de que no se conoce el efecto del PVP en las bacterias.

Figura 3.5: Las fuerzas repulsivas, generadas por la absorción de BH4, mantienen sepa-
radas a las nanopart́ıculas de plata.



22 CAPÍTULO 3. METODOLOGÍA

Para este trabajo se realizaron además, un par de adaptaciones al método
de śıntesis que se acaba de describir. La primer adaptación fue descrita por
Steve Ng y Chris Johnson [18] y consiste solamente en utilizar 2 mL de ni-
trato de plata a 2 mM en vez de los 10 mL utilizados por S. Solomon [17]. La
segunda adaptación, se realizó para poder llegar a la concentración necesaria
de nanopart́ıculas de plata requeridas para inhibir de manera significativa el
crecimiento bacteriano y consiste en concentrar las soluciones de reactivos 20
veces, es decir, se utilizaron 10 mL de nitrato de plata a 40 mM y 30 mL de
borohidruro de sodio a 20 mM.

Posteriormente, al referirnos a nanopart́ıculas de plata diluidas serán las
sintetizadas por la adaptación de Steve Ng y Chris Johnson y al hablar de
nanopart́ıculas concentradas se hace referencia a las obtenidas al concentrar
las soluciones de reactivos 20 veces.

3.1.2. Lactobacilos

Lactobacilos, Lactobacillus o bacterias ácido lácticas, denominadas aśı
por convertir lactosa y otros monosacáridos en ácido láctico, es un género de
bacterias Gram positivas que son anaerobias facultivativas, es decir, crecen
tanto en presencia como en ausencia de ox́ıgeno. Sus necesidades nutritivas
son complejas y la mayor parte de las cepas no pueden cultivarse en medios
nutritivos ordinarios, a menos que se enriquezcan con glucosa y suero. Al-
gunos bacilos forman parte de la flora intestinal normal y pueden predominar
en lactantes e individuos con ingestión elevada de azúcares, especialmente
lactosa. Generalmente son benignos e incluso necesarios, pues habitan en el
cuerpo humano y en otros animales, encontrándose por ejemplo en el tracto
intestinal ayudando en la regeneración de la flora intestinal, sin embargo, se
han relacionado con procesos patológicos, como endocarditis y enfermedad
febril. La temperatura óptima de crecimiento de los Lactobacillus se sitúa
entre 30 y 40 �C. Su tolerancia al ácido vaŕıa desde 0.3 % hasta 1,9 % de
acidez. De acuerdo a los productos de fermentación de azúcar se clasifican
en dos grupos: El grupo homofermentativo solo convierte en ácido láctico al
azúcar fermentada. El grupo heterofermentativo produce además de ácido
láctico, dióxido de carbono, etanol y ácido acético como productos de la fer-
mentación de azúcar.

La bacteria que se utiliza en esta tesis es el Lactobacillus Casei Shirota
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(L.casei), que es una bacteria probiótica que pertenece al genero lactobacillus
que se encuentra en el intestino, aśı como en la boca. La L.casei es capaz
de sobrevivir a la digestión ya que resiste al paso de los jugos gástricos y
sales biliares colonizando temporalmente el intestino, razón por la cual es
utilizado en la industria láctea en la elaboración de alimentos lácteos pro-
bióticos. También se le atribuyen la capacidad de mejorar y prevenir varias
enfermedades a través de la regulación del sistema inmune. Esta especie en
particular de lactobacilo es muy resistente a rangos muy amplios de pH y
temperatura, con un tamaño promedio de 0.9×3.0 micrómetros.

Para aislar a la bacteria L. casei se usó leche fermentada comercial marca
Yakult, se agregó 20 μL de esta a 8.5 mL de agua, se preparó una solución
al 0.23 % de Yakult. A la solución obtenida se le introdujo una asa bactereo-
lógica, la cual se calentó previamente hasta el rojo vivo con un mechero, para
esterilizarla se hizo pasar sobre la superficie del medio de cultivo sólido para
dejar a las bacterias en la superficie teniendo cuidado de no romper dicho
medio (en la siguiente sección se describirán los medios de cultivo). Al hacer
pasar el asa sobre el agar se hicieron estŕıas sobre el medio de cultivo sólido
preparado en una caja petri, dichas estŕıas se hacen generalmente en zigzag
de tal manera que si algún microorganismo crece fuera de la estŕıa en zigzag
entonces será un microorganismo ajeno al que se introduce. Luego, las placas
se incubaron a 32 �C durante 24 h permitiendo que las células bacterianas
aisladas crecieran y pudieran formar colonias de bacterias visibles. En la
figura 3.7 se muestran las estŕıas hechas sobre el medio y como las bacterias
crecieron sobre estas estŕıas, de tal manera que es seguro que la colonias que
se observan son las bacterias deseadas.

3.1.2.1. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es una solución que cuenta con los nutrientes necesa-
rios para aislar, multiplicar e identificar los microorganismos bajo condiciones
favorables de crecimiento. Estos se presentan comercialmente en estado sóli-
do, semisólido y ĺıquido. Se han reportado más de 10,000 medios de cultivo
diferentes, como son los medios de Mueller Hinton (MHA), Luria-Bertoni
(LB) o el medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS). El método de crecimien-
to de los microorganismos en un medio es un Cultivo y es empleado como
método fundamental para el estudio de bacterias y otros microorganismos.
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Figura 3.6: L. casei vistos por microscoṕıa
óptica a 500 aumentos.

Figura 3.7: L. casei aislado en caja petri.

Un microorganismo se puede sembrar en un medio ĺıquido o en la su-
perficie de un medio sólido de agar. Los medios de cultivo se encuentran
enriquecido por diversos nutrientes que van desde azúcar hasta extracto de
carne, sangre, bilis, etc. Para aislar o purificar una especie bacteriana que se
encuentra en una muestra formada por varios tipos de bacterias, se siembra
en un medio de cultivo sólido donde las células que se multiplican no cambian
de localización, generando cada bacteria individual una colonia macroscópica
por medio de bipartición, de tal manera que una colonia está compuesta por
decenas de millones de células similares a la original. Si esta colonia indivi-
dual se siembra a su vez en un nuevo medio crecerá como cultivo puro de un
solo tipo de bacteria.

Para el desarrollo adecuado de los microorganismos en un medio de cultivo
es necesario que cumpla con los siguientes requisitos:

Disponibilidad de nutrientes

Consistencia adecuada del medio

Presencia o ausencia de ox́ıgeno y otros gases

Condiciones adecuadas de humedad

Luz ambiental

pH adecuado
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Temperatura

Esterilidad

Para la L. casei el medio de cultivo adecuado es el MRS, que fue desa-
rrollado por Man, Rogosa y Sharpe para proveer un medio que permitiera
un abundante desarrollo de lactobacilos y otras bacterias ácido lácticas. Para
este trabajo se utilizó el lactobacilli MRS agar y caldo de la marca Difco,
en su presentación en polvo y cuyo contenido se muestra en la table 3.1.
Su contenido de peptona y dextrosa suplementa nitrógeno, carbono y otros
elementos necesarios para el crecimiento. La peptona, extracto de carne y
de levadura proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento de los
microorganismos. El polisorbato 80, el magnesio, manganeso y el acetato de
sodio actúan favoreciendo el crecimiento óptimo de los lactobacilos, además
pueden inhibir el crecimiento de algunos otros organismos que no sean lac-
tobacilos. El fosfato de sodio ayuda a controlar el pH. El citrate de amonio
actúa como agente inhibidor del crecimiento de bacterias Gram negativas.

Lactobacilli MRS Difco (gramos por litro)
Peptona proteosa No. 3 10.0

Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0

Dextrosa 20.0
Polisorbato 80 1.0

Citrate de Amonio 2.0
Acetato de sodio 5.0

Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05

Fosfato de potasio 2.0

Cuadro 3.1: Fórmula del MRS.

La principal diferencia entre un medio de cultivo sólido y uno ĺıquido es
que el medio de cultivo sólido contiene un 1,5-2 % de agar, mientras que el
medio ĺıquido no contiene agar, en nuestro caso el MRS sólido contiene 15.0 g
por litro.



