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ABSTRACT

This thesis work proposes the bimetallic nanoparticles Ag/Cu synthesis using a 1/10
aqueous extract dilution obtained by 5 minutes boiling of Higuerilla (Ricinus communis)
leaves as a bioreductive and stabilizing agent, the leaves were collected in the nearby of
Tenancingo de degollado in the State of Mexico.

AgNO; and CuSO4*5H.O 10 mM solutions were prepared, Ag:Cu mixtures of the
solutions were prepared with volume ratio (ml AgNOs: ml CuSO4¢5H>0): 10:90, 25:75 and
50:50. A volume of 10 ml of diluted aqueous extract (1/10) was added for each ml of the
corresponding Ag:Cu mixture to reduce metal ions.

The change of color when mixing the aqueous extract with the salts precursor solutions
indicates the reduction of the metal ions. The nanoparticles were characterized by
spectroscopic techniques: ultraviolet-visible and infrared (FTIR), scanning electron
microscopy (SEM), transmission (TEM) and X-ray scattered energy spectroscopy (EDS) the
results show a relationship between the increase in Ag concentration in the Ag: Cu
systems and the spectra intensity signals, infrared signal around 1645 cm-1 (NH, C=C)
unfolds into two signals, the elementary analysis shows a different relationship of Ag:Cu
that from the one expected, in similar investigations the formation of core-shell particles
and other structures in which the Ag interferes in the Cu signals emission. The particles
are smaller than 100 nm in all cases, the Ag: Cu 10:90 system has the best size and
morphology control (spheroid), 10:90 with sizes of 10-25 nm (X=18 nm, 0=9). The selected
area electron diffraction agree with face-centered cubic crystalline structures (Fcc) when
compared to JCPDF cards for silver (03-065-8428 Ag Fcc) and copper (01-070-3038 Cu Fcc).

Microbial sensitivity tests were evaluated in microorganisms strains of: Staphylococcus
aureus ATCC25923 (gram +), Escherichia coli ATCC25922 (gram -) and an endemic strain of
the fungus Aspergillus niger. The disc diffusion test, with the E.coli strain, confirmed the
antimicrobial action of the Nps due to the presence of inhibitory halos with: 2.9, 2.5, 3.1
and 3.6 mm radius for samples 10:90, 25:75, 50: 50 and Ag respectively, the results of the
Cu and the extract were negative. The minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum lethal concentration (CML) determinations present different sensitivities that
were appreciated depending on the different Nps obtained and the strains, R. communis
aqueous extract (1/10) and the copper Nps system presented negative results in all strains.



RESUMEN

El presente trabajo de tesis propone la sintesis de nanoparticulas bimetalicas Ag/Cu
usando una dilucién 1/10 del extracto acuoso obtenido por ebulliciéon durante 5 minutos
de las hojas de Higuerilla (Ricinus communis) como agente bioreductor y estabilizante, las
hojas se recolectaron en las inmediaciones de Tenancingo degollado en el Estado de
Meéxico.

Se prepararon soluciones 10 mM de AgNO; y CuSO,*5H,0, se prepararon mezclas Ag:Cu
de las soluciones con relaciéon de volumen (ml AgNOs : ml CuSO4*5H-0): 10:90, 25:75 y
50:50. Del extracto acuoso diluido (1/10), se afiadié un volumen de 10 ml por cada ml de la
mezcla de Ag:Cu correspondiente para reducir los iones metélicos.

El cambio de color al mezclar el extracto acuoso con las soluciones de las sales precursoras
indica la reduccion de los iones metalicos. Las nanoparticulas se caracterizaron mediante
espectroscopia ultravioleta-visible e infrarrojo (FTIR), microscopia electrénica de barrido
(SEM), de transmisién (TEM) y espectroscopia de energia dispersa de rayos X (EDS). Los
resultados muestran una relaciéon entre el aumento en la concentracién de Ag en los
sistemas Ag:Cu y la intensidad de las sefiales en los espectros; en infrarrojo, la sefial
alrededor de 1645 cm? (N-H, C=C) se desdobla en dos sefales. El andlisis elemental
muestra una relaciéon de Ag:Cu diferente al esperado; en trabajos similares se sefiala la
formacién de particulas core-shell y otras estructuras en que la Ag interfiere en la emision
de sefiales del Cu. En todos los casos las particulas son menores a 100 nm, el sistema
Ag:Cu 10:90 presenta el mejor control de tamafio y morfologia (esferoide), 10:90 con
tamafios de 10-25 nm (X=18 nm, 0=9). Los patrones de difraccién de éarea selecta
concuerdan con estructuras cristalinas ctbicas centradas en cara (Fcc) al comparar con las
tarjetas JCPDF para plata (03-065-8428 Ag Fcc) y cobre (01-070-3038 Cu Fcc).

Las pruebas de sensibilidad microbiana se evaluaron en cepas de los microorganismos:
Staphylococcus aureus ATCC25923 (Gram +), Escherichia coli ATCC25922 (Gram -) y una
cepa endémica del hongo Aspergillus niger. El método de difusién en disco, con la cepa
E.coli corroboré la accién antimicrobiana de las Nps por presencia de halos inhibitorios
con: 2.9, 2.5, 3.1 y 3.6 mm de radio (alrededor del disco) para las muestras 10:90, 25:75,
50:50 (v/v) y Ag respectivamente, los resultados del Cu y el extracto fueron negativos. En
las determinaciones de concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon minima
letal (CML), se apreciaron distintas sensibilidades, en funcion de las distintas Nps
obtenidas y las cepas, las Nps del sistema 10:90 presenta la menor concentracién de Ag
para CMI y CML con excepcion de S. aureus donde no presenta CML, El extracto acuoso
(1/10) y las nanoparticulas de cobre presentaron resultados negativos en todas las cepas.



INTRODUCCION

La tesis se encuentra integrada por seis capitulos donde se desarrolla el trabajo de
investigacion para la sintesis propuesta de nanoparticulas bimetalicas de Ag/Cu
empleando el extracto acuoso de las hojas de la plata conocida como Higuerilla (Ricinus
Communis) como el agente reductor y estabilizante biolégico.

En el primer capitulo comprende los antecedentes o marco tedrico que preceden y sirven
de base al presente trabajo de investigacién, se tratan conceptos basicos de la
nanotecnologia y el material nanoestructurado, explicando algunas caracteristicas
estructurales que dan origenes a sus propiedades, asi como métodos de obtencién
generales para estos materiales y la importancia del desarrollo de métodos sintéticos bajo
los conceptos de la llamada quimica verde anteponiendo sintesis amigables con el medio
ambiente, empleando recursos renovables y ejemplos de éstas sintesis. El marco tedrico de
la Ricinus communis y su empleo en la sintesis de Nps de Ag, asi como las propiedades de
los metales y las nanoparticulas de Ag, Cu y bimetalicas de Ag/Cu, haciendo hincapié en
sus propiedades antimicrobianas y 6pticas. Por tltimo se describe brevemente algunas de
las propiedades de las cepas microbianas (E.coli, S. aureus y A. Niger) empleadas para
evaluar la sensibilidad microbioldgica de las Nps sintetizadas.

El segundo capitulo corresponde a los puntos del protocolo de la tesis, que sentaron las
bases para el desarrollo de este trabajo, conteniendo: la justificacién, hipétesis, objetivos:
general y especificos, asi como las metas que se plantearon.

A lo largo del tercer capitulo se presentan las bases teéricas que comprenden las distintas
técnicas de caracterizacion (Uv-Vis, FTIR, SEM, TEM, EDS), asi como los métodos para las
diferentes pruebas de sensibilidad antimicrobiana de las Nps obtenidas (Difusiéon de halo
inhibitorio, CMI, CML).

Durante el cuarto capitulo se desarrolla el material y la metodologia a seguir, explicando
las condiciones de trabajo, los pasos y cantidades empleadas en la sintesis del material, en
las técnicas y métodos expuestos en el tercer capitulo, asi como las marcas y caracteristicas
de los equipos empleados.

En el quinto capitulo se exponen y discuten los resultados obtenidos mediante las técnicas
de caracterizaciéon empleadas en las nanoparticulas que se sintetizaron. La identificacién
morfolégica por microscopio Optico y confocal de las cepas empleadas, asi como los
resultados de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

El capitulo seis presenta las conclusiones de los resultados obtenidos en el trabajo de tesis.



Por altimo se presenta un apartado de anexos donde se incluye un anexo 1 con los calculos
realizados para obtener la concentracion de Ag y Cu de las Nps a partir de la
concentracion de las sales correspondientes empleadas y el anexo 2 contiene un estudio
que se realiz6 previamente empleando la misma metodologia, pero cambiando los 10 g de
hojas frescas por 1 g de hoja seca de Ricinus communis, obteniéndose Nps sin actividad
antimicrobiana, en éste estudio se determin¢ la dilucién adecuada para el extracto acuoso
(1/10) en base a la estabilidad de las Nps formadas.
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PREFACIO

En la actualidad la ciencia e ingenieria de materiales est4 teniendo un gran auge, debido
principalmente a la gran cantidad de materiales que pueden obtenerse variando los
métodos sintéticos, lo cual puede modificar notablemente las propiedades del material.
Siendo de interés los métodos de sintesis que emplean materiales de origen natural como
son los extractos naturales de las partes de diversas plantas, el empleo de frutos e incluso
el uso de microorganismos, entre otros, para obtener el material deseado, aprovechando la
biomasa disponible.

Una de las areas de los materiales de mayor interés es el de aquellos que se encuentran
conformados por escalas nanométricas, ya que presentan propiedades diferentes a las de
sus homoélogos de mayor tamafio, como es el caso del cobre, donde se ha observado una
mayor actividad antibacteriana cuando se encuentra como nanoparticulas que en tamafios
mayores [1].

Las aplicaciones de las nanoparticulas y los nanomateriales se encuentran creciendo
debido a su variacién de propiedades, basadas en su distribucién de tamafio, composiciéon
y morfologia. Su uso se expande y renueva rdpidamente en campos como: salud,
cosmeéticos, biomédica, alimentacion, liberacién controlada de farmacos, medioambiente,
mecénica, Optica, industria quimica, electrénicos, industria espacial, energia, catalisis,
emisores de luz, transistores de electrén sencillo, dispositivos de O6ptica no lineal y
aplicaciones electroquimicas, entre otros [2-4].

Las nanoparticulas metélicas son consideradas como las que pueden tener las propiedades
antibacteriales mas remarcadas, debido a su gran relacion de &rea superficial en relacion
con su volumen [2].

La plata es de especial interés debido a su estabilidad quimica, buena conductividad
eléctrica y térmica, actividad catalitica y en especial por su actividad antibacterial, antiviral
y antiftingica, en conjunto con su actividad antiinflamatoria, que pueden ser incorporadas
dentro de fibras generando compositos, para su uso como materiales criogénicos
superconductores, cosméticos, alimentos industriales y componentes electrénicos,
teniendo potenciales aplicaciones biomédicas [2, 5].

Un gran nimero de nanoparticulas se han sintetizado tradicionalmente, por una variedad
de métodos fisicos o quimicos, caros y potencialmente contaminantes para el medio
ambiente [2]. Los métodos biolégicos surgen como una alternativa ecoamigable y de bajo
costo para la sintesis de nanoparticulas mono y bimetalicas.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Nanotecnologia

Disciplina de la tecnologia que disefia, crea, caracteriza, controla, manipula y aplica
dispositivos, sistemas y estructuras de los materiales en una escala nanométrica (una mil
millonésima parte de un metro 1x10- m), generalmente dentro del rango de 1-100 nm. Las
propiedades del material nanoestructurado cambian drasticamente con respecto al
material molecular y la materia condensada, confiriéndole novedosas propiedades fisicas,
quimicas, mecdnicas, 6pticas y magnéticas en funciéon del tamafio, estructura y morfologia
de las particulas, ofreciendo grandes ventajas en el disefio de materiales con propiedades
especializadas para aplicaciones especificas, ademdas de reducir tanto la cantidad de
materia, como la energia demandada, con aplicaciones potenciales en diversas dreas como:
fisica, quimica y biologia entre otras [6-11].

Noboru Takehuchi la define como: “el area de investigacion que estudia, disefia y fabrica
materiales o sistemas a escalas nanoscépicas y les da alguna aplicacién préctica”, la US
Foresight la define como: “la nanotecnologia es una serie de tecnologias emergentes en las
cuales la estructura de la materia en estudio es controlada en la escala nanométrica para
producir nuevos materiales y dispositivos que ofrezcan usos y propiedades tnicas” [11].

Tras los avances en el estudio e investigacion de los materiales y el conocimiento de su
estructura, se sabe que desde la antigiiedad el hombre ya empleaba materiales con
estructuras nanométricas sin tener conocimiento de ello, como es el caso del colorante azul
maya empleado en diversos murales prehispanicos, el cual es un compuesto formado de
particulas hibridas de material organico (indigo) e inorganico (filosilicato) con gran
resistencia a la decoloracion por el medio ambiente. La copa de Lycurgus es otro ejemplo,
ésta fue fabricada en torno al siglo IV a. C. en Roma y presenta diferente coloracion si la
luz es transmitida desde su interior o reflejada sobre su superficie, fenémeno que se debe a
la presencia de nanoparticulas de plata y oro con que esta elaborada [12]. La fabricacién de
vitrales en catedrales, donde se obtenian diferentes tonos calentando y enfriando el vidrio
de forma controlada, cambiando el tamafio de los cristales a nivel nanométrico y por tanto
su color. En 1959 Richard Feyman plantea la idea de controlar atomos y moléculas para
hacer nuevas estructuras y por ende nuevos materiales al margen de su conferencia “There
is plenty of room at the bottom” (Hay mucho espacio en el fondo), a lo que posteriormente
Drexler enuncia la posibilidad de construir diversas nanomdaquinas con propiedades y
aplicaciones especificas [6, 8].



1.2. Nanomateriales o materiales nanoestructurados

Son los materiales naturales, accidentales o fabricados, con particulas, agregados o

aglomerados en el cual al menos el 50% de la granulometria numérica estd comprendida

entre un intervalo de tamafio de 1-100 nm (125-70000 &tomos por particula). Pueden tener

diferentes tamafios, formas, naturaleza quimica y procedencia por lo que hay varias

clasificaciones.

Clasificacion por sus dimensiones [8, 10, 13]:

0 dimensiones (0D).- Agregados muy pequeiios de unos cuantos atomos, estas
nanoestructuras también se conocen como puntos cudnticos y
comprenden nanoparticulas menores a 10 nm.

1 dimensién (1D).- Tienen una longitud variable y una dimensiéon en escala
nanométrica como las estructuras de nanotubos 'y
nanoalambres.

2 dimensiones (2D).- Nanoestructuras que presentan areas de tamafio indefinido con
un espesor menor a 100 nm como son las peliculas delgadas.

3 dimensiones (3D).- S6lidos tridimensionales formados por unidades nanométricas.

En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos de éstas nanoestructuras, el tamafio que

presentan y materiales con estas estructuras.

Tabla 1. Nanoestructuras y sus ensamblajes [13].

Nanoestructura

Tamano

Material

Clusters, nanoparticulas,
puntos cuanticos.

Radio 1-10 nm

Aislantes, semiconductores, metales,
materiales magnéticos.

Otras nanoparticulas

Radio 1-100 nm

Ceramicos, 6xidos.

Nanobiomateriales Radio 5-10 nm Membranas proteinicas

Nanocables Diémetro 1-100 nm Metales semicondl.lctores, oxidos,
sulfuros, nitruros.

Nanotubos Diametro 1-100 nm Carbono, BN, GaN.

Nanobiorodillos Didmetro 5 nm ADN.

Arreglos bidimensionales de Area varios Metales, semiconductores,

nanoparticulas nm?-um? materiales magnéticos.

Superficies y particulas
delgadas

Espesor 1-100 nm

Aislantes, metales, semiconductores.

Superredes tridimensionales
de nanoparticulas

Varios nm en tres
dimensiones

Metales semiconductores, materiales
magnéticos.

e (lasificacion por su procedencia:
Natural: Producidos por arboles, pantas, volcanes, espumas marinas, etc.
Incidental: Producidos por combustién, procesos industriales, etc.

Artificial (sintética): Producidos por procesos de fabricacién intencional.
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e De acuerdo a su origen (Agencia del Medio Ambiente EPA EUA) :

Basados en carbono: Compuestos mayoritariamente por carbono, adoptan formas de
esferas huecas, elipsoides o tubos, son los fullerenos y
nanotubos.

Basados en metales: Incluyen puntos cudnticos, nanoparticulas de metales y 6xidos
metalicos.

Dendrimeros: Estructuras poliméricas de tamafio manométrico construidos a partir de

unidades ramificadas.

Compuestos o composites: Combinaciones de nanoparticulas con otras nanoparticulas

o con materiales de mayor tamario.

e (lasificacion por su naturaleza quimica: Organica o Inorganica.

1.2.1.Nanoparticulas metalicas (NpsM)

Es todo aquel material metdlico que presenta particulas con al menos el 50% de la
granulometria numérica dentro de un intervalo de tamafio de 1-100 nm.

Las propiedades fisicas y quimicas de los materiales se deben a su estructura electrénica y
a la interaccion entre los atomos dentro del material (estructura del material). En
materiales nanoestructurados se tiene un caso especial, debido a que por su tamafio los
fenémenos en su superficie repercuten drasticamente en sus propiedades, motivo por el
cual actualmente la preparaciéon de NpsM ha cobrado gran interés.

Los metales son elementos quimicos que se caracterizan por conducir calor y electricidad,
presentan enlace metdalico, en el cual los electrones de la dltima capa (electrones de
valencia) estan deslocalizados, formando una nube o mar de electrones en el material
tridimensional como se puede apreciar en la figura 1. Los ntcleos de los 4&tomos con cargas
positivas quedan enlazados por atraccion mutua de las cargas.

Fig. 1. Modelo del enlace metalico con las cargas (a) [14] y vista en 3D (b) [15].
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Tomando el modelo del orbital molecular de la figura 2, en donde para el en lace metélico
entre dos atomos de Li (Fig. 2a), en el que cada uno tiene un solo electrén de valencia, se
tiene una zona de alta probabilidad de localizar los electrones (orbital de enlace o) y una
zona con poca probabilidad de encontrar los electrones (orbital de antienlace 0*). A mayor
cantidad de 4tomos en el material, hay una mayor superposicién de estos orbitales, al
aumentar el nimero de 4tomos en un metal de Li de 6 a 10 atomos (Fig. 2b y 2c), hasta
llegar al caso en donde se tiene una cantidad infinita de estos orbitales para los metales
microscopicos (Fig. 2(d)). Esta superposicion de los orbitales moleculares en el material de
enlace 0 (HOMO) y antienlace 6* (LUMO) forman las bandas de valencia y de conducciéon
respectivamente [8, 10].

1 1
" i 3(25Y) 4(1@ 4)%3 (2s?)
Li Li Li Li
o

Li, Li,
() (b)
5(2sY) 46‘ 5(2s1)
4\40\ m&
Li Li Li Li
Li,

Liy, (d)
(0

Fig. 2. Orbital molecular (OM) para uno (a), tres (b) y cinco (c) atomos de Li. OM para el enlace metalico de Li (d) [10].

La energia que un material adquiere del medio para promover un electrén de la banda de
valencia a la de conduccién, cambia con respecto al tamafio del material, debido a que la
cantidad de atomos en la superficie, aumenta al disminuir el tamafio de las particulas (Fig.
3), lo que modifica sus propiedades ya que tanto el tamafio, conformaciéon y morfologia de
las particulas, absorben y dispersan la energia de manera diferente cambiando sus
propiedades 6pticas, magnéticas, cataliticas y fisicoquimicas entre otras, como en el caso
de las particulas metdlicas [10, 16].
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Totales de capas Numero total Atomos en la

en el cluster de atomos superficie

13 92

| Capa

2 Capas

3 Capas

309 52

4 Capas

5 Capas 561 45

6 Capas 1415 35

Fig. 3. Correlacién entre tamaio de particula y &tomos en la superficie [10].

Opticas.- En un metal liso, la luz es totalmente reflejada por la alta densidad de
electrones presentando una apariencia de espejo, mientras que en particulas
finamente dispersadas la luz se absorbe por la reflexion repetida [10].

Eléctricas.- La conductividad se debe al movimiento de electrones excitados de la
banda de valencia a la de conduccién, produciendo huecos generados por
dichos electrones [10, 17].

Puntos de Fusion.- Al tener la mayoria de los d&tomos en la superficie (particulas mas
pequetias) la energia necesaria para separar estos dtomos es menor que en
agregados de mayor tamafo.

Cataliticas.- Estan determinadas por el niimero de &tomos o moléculas en la superficie,
al tener una mayor 4rea superficial de contacto se incrementa la actividad
catalitica del material [16].

1.2.2. Métodos de sintesis de Nps

La sintesis de Nps se pueden agrupar principalmente en dos categorias dependiendo de
las dimensiones del material a partir del cual se obtienen, se clasifican como [6, 18]:

Top-Down (De la arriba hacia abajo).- Se enfoca en obtener particulas de tamafio nanométrico
a partir de un material macroscépico. Engloba principalmente métodos fisicos
y mecanicos para obtener las Nps agregando algtin agente protector para
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estabilizar la particula obtenida. Entre algunos de los métodos empleados en
éste apartado se encuentran: Molienda de bola o rompimiento mecénico,
ablacion laser, desbaste i6nico, entre otros [18].

Bottom-Up (Del abajo hacia arriba).- Se hace la unién de las particulas a partir de d&tomos o
iones individuales, haciéndolos crecer hasta el tamafio nanométrico, emplea
reductores para generar las particulas y agentes estabilizantes para controlar
el tamafio y morfologia de las particulas . Abarca métodos quimicos y
biolégicos, estos tltimos han tomado una gran importancia por su bajo coste e
impacto ambiental [6, 18].

En base a los procesos involucrados en la sintesis, se clasifican en métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos, los cuales llevan implicitos diversas ventajas y desventajas en el
control de tamafio, morfologia del material, cantidad obtenida y el impacto ambiental.

1.2.2.1. Meétodos fisicos

Las Nps no experimentan transformaciones quimicas, son de rapido desarrollo, producen
baja contaminacién y no se obtienen subproductos, sin embargo, son procesos costosos y
dificiles de realizar en comparaciéon con los procesos quimicos. Entre los principales
procesos fisicos se encuentran:

Molienda de bola (Ball milling) o rompimiento mecanico: Se rompe el material con ayuda
de pequefias esferas que se hacen rodar a gran velocidad dentro de tambores [8].

Ablaciéon laser: Un rayo laser incide sobre una superficie del material de interés,
dependiendo de la energia aplicada y la temperatura que se alcance se logra la remocién
del material como vapor o plasma, para condensarlo sobre la superficie de un sustrato
como Nps [8].

Arco de plasma: En atmosfera inerte o vacio se colocan dos electrodos a una distancia
menor a 1 cm; al aplicar el potencial eléctrico se produce un arco de plasma que vaporiza
el &nodo y deposita el material en el catodo [16].

Deposicion de vapor.- Se calientan los metales hasta formar el gas y depositar en una
superficie s6lida, generalmente se realiza al vacio para deposicién directa o en atmosfera
controlada para llevar a cabo reacciones quimicas y obtener materiales diferentes a los
volatilizados [16].
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Desbaste i6nico.- En cdmara de vaci6 se bombardea una superficie con iones, para
adelgazar el material en la cdmara se colocan los sustratos para que las particulas
devastadas se adhieran y formar Nps [16].

1.2.2.2. Métodos quimicos

Involucran reacciones quimicas, principalmente por medio de reduccién de iones
metdlicos; existen una gran variedad de estos métodos y producen una cantidad
considerable de Nps, permitiendo controlar el tamafio y la forma de las particulas de una
manera eficiente. Algunos métodos tienen un fuerte impacto ambiental. Entre los
principales métodos quimicos se encuentran [13]:

Reduccién quimica: Consiste en la reduccién de iones metdlicos presentes en una sal
mediante un agente reductor como borohidruro de sodio (NaBH), hidracina (N2H,),
dimetil formamida (CsH7NO), entre otros. Emplea agentes estabilizantes para recubrir las
particulas controlando el tamafio y aglomeracion de las particulas, éste proceso consta de
tres etapas [19-22]:

Nucleacion.- Tiene a lugar la reduccion de la sal metdlica donde los iones se reducen a
valencia cero mediante reductores, formando ntcleos metdlicos que sirven de
centros de nucleacion o semillas.

