UNIVERSIDAD MICHOACANA DE
SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

EFECTO ANTIBACTERIANO DE NANOPARTICULAS DE PLATA SINTETIZADAS
CON MUCILAGO DE LINAZA (Linum usitatissimum L.)

TESIS

PARA OBTENER EL TITULO DE:

LIC. EN QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA:

VANESSA CORIA CABALLERO

ASESORA:

DRA. MA. GUADALUPE GARNICA ROMO

Morelia, Michoacan. Agosto, 2019.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Ma. Guadalupe Garnica Romo, asesora de tesis, por su paciencia, apoyo y

direccion durante la realizacidén de este trabajo.

Al Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Michoacan, por haberme

proporcionado las cepas bacterianas para poder llevar a cabo este trabajo.

Al Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Alimentos de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia y al Dr. Héctor Eduardo Martinez Flores, por proporcionarme el

acceso a los equipos sin los cuales no habria sido posible realizar este proyecto.

A la M.C. Janet Ireri Arenas Sanchez, por permitirme hacer uso del producto de su

investigacion.

A mis compafieros del LIDA: Eunice, Osvaldo, Esther y Carla; por su ayuda y sus
contribuciones a este proyecto.

A mis amigos Marisol, Adriana, Eli, Lupita, Flavio, Eva, Esau, y Kido, por apoyarme y

confiar en mi siempre.

A mi familia, por su apoyo, comprensién y amor.



DEDICATORIA

A mi papa, por su incansable esfuerzo para que yo pudiera

estudiar mi carrera y realizar este trabajo de tesis

A mi mama, por todo su apoyo, comprension y carifio

A mis hermanas, por ser mi sonrisa de cada dia



INDICE

LISTA DE ABREVIACIONES .......oniiiiie e, 10
RESUMEN. ...t e 12
AB S TRAC T ..ot 13
1. INTRODUCCION. ..o, 14
2. ANTECEDENTES. .. oottt 16
21 SEMILLA DE LINAZA. ..o, 16
2.2. COMPOSICION QUIMICA DE LALINAZA.......coomiiiieieiee e 16
2.3. MUCILAGO DE LINAZA. ... .o 17
B P LAT A 18
3.1 NITRATO DE PLATA oo, 19
3.2 NITRITO DE PLATA ..o 19
3.3. OXIDO DE PLATA ..o 20
4. SOLUCIONES COLOIDALES......cootiiieeie e, 20
4.1, SOLUCIONES . ... oo, 20
4.2, COLOIDES. ... ..o oo, 20
4.2.1. PROPIEDADES DE LOS COLOIDES.......uiiiiii i, 21
42.1.1. EFECTO TYNDALL. .. .oomitiiiee et 21
4.2.1.2. MOVIMIENTO BROWNIANO. .......uiiiiiiiieie e 22
421.3. EFECTODE LA CARGA .....ooiiiie e, 22
4.3 SUSPENSIONES. ... oottt e, 23
5. BACTERIAS DE IMPORTANCIA MEDICA........uiiiiiieieieee e, 24
5.1. ESTRUCTURA BACTERIANA. .......cooitiiiii et 25
5.1.1. ESTRUCTURAS CITOPLASMICAS........ciiieiiiiieeee e 25
5.1.2. PARED CELULAR. ... .ottt e, 26
5.2. BACTERIAS GRAMPOSITIVAS ... ..o 29
5.3. BACTERIAS GRAMNEGATIVAS ...ttt 31
5.4. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE .......ccouiiiiiie e 34
5.4.1. ESCREIICNIA COli.......oneeeee ettt 35
5.5. GENERO STAPHYLOCOCCUS.........uoieieeeeeeeee e 36


Tesis
Texto escrito a máquina
2

Tesis
Texto escrito a máquina

Tesis
Texto escrito a máquina
3

Tesis
Texto escrito a máquina
6


5.5.1. StaphylOCOCCUS QUIUS..............ueiee et 38

5.6. GENERO PSEUDOMONAS.........oueeeeeeee e 39
5.6.1. PSEUAOMONAS QEIUGINOSA. ... ... 41
5.7. ANTIMICROBIANOS . ... .oovniiii e, 43
5.7.1. DEFINICIONES. ...t e, 43
5.7.2. MODOS DE ACCION. ... .oommiiii e 43
5.8. MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA..........ovvieiiiieeeiiinnnn., 45
5.8.1. METODO DE DILUCION. .......coommmiiiiie e 45
5.8.2. METODO DE DIFUSION. ... .ouniiiiiie e 46
5.9. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA..........coovviiiiiiiiieei 47.
6. ACCION BACTERICIDA DE LAS AQ-NPS......iiiiiiieeiie e 49
7. SINTESIS DE NANOPARTICULAS POR AUTORES........c.uiivieiieieeeeee, 52
8. TECNICAS DE CARACTERIZACION. ........uiiiiiiiee e 54
8.1 DIFRACCION DE RAYOS X POR CRISTALES.......ccovviiiiiie e 54
8.1.1. LEY DEBRAGG. ... ..couuiiiiii e 55
8.2. DIFRACCION DE RAYOS XENPOLVO......coiiiiiiiiieeeeeee e, 56
8.2.1. ESTIMACION DEL TAMANO DE CRISTAL.......iiiiiiiiieieeeeeee e 57
8.3. TAMANO DE PARTICULA. ... ..o, 59
8.4. ESPECTROSCOPIA INFRARROUA. .......uieii e 60
8.4.1. ABSORCION OPTICA. . ..oeeieee e 63
8.5. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE.........uiiiiiiiieiieeeeee 65
8.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO............covviieeeeeieieeeei, 6/6
9. JUSTIFICACION. ... 69
10. HIPOTESIS. ... e 70
11, OBIETIVOS . ..., 70
11.1. OBJETIVO GENERAL ...ttt 70
11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.... oot 70
12. METODOLOGIA. ... .ot 71
12.1. REACTIVOS Y MATERIALES......oooiiiiie e, 71
12.2. EQUIPOS DE TRABAUJO... ..ot 71
12.3. EXTRACCION DEL MUCILAGO DE LINAZA........cooviiiieieeiieeieieeee e 72


Tesis
Texto escrito a máquina

Tesis
Texto escrito a máquina

Tesis
Texto escrito a máquina

Tesis
Texto escrito a máquina
6

Tesis
Texto escrito a máquina
3

Tesis
Texto escrito a máquina
6


12.4. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA......oomiiiiiieeeeeeee e 72

12.5. METODOS DE CARACTERIZACION. .......oovuuiiie e 73
12.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA..........oovvieieee. 74
12.6.1. METODO DE DIFUSION ENDISCO........ouiiiiiiiiieeieeeeeeee e 75
12.6.2. DETERMINACION DE CMIY CMB......uiiiiiiieeieee el 76
13. RESULTADOS ... .o, 78
13.1. METODOS DE CARACTERIZACION. ........cooviiiiiiiie e 78
13.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA...........cocvveieeeannn.. 94
14. CONCLUSIONES. ... ..ot 107
15. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... ...ouiiiiiiie e, 108


Tesis
Texto escrito a máquina
7

Tesis
Texto escrito a máquina
8


INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del tegumento de la semilla de linaza.....................coinn 17
Figura 2. Efecto Tyndall............oooiii e 22
Figura 3. Movimiento Browniano......... ..o 22
Figura 4. Efecto de carga en una particula coloidal........................coal, 23
Figura 5. Pared celular de bacterias grampositivas y gramnegativas.................... 29
Figura 6. Envoltura de una bacteria grampositiva...............ccooiiiiii i, 30
Figura 7. Envoltura de una bacteria gramnegativa...................cooiiiiiin. 32
Figura 8. Estructura antigénica de la familia Enterobacteriaceae........................ 36
Figura 9. Tincidn de Gram de StaphylOCOCCUS QUIEUS..........cvvivieiiiiieiaeaanenns. 37
Figura 10. Tincion de Gram de Pseudomonas aeruginoSa............cccovveeuenenennn.n. 40
Figura 11. Pseudomonas aeruginosa en agar Muaeller-Hinton............................ 42
Figura 12. Mecanismos de accion antibacteriana de NPS-AgQ............ccoeoeiiiiine. 51
Figura 13. Difraccion de rayos X para cristales..............ccoooiiiiiiiiii i, 56
Figura 14. Efecto de tamafo de particula en las curvas de difraccion................. 58
Figura 15. Diafragma de funcionamiento del equipo tamafio de patrticula............ 59
Figura 16. Modos de vibracién por absorcion infrarroja..............ccoooiiiiiiiin 61
Figura 17. Interferometro de Michelson...............coooiiii i, 62
Figura 18. Proceso de absorcion deun metal.............ooi 64
Figura 19. Funcionamiento del espectofotometro UV-Vis...........ccviiiiiiiiiiennnen 66
Figura 20. Esquema del volumen de interaccion y sefales producidas................ 68
Figura 21. Nitrato de plata 5mM; Mucilago de linaza hidratado; Solucién acuosa
AGIMUCTIAGO.. . . . e e 72
Figura 22. Nanoparticulas secadas a 100 °C, 450°C y 500 °C.......ccovvviinininannnn. 73
Figura 23. Cepas de E. coli, P. aerugin0say S. QureuS..........cccoevvireiienenennnennn. 74
Figura 24. Espectro UV-Vis de solucion acuosa Ag/mucilago de linaza............... 78
Figura 25. Espectro FTIR de mucilago de linaza en polvo................cocoviinnn.n. 79
Figura 26. Espectro FTIR de muestra tratadaa 100 °C.............cooiiiiiiiiiiiinen. 80
Figura 27. Espectro FTIR de muestra tratada a450 °C...........ccooviiiiiiiiiiinennn, 81
Figura 28. Espectro FTIR de muestra tratada a 500 °C..........ccooviiiiiiiiiiiiiiieinne 82



Figura 29. Difractograma de muestra tratada a 100 °C...........cccooiiiiiiiiiiiiiniinenne. 83
Figura 30. Difractograma de muestra tratada a 450 °C...........ccoiiiiiiiiiiiieinenn 84
Figura 31. Difractograma de muestra tratada a 500 °C............ccooiiiiiiiiiiiiiiinnnne. 85
Figura 32. Tamafo de particula en muestra N10O..............ccooiiiiiiiiiiiiiien 86
Figura 33. Tamano de particula en muestra N450............coooiiiiiiiiiiiieeas 87
Figura 34. Tamafo de particula en muestra N500..............ccoooiiiiiiiiiiiieen 88
Figura 35. Micrografia MEB de mucilago de linaza y muestra tratada a 100 °C...... 89
Figura 36. Micrografia MEB de muestra tratada a450°C...........cccceiiiiiiiiiiinann.n 90
Figura 37. Micrografia MEB de muestra tratada a 500 °C..........cccoieiiiiiiiinininennnn. 91
Figura 38. Microanalisis elemental de mucilago de linaza en polvo.................. 92.
Figura 39. Microanalisis elemental de muestra N100.............cccoovvviiiiiiiiinennnnn. 92
Figura 40. Microandlisis elemental de muestra N450..............coiiiiiiiiinnennne. 93
Figura 41. Microanalisis elemental de muestra N500.............ccccoeviiiiiiiiininnnn. 93
Figura 42. Grafica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco
para Escherichia Coli...........ooi i 94
Figura 43. Grafica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco
para PSeudomonas @€lUQINOSA. .. .. .oueeue ettt et et e e e e ee e anenans 95
Figura 44. Grafica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco
para StaphylOCOCCUS AUIBUS........c.iie it e eee e 96
Figura 45. CMI sobre Escherichia Coli........ ..o 97
Figura 46. CMI sobre Pseudomonas aeruginOSa..........o.eeuveireeneeineinieanaeneaanannn, 98
Figura 47. CMI sobre StaphylOCOCCUS QUIEUS...........c.ovvieiiiiiiieeie e, 99
Figura 48. CMI de la muestra N100 sobre los microorganismos ensayados........ 100
Figura 49. CMB sobre Escherichia Coli.............ccoooviiiii e, 101
Figura 50. CMB sobre Pseudomonas aeruginOSa..........ccevvueeueiireireeneainaenenann 102
Figura 51. CMB sobre StaphylocoCCUS QUIreUS............ccovvvvviiiiiiiice e, 103
Figura 52. CMB de la muestra N100 sobre los microorganismos ensayados....... 104



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ejemplos de tipos de SOIUCIONES........c.viriiiiiii e 20
Tabla 2. Tipos de coloidesy €JemploS........ccooiiiiiii e 21
Tabla 3. Comparacion de soluciones, coloidesy suspensiones...............cccccc..... 24

Tabla 4. Estructura de la membrana bacteriana...............c.ooooiiiiiiiiiiiiie. 27

Tabla 5. Caracteristicas de la membrana de las bacterias grampositivas y
GramMNEQATIVAS. ... e 31

Tabla 6. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibiciéon obtenidos por
difusion en disco para Escherichia coli............coooiiiiiii e 95

Tabla 7. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibiciébn obtenidos por
difusion en disco para Pseudomonas aeruginoSa............oueueueeeiienieieaeaaanaann, 96
Tabla 8. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibiciébn obtenidos por

difusion en disco para StaphylOCOCCUS QUIBUS..........cvvvverinieeieeeieeeeeeee, 97



LISTA DE ABREVIACIONES

Ag?: Plata metalica

AgNO;: Nitrito de plata

AgNOs: Nitrato de plata

AgNPs: Nanoparticulas de plata

Ag.0: Oxido de plata

ALA: Acido o-linolénico

ARNmM: ARN mensajero

ARNr: ARN ribosomal

CMB: Concentracion minima bactericida
CMI: Concentracion minima inhibitoria
DNA: Acido desoxirribonucleico

DRX: Difraccién de rayos X

E. coli: Escherichia coli

EDS: Espectroscopia por dispersion de energia
EDTA: Acido etilendiamino-tetraacético
FTIR: Infrarrojo con transformada de Fourier
IR: Infrarrojo

LPS: Lipopolisacarido

MEB: Microscopia electronica de barrido
mM: Micromolar

N100: Muestra secada a 100 °C

N450: Muestra calcinada a 450 °C
N500: Muestra calcinada a 500 °C

NaOH: Hidréxido de sodio

10



P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
PABA: Acido para-aminobenzoico

PBP: Proteina de unién a penicilina

RNA: Acido ribonucleico

S. aureus: Staphylococcus aureus

TP: Tamafio de particula

UV-Vis: Ultravioleta-Visible

11



RESUMEN

En el presente trabajo, se logré sintetizar nanoparticulas de plata (Ag-NPs,
por sus siglas en inglés) con mucilago de linaza (Linum usitatissimum L.) liofilizado.
Para ello, se hidraté el mucilago, se alcaliniz6 con NaOH vy se filtr6. La reaccion de
sintesis se llevd a cabo utilizando el mucilago preparado y nitrato de plata 5 mM. La
solucién obtenida se mantuvo en agitacion a 65 °C durante 60 minutos, dicha
solucién tomd un color marron, que indico la formacion de las Ag-NPs. En seguida,
se secO la muestra a 100 °C para obtener un polvo de color café oscuro.
Posteriormente, la muestra se calcind a 450 °C y a 500 °C y se obtuvo un polvo fino
de coloracion grisacea. Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron por medio de
espectroscopia UV-Vis, difraccion de Rayos X, espectroscopia de Infrarrojo, analisis
de tamafio de particua en Nanosizer, microscopia electronica de barrido y
espectroscopia por dispersion de energia. Adicionalmente, se determind la actividad
antibacteriana de las Ag-NPs en cepas de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus; por la
técnica de difusion en disco. Asi como la determinacion de concentracion minima
inhibitoria y concentracion minima bactericida de las Ag-NPs.

La solucién coloidal Ag/mucilago presentd dos tamafios de particula:
alrededor de 10 nm y 50 nm, la muestra secada a 100 °C conservé dichos tamafios
de particula; mientras que las muestras calcinadas presentaron particulas con
tamafios mayores a 100 nm. Se determiné la presencia de grupos funcionales
presentes en azlcares y compuestos fendlicos del mucilago; en la muestra secada a
100 °C, se analiz6 la presencia de estos mismos grupos, asi como enlaces nuevos
entre el carbono y el nitrégeno; por otro lado, en las muestras calcinadas
aparecieron unicamente los enlaces C-N. Se observd que la actividad antibacteriana
fue dependiente del tamafio de particula en las muestras, siendo la muestra N100 la
gue mayor efecto bactericida mostr6. Asimismo, los microorganismos tuvieron
variacion en cuanto a la sensibilidad que presentaron ante las Ag-NPs; de este
modo, se encontré6 que E. coli fue la mas sensible, seguida de P. aeruginosa v,
finalmente, S. aureus.

Palabras clave: Nanoparticulas, plata, mucilago, DRX, FTIR, MEB, antibacteriana,
CMI, CMB, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus.
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ABSTRACT

In the present assignment work, it was possible to synthesize silver
nanoparticles (Ag-NPs) with lyophilized flaxseed mucilage (Linum usitatissimum L.)
by green synthesis. For this, the mucilage was hydrated, alkalized with NaOH and
filtered. The synthesis reaction was carried out using the prepared mucilage and 5
mM silver nitrate. The obtained solution was kept under stirring at 65 °C for 60
minutes, the solution took on a brown color, which indicated the formation of the
silver nanoparticles. Next, the sample was dried at 100 °C to obtain a dark brown
powder. Subsequently, the sample was calcined at 450 °C and at 500 °C to obtain a
fine powder of grayish coloration. The nanoparticles obtained were characterized by
UV-Vis spectroscopy, X-ray diffraction, Infrared spectroscopy, particle size analysis in
Nanosizer, Scanning electron microscopy and Energy dispersion spectroscopy.
Additionally, the antibacterial activity of Ag-NPs was determined in strains of
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus; by disk
diffusion technique. Also the determination of minimum inhibitory concentration and

minimum bactericidal concentration Ag-NPs.