26 CAPÍTULO 3. METODOLOGÍA

El modo de preparación es mezclar vigorosamente en un litro de agua
desionizada 70 g del agar MRS ó 55 g del caldo MRS, si es que se quiere
un medio sólido o ĺıquido, respectivamente. Calentar con agitación constante
hasta hervir por 1 minuto para que el polvo se disuelva completamente. Pos-
teriormente, se procede a controlar su pH a 6.5 ±2, esto se hace agregándole
al medio hidróxido de sodio (NaOH) para subir el pH y ácido ćıtrico para
volver más ácido al MRS. Por último, se esterilizar la solución de MRS en
autoclave por 15 minutos a 121 �C. Es necesario verter el medio sólido en
cajas petri inmediatamente después de haber sido esterilizado a causa de su
solidificación. Aproximadamente, se vierten 25 mL de agar en cada caja petri,
se escogió esta cantidad pues se produce placas muy uniformes, se dejan secar
hasta que se solidifique completamente el medio y se le estŕıan las bacterias.
Después de que los medios hayan sido esterilizados o incubados, se mantienen
en refrigeración a un temperatura de 3 �C. Además, el manejo de los medios
sólidos y ĺıquidos después que han sido esterilizados se debe realizar en una
campana de flujo laminar y en medio de mecheros encendidos con el objetivo
de evitar contaminación de microorganismos ajenos a los de interés. Después
de ser inoculadas las L. casei en el respectivo medio, estas se mantienen en
incubación por 24 h a una temperatura de 32 �C y posteriormente en refri-
geración. En esta tesis un inóculo se refiere al cultivo de bacterias aisladas
en un medio ĺıquido en las condiciones que se acaban de mencionar, dicho
inóculo es de utilidad pues contiene solamente a la bacteria deseada en gran
concentración, todas las bacterias están vivas y son de tamaño uniforme y se
pueden utilizar después de un par de semanas en refrigeración.

3.1.2.2. Bacterias y su crecimiento.

Todo organismo necesita de un medio para crecer. Como ya se mencionó,
para la L. casei el medio más adecuado es el MRS, que fue el que se utilizó en
este trabajo. La curva del crecimiento bacteriano (fig. 3.8) en un sistema
cerrado presenta diversas fases con distintas caracteŕısticas:

1. Rezago: Es un peŕıodo de adaptación de las células microbianas a su
nuevo ambiente. Esta fase se puede prolongar en el caso de que el medio
de cultivo previo y el nuevo resulten tan diferentes que las células sean
genéticamente incapaces de sobrevivir, por lo que sólo unas cuantas po-
drán subsistir requiriendo de más tiempo para que éstas se multipliquen
lo suficiente y sea notorio el aumento de bacterias.
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2. Aceleración del crecimiento: En este lapso el aumento de la población
empieza a acelerarse y comienza a ser significativo.

3. Crecimiento exponencial: En esta fase la velocidad de aumento de la
biomasa celular es proporcional a ella misma, es decir el crecimiento
bacteriano es exponencial.

4. Desaceleración: En este lapso la velocidad de crecimiento comienza a
disminuir y los microorganismo empiezan a dejar de reproducirse.

5. Fase estacionaria: En esta fase ante el agotamiento de nutriente en el
medio o la acumulación de productos tóxicos el crecimiento disminuye
y la tasa de crecimiento es igual a la tasa de muerte.

6. Declinación: La tasa de muerte es mayor que la de crecimiento.

Figura 3.8: Fases de crecimiento bacteriano [19, 20].

3.2. Métodos de Análisis

En esta sección se muestra y se discute la teoŕıa que forma la base de la
espectroscoṕıa UV/visible y reflectometŕıa láser y la forma en que se imple-
mentan experimentalmente. Se describe su instrumentación, sus caracteŕısti-
cas y la manera en que se realiza el análisis por medio de cada técnica.
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3.2.1. Espectroscoṕıa UV/visible

La región de la Espectroscoṕıa UV/visible es convencionalmente divida
en 3 subdominios llamadas cerca del UV (185-400 nm), visible (400-700 nm)
y muy cerca del infrarrojo (700-1100 nm). La mayoŕıa de los espectrofotóme-
tros cubren el rango de 185 a 900 nm. El espectrofotómetro que se utilizó para
esta tesis fue el Lambda 35 de PerkinElmer y barre el rango de 200-1100 nm.
El ĺımite superior e inferior para los instrumentos dependen de la naturaleza
de sus componentes ópticos, el diseño, la presencia, o no, de caminos ópti-
cos del aire, si operan en un vaćıo y dependen también de la respuesta del
detector a las distintas longitudes de onda, llegando a medir un fotodetector
desde 185 nm hasta 3300 nm.

La absorción se produce por la interacción de los fotones, provenientes de
un fuente, con iones y moléculas de la muestra. Cuando una molécula absorbe
un fotón de la región del UV/visible, la correspondiente enerǵıa es capturada
por uno o más de sus electrones. Como consecuencia ocurre un cambio en su
enerǵıa eléctrica (Ee), que afecta su enerǵıa mecánica de rotación (Er) y su
enerǵıa de vibración (Ev), lo que origina un cambio en su espectro. Dichos
espectros son llamados espectros de transferencia de carga y están dados por

ΔEtotal = ΔEr + ΔEv + ΔEe,

con ΔEe > ΔEv > ΔEr.

En espectroscoṕıa, el análisis se genera por medio de la absorbancia o
la tramitancia, como función de la longitud de onda. La tramitancia T es
la medida de la atenuación de un rayo de luz monocromática basada en la
comparación entre las intensidades de la luz transmitida (I) y la luz incidente
(Io). La tramitancia es entonces definida por

T =
I

Io

.

Por otro lado, la absorbancia, también llamada densidad óptica, es definida
por medio de la tramitancia como

A = − log T.

Los espectros registrados de compuestos en la fase condensada, ya sean
puros o en solución, por lo general presentan bandas de absorción que son
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pocas y anchas, mientras que los espectro obtenidos de las muestras en es-
tado gaseoso y mantenidas bajo una débil presión dan espectros con una
“estructura fina” (fig. 3.9).

Figura 3.9: El espectro de una sustancia de los compuestos en su fase condensada muestra
bandas de absorción anchas mientras que en la fase gaseosa muestra muchas bandas de
absorción delgadas [14].

El diseño de los espectrofotómetro es para medir la absorción de luz,
pero en las mediciones que se realizan para cultivos de bacterias se presenta
un esparcimiento de luz considerable y que dan medida de las concentra-
ciones de biomasa, por tal motivo se ha argumentado que estas mediciones
no deben ser referidas como “absorbancia”, sino “absorbancia aparente” o
“densidad óptica”, pues la salida del espectrofotómetro presenta medidas de
“absorbancia” pero la mayor parte de la señal detectada se debe al fenómeno
de esparcimiento.
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3.2.1.1. Instrumentación en el UV/visible

Un espectrofotómetro esta compuesto básicamente de 3 componentes fun-
damentales: la fuente, el sistema de dispersión combinado con un monocro-
mador y el sistema de detección. Esos componentes están integrados en un
arreglo que obtiene los espectros de absorción. El espectrofotómetro utilizado
tiene dos fuentes de luz, una lámpara de deuterio y una de halógeno tungs-
teno, una rejilla de difracción y un fotodiodo como detector. Las dos fuentes
utilizadas por el espectrofotómetro permiten medir una muestra de referen-
cia o blanco, generalmente agua, y poder realizar correcciones. La figura 3.10
muestra esquemáticamente el camino óptico en el espectrofotómetro con sus
respectivos componentes.

Figura 3.10: Camino óptico para el espectrofotómetro.

3.2.1.2. Análisis cuantitativo: leyes de la absorción molecular

Ley de Lambert-Beer. El análisis cuantitativo de los dominios de UV/vi-
sible esta basado en la ley de Lambert-Beer la cual vincula a la absorción de
la luz con la concentración de un compuesto en solución. Dicha ley permite el
cálculo de la cantidad de luz absorbida a través de una cantidad de compuesto
en solución, viene dada por:

A = ελlC, (3.1)

donde A es la absorbancia, el cual es un parámetro sin dimensiones, l es el
grosor de la solución por la que la luz atraviesa y esta medida en cm, C es
la concentración molar y ελ el coeficiente de absorción molar de la longitud
de onda λ y viene dado en L

mol·cm . El coeficiente de absorción molar es un
parámetro también llamado como la absorbancia molar y que además de-
pende entre otras cosas de la temperatura y de la naturaleza del solvente en
la solución. Generalmente este valor está dado en la longitud de onda de la
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máxima absorción que va desde 0 hasta 200, 000.