Crecimiento.- Sobre los ntcleos formados o semillas se depositan nuevos ntcleos o se
reducen iones metdalicos, formando particulas de mayor tamafio hasta que se
reducen todos los iones metalicos.

Estabilizacién.- Existe competencia nucleacion- crecimiento que se puede favorecer
mediante condiciones de sintesis, como es el uso de agentes pasivantes o
estabilizantes, que ademds de ayudar a delimitar el crecimiento de las particulas,
también previenen que las particulas ya formadas se aglomeren.

Meétodo sol-gel.- Inicia con la sintesis de una suspensién coloidal de particulas sélidas o
camulos en un liquido (sol) y la hidrélisis y condensacion de éste sol para formar un
material sélido lleno de solvente (gel). Para obtener NpsM generalmente se emplean
soluciones metdlicas para la generacion de los soles [8, 16].

Emulsion inversa.- Emplea un solvente orgédnico como medio dispersante y surfactantes
para formar micelas con la fase acuosa del sistema, las cuales permiten el control de
tamario de las particulas. Al tener el sistema se agregan reductores para reducir los iones a
metales [23].
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1.2.2.3. Métodos biolégicos

Al margen de la quimica verde, estos métodos emplean organismos naturales y renovables
como microorganismos (bacterias, levaduras y hongos), partes de plantas o sus extractos
para la sintesis de NpsM. Tiene la ventaja de tener bajo impacto ambiental, son
econdémicos y no necesitan infraestructura costosa o compleja, ya que los agentes
biol6gicos contienen agentes reductores y estabilizantes.

1.3. Quimica verde

Es una propuesta para reducir y/o eliminar los problemas ambientales derivados de
actividades industriales. A principios de los noventa Paul Anastas y John Warner que
laboraban para la EPA (US Environmental Protection Agency), proponen el concepto de
Quimica Verde, que refiere a tecnologias quimicas que buscan prevenir la contaminacién.
En 1998 publican en el libro “Green Chemistry: Theory and Practice” doce principios que
debe cumplir esta “quimica amigable” con el ambiente.

Para la EPA, la quimica verde es el “uso de la quimica para la prevenciéon de la
contaminacion, y el disefio de productos quimicos y procesos benéficos para el ambiente”
[24-28].

En Europa, la Organizacién Europea para la Cooperaciéon Econémica y Desarrollo (OECD)
adopta en 1999 el nombre de Quimica Sustentable para referirse al mismo concepto de la
Quimica Verde [26].

La quimica verde es aquella que busca procesos que permitan obtener los mismos
productos que la quimica tradicional, pero generando menos contaminacién. Se basa en
los 12 principios para conseguir sus objetivos [26, 29-33].

1. Prevencion: Es mas util evitar o reducir la produccién de un residuo que tratar de
limpiarlo una vez que se haya formado.

2. Maximizar la economia atomica: Los métodos de sintesis deberan disefiarse de manera
que maximicen la incorporaciéon de todos los materiales involucrados durante el
proceso en el producto final.

3. Uso de metodologias que generen productos con toxicidad reducida o sintesis menos peligrosas:
Los métodos de sintesis deberan disefiarse para utilizar y generar sustancias que
tengan poca o ninguna toxicidad, para el hombre como y el medio ambiente.

4. Generacion de productos eficaces pero no toxicos: Los productos quimicos deberan
mantener la eficacia a la vez que reduzcan su toxicidad.

5. Reduccion del uso de sustancias auxiliares: Se evitard, en lo posible, el uso de sustancias
que no sean imprescindibles (disolventes, reactivos para llevar a cabo separaciones,
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etcétera), en el caso de que se utilicen que sean lo mas inocuos posible y en la menor
cantidad permitida.

6. Disminucion del consumo energético: Los requerimientos energéticos seran catalogados
por su impacto medioambiental y econdémico, reduciéndose todo lo posible. Se
intentard llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y presion ambientes.

7. Utilizacion de materias primas renovables: La materia prima ha de ser preferiblemente
renovable en vez de agotable, siempre que sea técnica y econémicamente viable.

8. Evitar la derivatizacion innecesaria: Se evitara en lo posible la formacién de derivados
(grupos de bloqueo, de proteccién/desproteccién, modificaciéon temporal de procesos
fisicos/quimicos).

9. Potenciacion de la catdlisis: Se emplearan catalizadores (lo mas selectivos posible),
reutilizables en lo posible, en lugar de reactivos estequiométricos.

10. Generacion de productos biodegradables: Los productos quimicos se disefiardn de tal
manera que al finalizar su funcién no persistan en el medio ambiente, sino que se
transformen en productos de degradacién inocuos.

11. Desarrollo de metodologias analiticas para la monitorizacion en tiempo real para evitar la
contaminacion: Las metodologias analiticas seran desarrolladas para permitir una
monitorizacién y control en tiempo real del proceso para prevenir a la formaciéon de
sustancias peligrosas.

12. Prevenir y minimizar del potencial de accidentes quimicos: Elegir las sustancias empleadas
en los procesos quimicos de forma que se minimice el riesgo de accidentes quimicos,
incluidas las emanaciones, explosiones e incendios, minimizando los dafios cuando se
produzca un accidente.

La quimica verde ha influenciado en los procesos industriales utilizando materiales
compatibles con el entorno, desarrollando procesos que reducen o eliminan la generacion
de sustancias peligrosas y residuos toxico [28, 31, 34, 35]. La aplicacion de tecnologias
cataliticas que maximizan la economia atémica (ej. Obtencién de macrolactonas en proceso
catalitico con Pd [36]), reduzcan la generacion de residuos (liquidos o sdlidos), faciliten la
separacion y disminuyan el consumo energético [37]. El uso de solventes no inflamables,
toxicos y que no produzcan emisiones derivadas de su uso como medio de reaccién en la
industria quimica y farmacéutica, minimizando la produccién de contaminantes y
subproductos [38]. El empleo de sustancias naturales como agentes reductores
(bioreductores) en sintesis quimicas evitando el empleo de materiales toxico y la
generacion de residuos peligrosos [3, 39-44].
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1.3.1.Bioreduccion

La reduccion de iones metalicos a partir de sus sales es uno de los métodos sintéticos mas
empleados para la obtencién de Nps (reduccion quimica pag. 25), permite obtener una
gran cantidad de Nps en poco tiempo, habitualmente se emplean quimicos téxicos como
reductores y estabilizantes de las particulas. Las biosintesis o sintesis verdes utilizan
entidades biolégicas como microorganismo (bacterias, levaduras y hongos), extractos o
biomasas de plantas o frutos (&rnica, té limén, té verde, toronja, epazote, ricinus communis,
aloe vera, camellia sinensis, etc.) como agentes reductores y estabiizantes para la obtencién
de Nps, siendo una alternativa ecolégica a los métodos fisicos y quimicos [2-4, 42, 45].

Los métodos de sintesis verde son amigables con el medio ambiente, econémicos, sencillos
de lleva a cabo, con gran rendimiento de Nps; se evita el uso y generacion de quimicos
toxicos, no requieren gran demanda de energia ni necesitan altas temperaturas o presiones
[2,3,19, 45].

Las plantas y sus extractos contienen agentes que realizan la reduccion y estabilizacion de
los iones metdlicos, por medio de una combinacién de biomoléculas como: flavonoides,
proteinas, aminodcidos, enzimas, polisacaridos, alcaloides, taninos, fenoles, saponinas,
terpenoides y vitaminas. Las propiedades de las Nps como polidispersisdad y morfologia
varian con diferentes componentes biologicos como se observa en la tabla 2, donde se
presentan bioreducciones con diferentes plantas, asi como la forma y tamafio de las Nps
obtenidas [2].

Tabla 2. Relacion entre el tamafiio y forma de Nps de Ag con respecto a la planta con que se sintetizaron.

Plantas Tamano Parte de Forma
(nm) la planta

Alternanthera dentate [46] 50-100 Hojas Esférica
Boerhaavia diffusa [47] 25 Planta Esférica
Té verde [48] 20-90 Hojas Esférica
Tribulus terrestres [49] 16-28 Frutas Esférica
Pistacia atlantica [50] 10-50 Semillas Esférica
Premna herbdcea [51] 10-30 Hojas Esférica
Calotropis procera [52] 19-45 Planta Esférica
Centella asidtica [53] 30-50 Hojas Esférica
Eclipta prostrate [54] 35-60 Hojas Triangulo, pentagono, hexagono
Nelumbo nucifera [55] 25-80 Hojas Esférica, triangular
Aloe vera [56] 50-350 Hojas Esférica, triangular
Memecylon edule[57] 20-50 Hojas Triangular, circular, hexagonal
Datura metel [58] 16-40 Hojas Cuasilinear
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La sintesis de Nps a partir de extractos de plantas consta de los siguientes pasos generales:

[2, 3]

e Recoleccién de la parte de la planta de interés.

e Lavado con agua deionizada estéril y secado de la hoja.

e Masa Seca: La parte de interés se corta y dejan secar por un periodo aproximado de 10
a 15 dias, para pulverizarla posteriormente.

e Masa Humeda: La parte de interés se tritura o corta.

e Se toma una masa conocida de la biomasa y se hierve en un volumen de agua
deionizada (100mL aproximadamente).

e Lainfusién se filtra para retirar sedimentos y obtener el extracto.

e Se agregan pocos mL del extracto a una solucién que contiene el precursor del metal a
concentraciones menores de 10-'M para reducir los iones metalicos M+ y obtener las
particulas metéalicas MO.

La biosintesis a partir de extractos de plantas por lo general produce nanoparticulas
esféricas, dependiendo del extracto y método de sintesis, el tamafio oscila entre 6 a 100 nm
para el caso de la plata [2].

1.4. Ricinus Communis

Conocida también como la planta del aceite de castor, es un arbusto que crece en climas
tropicales y calidos, en paises como la India, Sur Africa, Brasil y Rusia entre otros [59]. En
Meéxico se encuentra en abundancia en varios sectores del pais, principalmente se explota
su semilla para obtener el llamado aceite de castor. En India se usan las hojas, la raiz y el
aceite de la semilla para el tratamiento de la inflamacién y desordenes del higado,
hipoglucemia y como laxante [3, 4, 60].

Morfologia

Es un arbusto perenne de crecimiento rapido, como se ve en la figura 4a tiene tallo grueso
lefioso, es hueco y crece unos 6 metros. Las hojas son de color verde o rojizo y de unos 30-
60 cm de diametro, tienen de 5 a 12 16bulos con segmentos gruesos y palmados. Los tallos
varian en la pigmentacién, el fruto (Fig. 4b) es una capsula espinosa de tres celdas. Las
semillas (Fig. 4c) presentan diferencia en tamafio y color, son ovaladas de 8-18 mm de
largo y 4-12 mm de ancho [61].
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Fig. 4 Ricinus communis. Hojas y tallo (a), fruto (b), semilla (c) [61].

Clasificacion taxondémica

Reino: plantae. Orden: Malpighiales. Familia: Euphorbiaceae. Subfamilia: Acalyphoideae.
Tribu: Acalipheae. Subtribu: Ricininae. Género: Ricinus. Especie: R. Communis [61].

Fitoconstituyentes:

Hojas.- contienen constituyentes bioactivos como: alcaloides (Ricinina, N-demetilricinina),
cumarina, fenoles, taninos, flobataninas, flavonoides, terpenoides y glucésidos [4, 59-61].

Fruta.- La cascara contiene alcaloides y ricinina [59].

Semillas.- Contienen tres proteinas toxicas Ricin A, B'y Cy una aglutinina ricinus. 45% de
aceite que consiste glucésidos de acidos dihidroxi estedricos, estedricos, ricinoleico,
isoricinoleico, lipasas y alcaloides cristalinos [59, 61].

Raices.- Acido indol-3-acetico [59, 61].

Aceite de ricino.- muestra la presencia de ésteres de acidos palmitico (1.2%), estearico
(0.7%), araquidico (0.3%), hexadecenoico (0.2%), oleico (3.2%), linoleico (3.4%), linolénico
(0.2%), ricinoleico (89.4%) y acidos dihidroxi estedricos [61].

Actividad farmacoldgica

Los extractos de diferentes partes de la planta tienen diferentes efectos, entre los usos mas
importantes destacan: Actividad antidiabética, antioxidante, antiasméatico, antihistaminico,
ayuda al sistema inmune, antiinflamatorio, hepatoprotector, cicatrizante, insecticida y
larvicida, trataimiento de ulceras, analgésico, estimulacion en la regeneracion de huesos
[59, 61].

Su actividad antimicrobiana y antifingica, varia dependiendo del solvente que se emplee
para obtener el extracto, asi, en cepas de Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
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Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli en una prueba por difusién de disco, los extractos
con éter de petréleo y acetona presentan una mayor zona de inhibicién que los extractos
en etanol, los cuales solo tienen actividad antimicrobial a concentraciones muy altas. En el
caso de extractos de la raiz evaluados en cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeuroginosa, Salmonella typhimurium, Proteus Vulgaris, Bacillus subtilis, Candida
albicans y Aspergillus niger, los extractos en hexano y metanol muestran una actividad
antimicrobial importante, mientras que los extractos en agua no tienen una actividad
antimicrobial significativa [61]. En la tabla 3 se muestran los resultados para dos extractos
obtenidos de las hojas en una misma planta con diferentes solventes, presentando
propiedades microbianas diferentes.

Tabla 3. Pruebas microbianas de extracto en acetato de metilo y Metanol de Ricinus communis [60].

Microorganismo Halo inhibitorio (mm) CMI (png/L)

Acetato de etilo | Metanol Acetato de etilo Metanol
Gram positivo
B. algicola Acc.13/5 10.40+0.55 12.80+1.31 25.00 1.80
B. cereus ATCC 11778 9.00+0.00 8.00+0.00 75.00 75.00
L. innocua ATCC 33090 11.20+0.84 14.00£1.73 3.60 19.75
S. aureus ATCC 29213 6.00+£0.00 6.00+£0.00 7.25 50.00
S. epidermis ATCC 12228 9.00+0.00 8.40+0.89 100.00 100.00
V. arenosi strain LMG 22166 9.00£0.71 11.40£0.55 75.00 100.00
Gram negative
E. coli ATCC 2592 13.00+1.41 12.4042.07 3.60 2.70
E. coli 0145:H28 Acc. 14.00+1.23 14.00+0.71 25.00 7.25
No.CP006027.1
K. oxytoca ATCC 43086 11.00+0.00 10.00+0.00 3.60 9.05
P. mirabilis strain NCTC 13.00+0.00 11.00+0.00 100.00 7.25
11938
P. aeruginosa ATCC 27853 6.00+£0.00 11.00+0.00 8.15 4.52
S. typhimurium ATCC 14028 6.00+0.00 6.00+0.00 100.00 100.00

Ricinus communis como bioreductor.

Se ha empleado como bioreductor para obtener Nps de Ag, Uthirappan Mani reporta la
obtencién de Nps esferoides con un rango de tamafio entre los 20-30 nm a partir de hojas
secas de la planta [4]. También se ha reportado actividad antimicrobiana para este tipo de
particulas en cepas de Bacillus fusiformis y E. coli, en el primer microorganismo se tiene
mayor efecto antimicrobiano con Nps de Ag, mientras que en E. coli el efecto con el
extracto de la hoja solo y con las Nps son iguales [3].
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1.5. Plata (Ag)

Es un metal precioso de color blanquecino lustroso, que se encuentra en todo el mundo en
minerales tales como la argentita (AgyS). Tiene ndmero atémico de 47 y masa atémica de
107 g/mol, presenta una alta conductividad eléctrica y térmica, es insoluble en agua y
soluble en &cido nitrico. Se ha explotado desde la antigiiedad con fines metaltrgicos,
joyeros, médicos y como biocida, se sabe que tiene efecto sobre mas de 650
microorganismos de diferentes clases como las bacterias Gram-positivas, Gram-negativas,
hongos y virus [2]. Las concentraciones del ion de plata muestran actividades
antibacterianas con aproximadamente 0.1 pg/L y para actividad fungicida con 1.9 pg/L
[62].

La plata y sus derivados corresponden al tipo de biocidas que acttan fuertemente
mediante su unién con grupos sulfhidrilos o tioles de las proteinas. Los grupos tioles, que
derivan de los residuos de cisteina, son vitales para la actividad de algunas enzimas. La
reaccion o la oxidacién de estos grupos esenciales producen la inhibicién celular o
inactivacion celular [63].

1.5.1.Nps de Ag

La sintesis de Nps de plata tiene gran interés ya que al controlar las condiciones de sintesis
se controlan la dispersidad y morfologia, lo cual permite controlar las propiedades del
material, siendo las propiedades medicinales y antimicrobianas las de mayor interés, por
su aplicacion a productos como ropa, medicamentos, cosméticos, accesorios electrénicos y
productos para bebes, entre otros.

Las propiedades bactericidas de la plata aumentan considerablemente cuando se
encuentra en escala nanométrica debido al aumento de su area superficial, presentando
ademas nuevas propiedades 6pticas [12], térmicas, eléctricas y quimicas.

La bioreduccion con extractos de plantas es uno de los métodos mas investigados, debido
a que, al margen de la quimica verde, es amigable con el medio ambiente, un método de
produccién mas seguro, barato y menos contaminante, que permite controlar el tamafio y
forma de las Nps de plata, como se observa en las sintesis mostradas en la tabla 2 (pg. 28)
[2-4, 20, 41, 64, 65]. Las Nps de plata obtenidas por extractos de plantas han probado
diferente actividad antimicrobiana en diversos microorganismos (Tabla4) [2].
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de algunas nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de plantas.

Extracto con el que se | Cepas que presentan sensibilidad a las nanoparticulas de Ag.

obtienen las nanoparticulas.

Alternanthera dentate Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia and,
Enterococcus fecalis [46].

Boerhaavia diffusa Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens and Flavobacterium
branchiophilum [66].

Tea E. coli [48].

Cocous nucifer Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa and
Salmonella paratyphi [49].

Aloe vera E. coli [67].

1.6. Cobre (Cu)

El cobre tiene simbolo quimico Cu, nimero atémico 29, masa atémica de 63.54 g/mol,
presenta alta conductividad térmica y eléctrica. Se encuentra principalmente en forma de
compuestos minerales en los que el %Cu constituye el 69,1 % y el ©Cu el 30,9 % del
elemento, estd ampliamente distribuido en el planeta, generalmente se extrae en forma de
sulfuros (covelita (CuS), calcocita (CusS), etc) o de 6xidos (ej. calcopirita (CuFeS) y la
bornita (CusFeSs)).

Junto con el oro, el cobre fue uno de los primeros metales empleados por el hombre hace
mas de 9000 afios. Por ser buen conductor eléctrico, mas del 75 % del cobre que se produce
se utiliza en la industria eléctrica, asi como en informatica y telecomunicaciones. Entre
otros usos, se encuentra la fabricacion de tuberias, pigmentos, equipos quimicos,
farmacéuticos y produccién de aleaciones de cobre. Sus sales se ocupan como alguicida y
molusquicida, fungicida vegetal, curtido del cuero y la conservacion de pieles, entre otros
[68].

Desde la antigliedad eran conocidas en forma empirica las propiedades higiénicas, que
hoy, sabemos responden a las propiedades antimicrobianas del cobre. Los griegos,
romanos, egipcios, aztecas y mayas, utilizaban el cobre en la fabricaciéon de vasijas para
preservar agua y alimentos, fabricaban instrumentos quirdrgicos y se empleaba en la
curaciéon de heridas. En el siglo XVII se descubrié la capacidad del cobre para combatir
plagas en la agricultura, especificamente para controlar infecciones por hongos en
plantaciones de trigo. Actualmente se utilizan pesticidas que contienen cobre en diversas
formulaciones quimicas. Se utiliza en pinturas y recubrimientos para evitar la adherencia
de microorganismos. Se ha demostrado que el efecto bactericida de la superficie del Cobre
metalico es del 99.9%y se mantiene en aleaciones con al menos el 70% de cobre [68].
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1.6.1.Nps de Cu

Al tener propiedades similares a las del oro y plata, con un costo menor es de interés en la
produccién de materiales bactericidas mas econémicos. Las Nps de Cu son muy reactivas
y tienden a oxidarse, por lo que se han propuesto la estabilizacion de Nps de cobre con
capas de moléculas orgdnicas, materiales semiconductores y metales [69]. Se han
sintetizado Nps esféricas de Cu con tamafio de 3 nm empleando bioreductores como el té
de hierva de limén [70].

1.7. Npsde Agy Cu

Los compuestos bimetalicos presentan propiedades de ambos metales. Se han sintetizado
Nps de Ag-Cu por diversos métodos, uno de los mas empleados involucra la reduccion
quimica de una solucién que contiene la mezcla de precursores con los iones de ambos
metales junto con un estabilizante para controlar las caracteristicas de las Nps. Se han
empleado extractos de origen vegetal como el chicozapote para reducir las soluciones y
controlar el tamafio las particulas metalicas [40, 42, 71, 72].

Se han reportado diferentes efectos antimicrobianos del cobre y la plata, teniendo cepas en
las que alguno de los dos metales solos tiene una menor o ninguna accién microbicida
respecto al otro. El efecto antimicrobiano potenciado de compuestos bimetalicos se puede
observar en la tabla 5, donde para la cepa Bacillus Subtilis la plata tiene una accion
bactericida mayor a la del cobre, aumentando cuando se emplea una mezcla de ambos
metales por separado (Ag+Cu), incrementandose de una forma drastica al reducir los dos
metales juntos (Ag/Cu), disminuyendo considerablemente la Concentraciéon Minima
Inhibidora (CMI), asi como la Concentracién Minima Bactericida (MBC) [1, 5, 40, 44, 73].

Tabla 5. Pruebas de CMI y CML para nanoparticulas de Ag, Cu, Ag+Cu y Ag/Cu (acido ascérbico y quitosano) con 200
nm de tamaiio, en cepas de B. subtilis y E. coli [40].

Bacteria CMI (mg/L) CML (mg/L)
Ag Cu Ag+Cu Ag/Cu Ag Cu | Ag+Cu | Ag/Cu
B. subtilis 0.172 | 0.320 0.262 0.054 0.189 | 0.387 | 0.336 0.061
E. coli 0.199 | 0433 0.327 0.076 0.199 | 0470 | 0.379 0.081

El mecanismo concreto del efecto antimicrobiano de las Nps bimetdlicas es debatible, ya
que en la literatura atn se discute el mecanismo concreto para las particulas de cada metal
por separado, aunado a que en este tipo de material depende la forma en que se unen los
metales.
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1.7.1.Efecto bactericida de las Nps

Los materiales pueden ser bacteriostaticos o bactericidas si pueden reducir o eliminar
microorganismos patégenos. Si la concentracion del material genera una lesién metabdlica
de los patogenos que es reversible al eliminar o neutralizar el material el efecto se conoce
como bacteriostatico, pero si el dafio es irreversible afectando estructuras celulares vitales
o la funcién de la misma se nombra efecto bactericida.[74]

En general las propiedades antimicrobianas dependen principalmente del tamafio,
condiciones ambientales (pH y fuerza iénica), asi como del agente estabilizante contenido
en el extracto y en el caso de compuestos bimetalicos también interviene la composicion
del material.

La plata es el agente antimicrobiano mas estudiado, por lo que se tiene mayor informacion
en cuanto a su mecanismo de actividad microbiana, que engloba bacterias Gram-negativas
(E. coli) y Gram-positivas (S. aureus). Los mecanismos de accion de la plata no se conocen
muy bien, debido a pueden ser una gran cantidad de mecanismos los que interacttian con
los agentes microbianos para eliminar las células, algunas de las interacciones propuestas
son [43, 74]:

e Interacciéon de las Nps de plata al penetrar la pared celular e interactuando con
macromoléculas como enzimas y ADN a través de la liberaciéon de electrones,
liberacién gradual de iones de plata o por la produccién de radicales libres que
impiden la produccién de adenosin trifosfato (ATP) evitando que el ADN se
duplique.

e Accién de iones de plata (Ag*) que por atraccién electrostatica se adhieren en la
superficie de &dtomos o moléculas de la membrana celular cargadas
electronegativamente (grupos fosfato, grupos tiol y acidos nucleicos), formando
complejos que inhiben la respiraciéon y permeabilidad de la membrana, matando la
célula.

e Accién directa de las Nps para dafiar la membrana celular.

e Generacion de especies reactivas de oxigeno que generan estrés oxidativo y la
muerte celular.