The colloidal Ag / mucilage solution had two particle sizes: around 10 nm and
50 nm, the sample dried at 100 °C shared those particle sizes; while the calcined
samples presented particles with sizes larger than 100 nm. The presence of
functional groups present in sugars and phenolic compounds of the mucilage was
determined; in the sample dried at 100 °C, the presence of these same groups was
analyzed, as well as new bonds between carbon and nitrogen; On the other hand,
only the C-N bonds appeared in the calcined samples. It was observed that the
antibacterial activity was dependent on the particle size in the samples, with the N100
sample having the best bactericidal effect. Likewise, the microorganisms had
variation in terms of the sensitivity they presented to the Ag-NPs; thus, E. coli was
found as the most sensitive, followed by P. aeruginosa and, finally, S. aureus.

Keywords: Nanoparticles, silver, mucilage, DRX, FTIR, MEB, antibactericide, CM],

CMB, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus.
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1. INTRODUCCION

La nanociencia y la nanotecnologia son disciplinas nuevas; que surgieron en las
Ultimas décadas, al desarrollar tecnologias capaces de visualizar particulas de
tamafios nanométricos. La Nanotecnologia se define, segun Cardoso (2016), como
la produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control
de la forma y tamafio de materiales en la escala nanométrica. Esta escala
comprende el nivel atomico de alrededor de 0.2 nm hasta aproximadamente 100 nm.

Debido al auge en la produccién de nanomateriales, por sus propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas, que difieren de las propiedades del material en escala
normal; se desarrollaron muchas técnicas para sintetizar nanoparticulas metalicas.
Sin embargo, la mayoria de estas técnicas se basa en el uso de reactivos o
tecnologias que repercuten en la salud y el medio ambiente; por dicha razén, se ha
propuesto una técnica nueva que tiene un impacto ambiental amigable, ademas de
ser mas simple y de bajo costo: la sintesis verde o biosintesis. Esta técnica se lleva
a cabo utilizando hongos y extractos de plantas como agentes reductores.

El mucilago de linaza esta formado por dos polisacaridos, compuestos
principalmente por xilosa y ramnosa. Es bien conocido que los azucares son buenos
agentes reductores por la capacidad del grupo aldehido o cetona para oxidarse. Esto
constituye la posibilidad de que el mucilago tenga interacciones electrostaticas con
los iones metalicos y, por lo tanto, una estabilizacion de las nanoparticulas de plata
gue se desean sintetizar.

La aplicacion de las nanoparticulas continla expandiéndose en informatica,
catalisis quimica, cosméticos, medicina, sintesis de materiales, articulos de consumo
(textiles, materiales para deporte, recubrimiento de vidrios), etc. (Cardoso, 2016).
Por otro lado, las nanoparticulas de plata se han posicionado como buenos agentes
antimicrobianos frente a bacterias de importancia meédica, debido a la resistencia que
dichos microorganismos han desarrollado frente a los antibiéticos.

Diferentes autores demuestran la capacidad antimicrobiana de las
nanoparticulas de plata sintetizadas por medio de sintesis verde con extractos de

Alternanthera dentate (Kumar y col., 2014), Boerhaavia diffusa (Nakkala y col.,
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2014), Abutilon indicum (Ashok y col., 2015) y Cocous nucifera (Mariselvam y col,
2014), entre otros.

En esta tesis se reporta la obtencién de nanoparticulas de plata por la técnica
de sintesis verde, recurriendo al mucilago de linaza liofilizado en solucion acuosa
como agente reductor. Ademas de la caracterizacion estructural y morfolégica de
dichas nanopatrticulas, por medio de espectroscopia UV-Vis, difraccién de Rayos X,
espectroscopia de Infrarrojo, analisis de tamafio de particula en Nanosizer,
microscopia electrénica de barrido y espectroscopia por dispersion de energia. Asi
como su actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa Yy Staphylococcus aureus; por las técnicas: difusion en disco,

concentraciéon minima inhibitoria y concentracion minima bactericida.
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2. ANTECEDENTES
2.1. SEMILLA DE LINAZA

La linaza o semilla del lino (Linum usitatissimum L.) es rica en compuestos
gue se sabe, proporcionan beneficios a la salud humana (acido a-linolénico,
lignanos y polisacéaridos diferentes al almidon).

La semilla de linaza es de 4 a 6 mm de longitud, aplanada, de forma oval y
con un extremo aguzado. La cubierta de la semilla es de apariencia suave Y brillante,
y su color puede variar entre marrén oscuro y amarillo claro. El peso de 1000
semillas es de (5+1) g y su peso del hectolitro fluctia entre 55 y 70 kg (Daun y col.,
2003; Oomah, 2003). La semilla tiene dos cotiledones aplanados, que constituyen la
mayor proporcion del embrion; este Ultimo esta rodeado por las cubiertas de la
semilla y por una delgada capa de endosperma. La testa tiene una capa exterior que
contiene la mayoria de la fibra soluble y dos interiores ricas en fibra y lignanos.
Desde un punto de vista estructural, la testa, endosperma y cotiledones representan
el 22%, 21% y 57 %, respectivamente (Dauny col., 2003; Oomah, 2003; Wiesenborn
y col., 2003). Existen variedades de semillas de color amarillo o doradas y de color
marrén; a pesar de la creencia de que el color externo de la semilla es un indicador
de la composicion quimica de la linaza, no se han encontrado variaciones que
sustenten que haya una diferencia entre ellas mas alld de las causadas por la

condiciones de cultivo (Daun y col, 2003; Morris y Vaisey-Genserb, 2003).

2.2. COMPOSICION QUIMICA DE LA LINAZA

La linaza tiene alrededor de 40% de lipidos, 30% de fibra dietética y 20 % de
proteina. La composicién proximal varia considerablemente entre las variedades y
de acuerdo a las condiciones ambientales en las que haya crecido la planta. En los
cotiledones se encuentra el 87% de los lipidos y el 76% de la proteina de la semilla,
en tanto que en el endosperma esta solo el 17% de los lipidos y el 16% de la
proteina (Figural) (Babu y Wiesenfeld, 2003; Daun y col., 2003; Oohma, 2003). La
linaza es una semilla oleaginosa, fuente importante de &cidos grasos omega 3,
especialmente a-linolénico (ALA) que puede constituir hasta el 52% del total de

acidos grasos; de compuestos fendlicos conocidos como lignanos; de una goma
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coloidal y de proteina de buena calidad. Estos compuestos, aunque estan ubicados
en diferentes partes de la semilla, interactian entre si durante la extraccion y el
procesamiento, lo que plantea grandes desafios para su utilizacion (Oomah, 2003;
Hall y col, 2006).

La linaza tiene, en las capas externas de la semilla, una gran cantidad de fibra
dietética (28% de su peso), con una relacién de 75% de fibra insoluble y 25 % de

fibra soluble o mucilago.

0i= integumento externo; end= endospermo; cot= cotiledones.
Figura 1. Estructura del tegumento de la semilla de linaza.
(Figueroa y col., 2008)

2.3. MUCILAGO DE LINAZA

El mucilago de linaza es un material semejante a una goma, esta asociado a
la cascara del grano y esta constituido por polisacaridos acidos y polisacaridos
neutros. Las condiciones ¢ptimas para la extraccién de la goma son: agua entre
85°C y 90 °C a pH 6.5 a 7.0 y con una relacién agua: semilla de 13:1. La suspensiéon
se liofiliza o se seca por atomizacion, obteniéndose rendimientos de 13% a 14 %. La
goma de linaza tiene buena capacidad espumante, estabilidad, resistencia a la
presencia de sales y viscosidad estable en un amplio rango de pH (Hall y col, 2006).

El mucilago esta compuesto por dos polisacaridos, uno neutro
(aproximadamente 75%) y otro acido. El polimero neutro esta formado por una
cadena central de B-D-xilosa unidas con enlaces 1-4, que tiene cadenas laterales de
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arabinosa y galactosa en posicion 2 y 3. El polimero acido esta formado por una
cadena principal de residuos de (1—2)-a-L-ramnopiranosil y de acido (1—4)-D-
galactopiranosilurénico, con cadenas laterales de fucosa y galactosa. EI componente
principal del polimero neutro es la xilosa (62.8%) y el del polimero acido es la
ramnosa (54.5%), por lo que la relacién ramnosa/xilosa se usa frecuentemente para
estimar la relacion entre polisacaridos acidos/neutros. Esta relacion fluctia entre 0.3
y2.2.

3. PLATA

La plata cuyo nimero atdmico es 47, con un peso atomico 107.880, esta en el
grupo | de la tabla periddica y el subgrupo B que contiene ademas al Cobre y el Oro.
Una caracteristica importante de la plata proviene del hecho de que la capa
electronica d es incompleta. Este atributo le confiere diversas propiedades como
son: su coloracion, la capacidad para formar compuestos paramagnéticos, poseer
actividad catalitica y, en especial, una gran tendencia a formar iones complejos
(Chang, 2010). Su nimero de valencia es +1. Los is6topos naturales son 107
(51.35%) y 109 (48.65%).

La plata tiene una red cristalina cubica de caras centradas con un parametro
de red de 4.0774 A, a 18 ° C. La plata es el mas reflejante de todos los metales y
tiene la méas alta reflectividad Optica. Se utiliza principalmente para fotografia
galvanoplastia, aleaciones industriales, materiales fotosensibles, etc. Pero su uso es
mas amplio como nanoparticulas en la industria alimenticia, farmacéutica y clinica
por sus propiedades antibactericidas y antifingicas. En la industria alimenticia se
aplica en recubrimientos para varias frutas que tienen una vida de anaquel muy
corta, dando asi su efecto bactericida y antifingico (Sandoval-Mufioz, 2017). En el
ambito médico, existen apdsitos para heridas, instrumental quirdrgico, soluciones
topicas y protesis dseas, todos ellos recubiertos o integrados con nanoparticulas de
plata (AgNPs) para asi evitar el crecimiento bacteriano.

Las constantes fisicas de la plata son: punto de fusion 960.50 °© C (este es uno
de los puntos fijos basicos de la escala internacional de temperatura); punto de

ebullicion de 1950 ° C. La plata es muy resistente a la oxidacion atmosférica
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cualquiera que sea el contenido de humedad, y resiste a la corrosion por los acidos
diluidos (con excepcidén del acido nitrico). Se disuelve con facilidad en el acido
nitrico, y con ayuda de calor, en el acido sulfarico concentrado. La plata forma
haluros, los cuales, con excepcion del fluoruro, son insolubles en agua. La
resistencia de la plata a los halégenos secos es buena (Perry, 1980).

El nimero de valencia usual de la plata es +1, pero se conoce el nimero de
valencia +2 (argéntico) y se ha referido la existencia en solucién de la plata con un

nimero de valencia +3. Los potenciales de electrodo normales de los estados de

valencia son:
Ag’—> Ag'+e E°298= -0.80v
Agt=> Ag® +e E°298= -1.98v
Ag®" + H,0 = AgO +2H" +e E°298= -2.1v (aprox.)

Se ha demostrado que el ion divalente de plata puede ser producido en una

solucion de nitrato de plata (AgNO3).

3.1. NITRATO DE PLATA

El nitrato de plata (AgNO3), de peso molecular 169.89, es la sal mas
importante de plata y es la materia de partida para la preparacion de casi todos los
demas compuestos de plata. Se obtiene disolviendo la plata en &cido nitrico y
evaporando la solucion. Los cristales rémbicos incoloros se separan por
enfriamiento. Esta sal se funde a 212 ° C, y da un liquido incoloro. Por enfriamiento
cristaliza en el sistema trigonal. Calentada la sal fundida, se descompone
principalmente en nitrito y oxigeno y finalmente en plata y 6xido de nitrégeno (Perry,
1980).

3.2. NITRITO DE PLATA
El nitrito de plata (AgNO;), de peso molecular 153.89, se prepara por
precipitacién de una solucion de nitrato de plata con nitrito de sodio. Se descompone

por ebullicién en el agua y por calentamiento a 140 ° C (Perry, 1980).
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3.3. OXIDO DE PLATA

El 6xido de plata (Ag,0), de peso molecular 231.76, es un polvo. El
compuesto libera oxigeno por calentamiento, la descomposicion completa es a 300-
340 °C.

4. SOLUCIONES COLOIDALES

4.1. SOLUCIONES

Las soluciones son mezclas homogéneas, formadas por un soluto y un
solvente. Regularmente el soluto suele encontrarse en menor cantidad aunque no
siempre es asi. Una caracteristica importante en las soluciones es que el soluto se
encuentra distribuido uniformemente en la soluciéon y no sedimenta con el tiempo.
Las soluciones mas comunes son las acuosas (el solvente es el agua), sin embargo,
el soluto y el solvente de las soluciones puede presentarse en cualquier estado

(sélido, liquido o gas). Algunos ejemplos los encontramos en la tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de tipos de soluciones.

Soluto Solvente Solucién Ejemplo

Gas Gas Gas Aire (O, en Nyp)

Gas Liquido Liguido Refrescos (CO, en agua)

Liquido Liquido Liquido Vino (etanol en agua)

Liquido Sdlido Sdlido Empastes dentales (Hg
liq. en plata solida)

Sdlido Liquido Liquido Salmuera (NaCl en agua)

Sélido Sélido Sélido Acero (carbono en hierro)

(Universidad de Alcala, 1993)

4.2. COLOIDES

Los coloides son sistemas heterogéneos en el que las fases no se separan. El
tamafio de las particulas coloidales va desde 1 nandmetro (nm) hasta 100 nm. Los
coloides que estan formados por particulas coloidales en agua se denominan

hidrocoloides. Estos pueden tomar la forma de sol o gel. En la forma sol presenta

20



caracteristicas de una solucion comun y en la forma gel sus caracteristicas son mas
parecidas a un sélido. Existen hidrocoloides reversibles, que pueden estar en
cualquiera de los dos estados o alternar.

Los coloides en los cuales un liqguido o sélido se encuentra disperso en un
gas se conocen como aerosoles, ejemplo de esto es la niebla o el humo. En la tabla

2 se muestran los tipos de coloides y ejemplos de ellos.

Tabla 2. Tipos de coloides y ejemplos.

Fase dispersa Fase dispersante | Nombre comun Ejemplos

Solido Solido Sol sélido Algunas aleaciones
(como aceroy
duraluminio),
plasticos
pigmentados.

Liquido Solido Emulsion soélida Queso,
mantequilla, jaleas.

Gas Sdlido Espuma solida Goma, esponja,
piedra pdmez.

Sélido Liquido Solesy geles Leche de
magnesio, pinturas.

Liquido Liquido Emulsién Leche, mayonesa.

Gas Liquido Espuma Espuma de afeitar,
crema batida.

Solido Gas Aerosol sdlido Humo.

Liquido Gas Aerosol liquido Niebla, nubes,

(Universidad de San Carlos: Guatemala, 2005)

4.2.1. PROPIEDADES DE LOS COLOIDES

4.2.1.1. EFECTO TYNDALL

Una solucion coloidal, por lo general, a simple vista se ve opalescente pero no
se distinguen las particulas coloidales. El efecto Tyndall es un fenbmeno fisico, en el
cual, al hacer pasar un haz de luz a través de una solucion coloidal permite que las
particulas sean visibles al dispersar la luz (figura 2). Un ejemplo claro de esto es
cuando un rayo de sol entra en una habitacion oscura se observan pequefias

particulas suspendidas en el aire que sin ese rayo no podriamos ver.
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Figura 2. Efecto Tyndall. (Saber de ciencias, S. F.)

4.2.1.2. MOVIMIENTO BROWNIANO

Las particulas coloidales tienen continuamente movimientos que son
irregulares (movimiento Browniano), los cuales dependen de los choques de las
moléculas del disolvente contra las particulas de la fase dispersa (figura 3). De este
movimiento depende, en parte, la estabilidad de la solucién ya que representa una
fuerza de repulsion entre las particulas y por lo tanto resisten la precipitacion

(Jiménez-Vargas, 1979).

Figura 3. Movimiento Browniano.

(http://genesis.uag.mx/edmedia/material/quimicall/sisdisper.cfm)

4.2.1.3. EFECTO DE LA CARGA
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Una particula coloidal puede adherir a particulas con carga eléctrica en su
superficie (iones), las cuales pueden ser positivas 0 negativas. En un inicio la
atraccion del coloide negativo hard que se adhieran iones positivos alrededor de él,
esta capa de contra iones es conocida como capa de Stern. Adicionalmente iones
positivos son atraidos por el coloide negativo pero rechazados por la capa Stern. Los
contra iones tendran una alta concentracion cerca de la superficie que disminuye
con la distancia hasta lograr un equilibrio en el seno de la solucion.

De manera similar, pero opuesta en carga, en la capa difusa hay déficit de
iones negativos (co-iones) y su concentracion aumenta al alejarse del coloide. De
esta manera, la densidad de carga es mayor cerca del coloide y conforme se aleja
se alcanza un equilibrio entre las cargas negativas y positivas (Jiménez-Vargas,
1979).

Estas interacciones entre las particulas coloidales y los iones en solucidon son
importantes ya que si disminuye la barrera de esta interaccion se llegan a aglomerar
las particulas. En la figura 4, se muestra la interaccién de una particula coloidal con

los iones en solucidn y las capas que se forman.
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Figura 4. Efecto de carga en una particula coloidal.

(http://apuntescientificos.org/preparacion-colo-gbp.html).

4.3. SUSPENSIONES

23



En las suspensiones el tamafio de particula es mayor a 100 nm por lo cual
sedimenta en reposo, distinguiéndose dos fases, decimos entonces que es una
mezcla heterogénea. Como ejemplo se puede mencionar una mezcla de agua y
arena, al dejar en reposo después de agitacion se observa que se separa en dos
fases.

En la tabla 3 se pueden observar las diferencias entre soluciones, coloides y

suspensiones.

Propiedad Solucion Coloide Suspension

Tamaro de 0.1-1.0nnm 1-100nm >100 nm

particula

Homogeneidad Homogénea En el limite Heterogénea

Sedimentacion No sedimenta No sedimenta Sedimenta en

reposo

Filtrabilidad Pasa a través del | Pasa a través del | Se separa
papel filtro papel filtro mediante papel
ordinario ordinario filtro ordinario

Dispersionde la | No dispersa la Dispersa la luz Dispersa la luz

luz luz

Ejemplos Urea Albumina Globulos rojos

Tabla 3. Comparacion de  soluciones, coloides 'y  suspensiones.
(http://genesis.uag.mx/edmedia/material/quimicall/pdf2/Il.%620Sistemas%20dispersos
pdf)

5. BACTERIAS DE IMPORTANCIA MEDICA

Durante la mayor parte de la existencia de la humanidad, las enfermedades
infecciosas han sido la causa predominante de enfermedad y de muerte, que no solo
han restringido el bienestar de las personas sino que, ademas, han cercenado la
prosperidad social. Recién en el siglo XX las mejoras en las condiciones de vida, la
sanidad y las intervenciones médicas lograron que las sociedades desarrolladas
emergieran de la devastacién provocada por las enfermedades infecciosas.