De acuerdo a la hipótesis de Lambert, la intensidad I de un haz monocro-
mático es decreciente para un dI que ha pasado por un grosor dx de un
material cuyo coeficiente de absorción es k para una longitud de onda x
obedece a la ecuación

−dI

dx
= kIx, (3.2)

donde I0 es la intensidad de la luz incidente antes de pasar por el medio
absorbente. Integrando con los ĺımites correspondientes la ecuación (3.2) se
tiene una expresión para la intensidad transmitida I:

[ln Ix]
I
I0

= −k[x]l0, (3.3)

ln
I

I0

= −k · l, (3.4)

I = I0e
−kl. (3.5)

En el caso de un solución con una baja concentración disuelta en un medio
transparente, es decir, que no es absorbente, entonces suponemos que k es
proporcional a la concentración molar C de este compuesto:

k = k′ · C,

reemplazando esta expresión en la ecuación (3.4) y al compararse con la
ecuación (3.1), tomando en cuenta a ελ = −k′, se obtiene un conjunto de
identidades que representan a la absorbancia A de manera distinta:

A = log
I0

I
, ó A = log

1

T
, ó A = log

100

T %
ó A = 2 − log T %. (3.6)

Estas ecuaciones proporcionan varias maneras de interpretar la absorban-
cia. En un experimento de espectroscoṕıa UV/visible que se realiza para
obtener información cuantitativa del contenido de la muestra, deben cumplirse
las siguientes condiciones:

la luz usada debe ser monocromática

la concentración debe ser baja

la solución debe ser fluorescente ó heterogénea
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el soluto no debe ser sometido a transformaciones fotoqúımicas

el soluto no debe estar disolviéndose en el solvente

3.2.1.3. Suma de absorbancias

Sea A la absorbancia medida para una mezcla de compuestos, 1 y 2, en
un solvente puesto en una celda de grosor l. Se obtiene la misma absorbancia
A si se hace pasar la luz a través de dos celdas de longitud l, puestas una
después de la otra, de manera que la primera de ellas contenga el compuesto
1 y la otra el compuesto 2, tal y como muestra la figura 3.11, donde am-
bos arreglos obtienen la misma absorbancia, lo cual muestra que la Ley de
Lambert-Beer es aditiva con respecto a la absorbancia y viene dada por:

Arreglo 1:
A = l(ε1C1 + ε2C2),

Arreglo 2:
A1 = lε1C1 y A2 = lε2C2,

A = A1 + A2. (3.7)

Figura 3.11: Para toda longitud de onda, la absorbancia resultante ante una mezcla de
dos soluciones es la misma que la suma de las absorbancias de ambas soluciones.

Cuando una mezcla de compuestos, cuyos espectros de absorción son
conocidos, es analizada entonces la composición de la mezcla puede ser de-
terminada. El método esta basado en el espectro de absorción de los com-
ponentes individuales y de mezclas con fracciones de los componentes bien
definidas. De acuerdo a la ecuación (3.7) el espectro de absorción de una mez-
cla que sera medido corresponde a la suma de los espectros de cada uno de
los componentes. Dicho espectro se puede calcular por medio álgebra básica
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y por medio de una regresión multilineal, que son los métodos clásico y que
se describirán a continuación.

3.2.1.4. Método algebraico

Dada una mezcla de 3 compuestos 1,2,3 en una solución a concentraciones
C1, C2, C3, respectivamente. Se miden las absorbancias de las mezclas a 3
longitudes de onda λ1, λ2, λ3, obteniendo A1, A2, A3. Conociendo los valores
espećıficos de las absorbancias para cada uno de los 3 compuestos para cada
una de las 3 longitudes de onda εj

i podemos utilizar la Ley de aditividad
obteniendo el siguiente sistema de 3 ecuaciones:

A1 = ε1
1C1 + ε1

2C2 + ε1
3C3 para λ1,

A2 = ε2
1C1 + ε2

2C2 + ε2
3C3 para λ2,

A3 = ε3
1C1 + ε3

2C2 + ε3
3C3 para λ3.

Este sistema también se puede expresar como:

⎛
⎝ C1

C2

C3

⎞
⎠ =

⎛
⎝ A1

A2

A3

⎞
⎠ ·

⎛
⎝ ε1

1 ε1
2 ε1

3

ε2
1 ε2

2 ε2
3

ε3
1 ε3

2 ε3
3

⎞
⎠

−1

,

esta aproximación da buenos resultados cuando los compuestos producen es-
pectros que son significativamente diferentes, por otra parte, pierde precisión
cuando los espectros están muy cerca de tener grandes variaciones ante un
pequeño error en la medición.

3.2.1.5. Análisis de regresión lineal de multiple longitud de onda

Mediante el método de regresión lineal se puede neutralizar el ruido de
fondo y obtener mejores resultados. Dada una longitud de onda, la absorban-
cia de una mezcla de dos compuestos 1 y 2, que no interaccionan entre śı,
esta dada por la ecuación:

A = l(ε1C1 + ε2C2), (3.8)

donde para cada uno de los espectros suponemos que el grosor de la celda es
l = 1 cm, entonces:

para el compuesto 1 Aref. 1 = ε1 · Cref. a,

para el compuesto 2 Aref. 2 = ε2 · Cref. 2.
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Esas dos expresiones permiten calcular los coeficientes de absorción molar
ε de cada uno de los compuestos puros en cada la longitud de onda conside-
rada. Por lo tanto, de la ecuación (3.8) obtenemos:

A =
Aref,1

Cref,1

C1 +
Aref,2

Cref,2

C2,

dividiendo la ecuación anterior por Aref,1 entonces obtenemos para cada lon-
gitud de onda λ:

(
A

Aref,1

)
=

C1

Cref,1

+
C2

Cref,2

·
(

Aref,2

Aref,1

)
. (3.9)

El miembro izquierdo de la ecuación (3.9) es una función similar al radio
de absorbancias que aparece en la parte derecha. Entonces, el cálculo de los
valores viene dado por una recta con pendiente e intercepto dado por C1 y
C2. El método necesita un espectrofotómetro computarizado y para el cual
la precisión de los resultados incrementan con el número de datos usados.

3.2.2. Reflectometŕıa láser cerca del ángulo cŕıtico

El objetivo en los siguientes párrafos es presentar los elementos necesarios
para entender el método de reflectometŕıa láser. Los ĺımites teóricos que
aqúı se describen pueden ser ampliados en [21, 22]. La luz, vista como onda
electromagnética, se propaga en distintos medios con una velocidad distinta
y menor que c=300,000 km

s
, la cual solo se obtiene en el vacio. Esto provoca

interesantes fenómenos en la reflexión y refracción de la luz al pasar de un
medio a otro con diferentes propiedades f́ısicas. La relación entre la velocidad
de la luz en el vaćıo c y la velocidad de la luz en un medio υ es el ı́ndice de
refracción del medio:

n =
c

υ
.

Los fenómenos de refracción y reflexión son ya bien conocidos y vienen
dados por la Ley de Snell. Esta ley considera dos medios caracterizados por
ı́ndices de refracción distintos, y establece la forma en que como un rayo de
luz varia su dirección de propagación dependiendo de la relación entre los
ı́ndices de refracción. Considerando un haz de luz que incide a un ángulo
θi con respecto a la normal de la interfaz entre los dos medios y sea θt la
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dirección que sigue el rayo transtimitido en el segundo medio, la ley de Snell
establece que

ni sin θi = nt sin θt, (3.10)

donde ni y nt corresponden a los ı́ndices de refracción de los medios en el
cual se encuentra el haz incide y en el que se encuentra el haz transmitido,
respectivamente.

Además de la ley de snell, la forma en que los campos eléctricos y magnéti-
cos, Dado una onda plana y dos medios separados por una interfase plana, de
tal manera que el campo eléctrico �E sea perpendicular al plano de incidencia
y el campo magnético �B paralelo a este, se obtiene un sistema como se
muestra en la figura 3.12, donde �k representa el vector de propagación que
cumple

�k × �E = ν �B,
�k · �E = 0.

Figura 3.12: Diagrama esquemático que muestra el comportamiento de los campos E y
B cuando una onda plana incide en una interfase entre dos medios con distintos indices
de refracción.

Entonces, el coeficiente de reflexión de Fresnel viene dado por

r⊥ ≡
(

E0r

E0i

)
⊥

=
ni cos θi − nt cos θt

ni cos θi + nt cos θt

,

donde r⊥ denota la amplitud del coeficiente de reflexión para �E perpendi-
cular al plano de incidencia. Dicho coeficiente se aplica a cualquier medio
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homogéneo, isotrópico dieléctrico y lineal. Utilizando la ley de Snell este
coeficiente es reescrito como:

r⊥ =

(
E0r

E0i

)
⊥

=
cos θi −

√
n2

ti − sin2 θt

cos θi +
√

n2
ti − sin2 θt

,

donde nti es la razón entre los ı́ndices de refracción transmitido e incidente
nti = nt

ni
.