Se ha reportado que el efecto bactericida de Nps de plata decrece cuando se incrementa el
tamafio de la particula. La forma de las Nps afecta esta propiedad como se aprecié en un
estudio donde las particulas de forma triangular truncadas tuvieron un efecto bactericida
mucho mayor al de particulas de forma esférica y de rodillo. También se ha observado que
éste efecto depende del tipo de microorganismo estudiado [43].

En el caso de cobre, se ha debatido si las Nps presentan actividad antimicrobiana
solamente por suministrar iones de cobre o por presentar una toxicidad especifica de la
nanoparticula [1], puede proponer mecanismos similares a los de la plata. Sin embargo
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varios autores describen que su mecanismo microbiano es provocado por la liberaciéon de
iones Cu?*, que pueden dafar la membrana celular bacteriana, entrar en la célula y alterar
su funcién enzimatica, provocando muerte celular, aunado a que su baja solubilidad
proporciona una liberacién sostenida de Cu2* [74].

Estudios recientes indican que la actividad antifangica del cobre ocurre por un proceso
denominado “muerte por contacto” en el que se afecta a lipidos y proteinas de la
membrana, facilitando el paso de iones cobre a la célula, amplificando el dafio. También se
tiene un aumento de estrés oxidativo y no se ve dafio aparente en el ADN celular [68].

La actividad antiviral del cobre se debe a la inactivaciéon de una enzima proteasa que es
importante para la replicacién viral y dafio de la envoltura fosfolipidica. Un ejemplo es la
capacidad de destruir virus como el de la influenza A y el VIH en concentraciones tan
pequeiias como 0.16-1.6 mM [68].

1.7.2.Propiedades 6pticas de NpsM - Resonancia de plasmoén superficial (RPS)

Las propiedades 6pticas en las NpsM dependen de la composicion del material. En la
figura 5 se observa que la concentracién de Au en una aleacion Au-Ag (5d), el tipo de
morfologia (Fig. 5a ,5b, 6c) y tamafio (Fig. 5c, 5f), repercuten en la coloracion que presenta
la solucion coloidal (Fig. 5d, e, f), pasando por una diversidad de colores, desde el azul al
rojo en el caso del Au, mientras que en materiales microscopicos siempre presentan una
coloraciéon amarilla debida a la reflexion de la luz en su superficie. Este efecto en las
nanoparticulas es conocido como resonancia de plasmoén superficial (RPS) [12].

Fig. 5. Micrografia electrénica de transmisidon de nanoesferas y nanorodillos (a, b) de Au y nanoprismas triangulares
de Ag (c). Fotografias de nanoparticulas de Au-Ag con incremento de concentracion de Au (d), nanorodillos de Au con
incremento en su relacion de aspecto (e) y nanoprismas de Ag con incremento de tamaiio (f) [12].
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El “plasmén” es un fenémeno de oscilacién colectiva de los electrones en la superficie del
material, también se puede ver como un fenémeno vibratorio tipico de los plasmas, en el
que un gas fuertemente ionizado (plasma) tiene portadores de carga libres, que pueden
interaccionar facilmente con radiacion electromagnética de baja frecuencia, oscilando en
resonancia con ésta [75].

Debido a la naturaleza de los metales, donde se tienen superposiciones de los orbitales
discretos para formar bandas de conduccién y valencia (Figs. 1 y 2), el interior se puede
considerar como un “plasma s6lido”, en que los dtomos se pueden considerar puntos
masivos fijos con carga positiva, rodeada de electrones libres que se mueven a través de
las bandas de conduccién, y de los huecos formados por los electrones promovidos desde
las bandas de valencia. Los plasmones masivos son ondas cuantizadas de una coleccién de
electrones moviles, que son producidas cuando una gran cantidad de estos son
perturbados respecto de sus posiciones de equilibrio y vibran [75].

Cuando la frecuencia de la radiacién incidente es igual a la frecuencia del plasmoén la
radiacion se absorbe, si es menor que la frecuencia del plasmon, los electrones tienen
tiempo de seguir perfectamente las oscilaciones del campo eléctrico oscilante de la
radiacién, y la onda es reflejada totalmente. Cuando la frecuencia de la radiacién es mayor
que la del plasmon, las cargas son incapaces de seguir la oscilacién del campo eléctrico y
entonces la onda es transmitida [75].

Los plasmones superficiales son plasmones asociados a la superficie de metales con
frecuencias y energias menores a los masivos y que puede interaccionar con radiacion
electromagnética produciendo el fenémeno conocido como resonancia de plasmén de
superficie (SPR).

Los plasmones de superficie localizados, son oscilaciones colectivas de electrones
restringidos en pequefios voliumenes metélicos (Nps). Para que el fenémeno ocurra se
debe tener una particula de tamafio mucho menor que la longitud de onda de la luz
incidente. El campo eléctrico oscilante de la radiacion incidente induce un dipolo eléctrico
en la particula, desplazando a una parte de los electrones méviles deslocalizados, en una
direccion lejos del resto de la particula metélica, generando una carga negativa en un lado
de la particula. Como el resto de los nicleos y sus electrones internos no se han
desplazado, constituyen una carga opuesta positiva. En particulas pequefias se produce un
dipolo, pero en particulas grandes (a partir de 30 nm) se produce un cuadrupolo y en
general multipolos [75], como los que se pueden observar en la figura 6 para particulas
esféricas. En base a lo anterior, de acuerdo al tamafio y composicién de estas particulas, asi
como a la interacciéon con su medio, cambiard el plasmoén resultante; lo mismo ocurre
cuando se tiene diferentes formas como barras o nanorodillos, donde las interacciones en
la superficie son diferentes a otras formas del mismo tamano, dando diferente coloracion

(Fig. 4)
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Fig. 6. Esquema de la interaccidon de radiacion elecrtomagnética con NPsM esféricas. Oscilaciones transversales y
longitudinales de electrones en nanorodillos [75].

1.7.3.Composicion de las Nps bimetalicas y propiedades 6pticas

La naturaleza, forma y el medio de sintesis de las Nps les confieren sus propiedades
Opticas, repercutiendo en el espectro Uv-vis. En los espectros de la figura 7 para Nps
obtenidas mediante quitosano y 4cido ascérbico, se presenta absorcién a 415-450 nm para
las particulas de Ag y entre 500-600 nm para cobre. Al mezclar ambas Nps el espectro
presenta ambas sefiales (Fig. 7a Ag + Cu), las particulas bimetélicas presentan plasmones
en un rango comprendido entre las sefiales de cada metal, acercandose a la sefial de cada
metal en la medida en que su concentracién aumenta, como se aprecia en los espectros B,
C y D de la figura 7b [40, 44]. En particulas de 50 nm con ntcleo de Cu y coraza de Ag
sintetizadas mediante acido ascérbico, alcohol etilico, B-CDs (beta ciclo dextrina), solucion
de amonio e hidréxido de sodio, se tienen los espectros de la figura 8. Puede verse que
tiende a aumentar la absorbancia para las particulas de Ag y Cu-Ag, presentando
tendencias de absorcién similares y que difieren de la curva de absorcion del Cu, lo cual
indica particulas con una superficie formada en su mayoria por Ag (Cu@Ag) [71].
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Fig. 7. Espectros Uv-vis. de nanoparticulas sintetizadas con acido ascorbico y quitosano compuestas por: a)Ag, Cu,
Ag+Cu, Ag/Cu [40]. b) Relacién molar Ag/Cu: A) 1:0; B)0.75:0.25; C)0.5:0.5; D) 0.75:0.25; E)0:1 [44].

38



Absorbance

T T T
300 400 500 600 700 800
A/nm

Fig. 8. Espectro Uv-vis. de nanoparticulas obtenidas mediante acido ascérbico, alcohol etilico, B-CDs (beta ciclo
dextrina), solucidon de amonio e hidréxido de sodio [71].

En estudios mas detallados para Nps bimetdlicas se relaciona la forma en que se
constituye la particula y las propiedades en el espectro. En las figuras 9a y 9b, se observan
imagenes TEM-EDS y espectros Uv-vis, respectivamente, de una sintesis Ag/Cu=0.25. En
la figura 9 se observa la evolucion en la composicion de las particulas en el tiempo, en el
espectro en 1.5 min se tiene una sola sefial alrededor de 430 nm, a los 5 minutos se tienen
dos sefiales alrededor de 430 nm y 540 nm que en la imagen TEM-EDS corresponden a las
Nps de Ag (color verde ) y la estructura de Ag/Cu (color amarillo) respectivamente, a los
17.5 minutos se observa la formacién de ntcleos Ag/Cu con una capa o coraza de Cu en
color rojo (Ag/Cu@Cu) identificado en el espectro al presentar una sefal pequefia cerca de
los 600 nm para el ntcleo bimetélico y una sefal cerca de 900 nm para la coraza de Cu. En
la imagen 10 se observa el cambio de coloracién que sufren las muestras en éste proceso

[72].
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Fig. 9. a) Imagen TEM y TEM-EDS compuesta (verde para Ag y rojo para Cu) para nanoparticulas bimetalicas Ag-Cu
sintetizadas a partir de AgNO3/Cu(OAc),+H,0/PVP mezclados en EG a una relacién molar [Ag]/[Cu]=0.25. b)Espectro
Uv-Vis de la cinética de crecimiento de las nanoparticulas [72].
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Fig. 10. Imagen de las particulas Ag/Cu=0.25 [72].

Algunos mecanismos de formacién para las Nps bimetalicas que se presentan en el

esquema de la figura 11 son [72]:

a)

No hay formacién de semillas de alguno de los metales solos, sino que se forma la
aleacion, formandose una capa de Cu por el exceso del mismo. Formando un
nucleo de Ag/Cu recubierto de una coraza de Cobre (Ag/Cu@Cu).

No se forman semillas, pero por la naturaleza de los iones de plata y cobre, los
primeros se aglomeran y reducen, formando las NPs de Ag, que posteriormente se
cubre con las particulas de iones que se van reduciendo en su superficie, formando
un ntcleo de plata y una coraza de Cobre (Ag@Cu).

Se forman semillas de plata y en partes de su superficie se forman las Nps de
cobre.

Se forman semillas de cobre, mientras las reacciones 1 y 2 estan ocurriendo,
ademads de que al mismo tiempo puede haber una reaccién de remplazo (3) en el
que al tener Nps de cobre este reduce 2 iones de plata y se oxida de Cu® a Cu*2.
Agrte— Agl @
Cu*2+2e— Cu )
2Ag++ Cu®— Cu?*+2Ag? (3)

Se forman las Nps de cobre formando semillas sobre estas semillas se empiezan a

depositar los dtomos metalicos de plata, formando un ntcleo de cobre y una coraza
de plata.
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Fig. 11. Mecanismos de crecimientos para a)aleacién Ag/Cu, b)nticleo Ag coraza Cu (Ag@Cu), c)Ag/Cu bicompartida,
d)huecas y e)ntcleo Cu coraza Ag (Cu@Ag), empleando métodos sintéticos a base de polioles [72].

1.8. Microorganismos

Son un grupo heterogéneo de seres vivos que solo pueden observarse a través de un
microscopio, presentan estructuras unicelulares, ya sea aislados o en grupos de células;
también comprende a los virus, que son microscépicos pero no son celulares. Los
microorganismos influyen fuertemente en la vida y constitucion tanto fisica como quimica
del planeta. Se encargan de los ciclos de los elementos quimicos necesarios para la vida,
algunos microorganismos son responsables del deterioro de alimentos o de enfermedades,
otros resultan beneficiosos y se utilizan para modificar las propiedades de los alimentos
(fermentaciones), asi como en la investigacion y desarrollo de medicamentos o en
aplicaciones ecoldgicas, agropecuarias y tecnoldgicas entre otras. El 90% de las células en
el cuerpo humano corresponden a microbios[76].

La diversidad microbiana se aprecia en la variedad estructural y funcional de los
microorganismos, sus variaciones en el tamafio celular, en la morfologia, en la division
celular, o bien en la capacidad metabdlica y de adaptacion. Actualmente, el estudio del
material genético (ADN y ARN) revela la existencia de miles de millones de especies
microbianas [77].
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1.8.1.Bacterias

Son microorganismos procariotas que generalmente presentan tamafios entre 0.5-5 pm de
longitud y diversas formas incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos),
sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos). A diferencia de las células eucariotas (animales,
plantas, hongos, etc.), no tienen el nicleo definido, generalmente no presentan orgénulos
membranosos internos. La mayoria posee una pared celular compuesta de peptidoglicano.
Muchas bacterias son moviles y disponen de flagelos o de otros sistemas de
desplazamiento. El sistema inmunolégico permite que la mayoria de bacterias sea
inofensiva o beneficiosa, algunas bacterias patégenas pueden causar enfermedades
infecciosas.

Son los organismos mas abundantes del planeta, se encuentran en todos los habitats
terrestres y acudticos. Son imprescindibles en el reciclaje de los elementos ya que pasos
importantes de los ciclos biogeoquimicos como la fijacion del nitrégeno atmosférico
dependen de bacterias.

1.8.2.Bacterias Gram-positivas

Son bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram. Su pared celular
se compone de una capa gruesa de peptidoglicano rodeando la membrana citoplasmatica,
como se aprecia en el esquema de la figura 12. La capa de peptidoglicano confiere una
gran resistencia a estas bacterias y retiene el tinte Cristal Violeta durante la tincién de
Gram.

Incluyen especies moviles (via flagelos) e inmoéviles con forma de bacilo (Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria) o coco (Staphylococcus, Streptococcus);
pueden presentar paredes gruesas o no, como el género Mycoplasma. La mayoria son
heterétrofas, aunque hay especies fotosintéticas. Tienden a formar endosporas en
condiciones desfavorables, como Bacillus y Clostridium [78].

1.8.3. Bacterias Gram-negativo

Tienen una capa delgada de peptidoglucano y presentan una segunda membrana lipidica
externa a la pared celular (Fig. 12). La pared fina de peptidoglucano no retiene el
colorante, tifiéndose de rosa (Safranina) [78].
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Fig. 12. Esquema de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [79].

1.8.4.Staphylococcus aureus

Bacteria presente en el hombre y animales de sangre caliente en la mucosa nasal, piel,
alimentos y agua. Provoca desde pequefias infecciones en la piel que causan fortnculos,
ampollas, vejigas y abscesos cutdneos; hasta enfermedades como neumonia, meningitis,
endocarditis, sindrome de Shock téxico (SST) y sepsis. La dosis infectiva minima (DIM) es
de 1pg que equivale a 1 000 000 de células viables[80].

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con didmetro de 0.5-1.5
pum, agrupados como células dnicas, en pares o tétradas, cadenas cortas o formando
racimos de uva. Ogston introdujo el termino Staphylococcus del griego staphyle que
significa racimo de uvas, para describir a los cocos responsables de inflamaciéon y
supuracion. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula aunque existen
algunas cepas que desarrollan una capsula de limo, son anaerobias facultativas. La
mayoria de los Staphylococcus producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el peréxido
de hidrégeno en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza para diferenciar el
género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa
negativos, son coagulasa positivo y oxidasa negativo, fermenta glucosa, lactosa y
maltosa[80].

En los medios de cultivo tradicionales la mayoria de las especies crecen después de
incubarse durante 18-24 horas, formando colonias de 0.5-1.5 mm de didmetro. Las colonias
de S. aureus son grandes, lisas, enteras, brillantes, convexas presentan consistencia
cremosa, suelen estar pigmentadas con colores que van del gris al amarillo o naranja
porcelana debido a la produccién de carotenoides; en condiciones anaerobias o en caldos
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no produce pigmento. Algunas cepas de S. aureus presentan 3-hemolisis o hemdlisis total
alrededor de las colonias cuando se cultivan en agar sangre, se diferencia de las demas
especies por producir coagulasa que se manifiesta por su capacidad para coagular el
plasma, es resistente al calor a la desecacién y crece en medios con grandes cantidades de
NaCl (7.5%). Crece en un amplio rango de temperaturas que van desde los 6.5-50°C,
siendo lo 6ptimo 30-40°C [80].

1.8.5.Escherichia coli

Descrita por primera vez en 1885 por Theodore Von Escherich, son bacterias que se
encuentran en los intestinos de todos los animales y humanos por lo que estd en aguas
negras. El proceso digestivo del ser humano necesita de cepas inocuas.

Es un bacilo corto Gram-Negativos, pertenecen a la familia de Enterobacterias, no forma
esporas, moviles (flagelos peritricos), mide 0.5x3 pm de largo, catalasa positivos, oxidasa
negativos, reduce nitratos a nitritos, producen vitamina B y K, fermenta lactosa, glucosa y
lactosa con produccién de gas, anaerobio facultativo, puede presentar pldsmidos o no y
sobrevivir sin estos [81, 82].

Para aislar e identificar la E. coli se debe de tomar una muestra a 37 °C en medio selectivo y
condiciones aerdbicas. Las colonias de E. coli en agar EIM.B. (eosina y azul de metileno)
tienen de 2-4 mm de didmetro, un centro grande de color oscuro e incluso negro y tiene
brillo verde metélico cuando se observan con luz reflejada. En agar MacConkey las
colonias son guindas con halo turbio[82].

Existen muchas cepas de E. coli que son inofensivas, pero hay una variedad que produce
una potente exotoxina (Shiga) y puede provocar enfermedades graves. Actualmente
mediante técnicas de identificaciéon genética se clasifican segun el factor genético que
define su virulencia y cuadro clinico asociado, aunque atn se realizan pruebas
bioquimicas para evidenciar el mecanismo de patogenicidad. Las cepas de E. coli poseen
numerosas adhesinas muy especializadas por lo que permanece en el aparato urinario y
digestivo [81, 83].

Los brotes epidémicos se producen cuando la bacteria llega a los alimentos como carne de
ganado vacuno y leche no pasteurizada, vegetales lavados con agua contaminada, falta de
higiene al ir al bafio.
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1.8.6. Aspergillus niger

Hongo que produce un moho negro en vegetales como lechuga, tomate y acelga.
Aspergillus niger es un hongo micelial ambiental, formado por hifas hialinas tabicadas.
Taxonomia:

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Clase: Eurotiomycetes, Orden: Eurotiales, Familia:
Aspergillaceae, Género: Aspergillus, Especie: niger.

La colonia presenta un didmetro de 60 mm en una semana, es liso a menudo con pliegues
radiales, tiene textura arenosa, el micelo es de color blanco o amarillo, cubriéndose
paulatinamente de cabezas esporuladas de color negro a negro purpura (Fig. 13a). El
reverso de la colonia parece una tela gamuzada de color gris-amarillento, lo que distingue
la A. niger de otros hongos con colonias oscuras [84, 85].

Al observar en microscopio se tiene un hongo micelial formado por hifas hialinas
tabicadas, las partes del A. niger se muestran en el esquema de la figura 13b, posee un
conidioforo liso o ligeramente granular que mide 1,5 a 3 mm de largo, con una pared
gruesa. Suelen ser hialinos o pardos, se puede observar abundantes conidios con aspecto
variable: entre ellos globosas, subglobosas, elipticas, lisas, equinuladas, verrugosas o con
estrias longitudinales, todas de color negro. Las vesiculas son globosas, hialinas o
manchadas de pardo oscuro, que miden 75 pm de didmetro. Por lo general no son
observables, debido a lo denso de la acumulaciéon de los conidios negras. Las fidlides se
presentan en dos series radiadas[84].

vesicula

conidi6foro

hifa

a b

Fig. 13. Cepa del Aspegilua niger en PDA (a) y esquema del hongo (b) [86].
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CAPITULO II

2.1. JUSTIFICACION

En la bibliografia consultada se ha reportado la eficiencia antimicrobiana de
nanoparticulas bimetélicas Ag/Cu, la cual es mayor que las particulas metalicas de sus
componentes por separado. De igual manera, se registra informacién sobre la sintesis de
nanoparticulas de Ag por el método de bioreducciéon con el extracto de la planta Ricinus
communis. Debido a ello, la sintesis de las nanoparticulas bimetalicas Ag/Cu por éste
método resulta de interés ya que la planta citada se encuentra ampliamente diseminada en
la reptiblica mexicana, lo que permite aprovechar los recursos naturales y aprovechar la
sinergia debido a las propiedades antimicrobianas reportadas para el extracto de la hoja de
la planta y las nanoparticulas bimetélicas.

2.2. HIPOTESIS

Mediante el extracto acuoso de Ricinus communis como agente bioreductor se lograra
obtener nanoparticulas bimetélicas Ag /Cu menores a 100 nm, con propiedades
antibacteriales y antifangicas.

2.3. OBJETIVO GENERAL

Obtener por biosintesis con el agente reductor Ricinus communis, nanoparticulas
bimetalicas de Ag/Cu para la determinaciéon de sus propiedades antibacterianas y
antifiingicas.

2.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener nanoparticulas bimetalicas de Ag/Cu mediante el extracto acuoso de
Ricinus communis.

e Caracterizar las nanoparticulas bimetélicas Ag/Cu por: UV-VIS, SEM, TEM, EDS,
IR.

e Evaluar las propiedades antibacterianas y antifingicas de las nanoparticulas
bimetalicas Ag/Cu.



2.5.

METAS
Encontrar las concentraciones idéneas del extracto de Ricinus communis, asi como
de las soluciones de Ag y Cu, para la obtencién de nanoparticulas bimetalicas.
Llevar a cabo la cinética de reduccién mediante espectroscopia Uv-Vis, para
encontrar el mejor tiempo de reduccion, tamafio y distribucién de tamafio de
particula.
Determinar la forma, tamafo y distribucién de tamafio mediante TEM.

Caracterizar muestras por: SEM, EDS, IR.

Evaluar las propiedades microbiolégicas, mediante la determinacién de la CMI y
CML.
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CAPITULO III. TECNICAS DE CARACTERIZACION

3.1. Técnicas espectroscépicas moleculares

Se basan en la medicién de los fendmenos resultantes entre la interacciéon de las moléculas
que constituyen la materia y la radiacion del espectro electromagnético de determinadas
energias (Fig. 14). Las técnicas muestran graficas de barridos (espectros) que indican la
interaccion de wuna determinada onda electromagnética de energia caracteristica,
expresadas como longitud de onda (), numero de onda (d) o frecuencia (f), con la muestra,
midiendo la absorcién, transmision o reflexién entre otras (Fig. 15), segtin la técnica en
especifico [87].
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Fig. 14. Espectro electromagnético [88].
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Fig. 15. Interacciones del espectro electromagnético con la materia [87].

3.1.1.Espectroscopia ultravioleta-visible (uv-vis)

La técnica mide la absorcion de energia electromagnética por los atomos o moléculas que
constituyen la muestra; como resultado, estas particulas pasan del estado de mas baja
energia a estados de mayor energia, o estados excitados.



Los atomos, moléculas o iones tienen un ntmero limitado de niveles de energia
cuantizada discreta; para que se produzca absorcion de radiacion, la energia del fotéon
excitante debe igualar a la diferencia de energia entre el estado fundamental y uno de los
estados excitados de la especie absorbente [89].

En la figura 16 se esquematizan las facilidades relativas con las que se puede excitar a las
moléculas, siendo el de mayor excitacién el cambio de o a o* [90].

o (6*) de antienlace
n (n*) de antienlace

E n (p*) sin antienlace

nt de enlace
o de enlace

Fig. 16. Diagrama de excitaciones en moléculas al absorber energia radiante UV-VIS [90].

La espectroscopia ultravioleta comprende transiciones electrénicas ocurridas por la
absorcion de energia de ondas electromagnéticas en la regién entre 200-380 nm, la region
del espectro visible es de 380-800 nm [91].

Instrumentacion:

El equipo hace incidir un haz de luz monocromaético (una sola longitud de onda) a través
de un cuerpo (celdas), el cual absorbe o deja pasar una cantidad de la luz incidente,
generando una sefial de absorbancia o de transmitancia en el detector debida a la
diferencia de la intensidad del haz entrante y la intensidad del haz resultante. El proceso
se lleva a cabo con diferentes longitudes de onda desde el rango del ultravioleta al visible,
generando un espectro de transmisién u absorcion para la muestra [92].

Espectrometro de registro de haz doble.