Las bacterias comprenden el mayor nUmero de especies patdégenas para los
seres humanos. Son organismos unicelulares y contienen DNA y RNA, pero no
estan diferenciadas en nucleo y citoplasma; se reproducen por fision binaria (Winn y
col., 2008).
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Las células de los animales, las plantas y los hongos son eucariotas (palabra
de origen griego que significa «nlcleo verdadero»), mientras que las bacterias, las
archaea y las algas azul-verdosas son miembros de las procariotas (del griego
«nucleo primitivo»). Ademas de carecer de nucleo y organelos, el cromosoma
bacteriano se distingue del humano en varios aspectos.

Las caracteristicas distintivas de las procariotas son su tamafio relativamente
pequeno, casi siempre del orden de 1 uym de diametro, y la ausencia de una
membrana nuclear. El DNA de casi todas las bacterias es un circulo con una longitud
aproximada de 1 mm; este es el cromosoma procariotico. La mayor parte de las
células procariotas posee un solo cromosoma. El tamafio tan pequefio del
cromosoma procariotico limita la cantidad de informacion genética que puede
contener (Murray y col., 2013).

La informacidén mas reciente basada en las secuencias del genoma indica que
el nimero de genes dentro de una célula procariota varia de 468 en Mycoplasma
genitalium a 7825 en Streptomyces coelicolor y que muchos de estos genes se
dedican a funciones basicas como generacion de energia, sintesis macromolecular y
multiplicacion celular. Las procariotas poseen relativamente pocos genes que
permiten la adaptacion fisiolégica del microorganismo a su ambiente. El espectro de
ambientes procarioticos potenciales es inconcebiblemente amplio, por lo que el
grupo procariotico comprende a una categoria heterogénea de especialistas, cada

uno adaptado a un entorno circunscrito bastante estrecho (Brooksy col., 2011).

5.1. ESTRUCTURA BACTERIANA

5.1.1. Estructuras citoplasmicas

El citoplasma de la célula bacteriana contiene ADN cromosomico, ARN
mensajero (ARNm), ribosomas, proteinas y metabolitos. A diferencia del cromosoma
de los eucariotes, el cromosoma bacteriano se compone de una uUnica molécula
circular de doble cadena que no esta contenida en un nicleo, sino en una zona
definida conocida como nucleoide. Asimismo, este cromosoma carece de histonas

que mantengan la conformacién del ADN y éste no forma nucleosomas. La célula
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también puede poseer plasmidos, unas moléculas extracromosémicas circulares
mas cortas de ADN. Los plasmidos, aunque por regla general no son esenciales
para la supervivencia de la célula, le proporcionan a menudo una ventaja selectiva:
muchos de ellos confieren resistencia frente a uno o mas antibioticos.

La ausencia de membrana nuclear simplifica las necesidades y los
mecanismos de control de la sintesis de proteinas. La falta de esta membrana
nuclear conlleva el acoplamiento de los procesos de transcripcion y de traduccion;
en otras palabras, los ribosomas se fijan al ARNm y fabrican proteinas a medida que
se esta sintetizando el ARNm adn unido al ADN.

El ribosoma bacteriano consta de dos subunidades de 30S y 50S que forman
un ribosoma 70S. Este ribosoma es distinto del ribosoma 80S (subunidades 40S vy
60S) de los eucariotes. Las proteinas y el ARN del ribosoma bacteriano son muy
distintos de los observados en los ribosomas de los eucariotes y constituyen un
sefialado objetivo de los fArmacos antibacterianos.

La membrana citoplasmica posee una estructura lipidica de doble capa
semejante a la observada en las membranas de los eucariotes, pero no contiene
esteroides (p. €j., colesterol); una excepcidon a esta regla son los micoplasmas. La
membrana citoplasmica lleva a cabo muchas de las funciones atribuibles a los
organulos de los eucariotas. Entre estas tareas destacan el transporte y la
produccion de energia, que normalmente se realizan en las mitocondrias. Ademas,
la membrana contiene unas proteinas de transporte que permiten la captacion de
metabolitos y la liberacién de otras sustancias, asi como bombas de iones (para
mantener un potencial de membrana) y enzimas. La cara interna de la membrana se
encuentra tapizada de filamentos proteicos tipo actina, los cuales participan en la

determinacion de la forma de la bacteria y la divisién celular.

5.1.2. Pared celular

Las bacterias grampositivas se diferencian de las gramnegativas en la
estructura de la pared celular (Figura 5) y en sus componentes y sus funciones (tabla
4). Los componentes de la pared celular también son exclusivos de las bacterias, y

Su estructura repetitiva se une a receptores de tipo toll de las células humanas para
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desencadenar respuestas protectoras innatas. Las membranas citoplasmicas de la
mayor parte de los procariotes estan rodeadas de unas rigidas capas de
salvo en

peptidoglucano (mureina), los organismos Archaea (que contienen

seudoglucanos o0 seudomureinas relacionadas con el peptidoglucano), los
micoplasmas (que carecen de pared celular) y las clamidias (que no tienen
peptidoglucano). El peptidoglucano es el elemento que proporciona rigidez, por lo
que también determina la forma de cada célula bacteriana. Las bacterias

gramnegativas estdn envueltas ademas por membranas externas (Murray y col.,

2013).

Estructura

Constituyentes
guimicos

Funciones

Membrana plasmatica

Pared celular
Bacteria grampositivas
Peptidoglucano

Acido teicoico
Acido lipoteicoico

Bacterias gramnegativas

Peptidoglucano

Espacio
periplasmico

Membrana externa

Proteinas

Fosfolipidos, proteinas y

enzimas

Cadenas de glucanos de
GIcNAc y MurNAc
entrecruzados por un
puente peptidico
Polirribitol fosfato o
glicerol fosfato unido al
peptidoglucano

Acido teicoico unido a
lipido

Versién mas delgada de
la que se encuentra en

las bacterias
grampositivas

Canal de porina

Dispositivos secretores

Contencion, generacion de
energia, potencial de
membrana y transporte

Forma y estructura celular;
proteccion frente al ambiente
y destruccién por el
complemento

Refuerza la pared celular;
secuestro del ion calcio;
activador de protecciones
innatas del hospedador

Forma y estructura celulares

Enzimas implicadas en el
transporte, la degradaciony
la sintesis

Estructura celular; proteccion
frente al ambiente del
hospedador

Penetracion de pequeias
moléculas hidroéfilas; restringe
algunos antibiéticos

Penetra vy libera proteinas a
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(tipos I, I, 1, V) través de las membranas,
incluidos factores de
virulencia

LPS Lipoproteina Union de la membrana
externa al peptidoglucano

Lipido A, polisacarido de  Estructura de la membrana

la regidn central, antigeno externa; potente activador de

@) respuestas innatas del
hospedador
Fosfolipidos Con acidos grasos
saturados

Otras estructuras

Capsula Polisacaridos Antifagocitica
(disacéridos y
trisacaridos) y

polipéptidos
Biopelicula Polisacaridos Proteccion de la colonia
frente al ambiente,
antimicrobianos y respuesta
del hospedador
Pili Pilina, adhesinas Adherencia, pili sexuales
Flagelo Proteinas motoras, Movimiento, quimiotaxia
flagelina
Proteinas Proteina M de Varias
estreptococos (por
ejemplo)

GIcNAc, N-acetilglucosamina; LPS, lipopolisacarido; MurNAc, acido N-
acetilmuramico.

Tabla 4. Estructuras de la membrana bacteriana. (Murray y col., 2013)

Pared celular de bacteria
gramnegativa

Pared celular de bacteria é’eallrﬁ:r
grampositiva
-
Membrana externa
; Peptidoglucano
Peptidoglucano 558
Membrana plasmatica Membrana plasmatica
\ e
Espacio
KR Pared celular periplasmico
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M: peptidoglucano o capa de mureina; OM: membrana externa; PM: membrana plasmatica; P:
espacio periplasmico; W: pared de peptidoglucano de la bacteria grampositiva.

Figura 5. Pared celular de bacterias grampositivas y gramnegativas. (Brooks y col.,
2011)

5.2. Bacterias grampositivas

Una bacteria grampositiva posee una pared celular gruesa que consta de
varias capas y esta formada principalmente por peptidoglucano (150 a 500 A) que
rodea la membrana citoplasmica (Figura 6). El peptidoglucano es un exoesqueleto
en forma de malla con una funcién semejante a la del exoesqueleto de los insectos.
Sin embargo, y a diferencia de esta Ultima estructura, el peptidoglucano de la célula
es lo suficientemente poroso como para permitir la difusién de los metabolitos a la
membrana plasmatica. Un nuevo modelo para los peptidoglucanos sugiere que el
glucano se extiende desde la membrana plasmatica a modo de puas unidas entre
ellas por cortas cadenas peptidicas. El peptidoglucano es un elemento clave para la
estructura, la replicacion y la supervivencia de la célula en las condiciones

normalmente hostiles en las que proliferan las bacterias.
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Figura 6. Envoltura de una bacteria grampositiva. (Brooks y col., 2011)

El peptidoglucano puede degradarse mediante el tratamiento con lisozima. La
lisozima es una enzima presente en la mucosidad y las lagrimas del ser humano que
también producen las bacterias y otros microorganismos. Esta enzima es capaz de
desdoblar el esqueleto de glucano del peptidoglucano. Sin el peptidoglucano, la
bacteria sucumbe a las grandes diferencias de presién osmotica existentes a uno y a
otro lado de la membrana citopldsmica y experimenta un fenbmeno de lisis. La
eliminacion de la pared celular produce un protoplasto, el cual experimenta un
proceso de lisis a no ser que se estabilice osméticamente.

La célula grampositiva puede poseer también otros componentes, como las
proteinas, los &cidos teicoicos Yy lipoteicoicos y polisacaridos complejos
(generalmente denominados polisacaridos C). La proteina M de los estreptococos y
la proteina R de los estafilococos se asocian al peptidoglucano.

Los &cidos teicoicos son unos polimeros hidrosolubles de fosfatos de poliol
que estdn unidos al peptidoglucano mediante enlaces covalentes y son
fundamentales para la viabilidad celular. Los &cidos lipoteicoicos poseen un acido
graso y se encuentran unidos a la membrana citoplasmica. Estas moléculas son
antigenos de superficie frecuentes que diferencian los serotipos bacterianos y
favorecen la fijacion a otras bacterias y a receptores especificos localizados en la
superficie de las células de los mamiferos (adherencia).

Los &cidos teicoicos constituyen unos sefialados factores de virulencia. Los
acidos lipoteicoicos son expulsados hacia el medio circundante y al medio
intercelular del organismo hospedador y, aunque débiles, son capaces de

desencadenar respuestas inmunitarias del hospedador semejantes a las de las

endotoxinas.

Caracteristicas Grampositivas Gramnegativas
Membrana externa - +

Pared celular Gruesa Delgada
Lipopolisacarido - +

Endotoxina - +

Acido teicoico Presente a menudo -
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Esporulaciéon En algunas cepas -

Céapsula Presente a veces Presente a veces
Lisozima Sensible Resistente
Actividad antibacteriana de la Mas susceptible Mas resistente
penicilina

Produccién de exotoxina Algunas cepas Algunas cepas

Tabla 5. Caracteristicas de la membrana de las bacterias grampositivas y

gramnegativas. (Murray y col., 2013)

5.3. Bacterias gramnegativas

Las paredes celulares gramnegativas son mas complejas (tanto desde el
punto de vista estructural como quimico) que las de las células grampositivas (Tabla
5). Desde el punto de vista estructural, una pared celular gramnegativa contiene dos
capas situadas en el exterior de la membrana citopldsmica (Figura 7).
Inmediatamente por fuera de la membrana citoplasmica se encuentra una delgada
capa de peptidoglucano que representa tan sélo entre un 5% y un 10% del peso de
la pared celular. Ademas, la pared celular gramnegativa no contiene acidos teicoicos
ni lipoteicoicos. En la parte externa de la capa de peptidoglucano se halla la
membrana externa, la cual es exclusiva de las bacterias gramnegativas. La zona
comprendida entre la superficie externa de la membrana citoplasmica y la superficie
interna de la membrana externa se conoce como espacio periplasmico. Este espacio
es un compartimento que contiene diversas enzimas hidroliticas importantes para la
degradacién y metabolizacién por la célula de las macromoléculas de gran tamafio.
Habitualmente, estas enzimas son proteasas, fosfatasas, lipasas, nucleasas y
enzimas metabolizadoras de carbohidratos. En el caso de las especies bacterianas
gramnegativas patégenas, muchos de los factores de Vvirulencia liticos (p. ej.,
colagenasas, hialuronidasas, proteasas y [(B-lactamasa) se encuentran en el espacio

periplasmico.

31



(L L s
Antigeno
; ? ; . O repetido
e e -
~€«— GlcNAc
Region
Lipopolisacaridos < € Glucosa central
~<——— Galactosa sxlema
Region
central
interna

Membrana
externa

Lipoproteina

Espacio
periplasmatico

Membrana interna

OOJ’U ;; (H‘mﬁ ﬁﬁﬁ}ﬁ’zﬁ«&smmuw
iy M%Q

Figura 7. Envoltura de una bacteria gramnegativa. (Brooks y col., 2011)

0

La pared celular de los gramnegativos estd atravesada también por distintos
sistemas de transporte, que incluyen los dispositivos de secrecion de tipos |, I, lll, IV
y V Estos sistemas de transporte aportan mecanismos para la captacion y liberacion
de distintos metabolitos y otros compuestos. La produccion de dispositivos de
secrecion puede ser inducida durante la infeccién y contribuir a la virulencia del
microbio al transportar moléculas que facilitan la adherencia bacteriana o la
proliferacion intracelular. El dispositivo de secrecién lll es un factor de virulencia
fundamental en algunas bacterias con una estructura compleja que cruza las
membranas interna y externa y puede actuar a modo de jeringa para inyectar
proteinas dentro de otras células.

La membrana externa forma una especie de saco de lona rigido alrededor de
la bacteria. La membrana externa mantiene la estructura bacteriana y constituye una

barrera impermeable a moléculas de gran tamafio (p. ej., proteinas como la lisozima)
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y moléculas hidrofobas (p. ej., algunos antimicrobianos). También ofrece proteccion
frente a condiciones ambientales adversas (p. €]., el sistema digestivo del organismo
hospedador, un factor importante en los microorganismos de Enterobacteriaceae).
La membrana externa posee una configuracion asimétrica y es una bicapa lipidica
que difiere de cualquier otra membrana biolégica por la estructura de su zona
externa. La zona interna de esta membrana externa contiene los fosfolipidos que
normalmente aparecen en las membranas bacterianas. Sin embargo, la zona
externa estd formada fundamentalmente por lipopolisacarido (LPS). Con excepcién
de las moléculas de LPS presentes en el proceso de sintesis, la zona externa de la
membrana externa es la Unica localizacion donde aparecen moléculas de LPS.

Aunque la gama de proteinas presentes en las membranas externas de los
gramnegativos es limitada, algunas de ellas se encuentran a una concentracion
elevada, con lo que el contenido proteico total es superior al que existe en la
membrana citopldsmica. Muchas de estas proteinas atraviesan toda la bicapa
lipidica, por lo que se habla de proteinas transmembranales. Un grupo de ellas
recibe el nombre de porinas puesto que forman poros que permiten la difusion a
través de la membrana de moléculas hidréfilas de menos de 700 Da de peso. El
canal de la porina permite el paso de metabolitos y antimicrobianos hidréfilos de
pequefio tamafio. Igualmente, la membrana externa contiene proteinas estructurales
y moléculas receptoras para los bacteriéfagos y otros ligandos y componentes del
sistema de transporte y secrecion.

La membrana externa se conecta a la membrana citoplasmica a traves de
unas zonas de adhesion y, por otra parte, se une al peptidoglucano por medio de
una lipoproteina. Esta lipoproteina se une al peptidoglucano por un enlace covalente
y también se ancla a la membrana externa. Las zonas de adhesién proporcionan
una via membranosa para el paso de los componentes recién sintetizados de la
membrana externa hacia ésta.

La membrana externa se mantiene mediante enlaces cationicos divalentes
(Mg™ y Ca'®) formados entre los fosfatos de las moléculas de LPS y por
interacciones hidréfobas entre el LPS y las proteinas existentes. Estas interacciones

producen una membrana rigida y fuerte que puede verse afectada por la accion de
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antibioticos (p. ej., polimixina) o mediante la eliminacién de los iones de magnesio y
calcio (quelacion con &cido etilendiamino-tetraacético [EDTA] o tetraciclina). La
alteracion de la membrana externa debilita a la bacteria y favorece el paso de
moléculas hidréfobas de gran tamafio. La adiciéon de lisozima a células con una
membrana externa alterada produce unos esferoplastos que, al igual que los

protoplastos, son sensibles a los cambios osméticos (Murray y col., 2013).

5.4. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande y heterogéneo de
bacilos gramnegativos con importancia clinica. Se han descrito 50 géneros y cientos
de especies y subespecies. Estos géneros se han clasificado en funcion de sus
propiedades bioquimicas, estructura antigénica, hibridacion ADN-ADN vy
secuenciacion del ARNr 16S. A pesar de la complejidad de esta familia, la mayoria
de las infecciones humanas estan causadas por relativamente pocas especies.