En los estudios experimentales de reflectometŕıa láser cercana al ángulo
cŕıtico, la variable que se monitorea es la reflectancia. Esta se define como la
cantidad de flujo de enerǵıa que se refleja cuando el haz incide en la interfase.
En principio si la reflectancia cambia con el tiempo es porque están cambian-
do las propiedades ópticas de alguno o ambas medios. Aśı el monitoreo de
la reflectancia puede brindar información valiosa de la velocidad a la que
suceden dichos cambios, y con ayuda de una teoŕıa adecuada puede inclusive
ayudar a dilucidar mecanismos de acción. Para el caso en el que se tiene una
onda plana y el campo el campo eléctrico incide perpendicularmente al plano
de incidencia, que fue lo implementado para este trabajo, la reflectancia esta
dada por

R⊥ = |r⊥|2 =

(
E0r

E0i

)2

⊥
=

∣∣∣∣∣
cos θi −

√
n2

ti − sin2 θt

cos θi +
√

n2
ti − sin2 θt

∣∣∣∣∣
2

. (3.11)

Para la cual en una interfaz vidrio/agua, donde el ı́ndice de refracción de
la lente y del agua son ni = 1,515 y nt = 1,331, respectivamente, la expresión
anterior produce la curva que muestra la figura 3.13.

En los experimentos de esta tesis, no se uso una onda plana, sino un
haz láser Gaussiano, de λ = 632nm. Para haces gaussianos R = R(θ) esta
relacionado con las propiedades de los medios por [23]:

R =
ω0κ1√

2π

∫ π
2

0

|r⊥|2 exp

[
−ω2

0κ
2
1

2
(θ − θi)

2

]
dθ, (3.12)

donde ω0 es la medida de la cintura del haz y κ1 es una relación entre ni y
la longitud de onda del haz incidente λ siendo expresada como

κ1 =
2πni

λ
.
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Figura 3.13: Curva de la reflectancia para un onda plana con ni = 1,515 y nt = 1,331.

La curva de reflectanćıa de un haz gaussiano para la interfase anterior y
con los parámetros del láser utilizado en este trabajo, donde ω0 = 16,6 μm
es la anchura mı́nima que alcanza el haz en su propagación y λ = 632 nm la
longitud de onda del haz láser, se obtiene la curva mostrada en la figura 3.14

Figura 3.14: Curva de la reflectancia para un haz Gaussiano con ni = 1,515 y nt = 1,331.

Salvo lo relacionado con el medio de transmisión, el sistema descrito por
la gráfica anterior es el que se utiliza en esta tesis, por lo tanto, las curvas
que se deben obtener son análogas a la mostrada en la figura 3.14.
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3.2.2.1. Arreglo experimental

El ángulo cŕıtico es el ángulo mı́nimo para el cual sucede la reflexión
interna total. Dicha reflexión ocurre cuando un rayo de luz láser, que se en-
cuentra en un medio con ı́ndice de refracción más grande que él del medio
que atravezará, se refracta de tal modo que no es capaz de atravesar la super-
ficie entre ambos medios, reflejándose completamente. Cerca de este ángulo,
tenemos que pequeños cambios en el sistema óptico, cambio en el ı́ndice de
refracción de alguno de los medio o una perturbación en el ángulo de inciden-
cia, generan un gran cambio en la intensidad del ángulo cŕıtico (fig. 3.14). Por
esta razón, los cambios en alguno de los medios son monitoreados por medio
de la intensidad del haz reflejado cerca del ángulo cŕıtico. Esto se realiza
haciendo incidir un haz láser en una interfase sólido/ĺıquido, siendo el sólido
una lente semiciĺındrica modelo BK7 de 4 cm de diámetro y 2 cm de ancho,
que es el medio de incidencia, y tiene un ı́ndice de refracción n1 = 1,515. El
medio transmitido es una solución de MRS inoculado de L.casei. Al paso del
tiempo dichas estas bacterias utilizan los componentes del MRS para poder
crecer y reproducirse. En esta tesis se busca utilizar la reflectometŕıa laser
como método para obtener información útil relacionada al crecimiento de
estas poblaciones bacterianas.

El arreglo experimental se esquematiza en la fig. 3.15. La lente semi-
ciĺındrica es insertada lateralmente en un contenedor ciĺındrico, que a su ves
está montado en un goniómetro de alta precisión para medir y controlar el
ángulo de incidencia. Entonces, el ángulo de incidencia es ajustado tan solo
moviendo el goniómetro, y la intensidad del haz reflejado es obtenida por un
fotodetector y un mult́ımetro digital. Como fuente de luz se utiliza un láser
compacto estabilizado Melles Griot de He-Ne de 5 mW de potencia que emite
un haz gaussiano linealmente polarizado de 632 nm de longitud de onda, con
un diámetro de spot de 0.81 mm, y una cintura de haz de 18.6 μm, siendo
esta la anchura mı́nima que alcanza el haz en su propagación.

Primero se hace incidir un haz láser por la cara convexa de la lente semi-
ciĺındrica, este haz viaja por el cuerpo de la lente hasta incidir en la interfase
plana formada por la lente y el MRS, donde parte de este haz se refleja a
través de la lente y otra parte se transmite a la solución en la que se en-
cuentran las bacterias. Por medio de la rotación del goniómetro se puede
cambiar el ángulo de incidencia manteniendo fijo el láser, lo cual permite
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Figura 3.15: Esquema del arreglo experimental.

obtener el valor de la reflectancia a distintos ángulos. La reflectancia se mide
experimentalmente utilizando un fotodector que intercepta el haz reflectado
perpendicularmente transformando la señal luminosa en una señal eléctrica,
la cual, mantiene una relación lineal entre la diferencia de potencial eléctrico
y la intensidad de la luz que incide. La diferencia de potencial producida por
el fotodector es enviada a un mult́ımetro digital AGILENT de 5 d́ıgitos de
precisión Modelo 34405A, que transforma esa señal analógica a una digital.
Se utiliza una laptop que interpreta y presenta los datos mediante un pro-
grama desarrollado en LabView (fig. 3.16). Este programa captura los datos
mostrados por el mult́ımetro generando una gráfica con respecto al tiempo
y los muestra en pantalla, pudiéndose cambiar el intervalo de tiempo en el
cual sucede la captura de datos, este programa permitió la automatización
del proceso de adquisición de datos con respecto del tiempo.

Como ya se mencionó, el crecimiento bacteriano de bacterias L.casei, se
realiza en un cilindro que contiene el medio ĺıquido MRS donde crecerán las
bacterias (3.17). Sin embargo, el MRS tiene los compuestos necesarios para
que otras bacterias y microorganismos puedan crecer, además de los L.casei.
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Figura 3.16: Interfaz gráfica del programa generado en LabView para la captura y
muestra de datos.

El sistema es muy susceptible a contaminación por parte de otras bacterias
que se encuentran en el ambiente, lo cual puede generar incertidumbre en los
resultados. Por tal motivo, antes de iniciar el experimento de reflectometŕıa
es importante esterilizar el cilindro, lo que se hizo con un lavado en alcohol
y al final del experimento se lava en un baño sónico durante 1 hora. Para
mantener la esterilidad en el sistema, se esteriliza el cilindro en una campana
de flujo laminar en medio de dos mecheros de alcohol y alĺı mismo se vierte
el MRS.

Antes de comenzar el experimento de reflectometŕıa es necesario alinear
el sistema óptico, de tal manera que el haz láser incide en el centro de la lente
semiciĺındrica, perpendicularmente a la interfase plana vidrio/MRS ĺıquido.
Entonces, se conecta el mult́ımetro al fotodetector y la laptop. Como ya se
mencionó, lo importante de esta técnica es medir la reflectancia con el tiempo
cerca del ángulo cŕıtico, por lo tanto, se gráfica un curva de reflectancia me-
diante el uso de la rotación del goniómetro para identificar el ángulo cŕıtico.
Este ángulo se puede reconocer por un cambio abrupto en la reflectancia antes
de él y un cambio nulo en la reflectancia después de él. El sistema se mantiene
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Figura 3.17: Cilindro donde que contiene el MRS con inóculo de L.casei al cual se le
hace incidir el haz láser

antes del ángulo cŕıtico que es donde ligeros cambios en las propiedades ópti-
cas del medio, espećıficamente el ı́ndice de refracción, dan grandes cambios
en el valor de la reflectancia y para el sistema que se analiza en este trabajo
se dejó el ángulo de incidencia en 62.5�.

Posteriormente, entre mecheros de alcohol se inocula la L. casei en el
MRS, que está contenido en el cilindro, con 180 μL de inóculo y se obtiene
otra curva de reflectancia. Mediante el uso del goniómetro se coloca el sistema
a un ángulo de incidencia 62.5� y se echa a andar el programa de obtención de
datos. Por último, 24 horas después de iniciado el experimento se obtiene otra
curva de reflectancia, se analiza el cambio en el ángulo cŕıtico, lo sucedido
con la reflectancia a lo largo del tiempo y con estos datos se da un análisis
cualitativo del crecimiento bacteriano.