El diagrama de la figura 17 ilustra un espectrofotémetro de “doble haz en el tiempo”. La
fuente de radiaciéon electromagnética estd conformada por lamparas de tungsteno
(radiacion visible) y de hidrégeno (radiacion uv). El haz se monocromatiza y se separa
mediante un disco rodante con espejos y espacios vacios, que dirige el haz de forma
intermitente a la celda de referencia y la celda de la muestra. Los impulsos de la radiacion
son recombinados por un espejo de red, que transmite el haz de referencia y refleja el haz
de la muestra al detector, comparando ambas intensidades de luz para obtener una lectura
[93]. Solo unos cuantos milisegundos separan los haces que pasan por las dos celdas. El
método compensa las pequenas fluctuaciones en la radiacién emitida [91].
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Fig. 17. Espectrofotémetro de “doble haz en el tiempo” [93].

El esquema de la figura 18 pertenece al sistema 6ptico de un espectrofotémetro de “haz
doble alternado” del modelo Cary 16, similar al equipo utilizado experimentalmente en la
presente tesis. El funcionamiento difiere al diagrama anterior por contar con dos lentes
que enfocan la alternancia del haz sobre el detector en lugar del espejo enrejado [91].
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Espejo - Interruptor M k 4
’
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Fig. 18. Espectrofotémetro de haz doble alternado Cary 16 [93].

Debido a que los electrones estan limitados a modos especificos de transiciones en
particulas nanométricas metalicas de acuerdo a su tamafio y forma, permite observar el
fenémeno de absorcién conocido como plasmén, en las nanoparticulas de plata y de cobre.
En Nps bimetélicas Ag-Cu, se esperan sefales entre 425 nm (Ag) a 580 nm (Cu), como se
ve en los espectros de las figuras 7 y 8 [40]. La absorcion varia de acuerdo al medio, el
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crecimiento, morfologia y cantidad de las particulas con respecto al tiempo, permitiendo
estudiar la cinética de la reaccién como se aprecia en la figura 19 [4].
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Fig. 19. Espectro Uv-Vis para nanoparticulas sintetizadas a partir de AgNO3 (1mM) con extracto de hoja de Ricinus
communis a lo largo de 3 horas [4].

3.1.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Técnica que hace incidir un haz de radiacién electromagnética con longitud de onda
comprendida en el rango del Infrarrojo en una muestra, generando cambios energéticos
vibracionales y rotacionales (Fig. 20) para cada longitud de onda, que se expresa como
frecuencia o nimero de onda (cm-1) [92].

La espectroscopia infrarroja muestra bandas de absorciéon resultantes de las transiciones
vibracionales debidas a que la molécula tiene multitud de niveles de energia cuantizados
(estados vibracionales), directamente asociado con los enlaces que mantienen juntas a las
moléculas. En el proceso de absorcion, la fuente debe de emitir radiacién a frecuencias que
correspondan exactamente a las energias indicadas por las longitudes de onda que se
absorbieron [89, 93].

Fig. 20. Izquierda. Tipos de vibracion molecular en el Infrarrojo. [93].
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Las vibraciones moleculares varian de acuerdo a las longitudes de onda que tienen el
efecto energético necesario para llevar a cabo dichas vibraciones. Para separar las
longitudes de onda de la fuente emisora, es necesario modular la sefal de la fuente y
pasarla a través de la muestra mediante un camino que permita guardarla como un
interferograma, que es decodificado subsecuentemente por una transformada de Fourier
[92].

Instrumentacion

La tabla 6 muestra las tres zonas en las que se divide la region infrarroja y con las cuales
se identifica la capacidad de lectura de los equipos [94].

Tabla 6. Regiones del espectro infrarrojo [94].

Region del Espectro Electromagnético

Infrarrojo cercano Infrarrojo medio Infrarrojo lejano
Namero  de | 1,554 4000 200 10
ondas, cm-!
Longitud d
AR R Y: 25 50 1000
onda, pm
Fuente de Lampara de Lampara de Nernst, Lampara de arco de
radiacion filamento de Globar, o bobina de mercurio de alta
tungsteno alambre de Nichrome presion
Detector Sulfuro de plomo Termopar, bolémetro ) o
Golay, piroeléctrico
fotoconductor Golay

La figura 22 muestra el diagrama y el esquema de espectrofotémetro infrarrojo con
transformada de Fourier, sus partes constan de:

Espejo fijo
e

(L | aser 2

E o

= . e
*¢  Fuente de IR

& ] |

SRT Espejo movil Espejo J Muestra

Fuente /
s " v J

= / o\ Espejo

Espejo

Muestra vy

“Detector]
". L

Detector a b

Fig. 21. Diagrama (a) [93] y esquema (b) [92] de la configuracién optica de un espectrofotometro IRTF.
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Fuente: Proporciona la radiacion.

Interferémetro: Divide en dos el haz de la fuente para lograr una interferencia constructiva
y destructiva de uno de los haces formados [89], modulando la radiacién infrarroja antes
de llegar a la muestra mediante el movimiento de un espejo en la parte izquierda [93].

Laser: Proporciona una luz roja proveniente de un laser de He-Ne, que permite una sefial
de referencia para los datos adquiridos del detector [91].

Detector: Permite transformar la radiacién incidente en sefiales electrénicas, de las que se
obtiene el interferograma [90].

En el equipo de la figura 21 la radiacién con todas las frecuencias de la fuente de IR es
reflejada en el interferémetro, entonces la radiacion modulada es reflectada con los espejos
a través de la muestra. Y se hace incidir en el detector. Un sistema de adquisicion de datos
conectado al detector guarda la sefial en la memoria de la computadora como un
interferograma, los datos se tratan mediante la transformada de Fourier para obtener el
espectro [93]. Actualmente, los equipos implementan el principio de la reflectancia total
atenuada, ya que permite colocar la muestra, directamente en la superficie de un sélido
con alto indice de refraccién, haciendo el proceso més econémico y rapido.

Espectrometria de reflectancia total atenuada (ATR)

Cuando un haz de radiacion pasa de un medio denso a uno menos denso, hay reflexion.
La fraccién del haz incidente que se refleja es mayor a medida que aumenta el angulo de
incidencia; mas alla de un cierto angulo critico, la reflexiéon es completa. En el proceso de
reflexion el haz penetra una cierta distancia en el medio menos denso antes de reflejarse,
profundidad puede variar y depende de la longitud de onda, del indice de refraccién de
los dos materiales y del d&ngulo que forma el haz incidente con la interface. La radiacion
que penetra se denomina onda evanescente. A longitudes de onda en las que el medio
menos denso absorbe la radiacién evanescente, ocurre atenuacién del haz, lo cual se
conoce como reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). El espectro de
resultante es semejante al espectro infrarrojo [92].

Instrumentacién ATR

En la figura 22a se muestra un aditamento para la medicién de la reflectancia total
atenuada. La muestra, en este caso, un sé6lido, se coloca sobre las caras opuestas de un
material cristalino transparente con un alto indice de refraccion. Al efectuar ajustes
adecuados del angulo incidente, la radiacién experimenta multiples reflexiones internas
antes de pasar del cristal al detector. En cada una de esas reflexiones, tiene lugar la
absorcion y la atenuacién. En la figura 22b se muestra un esquema 6ptico de un adaptador
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que se instala dentro del &rea de la muestra, en la mayoria de los espectrometros de
infrarrojo y permite medir la reflectancia total atenuada. En equipos actuales la parte del
porta muestras solo tiene una superficie del sdlido con alto indice de refracciéon
(normalmente diamante) expuesta, sobre la que se coloca el material a analizar.

Desde el interferémetro

o monocromador +

Al detector
o monocromador Muestra
Sélido con alto
[ Muestra fndice de refraccion
a)
- 1l _—aA
Desde el interferémetro - .
= : 1 e detector

= |1

Fig. 22. Diagrama del camino 6ptico (a) y esquema (b) de un aditamento ATR [92].

Utilidad

Permite observar las vibraciones en los enlaces de las moléculas organicas, lo que conlleva
a un estudio estructural al identificar grupos funcionales en las moléculas del extracto
acuoso.

3.2. Microscopia electréonica

Un microscopio es un instrumento que permite magnificar el tamafio de las muestras para
observar detalles con dimensiones menores al limite de resolucién del ojo humano.

En la microscopia electrénica se estudia la interaccion de los electrones con la materia para
obtener informacién estructural y conformacional. El microscopio 6ptico emplea luz
visible que tiene una longitud de onda muy grande (A ~ 0.5 um) como para observar la
estructura de la materia, el microscopio electrénico emplea electrones acelerados con A
asociada bastante menor de 1 A, obteniendo resoluciones atémicas.

Las partes fundamentales de un microscopio electrénico son en general las mismas que
aquellas presentes en un microscopio 6ptico, ambos incluyen lentes condensadoras,
objetivas, intermedias y proyectoras. La diferencia radica en el sistema de iluminacién, el
primero utiliza electrones, mientras que el segundo utiliza luz (Fig. 23).
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Fig. 23. Formacion de imagen en microscopio optico (a), electrénico de transmision (b) y electronico de barrido (c)
[95].

3.2.1.Conceptos basicos de microscopia electronica

Los electrones en el microscopio electrénico (ME) se generan por efecto termo-iénico en un
filamento (catodo) que es generalmente wolframio, y se monocromatizan acelerandolos a
través de un potencial (E) en un sistema sometido a vacio. Para un voltaje de 100 kV, la
longitud de onda asociada a los electrones es 0.037 A (0.01 A para 1 MV). La interacciéon
entre los electrones y la materia es tan fuerte que no se cumple le teoria cinematica
(fenémenos de difraccion multiples), obteniendo diferentes fenémenos a partir de los que
se obtiene diferente informacién del material (Fig. 24).
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Fig. 24. Seiiales generadas por la interaccion de un haz de electrones de alta energia y la muestra [96].

Con la postulacion de los conceptos cuanticos y el establecimiento del cardcter ondulatorio
de las particulas se dio lugar al desarrollo de los microscopios electrénicos de barrido y de
transmisién, dado que los electrones son particulas cargadas, las lentes son bobinas
electromagnéticas, los dispositivos disefiados para dirigir y enfocar haces de particulas
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cargadas obedecen las leyes de la 6ptica desarrollada para lentes de vidrio, de ahi su
denominacién “lentes”. Una lente electromagnética tipica se disefia para proveer un
campo magnético practicamente paralelo a la direccién en que viajan los electrones que al
entrar al campo de la lente (Fig. 25) experimenta un campo magnético B, asi la trayectoria
helicoidal del haz sigue un radio cada vez mas estrecho causando que el haz de electrones
que entra a la lente converja en un punto. En el caso de lentes electromagnéticas sdlo se
emplean lentes convergentes [94].

N #

Eje éptico

Fig. 25. Interaccion de lente electromagnética con el haz de electrones [96].

La fuente de iluminacién (“cafion electronico”) es un catodo de filamento metélico
caliente, del que los electrones emitidos son atraidos a través de una apertura en el anodo
y entonces se enfocan por un condensador anular “lente”, para converger sobre la
muestra. La calidad e intensidad de la imagen es afectada por la temperatura del
filamento, la corriente, voltaje, y otros ajustes del cafion.

Las cdmaras del microscopio electrénico rodean el haz de electrones para enfocarlo. Se
emplean campos electromagnéticos. Variando la fuerza de los campos de estos lentes se
varia su magnificacion, asi la constancia de los controles eléctricos es esencial [96].

Los instrumentos operando bajo alto vacio, debido a que los electrones no pueden viajar
lejos en el aire.

3.2.2.Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la figura 26 se muestra el diagrama de un microscopio electrénico de barrido donde a
partir de una fuente de emisién de electrones, localizada en la parte superior, se genera un
haz de electrones acelerados con energias del orden de KeV, que viaja a lo largo de la
columna de vacio. El haz se focaliza con la muestra a través de lentes electromagnéticas
ubicadas en la parte media superior de la columna (lentes condensadoras de objetivo) y es
barrido a lo largo de la muestra por las bobinas de barrido, cuando el haz primario entra
en contacto con la superficie de la muestra, parte de los electrones es reflejada y otra parte
penetra unas pocas capas atémicas, siguiendo una trayectoria complicada antes de volver
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a emerger a la superficie. La intensidad de estas dos emisiones varia en funciéon del angulo
que forma el haz incidente con la superficie del material, es decir, depende de la topografia
de la muestra. Las sefiales emitidas se recogen mediante un detector y se amplifican. Los
electrones dispersados y secundarios son registrados por un detector de electrones, el haz
se recorre sobre la superficie de la muestra para que con ayuda el detector la computadora
genere una imagen [97].
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Fig. 26. Diagrama O6ptico del Microscopio electrdnico de barrido [98] y localizacién de los instrumentos [99].

Utilidad

Las imdgenes formadas por electrones retrodispersados dan informacion de la
composicion quimica ya que el brillo de la imagen depende del ntimero atémico del
material que los retrodispersoé.

Las imagenes de electrones secundarios dan informacién sobre la topografia de la muestra.

3.2.3.Microscopia electronica de transmision (TEM)

Técnica en que en una columna al vacio se genera un haz de electrones focalizado de una
fuente localizada en la parte superior de la columna, que se hace incidir mediante lentes
electromagnéticas sobre una muestra que se encuentra en una rejilla localizada en la parte
media baja de la columna. Cuando el haz atraviesa la muestra proyecta sobre una pantalla
fluorescente localizada en la parte inferior de la columna, la sombra generada por los
electrones procedentes de la muestra la cual depende de la densidad y conformacion
quimica de la muestra (Fig. 27). Los instrumentos completos incluyen: filamento, lentes,
zona de muestras, y pantalla o plato fotografico operando bajo alto vacio.
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Fig. 27. Esquema del microscopio de transmision electrdnica (a). Esquema 6ptico de la formacion de imagen de campo
claro (b) y del patrén de difraccion de electrones (b) en el TEM [96].

PATRON DE DIFRACCION ELECTRONICA

Si la estructura de un material estda formada por una serie de espacios regulares 6
enrejados de d&tomos como en un cristal, un haz de electrones que pasa a través de él, sera
dispersado en haces discretos por ser reflejado en los enrejados de las estructuras. Si el haz
luminoso es coherente, los rayos reflejados pueden interferir uno con otro, formando un
patron de puntos o anillos de electrones (Fig. 27). Las dimensiones y espacios de los
puntos y anillos se utilizan para calcular las dimensiones de las celdas de las especies
cristalinas. El patréon de difracciéon se forma sobre la pantalla final si no se usan lentes

[100].

CAMPO OSCURO

Una imagen en el campo oscuro puede ser obtenida por el desplazamiento de la abertura
objetiva de modo que el rayo central de electrones no desviado es parado, y los tnicos
electrones usados en la formacién de la imagen son aquellos dispersados por el objeto por
tal angulo que ellos pueden pasar por la abertura como se muestra en la figura 28.
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Fig. 28. Esquema optico para la formacion de imagenes de campo oscuro por haz inclinado (izquierda) y apertura
fuera de centro (derecha) en el TEM [96].

El método de haz inclinado (Fig. 28 izquierda) inclina el haz para interceptar el punto
directo y el método de apertura fuera de centro (Fig. 28 derecha) mueve la apertura
objetivo para interceptar el haz directo. La imagen se forma por un punto dispersado en el
extremo de la periferia [100].

ALTA RESOLUCION

Cuando la lente objetivo estd fuera de foco, da a lugar un falso detalle de estructuras finas.
La presencia del borde rodeando un objeto puede causar un detalle fino duplicado o
triplicado. Por ejemplo, la imagen de una linea simple puede dar la impresiéon de tres
lineas espaciadas muy cerradas. La linea de un objeto de 10 A de ancho puede aparecer
como tres lineas paralelas espaciadas a 5 A. De forma similar, la periodicidad de una
estructura enrejada regularmente espaciada puede ser duplicada por la formaciéon de
bordes entre las imagenes de las lineas. Este falso “duplicado” de la periodicidad de un
enrejado es conocido en la microscopia 6ptica y se llama efecto de “contraste de fase”. En
la microscopia electrénica se le conoce como “desenfoque granular” [100].
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Fig. 29. Esquema de la formacion de imagenes de alta resolucion en el TEM [96].
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Utilidad:

Gracias a la resolucion de la técnica permite caracterizar la forma, tamafio, dispersidad y
fase cristalina de las nanoparticulas.

3.2.4.Espectroscopia de energia dispersa de rayos X (EDS)

El equipo detector se encuentra acoplado al microscopio electrénico (TEM o SEM), al hacer
incidir un haz de electrones sobre una muestra se genera la emision de Rayos X debido al
siguiente mecanismo:

fotdn de electron
rayos-X expulsadn 27
4

electrdn
incidente 1

Fig. 30 Izquierda Emision de rayos X [101].

Como se observa en la figura 30, después de una excitaciéon en la capa interna un atomo
tiene una energia por encima de su estado base. Este se puede relajar, perdiendo energia
por medio de un electrén externo que ocupa el lugar del electrén excitado en la capa
inferior, la energia se emite como un fotén de Rayos X caracteristico para cada elemento
que se mide en el detector [102].

El espectrometro de energia dispersa se compone principalmente de tres partes:

e FEl detector.
e El procesamiento electrénico.
e Visor del analizador multicanal.

El funcionamiento es el siguiente:

e El detector genera un pulso de carga proporcional a la Energia del Rayo X.

e Este pulso se convierte en voltaje.

e La sefial es amplificada a través de un transistor de efecto de campo, separandolo
de otros pulsos, identificando electrénicamente el rayo X de energia especifica.

e Finalmente, una sefal digitalizada es mostrada en un canal asignado a esta energia
en el MCA (analizador multicanal) [103].
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3.3. Métodos de prueba a la sensibilidad antimicrobiana

Tienen la finalidad de evaluar la respuesta de un microorganismo a uno o varios agentes
antimicrobianos in-vitro, con el fin de observar su sensibilidad o resistencia a los mismos y
por ende su capacidad de inhibir o matar a los microorganismos. Los resultados de las
pruebas a la sensibilidad a antibiéticos o antibiogramas, guian en la selecciéon apropiada
de regimenes clinicos iniciales y antibiéticos adecuados en el tratamiento de pacientes para
cada caso en especifico [104, 105].

Los métodos de sensibilidad antimicrobiana pueden ser cualitativos o cuantitativos, se
pueden dividir en dos tipos basdndose en el principio aplicado en cada sistema, estos
incluyen [104, 105]:

Difusion: Método de Stokes, Método Kirby-Bauer.
Dilucién: Concentracién minima inhibitoria (CMI) por:

o Dilucién en caldo.
o Dilucién en agar.

Difusién y Dilucién: Método Epsilon-Test

3.3.1.Método de difusién: Método del antibiograma disco-placa (Prueba de
difusion por disco o halo inhibitorio)

El antibiograma disco plata es cualitativo y se basa en el trabajo de Bauer, Kirby y
colaboradores, se encuentra recomendado por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), anteriormente National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), para evaluar la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos.

Consiste en depositar, en la superficie de una caja de Petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con diferentes antibi6ticos. Al
depositar el disco impregnado con el antibidtico sobre la superficie del agar, el filtro
absorbe agua y el antibiético se difunde radialmente a través del agar a partir del disco,
formando un gradiente de concentracién, al incubarse las placas por un tiempo
aproximado de 18-24 horas los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicién.

La concentracién del antibidtico en la interface entre bacterias en crecimiento e inhibidas,
es la concentracion critica y se aproxima a la CMI, por lo que si se tiene un gran namero de
cepas de CMI conocidas se puede deducir la CMI del antimicrobiano, existiendo tablas con
diametros de inhibicién en mm, estandarizadas para cada antimicrobiano. La lectura de
los discos se interpreta como sensible (S), Intermedia (I) o resistente (R) segtn la CLSI [104,
105].
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Método:

e Preparacion del inoculo por medio de suspension directa de colonias.
Con un asa se toman 4 a 5 colonias iguales de la placa de cultivo de 18 a 24horas y se
suspende en 5ml de suero fisiologico estéril (soluciéon salina0.85%), se ajusta la
turbidez al tubo con 0.5 de la escala de MacFarland.

e Inoculacion de las placas.
Antes de transcurrir 15 minutos de haber ajustado el inoculo, introducir un hisopo
dentro de la suspension y al retirarlo rotar varias veces contra la pared del tubo por
encima del liquido para eliminar el exceso de inéculo.
Inocular las placas de Mueller-Hinton deslizando el hisopo por la superficie del agar 3
veces, rotando la placa 60° en cada ocasién, pasdndola por tltima en la periferia del
agar y se deja secar por 3 a 5 minutos.

e  Dispensacion de los discos.
Colocar los discos con dispensadores o pinzas estériles. Se presionan ligeramente
sobre la superficie del agar, situdndolos a no menos de 15mm del borde de la placa
para evitar superposiciéon de los halos de inhibicién. En cajas de 150mm no se pueden
colocar mas de 12 discos y en las de 100mm no mds de 6.
Incubar las placas invertidas (agar en la parte superior) por espacio de 16 a 18 horas
(24 para estafilococos sensibles a las meticilinas).

e  Lectura de Resultados.
Con regla se miden los halos sobre el reverso de la placa y si el medio contiene sangre
sobre la superficie del agar. Cuando hay colonias dentro del halo pueden ser mutantes
resistentes, cultivos mixtos o contaminaciones.

3.3.2.Método por dilucién: Concentracién minima inhibitoria (CMI)

La cuantificacién de la actividad in vitro de antimicrobianos generalmente se evaltia
mediante una variante de los métodos de dilucién, que se basan en el crecimiento de
microorganismos en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que esta
diluido en el medio de cultivo. Inicialmente se empleaban baterias de tubos con caldo de
cultivo con un rango determinado del antimicrobiano (macrodilucién). El empleo de
micropipetas y de placas de microtitulaciéon facilité el método de microdilucién.
Tradicionalmente se ocupan para determinar la CMI y la concentracién minima
bactericida (CMB) de los antimicrobianos [105].

La CMI de un agente antimicrobiano es la minima concentracién a la cual se inhibe la
multiplicacion y produccién de un crecimiento visible para una cepa bacteriana.
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Método de microdilucion

Se emplean placas de microtitulaciéon o policubetas de poliestireno con pocillos o celdas de
fondo en “U”, la mayoria tienen 96 pocillos (12x8) para 12 diluciones y 8 agentes
microbianos, el caldo de Muller-Hinton es el medio recomendado para pruebas de
organismos comdnmente aislados, aérobicos o facultativos de rapido crecimiento [105,
106].

Se preparan diluciones del antimicrobiano en progresion geométrica en base 2 en agua
estéril o un medio de cultivo adecuado; posteriormente se inocula el medio y tras la
correspondiente incubaciéon del microorganismo se realiza la lectura [105].

Debe tenerse en cuenta, a la hora de calcular la concentracién inicial mas alta, que tras
afiadir el in6culo la concentraciéon de antimicrobiano se diluira a la mitad. Dependiendo,
pues, del volumen de inéculo final, las placas se rellenan utilizando una pipeta multicanal
con 100 6 200ul de la solucién mas alta de antimicrobiano en la columna 1. Posteriormente
se aflade un volumen de 50 o 100ul de caldo sin antimicrobiano en los pocillos de las
columnas 2 a 11 y se realiza la dilucién en la forma habitual empleando la pipeta
multicanal, dejando los pocillos de la dltima columna como controles (positivos o de
crecimiento - sin antimicrobiano y negativos - caldo sin inocular).

Procedimiento para las pruebas CMI por microdilucién en caldo [104-107].

e Inoculaciéon
Las colonias aisladas deben de ser de placa de cultivo 18 a 24 horas.

e Suspensioén del inoculo
Se puede preparar por método de crecimiento o el método de suspensién directa de
colonias.

e Mezclar la suspension antes de diluirlo
Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inoculo a 0.5 de
MacFarland (1 x108 UFC/ml) se mezcla la solucién y se diluye con suero fisiolégico
estéril para que la concentracién final en cada celdilla sea de 5 x10> UFC/ml (5 x10#
UFC/celdilla).