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, se encuentran de forma
universal en el suelo, el agua y la vegetacion y son parte de la flora intestinal normal
de muchos animales, incluido el ser humano. Producen una gran variedad de
enfermedades en el ser humano, que incluyen un tercio de todas las bacteriemias,
mas del 70% de las infecciones del tracto urinario (ITU) y muchas infecciones
intestinales. Algunos microorganismos (p. ej., Salmonella serotipo Typhi, Shigella,
Yersinia pestis) se asocian siempre a enfermedad en el ser humano, mientras que
otros (p. ej., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) forman parte
de la microbiota comensal normal y pueden producir infecciones oportunistas. Existe
un tercer grupo de enterobacterias: normalmente son microorganismos comensales,
pero se pueden convertir en patdgenas cuando adquieren genes de virulencia
presentes en plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son bacilos gramnegativos de
tamafio intermedio (0.3 a 1.0 X 1.0 a 6.0 um). Comparten un antigeno comun
(antigeno comun enterobacteriano), pueden ser inmoviles o moviles con flagelos
peritricos (uniformemente distribuidos sobre la célula) y no forman esporas (Figura

8). Todos los miembros pueden crecer rapidamente de forma aerobia o0 anaerobia
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(anaerobios facultativos) en varios medios no selectivos (p. ej., agar sangre) y
selectivos (p. €., agar MacConkey).

La familia Enterobacteriaceae tiene unos requerimientos nutricionales
sencillos: fermentan la glucosa, reducen los nitratos y son catalasa-positivos y
oxidasa-negativos. La ausencia de actividad de citocromo oxidasa es una
caracteristica importante, debido a que se puede determinar rapidamente mediante
una sencilla prueba, y se utliza para diferenciar a las enterobacterias de otros
bacilos gramnegativos fermentadores y no fermentadores (p. ej. Vibrio,

Pseudomonas).

5.4.1. Escherichia coli

E. coli es el miembro més frecuente e importante del género Escherichia. Este
microorganismo se asocia a multiples enfermedades, que incluyen la gastroenteritis
e infecciones extraintestinales, como las ITU, meningitis y sepsis. Multitud de cepas
son capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a una mayor
virulencia (p. ej., E. coli O157 es la causa mas frecuente de colitis hemorragica y el

sindrome hemolitico urémico) (Murray y col., 2013).
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Figura 8. Estructura antigénica de la familia Enterobacteriaceae. (Brooks y col.,

2011)

5.5. GENERO STAPHYLOCOCCUS

Los cocos grampositivos son un grupo heterogéneo de bacterias. Las
caracteristicas que tienen en comun son su forma esférica, su reaccion a la tincién
de Gram y la ausencia de endosporas. La presencia o ausencia de actividad
catalasa es una prueba sencilla que se utiliza para subdividirlas en varios géneros.
Las catalasas son enzimas que convierten peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
gaseoso. Cuando se pone en contacto una gota de solucion de peroxido de
hidrégeno con una colonia productora de catalasa, aparecen burbujas a medida que
se forma oxigeno gaseoso.

El nombre del género Staphylococcus se refiere a que estos cocos
grampositivos se desarrollan en un patron que recuerda a un racimo de uvas (Figura
9); sin embargo, los microorganismos presentes en muestras clinicas aparecen

como células aisladas, en pares o en cadenas cortas. La mayor parte de los
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estafilococos tiene un diametro de entre 0.5 y 1.5 um, son inmoviles y capaces de
crecer en una variedad de condiciones aerdbica y anaer6bicamente en presencia de
una elevada concentracion de sal (p. €j., cloruro sodico al 10%) y a temperaturas de
18° C-40° C.
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Figura 9. Tincién de Gram de Staplylococcus aureus. (Brooks y col., 2011)

Estas bacterias estan presentes en la piel y las mucosas del ser humano. En
la actualidad, el género comprende 45 especies y 24 subespecies, muchas de las
cuales se encuentran en el ser humano. Algunas especies se encuentran
comunmente en nichos muy especificos. Por ejemplo, Staphylococcus aureus
coloniza las narinas anteriores, Staphylococcus capitis crece en regiones con
glandulas sebaceas (como la frente); por otro lado, Staphylococcus haemolyticus y
Staphylococcus hominis se hallan en zonas dotadas de glandulas apocrinas (como
la axila).

Los estafilococos conforman un importante grupo de patdgenos en el ser

humano y originan un amplio espectro de enfermedades sistémicas que pueden

37



poner en peligro la vida, infecciones de la piel, los tejidos blandos, los huesos y el
aparato genitourinario e infecciones oportunistas. Las especies que se asocian con
mayor frecuencia a enfermedad en el ser humano son S. aureus (el miembro mas
virulento y mejor conocido del género), Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus,
Staphylococcus lugdunensis y Staphylococcus saprophyticus. S. aureus resistente a
meticilina (SARM) es importante porque produce graves infecciones en pacientes
hospitalizados y también de forma extrahospitalaria en nifios y adultos previamente
sanos.

Las colonias de S. aureus pueden tener un color amarillo o dorado por los
pigmentos carotenoides que se forman durante su crecimiento y que dan el nombre
a la especie. Es la especie mas comun presente en las personas, produce la enzima
coagulasa y, por consiguiente, esta propiedad es una prueba diagnéstica Ctil.
Cuando se suspende una colonia de S. aureus en un tubo con plasma, la coagulasa
se une a un factor sérico y el complejo convierte el fibrinbgeno en fibrina, lo que da
lugar a un coagulo. Dado que las restantes especies estafilococicas carecen de la
capacidad de producir coagulasa, son conocidas colectivamente como estafilococos

coagulasa-negativos.

5.5.1. Staphylococcus aureus

S. aureus causa enfermedad mediante la produccion de toxinas o a través de
la invasion directa y la destruccion del tejido. Las manifestaciones clinicas de
algunas enfermedades estafilococicas se deben casi exclusivamente a la actividad
de la toxina (p. ej., Sindrome de la piel escaldada por estafilococos, intoxicacién
alimentaria por estafilococos y Sindrome de shock tdxico), mientras que otras
afecciones son consecuencia de la proliferacién de los microorganismos, la cual da
lugar a la formacion de abscesos y la destruccion tisular (p. ej., infecciones cutaneas,
endocarditis, neumonia, empiema, osteomielitis y artritis séptica).

La producciéon de enfermedad en presencia de un cuerpo extrafio (p. €j.,
astilla, catéter, anastomosis, protesis valvular o articular) requiere un nidmero
significativamente menor de estafilococos. Del mismo modo, los pacientes con

alteraciones congénitas asociadas a defectos en la quimiotaxis 0 la respuesta
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fagocitica (como el sindrome de Job, el sindrome de Wiskott-Aldrich o la enfermedad
granulomatosa cronica) son mas wulnerables a las enfermedades estafilocOcicas
(Murray y col., 2013).

5.6. GENERO PSEUDOMONAS

El género Pseudomonas estaba constituido inicialmente por una gran
coleccion heterogénea de bacterias sin capacidad de fermentacion que se agruparon
por sus parecidos morfoldgicos. Se denominaron pseudomonas porque se suelen
disponer en parejas de células que recuerdan a una célula Unica. En 1992, este
género se subdividid en una serie de géneros nuevos (incluidas Burkholderia y
Stenotrophomonas); sin embargo, Pseudomonas sigue incluyendo casi 200
especies.

Los miembros de este género se encuentran en el suelo, en los compuestos
organicos en descomposicion, en la vegetacion y en el agua. Por desgracia, se
encuentran en todo el ambiente hospitalario, en reservorios humedos como los
alimentos, las flores cortadas, los lavabos, los bafos, las mopas para fregar suelos,
los equipos de didlisis y terapia respiratoria e incluso en las soluciones
desinfectantes. Es raro que las personas sean portadoras dentro de la biota
microbiana normal, salvo en los pacientes hospitalizados y en hospedadores
inmunodeprimidos ambulatorios.

El amplio entorno en el que se distribuye Pseudomonas se explica por sus
sencillas exigencias para crecer y versatilidad nutricional. Pueden emplear muchos
compuestos organicos como fuente de carbono y nitrdgeno, y algunas cepas
consiguen incluso crecer en agua destilada empleando oligonutrientes. Estos
microorganismos tienen también muchos factores estructurales, toxinas y enzimas
gue potencian su virulencia y los hacen resistentes a la mayor parte de los
antibiéticos de uso habitual. De hecho, resulta sorprendente que no sean patégenos
mas frecuentes, dada su presencia ubicua, la capacidad de crecer en casi todos los
entornos, la virulencia y la resistencia a muchos antibiéticos. Por suerte, las
infecciones por Pseudomonas son fundamentalmente oportunistas (es decir, se

limitan a pacientes tratados con antibidticos de amplio espectro que suprimen las
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poblaciones de bacterias intestinales normales o en pacientes con alteraciones de
las defensas).

La especie Pseudomonas suele incluir bacilos gramnegativos rectos o
ligeramente curvados en general méviles (0.5-1.0 por 1.5-5.0 um), que se disponen
tipicamente en parejas (Figura 10). Los microorganismos emplean los carbohidratos
mediante la respiracion aerobia de forma que el oxigeno es el aceptor terminal de los
electrones. Aunque se describen como aerobios obligados, pueden crecer de forma
anaerobia utilizando nitratos 0 arginina como aceptor alternativo para los electrones.
La presencia de citocromo oxidasa (que se detecta en una prueba rapida de 5
minutos) en la especie de Pseudomonas se emplea para distinguirla de las
Enterobacteriaceae y Stenotrophomonas. Algunas cepas aparecen mucoides por la
abundancia de una capsula de polisacarido; estas cepas resultan especialmente
frecuentes en los pacientes con fibrosis quistica (FQ). Algunas especies producen
pigmentos difusibles (p. ej., piocianina [azul], pioverdina [verde-amarillento] y
piorrubina [pardo-rojizo]), que explican su aspecto caracteristico en el cultivo y

simplifican la identificacion preliminar.

Figura 10. Tincién de Gram de Pseudomonas aeruginosa. (Brooks y col., 2011)

40



5.6.1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa a menudo estd presente en pequefias cantidades en la
microbiota intestinal normal y en la piel del ser humano; es el principal
microorganismo patdgeno del grupo. Tiene una amplia distribucion en la naturaleza y
suele estar presente en medios hiumedos en los hospitales. Puede colonizar al ser
humano normal en quien es un saprofito. Causa enfermedades en personas
inmunocomprometidas.

Es movil, tiene forma de bastén, mide casi 0.6 x 2 ym. Es gramnegativo y
muestra una disposicion en bacterias individuales, en pares y a veces en cadenas
cortas. Es un aerobio obligado que se multiplica facilmente en muchos tipos de
medios de cultivo, produciendo en ocasiones un olor dulce o parecido al de las uvas
0 a la tortilla de maiz.

P. aeruginosa forma colonias redondas y lisas con un color verdoso
fluorescente. Suele producir el pigmento azulado no fluorescente piocianina, que se
difunde hacia el agar. Otras especies de Pseudomonas no producen piocianina.
Muchas cepas de P. aeruginosa también producen el pigmento fluorescente

pioverdina, que le confiere un color verdoso al agar (Figura 11).
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Figura 11. Pseudomonas aeruginosa en agar Mueller-Hinton. (Brooksy col., 2011)

P. aeruginosa en un cultivo puede producir mltiples tipos de colonias. Estos
diferentes tipos de colonias también tienen diferentes actividades bioquimicas y
enzimaticas y diferentes tipos de susceptibilidad antimicrobiana. A veces no esta
claro si los tipos de colonia representan diferentes cepas de P. aeruginosa o si son
variantes de la misma cepa. Los cultivos de pacientes con fibrosis quistica, a
menudo, generan microorganismos de P. aeruginosa que forman colonias mucoides
como resultado de la produccion excesiva de alginato, un exopolisacarido. En los
pacientes con fibrosis quistica, el exopolisacérido al parecer proporciona la matriz
para que los microorganismos vivan en una biopelicula.

P. aeruginosa se multiplica bien a una temperatura de 37°C a 42°C; su
crecimiento a 42°C ayuda a distinguirla de otras especies de pseudomonas en el
grupo fluorescente. Es oxidasa positiva. No fermenta carbohidratos, pero muchas

cepas oxidan glucosa. La identificacidén suele basarse en la morfologia de la colonia,
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la positividad para oxidasa, la presencia de pigmentos caracteristicos y su

multiplicacion a una temperatura de 42 °C (Murray y col., 2013).

5.7. ANTIMICROBIANOS

5.7.1. Definiciones
Los términos siguientes se utiizan a menudo en relacion con los
antimicrobianos y sus aplicaciones.

A. Biocida. Sustancia quimica o fisica, por lo general de amplio espectro, que
desactiva microorganismos. Dos biocidas quimicos son el peroxido de
hidrégeno y los fenoles y dos biocidas fisicos son el calor y las radiaciones.
Por lo general los biocidas son de amplio espectro, a diferencia de los
antiinfecciosos, que poseen una actividad antimicrobiana menor.

B. Bacteriostatico. Término especifico que se refiere a la propiedad por medio de
la cual un biocida puede inhibir la multiplicacion bacteriana; la multiplicacion
se reanuda una vez que se elimina la sustancia.

C. Bactericida. Término especffico que se refiere a la propiedad por medio de la
cual un biocida aniquila bacterias. La accién bactericida difiere de la
bacteriostatica sélo en el sentido de que es irreversible; esto es, los
organismos “aniquilados” ya no se pueden reproducir, aunque se retiren del
contacto con la sustancia. En ciertos casos, la sustancia provoca lisis
(disolucion) de las células; en otros, la célula permanece intacta y en

ocasiones incluso con actividad metabdlica.

5.7.2. Modos de accion
A. Dafio al DNA. Diversas sustancias tanto fisicas como quimicas actlan
dafiando al DNA; éstas comprenden a las radiaciones ionizantes, luz
ultravioleta y sustancias quimicas que reaccionan con el DNA. Esta Ultima
categoria comprende a las sustancias alquilantes y otros compuestos que
reaccionan de manera covalente con las bases purina y pirimidina para

formar aductos de DNA o0 enlaces cruzados entre tiras. Las radiaciones
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lesionan al DNA de diversas formas: la luz ultravioleta, por ejemplo, induce
enlaces cruzados entre pirimidinas adyacentes en alguna de las dos tiras de
polinuclettidos, formando dimeros de pirimidina; las radiaciones ionizantes
rompen las tiras Unicas y dobles.

Desnaturalizacion de proteinas. Las proteinas existen en un estado plegado
tridimensional que depende de enlaces disulfuro covalentes intramoleculares
y de varios enlaces no covalentes como puentes ionicos, hidrofobos y de
hidrégeno. Este estado se denomina estructura terciaria de la proteina; se
desorganiza facilmente con diversas sustancias fisicas o quimicas y la
proteina deja de funcionar. La desorganizacion de la estructura cuaternaria,
terciaria y secundaria de una proteina se denomina desnaturalizacion.

. Desorganizacion de la membrana o pared celular. La membrana celular
actia como barrera selectiva, puesto que permite el paso de algunos solutos
y excluye el de otros. Muchos compuestos se transportan de manera activa a
través de la membrana, con lo que se concentran dentro de la pared. La
membrana también contiene a las enzimas que participan en la biosintesis
de los componentes de la cubierta celular. Las sustancias que se concentran
en la superficie celular modifican las propiedades fisicas y quimicas de la
membrana, evitando sus funciones normales y por lo tanto aniquilando o
inhibiendo a la célula. La pared celular actia como estructura constrictiva,
protegiendo a la célula de la lisis osmaética. Por lo tanto, las sustancias que
destruyen la pared (p. ej., lisozimas) o evitan su sintesis normal (p. e€j.,
penicilina) provocan la lisis celular.

. Sustraccion de los grupos sulfhidrilo libres. Las proteinas enzimaticas que
contienen cisteina poseen cadenas laterales que terminan en grupos
sulthidrilo. Ademas, las coenzimas como la coenzima A y el dihidrolipoato
contienen grupos sulfhidrilo libres. Tales enzimas y coenzimas no pueden
funcionar a menos que los grupos sulfhidrilo permanezcan libres y reducidos.
De esta manera, las sustancias oxidantes interfieren con el metabolismo al

formar enlaces disulfuro entre grupos sulfhidrilo vecinos:
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R-SH +HS-R —& R-S-S-R

La célula contiene numerosas enzimas con sulfhidrilo; por lo tanto, los
oxidantes y metales pesados dafian extensamente a la célula (Murray y col.,
2013).

5.8. MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana se mide in vitro para establecer: 1) la potencia de
un antimicrobiano en solucion; 2) su concentracion en los liquidos corporales y
tejidos, y 3) la sensibilidad de determinado microorganismo a una concentraciéon
conocida del farmaco.

La sensibilidad de una bacteria patdgena a un antimicrobiano se mide por
medio de dos métodos principales: diluciéon o difusion. Es importante utilizar un
método estandarizado que regule todos los factores que repercuten en la actividad
antimicrobiana. Utilizando el microorganismo de prueba correcto y una muestra
conocida del farmaco para fines de comparacion, estos métodos se utilizan para
establecer la potencia del antibiético en la muestra o la sensibilidad del

microorganismo.

5.8.1. Método de dilucion

En este método se incorporan cantidades escalonadas de antimicrobianos a
un medio bacteriologico liquido o solido. Por lo general se utilizan diluciones del
doble [log(2)] de las sustancias antimicrobianas. Posteriormente, los medios son
inoculados con bacterias de prueba y se incuban. El criterio de valoracion
corresponde a la cantidad de sustancia antimicrobiana necesaria para inhibir la
proliferacion de la bacteria de prueba o su aniquilacion. Las pruebas de sensibilidad
por dilucion en agar son tardadas y su aplicacion se limita a circunstancias
especiales.

Las pruebas de dilucién en caldo eran engorrosas y se usaban poco cuando
era necesario hacer diluciones en tubos de ensayo; sin embargo, el advenimiento de

series preparadas de dilucion en caldo para diversos farmacos en placas de
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microdilucion, ha mejorado y simplificado considerablemente este método. La
ventaja de las pruebas de microdilucion en caldo es que permiten obtener un
resultado cuantitativo, indicando la cantidad necesaria de determinado farmaco para

inhibir (o aniquilar) al microorganismo investigado.

5.8.2. Método de difusion

El método mas utilizado es la prueba de difusion en disco. Se coloca un disco
de papel filtro que contiene determinada cantidad de un farmaco en la superficie de
un medio solido en el que se ha sembrado el microorganismo investigado. Después
de la incubacion, se mide el diametro de la zona transparente de inhibicion que
rodea al disco como medida del poder de inhibicién que tiene el farmaco contra el
microorganismo investigado.