Control de temperatura El experimento de reflectometŕıa láser también
se realizó con un control de temperatura, con el objetivo de obtener un cre-
cimiento óptimo para la L. casei y se muestra en la figura 3.18. El sistema
óptico y de obtención de datos se mantuvo igual, pero se implementó un flujo
que lleva la L. casei del contenedor, donde se realiza el sensado, a un matraz
que mantenga a la bacteria a su temperatura óptima de 32 �C. El flujo se
lleva a cabo mediante una bomba peristaltica de flujo constante y a través de
un sistema de mangueras que conectan al contenedor de sensado y al matraz.
El control de temperatura se realiza mediante un controlador de temperatu-
ra conectado a una mantilla de calentamiento que cubre al biorreactor El
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biorreactor contiene 1 L de agua y un matraz con 200 mL de MRS y 6 mL
de inóculo de L. casei, de tal manera que la mantilla caliente el agua dentro
de biorector y esta a su vez, al matraz con las bacterias. El controlador de
temperatura tiene una precisión de 0.1 �C, sin embargo su sistema es on/off,
es decir, el controlador mantiene la mantilla a la misma temperatura hasta
que el agua en el biorector llega a 32 �C, entonces el controlador se apaga
pero la mantilla sigue caliente y continua aumentando la temperatura del sis-
tema por un tiempo. Por lo tanto, la temperatura del sistema oscila ± 1.5 �C
provocando oscilaciones en la medición de la reflectancia de hasta 1 mV.

Figura 3.18: Arreglo experimental de la técnica de reflectometŕıa láser. (−→) Esquema-
tizan el camino que lleva el medir la señal de reflectancia que comienza con el haz laser
hasta la captura de datos con LabView. (−− →) Representan el flujo de la L. casei desde
el biorreactor al cilindro.

La figura 3.18 muestra el arreglo experimental con control de temperatu-
ra, además esquematiza el procedimiento que conlleva medir la señal de la
reflectancia y el flujo del MRS inoculado con L. casei. Se puede observar
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una parrilla de agitación magnética, la cual se utilizó para mantener una
temperatura uniforme en la solución del matraz agitándola a 37 rpm.



Caṕıtulo 4

Resultados

En este caṕıtulo se muestran los resultados obtenidos de los experimentos
que se llevaron a cabo. Primero se analiza por espectroscoṕıa UV/visible las
propiedades y caracteŕısticas de las nanopart́ıculas de plata, aśı como el efecto
que producen en la disminución de la velocidad de crecimiento de poblaciones
de bacterias L. casei. Por último, se presentan los resultados de reflectometŕıa
láser que se realizaron para estudiar la dinámica de crecimiento de la L. casei.

4.1. Espectroscoṕıa UV/visible

El tamaño y la estabilidad de las nanopart́ıculas dependen de las concen-
traciones utilizadas al sintetizarlas. En este estudio se analizó con detalle el
comportamiento a 3 concentraciones distintas, con el objetivo de entender su
comportamiento y poder producir muestras adecuadas para inducir efectos
antibacteriales, aplicados en este trabajo al Lactobacillus casei Shirota

4.1.1. Nanopart́ıculas

4.1.1.1. Sintetizadas con [AgNO3]=10 mL a 2 mM y [BH4]=30 mL
a 1 mM

Las nanopart́ıculas de plata producidas en este trabajo presentan un col-
or amarillo brillante muy caracteŕıstico, transparente, como se muestra en la
figura 4.1. Estas nanopart́ıculas se caracterizaron solamente por medio de es-
pectroscoṕıa, pues lo más importante en su estudio es identificar la longitud
de onda en la cual se encuentra su pico de resonancia de plasmón superficial.

44
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Analizando el ancho y la altura del pico se pueden conocer algunas de sus
propiedades, como su tamaño y forma. En particular, el espectro de absorción
obtenido por las todas las nanopart́ıculas que se sintetizaron resulta esencial-
mente como se muestra en la figura 4.2. En esta gráfica el pico de plasmón
se encuentra a una longitud de onda de 391 nm y tiene un ancho, el cual se
toma a la mitad de la altura del pico de absorción, de 101 nm. De acuerdo
con Creighton JA [24] ese pico de absorción es t́ıpico de nanopart́ıculas de
plata esféricas, además dicho valor es prácticamente al obtenido por J. Sung
utilizando el mismo método de śıntesis [9]. De acuerdo a S. Solomon [17]
el valor obtenido para el pico de absorción corresponde a nanopart́ıculas de
un diámetro promedio de 12 ± 2 nm. Sin embargo, la altura y el ancho del
espectro de absorción del espectro de la figura 4.2 difiere del obtenido por S.
Solomon [17] aun cuando se uso el mismo procedimiento en su śıntesis, esto
se debe a que el autor referido diluyó su muestra al obtener el espectro.

Figura 4.1: Solución amarilla de nanopart́ıculas de plata.

Para examinar la estabilidad de las nanopart́ıculas de plata se obtuvo
el espectro de absorción inmediatamente después de ser sintetizadas y a 48
horas después. Las gráficas que se obtienen son las mostradas en la figura
4.3, se observa que ambas gráficas son esencialmente las misma, el pico de
plasmón se presenta a los 391 nm y con un ancho de 101 nm para las part́ıculas
iniciales y un pico de plasmón de 393 nm y con un ancho de 103 nm después
de 48 horas. El aumento en la longitud de onda en el pico de plasmón y en su
ancho sugiere un aumento de tamaño mı́nimo, a los más 1 nm. De acuerdo a
S. Solomon [17] el que el pico de plasmón se encuentre a los 393 nm indica que
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Figura 4.2: Espectro de absorción de las nanopart́ıculas de plata sintetizadas con
[AgNO3]=10 mL a 2 mM y [BH4]=30 mL a 1 mM

las nanopart́ıculas continuaron termodinámicamente estables al menos por
un par de d́ıas, lo cual es suficiente para examinar su efecto bactericida. Al
inicio del trabajo se pensó en utilizar PVP para estabilizar las nanopart́ıculas,
sin embargo como muestra la figura 4.3 ya eran lo suficientemente estables
para el análisis bactericida, por lo cual, su uso fue innecesario. En realidad
la estabilidad de las nanopart́ıculas es muy aleatoria, algunas veces duran
estables meses con o sin PVP y otras veces solo un par de d́ıas.

4.1.1.2. Sintetizadas con [AgNO3]=2 mL a 2 mM y [BH4]=30 mL
a 1 mM (Nanopart́ıculas diluidas)

También se sintetizaron las part́ıculas de plata de tamaño nanométrico
con tan solo 2 mL de nitrato de plata en vez de los 10 mL que se mencionan
en la sección anterior. De igual manera se obtuvo la solución caracteŕıstica
amarillo brillante transparente, su espectro de absorción se muestra en la
figura 4.4. Se observa un pico de absorbancia a una longitud de onda de 410
nm, con ancho de 81 nm y además notamos que el valor de la absorban-
cia y el pico de absorción disminuyeron debido a que la concentración de
nanopart́ıculas de plata disminuye, el aumento a 410 nm del pico de absor-
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Figura 4.3: Espectro de absorción de las nanopart́ıculas de plata al ser sintetizadas y 48
horas después de esto.

ción indica un aumento alrededor de 20 nm.

Para poder analizar el efecto bactericida de la plata en tamaño nanométri-
co se pretend́ıa separar las nanopart́ıculas diluidas de la solución en la cual
se encontraban, de tal manera que se pudiera adicionar la concentración de-
seada al medio donde se reproduciŕıan las bacterias. Sin embargo, esto no
fue posible, se intentó separarlas por centrifugación y froculación por medio
de un baño ultrasónico. Las nanopart́ıculas diluidas correspondientes al es-
pectro de absorción de la figura 4.4, se centrifugaron a 1000 rpm durante
15 min. Sin embargo, la solución no mostró cambios aparentes, dado que el
color permanećıa amarillo brillante y no se encontró ningún precipitado en el
fondo, lo cual indica que las nanopart́ıculas de plata permanećıan estables.
También se intento frolicularlas por medio de un baño ultrasónico para poder
separarlas. Una forma de verificar que no hab́ıan coalecido y que continuaban
siendo nanopart́ıculas, seŕıa mediante su redispersión en agua desionizada y
para posteriormente obtener su espectro UV/visible. No obstante, al intentar
este procedimiento se observó que los froliculos no siempre se pudieron gener-
ar y cuando se formaron no siempre que se redispersaron dieron la solución
amarilla que indica la presencia de nanopart́ıculas. Es decir, no se encon-
tró ningún método que pudiera separar las nanopart́ıculas de la solución en
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la que se sintetiza. Estos métodos descritos no solo se intentaron para esta
concentración de nanopart́ıculas sino para todas las concentraciones que se
sintetizaron, y para ninguna se logró la separación.
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Figura 4.4: Espectro de absorción de las nanopart́ıculas de plata sintetizadas con
[AgNO3]=2 mL a 2 mM y [BH4]=30 mL a 1 mM