¢ Deshidratacién en la incubacion
Para evitar la deshidrataciéon de los paneles: Colocar un sello plastico sobre la placa,
colocar la placa en funda plastica.

e Incubacion

e Lectura
La lectura se lleva a cabo después de 16-20 horas, sin embargo, para detectar
resistencia a ciertos agentes antimicrobianos el procedimiento puede modificarse
hasta a 48 horas) Se observa la presencia de turbidez en los controles positivos y la
ausencia de ésta en los controles negativos para poder leer las placas.
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3.3.2.1. Concentracion minima Letal (CML)

Si se realiza un subcultivo en medio sin antimicrobiano de los medios sembrados
previamente en la determinacién de CMI se puede determinar la concentracién minima
bactericida [105], que es la concentracién minima a la cual el antimicrobiano elimina al
microorganismo.

En el esquema de la figura 31 se realizan cultivos para las diluciones que no presentan
turbidez en la prueba de CMI, se incuban y en el primer cultivo donde no hay crecimiento
se considera la CML.

[ e e ¢ 3

Fig. 31. Esquema de la CML y de la CMI en concentraciones crecientes del antimicrobiano [AB] [108].
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Sintesis de Nps

La sintesis de Nps se llevé a cabo en el Laboratorio de Nanomateriales del Centro
Conjunto de Investigaciones en Quimica Sustentable UAEM-UNAM (CCIQS UAEM-
UNAM).

Precursores: Las soluciones 10 mM, empleadas en las sintesis de precursores 10:90, 25:75 y
50:50, se prepararon con nitrato de plata (AgNOs) (Sigma Aldrich, México) y sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO4*5H,0) (Productos quimicos Monterrey)

Bioreductor: Las hojas de Ricinus Communis (Higuerilla) se recolectaron a las afueras de
Tenancingo de degollado, Estado de México. Latitud 18°58'09.4", longitud 99°35'11.0".

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, los experimentos se llevaron a cabo en las
instalaciones de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de
Meéxico (UAEM).

Los microorganismos se manipularon dentro de una cabina de flujo laminar.

Se emplearon cepas representativas y de uso frecuente en la literatura reportada en
diversos estudios, S. aureus, E. coli y A. niger, que se sembraron en tubos de ensaye, con
medio de cultivo infusién de corazén cerebro (BHI), eosina azul de metileno (EMB) y agar
de papa dextrosa (PDA), respectivamente, a partir de cepas S. aureus ATCC25923, E. coli
ATCC25922 y A. niger endémica, en donde también se llevaron a cabo todas las
incubaciones. Las cepas de bacterias se incubaron a 38°C por 48 Horas y el hongo a 25°C.

Las pruebas de difusién o halo inhibitorio se llevaron a cabo con agar Mueller-Hinton (BD.
Bixon), los ensayos de microdilucién con caldo Mueller-Hinton (BD. Bioxon) para todas las
cepas.
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4.2. Metodologia

El esquema de la figura 32 muestra la metodologia experimental:

1. \ 3. 4. ’
OBTENCION || ciNTESIS - REDUCCION || CARACTERIZACION
DEL EXTRACTO
ACUOSO I
2. 5.
SOLUCIONES PRUEBAS DE SENSIBILIDAD
PRECURSORAS ANTIMICROBIANA

Fig. 32. Metodologia general para la obtencion de Nps metalicas, su caracterizacion y evaluacion microbiologica.

4.3. Sintesis de Nps bimetalicas

1. Extracto acuoso de Ricinus communis.

Se lavaron las hojas frescas de Ricinus Communis con agua abundante para remover
polvo y contaminantes; se dejaron secar y posteriormente se cortaron en piezas
pequenas.

En un matraz Herlen Meyer de 250 ml se colocaron 100 ml de agua desionizada, se
llevé a ebulliciéon en placa de calentamiento y se agregan 10g de la hoja trozada,
manteniendo ebullicién por 5 minutos; posterior a ello, se retira el matraz hasta que
alcanza temperatura ambiente. A continuacién, se filtr6 el extracto, diluyéndolo a
razén de 100 ml de agua por 10 ml (1/10) de extracto para obtener el extracto
bioreductor. La dilucién obtenida, se consider6é como la adecuada para llevar a cabo la
sintesis y analisis de las nanoparticulas, en base a resultados obtenidos previamente
con la evaluaciéon del extracto directamente y en dilucién de 1/100 en diversas
muestras con el sistema Ag:Cu (ANEXO 2).

2. Precursores.
Se prepararon soluciones de AgNO; 10 mM (0.01M) y CuSO4*5H>0 10 mM (0.01M).
Las mezclas precursoras se prepararon de acuerdo a las relaciones en volumen de
Ag:Cu como se indica en la tabla 7:

Tabla 7. Relacion en volumen de solucién acuosa de AgNO3; y CuSO,4 ¢5H,0 10mM.

Ag Cu
10 90
25 75
50 50
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3. Sintesis de Nps por bioreduccién.

Para obtener las Nps bimetélicas se evaluaron relaciones de volumen de mezclas

precursoras con respecto al bioreductor. En diversos viales se agregaron volimenes

de soluciones precursoras (Ag:Cu) y se afiadieron volimenes de la dilucién (1/10) del
extracto acuoso de Ricinus Comunis, las relacion volumétricas de solucién precursora y

dilucién del extracto estudiadas se muestran en la tabla 8 son:

Tabla 8. Relaciones volumétricas de solucién acuosa por ml de extracto acuoso (1/10).

Soluciéon Extracto
AgNO3:CuSO, Ricinus Comunis (1/10)
ml ml
1 0.25
1 0.5
1 1
1
1 10

El ntmero de muestras y las relaciones volumétricas experimentales que las

constituyen se muestran en la tabla 9:

Tabla 9. Lista de experimentos para los diversos sistemas de sintesis Ag:Cu.

No. de | Relacion Relacion
muestra | Ag:Cu | Precursor : Extracto
1 10:90
2 25:75 1:0.25
3 50:50
4 10:90
5 25:75 1:0.5
6 50:50
7 10:90
8 25:75 1:1
9 50:50
10 10:90
11 25:75 1:5
12 50:50
13 10:90
14 25:75 1:10
15 50:50
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4.4. Caracterizacion Instrumental

1. Espectroscopia UV-VIS.
Se utilizaron tres diferentes equipos durante el desarrollo del presente proyecto:
e Genesys 10s UV-Vis localizado en el laboratorio 10 de la facultad de quimica.
e Cary 5000 NIR-UV-Vis, marca Variant, localizado en LIDMA.
e Cary 100 UV-Vis, marca Variant, Localizado en el CCIQS.

Para la caracterizacion de las muestras, en el equipo se tomaron las alicuotas
directamente de los viales donde se llevaron a cabo las reducciones, vertiendo en
las celdas a temperatura ambiente.

Se empled el método de lectura por correccién de linea base, empleando la
modalidad de doble haz en un rango de 370-800 nm. Se utilizaron celdas de cuarzo
y celdas plésticas con paso 6ptico de lem.

La celda de referencia contiene la dilucién del extracto de Ricinus communis,
mismo que estd presente en las muestras a leer para evitar interferencias en la
sefal.

2. Espectroscopia de IR.
Se empled el espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier modelo
Prestige-21 Shimadzu, localizado en LIDMA. Se colocé la alicuota de la muestra
sobre un porta objetos de vidrio, al secarse, se raspa y coloca el polvo sobre el
accesorio ATR del equipo, para obtener el espectro.

3. Microscopia electrénica de barrido (SEM).
Se empled el microscopio electrénico de barrido, JEOL JSM-6510LV, localizado en
el CCIQS. Sobre un porta muestras cilindrico de aluminio se coloca cinta de carbén
de doble faz. La muestra a caracterizar se sonica por 5 minutos y se colocan gotas
sobre la cinta, permitiendo su evaporacion, esto se repiti6 hasta obtener una
pelicula adecuada para su estudio en el microscopio electrénico de barrido.

4. Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM).
El equipo utilizado fue un microscopio de transmisién modelo JEOL-2100 de 200
kV, con filamento de LaBs como fuente termoiénica de electrones y cadmara CCD
digital marca Gatan, modelo SC200, Modalidad para STEM (BR y ADF), localizado
en el CCIQS. La muestra se sénico por espacio de 15 minutos, se deposit6é una gota
de la muestra sobre la rejilla, se permitié el secado y se introdujo en el porta
muestras del microscopio.
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En el caso de muestras con exceso de bioreductor que no permiti6 la observaciéon
de las Nps, se realizé un centrifugado de la solucién resultante por 15 minutos a
9000 rpm con curva de subida de 9 y curva de bajada de 7, limpiando y
redispersando en agua desionizada para lavar, por varias ocasiones.

Las mediciones para el conteo de particulas y generacion de histogramas del
tamafio de particula se realizaron con el programa “Image]”

5. Espectroscopia de energia dispersa de rayos X (EDS).
Se emple6 el equipo acoplado al microscopio de bariido JEOL JSM-6510LV
localizado en el CCIQS para identificar los elementos quimicos en la muestra
observada. Como técnica acoplada, el andlisis se realiz6 en las muestras que fueron
preparadas para su observacion en el microscopio electrénico de barrido.

4.5. Meétodos de prueba a la sensibilidad antimicrobiana

Las manipulaciones de los microorganismos se llevaron a cabo en cabina de flujo laminar.

Identificacién de microorganismos

Bacterias:

Se emplearon las cepas bacterianas de S. aureus ATCC25923 (Fig. 33a) y E. coli ATCC25922
(Fig. 33c), que se sembraron en tubos de ensaye con medio de BHI y EMB respectivamente
y se colocaron en incubadora a 36°C por 48 Horas. De estos tubos, con un asa
bacteriolégica se tom6 una muestra y se estrié en cajas Petri con el medio adecuado para
cada cepa. Para siembra e incubacion (36°C por 48H), de estas cajas Petri (Fig. 33 by d) se
tomaron algunas colonias para realizar un frotis.

Fig. 33. Cepas bacterianas de S. aureus (BHI) (a, b) y E. coli (EMB) (c, d) en tubo y sembrado por estria en caja.
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Extension y fijacién de bacterias (frotis).

Cerca de un mechero de bunsen se colocé el portaobjetos y se deposité una gota de
agua esterilizada, se llevé a flama un asa esterilizada de cultivo y se tom¢é una colonia
de la bacteria, extendiéndola en el porta objetos con la gota de agua; a continuacioén, la
muestra se fija al calor, pasandola 3 veces por la flama del mechero, como se ve en el

la figura 34.
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Fig. 34. Esquema de frotis bacteriano [109].

Tincion de Gram.

Con ayuda de un soporte de varillas de vidrio sobre un recipiente se colocaron los

portaobjetos con las bacterias fijadas. Como se muestra en la figura 35, se coloc6 unas

gotas del colorante cristal violeta por un minuto, se lavé con agua destilada, se afiadi6

una gota de lugol por un minuto, se lavé. A continuacién, se agregé alcohol-acetona

por treinta segundos y se volvié a lavar. Por ultimo, se agregé safranina por un

minuto, se lavé y dejo secar, en la muestra tefiida se observé en azul o violeta las

bacterias Gram-positivas y en rosa las Gram-negativas.
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Fig. 35. Esquema de la tincion de Gram [110].
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Preparacion de la muestra fangica:

Con un asa se toma una muestra de A. niger de los tubos sembrados (25°C por 48 horas) y
se siembra en agar papa dextrosa, se incuba a 25°C por 48 horas. Para preparar la muestra,
cerca del mechero bunsen se colocé una gota de reactivo azul algodén de lactofenol y se
colocé una muestra del hongo con ayuda de dos azas para sembrar esterilizadas y se
colocé un cubre objetos como se puede ver en la figura 36.

Fig. 36. Preparacion de A. niger con azul algoddén de lactofenol para observar en microscopio.

4.5.1.Método de difusion: KIRBY-BAUER (Prueba de difusion por disco o halo
inhibitorio)

Los pasos de este método se pueden observar en la figura 37 y consisten en:

Preparacion de los discos

Se prepararon discos de papel filtro Whatman No. 42 con 6 mm de didmetro, se agregan a
los viales donde se sintetizaron las Nps, se sénica por 15 minutos, se dejan secar y guardan
en bolsa para su uso posterior.

Preparacién del inoculo

Se emplearon cepas de E. coli ATCC25922 después de 48Hrs de siembra en cajas Petri. Con
un asa se tomaron tres colonias, se dispersaron con ayuda de un vortex en un tubo de
ensaye con solucion salina estéril (0.85%), la solucién se diluyo hasta tener una turbidez de
0.5 MacFarland (1x108UFC/ml), obtenido mediante la lectura de las soluciones con un
espectrofotémetro de uv-visible leyendo a 625 nm en celdas de plastico.
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Inoculacion de las placas (agar Miieller-Hinton)

Con un hisopo se tomé un inéculo de la suspension, y se quito el exceso de suspension
rodando el hisopo en las paredes interiores del tubo, se descargé sobre estriado en las cajas
Petri con agar MH procurando no dejar espacio entre lineas, se gir6 60° y se volvié a
estriar, se repiti6 una vez mas el procedimiento anterior, se dej6é secar por 5 min. Se
colocaron los discos con las soluciones de Nps (Cu, 10:90, 25:75, 50:50 y Ag). Se incubaron
las muestras a 36°C por 48 horas y se midi6 el didmetro del halo en el que no crecieron los
microorganismos [106].

PREPARACION DEL INOCULO

- ESCALA 0,5 DE
TOMA DEL INOCULO Mc FARLAND

DISCOS

AGAR MUELLER-HINTON

INCUBAR 1
37°C, 18-24 h ]

Fig. 37 Esquema del tratamiento de muestra para la prueba de difusion de disco [111].
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4.5.2.Microdilucion en caldo (CMI)

Se emplearon placas estériles de poliestireno con 8x12 (96) micropocillos y capacidad de
trabajo para 200ul/pozo (Fig. 38), que se abrieron hasta el momento de las pruebas
microbioldgicas en la cabina de flujo laminar. En la figura 38 se muestra como se emple6 la
caja para los experimentos, en la columna 1 se colocé el control negativo (C-), ya que solo
contenia caldo y en el que no debe haber crecimiento, en la columna 2 se colocé la alicuota
de las soluciones donde estan las Nps, a partir de la columna 3 a 11 se identificaron las
diluciones secuenciales (D1-D9), por ultimo en la columna 12 se colocé el control de
crecimiento positivo (C+). Esto para cada cepa y por triplicado.

Fig. 38 Esquema de la placa de micropozos empleada, donde: C- es control negativo, C+ control positivo, D diluciones
y la columna morada indica las alicuotas de nanoparticulas empleadas para el test de CMI.

Se prepar6 caldo de Miiller Hinton segtin las instrucciones del fabricante. Con ayuda de
una micropipeta de 100 ul y puntas esterilizadas se vertio esta cantidad en cada uno de los
pocillos excepto los de la columna nimero 2, colocando 200 upl en los pocillos de la
columna 1 (control negativo que no lleva cepa).

En la columna ntiimero 2 se vertieron 200 pl de las muestras a evaluar, es decir: extracto de
higuerilla (1/10), soluciones de la biosintesis para las muestras de Cu, Ag:Cu 10:90, 25:75,
50:50 y Ag, cambiando la punta de micropipeta en cada alicuota de las muestras.

Para cada fila correspondiente, se tomaron 100 ul del pocillo 2, se vertieron en el pocillo 3
y homogeniz6 con la micropipeta (primera dilucién al 50%), se cambié la punta en la
micropipeta, se tomaron 100 pl del pocillo de la columna 3 y se continué sucesivamente
con estos pasos hasta llegar a la columna 11, columna a la que se retiraron 100 pl, para que
todos los pocillos con excepcién de los de la columna 1 tuvieran 100 pl de volumen.
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Con un estandar de laboratorio y un espectrofotémetro se preparé una suspension a 0.5
MacFarland (1x108 UFC/ml) de la cepa a evaluar. Antes de pasar 15min, se realizaron
diluciones con agua salina estéril, hasta obtener una solucién 1x10° UFC/ml se
adicionaron 100 pl de la solucién a todos los pocillos a partir de la columna 2 hasta el
namero 12 (control positivo del microorganismo con caldo, sin ninguna muestra), con el
objetivo de tener un volumen final en cada pocillo de 200 ul, con lo cual cada pocillo queda
con una concentracion final de 5x105 UFC/ml debido a que:

1x106¢ UFC/ml (100 pl alicuota/200ul volumen final) = 5x105 UFC/ml
Que es lo que piden las metodologias también expresado como:
5x105 UFC/ml = 5x104 UFC/100pl = 5x10* UFC/ celda.

Este ultimo referenciado a volumenes finales de 100 ul en las técnicas de referencia [105,
107].

Se taparon las placas y se incubaron por 24-48 horas a 25 °C para el A. niger, mientras que
en el caso de las bacterias se incubaron a 38 °C.

La presencia de turbidez indica crecimiento bacteriano, por lo que los pocillos que la
presentaron no tienen inhibicién. Si la columna 1 (solo caldo) presenta turbidez la prueba
es errénea pues hay contaminacién. Si la columna 12 no presenta turbidez se descarta la
prueba pues no hay crecimiento de los microorganismos (alicuota). La CMI corresponde al
altimo micropocillo que no present6 turbidez en cada muestra [106, 107].

En base a la concentracion de las Nps expuesta en el anexo 1, se calcula la concentracion de
microgramos en cada pocillo, la informacion se ordena en base al esquema de la figura 38,
seflalando en rojo, las columnas y las filas de la placa:

Tabla 10. Concentracién de Ag y Cu (ug/ml), para las Nps, en las disoluciones sucecivas, en placas de micropozos.

Nps | 1°D | 22D | 3°D | 4D | 5°D | D | 72D | 8D | 9D
Nps : 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cu B 28.88 | 1444 | 722 | 3.61 | 1.81 | 090 | 045 | 023 | 0.11 | 0.06
(ng/ml)
10:90 Ag C 490 | 245 | 123 | 061 | 031 | 015 | 008 | 0.04 | 0.02 | 0.01
(ug/ml) | Cu 26.00 | 13.00 | 650 | 325 | 162 | 081 | 041 | 020 | 0.10 | 0.05
25:75 Ag D 1226 | 613 | 3.06 | 153 | 0.77 | 038 | 019 | 0.10 | 0.05 | 0.02
(ug/ml) | Cu 21.66 | 10.83 | 542 | 271 | 135 | 068 | 034 | 017 | 0.08 | 0.04
50:50 Ag r 2452 | 1226 | 613 | 3.06 | 1.53 | 077 | 038 | 019 | 0.10 | 0.05
(ng/ml) | Cu 1444 | 722 | 361 | 1.81 | 090 | 045 | 023 | 011 | 0.06 | 0.03
As F 49.03 | 2452 | 1226 | 613 | 306 | 153 | 0.77 | 038 | 019 | 0.10
(ug/ml)
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4.5.3.Concentracion minima letal (CML)

Se dividi6 una caja Petri con agar Mueller-Hinton en seis secciones, como se aprecia en la
figura 39 y se marcaron como control (control positivo de la CMI), blanco (solamente agar)
y el namero correspondiente a los dltimos 4 pocillos, que no presentaron turbidez en la
prueba de CMI, comenzando por ésta. Con ayuda de puntas estériles se tomé una alicuota
de los pocillos (una punta por pocillo) de la prueba de CMI, se colocé una pequeia
cantidad de la muestra, en la seccion del agar correspondiente y se estrid, de la periferia al
centro, con ayuda de un asa microbiolégica, esterilizando el asa entre cada uso, para un
total de 4 muestras. Una seccién se emple6é para extender una alicuota del control
correspondiente (columna 12 de la caja de CMI) y otra se dejo sin inocular, como blanco,
para corroborar que no hay contaminacién presente, como se muestra en la figura 39.
Entre cada cepa se cambi6 de asa. Las cajas Petri se incubaron por 24-48 h a 25 °C para el
A. niger 'y 38 °C para las bacterias. Para que el resultado se considere valido debi6é de haber
crecimiento en el control y la parte que se deja sin sembrar debe permanecer sin turbidez,
la CML fue aquella en la que no hay crecimiento en las muestras sembradas [105, 108].
Esta operacion se repitié para cada sistema de Nps: Cu, 10:90, 25:75, 50:50 y Ag, con las
tres cepas de microorganismos empleados.

Fig. 39 Esquema de la prueba de CML a partir de la evaluacién de CMI.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion de la concentracion adecuada del extracto acuoso de Ricinus
communis y la relacion de volumen precursor:bioreductor.

Se sintetizaron nanoparticulas usando una dilucién 1/10 del extracto acuoso de las hojas
de Ricinus communis fresca y soluciones molares 10 mM de AgNO; y CuSO4*5H;0, en una
relacion de volumen Ag:Cu de 10:90, 25:75, 50:50 y 100:0. La relacién de volumen entre
cada una de estas soluciones y la dilucién del extracto acuoso (1/10) es de 1:10, obteniendo
Nps estables que no precipitan. Estos pardmetros se determinaron en los resultados
obtenidos en la investigacion previa con sintesis de Nps utilizando el extracto de la hoja
seca del anexo 2, las cuales no presentaron actividad antimicrobiana. El cambio de
coloracién al verter la dilucién del extracto en los viales con las soluciones precursoras de
los metales y su paulatina intensificacién, indica la reduccién de los iones metélicos,
formando Nps desde los primeros minutos de reaccién, como se aprecia en la figura 40,
que muestra los viales con el extracto de Ricinus comunis 1/10 (Rc), asi como las Nps de
los diversos sistemas a los 15 minutos y 3 horas de iniciar la reaccién de reduccion, donde
se puede apreciar una clara diferencia entre las Nps de los sistemas Ag:Cu y las Nps de
Ag.

Rc Cu 10:90 25175 50:50 Ag

Fig. 40. Muestras de Nps obtenidas por el extracto de Ricinus comunis (Rc) (1/10) en los sistemas precursor:
bioreductor 1:10, para los precursores de: Rc (extracto dilucién 1/10), Cu (CuSO4e5H20), 10:90 (Ag:Cu), 25:75 (Ag:Cu),
50:50 (10:90 (Ag:Cu) y Ag (AgNO3), a los 15 minutos y 3 horas de reaccidn.

5.2. Espectroscopia ultravioleta-visible.

Los espectros de Uv-vis se realizaron empleando, en la celda de referencia el mismo
extracto (1/10) que se empled en la sintesis para evitar las sefiales que puedan presentarse
por la presencia del bioreductor. Asi mismo, se corrieron blancos con el mismo
bioreductor (extracto 1/10), con el objetivo de corroborar la ausencia de senales, evitando
interferencias en la adquisicién de los espectros. Los tiempos de lectura se establecieron en
5, 15, 30 y 45 minutos, posteriormente cada hora durante 6 horas (Fig. 41 a, b y c), con



excepcion del sistema de Ag, que a los 15 minutos excedi6 la escala de absorbancia de los

sistemas Ag:Cu (Fig. 41d), que después de las 3 horas saturo la capacidad de lectura del
equipo (Fig. 41e). En el caso de la muestra 25:75 (Fig. 41b) se monitoreo por 20 horas (Fig.
41f), para analizar y discutir el espectro de ésta muestra se realizé un acercamiento del

espectro (Fig. 42b) para apreciar el maximo de absorciéon, haciendo lo propio con la
muestra 10:90 (Fig. 42a).
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Fig. 41.Espectros uv-vis de los sistemas “precursor:extracto diluido” 1:10 a 5 min, 15 min, 30 min, 45 min y 1-6 horas,
para los precursores Ag:Cu: a) 10:90, b) 25:75, c) 50:50, d) Ag (5min.), e) Ag (3 horas), f) 25:75 (20 horas).
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Todos los sistemas, presentaron una sefial entre 407 y 442 nm, en la lectura que se registré6
a los 5 minutos, que pude adjudicarse a la formacién de nanoparticulas de Ag. Se observo
que, las sefiales se recorrieron a longitudes de onda mayor, aumentando la velocidad con
que se incrementa la intensidad de absorcién al aumentar la concentracién de Ag en el
sistema. La muestra de Ag (Fig. 41e) con sefial en 442 nm, corresponde al plasmoén clésico
reportado para nanoparticulas esféricas de Ag [3, 4].

Se observo una correlacion entre el incremento de la concentracién de plata en los sistemas
Ag:Cu 10:90 (Fig. 41a), 25:75 (Fig. 41b), 50:50 (Fig. 41c) y el aumento en las absorbancias de
las sefiales a lo largo del espectro, presentando un cambio en la pendiente de los espectros
entre 500-800 nm, lo cual sugiere la formacién de especies de Nps Ag:Cu de diferentes
composiciones, tamafios y formas, de acuerdo a sehales referenciadas, en espectros de
sintesis con polioles [72].