Este método esta sujeto a una serie de factores fisicos y quimicos ademas de
la interaccién simple entre el farmaco y el microorganismo (p. €j., la naturaleza del
medio y el potencial de difusion, el tamafio molecular y la estabilidad del farmaco).
Sin embargo, la estandarizacion de estas circunstancias permite establecer la
sensibilidad del microorganismo.

La interpretacion de los resultados de las pruebas de difusién se debe basar
en comparaciones entre métodos de dilucién y difusion. Estas comparaciones han
ocasionado la creacion de referencias estandar. Las curvas de regresion lineal
expresan la relacion entre el logaritmo de la concentracion minima inhibidora en las
pruebas de dilucion y el diametro de las zonas de inhibicion en las pruebas de
difusion.

Si se utiliza un solo disco para cada antibiético con estandarizacion cuidadosa
de las condiciones de la prueba, es posible establecer si un microorganismo es
sensible o resistente al comparar el tamafio de la zona de inhibicion con un estandar
del mismo farmaco.

La inhibicion alrededor de un disco que contiene cierta cantidad de un
antimicrobiano, no significa que el microorganismo sea sensible a esa misma

concentracion por mililitro de medio de cultivo, sangre u orina (Brooks y col., 2011).
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5.9. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA

Existen numerosos mecanismos a través de los cuales los microorganismos

adquieren resistencia contra los farmacos.

1)

2)

3)

4)

Los microorganismos producen enzimas que destruyen al farmaco activo.
Ejemplos: el estafilococo resistente a la penicilina G produce lactamasa 3
gue destruye al farmaco. Los bacilos gramnegativos producen otras
lactamasas B. Las bacterias gramnegativas que son resistentes a los
aminoglucésidos (debido a un pladsmido) producen enzimas adeniladoras,
fosforiladoras o acetiladoras que destruyen al farmaco.

Los microorganismos cambian su permeabilidad al farmaco. Ejemplos: las
tetraciclinas se acumulan en las bacterias sensibles pero no en las
resistentes. Asimismo, la resistencia a las polimixinas esta vinculada con
un cambio en la permeabilidad a los farmacos. Los estreptococos poseen
una barrera natural de permeabilidad contra los aminoglucésidos. Esta
caracteristica se puede vencer parcialmente por medio de la presencia
simultanea de un farmaco activo en la pared celular, por ejemplo, una
penicilina. La resistencia a la amikacina y otros aminoglucésidos depende
en ocasiones de la falta de permeabilidad a los medicamentos,
aparentemente por un cambio de la membrana externa que dafia el
transporte activo hacia el interior de la célula.

Los microorganismos forman un sitio de accién estructural modificado para
el farmaco. Ejemplos: los microorganismos resistentes a la eritromicina
tienen un receptor modificado en la subunidad 50S del ribosoma, que es
resultado de la metilacion de un RNA ribosomico 23S. La resistencia a
ciertas penicilinas y cefalosporinas puede ser funcion de la pérdida o
alteracion de las PBP. La resistencia a la penicilina en los Streptococcus
penumoniae y enterococos es secundaria a PBP alterados.

Los microorganismos forman una via metabdlica modificada que desvia la
reacciéon que es inhibida por el farmaco. Ejemplo: algunas bacterias
resistentes a las sulfonamidas no necesitan PABA extracelular pero, al

igual que los mamiferos, pueden utilizar &cido félico preformado.
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5) Los microorganismos producen una enzima modificada que aun puede
llevar a cabo su funcion metabdlica pero resulta mucho menos alterada
por el farmaco. Ejemplo: en las bacterias resistentes al trimetoprim, la
reductasa de &cido dihidrofélico se inhibe con mucha menos eficacia que
en las bacterias sensibles al trimetoprim.

En 1944, la mayor parte de los estafilococos era sensible a la penicilina G, si
bien se habian observado unas cuantas cepas resistentes. Después del empleo
masivo de penicilina, entre 65% y 85% de los estafilococos aislados en hospitales en
1948 eran productores de lactamasa B y por lo tanto resistentes a la penicilina G.

El advenimiento de las penicilinas resistentes a la lactamasa B (p. ej.,
nafcilina) ofrecié una tregua temporal, pero ahora son frecuentes las infecciones por
estafilococos resistentes a la nafcilina. En la actualidad, los estafilococos resistentes
a la penicilina comprenden no solo a los que se adquieren en los hospitales, sino
también a 80% a 90% de los que se obtienen en la poblacién. Estos
microorganismos también tienden a ser resistentes a otros farmacos como las
tetraciclinas. Los estafilococos resistentes a la nafcilina son frecuentes en los
hospitales de atencion terciaria.

El principal antibidtico utilizado para el tratamiento de las infecciones por S.
aureus resistente a la nafcilina es la vancomicina, pero la obtencién de cepas con
resistencia intermedia y las publicaciones sobre varios casos de gran resistencia a la
vancomicina han incitado la busqueda de otros farmacos nuevos.

La mayor parte de la farmacorresistencia en las bacterias intestinales se
atribuye a la transmision extensa de plasmidos de resistencia entre distintos
géneros. Cerca de 50% de las cepas de la especie Shigella en muchas partes del
mundo ahora es resistente a mdltiples farmacos.

Las salmonelas transportadas por animales han desarrollado también
resistencia, en especial a las tetraciclinas, incorporadas en los alimentos de los
animales. La costumbre de incorporar farmacos en los alimentos de los animales
provoca que los animales de granja crezcan con mayor rapidez, pero también
aumenta la cantidad de microorganismos intestinales resistentes a farmacos en la

flora fecal de los granjeros. En Estados Unidos, la adicion continua de tetraciclinas a
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los alimentos de los animales quiza contribuye a la propagacion de plasmidos de
resistencia y de salmonela resistente a farmacos.

Los plasmidos que transportan genes de farmacorresistencia, existen en
muchas bacterias gramnegativas de la flora intestinal normal. El uso excesivo de
antimicrobianos (en especial en los pacientes hospitalizados) provoca la supresién
de los microorganismos sensibles al farmaco en la flora intestinal y favorece la
persistencia y proliferacion de bacterias resistentes a farmacos, incluidos
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas y Serratia. Estos microorganismos
generan problemas especialmente dificiles en los pacientes granulocitopénicos e
inmunodeprimidos. El ambiente cerrado de los hospitales facilita la transmision de
estos microorganismos resistentes a través del personal y los fomites, asi como por

contacto directo (Brooks y col., 2011).

6. ACCION BACTERICIDA DE LAS Ag-NPs

Existe un nimero creciente de informes sobre la actividad bactericida de Ag-
NPs. En la literatura se sugiere que las Ag-NPs poseen mayor potencia bactericida
gue la plata i6nica per se. Generalmente se considera que la plata iGnica interactta
con multiples sitios “target” (objetivos) microbianos. Su actividad antimicrobiana
resulta de la combinacion y alteracion de proteinas microbianas, con eventual
disrupcion estructural y metabdlica. Para la plata i6nica, uno de los principales sitios
“target” se encuentra a nivel de la membrana de la célula bacteriana, donde puede
inhibir la fuerza motriz de protones y el transporte de electrones de la cadena
respiratoria, lo que puede afectar la permeabilidad de la membrana resultando en la
muerte de la célula bacteriana.

Se requiere la presencia de humedad para la penetracién de plata idnica
dentro de la bacteria, lo que pone de relieve algunos problemas potenciales con
superficies “antimicrobianas” conteniendo plata “seca” (Cardoso, 2016).

Se sugiere que la carga positiva de los iones Ag® es vital para su actividad
antimicrobiana. Se encuentra en la literatura que, la atraccidn electrostética entre
nanoparticulas cargadas positivamente y la célula bacteriana cargada

negativamente, sugiere ser el agente bactericida mas notable. EI efecto
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antibacteriano es dependiente de la dosis e independiente de la resistencia
bacteriana frente a antibiéticos.

Las bacterias grampositivas son menos susceptibles a los iones Ag™ que las
bacterias gramnegativas. Esto es debido a que la pared celular de las bacterias
grampositivas estd compuesta de moléculas de peptidoglicano y tiene mas
peptidoglicano que las bacterias gramnegativas. Como la pared celular de las
bacterias grampositivas es mas gruesa Yy, debido a la carga negativa del
peltidoglicano; los iones de plata que estan cargados positivamente, mas plata
puede quedar atrapada (Ahmed y col., 2016).

El mecanismo de accién microbicida de Ag-NPs generalmente se encuentra
menos estudiado comparado con el de la plata i6nica. Se describen diferentes
mecanismos, algunos ligados a la interaccion directa con la membrana y otros con la
generacion de plata iénica. El mecanismo de accién de las Ag-NPs se relaciona con
su habilidad de generar mayor cantidad de plata i6nica e incrementar la produccién
de especies reactivas de oxigeno. Ambos, la plata i6nica y las Ag-NPs parecen
compartir un mecanismo de accion similar sobre la membrana objetivo, aunque las
Ag-NPs son mas eficientes para una concentracion efectiva en el rango de
nanogramos en comparacion con el rango de microgramos para la plata idnica.

Cardoso (2016), cita a Sondi y col. (2004), y menciona que se observa la
acumulacion de Ag-NPs en la membrana de la E. coli con el consecuente dafio a la
membrana bacteriana.

De igual manera, Cardoso (2016) menciona que Xu y col. (2004) reportan que
las Ag-NPs con un tamafio que va hasta los 80 nm pueden acumularse dentro de la
bacteria (P. aeruginosa) y que dicha acumulacion puede estar relacionada a la
permeabilidad de membrana. Ademas podrian existir algunas diferencias
importantes en las interacciones de Ag-NPs entre bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas; el glutation revestido de Ag-NPs demuestra penetrar el citoplasma
bacteriano de E. coli, resultando en un incremento del efecto antimicrobiano,
mientras que en el S. aureus, la falta de penetracion significa una interaccion

limitada a la superficie bacteriana.
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Los mecanismos de accion microbicidas de las Ag-NPs parecen depender del
tamafio, aunque se reportan datos conflictivos sobre cuél es el rango de tamafio
responsable en conferirle un efecto bactericida. Las Ag-NPs de hasta 80 nm pueden
penetrar en la membrana bacteriana interior y exterior, mientras que las Ag-NPs con
didmetro menor a 10 nm ocasionan fuga citoplasmatica por la formacion de poros
sobre la pared de la célula bacteriana. Las Ag-NPs demuestran afectar la motilidad
bacteriana y la quimiotaxis en la Pseudomonas putida y en Bacillus subtilis (Cardoso,
2016).

La produccion de radicales libres en combinacion con H,O, es también otra
forma de aumentar la actividad bactericida para la desinfeccion de superficies
inanimadas o0 agua. Existen evidencias de que la plata ionica reacciona con
proteinas claves conduciendo a disrupciones estructurales y metabdlicas. Se
propone un efecto directo sobre la permeabilidad/estabilidad de la membrana

bacteriana como un mecanismo especifico de las Ag-NPs (Figura 12).
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Figura 12. Mecanismos de accion antibacteriana de NPs-Ag. (Leyva, 2013)

De manera general, estableciendo una comparacion entre la actividad
antibacteriana de las Nps-Ag y los iones de plata se ha comprobado que los
primeros presentan esa actividad en niveles nanomolares; mientras que los Ultimos
lo exhiben en niveles macromolares, evidenciando su efectividad por el disefio de
formulacion. Se ha observado un aspecto sinérgico cuando las Nps-Ag son oxidadas
por el medio, y un fenbmeno de desorcion provoca la liberacion de iones de plata, de

tal manera que cuando es comparada la misma formulacién con o sin la presencia
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de oxigeno, se observa un mayor efecto antibacteriano en la presencia de este
oxidante (Cardoso, 2016).

7. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DESCRITA POR DIVERSOS AUTORES

La sintesis de nanoparticulas ha sido de importancia para muchos
investigadores, por las propiedades que presentan y el amplio uso que tienen en la
actualidad. Estas propiedades son producto en gran medida de la gran area
superficial que poseen. La nanotecnologia requiere la sintesis de nanomateriales de
diferentes composiciones quimicas, tamafios y morfologia con un excelente control
sobre estas caracteristicas.

Para sintetizar estas nanoparticulas existen métodos fisicos y quimicos. En
los métodos fisicos se pueden encontrar ablacion laser, termdlisis, irradiacion con
microondas y sintesis electroquimica. Dentro de los métodos quimicos destaca la
reduccion quimica de sales metalicas en solucion, en ella se usan como agentes
reductores borohidruro de sodio, hidracina y dimetilformamida, reactivos que son
muy toxicos. En ocasiones estas moléculas toxicas llegan a adherirse a en la
superficie de la nanoparticula durante la sintesis y es posible que no se eliminen por
completo aun repitiendo el procedimiento de lavado. Por tales motivos es que se
busc6 una manera mas sencilla e igualmente efectiva para la sintesis de
nanoparticulas metalicas.

El desarrollo de procesos confiables, respetuosos del medio ambiente para la
sintesis de nanomateriales es un aspecto importante de la nanotecnologia. Es por
€S0 que surge una alternativa para la sintesis de nanoparticulas denominada
sintesis biologica, la cual hace uso de microorganismos, plantas y sus extractos
como fuentes reductoras.

Esta sintesis bioldégica es también conocida como sintesis verde, Paul J.
Anastas es considerado el padre de la quimica verde por su trabajo en este campo.
Paul define quimica verde como aquella filosofia de trabajo que implica la utilizacion
de herramientas y caminos alternativos que prevengan la contaminacion; hay doce

principios basicos en los que se basa la quimica verde, de los cuales el tercero dice:
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la metodologia de sintesis debe procurar generar el nimero minimo de sustancias
toxicas para el ser humano y el medio ambiente (Salinas-Estevané, 2012).

La sintesis verde, es una sintesis que representa una alternativa
presumiblemente no téxica, amigable con el medio ambiente y que ademas su uso
en algunas ocasiones iguala o sobrepasa las expectativas de las nanoparticulas
sintetizadas por métodos fisicos y quimicos, en cuanto a costo y caracteristicas de
las nanoparticulas obtenidas.

Por lo anterior, en la sintesis por los métodos, asi denominados verdes o de
quimica verde, la sintesis y purificacion de nanoparticulas metalicas es simple,
econdémicamente costeable, conveniente, compatible y ambientalmente segura.
Razon por la cual varios grupos se han enfocado hacia el uso de la sintesis verde
para la fabricacién de nanoparticulas metalicas con diferente tamafio y morfologia.
Ademas se cuenta con una enorme cantidad de recursos biolégicos para elegir el
gue mejor convenga a las necesidades o importancia para la sintesis.

Partiendo de una sintesis verde, el tamafio de la particula puede variar
dependiendo de factores tales como temperatura, pH, tipo y concentracion de
extracto, entre otros; los cuales, se deben tener en cuenta antes de realizar la
sintesis de nanoparticulas. Carrillo y col. (2014), utilizaron el extracto de epazote
(Chenopodium ambrosioides) para sintetizar nanoparticulas de plata a temperatura
ambiente, el tamafio de particula oscilé entre 4.9 nmy 8.5 nm.

Por otro lado, se ha encontrado también la formacion de nanoparticulas de
plata por medio del hongo Verticillium (Mukherjee y col., 2001). Exponiendo la
biomasa flingica en una solucibn acuosa a iones Ag®, resultd la reduccion
intracelular de los iones de metal y la formacion de nanoparticulas de plata de
dimensiones 25+12 nm. Realzan que los hongos secretan grandes cantidades de
proteinas, aumentando de ese modo significativamente la productividad de este
enfoque biosintético.

Asimismo, Ajitha y col. (2016) lograron sintetizar nanoparticulas de plata con
un tamafo calculado de 12 nm utilizando extracto de hoja de Lawsonia inermis y
evaluaron su capacidad antimicrobiana en cepas de Escherichia coli, Pseudomonas

spp. y Staphylococcus spp por el método de difusién en disco. Mientras que, Sharma
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y col. (2009), determinaron la actividad antibacteriana de nanoparticulas de plata
sintetizadas con sacéaridos en cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus, expresandolo en concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima bactericida. Del mismo modo, Guzman y col. (2012),
obtuvieron la actividad antimicrobiana por difusion en disco y la concentracion
minima inhibitoria de nanoparticulas de plata sintetizadas con citrato de sodio en
cepas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Por otro lado, Govindaraju y col. (2010), valoraron la actividad antibacteriana
de nanoparticulas de plata de 14 nm obtenidas con extracto de hojas de Solanum
torvum en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus por el método de
difusion en disco. De igual forma, se encontré la concentracion minima bactericida y
la inhibicion (Método de difusidén en disco) de nanoparticulas de plata con diametro
de 70 nm sintetizadas con extracto de Aloe vera en Pseudomonas aeruginosa
(Tippayawat y col., 2016).

Singh y col. (2010), estudiaron los halos de inhibicion por difusion en disco
obtenidos por nanoparticulas de plata de 20 nm sintetizadas con extracto de
Argemone mexicana en Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Mientras que
Alvarado y col. (2014) y Monge (2009), reportan la determinacion de concentracion
minima inhibitoria y concentracion minima bactericida de nanoparticulas de plata

sintetizadas por métodos quimicos en Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

8. TECNICAS DE CARACTERIZACION

8.1. DIFRACCION DE RAYOS X POR CRISTALES

El fundamento de esta técnica reside en los fenbmenos que se producen
cuando la radiacion X incide sobre la materia (Albella y col, 1996). El primer
fendbmeno que se puede observar es que la radiacion incidente es parcialmente
atenuada por el material irradiado; es decir, solo una cierta fraccion de la intensidad
de esta radiacién la atraviesa sin que se produzcan cambios en su energia o
longitud de onda. La medida de esta intensidad transmitida es la base de la técnica

de absorcion de rayos X. La atenuacion de la radiacion se produce por dos
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mecanismos principales: absorcion fotoeléctrica y dispersion (scattering); la
absorcion fotoeléctrica se traduce en la emisidén, por la muestra irradiada, de
radiacion X y de electrones; el estudio, tanto del espectro de rayos X como de los
electrones emitidos, conduce a una serie de técnicas de analisis quimico, etc.
(Albella y col, 1996).

Uno de los mecanismos en que los rayos X interactlan con la materia es la
dispersion, por el cual una parte de la radiacién incidente, es desviada de su
direccion original por la interaccién con el material irradiado. En este fendmeno esta
basada la difraccion de rayos X.