4.1.1.3. Sintetizadas con [AgNO3]=10 mL a 40 mM y [BH4]=30
mL a 20 nM (nanopart́ıculas concentradas)

Dado a que no fue posible separar las nanopart́ıculas por los métodos
indicados, y a que la concentración que se requiere para observar efectos
bactericidas apreciables es mayor a la que se obtiene siguiendo el método de
śıntesis con las concentraciones qúımicas indicadas en el caṕıtulo anterior. Se
decidió aumentar 20 veces las concentraciones de los reactivos utilizados, con
la finalidad de obtener soluciones de nanopart́ıculas mucho mas concentradas.
Al hacerlo se obtiene una solución turbia de color verde obscuro (figura 4.5),
como se ha reportado por S. solomon [17]. El espectro de absorción que se
obtuvo 3 horas después de ser sintetizadas se muestra en la figura 4.6. Su
pico de absorción se observa a los 390 nm, con un ancho de 83 nm, lo que
indica un tamaño un poco menor a 10 nm.
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Figura 4.5: Solución verde obscuro de nanopart́ıculas de plata concentradas 20 veces y
sintetizadas con [AgNO3]=10 mL a 40 mM y [BH4]=30 mL a 20 nM.
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Figura 4.6: Espectro de absorción de las nanopart́ıculas de plata después 3 horas de ser
sintetizadas con [AgNO3]=10 mL a 40 mM y [BH4]=30 mL a 20 nM.

Para estudiar la estabilidad de las nanopart́ıculas concentradas 20 veces se
obtiene su espectro de absorción a 0.00, 1.76, 3.72 y 5.44 horas, consiguiendo
aśı la secuencia de espectros mostrada en la figura 4.7. La curva 0 h muestra
un comportamiento ruidoso a λ < 470 debido a la turbidez que presenta la
solución al momento de sintetizarse. A 1.76 horas parte de las nanopart́ıculas
forman agregados que se sedimentan el resto quedan suspendidas en la solu-
ción, generando la t́ıpica curva de absorción con un pico de plasmón de 390
nm y un ancho de 73 nm. A tiempos mayores de 3.72 horas toda la solución se
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desestabiliza completamente y deja de absorber. Para estas nanopart́ıculas,
se obtiene que la absorción a los 632 nm desciende casi totalmente después
de 2 horas y permanece de esa manera el resto del tiempo como se muestra
en la figura 4.8. La absorbancia a 632 nm es importante porque es la longitud
de onda del haz que se usa en los experimentos de reflectometŕıa láser que
son discutidos mas adelante.
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Figura 4.7: Espectros de absorción de las nanopart́ıculas de plata a distintos tiempos
después de ser sintetizadas con [AgNO3]=10 mL a 40 mM y [BH4]=30 mL a 20 nM.

Todas las nanopart́ıculas que se sintetizaron mostraron un espectro de
absorción como el mostrado en la figura 4.2, y en promedio se obtiene que
el pico de resonancia de plasmón superficial se encuentra a una longitud de
onda de 395.25 nm y con un ancho de 95.44 nm, y de acuerdo a lo explicado
en la sección 3.1.1, esto indica que el tamaño de las nanopart́ıculas es de 12
± 2 nm.
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Figura 4.8: Absorbancia a 632 nm de las nanopart́ıculas de plata y sintetizadas con
[AgNO3]=10 mL a 40 mM y [BH4]=30 mL a 20 nM.

4.1.2. Efecto bactericida de las nanopart́ıculas de plata
en los Lactobacillus casei Shirota�

Para examinar el efecto antibacterial se vierte un volumen de solución
con nanopart́ıculas de plata a la solución de MRS que contiene L. casei.
Esto fue necesario debido a que no fue posible separar las nanopart́ıculas de
plata de la solución en la cual se sintetizaron. En todos los experimentos que
se discuten en el resto de la tesis la concentración de bacterias es de 1 mL
de inóculo agregado a 33 mL de MRS. Como la solución de nanopart́ıculas
se sintetiza a partir de borohidruro de sodio y de nitrato de plata, entonces
hay que examinar el efecto individual que dichos componentes producen en
la L. casei. Esto se realiza adicionando de manera independiente 16.5 mL
de borohidruro de sodio y 5.5 mL nitrato de plata a las concentraciones de-
seadas a la solución con bacterias.

Para generar las curvas de crecimiento bacteriano se analizó la absorban-
cia a una longitud de onda de 632 nm cada 1.83 horas durante las primeras
12.83 horas, después de la inoculación de L. casei y la adición de la solución
con nanopart́ıculas de plata, borohidruro de sodio y nitrato de plata y por
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último se toma la medición del espectro a las 24 horas de haber iniciado el
experimento. El intervalo de tiempo de 1.83 horas se seleccionó como un valor
óptimo para obtener curvas bien definidas con el menor número de muestras.

La curva de crecimiento de la L. casei en presencia de nitrato de plata,
borohidruro y nanopart́ıculas de plata a distintas concentraciones (nanoAg)
se muestran en la figura 4.9. Lo primero que se observa es que la mayoŕıa de
las curvas son muy similares a excepción de la que corresponde al nitrato de
plata, esta curva muestra que este compuesto inhibe el crecimiento un 30 %
después de 24 h, respecto al control (el control corresponde al MRS inoculado
con L.casei), mostrando en todo momento una absorbancia menor que las
demás. En principio, no es una gran sorpresa que esto suceda, pues se sabe
que las sales de plata son altamente tóxicas inclusive para el ser humano, por
lo que era de esperar el bajo crecimiento del L. casei en un medio adicionado
con nitrato de plata.
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Figura 4.9: Absorbancia a λ = 632 nm con respecto del tiempo para el control y la
L. casei con nanopart́ıculas de plata, nitrato de plata y borohidruro de sodio.

Podemos observar que a excepción de la curva de crecimiento correspon-
diente al nitrato de plata, en todas las otras curvas la absorbancia máxima
se alcanza a las 12 horas, lo que significa que en este momento la población
ha llegado a su valor máximo, comenzando aśı la fase de declinación de las
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L. casei (sección 3.1.2). Por espectroscoṕıa UV/visible no es posible dife-
renciar entre bacterias vivas y muertas, por este motivo la absorbancia per-
manece constante después de 12 horas.

Dada la discusión anterior, en la figura 4.10 se van a analizan solamente
las primeras 12 horas de la curva de crecimiento obtenida por espectroscoṕıa.
De esta manera, se alcanzan a observar detenidamente las primeras fases de
la curva de crecimiento descritas en la sección 3.1.2. Por un lado, vemos que
las curvas correspondientes a la L. casei y a la adicionada con borohidruro
de sodio se comportan esencialmente igual, lo que implica que la presen-
cia individual de este compuesto no induce ningún efecto bactericida en la
L. casei. Por otro lado, se observa que las muestras de las soluciones que
además de contener L. casei se les añade 15 y 22 mL de nanopart́ıculas de
plata (nanoAg), sintetizadas como se mencionó en la sección 3.1.1, presentan
desde un inicio una absorbancia mayor a la obtenida por el control, dicha
diferencia es de esperarse dado a que el control es una mezcla de MRS in-
oculado con L. casei y la otra solución es la compuesta por dicho control
más las de nanopart́ıculas de plata. Como se observó en la sección 3.2.1.2,
la absorbancia de una mezcla de compuestos es proporcional a las absorban-
cias de los compuestos individuales. Después de 12 horas la diferencia de la
absorbancia entre las soluciones con nanopart́ıculas de plata y el control es
menor a la obtenida inicialmente, la diferencia se debe a que en la solución
con nanopart́ıculas crecieron menos bacterias. Aunque en la gráfica 4.10 la
diferencia es muy pequeña, al aumentar la concentración de nanopart́ıculas
el efecto es mucho más claro como se discute a continuación.

La figura 4.11 muestra los resultados de la absorbancia con el tiempo
para la misma cantidad de bacterias que la figura 4.10 pero esta vez se uti-
liza la solución de nanopart́ıculas de plata concentrada 20 veces descritas
en la sección 3.1.1.1. De tal manera que la solución de MRS inoculada con
L. casei tenga una concentración de nanopart́ıculas de plata de 50, 100 y
150 μg

mL
.