El sistema 10:90 (Fig. 41a) present6é una sefal perfilada en 407 nm. El sistema 25:75 (Fig.
41b) presenta un aumento considerable en la absorcién de 500 a 800 nm, la cinética de
reduccién a lo largo de 20 horas (Fig. 41f) muestra que la pendiente de las sefiales no
presenta cambios significativos después de seis horas, el cambio en la pendiente sugiere la
presencia de Nps de diferentes formas y tamafios. En la figura 42b se aprecia que presenta
absorciéon maxima a las 15 horas (sefal roja) disminuyendo la absorcién y manteniéndose
estable las siguientes cuatro horas (sefiales en verde). El sistema 50:50 aument6 la
absorbancia de todo el espectro, una sefial sobresale a 525 nm, que podria deberse a la
formacién mayoritaria un solo tipo de Nps Ag:Cu como se reporta en referencias, debido a
que la sefial es intermedia a la esperada para Ag y Cu por separado [40, 44, 72].

Los espectros de las figuras 4la y 41b correspondientes a los sistemas con mayor
concentracion de Cu (10:90 y 25:75), se ampliaron digitalmente en la figura 42 mostrando
las sefiales alrededor 645 nm y 700 nm que infieren la presencia de Cu, debido a que se
han reportado sefiales entre 550-600 nm, asociadas a Nps de Cu [40, 44], asi como sefiales a
maés de 800 nm en sintesis de Cu con polioles [72], incluso se ha reportado la ausencia de
sefiales para el Cu en sintesis con Nps de Cu menores a 5 nm [70]. Estas sefiales
desaparecen en el sistema 50:50 (Fig. 41c) donde se tiene mayor concentracién de Ag y no
estan presentes en Nps de Ag (41d).
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Fig. 42. Espectros uv-vis contraidos de los sistemas Ag:Cu a) 10:90 y b) 25:75 de las figuras 41a y 41b respectivamente.
5.3. Espectroscopia infrarroja (FTIR).

El estudio de Infrarrojo se llevé a cabo solamente en las muestras sintetizadas con el
extracto de la hoja fresca, ya que son las que presentaron accién antimicrobiana.

Las senales del espectro FTIR del extracto de la hoja de Ricinus communis en la figura 43

(linea negra) se identificaron como:

La banda en 3286 cm? corresponde al movimiento de alargamiento O-H para los H
asociados a azucares, fenoles y alcoholes [3]. Las bandas entre 2993 y 2850 cm
corresponden al movimiento de estiramiento C-H de cadenas hidrocarbonadas. En 1747
cm?® se encuentran los alargamientos asimétricos del NO.. La sefial en 1643 cm!
corresponde al movimiento de balanceo de enlace N-H de las aminas primarias. Las
sefales en 1457 y 1373 cm! a los estiramientos del C-H. La sefial en 1318 cm! se asocia al
balanceo -O-H. La sefial en 1266 y 1046cm- corresponde a enlaces éter [4]. Segtn reportes
previos, la presencia de estas bandas sugiere la presencia de flavonoides y terpenoides
absorbidos en la superficie de las particulas metalicas. Otros reportan que el grupo
carbonilo del aminoacido y las proteinas tienen una fuerte habilidad de enlazar el metal,
indicando que la proteina puede formar las nanoparticulas metdalicas para prevenir la
aglomeracion y asi estabilizar el medio. Esto sugiere que la biomolécula posiblemente
efecttia las dos funciones de formacién y estabilizacién de las Nps en el medio acuoso [3,
70].
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En otros trabajos sobre estudios de terpenoides en la sintesis de Nps, se atribuyen las
sefiales de 1636 cm, 1608 cm y 1500 cm? a vibraciones de elongacién C=C de anillos
aromaticos, la identificada en 1432 cm? a deformaciones OH que se corren a 1382 al
formarse Nps de Ag. La sefial en 1384 cm! a metilos terminales y la sefiales de 1300 cm! a
885 cm? a vibraciones de elongacion C-O de alcoholes, éteres y esteres, sugiriendo la
presencia de terpenoides y algunos flavonoides en la superficie de las Nps. Se ha
reportado que la reduccién y estabilizacion de las Nps esta dada por accién de los grupos
funcionales en terpenoides, entre los se encuentran: C=C, C-C, C-o, -C=0O, CH», CH3s, -OH,
C-H, CHs-C-CHs, -C-O-C- y -C-N. Los alcoholes, cetonas aldehidos y lactonas de los
terpenoides realizan la reduccion y estabilizacion de las Nps. En concentraciones
suficientes, los terpenoides se adsorben en la superficie via la interaccién de electrones m o
grupos carbonilo en ausencia de agentes ligantes mas fuertes [112, 113].
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Fig. 43. Espectros FTIR de nanoparticulas sintetizadas a partir de la hoja fresca de Ricinus communis. HF- extracto de la
hoja fresca, Nps Ag:Cu 10:90, 25:75, 50:50, Ag y Cu.

Se observo que en las sefales de los sistemas Ag:Cu: 10:90, 25:75 y 50:50, la intensidad de
las bandas se increment6 a medida que aumenta el volumen relativo de plata en las
soluciones precursoras. Asi mismo, fue evidente como la sefial en 1643 cm? (N-H ¢ C=C
de anillos aromaticos) del extracto de Ricinus communis, se desdoblé en dos bandas bien
definidas, mientras que, en las Nps de Ag y Cu, solo se presenté una sefial. Esto sugiere
una interacciéon con los metales ya que se obtuvo un igual namero de bandas como de
especies en el sistema, intensificindose, al aumentar la concentracion relativa entre las dos
especies. En las sefiales de 1266 cm! (R-O-R”), se observé que la sefial se ensancha y alarga
a medida que aumentaba la cantidad de plata. En la banda ubicada en 1046 cm, ademas
del incremento en la intensidad de la sefial, se observé que en las Nps de plata y cobre las
sefiales se desplazan a campos menores.
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5.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se emple6 para observar los agregados que forman las particulas y analizar la composicién
quimica mediante EDS y ratificar la presencia de los metales en las muestras sintetizadas.

La figura 44 muestra micrografias de SEM obtenidas por electrones secundarios, se aprecia
como a medida que se aumenta la cantidad de Ag en el sistema se presentan cimulos de
particulas cada vez mas abundantes.

La presencia de los elementos Cu y Ag se corroboraron mediante la técnica de EDS, en
donde los espectros y la cuantificaciéon medida por el equipo en la figura 45 permitieron
corroborar la correlacion en el aumento de concentracion de Ag en el sistema de sintesis y
en las Nps. Sin embargo, la concentracién de Ag registrada en las Nps fue mayor a la
relacién de Ag que se agrega al sistema, siendo el valor mas cercano el del sistema 10:90
(18.36 : 81.67) y cambiando drésticamente en el sistema 50:50 (87:13).

Esto se puede deber a que en sistemas en los que se forman Nps con ntcleos de Cu y
corazas de Ag [71, 72, 114], se establece que, al ser mds densa la Ag que el Cu, puede
interferir con las sefiales del mismo, disminuyendo la cantidad de sefiales para el Cu [71].
Otra razén que justifica estos resultados, es que el Cu® reduce iones de Ag*, formando
iones Cu?* en soluciéon que se vuelven a reducir [71, 72] y son cubiertos por Ag y el Cu?*
restante se reduce en un cristal grande de Cu® [71].
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Fig. 44. Micrografias de electrones secundarios correspondientes a sintesis con relaciéon en volumen 1:10 precursor :

extracto acuoso (1/10) de hoja fresca, para Nps de: Cu (a), Ag (e), sistemas Ag:Cu 10:90 (b), 25:75 (c), 50:50 (c).
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Elemento | % Peso | % Atémico
CuK 72.37 81.67
AgL 27.63 18.36
Total 100
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Fig. 45. Espectros EDS y porcientos en peso y atémico, para Nps de: Cu (a), Ag (e), sistemas Ag:Cu 10:90 (b), 25:75 (c),
50:50 (c), de la Figura 51.

5.5. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Esta técnica permitié observar la morfologia, tamafio y composicién de las particulas
(patrén de difraccion). Las particulas en las micrografias y las distancias interplanares en
los patrones de difraccién se midieron con el programa Image J. Las distancias en los
patrones de difraccion se cotejaron con las tarjetas de difraccion 03-065-8428 para plata y
01-070-3038 para cobre (Anexo 3, paginas 110 y 111).

5.5.1.Microanalisis 10:90.

En la imagen y el histograma de la figura 46, se aprecié6 que el tamafio de particula
promedio, es de 18 nm (0=9 nm) (Fig. 46c), con mas del 75% de las particulas en un rango
de tamafio de 10-25 nm, y poco més del 5 % son particulas mayores a 30 nm, llegando
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hasta un tamafio maximo de 48 nm (1%). También se observaron particulas menores a 5
nm (5%), mostrando que el sistema presenta un control de tamafio que favorece la
formacion de particulas de 10 a 25 nm. De las imédgenes se puede inferir la influencia del
sistema en el control de tamafio y la morfologia, ya que las particulas observadas
presentan tendencia a una morfologia esférica.

Frecuencia (%)

75 125 175 225 275 325 375 425 475
Tamafio de particula (nm)

Fig. 46. Micrografias de nanoparticulas sistema Ag:Cu 10:90 (a,b). Histograma de frecuencias (c) y patrén de difraccion
(d) del sistema mencionado, los planos de las particulas de Ag en azul y del Cu en naranja.

Al indexar el patron de difraccion de la imagen 46d se identificaron distancias
interplanares referenciadas para la red cubica centrada en cara (fcc, por sus siglas en
inglés: face-centered cubic) del cobre, identificando los planos (311) y (220), asi como los
planos (311), (222), (331) y (400) para la plata fcc.

5.5.2. Microanalisis 25:75.

En el histograma de la figura 47c se observé polimorfismo y generacion de particulas de
mayor tamafio que en la muestra 10:90, con un tamafio promedio de 64 nm (0=17 nm), el
30% de las particulas se encuentran en un rango de 60-70 nm, alcanzando tamafios de
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hasta 98 nm (5%). La similitud de los valores en el histograma, muestra una mayor
polidispresidad respecto a la muestra 10:90. Las particulas de mayor tamafio presentaron
formas irregulares, mientras que aquellas menores a 70 nm tienden a formas esféricas
alargadas como se puede apreciar en la figura 47°. Asi mismo, se observé que existe
aglomeracion en particulas de alrededor de 35 nm.

Frecuencia %

o

Tamafio de particula (nm)

Fig. 47. Micrografias de nanoparticulas sistema Ag:Cu 25:75 (a,b). Histograma de frecuencias para el sistema
mencionado (c).

En el patrén de difraccion de la figura 48, se emple6 una herramienta digital del programa

Image ] para generar una circunferencia y observar las sefales pertenecientes al plano
(400) de la plata y el plano (311) del Cu.
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Fig. 48. Patrdn de difraccion de nanoparticulas sistema Ag:Cu 25:75, los planos que corresponden a las particulas de
Ag se encuentran en azul y los que corresponden al Cu en naranja (a). Patron de difraccion tratado digitalmente para
observar las seiiales correspondientes al plano (400) de Ag.

5.5.3. Microanalisis 50:50.

En las figuras 49a y 49b, se muestran las micrografias de esta sintesis, se puede apreciar la
formacion de particulas de gran tamafio (hasta 90 nm), asi como una gran cantidad de
particulas al rededor 5 nm. Debido a la marcada diferencia de tamafio y frecuencias, el
histograma se dividié en dos poblaciones para realizar los calculos de la desviacion
estindar. En el histograma de la figura 49c se observé que, las particulas con tamafio
menor a 40 nm tienen un tamafio promedio de 7.8 nm con 0=9 nm, mas del 60% de las
particulas tienen un tamafio menor a 5 nm. El histograma de la figura 49d, el rango de 50-
90 nm presenté un tamafio medio de 73 nm con 6=10 nm, con poco mas del 55% % en
particulas de 70 a 85 nm.

Las particulas de mayor tamafio tienden a formar particulas irregulares, mientras que las
mas pequefias, tienden a una forma esférica. El polimorfismo, la diversidad en tamafios y
composicion de las particulas presentes, asi como la cantidad de particulas pequefias
presentes se correlacionan con en el aumento tan drastico de absorbancia para la zona de
500-800 nm, asi como la aparicién de la sefial a 525 nm.
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Fig. 49. Micrografias de nanoparticulas sistema Ag:Cu50:50 (a, b). Histogramas de frecuencias de 50:50 para el 90% de
particulas en el rango de 1-40 nm(c) y para el 10% en el rango de 50-90 nm (b).
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5.5.4.Microanilisis Ag.

Al llevar a cabo la sintesis para obtener Nps de Ag, se puede observar en la figura 50 una
morfologia controlada con tendencias a formar particulas esféricas, el tamafio promedio
es de 24 nm con 0=9 nm, al rededor del 55% de las particulas estda en un rango entre 20 y
30 nm.
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Fig. 50. Micrografias (a,b), histograma de frecuencias (c) y patrén de difraccion (d) de nanoparticulas de Ag

Al analizar el patrén de difraccion de la figura 50d, se aprecia que al tratarse de un solo
metal presente en la sintesis, los anillos correspondientes a los planos de difraccién de las
particulas son definidos, debido a que todas las particulas en la trayectoria del haz de
electrones difractan en alguno de los planos propios del mismo metal.
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5.5.5. Microanalisis Cu.

En el caso de la sintesis de particulas de cobre se observaron particulas de mas de 200 nm,
como se muestra en la figura 51.

i 4 T A
fo.2 iy ¢ F o8 &

Fig. 51. Micrografias de nanoparticulas, sistema de Cu.

Al comparar las muestras de particulas con Ag y Cu, por separado, con las muestras que
contienen Ag:Cu, se observo el efecto del sistema combinado Ag:Cu en la morfologia y el
control de tamafio de las Nps sintetizadas.

Se apreci6 la formacién de particulas de menor tamafio, con menor polidispersidad en el
sistema 10:90. Al incrementar la cantidad de Ag, en el sistema 25:75, el tamafio y la
polidispersidad aumentaron. En el sistema 50:50 se apreci6é el mayor contraste, con una
gran cantidad de particulas alrededor de 5 nm y la presencia de particulas, con tamafios
mayores a 50 nm. Se pudo observar, que el aumento en la concentracién, de los iones de
Ag*, repercute en la formacion de particulas de mayor tamafio, y formas que pierden el
caracter esférico, caracteristico de las particulas de Ag. Se observé la formacion de Nps,
con tamafios menores a 10 nm en los sistemas Ag:Cu, con excepcion del sistema 25:75, con
particulas mayores de 30 nm.
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5.6. Pruebas microbiolégicas

5.6.1.Caracterizaciéon de cepas microbianas para las pruebas.

Para saber si las Nps sintetizadas presentaban actividad antimicrobiana, en primer lugar
se caracterizaron los microorganismos empleados en dichas pruebas.

Se emplearon muestras bacterianas de S. aureus y E. coli con certificacion ATCC25923 y
ATCC25922, respectivamente; a ambas cepas se les aplico tincion de Gram y se observaron
en microscopicamente para corroborar la morfologia de las bacterias y su caracterizacion
mediante la tincién de Gram, asi como para observar que no existiera contaminacién. En
el caso del hongo, no cuenta con esta certificacion y el estudio corrobor6é que la muestra
fuera acorde con las caracteristicas generales o basicas del A. niger. Se pudo corroborar que
las muestras no se encontraban contaminadas, ya que las muestras en su totalidad estaban
conformadas solo por microorganismos concordantes con los microorganismos
correspondientes.

Staphylococcus aureus

En las imégenes de la figura 52a se puede observar que las muestras estan compuestas por
cocos de coloracién azul, la cual corresponde a microorganismos Gram-positivos. Para
mejorar la observacion de la muestra se emple6 un microscopio confocal para ver con
mayor detalle su morfologia (Fig. 52b).
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Fig. 52. Micrografias de microscopio 6ptico (a) y confocal (b) de la muestra de S. aureus ATCC25923.

Escherichia coli

Se pudo observar que las muestras se encontraban compuestas por bacilos con coloraciéon
roja debido a la tincion de Gram-negativa, como se aprecia en la figura 53a; la morfologia
se puede apreciar mejor en la imagen del microscopio confocal (Fig. 53b).

Fig. 53. Micrografias de microscopio dptico (a) y confocal (b) de la muestra de E. coli ATCC25922.
Aspergillus niger
En la figura 54a se puede observar que la morfologia del hongo empleado se compone de
filamentos compuestos por hifas, en la terminacion de los filamentos presentan vesiculas

donde se encuentran las fidlides, de donde se desprenden los conidios. En el microscopio
confocal solo se puede observar las hifas y restos de los conidios.
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Aspergillus sp. Penicillium sp.
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Fig. 54. Esquema estructural del Aspergilius sp. y Penicillium sp (a). Micrografia de microscopio éptico de A. niger (b).
Micrografia de microscopio confocal del A. niger.

5.6.2.Prueba de halo de inhibicion.

Se realiz6 esta prueba para seleccionar las muestras en las que se evaluardn la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima letal (CML),
identificando aquellas que tienen accién antimicrobiana en E. coli.

En esta prueba se coloca un disco de papel en el centro sin Nps o el bioreductor para
corroborar que el papel no interfiera en la inhibiciéon (Bco). En la figura 55a se puede
observar que las Nps sintetizadas con el extracto de la hoja seca de Ricinus communis no
present6 actividad antimicrobiana, atin aquellas conformadas en su totalidad por plata, y
que presentan difusién en el disco, observada por la coloracién en la cepa, no presentd
inhibicién del crecimiento bacteriano, por lo que se sintetizaron Nps con el extracto de la
hoja fresca.
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Fig. 55. Cajas petri con pruebas de halo inhibitorio para cepa E. coliy Np’s sintetizadas con hoja seca (a) y hoja fresca
de Ricinus communis (b). Hs-Ricinus comunis seca. Ag-plata. Bco-Blanco. Hf- Hs-Ricinus comunis fresca. Sistemas Ag:Cu
10:90, 25:75: 50:50.

Las Nps sintetizadas con el extracto de la hoja fresca en la figura 55b tienen una clara
accion antimicrobiana ya que se observa la inhibicién con un radio inhibitorio de 3.6, 3.1,
25 y 29 mm alrededor de los discos impregnados con Ag, 50:50, 25:75 y 10:90
respectivamente. En ambas sintesis el disco impregnado con el extracto de Ricinus
communis, ya sea seca (Hs) o fresca (Hf), no presentan halo inhibitorio. En base a ello
puede plantearse la posibilidad de que, las Nps obtenidas con el extracto de la hoja seca
queden atrapadas por biomoléculas de la Ricinus comunis, formando aglomerados que
evitaron la difusiéon de las Nps, por lo que presentaron un resultado negativo en estas
pruebas.

5.6.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI).

Se llevaron a cabo pruebas por triplicado para la CMI con las Nps sintetizadas mediante el
extracto de la hoja fresca, acorde a la metodologia (pagina 73), debido a que presentaron
acciéon antimicrobiana en la prueba de halo inhibitorio.

Al estudiar las placas de la figura 56 se comprobdé que las muestras no estuvieran
contaminadas, observando que los pozos de la columna 1 (control negativo), que solo
contiene el medio de cultivo no tuviera turbidez, lo que indica que no hay crecimiento de
microorganismos que pudieran haber contaminado la caja. En la columna 12 (control
positivo) se corroboré que los microorganismos crecieron en el medio de cultivo y las
condiciones de incubacién observando la presencia de turbidez en cada cepa evaluada. El
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pocillo con el extracto de la hoja empleado para la sintesis de Nps present6 turbidez en los
tres casos, lo que corrobora los datos de la prueba de halo inhibitorio en la que se observa
que no tiene efecto microbicida para S. aureus. Para el cobre se observé una turbidez muy
tenue en la alicuota de las Nps (columna 2, Fig. 56b), lo que indica que no presenta accion
antimicrobiana, al igual que el extracto de la hoja fresca. Se pudo observar que la CMI
parece aumentar a medida que aumenta la concentracién de plata en las nanoparticulas
sintetizadas por la falta de turbidez en los pocillos.
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Fig. 56. Cajas con pocillo (200pl, 5x10° UFC/ml) de S. aureus (a) y A. niger (b). En columnas: C- control negativo (solo
caldo de cultivo). M muestra. D1-D9 dilucién 1-9. C+ control positivo (Cepa y caldo de cultivo). En filas: las soluciones
de nanoparticulas que se estan evaluando.

Las placas de la CMI se esquematizan en las tablas 11-13, donde se encuentra en verde los
parametros estudiados como son los sistemas que contienen a las Nps, los controles y las
diluciones de las nanoparticulas, en rojo la rotulacién de las placas y en azul los resultados
para cada pocillo donde C significa que la solucién no presenta turbidez y por lo tanto no
tiene crecimiento microbiano, la T sefiala la presencia de turbidez. Los resultados se
resumen en la tabla 14.

S. aureus

Tabla 11. Esquematizacion de los resultados en placas con micropocillos para S. aureus. Coloracion verde-parametros,
roja-cerigrafia en la placa, en azul resultados de presencia (T) o ausencia (C) de turbidez.

C- [ Nps | 'D]| 2D | D | #D | 5D | D | 7D | D | 9D | C+
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Sistemas
Hf A | C T T T T T T T T T T T
Cu B C T T T T T T T T T T T
10:90 c | C C C T T T T T T T T T
2575 D | C C C T T T T T T T T T
50:50 E C C C T T T T T T T T T
Ag F C C C C C T T T T T T T
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E. coli

Tabla 12. Esquematizacion de los resultados en placas con micropocillos para E. coli. Coloracion verde-parametros,
roja-rotulacion en la placa, en azul resultados de presencia (T) o ausencia (C) de turbidez.

C- [ Nps | °'D | 22D | 3D | #D | 5D | D | 7D | D | D | C+
Wil 1 % 3 4 5 4 7 8 9 10 | 11 12
Sistemas
Hf A | C T T T T T T T T T T T
Cu B C T T T T T T T T T T T
10:90 C C C T T T T T T T T T T
2575 D | C C T T T T T T T T T T
50:50 E C C C T T T T T T T T T
Ag F C C C C T T T T T T T T
A. niger

Tabla 13. Esquematizacion de los resultados en placas con micropocillos para A. niger. Coloracion verde-parametros,
roja-cerigrafia en la placa, en azul resultados de presencia (T) o ausencia (C) de turbidez.

C- | Nps | °'D | 2D | 3D | 4D | 5D | 6D | 7D | D | 9D | C+
NFIet 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
Sistemas
Hf A | C T T T T T T T T T T T
Cu B C T T T T T T T T T T T
10:90 C C C T T T T T T T T T T
2575 D C C C T T T T T T T T T
50:50 E C C C C T T T T T T T T
Ag F C C C C T T T T T T T T

En la tabla 14 se identifica la CMI (columna Ag/Cu), de cada sistema evaluado (columna
Mtra.) en ng/ml, identificando el ntiimero de dilucién (columna ID) y el namero de pocillo,
en las cepas de: S. aureus, E. coli y A. niger.

Tabla 14. Concentracion del metal en Nps (ug/ml), para la CMI de sistemas: Hf (extracto 1/10 de Ricinus communis),
Cu, 10:90, 25:75, 50:50 y Ag, evaluados en las cepas de S. aureus, E. coliy A. niger.

S. aureus E. coli A. niger

. Ag:Cu . Ag:Cu . Ag:Cu
Mtra. ID Pocillo (s ) ID Pocillo (= i) ID | Pocillo (s )
Hf - - - - - - - - -
Cu = = = = = = = = =
10:90 1°D 3 2.45:13.00 | Nps 2 490:26.00 | Nps 2 4.90 : 26.00
25:75 1°D 3 6.13:10.83 | Nps 2 12.26:21.66 | 1°D 3 6.13:10.83
50:50 1°D 3 1226:722 | 1°D 3 1226:722 | 2°D 4 6.13 :3.61
Ag 3*D 5 6.13 2°D 4 12.26 2°D 4 12.26
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5.6.4.Concentraciéon minima letal (CML).