Cuando sobre un &tomo incide un haz de rayos X, puede considerarse, desde
el punto de vista geométrico, que éste se comporta como un radiador puntual que
dispersa elasticamente (sin modificar su longitud de onda) la radiacién en todas las
direcciones del espacio. Ahora, si el haz de rayos X incide sobre un cristal, es decir,
sobre una agrupacién de atomos periodicamente ordenados en el espacio, entre las
ondas dispersadas por cada uno de ellos se producen fendmenos de interferencia
que (normalmente), en la mayor parte de las direcciones serd de tipo destructivo,
cancelandose la resultante en mayor o menor proporcién. Sin embargo, en
determinadas direcciones, y debido a la ordenacién periddica de los atomos, puede
ocurrir que las ondas dispersadas estén en fase y se refuercen mutuamente,

obteniéndose interferencia constructiva.

8.1.1 LEY DE BRAGG

Las condiciones necesarias para que se produzca interferencia constructiva
vienen determinadas por la Ley de Bragg. Consideremos una familia de planos
cristalinos con indices de Miller (hkl) y espaciado dhkl. Si sobre estos planos (figura
13) incide un haz de rayos X monocromatico, en una direccion que forma un angulo
6 con la superficie de los planos, sélo se producira interferencia constructiva cuando
el &ngulo de incidencia, la longitud de onda de la radiacion, y el espacio de la familia

de planos cumplan la siguiente relacién conocida como Ley de Bragg:
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Figura 13. Difraccion de Rayos X para cristales. (Albella y col, 1996).

La direccién en la que emerge el haz difractado forma también un &ngulo 6
con la superficie de la familia de planos que difractan, es decir, un angulo 26 con la
direccién de incidencia del haz de rayos X. Ademas, la direccion del haz incidente y
la direccion de haz difractado estan contenidas en un plano que es perpendicular a
las familias de planos que difractan.

En la obtencién de la informacién que proporciona la difraccién de los rayos X
pueden distinguirse dos aspectos claramente diferenciados y complementarios: por
una parte, la geometria de las lineas de difraccion, que estd condicionada
Unicamente por el tamafio y la forma de la celda elemental del cristal. Conociendo
estas lineas serd posible averiguar el sistema cristalino y las dimensiones de la
celda. El otro aspecto viene dado por las intensidades de estos rayos difractados,
que estan intimamente relacionadas con la naturaleza de los &tomos y con las
posiciones que éstos ocupan en la red cristalina, de forma que su medida constituye
un procedimiento para obtener informacién tridimensional acerca de la estructura

interna del cristal.

8.2. DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO
Un material cristalino en forma de polvo, estd formado por cristalitos
orientados en todas las posibles direcciones, por esta razon el patrén de difraccion

gue se obtiene, contiene todas las lineas de difraccion con las intensidades relativas
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que les corresponden de acuerdo con la estructura cristalina del material (Culity,
1978).Por lo tanto, para identificar un material utilizando rayos X, la forma de
preparacién de la muestra mas conveniente es el polvo, ya que de esta manera se
obtiene una mayor cantidad de lineas de difraccion del material analizado, con lo
que se obtiene informacién suficiente sobre la posicion (espaciamientos
interplanares) e intensidades relativas, parametros suficientes para identificar el
material. Este método nos permitira identificar sustancias cristalinas, asi como la

determinacion del tamafio de los cristales.

8.2.1. ESTIMACION DEL TAMANO DEL CRISTAL

Para obtener maximos de interferencia, las condiciones son que dos ondas
involucradas deben estar desfasadas por un nimero entero de longitudes de onda.
Si la diferencia en trayectoria de los rayos dispersados por los primeros dos planos
es ligeramente distinta de un nimero entero de longitud de onda, entonces el plano
gue dispersa un rayo, con la diferencia de fase adecuada con el rayo del primer
plano, se encontrard a una mayor profundidad en el cristal. Si el cristal es lo
suficientemente pequefio, para que este plano no exista, entonces no tendra una
coincidencia completa de todos los rayos dispersados, por lo que no se tendra el
efecto de cancelacion o reforzamiento de todos los rayos difractados.

Se observa entonces que existe una conexion entre la diferencia total de fase
gue puede ser tolerada y el tamafio del cristal. Se ha encontrado que cristales muy
pequefios causan un ensanchamiento (una pequefia divergencia angular) del rayo
difractado, es decir, dispersion alrededor de angulos cercanos, pero no iguales, al
angulo de Bragg. El ancho de la curva de difraccion se incrementa cuando el tamafio

del cristal disminuye (figura 14).
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Figura 14. Efecto de tamafio de particula en las curvas de difraccion. (Albella y col.,
1996).

El ancho B es usualmente medido en radianes a una intensidad igual a la
mitad de la intensidad méaxima. Para una medida aproximada de B, se toma la mitad
de la diferencia entre los dos angulos extremos en los que la intensidad es cero,

entonces:

B= (261 - 26,)= 61~ 6
Se puede demostrar por la ley de Bragg que para estos angulos,
considerando que el cristal estd formado por m+1 planos (ancho total), la relacion

entre el tamafio del cristal T y el ancho de la dispersién (3, estd dado por la ecuacion

de Scherrer:

094
~ BCos6

Donde:

T = tamarfio del cristal
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A = nimero de onda del rayo difractado
B =ancho de dispersion (FWHM)

0 = angulo de difraccién

8.3. TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de particula (TP) es medido por la dispersion dinamica de la luz. Se
introduce una fuente de luz en la celda y la luz dispersa se recoge a 90° 0 173° como
se muestra en el diagrama. El sistema selecciona automaticamente el angulo éptimo
de dispersion y la posicion de la celda, dependiendo de la concentracion e
intensidad de la muestra.

90° for size and MW, AZ

Backscatter (173°)

(High conc.)
__— Particles
O p> o
Attenuator
£32nm. 10mvy For T
. . 2%
Particles moving T
due to Brownian
motion Zeta potential
N O
o

Attenuator Modulator

Figura 15. Diagrama de funcionamiento del equipo tamafio de particula.
(Velazquez-Gonzalez, (2017)

La sefal obtenida de la luz difundida se alimenta a un correlador multicanal
gue genera una funcion utilizada para determinar el coeficiente de difusidon
traslacional de las particulas analizadas. La ecuacion de Stokes-Einstein se utiliza
entonces para calcular el tamafio de particula. Se dispone de un rango de células de

muestra y los objetivos de medicion, como se muestra en la figura 15.

59



El analisis de tamafio de particulas (TP) se realiza mediante dispersion de la
luz. Dependiendo de las propiedades fisicas de la muestra, el rango dinamico es de
0.3 nm a 8 um. El limite inferior esta influenciado por la concentracién de la muestra
y la presencia de particulas grandes no deseadas. Mientras que el limite superior de
la muestra esta influenciado por la densidad de la muestra, ya que la dispersion
dinamica de la luz esta modelada en todo el movimiento procedente del movimiento

browniano, y no del asentamiento gravitatorio.

8.4. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

En la espectroscopia de infrarrojo (IR) se mide la absorcion de las ondas
calorificas que se debe a movimientos intramoleculares; es decir, la estructura
interna de la molécula determina el tipo de absorcion.

Los atomos que constituyen a una molécula estan unidos entre si por fuerzas
de origen electrostatico, que asemejan uniones elasticas y sus movimientos son
periddicos o cuasiperiodicos. Todos los movimientos relativos de los atomos en una
molécula son la superposicion de los llamados modos normales de vibracion, en los
cuales todos los atomos se encuentran vibrando con la misma fase y frecuencia
normal. El nimero de modos normales de vibracion define el espectro vibracional de
cada molécula. Estos espectros también dependen de las masas de los atomos
involucrados, su arreglo geométrico dentro de la molécula y la elasticidad de los
enlaces quimicos. Un IR se obtiene al pasar radiacion a través de una muestra y
determinar que fraccién de esta radiacion incidente ha sido absorbida. La energia
particular a la que aparece cada pico en un espectro guarda relacién con la
frecuencia de vibracidon de una parte de la molécula.

La espectroscopia de infrarrojo mide los cambios vibracionales que
experimentan las moléculas al absorber la energia electromagnética, estos cambios
0 movimientos pueden clasificarse en modos de estiramiento, donde la longitud del
enlace cambia de manera peridédica durante la vibracion, o modos de doblamiento,
donde el angulo entre los enlaces cambia de forma periddica durante las

vibraciones.
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La figura 16 muestra los modos de tensién que se dividen en simétrica y

antisimétrica, mientras que los modos de flexion se dividen en:

Balanceo en plano: esto ocurre cuando la unidad estructural se balancea en

el plano de simetria de la molécula.

Tijereteo en plano: sucede cuando los atomos unidos a un atomo central se

alejan y se acercan uno respecto de otro, deformando el angulo de valencia.

Aleteo fuera de plano: se presenta cuando la unidad estructural se balancea

en el plano perpendicular al de simetria de la molécula.

Torsion fuera de plano: se manifiesta cuando la unidad estructural gira en

vaivén alrededor del enlace que la une con el resto de la molécula.

Acoplamiento vibracional: se puede dar el caso de una interaccion entre

algunas de las vibraciones mencionadas, si los enlaces vibrantes estan

unidos a un atomo central.
Vibraciones de tension

Y

Simétrica Antisimetrica

Vibraciones de flexion

DA

Balanceo en plano Tijereteo en plano
+ + + Y -
Aleteo fuera del plane Torsibn fuera def plano

Figura 16. Modos de vibracion por absorcion infrarroja.

(http:/mww.ehu.eus/imacris/P IE06/web/IR.htm).
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Para la obtencién de los espectros infrarrojos, se utilizan interferometros y
transformada de Fourier. La radiacion de infrarrojo es analizada en este caso por
medio de un interferometro de Michelson, como se observa en la figura 17, que
consiste en un montaje optico en el que se produce el fendbmeno de interferencia de
ondas electromagnéticas. El principio del IR es que la radiacién policromatica de la
fuente de infrarrojo, es colimada por un espejo semireflectante y el haz resultante es
dividido y pasado a dos espejos uno fijo y el otro mévil, después de reflejarse los dos
haces se recombinan nuevamente en el espejo semireflectante. Cuando el espejo
movil esta posicionado, de tal manera que los dos caminos épticos sean iguales,
simultdneamente todas las longitudes de onda de la luz proporcionan una
interferencia constructiva y si se encuentran desfasados, la interferencia es

destructiva (Veldzquez-Gonzélez, 2017).

Espejo

—

1| &

Espejo semirreflectante

7 —

o m— » Espejo
/A —
Fuente de luz \// /
¥ | ¥
F.
Detector

Figura 17. Interferometro de Michelson. (Veldzquez-Gonzalez, 2017)

Las caracteristicas mas relevantes de esta espectroscopia son:
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e Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o tienen distinta
distribucion isotopica, o se encuentran en ambientes distintos, los espectros
infrarrojos seran distintos.

e Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo. Estos
espectros pueden ser considerados como las huellas digitales de dicha
sustancia.

e Los espectros muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales
particulares (C-H, C=C, O-H, etc.) y que tienen localizaciones e intensidades
especificas dentro de los espectros infrarrojos.

e A partir de los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares.

e Las intensidades en las bandas del espectro de una mezcla, son por lo
regular proporcionales a las concentraciones de los componentes
individuales. Por ello, es posible determinar la concentracién de una sustancia
y realizar analisis de muestras con varias componentes.

e La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis no destructiva y rapida

ya que se pueden obtener y almacenar los espectros en cuestiéon de minutos.

8.4.1. ABSORCION OPTICA

La absorcion es la transformacién de la energia asociada a la luz incidente en
un material a otras formas tales como energia calorffica, luminosa, quimica, etc.

La energia asociada en la diferencia de intensidades (l-l) se transforma en

otro tipo de energia del material (figura 18).
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Ondas magnéticas
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Figura 18. Proceso de absorcién en un metal. (Velazquez-Gonzalez, 2017)

decrece con la distancia (figura 9), es decir:

dlI= —adx

conocida (lp), el cual pase a través de una distancia x dentro del material (figura 9).

dI= —adx

dla - |0

Cuando la luz se propaga en un medio diferente al vacio su intensidad

Donde a= (M) se conoce como coeficiente de absorcidén éptica. A partir de la
expresion anterior es posible obtener una ecuacion que nos relacione la intensidad

de la luz absorbida por un material () al incidir en él un haz de luz de intensidad
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dl = —alodx

Integrando desde 0 hasta x queda:

In— = —ax

0

I

Resolviendo para la intensidad final, obtenemos la ley de Lambert y Beer.
[(x) =1,e”%

Con ella se puede determinar la intensidad de luz absorbida por un material
con coeficiente de absorcidn éptica a sobre el cual incide un haz de intensidad 10 y

atraviesa una longitud x (Wooten, 1972).

8.5. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), se realiza en el
espectrofotometro, el cual es un instrumento que permite a partir de una fuente de
radiacion hacer pasar un haz de luz dirigido por un monocromador a una solucion
para comparar la radiacién absorbida o transmitida por la solucidon o sustrato que
contiene una cantidad desconocida de soluto y una cantidad conocida de la misma
sustancia, para medir la diferencia en la emisién o absorcién de la muestra, medir las
transiciones electronicas y cuantificarlas, como se muestra en la figura 19.

La espectroscopia ultravioleta-visible utiliza radiacién electromagnética (luz)
de las regiones ultravioleta (200-380 nm), visible (380-800 nm) y cercano infrarrojo
(800-2500 nm). La radiacién absorbida por las moléculas desde esta region del

espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas.
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El principio de la espectroscopia ultravioleta-visible involucra la absorcién de
radiacién ultravioleta-visible por una molécula, causando la promocion de un electron
de un estado basal a su estado excitado, liberandose el exceso de energia en forma
de calor. La longitud de onda comprende entre 190-700 nm.

La luz visible o ultravioleta es absorbida por los electrones de valencia, éstos
son promovidos a estados excitados (de energia mayor). Al absorber radiacion
electromagnética de una frecuencia correcta, ocurre una transicion desde uno de
estos orbitales. Algunos enlaces, como los dobles, provocan coloraciéon en las

moléculas ya que absorben energia en el visible, asi como en el ultravioleta.

Apertura ajustable Fotocélula Lectura

T
Fuente de radiacion L i ) | / P &
\ e -CT—1{ > A 0260

S \
4 -
z —~—

T " Muestra Amplificador

Monocromador Cubeta

Figura 19. Funcionamiento del espectrofotometro de UV-Vis. (Velazquez-Gonzalez,
2017)

8.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se pueden obtener asiimagenes de todo tipo de materiales estructurales o de
material biol6gico con un minimo de preparacion previa y observar directamente todo
tipo de superficies con una gran profundidad de foco. Esta es una caracteristica
privativa de los instrumentos electronicos que permite la obtencion de micrografias
en foco de superficies irregulares como una superficie de fractura.

Para esto solamente es necesario asegurar que las muestras sean limpias,
secas, resistentes al alto vacio del instrumento y buenas conductoras eléctricas. Si

se ftrata de observar un material no conductor, normalmente se recubren las
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muestras con una delgada capa metalica, p.ej. oro, 0 desecando previamente las
muestras que tuviesen altos contenidos de vapor de agua.

Las imagenes de un microscopio electronico se obtienen mediante la
deteccion, procesamiento y visualizacion de las sefales resultantes de las
interacciones entre un haz de electrones de alta energia con la materia. Estas
interacciones pueden proporcionar informacion sobre topografia, composicion vy
estructura cristalografica.

En un microscopio electronico de barrido la imagen se obtiene a partir de las
sefales emitidas por la muestra y se va formando a medida que el haz de electrones
se desplaza sobre una porcion de su superficie. Este barrido (scanning) se realiza
linea por linea sobre una pequefia zona de forma rectangular (raster). Esta zona es
la que se visualiza amplificada en la imagen final. A medida que el haz explora la
muestra de esta manera la intensidad de la sefial generada varia segun el punto
particular analizado en cada instante. La sefial detectada puede ser entonces
analizada y amplificada, tanto en su forma analégica como digital, y finalmente
procesada convenientemente.

A diferencia de una imagen optica, el microscopio electronico de barrido no
forma una imagen real del objeto sino que construye una imagen virtual a partir de
alguna de las sefiales emitidas por la muestra. La imagen se visualiza en un tubo de
rayos catodicos donde las bobinas de deflexién del haz estan sincronizadas con el
barrido del haz de electrones en el microscopio. Modulando la intensidad del haz del
tubo de rayos catddicos se obtiene finalmente un registro punto a punto en la
pantalla que es precisamente la imagen electrénica proporcionada por el
microscopio. Actualmente la visualizacion se realiza en la pantalla de una
computadora.

Las sefales que se utilizan para la obtencion de la imagen provienen de un
cierto volumen debajo de la superficie de la muestra. El haz de electrones penetra
una cierta distancia debajo de la superficie e interactia con los atomos de la muestra
a lo largo de su trayectoria. Las sefiales que se originan por estas interacciones
provienen entonces del llamado volumen de interaccion. La forma y dimensiones

de este volumen son otros factores que determinan la resolucion del microscopio. En
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la figura 20 se esquematiza la forma caracteristica de este volumen y los tipos de

sefales generadas por la interaccidn electron-muestra. Se puede ver que siendo las

dimensiones de este volumen mayores que el diametro del haz incidente son las

gue, finalmente, limitan el poder de resolucién de un SEM (Ipohorski y Bozzano,

2013).
haz electrones
incidente secundarios
electrones
retrodifundidos

superficie de
la rwestra

.

distancia I A
de escape S

rayos X
caracteristicos

Figura 20. Esquema del volumen de interaccion y las sefiales producidas. (Ipohorski

y Bozzano, 2013)
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9. JUSTIFICACION

Histéricamente, la plata fue utilizada durante siglos como agente
antimicrobiano. Sin embargo, fue desplazada por el uso de antibioticos.
Actualmente, la resistencia presentada por diferentes microorganismos de relevancia
médica a gran variedad de estos antibidticos, ha traido consigo el resurgimiento del
interés sobre el uso de la plata y nuevas formas de aplicarla en el control de
infecciones. De acuerdo a Cardoso (2016), la disminucién en el tamafio de una
particula, provoca un incremento en el radio entre el area de superficie y el volumen
en forma muy importante, lo que lleva a modificaciones significativas en sus
propiedades fisicas, quimicas y biologicas; es por ello que se puede obtener una
mejor accién antibacteriana en las nanoparticulas de plata.