En comparación a la figura 4.10, en la figura 4.11 no se muestra la cur-
va para el nitrato de plata, pues este no se encuentra presente ya que en el
proceso de śıntesis se consume por completo, sin embargo, el borohidruro de
sodio que se agregó en exceso sigue estando presente.
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Figura 4.10: Espectro de absorción para la L. casei con y sin la solución que contiene
nanopart́ıculas de plata y con componentes espećıficos.

En la figura 4.11 se observa que las absorbancias en la presencia de
nanopart́ıculas son muy diferentes al control, esto se debe a que las nanopar-
t́ıculas están altamente concentradas. En la figura 4.12 se han graficado las
mismas curvas pero las absorbancias a t = 0 se han ajustado a un origen
común, el del control. Esto permite monitorear los cambios de absorban-
cia debidos únicamente al crecimiento de la población de bacterias, ya que
haciendo coincidir el origen se resta la contribución debida a la presencia
de las nanopart́ıculas. Nuevamente, se observa que la curva correspondi-
ente a las bacterias que interaccionan con borohidruro de sodio esta muy
cerca todo tiempo al control,con lo cual se puede concluir que el efecto
antibacterial del borohidruro es muy bajo, e inclusive despreciable respec-
to a lo obtenido con las curvas restantes. Con esto se concluye que en las
soluciones con nanopart́ıculas concentradas, el borohidruro de sodio (que
sigue estando presente) tampoco influye como agente antibacterial. Para la
L. casei adicionada con la solución de nanopart́ıculas de plata, las curvas de
absorción obtenidas están muy por debajo de la correspondiente al control,
notamos que entre mayor es la concentración de plata, menor es la absorban-
cia obtenida a lo largo de las 12 primeras horas de medición, por lo tanto,
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Figura 4.11: Absorción de la L. casei en presencia de nanopart́ıculas. L. casei sin
nanopart́ıculas, las demás curvas es la L. casei con 50, 100 y 150 μg

mL de nanopart́ıcu-
las de plata, la última solución es la L. casei con borohidruro de sodio.

la L. casei crece en menor proporción con nanopart́ıculas de plata en el
medio en el que se desarrollan, produciendo hasta un 37 % de inhibición en
su crecimiento poblacional. Por último, se advierte que durante las primeras
dos horas las absorbancias de las muestras con nanoAg decaen, esto se debe
a que las nanopart́ıculas pierden estabilidad, es decir, se juntan unas con
otras, coalecen, aumentan gradualmente su tamaño y algunas dejan de ser
nanopart́ıculas, lo cual se muestra en la gráfica 4.13. Esta gráfica fue obtenida
de una muestra de MRS y nanopart́ıculas concentradas, si se compara con la
figura 4.8 se observa que en la presencia con MRS las nanopart́ıculas duran
estables por lo menos 4 horas, tiempo suficiente para ejercer su efecto sobre
la L.casei.

En la figura 4.12 la diferencia de absorbancias obtenida a las 12 horas
se debe únicamente a las cantidades diferentes de bacterias que crecieron en
cada solución. De esta serie de resultados se concluye que las nanopart́ıculas
de plata, sintetizadas por el método qúımico seleccionada en esta tesis, tienen
un efecto bactericida que se puede cuantificar por espectroscoṕıa UV/visible.
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Figura 4.12: Absorción de la L. casei adicionada con distintos componentes y ajustada
a un mismo origen.
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Figura 4.13: Absorción a una longitud de onda de 632 nm del MRS con nanopart́ıculas
concentradas a lo largo de tiempo.
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4.2. Reflectometŕıa

La reflectometŕıa laser cercana al ángulo cŕıtico se utilizó para poder
estudiar el crecimiento de los Lactobacillus casei Shirota con temperatura
controlada y a temperatura ambiente. De manera que se analizan los cambios
en la reflectancia con respecto del tiempo y el ángulo para poder obtener
conclusiones.

4.2.1. Sensado con control de temperatura

Se sabe que los microorganismos solo crecen a ciertas temperaturas, más
aún, solo tienen un rango de temperatura óptima en la cual crecen más rápi-
do y de tamaño uniforme, dado que esta temperatura le es favorable a cada
bacteria. Como se mencionó en la subsección 3.1.2, la temperatura óptima de
crecimiento para la L. casei es de 32 �C. Por este motivo el primer montaje
de reflectometŕıa láser incluyó un control de temperatura que se muestra en
la figura 3.18. En este arreglo, las bacterias se cultivan en un biorreactor,
que contiene 1 litro de agua, envuelto en una mantilla térmica alimentada
por un controlador de temperatura con resolución de 1 �C. Dentro del agua
del biorreactor se colocó un frasco con 200 mL de MRS ĺıquido inoculado
con L. casei bajo agitación magnética de 37 rpm. El sensor de temperatura
no se colocó en el MRS para evitar contaminación sino en el agua. El frasco
se conecto con un sistema cerrado de mangueras esterilizadas a la celda de
sensado óptico. Con la ayuda de una bomba peristáltica se estableció un flujo
continuo de la solución del medio donde crećıan las bacterias a dicha celda.
Los experimento de reflectometŕıa se comenzaron una vez que la solución
alcanzó los 32 �C establecidos en el controlador de temperatura.

La figura 4.14 muestra la curva de la reflectancia obtenida a 63�, que fue
el ángulo cŕıtico de esta solución, con respecto del tiempo para 0.03 % de
inóculo de L. casei en MRS ĺıquido. La gráfica muestra una tendencia decre-
ciente que se debe al hecho de que el ı́ndice de refracción esta aumentando
debido al crecimiento de las bacterias.

Bajo la suposición de que los aumentos en el ı́ndice de refracción, n, se
relacionan de forma lineal con los aumentos en la concentración de bacterias,
C:

n(C) = n0 + κC,
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Figura 4.14: Curva de la reflectancia para la L. casei con respecto del tiempo del sistema
con control de temperatura a un ángulo de 63�.

donde n0 es el ı́ndice de refracción del MRS ĺıquido y κ una constante de
proporcionalidad, la curva de reflectancia de la figura 4.14 puede transfor-
marse a una curva cinética de crecimiento poblacional de bacterias utilizando
la teoŕıa desarrollada por T. Oyuki [25], que blinda la siguiente ecuación:

C(Rt)

C(Rt→∞)
=

ni

√(
1−√

R
1+

√
R

)2

cos2θi + sen2θi − n0

ni

√(
1−√

Rt→∞
1+

√
Rt→∞

)2

cos2θi + sen2θi − n0

.

La ecuación anterior muestra que la relación que guarda la concentración
con el ı́ndice de refracción. Dicha concentración para la L. casei con respecto
del tiempo se muestra en la figura 4.15, en la que se observa que conforme
aumenta el tiempo, la concentración siempre permaneció aumentando y com-
parando esta gráfica con la 4.14, el cambio en la reflectancia es inversamente
proporcional al aumento de la concentración.
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Figura 4.15: Concentración de la L. casei en el medio ĺıquido MRS a una temperatura
de 32 �C durante 27 horas

El control de temperatura implementado tiene algunas desventajas que
deben superarse para obtener mejores curvas. Una de ellas es que la solución
se enfŕıa al pasar del frasco a la celda de sensado óptico que se encuentra a
temperatura menor a 32 �C. Además, es muy dif́ıcil sacar muestras sin con-
taminar el sistema para obtener curvas de crecimiento con otras técnica como
espectroscoṕıa y poder comparar los resultados. Otra desventaja importante
es que la temperatura fluctúa ± 1.4 �C aún cuando la resolución del contro-
lador era de 0.1 �C, lo que se debe a la inercia asociada al calentamiento de
la mantilla térmica. Estas fluctuación son la causa de las oscilaciones obser-
vadas en el inserto de la figura 4.14, que tienen un periodo aproximado de
45 minutos con una variación de ± 2 mV. Además, el consumo de reactivos
es alto.

Puede observarse que la curva de crecimiento obtenida por espectroscoṕıa
UV/visible presenta una fase de adaptación que no se observa en la curva
de crecimiento obtenida por reflectometŕıa láser, sin embargo tiene la ca-
pacidad de detectar los cambios en el crecimiento de población bacteriana.
Si se superan todos los problemas experimentales mencionados en el arreglo
se espera que con la reflectometŕıa láser se obtenga la misma curva que con
espectroscoṕıa UV/visible.
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4.2.2. Sensado sin control de temperatura

Con la finalidad de conocer la dinámica de crecimiento a temperatura
ambiente, y no solo a su temperatura óptima, también se realizaron algunos
experimentos de reflectometŕıa a condiciones ambiente. En el arreglo de re-
flectometŕıa sin control de temperatura primeramente se realiza el sensado
de la reflectancia con respecto al ángulo de incidencia para MRS (fig. 4.16),
se puede observar que el ángulo cŕıtico se encuentra a los 63�. En dicha figura
se muestran 3 curvas de reflectancia, dos de ellas se obtuvieron una después
de la otra y de la misma muestra, la curva marcada con un * fue tomada para
un MRS preparado d́ıas después, sin embargo, básicamente las 3 curvas se
traslapan. En estas curvas se observa que a 62.5� es donde más difieren entre
ellas, debido a que alĺı se encuentra la mayor pendiente para todas las curvas,
por lo tanto, en ese ángulo es donde se realiza el sensado de reflectancia.
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Figura 4.16: Tres curvas de la reflectancia para el MRS.