La prueba de CML se realiz6 de acuerdo a la metodologia de la pagina 75. Se prepararon 5
cajas Petri para cada cepa (A. aureus, E. coli y A. niger), asignando una caja por sistema (Cu,
10:90, 25:75, 50:50 y Ag). Se tomaron alicuotas de las pruebas de CMI con ayuda de una
micropipeta de 200ul y puntas esterilizadas (una por pocillo), colocando gotas en las
secciones marcadas, extendiéndolas al centro, con ayuda de asas microbianas,
esterilizando entre cada uso y cambiando de asa para cada cepa.

En las placas Petri para S. aureus, de la figura 57, se asigné el blanco (seccién sin muestra) a
C- (control negativo), el control positivo (pocillo 12 de CMI) a C+, Np’s al pocillo con 100
ul de la sintesis (pocillo 2), 1°D, 2°D y 3D, son las diluciones sucesivas (pocillos del 3 al 5).
Las placas pertenecen a los sistemas: Cu (a), 10:90 (b), 25:95 (c), 50:50 (d) y Ag (e).

= S. Aureus e
g A N 2 S. Aureus SN

c(2575)

d(50:50)

Fig. 57. Pruebas de CML para S. aureus para: a)Cu, b) Ag:Cu 10:90, c) 25:75, d50:50, e) Ag. C+ control positivo, C-
control negativo, Np’s alicuota de nanoparticulas, X® D es el nimero de dilucién.

Se observé que Nps con la misma CML, la cantidad de colonias en cada caso difiere
drasticamente, como se observa en las imdgenes 57c, con respecto a 57d y 57e.

En la tabla 15 se presentan las CMI y CML de las muestras, en la cepa de S. aureus los
valores de CMI son la mitad de CML para las muestra 25:75 y 50:50; en la Ag es mucho
menor la CMI y en el caso de la 10:90 no presenta CML. La concentracion de Ag en la CMI
del sistema 10:90 es mucho menor a la de las Nps de Ag solas, lo que no sucede en los
sistemas 25:75 y 50:50, esto se puede atribuir al tamafio de las particulas del sistema 10:90
(X=18 nm), que puede permitir mayor interaccién con las bacterias y la baja concentracién
de Ag no permite la destruccién de la bacteria. La CML y la concentracion de Ag en los
sistemas 25:75 y 50:50 es menor al de la CML de las Nps de Ag solas.
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Tabla 15. CMI y CML (ug en un pocillo de 200 pl y pg/ml) para los sistemas Hf (extracto 1/10 de Ricinus communis), Cu,
10:90, 25:75, 50:50 y Ag, evaluados en las cepas de S. aureus, E. coli y A. niger (5x10°UFC/ml).

1D CMI CMI CMI CMI ID CML CML CML CML
(ng) Ag:Cu | (ug/ml) Ag:Cu (ng) Ag:Cu (ng/ml) Ag:Cu
(1g) (ng/ml) (1g) (ng/ml)

S. aureus
R. - - - - - - - - - -
communis
Cu - - - - - - - - - -
10:90 1D | 3.06 | 0.49:2.60 15.45 2.45:13.00 - - - - -
25:75 1*D | 340 | 1.23:2.17 16.96 6.13:10.83 Nps | 6.78 2.45:4.33 33.92 12.26 : 21.66
50:50 1°D | 3.89 | 245:1.44 19.48 12.26:7.22 | Nps | 7.79 4.90:2.89 38.96 2452 :14.44
Ag 32D | 1.23 1.2258 6.13 6.13 Nps | 9.81 9.81 49.03 49.03
E. coli
R. - - - - - - - - - -
communis
Cu - - - - - - - - - -
10:90 Nps | 620 | 0.98:5.20 30.90 490:26.00 | Nps | 6.17 0.98:5.19 30.90 4.90 : 26.00
25:75 Nps | 6.78 2.45:4.33 33.92 12.26:21.66 | Nps | 6.78 245:4.33 33.92 12.26 : 21.66
50:50 12D | 3.89 | 245:1.44 19.48 12.26:722 | Nps | 7.19 4.90:2.89 38.96 2452 :14.44
Ag 22D | 245 2.4516 12.26 12.26 22D | 245 2.45 12.26 12.26
A. niger
R. - - - - - - - - - -
communis
Cu - - - - - - - -
10:90 Nps | 6.18 | 0.98:5.20 30.90 490:26.00 | Nps | 6.18 0.98:5.20 30.90 4.90 : 26.00
25:75 1*D | 340 | 1.23:217 16.96 6.13:10.83 1*D | 3.40 1.23:2.17 16.96 6.13:10.83
50:50 22D | 295 1.23:0.72 9.74 6.13 :3.61 1°D | 3.89 245:1.44 19.48 12.26 :7.22
Ag 22D | 245 2.45 12.26 12.26 22D | 245 2.45 12.26 12.26

En E. coli se aprecia que la CMI y CML es la misma para todos los casos, con excepcién del
sistema 50:50, que tiene el doble de CML. Las concentraciones de Ag para la CMI son de
6.13 ng/ml (excepto 10:90), los resultados sugieren que la concentracién de Ag condiciona
la inactivacion de la bacteria. En el sistema 10:90 la CMI es mayor a la de las Nps de Ag,
pero la concentracién de Ag empleada en la sintesis es menor.

En el A. niger se observa que la CMI y CML son las mismas (excepto 50:50) como se vio en
E. coli. La CMI del sistema 50:50 es menor a la de las Nps de Ag. En todos los casos de CMI
y CML la concentracién de Ag necesaria para la sintesis es menor a la de las Nps de Ag.

Los resultados obtenidos muestran la influencia del contenido de Ag y Cu en las
propiedades microbiolégicas de las Nps sintetizadas [115].

Se ha reportado la sintesis de Ag con materiales biol6gicos como hongos y raices, entre
otros donde se reportan CMI para S.aureus desde 0.35 a 25 pg/ml, E. coli de 0.4 a 50 pg/ml
y A. niger 16 ng/ml [5, 116-119], al contrastar estos datos con los obtenidos en la presente
tesis, se confirma el potencial del método de sintesis para obtener Nps con actividad
antimicrobiana de manera econémica.
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La falta de estandarizacion en los analisis de CMI y CML dificulta una comparacion
rigurosa entre diferentes estudios, pues las mismas Nps aplicadas a diversos cepas de
referencia (ATCC, MTCC, etc.), pueden presentar valores muy diferentes de CMI y CML,
como es el caso reportado de particulas de Ag y Cu, con CMI desde 40 y 140 pg/ml, hasta
180 y 220 ng/ml, para diferentes cepas de referencia de E coli [43].
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

Las sintesis realizadas con el extracto acuoso de la hoja seca de Ricinus communis, no
presentan propiedades antimicrobianas, mientras que el extracto con la hoja fresca
presenta estas propiedades.

Se determiné el uso de la dilucién 1/10 del extracto acuoso, obtenido de la hoja fresca de
Ricinus communis, como el adecuado en base a la estabilidad de las particulas, en las
distintas soluciones de los sistemas Ag:Cu ya que presenta una absorciéon menor a 1
(intensidad de absorcién promedio de 0.5). Datos vistos en las pruebas previas con la
metodologia donde se emplea el extracto de la hoja seca.

”w .

La relacién 1:10 en volumen de: “solucion Ag:Cu”:”extracto acuoso (1/10)”, en las sintesis
con hoja de Ricinus communis fresca, formé Nps mecénicamente estables, en las soluciones
de sintesis. Estudios previos con el extracto acuoso de la hoja seca, determiné esta relacion
con la mayor estabilidad, en relaciones 1:1 y menores, las muestran precipitan en 3 horas o
menos, por la formacién de particulas de gran tamafio, que se confirman por imégenes de
TEM.

Los espectros ultravioleta visible, obtenidos en las sintesis con la hoja fresca aumentan la
absorbancia en el rango de 500 - 800 nm, a medida que aumenta la concentracién de plata
en el sistema.

Se observa que la sefal en 405 nm, para los sistemas Ag:Cu, incrementa su intensidad al
aumentar la concentracién de la Ag. Las nanoparticulas con mayor concentracién de cobre
presentan una senal perfilada desde los 5 minutos, caso contrario a la sefial en 442 nm para
la plata, donde se ve un mayor perfilamiento de la sefial con el tiempo, presentando un
plasmon clésico para nanoparticulas de Ag esféricas.

En los sistemas de nanoparticulas con mayor concentracion de Cu 10:90 y 25:75, se
observan sefiales entre 645y 703.

El espectro de IR muestra interaccion entre el extracto acuoso y las particulas formadas en
las sefiales entre 1600 - 1500 cm?, mostrando una sola sefal en sistemas con un solo tipo
de particulas y desdoblandose en dos sefiales més definidas e intensas conforme aumenta
el contenido de Ag en los sistemas Ag:Cu.

El SEM permiti6 corroborar la presencia de Agy Cu con la técnica acoplada de EDS, se
observ6 que la concentracion de Ag detectada en las Nps, aumenta conforme se aumenta
la relacion en volumen de la Ag en la solucién precursora, pero no mantiene la relaciéon
Ag:Cu de la solucién precursora.
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La formacién de particulas con tamafos menores a 100 nm empleando el extracto acuoso
de Ricinus communis, se corrobora mediante imagenes de TEM.

El sistema 10:90, muestra el mejor desempefio en el control del tamafio y la morfologia de
las particulas con un tamafio promedio de 18 nm, aumentando tamafio y polidispersidad
para el sistema tema 25:75.

Los patrones de difraccion obtenidos presentan sefiales adjudicadas a Agy Cu.

Se confirma el crecimiento de cepas bacterianas (S. aureus y E. coli) y fangicas (A. niger) sin
contaminacién por tinciéon de Gram (bacterias), mediante la observacién con microscopio
6ptico y confocal.

Todos los sistemas Ag:Cu, presentan accién antimicrobiana para la prueba del halo
inhibitorio con E. coli.

Todos los sistemas Ag:Cu presentan CMI y CML en las 3 cepas, con excepcion del sistema
10:90 que no presento CML para la cepa de S. aureus.

El cobre y el extracto de Ricinus communis (1/10), no presentan accién antimicrobiana en
las cepas.

La sintesis de nanoparticulas, a partir de los sistemas Ag:Cu, empleando el extracto acuoso
de Ricinus communis (1/10), forma particulas menores a 100 nm, con la presencia de Agy
Cu en los sistemas, presenta propiedades antibacterianas y antifingicas, lo que sugiere la
comprobacién de la hipétesis.
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ANEXOS
ANEXO1
Cdlculo de la concentracion de Ag y Cu en las muestras.

Para conocer la cantidad de metal en pg/ml se emplea la ecuacion

pg/ml del metal = ((ml de solucion precursora) (ﬁ)) (%f) (PM)(1000000)

ng/ml del metal = (m% AgNO; (1?(?;:1/2» (é) (m%) (1000000ug/4)

Doénde:

ml de solucién precursora: son los ml de AgNO; 0 CuSO425H>O que se emplea, su valor es
de 1 para un célculo de 11ml de volumen final y en el caso de 10:90, 25:75 y 50:50
corresponde a 0.1, 0.25 y 0.5 ml de AgNOs y 0.9, 0.75 y 0.5 de CuSO4*5H.0O
respectivamente.

M: Es la molaridad de las soluciones y en todos los casos es de 0.01M.

Vi: es el volumen final resultante de una relacion 1:10 de los voliimenes del precursor y del
extracto del bioreductor, es decir 1ml + 10ml = 11ml.

PM: es el peso molecular o masa atémica del metal en cuestiéon. PMag=107.8682 g/mol,
PMc,=63.546 g/mol.

El primer término obtiene lo moles tomados de la solucién precursora y se divide entre mil
para expresar los moles en ml, en el segundo término se calcula la molaridad de la
solucién en la sintesis (Volumen final), en el tercer término se calculan los gramos a partir
de la masa atémica y en el Gltimo término se convierten a la expresién de pg/ml.

Asi para los sistemas de Nps sintetizadas se tiene una concentracién de:

Tabla 16. Concentraciones de los metales para los sistemas sintéticos (nug/ml o mg/L).

Cu 10:90 25:75 50:50 Ag
Ag Cu Ag Cu Ag Cu
pg/ml 57.769 9.8062 | 51.992 | 24.5155 | 43.3268 49.031 | 28.8845 | 98.062
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ANEXO 2

Nanoparticulas sintetizadas con el extracto de hoja seca de Ricinus communis.

1.1. Espectroscopia ultravioleta-visible.

1.1.1. Determinacioén de la concentraciéon adecuada de Ricinus communis.

Se determiné la concentraciéon adecuada del bioreductor para las sintesis reduciendo las
soluciones precursoras (Ag:Cu), empleando el volumen correspondiente del extracto
acuoso de Ricinus communis directamente, asi como en diluciones a razén de: 1/10 y
1/100 en los diversos sistemas planteados, razén por la que en solo en este apartado se
empled de referencia una celda con agua para observar las absorbancias del extracto de
Ricinus communis. Al emplear el extracto directamente se satura la sefial del uv-vis, en el
caso de la dilucién 1/100 la sehal azul de la figura 58 correspondiente a la muestra Ag:Cu
25:75 a las dos horas no se aprecia una formacién de plasmoén después de 400 nm, en el
caso de la dilucién 1/10 correspondiente a la sefial verde se observa que la muestra toma
una tonalidad café oscura (Fig. 61a.) que indica la reduccién de los iones provenientes de
las sales precursoras a metales de valencia cero (MY), el espectro presenta una absorbancia
media de 0.5, se puede apreciar la formacién de una sefial alrededor de 560 nm que podria
corresponder a la formacion de Nps de Ag:Cu, se establece ésta dilucion (1/10) del
extracto acuoso para realizar las sintesis de Np’s en los diversos sistemas de sintesis
debido a la intensidad y presencia del espectro observado.

Ag:Cu 25:75

— H1a100 H 110 | 3
PR 110

——H1z10
2ETENON0IZHrs

2ETEH0I00IZHrs

AgiCu 2575
H 10| b
PR 110

o -OH
U
HO -~ O 2y~

/

\\r, :

oH ©

Fig. 58. Espectro Uv-vis de Higuerilla diluida 1:100 (negro), 1:10 (rojo), nanoparticulas a 2H. con relaciéon Ag:Cu 25:75

obtenida por reduccion con higuerilla diluida 1:10 (verde) y 1:100 (azul). A la derecha: imagenes de las muestras. a)

Ag:Cu 25:75 con relacion Precursor:Reductor 1:10 con la dilucién del extracto 1/10. b) Ag:Cu 25:75 con relacién P:R
1:10 con la dilucién del extracto 1/100. c) Estructura de la flavanona.
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Las sefiales presentes por debajo de 400 nm que se aprecian claramente en las muestras de
Ricinus communis (1/100, 300 nm y 357 nm) y 25:75 (1/100, 346 nm), corresponden a las
reportadas para flavonoides como el de la figura 65c que corresponde a la flavonona, estas
presentan dos bandas de absorcién, una banda de absorcién maxima BI entre 320-385 nm
que se debe a la absorcion del anillo B y una banda mas intensa BII de 250 a 285 nm debida
a la absorcion del al anillo A [120].

1.1.2. Determinacién de la relacion en volumen del precursor Ag:Cu y extracto
bioreductor de ricinus communis.

Se sintetizaron Np’s a partir de la dilucién 1/10 del extracto acuoso de Ricinus communis
propuestas en la tabla de la metodologia (Tabla 9) que plantea las reducciones de los
precursores mediante la combinacién de un volumen de la solucién precursora (Ag:Cu
10:90, 25:75, 50:50) por 0.25, 0.5, 1, 5 y 10 veces dicho volumen del bioreductor (Ricinus
communis 1/10) , de las cuales se muestran las imagenes al cabo de 6 horas de reaccién (Fig
59)

Precursor : Extracto bioreductor
1:0.25 1:05 1:1 1:5 1:10

Precursor
Ag: Cu
10: 90

Ag: Cu
50: 50

Fig. 59. Muestras de Nps obtenidas por diversas relaciones de volumen: precursor:extracto (columnas) ; precursores
Ag:Cu (filas).
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Se observa que para las diversas relaciones de Ag:Cu, que al aumentar la relacién del
volumen de bioreductor con respecto al de los precursores se tiene una mayor estabilidad
ya que a relaciones menores que 1:5, las muestras precipitan antes de las 6 horas, mientras
que las muestras 1:5 y 1:10 permanecen en suspension, también se puede apreciar que al
aumentar la cantidad de plata en el precursor se puede observar una mayor intensidad de
color en la muestra, lo que podria sugerir que al tener una mayor cantidad de plata, la cual
se reduce més facilmente se pueden generar una mayor cantidad de semillas que darfan
lugar a la formacién de mas particulas con menor tamafio permitiendo que estas
permanezcan en suspension, mientras que en aquellas que precipitan se puede inferir la
formacién de aglomerados y particulas mds grandes mismas que se observaron en
imagenes de microscopia posteriormente.

Se realiza en anélisis por espectroscopia ultravioleta visible para las muestras con 0.5 (Fig.
60), 1, 5y 10 (Fig. 61) veces el volumen de la solucién precursora.

En el espectro de la Figura 60 se observa que en el sistema sintético con 0.5 veces el
volumen del bioreductor con respecto a la solucién precursora, la reduccién de las
particulas para las relaciones Ag:Cu 10:90 y 25:75 presentan dos sefiales principales
(alrededor de los 400 nm y de 500-600 nm), las cuales a mayor contenido de plata en la
solucién precursora aumenta la longitud de onda a la que se presenta la sefial, llegando a
tener una sola sefial a 493 nm en la sintesis con solucion precursora Ag:Cu 50:50.

0.8+

493 nm
108010.513h

2575l0.513h
0.7+ 505010.511h

H

425 nm

0.6+
425nm 507 nm

0.54

Absorbancia

414 nm
414 nm 567 nm

0.4
N 567 nm

0.3+

T T T T |
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Fig. 60. Espectro Uv-vis de nanoparticulas Ag:Cu (10:90, 25:75, 50:50) en el sistema de un volumen de solucion
precursora por 0.5 veces el volumen de Bioreductor.

El corrimiento de la sefial por el aumento de Ag en la solucién precursora también se
observa en la sintesis con 10 veces el volumen del bioreductor en la figura 61, ademas se
puede observar que a esta relacion de volumen se obtiene una sola sefial para cada
sistema.
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Fig. 61. Espectro uv-vis de nanoparticulas Ag:Cu (10:90, 25:75, 50:50) en el sistema de un volumen de solucion
precursora por 10 veces el volumen de Bioreductora las 6 horas de reaccién.

En la tabla 17 se presentan los tiempos de absorcion maximos y las longitudes de onda

presentadas para los diversos sistemas sintéticos:

Tabla 17. Sefiales de absorcién en uv-vis de los sistemas Ag:Cu y Precursor: Extracto acuoso (1/10) a 6 horas.

PRECURSOR | PRECURSOR:EXTRACTO Tiempo A
Ag:Cu (1/10) Abs - Max Abs - Max

10:90

25:75

50:50

1:10

3h

3h

>6h

>6h

3h

3h

>6h

>6h

1h

3h

>6h

>6h

414 ; 567
409 ; 595
409 ; 606

409

425 ; 507
414 ; 509
504

466

493
499
495

480
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Se puede observar que los espectros con dos sefiales pertenecen a sintesis con mayor
cantidad de Cu y menor volumen del bioreductor, esto se puede deber a una mayor
competencia de Nps de Ag con respecto a las Nps del sistema Ag:Cu dando dos sefiales,
mientras que los espectros con una sola sefial se pueden adjudicar a una mayor estabilidad
en la formacién de una especie de Nps Ag:Cu del sistema.

Debido a la estabilidad presentada asi como al interés de emplear un método sintético que
presente una menor repercusiéon ambiental se decidié tomar la relaciéon de volumen 1:10
(precursor:bioreductor) para realizar las pruebas microbiolégicas, en las cuales se
observaron resultados negativos para éste sistema sintético que emplea la hoja seca de
ricinus comunis para obtener el extracto, por lo que se realiz6 una sintesis con el extracto
obtenido de la hoja fresca.

1.2. Microscopia electronica de barrido (SEM) 25:75.

Se observan cimulos de Nps (puntos brillantes), presentan variaciones en su composiciéon
quimica de Ag:Cu con respecto a las cantidades empleadas en la sintesis, aunque presenta
valores cercanos, como se puede apreciar en los analisis de la muestra 25:75 (Fig. 65 e, f),
estas variaciones se pueden deber a la forma en que se estan organizando las Nps, asi
como a la seccién en que se lleva a cabo el andlisis elemental. Siendo posible que se
encuentre una mayor cantidad de plata en la superficie de las Nps, lo cual podria
aumentar la sefial de la misma en el % de peso para el anélisis elemental EDS.

Las micrografias de las figuras 62a y 62b muestran que las particulas quedan embebidas
dentro de aglomerados grandes, por lo que se podria pensar que ésta puede ser la razén
por la cual a pesar de formar Nps pequefias, no presentan accién antimicrobiana, ya que al
quedar embebidas no pueden interactuar con los microorganismos.
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Fig. 62. Microanalisis elemental de las Np’s de Ag:Cu 25:75 para un volumen 1:10 de Precursor:Bioreductor. Area de
analisis en cuadro rojo (a,b), espectro EDS (c,d) y porciento en peso (e, f).

1.3. Microscopia electrénica de transmision (TEM).

Esta técnica permite observar la morfologia, tamafio y composicion de las particulas
(patréon de difraccién), se observan unas muestras sintetizadas con la hoja de Ricinus
communis seca para corroborar tamafios de particulas en aquellas que precipitan, asi como
una de las muestras que presentaron resultados negativos en el andlisis antimicrobiano,
estas muestras son de los sistemas con relacion precursor:bioreductor 1:0.25 y 1:10
respectivamente, la soluciéon precursora empleada es Ag:Cu 25:75 en ambos casos.

1.3.1.Sistema Ag:Cu 25:75; precursor:bioreductor 1:0.25.

De entre las muestras que presentaron precipitacion antes de las 3 horas, se observé la
muestra Ag:Cu 25:75 con una relaciéon precursor:reductor 1:0.25 (Fig. 63), en el cual se
observa una gran polidispersidad en las particulas con tamafios que rondan de los 30 nm a
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los 250 nm con algunas particulas que alcanzan hasta los 290 nm (Fig. 63 c y d), asi como la
formacion de nanoalambres de dimensiones que superan las 5 micras de largo (Fig. 63 a'y

b), al igual que aglomerados de particulas de gran tamafio, lo cual repercute en la
estabilidad de la solucién, razén por la cual la muestra precipita.

Frecuencia (%)

Frecuencia (%)
&

| " d
20 - —
X =80 nm
8 E
: o= 50nm
6
10
4
5
o | -- [ o - .---— —
10 10 30 50

30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270
Tamaiio de particula (nm) Tamaiio de particula (nm)

Fig. 63. Micrografia de muestra Ag:Cu 2575; precursor:bioreductor 1:0.25 (a,b) histograma de frecuencias para las
micrografias (c,d)

En la figura 64b se puede observar polimorfismo en el que predominan particulas esféricas
a razén de que el tamafio de las mismas disminuye obteniéndose Nps de alrededor de 5
nm para las particulas vistas en la micrografia.
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Fig. 64. Micrografia de muestra Ag:Cu 2575; precursor:bioreductor 1:0.25 (a,b) histograma de frecuencias para las
micrografias (c,d).

Al obtener el patrén de difraccién para esta muestra (Fig. 65) se pueden observar
distancias interplanares que se adjudican a los planos cristalinos de la plata y del cobre al
relacionarlas con las tarjetas de difraccién 03-065-8428 para plata y 01-070-3038 para cobre,
lo cual confirma la presencia de estos en las particulas observadas.

Fig. 65. Patron de difraccion de muestra Ag:Cu 25:75; precursor:bioreductor 1:0.25.

1.3.2. Sistema Ag:Cu 25:75; precursor:bioreductor 1:10.

En el caso de esta muestra en la figura 66 se puede observar una mayor formacién de Nps
en el rango de 5 nm con una cantidad importante en alrededor de los 27.5 nm se aprecia
polimorfismo que tiende a particulas esféricas en razén de un menor tamano de las
particulas. La mitad de estas particulas estan en el rango de los 15 a 40 nm (Fig. 67),
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confirmando que el uso de una mayor cantidad del bioreductor permite un control mayor
en el tamafio y la dispersidad de las particulas.