La sintesis verde es una técnica novedosa que permite sintetizar
nanoparticulas de forma econdémica, facil y sobre todo, amable con el medio
ambiente. El fundamento de este método es el uso de microorganismos y extractos
de plantas como agentes reductores en la reaccién de sintesis.

Se encuentran varios estudios sobre el mucilago de linaza en relacion a
ciertos padecimientos intestinales y el control de colesterol en el organismo. Sin
embargo, no hay estudios sobre su aplicacion en la sintesis de nanoparticulas de
plata. Por tal motivo, se decidi6 trabajar con mucilago liofilizado de linaza para llevar
a cabo la biosintesis de nanoparticulas de plata y su aplicacibn como agente
antibacteriano frente a microorganismos de relevancia médica, como son:

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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10. HIPOTESIS
Las nanoparticulas de plata obtenidas por medio de sintesis verde utilizando
mucilago de linaza como agente reductor, tendran un efecto antimicrobiano sobre

las cepas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

11. OBJETIVOS
11.1. Objetivo general
Evaluar la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir de mucilago de linaza en cepas de Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

11.2. Objetivos especificos

o Establecer las condiciones para la sintesis de nanoparticulas de plata con
mucilago de linaza liofilizado.

e Caracterizar estructural y morfologicamente las nanoparticulas de plata
sintetizadas.

e Determinar la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata
obtenidas, por medio de la técnica de difusion en disco, concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) en las cepas
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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12. METODOLOGIA
12.1. REACTIVOS Y MATERIALES
Mucilago de linaza en polvo
Nitrato de plata (J. T. Baker)
Hidroxido de sodio (98.7%, Fermont)
Agua desionizada
Agua destilada
Agar Mueller-Hinton
Agar nutritivo
Caldo Nuitritivo
Solucion salina (NaCl 0.85%)
Hisopos estériles
Discos de papel filtro (6mm)
Pinzas
Mechero de Fisher
Asa bacteriologica
Micropipeta (100-1000 pL y 10-100 pL)

12.2. EQUIPOS DE TRABAJO

Horno de secado Ecoshell 9023

Mufla Felisa

Balanza analitica

Parrilla de agitacion magnética

Magneto permanente

Microprocesador pH meter (Hanna Instruments, pH 210)
Gabinete de Bioseguridad clase Il (ECOSHEL, Modelo 11A2)
Incubadora DUROCELL

Autoclave vertical de tres calores Man-Olve



12.3. EXTRACCION DEL MUCILAGO DE LINAZA

Se utilizd6 mucilago de linaza liofilizado previamente extraido por Arenas
(2015). La extraccion del mucilago se realiz6 usando el método descrito por Qiany
col. (2012), con algunas modificaciones. Su composicién quimica proximal es:
humedad 12.67%, cenizas 4.91%, grasa 1.14%, proteina 0.94% vy fibra dietética
75.46%. Asimismo, contiene los compuestos bioactivos: taninos condensados 1.97
mg E Catequina/g de muestra, compuestos fenolicos T. 8.76 mg E Ac. Galico/g de

muestra y flavonoides T. 10.11 mg E Rutina/g de muestra (Arenas, 2015).

12.4. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

La sintesis verde de nanoparticulas de plata utilizando mucilago liofilizado de
linaza como agente reductor. Se realiz6 rehidratando 0.1 g de mucilago de linaza en
40 mL de agua desionizada como primer paso; a continuacion, se filtré la solucién en
papel filtro de poro abierto y se ajustd el pH (10) con una solucion de NaOH 0.1M.
Se prepar6 también una solucion de AgNO3; 5mM.

Posteriormente, la reaccion de sintesis se llevd a cabo en un matraz en
proporcion 8:3 de AgNOs y mucilago hidratado, respectivamente. Se mantuvo en
agitacion constante durante 60 minutos a 65 °C. Pasados 50 minutos de reaccion
aparecio el color marrén, indicando la formacién de nanoparticulas de plata tal como
lo reporta Mukherjee y col, (2001). En la figura 21 se pueden observar las

soluciones de mucilago hidratado, asi como el coloide obtenido de la sintesis.

a) b) C)

'y
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Figura 21. a) Nitrato de plata 5mM; b) Mucilago de linaza hidratado; c) Solucién

acuosa Ag/Mucilago.

A continuacion, se coloco la muestra en estufa a 100 °C durante una hora
para obtener un polvo fino. Posteriormente, una parte de la muestra se calcin6 a 450
°C y otra a 500 °C por una hora; de esta manera se obtuvieron 3 polvos con
diferentes caracteristicas fisicas, de color café oscuro (muestra secada a 100 °C) a
tonalidades mas claras (muestras calcinadas a 450 °C y a 500 °C), como se observa

en la figura 22.

¥

¥,

| ; R
Figura 22. Nanoparticulas secadas a 100 °C (a), 450 °C (b) y 500 °C (c).

12.5. METODOS DE CARACTERIZACION

La solucién coloidal Ag-mucilago se caracterizd utilizando un
espectrofotometro UV-Vis marca Lambda 365 Perkin EImer mediante los espectros
de absorbancia dentro del espectro visible, corriendo la muestra a una longitud de
onda de 350 a 700 nm.

Se utiliz6 espectroscopia de infrarrojo para caracterizar las muestras en forma
de polvo, usando el equipo FTIR BRUKER VERTEX 70/70V; bajo las siguientes
condiciones de andlisis: 40 ciclos de barrido, 2 cm™ de resolucién y en un rango de
500 — 4000 cm™.

El analisis de rayos X se realizd con un equipo de difraccion de rayos X
modelo D8 ADAVANCE DAVINCI equipado con anodo de cobre con radiacién Cu-Kq
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y un monocromador de grafito. Las muestras fueron escaneadas con un rango de
15-80°.

El analisis de tamafio de particula, se llevd a cabo en el Nanosizer SZ marca
HORIBA SCIENTIFIC. Las condiciones de analisis fueron temperatura de 25 °C, con
indice de refraccion de la plata 0.16, duracion de la corrida 3s, celda de cristal,
sistema monodisperso. Las muestras N100, N450 y N500 se hidrataron en una
concentracién de 5 mg/mL y se homogenizaron en un bafio ultrasénico 8892 de 60
Hz a 25°C/ 30 minutos de acuerdo con lo descrito por Guzman y col. (2012).

El equipo que se utiliz6 para realizar la caracterizacion por microscopia, fue
un microscopio electronico de barrido de emision de campo Jeol modelo JSM-7600F,
equipado con haz atenuante (gentle beam) especial para muestras no conductoras y
espectroscopia EDS Bruker. La muestra secada a 100 °C y se sometio a tratamiento
en una Metalizadora “Sputter-Coater” para recubrimientos de muestras no-
conductoras, las muestras tratadas a 450 °C y 500 °C fueron observadas sin
tratamiento previo. Se realizO también un microandlisis elemental mediante una

sonda acoplada al microscopio a cada una de las muestras.

12.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Se evalué la capacidad antibacteriana de las nanoparticulas de plata
sintetizadas (N100, N450 y N500), sobre las cepas: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

(Figura 23); proporcionadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado

de Michoacan, México.
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Figura 23. Cepas, Escherichia coli ATCC 25922 (a), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (b) y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (c).

12.6.1. METODO DE DIFUSION EN DISCO

Se utiliz6 la metodologia descrita por Taroco y col. (2006). Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los discos estériles de papel filtro
Whatman #1 (2.5 um) de 6 mm de diametro se dejaron en contacto durante 24 h con
los diferentes tratamientos que fueron; antibiéticos como controles positivos para la
inhibicion bacteriana; siendo gentamicina (5 mg/ml) para Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa y cloranfenicol (5 mg/ml) como control positivo para de
Staphylococcus aureus. Y como control negativo se utilizd agua destilada estéril. La
actividad antibacteriana se evallo en tres muestras de nanoparticulas de plata;
N100, N450 y N500, cada muestra se ajustd a 5 mg/ml en agua destilada estéril
(Azam, Ahmed, Arshi, Chaman, & Naqgvi, 2009) y se homogeniz6 en un bafio
ultrasonico 8892 de 60 Hz a 25°C/ 30 minutos (Guzman, Dille, & Godet, 2012).

Antes de realizar cada determinacion, las cepas se sembraron en agar
nutritivo e incubaron a 37°C/24 h para obtener un cultivo fresco. Al observar el
crecimiento adecuado, se prepararon indculos con cada una de las cepas en
solucién salina al 0.85%, el indculo se ajusté entre 0.08-0.09 de absorbancia a 625
nm (0.5 en escala de McFarland) con un espectrofotdmetro UV-Visible Velab,
modelo VE-5100UV.

A continuacion, se introdujo un hisopo de algodén estéril en el indculo
bacteriano preparado y se sembr6 en la placa de Agar Mieller Hinton con estria en
forma paralela y bien compacta abarcando toda la superficie de la placa, este
procedimiento se repitié dos veces mas rotando la placa 60°.

En las placas con agar Mduieller Hinton inoculadas con cada cepa
correspondiente, se colocaron los discos de papel filtro impregnados con cada
tratamiento respectivo. Estas placas se dividieron previamente en 5 secciones, en
cada seccion se colocd un disco con el control positivo, un disco con el control
negativo y tres discos con la muestra de nanoparticulas de plata correspondiente y

se dejaron secar durante 20 minutos. Finalmente, las placas se incubaron a 37°C/24
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h y se midi6 el didmetro del halo de inhibicibn del crecimiento de los
microorganismos y se calculé el porcentaje del efecto inhibitorio relativo respecto al

control positivo, se utilizd la formula establecida por Martinez (1996).

Diametro halo de inhibicion
0, i ihi in — Muestra X
% efecto lTlflbltOT'lO Diamétro halo de inhibicién 100
control positivo

12.6.2. DETERMINACION DE CMIY CMB

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentraciones minimas
bactericidas (CMB) se determinaron mediante el método de las diluciones seriadas
en tubos de ensaye con medio caldo nutritvo de acuerdo con la metodologia
descrita Taroco y col. (2006) y Sanchez y col. (2016). Las determinaciones se
realizaron por duplicado.

Se colocé 1 mL de las diferentes muestras de nanoparticulas de plata: N100,
N450 y N500, las cuales fueron preparadas como se menciond anteriormente, las
concentraciones que se evaluaron fueron desde 5 mg/ml hasta 0.78 ug/mL, se
incluyeron dos controles de crecimiento bacteriano un control positivo al cual se
inocularia posteriormente (1 mL de agua destilada), y un control negativo (1 mL de
agua destilada). Posteriormente se coloc6 1 mL de caldo nutritivo a cada tubo.

A continuacion, se preparé la suspension del inéculo de cada cepa en
estudio; Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, la
concentraciéon del inéculo empleada en este experimento se ajustd a 0.5 en la escala
de McFarland (absorbancia 0.08-0.09 a 625 nm) y se diluyd 1:200 en caldo nuitritivo.
Se afiadié 1mL de indculo respectivamente en cada uno de los tubos que contenian
la dilucién correspondiente de nanoparticulas de plata a analizar, asi como en el
control positivo y en el control negativo se agregé 1mL de caldo nutritivo sin indculo
para igualar los volimenes. Los tubos se incubaron a 37°C/24 h. Los resultados se
expresaron de la siguiente manera:

La CMI (Concentracion minima inhibitoria) correspondié a la minima
concentraciéon de nanoparticulas de plata en donde no se observd desarrollo
(turbidez). La CIM se expresé en pg/mL.
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La CMB (Concentracién minima bactericida) se determin6 con la verificacion
del crecimiento bacteriano en cada tubo por siembra en placa. Se inocularon por
triplicado 20uL de caldo de cada uno de los tubos en agar nutritivo y se incubaron a
37°C/24 h. Y se establecié como CMB a la ausencia de crecimiento de bacterias en

la caja Petri (Struthers y Westran, 2005). La CMB se expreso6 en pg/mL.
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13. RESULTADOS

13.1. METODOS DE CARACTERIZACION

A continuacién se presentan los resultados y discusion de los resultados
obtenidos por las distintas técnicas de caracterizacion.

En la figura 24, se presentan los resultados de absorbancia de: mucilago de
linaza hidratado, nitrato de plata y el coloide Ag/mucilago. Para el espectro de
absorbancia del coloide, se observa que presentan dos absorbancias del plasmén,
alrededor de 399 nm y 420 nm. Las cuales son relacionadas a la absorcion de plata
cuadrupolar y a la plata dipolar, respectivamente. En base a esto, podemos asociar
gue la intensidad de absorbancia en 399 nm corresponde a un tamafio de particula
de 10 nm, mientras que la banda en 420 nm, se asocia a tamafios de 50 nm
aproximadamente y a una morfologia esférica, tal como reporta Hlaing y col (2016).
Lo cual concuerda con lo reportado por Mohanty y Jena (2017), quienes obtuvieron
nanoparticulas de plata esféricas de tamafios 15-35 nm con extracto de D. indica, las

cuales mostraron una banda de absorcién alrededor 421 nm.

i Mucilago de linaza

Nitrato de Plata
},7,§9!U_C,i9n Ag/Mucilago|

Absorbancia (u. a.)
1

T L T L T ¥ T
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Longitud de onda (nm)

Figura 24. Espectro UV-Vis de solucién acuosa Ag/Mucilago linaza.
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En la caracterizacién por espectroscopia de infrarrojo, el mucilago de linaza
en polvo (Figura 25) muestra una banda en 3297 cm™, caracteristica de la vibracién
de tension de los grupos O-H atribuida a grupos alcoholes primarios y secundarios
gque se enlazan a los iones de plata (Suarez y col., 2017; Prasannaraj y
Venkatachalam, 2017); esta banda puede atribuirse a los hidroxilos presentes en la
ramnosa y la xilosa del mucflago. La banda observada en 1612 cm™ se debe a la
vibracion de tension del enlace C=C en anillos aromaticos (Mohanty y Jena, 2017),
puede interpretarse como el enlace presente en los compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos del mucilago. Mientras que las bandas en 2922 cm™ y 1403
cm’, son caracteristicas de las vibraciones de tensién del grupo C-H presente en
carbohidratos (Prasannaraj y Venkatachalam, 2017; Cerchiaro y col., 2005). El pico
caracteristico del enlace C-H unido a un anillo aromético se observa en 801 cm™
(Prasannaraj y Venkatachalam, 2017). Las bandas en 1037 cm™ y 617 cm™ que son
caracteristicas de la vibracion de tension de grupos C-O-H y C-O, que estan

presentes en polisacaridos y en la D-xilosa (Weircigroch y col., 2017).
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Figura 25. Espectro FTIR de mucilago de linaza en polvo.
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La muestra de Ag-NPs tratada a 100 °C (N100), arrojo un grafico (Figura 26)
donde se pueden apreciar bandas presentes también en el espectro FTIR del
mucilago, lo cual nos indica la conservacion de los enlaces a lo largo de la reaccion
de sintesis con un ligero cambio en la vibracién, ya que sufrieron un desplazamiento
hacia la derecha; estas bandas son asociadas: en 3297 cm™ (vibracion O-H), 2914
cm! (vibracién C-H unido a alcano), 1595 cm™ (vibracién C=C en anillo aromatico) y
794 cm (vibraciéon C-H unido a un anillo aromatico). También, se distingue una
banda en 2346 cm™ perteneciente a la vibracién del grupo C=N y otra banda en
2102 cm™ correspondiente al enlace C=C (Ramirez, 2017). En 1290 cm™ tenemos
una banda que refiere una vibracién de tension del grupo C-N (Al-Shalafeh y col.,
2017), la aparicion de estas bandas nos indica la interaccion entre los atomos de
carbono, presentes en los esqueletos carbonados del mucilago, y los atomos de
nitrégeno, provenientes del nitrato de plata. Finalmente, la banda en 1010 cm™ se
encuentra relacionada con el grupo C-OH de alcoholes secundarios (Ajitha y col.,
2016).
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Figura 26. Espectro FTIR de muestra tratada a 100 °C.
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Los espectros FTIR arrojados por las muestras calcinadas a 450 °C (Figura
27) y 500 °C (Figura 28) mostraron las mismas bandas vibracionales en 2337 cm™
[vibracion C=N (Ramirez, 2017)], 2093 cm™ [vibraciéon C=C (Ramirez, 2017)] y 845
cm! [vibracién de tensiéon C-N (Al-Shalalfeh y col., 2017)]. Las banda en 1395 cm™
observada en la muestra N450 se encuentra ligeramente desplazada hacia la
derecha, respecto a la banda en 1403 cm™ de la muestra N500; éstas, corresponden
a la vibracion de tension del grupo C-N (Al-Shalalfeh y col., 2017). Esto nos devela la
permanencia de los enlaces C-N, C=C y C=N; asi como la eliminacién de enlaces de
carbono con elementos como hidrégeno y oxigeno en las muestras, al ser sometidas

a tratamiento térmico de altas temperaturas.
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Figura 27. Espectro FTIR de muestra tratada a 450 °C.
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Figura 28. Espectro FTIR de muestra tratada a 500 °C.

De lo anterior, podemos concluir que para las muestras de N100, N450 y
N500, la plata no forma parte de la red, esto puede asociarse a que la plata se

encuentra de forma intersticial dentro de la red.