El sensado de la reflectancia con el tiempo se realiza primeramente du-
rante 41 horas, obteniendo aśı la curva mostrada en la figura 4.17. Dicha
curva muestra, al menos durante las primeras 16 horas, un comportamiento
análogo al examinado cuando se usó el control de temperatura descendiendo
en este caso 14 mV en la señal medida. En ese instante la curva comienza a
subir durante las 10 horas posteriores aumentando 23 mV, de una señal de
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0.51327 mV hasta 0.53635 mV. Posteriormente, comienza a decrecer en las
últimas 15 horas sensadas, en las cuales, la señal de la reflectancia descen-
dió únicamente 7 mV. Notamos que la forma de la curva obtenida en este
caso, comparada con la obtenida cuando se implemento el sistema de control
de temperatura, muestra en general comportamientos distintos, la máxima
variación de potencial es de 23 mV, y muestra un salta abrupto a las 17 horas
que obviamente no tiene relación directa con el crecimiento de la población
bacteriana.

La figura 4.18 muestra el comportamiento de la temperatura, que fue
medido durante todo el experimento de reflectometŕıa, debido a que la re-
flectancia es altamente sensible a pequeños cambios de temperatura. Esta
curva muestra que la temperatura vaŕıa hasta 2.7 �C a lo largo del experi-
mento, presentado picos a las 15.6, 23.1 y 39.9 horas después de haber iniciado
el experimento.
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Figura 4.17: Curva del sensado de la re-
flectancia a través del tiempo a un ángulo
del haz incidente de 62.5�.
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Figura 4.18: Temperatura ambiente del
lugar donde se encuentra en proceso el ex-
perimento de reflectometŕıa.

Las bacterias generan cambios en el MRS al consumir sus nutrientes, de
tal manera que debeŕıa de presentarse cambios en el ı́ndice de refracción de
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la solución y con esto, cambios en el ángulo cŕıtico y un desplazamiento en
las curvas de reflectancia. Sin embargo, las curvas mostradas en la figura
4.19, correspondientes a la reflectancia del MRS, L. casei al momento de ser
inoculada y 41 horas después, no muestran dichos cambios, al menos dentro
de los errores de medición. Si uno observa el valor de la señal de la CD
inicial y la final éstos son semejantes, por lo que al obtener las curvas de la
reflectancia inicial y final coincidan en su forma. Habŕıa que analizar más
en detalle lo que está ocurriendo, puede ser que los cambios en el ı́ndice de
refracción se anulen y no se pueda apreciar el cambio real.
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Figura 4.19: Curvas de la reflectancia en distintos momentos del experimento de reflec-
tometŕıa.

Observemos que en las primeras 16 horas la señal de la reflectancia des-
ciende al igual que la temperatura durante 15.4 horas. Posteriormente, ambas
señales suben en ĺınea recta por 10 y 7.5 horas, para la reflectancia y tem-
peratura, respectivamente. Por último, las mediciones decrecen durante 15
horas en la reflectancia y 16.8 horas en la temperatura. Entonces advertimos
que los cambios en la reflectancia y la temperatura están directamente rela-
cionados, el salto abrupto que se mencionó es causado por los cambios de
temperatura ambiente. Aunque en este trabajo no se realizó, una corrección
por temperatura a la señal experimental seguramente produciŕıa la señal de-



4.2. REFLECTOMETRÍA 63

bida únicamente a las bacterias.

La figura 4.20 muestra los resultados de otro experimento en el que
primero se estudio la reflectancia con el tiempo para el MRS durante 28
horas, en ese momento se introdujo en el MRS el inóculo de L. casei y la
señal se siguió monitoreando durante otras 22.3 horas. Para dichas curvas,
nuevamente se presenta un decaimiento y un aumento en la reflectancia, que
es de hasta 30 mV. Sin embargo, podemos notar que la forma de ambas cur-
vas son diferentes, la segunda curva que corresponde al MRS con bacterias
es similar a la obtenida en la figura 4.19. Lo que sugiere que el crecimiento
de las bacterias genera cambios esenciales, durante las primeras 16 horas, en
la forma de las curvas de reflectancia.

� � �� �� �� �� �� �� 		 
�

��
�


�����

����


�����

����


�����

����


�����

����


���	�

���	


���
�

�
��������
���

�������������

�
�
�
�
��
�

�
��

�
��
�
��
�
��
�
�
��



�
��

� 
!

"
#

$��!%�� &#

�'(�

���������

Figura 4.20: Curva de reflectancia para
el MRS y la L. casei .
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Figura 4.21: Temperatura ambiente para
el sensado del MRS y la L. casei

También se realizo el sensado de la temperatura correspondiente a la cur-
va 4.20, obteniendo la curva mostrada en la figura 4.21. Esta gráfica muestra
que la temperatura tarda aproximadamente 9.5 horas en llegar de su máximo
al mı́nimo y 14.5 horas para regresar a la temperatura máxima. El compor-
tamiento oscilatorio se debe a las variaciones de temperatura entre el d́ıa y
la noche. Nuevamente comparando ambas figuras se observa que los saltos
abruptos en la reflectancia se deben a las oscilaciones de temperatura.
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La información obtenida muestra que la cinética de crecimiento de pobla-
ciones bacterias puede ser obtenida por medio de reflectometŕıa láser, sin
embargo, las variaciones de temperatura ambiente inducen ruidos en la señal
de reflectancia iguales e incluso mayores a la señal debida únicamente al
crecimiento de las bacterias. Por lo tanto, es necesario implementar un con-
trol de temperatura preciso con variaciones no mayores a 0.1 �C para poder
cuantificar el crecimiento de población de L. casei.
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Conclusiones

El método de śıntesis de las nanopart́ıculas de plata que se utiliza en
esta tesis da como resultado una solución con una estabilidad azarosa, muy
sensible a impurezas fuera del control experimental.

El tamaño promedio de las nanopart́ıculas de plata sintetizadas es de
12 nm.

Un aumento del nitrato de plata utilizado en el método de śıntesis, genera
una menor estabilidad en las nanopart́ıculas. Para el caso en que se utilizan
2 mL de nitrato de plata a 2 mM se obtiene una estabilidad de incluso
meses. Para la solución con 10 mL de nitrato de plata a 2 mM se obtiene
una solución con estabilidad dif́ıcil de reproducir para cada muestra, pero es
de d́ıas a semanas. Por último, las nanopart́ıculas de plata sintetizadas con
10 mL de nitrato de plata a 40 mM, presentan una estabilidad de unas horas.

El método de espectroscoṕıa UV/visible brinda una manera muy confia-
ble de medir el crecimiento de las bacterias.

Los espectros de absorción UV/visible dan información suficiente para
analizar cualitativa y cuantitativamente el efecto bactericida de las nanopar-
t́ıculas de plata.

El efecto bactericida de las nanopart́ıculas de plata es apreciable sola-
mente cuando se encuentra en concentraciones mayores de 50 μg

mL
. Se logra una

inhibición de hasta el 37 % para una concentración de 150 μg
mL

de nanopart́ıcu-

65
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las de plata.

La reflectometŕıa láser cercana al ángulo cŕıtico presenta indicios de ser
una técnica confiable en el estudio de la cinética de crecimiento bacteriano,
pues detecta cambios en el crecimiento de las bacterias, sin embargo, se debe
de mejorar sustancialmente el sistema de control de temperatura utilizado
en este trabajo.
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[23] M. C. Peña Gomar, A. Garćıa Valenzuela. Reflectivity of a Gaussian
beam near the critical angle with external optically absorbing media. Ap-
pl. Opt. (2000) 39, 28.

[24] J.A. Creighton, C. G. Blatchford y M. G. Albrecht. Plasma resonance
enhancement of Raman scattering by pyridine adsorbed on silver or gold
sol particles of size comparable to the excitation wavelength. J Chem Soc
Faraday Trans II (1979) 75, 790-798.

[25] T. O. Chang Martinez. Determinación de cinética qúımica por reflec-
tometŕıa láser. Tesis de licenciatura, Universidad Michoacana de San
Nicolás de Hidalgo, Facultad de Ciencias F́ısico Matemáticas, (2010).