R

-~ 50 nm
e, A i 1 - ok
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Fig. 66. Mlcrograflas de muestra Ag:Cu 25:75; precursor:bioreductor 1:10.
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Fig. 67. Histograma de frecuencia para las particulas del sistema Ag:Cu 2575; precursor:bioreductor 1:10.

Fig. 68. Micrografia para el sistema Ag:Cu 2575; precursor:bioreductor 1:10. b patrén de difraccion de las particulas en
la micrografia a.

El patron de difraccion en la figura 68 presenta distancias interplanares que se pueden
adjudicar a la presencia de Ag y Cu en la muestra.
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ANEXO 3

Tarjetas cristalograficas.

Ag

Pattern : 03-065-8428 Radiation = 1.540600 Quality : Calculated

Ag d(A) i h k 1
2.38330 999 1 1 1
2.06400 458 2 0 0
1.45947 227 2 2 0

Silver 1.24464 225 3 1 1
1.19165 62 2 2 2
1.03200 26 4 0 0
0.94703 78 3 3 1
0.92305 74 4 2 0
0.84262 63 4 2 2

Lattice : Face-centered cubic Mol. weight = 107.87
S.G.: Fm-3m (225) Volume [CD] = 70.34
a= 4.12800 Dx = 10.185

Z= 4 licor= 17.26

NIST M&A collection code: A 211 49095 12/

Temperature factor: TF TF was not given, B set to 1.000 for calc.
Analysis: Ag0.996 Bi0.004

Sample preparation: Prepared by rapid cooling of stoichiometric melt.
Remarks from ICSD/CSD: Metastable phase. Solute Ag1-xBix, x= 0-0.04, a=
4.086-4.128, linear dependence, (information taken from figure)

Data collection flag: Ambient.

Predel, B., Bankstahl, H., Z. Metallkd., volume 67, page 793 (1976)
Calculated from NIST using POWD-12++

Radiation : CuKa1 Filter : Not specified
Lambda : 1.54060 d-sp : Calculated spacings

SS/FOM : F9=1000(0.0001,9)
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Pattern : 01-070-3038

Cu

Copper

Copper

Lattice : Face-centered cubic
S.G.: Fm-3m (225)

a= 3.62500

ICSD collection code: 053246

Test from ICSD: REF Current Science.

Radiation = 1.540600

d(A)
2.09289
1.81250

1.28163
1.09298

Mol. weight = 63.55
Volume [CD] = 47.63
Dx = 8.861

Dm = 8.930

WVicor= 887

Test from ICSD: REF Acta Crystallographica A (24,1968-38,1982).
Test from ICSD: ACACB 25 (1969) 676-682.
Test from ICSD: CLAS m-3m (Hermann-Mauguin) - Oh (Schoenflies).

Test from ICSD: PRS cF4.
Test from ICSD: ANX N.
Test from ICSD: WYCK a.

Remarks from ICSD/CSD: REM M Cell from 2nd reference: 3.61491 at RT,

3.61536 at 308

Remarks from ICSD/CSD: REM

3.61638 at 328 K.

Remarks from ICSD/CSD: REM M PDF 00-004-0836.

Test from ICSD: No R value given in the paper. (Code 51).

Test from ICSD: At least one temperature factor missing in the paper. (C
Additional pattern: See PDF 01-085-1326.

Data collection flag: Ambient.

Srinavasa-Rao, S., Anantharaman, T.R., Curr. Sci., volume 32, page 262 (1963)

Calculated from ICSD using POWD-12++

Radiation : CuKa1
Lambda : 1.54060

SS/FOM : F4=1000(0.0000,4)

Filter : Not specified

d-sp : Calculated spacings

999
427
172
157

>

WNN =

=

“NO -

200~

Quality : Calculated
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Abstract
This work demonstrates an efficient, low-cost and environmentally friendly synthetic method of
Ag/Cu bimetallic nanoparticles (NPs), which allows taking advantage of renewable resources,
using Ricinus Communis leaf extract as bioreducing and passivating agent. By varying the metal
salt precursors of AgNO3 and CuSO,4.5H,0 concentrations, the stable bimetallic NPs were
obtained. The Ag/Cu bimetallic NPs were characterised using ultraviolet-visible absorption
spectroscopy (UV-vis), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray dispersive
energy spectroscopy (EDS), and scanning and transmission electron microscopy (SEM and
TEM). In all cases, the particles size is less than 100 nm. The 10:90 Ag/Cu system has the best
control of morphology (spheroid) and size in range of 10-25nm (X = 18 nm, o = 9). Selected
area electron diffraction patterns (SAED) are in concordance with JCPDF cards for silver and
copper face-centered cubic (fcc) crystal structures. Microbiological susceptibility was tested by
disc diffusion, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal lethal concentration
(MLC) methods, with the following microorganism strains: Staphylococcus aureus (gram -+),
Escherichia coli (gram —) and Aspergillus niger (fungus). The MIC concentration for the three
strains was found to range from 1.25 to 2.45 g and the MLC allowance ranges from 2.45 to
9.81 pg.

Keywords: bimetalic nanoparticles, green nanosynthesis, bionanotechnology, Ricinus communis
Classification numbers: 2.04, 4.02

1. Introduction which reduces the necessary material and demanded energy.
It has potential applications in various areas of study and
industrial processes such as chemistry, biology, medicine,

health, biomedical science, catalysis, electronics, environ-

Nanostructured metallic materials have been of great interest
because the control of their size, distribution, structure,

morphology and medium composition, allows absorbing and
dispersing the energy of the medium in a different way
compared to that in microscopic materials, changing drasti-
cally physical, chemical, mechanical, magnetic, biological,
optical, electrical, physicochemical and catalytic properties
[1, 2]. This allows the design of materials for specific needs,

2043-6262/20/025018--09833.00

ment, cosmetics, industrial foods, among others [1, 3-6].
Several physical, chemical and biological synthetic
methods have been studied to control nanoparticles (NPs)
properties [7-10]. Following the principles and philosophy of
green chemistry, methods and procedures focus on the use of
biological material to maximise resources, reduce or eliminate

© 2020 Vietnam Academy of Science & Technology
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the use of dangerous reagents, pollution, generation of
hazardous substances and toxic waste in more environmen-
tally friendly processes [11-18]; biomass such as bacteria,
fungi, tree components, shrubs, and their fruits or extracts are
used to carry out the bioreduction [6, 7, 19-24]. The synthesis
of metal NPs using diverse plant aqueous extracts as reducing
agents has been the main methodology employed so far [25].
It is, usually, a straightforward method; the kinetics of this
bioreduction reaction can be easily monitored by UV-vis
spectroscopy, throughout the surface plasmon resonance.
Perhaps the only disadvantage of this method is the poly-
dispersity of the obtained NPs and their different morphology
that appears with some bioreducing agents. However, these
latter characteristics of NPs are not so important in several
metal NPs applications, such as sensing [26] and antibacterial
properties [27]. Recently, the interest has been devoted to
research on biomedical applications such as empowered
antimicrobial [28] and anticancer [29] properties of biogenic
metal NPs, where the main appeal is related to the facile and
green synthetic methodology, and to the possible synergic
interactions between the metal nanoparticle and the sur-
rounding biomolecules, coming from the reducing agent
precursors. In this context, the present synthesis focuses on
the use of aqueous leaf extract of Ricinus communis
(R. communis) as a reductant and passivating agent, since it
contains bioactive constituents such as alcohols, amino acids,
proteins, lactones, terpenoids, flavonoids, among others that
can perform well these roles [6, 30-32].

Noble metals microbiological properties have been
extensively investigated. Specifically, noble metals NPs have
shown superior antimicrobial action than their bulk form [33].
Particularly, Ag NPs [4, 20-22, 34-37] have been demon-
strated to exhibit stability, conductivity, catalytic activity,
antibacterial, antiviral, antifungal, anti-inflammatory proper-
ties [4, 5, 38]. Ag and its compounds with other metals such
as Cu [30, 33, 39] are of interest because they combine the
properties of different elements, enhancing the characteristics
of the Ag-Cu material [14, 17, 18, 33, 38, 40], also, the lower
price of Cu reduces the cost, making cheaper materials and
processes. Ag NPs have been obtained through the extract of
R. communis [5, 6] that in India is used in the traditional
health area, in Mexico the seed is exploited to obtain the
castor oil [41-43] and is considered a pest, so the synthesis of
bimetallic Ag/Cu NPs presents an opportunity to exploit
natural resources.

Herein, bimetallic Ag/Cu NPs were synthesised
throughout an easy, low-cost and green methodology, using
R. Communis leaf aqueous extract as reducing agent. More-
over, the antibacterial and antifungal properties of Ag/Cu
NPs, with different compositions, were evaluated.

2. Experimental

2.1. R. communis leaf aqueous extract preparation

R. communis leaves were collected in the Tenancingo de
Degollado, State of Mexico, Mexico. They were washed with

abundant water and then several times with deionised water.
Next, they were placed to sun-dry on watch glasses with filter
paper and then the dried leaves were cut into little pieces. 10 g
of these leaves was added to 100 ml of deionised water and
boiled for 5 min. Next, they were cooled at room temperature
and filtered to obtain the aqueous extract. A 1/10 dilution of
the aqueous extract was used for the synthesis.

2.2. Biosynthesis of bimetallic Ag/Cu NPs

10 mM solutions of silver nitrate (AgNO3) and copper sulfate
(CuS0,.5H,0) were prepared with Ag/Cu volume ratios of
10:90, 25:75 and 50:50. The corresponding Ag/Cu precursor
solution and 10 ml of R. communis extract (1/10) were mixed
in 1 ml vials. The solutions became grayish over time.

2.3. Characterisation studies

NPs biosynthesis was monitored for six hours by scan of
maximum absorption wavelength of 280-800 nm in a UV-vis
Cary 100 spectrophotometer. Double beam correction and
zero baseline of the spectrum were made placing the aqueous
extract of R. communis (1/10), used in the synthesis, in the
cell reference. Fourier-transform infrared (FTIR) spectra were
obtained with a Prestige-21 Shimadzu infrared spectro-
photometer with a scan of 4000 to 500 cm ". Drops of the
samples were placed in a glass slide and dried to place the
powder in the sample holder.

The size, morphology and composition of the bimetallic
NPs were studied by a 200kV JEOL 2100 transmission
electron microscope (TEM) with LaBg filament and scanning
electron microscopy (SEM) in a JEOL JSM-6510LV micro-
scope equipped with an elementary microanalysis system. For
TEM measurement, the samples were sonicated for 15 min.
Next, these samples were separated and cleaned by cen-
trifugation for 15 min at 9000 rpm, followed by decanting and
re-dispersing in deionised water for washing on several
occasions. The images were analysed with the program
‘Image J’. For SEM, the samples were sonicated for 5 min
and drops were placed on double-sided carbon tape over
metal slide.

All microbiological manipulations were performed inside
the laminar flow cabinet. Antibacterial activity was evaluated
in strains of S. aureus ATCC25293 and E. coli ATCC25922,
seeded in test tubes with BHI (Brain Heart Infusion) agar
medium and EMB (Eosin Methylene Blue) agar respectively
incubated at 38 °C for 48 h, antifungal activity was evaluated
with a strain of A. niger in PDA (Potato Dextrose Agar)
culture medium incubated at 25 °C for 48 h. The colonies
were taken from Petri dishes seeded in same conditions

For disc diffusion test (inhibitory halo), a seeded colony
in a Petri dish of the E. coli strain ATCC25922 was taken,
with sterile saline solution and UV-vis spectrophotometer at
625nm it was equal to turbidity standard 0.5 McFarland
(1 x 10 UFC ml™"). The inoculum was rolled on a Petri dish
with MH (Miieller-Hinton) agar and allowed to dry. Whatman
No. 42, 6mm filter paper discs impregnated with NPs
(15-min sonication in the vials with NPs and allowed to dry)
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Rc 10:90 25:75 50:50 Ag
15
min.
3H.
Figure 1. Photograph of NPs synthesised with R. ¢ is aqueous

(1/10) extract and mixture solutions of (CuSO,) and Ag (AgNO;)
with volume ratios of Ag:Cu of 10:90, 25:75, 50:50, at 15 min and
3 h. Rc (R. comminis extract 1/10).

are placed on the Petri dish and incubated at 36 °C for 48 h to
observe and measure the halo.

2.3.1. Minimum inhibitory concentration (MIC). Sterile treated
multiple polystyrene well plates with 8 x 12 (96) with work
capacity of 200 p1/well were used. In the second column of the
plate an aliquot of 200 sl of NPs was placed and 100 z1 of MH
culture broth was added in the rest of the wells. NPs were diluted
consecutively to 50% with a 100 pl pipette taking an aliquot of
the NPs well and diluting it in the right well, continuing
subsequently to column 11 (leaving only 100 ) the last column
on the right only with culture broth. An aliquot of each
preparation with microorganism to be evaluated was prepared
and was taken from 1 x 10° CFUmI™' (0.5 McFarland)
concentration to 1 x 10° CFUml ™', pouring 100 z into each
well from the one containing the undiluted NPs until the last to
have a final concentration of 5 x 10° CFU ml . The plate was
closed and incubated according to the microorganism. The test is
valid if the first column with culture broth remains translucent
and the last column is turbid.

2.3.2. Minimal lethal concentration (MLC). Subcultures of the
MIC ware made. A Petri dish with MH agar was divided into
six sections: a blank (takes nothing), control (column 12 of
the MIC boxes that is the broth and microbial culture) and in
the rest a small drop of the wells was placed where there was
no turbidity for each sample of NPs. It was incubated
according to the previous specifications. The test is valid if
there is no growth in the target and there is growth in the
control; for the samples taken from the MIC, the MLC was
the one where there was no growth.

3. Results and discussion

3.1. UV-vis absorbance spectroscopy

NPs were obtained from R. comunis extract in proportion
((1/10) 1 ml of extract and 9 ml of deionised water) and
10 mM precursor solutions of Ag/Cu 10:90, 25:75 and 50:50.
When the extract was added, solutions turned to a yellow-
brown colour, which intensified slowly as time elapsed, as
shown in figure 1, which indicates the metal ion reduction and
the NPs formation.

10906 h,
104 25756h.
50506 h.
Ag 5 min.
08
% 064
< 04
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Figure 2. UV-vis spectra of Ag/Cu systems at 6 h and Ag NPs
at S min.
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Figure 3. UV-vis spectra of Ag/Cu 50:50 system from 5 min
to 20 h.
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Figure 4. FTIR spectra of R. communis (HF-black line), Ag/Cu
10:90 (red), 25:75 (green), 50:50 (navy blue) and Ag NPs (blue).
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Figure 6. EDS spectra for: (a) Ag/Cu 10:90, (b) 25:75, (c) 50:50 and (e) Ag NPs systems. Cu appears around 1 and Ag between 2.6 and
3.3 keV, respectively.

UV-vis spectra show the corresponding surface reso- 10:90, 25:75, 50:50 and 5 min for Ag (figure 2). It shows that
nance plasmon (SPR) at peaks from 407 to 442nm and the in Ag/Cu systems the range of 480-800nm increases
absorption intensity increases with the Ag concentration in absorbance too, which does not occur in Ag NPs, which
the system, as seen in the spectra at 6 h for samples Ag/Cu of indicates formation of particles of different compositions or
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Figure 7. TEM images of: (a) 10:90 Ag/Cu, (b) 25:75 Ag/Cu, (c), 50:50 Ag/Cu and (d) Ag NPs.
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Figure 8. SAED pattern of: (a) 10:90 Ag/Cu, (b) 25:75 Ag/Cu and (c) Ag NPs.

Table 1. EDS atomic % for Ag and Ag/Cu systems.

10:90 25:75 50:50 Ag
Atomic % | Atomic % | Atomic % | Atomic %
Cu 81.67 36.67 13.00 0.00
Ag 18.36 63.33 87.00 100.00
Total 100.00 100.00 100.00 100.00
5
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Figure 9. Inhibitory halo on Petri dish of E. coli strain for discs
impregnated with R. ¢ is extract (1/10) (Hf), Ag/Cu NPs
systems with ratios of 10:90, 25:75 and 50:50.

sizes for samples with ratios of 25:75, 50:50; Ag NPs spec-
trum in 442 nm and image show that it reduction is faster and
concordant with spherical NPs reported to Ag [5, 6].

A UV-vis cell of 25:75 system sample was monitored for
20 h to see the maximum absorbance that was 15 h as seen in
the figure 3, 16-24 h signals in green remained stable.

3.2. FTIR analysis

The FTIR spectrum signals from the extract of the R. com-
munis leaf in figure 4 (black line) are identified as follows.
The band at 3286 cm ™' corresponds to O-H stretching for the
H associated with sugars, phenols and alcohols [6]. Bands
between 2993 and 2850 cm ' correspond to C-H stretching
of hydrocarbon chains. In 1747 cm ' the asymmetric
stretching of NO, is found. The signal at 1643 cm ™' corre-
sponds to N-H bending primary amines. Signals at 1457 and
1373cm™ " correspond to C-H stretching. The band on
1318cm ' corresponds to O-H bending and the bands at
1266 and 1046 cm ™' can be attributed to ether linkages [5].

In FITR the signals assigned to the terpenoids used for
the biosynthesis of Ag NPs are: of 1636, 1608 and 1500 cm '
to vibrations of elongation C=C of aromatic rings, 1432 cm '
to OH deformations that traversed to 1382cm ' when
forming Ag NPs, 1384 cm ™' to terminal methyl groups and
the signals of 1300cm ' to 885cm ' to C-O stretching
vibrations of alcohols, ethers and esters [31, 32], suggesting
the presence of alcohols, ketones, aldehydes, lactones, ter-
penoids, flavonoids, amino acids and proteins absorbed on the
surface via the interaction of 7 electrons or carbonyl groups,
indicating that the biomolecule possibly performs the two

functions of formation and stabilisation of NPs in the aqueous
medium [6, 30-32].

The band around 1643 cm ™', with Ag NPs, is a discrete
signal, in 10:90 rate it forms a more intense signal, when
increasing the concentration of Ag (25:75 and 50:50) it is
divided into two signals, each time more defined; the signal at
1266 cm ™! (R-O-R’) widens and lengthens as the concentra-
tion of Ag increases in the Ag:Cu systems, suggesting that the
signals are due to the interaction of the biomolecules in the
extract and the metal particles formed.

3.3. SEM-EDS analysis

SEM analysis was carried out to see aggregates that form the
particles and to analyse the chemical composition by EDS to
evidence the presence of metals in the synthesised samples.
Secondary electrons analysis micrographs in figure 5 allow us
to observe the aggregate topography of nanoparticles. An
increase of particles with greater brightness when increasing
the concentration of silver in the systems, can be observed,
these particles are embedded in the biomass of the synthesis.

X-ray energy dispersion spectrometry (EDS) elemental
analysis for Cu and Ag (figure 6 and table 1) shows the
increase in Ag atomic percent concentration in the NPs, Ag
concentration determined in the NPs is higher than the Ag
ratio added to the systems: 10:90 (18:82), 25:75 (63:37) and
50:50 (87:13). It is reported that the decrease in the con-
centration of Cu can be due to the formation of NPs with Cu
core and Ag shell or Ag/Cu NPs [44-46]. Another justifi-
cation for these results is that Cu” reduces Ag " ions, forming
Cu’" ions in solution that are reduced again [45, 46] and are
covered by Ag, the remaining Cu>" is reduced in a large
crystal of cu’ [45].

3.4. TEM studies

TEM images show predominantly spherical shape for small
particles and irregular form for larger particles. The 10:90
system (figure 7(a)) has an average size of 18nm and
o = 9nm (standard deviation) with predominant spherical
form, the 25:75 system (figure 7(b)) has particles of average
size of 64nm and o = 17 nm, 50:50 (figure 7(c)) has two
representative samples with an average particle size of 7.8 nm
and o = 7.8 nm (less than 5 nm for 56%, 5-40 nm for 34% of
total measured) and average particle size of 73nm and
o = 10nm (50-90 nm for 10% of total measured), Ag NPs
(figure 7(d)) are in the range of 24 nm with ¢ = 9 nm, the
10:90 system presents particles with greater monodispersity,
better control of size and morphology.

Figure 8 shows the selected area electron diffraction
(SAED) pattern of the systems 10:90, 25:75 and Ag, the ring-
like diffraction pattern indicates the crystallinity of the sam-
ples. The diffraction patterns can be indexed with diffraction
cards 03-065-8428 of silver fcc structure and 01-070-3038 of
copper fece structure. The 10:90 system (figure 8(a)) shows
the diffraction planes (220), (311) for the Cu fcc and (222),
(400) (331), (311), (222) planes for silver fcc; in the 25:75
system (figure 8(b)) the crystalline planes (400) and (222)
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Table 2. MIC and MLC for R. communis, Cu, Ag/Cu NPs systems 10:90, 25:75, 50:50.

MIC MIC MLC MLC
ug Ag/Cu ug Ag/Cu
nglug ug/ug
R. communis - N
10:90 3.06 0.49 : 2.60 N
25:75 3.40 1:23:2:17 6.78 2.45:433
50:50 3.89 245:1.44 7.79 4.90:2.89
Ag 1.23 1.2258 9.81 9.81

R. communis N N -

10:90 6.20 0.98:5.20 6.17 0.98:5.19
25:75 6.78 245:4.33 6.78 2.45:433
50:50 3.89 245:1.44 7.19 4.90:2.89
Ag 245 24516 245 245

R. communis N N -
10:90 6.18 0.98:5.20 6.18 0.98:5.20
25:75 3.40 1.23:2.17 3.40 123527
50:50 295 1.231::0:72 3.89 245:1.44
Ag 245 245 245 245

corresponding to the fcc silver and copper respectively are
identified; figure 8(c) shows the (400) and (222) lattice planes
for silver fec.

3.5. Disk diffusion test

The E. coli strain was used to test the antibacterial action of
the NPs before performing the MIC and MLC tests; figure 9
shows the inhibition halos with radius of 3.6, 3.1, 2.5 and
2.9 mm around the discs impregnated with Ag, 50:50, 25:75
and 10:90 NPs systems, respectively; the disc impregnated
with R. communis extract (1/10) does not present an inhibi-
tory halo.

3.6. MIC and MLC

The MIC tests were carried out in culture plates with 96 wells
of 200 pl, with 100 p1 of MH broth, the NPs and their suc-
cessive dilutions at 50% were inoculated with the bacterial
strains S. aureus (ATCC25293), E. coli (ATCC25922) and
the fungus A. niger, incubated at 38 °C (bacteria) and 25 °C

(fungus) for a period of 48 h. The results were corroborated
by looking to that of the negative control (broth only), which
did not have turbidity and the positive control (broth with the
microbiological strain) which showed turbidity that indicates
the growth of microorganisms. The MLC test was inoculated
on Petri culture dishes divided into six sections inoculated
with the samples of the MIC test without turbidity. The lack
of growth in the section of the blank confirms no con-
tamination and the growth of the section of the well 12 (broth
and microbiological culture) confirms the adequate conditions
for growth.

Table 2 shows that E. coli and A. niger MLC is the same
as MIC except for the 50:50 sample where concentration is
high. In S. aureus 10:90 do not present MLC, 25:75 and
50:50 have MLC concentrations twice their MIC, in silver the
MLC is eight times higher than the MIC. Ag/Cu systems
have higher concentrations of MIC and MLC than silver,
except for MLC for S. aureus if it presents them (10:90 not
present MLC). 10:90 presents silver concentration notoriously
lower than the rest of the systems to generate inhibition and
eliminate microorganisms (except S. aureus). R. communis
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extract (1/10) does not present antimicrobial activity. The
results suggest that the antimicrobial sensitivity of the parti-
cles is a combination of the size, shape and composition of the
particles.

4. Conclusions

R. communis aqueous leaf extract was used to reduce Ag and
Cu ions in a biological and environmentally friendly method
to generate Ag/Cu bimetallic NPs in a rapid and simple one-
step green synthesis. The results show that the Ag and Cu
volume ratio is relevant to control the size, form and com-
position of the bimetallic NPs, which also promotes their
antimicrobial properties. The SAED pattern confirms the
face-centered cubic crystalline structure for Ag and Cu. UV—
vis and FTIR results suggest interaction between the biomo-
lecules of extract and the synthesised NPs. The microbial
properties of the 10:90 system, with particle size around
18 nm (¢ = 9 nm) confirm that the synthetic method presents
the advantages of a low-cost process that may have potential
applications in medicine and technological applications.
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