El andlisis mediante difraccion de rayos X mostré un difractograma para la
muestra N100 (Figura 29), donde se observan los patrones de difraccion de las
nanoparticulas de plata (nimero 1) que estan asociados a los angulos 206: 38.1°,
64.5° y 77.4°, los cuales corresponden a los planos cristalinos (111), (220) y (311)
asociado a la estructura cubica centrada en la cara (JCPDS 04-0783),
respectivamente. Ademas, se perciben también picos de difraccion de otros
componentes de plata, como son: Nitrito de plata (nUmero 2) asociado a los dngulos
20: 29.4°, 32.1°, 46.3°, 48.1° y 56.2°; y el Oxido de plata (nimero 3) en el angulo 26:
42.2°. Asimismo, se observan picos de difraccion correspondientes a componentes
del mucilago de linaza sin identificar en los angulos 18.97°, 21.76°, 24.57°, 28.04°,
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35.79°, 43.7°, 49.63°, 70.07°, 72.22° y 47.68°. Se calculé el tamafio de cristal en la
muestra en el plano cristalino (111), utilizando la ecuaciéon de Scherrer, cuyo valor
fue de 0.0125 nm. Es importante mencionar que el tamafio de cristal no equivale al
tamafio de particula, ya que esta se encuentra conformada por aglomerados de
cristales.
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Figura 29. Difractograma de muestra tratada a 100 °C.
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El espectro de difraccion de rayos X de la muestra N450 (Figura 30), presenta
los picos de difraccién en angulos en el espectro de difraccion de rayos X asociados
con la presencia de los patrones de difraccion de las nanoparticulas de plata
(nimero 1) en los angulos 26: 38.1°, 44.3°, 64.4° y 77.3°, cuyos planos cristalinos
son correspondientes a los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311) de la plata
de estructuras cubicas centradas en la cara (JCPDS 04-0783), respectivamente. De

igual modo, se calculé el tamafio de cristal, que corresponde a 4.1983 nm.
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Figura 30. Difractograma de muestra tratada a 450 °C.
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Finalmente, en el espectro de difraccion de la muestra N500 (Figura 31) se
observaron los picos de difraccion de las nanoparticulas de plata (nimero 1) en los
angulos 20: 38.16°, 44.36°, 64.34°, 77.33° y 81.3°, correspondientes a los planos
cristalinos (111), (200), (220), (311) y (222) de la estructura cubica centrada en la
cara de la plata (JCPDS 04-0783), respectivamente. El tamafio de cristal obtenido
fue de 6.0152 nm. La presencia de dicha estructura cristalina, nos exhibe que se han
eliminado todos los compuestos residuales provenientes de la sintesis de
nanoparticulas de plata como eran los NOy, 6xidos y compuestos organicos, que
corresponden al nitrato de plata y al mucilago de linaza. Por lo anterior, se puede
concluir que las nanoparticulas de plata fueron atrapadas dentro de la red
conformada por el mucilago de linaza, esto fue verificado por medio de difraccion de

rayos X.
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Figura 31. Difractograma de muestra tratada a 500 °C.
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Se llevd a cabo la medicion de tamafio de particula en un NanoSizer en las 3
muestras: N100, N450 y N 500; las cuales fueron hidratadas con agua destilada en
una concentracion de 5 mg/mL y homogenizadas en bafio ultrasénico; se utilizé el
indice de la plata. La muestra N100 presenté diametros de particula de alrededor de
7.9 nm, 10.8 nm y 78.7 nm (Figura 32), con porcentajes de frecuencia de 38.07%,
50.48% vy 30.22%, respectivamente; de esta manera, los resultados arrojados
determinan que esta muestra tiene particulas de orden nanométrico; lo cual, coincide

con los resultados arrojados por la técnica de espectroscopia UV-Vis.
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Figura 32. Tamafio de particula en muestra N100.
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De la misma manera, se determinaron los diametros de particula presentes en

la muestra N450 (Figura 33), que fueron de 29.2 nm, 80.5 nm y 241.0 nm,
correspondientes a porcentajes de frecuencia de 99.8%, 21.19% y 71.14%,

respectivamente.
—29.2nm
—80.5 N
100 - —241.0 nm
80
= ] A
& 60- [\
=3 [\
g [\
- // \
20 - f %
/ \
/ \
[
0 al |
I I ’ | ¥ | Y | | . | y |
100 150 200 250 300 350

0 50
Diametro (nm)

Figura 33. Tamafio de particula en muestra N450.



Finalmente, los diametros observados en la muestra N500 (Figura 34) fueron
de 78.0 nm, 211.0 nm y 292.3 nm; con 94.53%, 79.7% y 12.72% de frecuencia,

respectivamente.
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Figura 34. Tamarfo de particula en muestra N500.

Los resultados derivados de la medicién de tamafio de particula de las tres
muestras nos indican el incremento de tamafio de particula conforme aumenta la

temperatura de tratamiento; esto puede deberse a la pérdida de la estructura del
mucilago de linaza en la que se estabilizan las nanoparticulas por los grupos O-H

gue se enlazan a los iones plata (Prasannaraj, 2017), lo que provoca que las

nanoparticulas formen agregados de tamafios mucho mayores.
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A continuacion, se presentan las imagenes obtenidas por medio de
Microscopia Electronica de Barrido. En la figura 35, inciso a, se presenta la
micrografia del mucilago de linaza a 10000X, donde se observa la estructura en
forma de red donde pueden albergarse las nanoparticulas de plata. En el inciso b de
la figura 35, la micrografia de las nanoparticulas de plata secadas a 100°C a
60000X, muestra la existencia de particulas de orden menor a 100 nm, lo cual
concuerda con el tamafio de particula medido a través del Nanosizer que determina
el tamafios de particula menores a 100 nm. Ademas, se confirma la presencia de
nanoparticulas de plata de tamafio alrededor de 50 nm como se suponia en la

caracterizacién por medio de espectroscopia UV-Vis.

X 10.000 15.0kV LABE

X 60,000 5.0kV SEI

Figura 35. Micrografia MEB de: a) Mucilago de linaza; b) Muestra tratada a 100 °C.
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En la figura 36 se presentan las micrografias de nanoparticulas de plata
tratadas a 450° a 40000X, en las cuales se puede observar que existen particulas de
tamafios mayores a 100 nm; lo cual, corrobora los diametros obtenidos por medicion
de tamarfio de particula. Se observan también aglomeraciones de nanoparticulas en
el medio, cuya presencia puede relacionarse con el aumento en los diametros de la

medicion de tamafio de particula, mencionados anteriormente.

— 100nm IIMM
X 40,000 15.0kV LABE WD 11.1lmm
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Figura 36. Micrografias MEB muestra tratada a 450 °C.
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En la muestra N500 se observan nanoparticulas de forma semejante a una
esfera, con tamafios de particula mayores a 100 nm (Figura 37); esto coincide con
los diametros de particula resultantes de la medicién en el Nanosizer. De igual

manera, se advierten aglomeraciones de nanoparticulas de plata.

100nm IIMM
X 40,000 15.0kV LABE SEM WD 11.0mm

Figura 37. Micrografia MEB muestra tratada a 500 °C.

Adicionalmente, se llevd a cabo en cada una de las muestras un
Espectroscopia por Dispersion de Energia (EDS por sus siglas en inglés) que aporta

informacion sobre los elementos quimicos presentes en cada una de las muestras:

i) El mucilago (Figura 38) presenta los siguientes elementos quimicos:
oxigeno, carbono, calcio, potasio y magnesio. Los cuales conforman la composicién
del mucilago de linaza, correspondiente a dos polisacaridos: uno neutro
(Arabinoxilanos neutros) y otro &acido (polisacaridos &cidos de ramnosa),

compuestos fendlicos y los minerales del mucilago (Arenas, 2015).
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Figura 38. Microanalisis elemental de mucilago de linaza en polvo.

f) Para la muestra N100, se obtuvo la siguiente composicién quimica (Figura
39): plata y sodio, asociada a las nanoparticulas; oxigeno, carbono, magnesio, calcio
y potasio, asociados a los azucares y minerales del mucilago. El cobre presente es
debido a la metalizacion de la muestra; por ello, no se toma como componente de la

misma.

4 s & ? k

Figura 39. Microanalisis elemental de muestra N100.

g) La muestra N450, por otro lado, presentd una composicion (Figura 40) de:

sodio, plata, oxigeno, carbono, magnesio, calcio y potasio; se encuentran
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remanentes de oxigeno y carbono existentes en la muestra, asi como los minerales
del mucilago de linaza.

cpr/eV
7

Figura 40. Microanalisis elemental de muestra N450.

h) Por ditimo, en la muestra N500, su composicién (Figura 41) fue de:
oxigeno, carbono, magnesio, potasio, calcio, sodio y plata; indicando la permanencia
de los minerales del mucilago. La presencia del oxigeno puede deberse al ambiente
en el cual fue realizado el analisis; ya que, en los resultados por DRX no se

muestran grupos que lo contengan.
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Figura 41. Microanalisis elemental de muestra N500.
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13.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

En la figura 42, se observan los halos de inhibicion promedio, obtenidos para
los diferentes tratamientos que se evaluaron en Escherichia coli ATCC 25922. En la
tabla 6, se presentan los valores de los halos de inhibiciébn (mm), los porcentajes de
inhibicién respecto al antibiético, de acuerdo a la ecuacion presentada por Martinez
(1996). Se puede observar que la muestra con mayor actividad antibacteriana sobre
E. coli es N100 con un porcentaje de inhibicion de 34.94%. El halo obtenido por la
muestra N100 (9.67 mm), es muy cercano a 9+1.0 mm, inhibicién obtenida por
Guzman y col. (2012) al evaluar nanoparticulas de plata de 10-20 nm, obtenidas con
citrato de sodio; y menor al halo reportado por Singh y col. (2010) de 15+0.4 mm,
con 50 ppm de nanoparticulas de plata de tamafios menores a 20 nm, sintetizadas

con extracto de Argemone mexicana.
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Figura 42. Gréafica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco

para Escherichia coli.
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Muestra Halos de Procentaje de

inhibicion (mm) inhibicion (%)
N100 9.67 34.94
N450 7.78 27.78
N500 7.34 26.19

Tabla 6. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibiciébn obtenidos por
difusion en disco para Escherichia coli.

En la evaluacion de la capacidad inhibitoria sobre Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, por medio de la técnica de difusion en disco, se obtuvieron los
resultados plasmados en la figura 43 y la tabla 7; de esta forma, podemos percibir
gue la muestra con mayor actividad inhibitoria fue N100, con un porcentaje de
inhibicién de 36.59%. Se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 11.22 mm,
mayor a la inhibicion obtenida por nanoparticulas de plata obtenidas con citrato de
sodio de 9+0.5 mm (Guzman y col, 2012); y al halo de inhibicién de 10£0.5 mm, con
50 ppm de nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de Argemone mexicana
(Singh y col., 2010).
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Figura 43. Gréfica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco
para Pseudomonas aeruginosa.

Muestra Halos de Procentaje de
inhibicion (mm) inhibiciéon (%)
N100 11.22 36.59
N450 7.67 25.84
N500 7.11 23.97

Tabla 7. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibiciébn obtenidos por
difusion en disco para Pseudomonas aeruginosa.

Mientras que, para Staphylococcus aureus, los resultados (Figura 44 y tabla
8) arrojaron como porcentaje de inhibicion superior el 41.25%, perteneciente a la
muestra N100. EIl halo de inhibicién promedio de dicha muestra fue de 11 mm,
semejante a resultados reportados por Guzman y col. (2012) con halo de 12+0.4 mm

por nanoparticulas sintetizadas con citrato de sodio; y el halo de 12.5 mm, reportado
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por Govindaraju y col. (2010) al utilizar nanopatrticulas de plata de 14 nm, obtenidas

con extracto de Solanum torvum.
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Figura 44. Gréafica de halos de inhibicion promedio obtenidos por difusion en disco
para Staphylococcus aureus.

Muestra Halos de Procentaje de
inhibicién (mm) inhibiciéon (%)
N100 11 41.25
N450 7.67 28.05
N500 7.33 26.83

Tabla 8. Halos de inhibicion promedio y porcentajes de inhibicién obtenidos
por difusidn en disco para Staphylococcus aureus.

En la determinacién de Concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la
concentraciéon minima de nanoparticulas necesaria para la inhibicion del crecimiento

de los microorganismos (Monge, 2009); se obtuvieron los resultados que se aprecian
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en la figura 45 para Escherichia coli. Podemos notar que la muestra que mejor efecto

antibacteriano tuvo fue N100 con una CMI de 3.125 ug/mL.
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Figura 45. CMI sobre Escherichia coli.

En la evaluacion para determinar la CMI sobre Pseudomonas aeruginosa, se
obtuvieron los resultados presentes en la figura 46; con base en esto, se ve que la
muestra con mayor efectividad inhibitoria es N100, nuevamente, con una CMI de
6.25 pg/mL.
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Figura 46. CMI sobre Pseudomonas aeruginosa.
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Asimismo, en la valoracién de la capacidad inhibitoria sobre Staphylococcus
aureus (Figura 47), se obtuvo como mejor resultado, el de la muestra N100 que tuvo
una CMI de 12.5 pg/mL.
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Figura 47. CMI sobre Staphylococcus aureus.
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Al analizar los resultados obtenidos por las tres pruebas, se encontré que la
muestra con mas eficiencia fue N100. En la figura 48, se encuentra un grafico de
barras para analizar la capacidad inhibitoria de dicha muestra sobre los tres
microorganismos ensayados; asi, se deduce que la bacteria mas sensible a las
nanoparticulas es Escherichia coli, seguida por Pseudomonas aeruginosa y, por
altimo, Staphylococcus aureus. Se observa una CMI de 3.125 pg/mL para E. coli,
que coincide con la CMI de 3.38 pg/mL en nanoparticulas de plata de 25 nm
obtenidas con maltosa (Sharma y col., 2009); y 12.5 ug/mL para S. aureus, lo cual
concuerda con los resultados de CMI (12.5 pg/mL) para nanopartciulas de plata
sintetizadas por el método organometalico, reportado por Monge (2009). Por otro
lado, para P. aeruginosa se obtuvo una CMI de 6.25 pg/mL muy cercano a una CMI
de 6.75 pg/mL reportada para nanoparticulas de plata de 25 nm, obtenidas con
maltosa (Sharma y col., 2009).
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Figura 48. CMI de la muestra N100 sobre los tres microorganismos ensayados.
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Por otro lado, en la determinacion de Concentracion minima bactericida
(CMB), que es la concentracion minima de nanoparticulas necesaria para eliminar un
99.9% o mas del in6culo bacteriano inicial a las 24 h de contacto entre las
nanoparticulas (Monge, 2009); se sembr6 en placa de agar nutritivo para observar la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano. En la evaluacién sobre Escherichia
coli (Figura 49), se observd una mayor sensibilidad ante la muestra N100, cuya CMB
fue de 6.25 pg/mL.
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Figura 49. CMB sobre Escherichia coli.
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De igual manera, la cepa de Pseudomonas aeruginosa mostré una CMB
menor en la muestra N100, respecto a las otras dos muestras (N450 y N500); la
CMB fue de 12.5 pg/mL (Figura 50).
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Figura 50. CMB sobre Pseudomonas aeruginosa.
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Finalmente, la evaluacion de CMB sobre Staphylococcus aureus (Figura 51),

mostré una mejor actividad bactericida de la muestra N100, con CMB de 25 pg/mL.
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Figura 51. CMB sobre Staphylococcus aureus.

104



Del mismo modo que en el andlisis de CMI, se organizaron las CMBs de la

muestra N100 sobre los tres microorganismos ensayados en un grafico de barras

(Figura 52). La cepa con mayor sensibilidad fue Escherichia coli; en segundo lugar,

se encuentra Pseudomonas aeruginosa Yy, finalmente, Staphylococcus aureus. Se

observa en E. coli una CMB de 6.25 pg/mL, la cual se aproxima a la CMB obtenida

por Sharma y col. (2009), cuyo valor es 6.75 pg/mL; mientras que, para S. aureus

fue de 25 pg/mL, esto coincide con resultados de CMI (25 pg/mL) para

nanopartciulas de plata sintetizadas por el método organometalico en estos dos

microorganismos, reportado por Monge (2009). Por otro lado, para P. aeruginosa se

obtuvo una CMI de 12.5 pug/mL, cuyo valor se acerca al obtenido con nanoparticulas

de plata de 35 nm, sintetizadas con lactosa, el cual fue de 13.5 pg/mL (Sharma y

col., 2009).
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Figura 52. CMB de la muestra N100 sobre los tres microorganismos ensayados.
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Los microorganismos ensayados tienen diferencias estructurales significativas
en su pared celular. Por un lado, E. coli y P. aeruginosa son bacterias gram
negativas, lo cual impica que su pared esta formada por una cantidad menor de
peptidoglicano que la pared de las bacterias gram positivas, como es el caso de S.
aureus. El peptidoglicano esta cargado negativamente, mientras que los iones de
plata se encuentran cargados positivamente, lo cual provoca una atrraccion y
retencion de las nanoparticulas (Ahmed y col., 2016). Esto explica la diferencia en la
sensibiidad de los microorganismos previamente mencionados, ante las

nanoparticulas de plata.

106



14. CONCLUSIONES

Al utilizar mucilago liofilizado de linaza (Linum usitatissimum L.) como agente
reductor, fue posible sintetizar nanoparticulas de plata de orden nanométrico, con
tamafios entre 10 y 80 nm. Esto se comprobd por medio de diferentes técnicas de
caracterizacién, como espectroscopia UV-Vis, donde se detecté una resonancia del
plasmén de alrededor de 399 nm y 420 nm, que indica la presencia de particulas
dipolares y cuadrupolares.

A través de difraccion de Rayos X, se detectd plata metélica y residuos de
nitrato de plata y del mucilago en la muestra secada a 100 °C; mientras que, en las
muestras calcinadas se detectd Unicamente plata metalica.

Por otro lado, en espectroscopia de Infrarrojo, se lograron observar bandas
caracteristicas de grupos funcionales presentes en azlcares y compuestos fendlicos
del mucilago; en la muestra secada a 100 °C, aparecieron bandas pertenecientes a
la estructura del mucilago y bandas adicionales que indican la formacion de enlaces
C-N en diferentes orbitales, producto de la interaccion entre el carbono y el
nitrdgeno; las muestras calcinadas a 450 °C y 500 °C, conservaron solo las bandas
correspondientes a los encales C-N, lo que indica la eliminacion de residuos de
mucilago y se puede inferir que la plata no forma parte de la red.

En el andlisis de tamafio de particula utilizando un equipo Nanosizer se
detectaron tamafios de particula de orden nanométrico en la muestra secada a 100
°C; mientras que, para las muestras calcinadas el tamafio de particula fue mayor a
100 nm, lo cual concuerda con las micrografias de las muestras utilizando
microscopia electronica de barrido.

Finalmente, se evalubé la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de
plata obtenidas, cuyos resultados arrojaron una mayor sensibilidad de las cepas ante
la muestra N100. Siendo Escherichia coli, la cepa mas sensible; seguida de

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, respectivamente.
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