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Resumen

Los nanomateriales (NMs) son estructuras que miden entre 1
y 100 nm en una, dos o sus tres dimensiones, conocidos estos
ultimos como nanoparticulas (NPs). Las NPs metalicas en es-
pecial las de oro (Au), hierro (Fe), platino (Pt), cobre (Cu) y
plata (Ag) tienen aplicaciones en diferentes campos como en
medicina, electrénica y agricultura. Las NPs de plata (AgNPs)

se utilizan ampliamente como catalizadores y antimicrobianos.
Estas pueden ser sintetizadas por métodos fisicos, quimicos
y mediante sintesis verde. Con la sintesis verde se disminuye
el uso de sustancias toxicas, ya que se realiza con ayuda de un
agente bioldgico. Pueden obtenerse AgNPs a partir de una sal
u oxido metdlico mediante la reduccién con extractos de ori-
gen vegetal, bacteriano o fingico. Con este proceso se obtienen
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AgNPs recubiertas de compuestos provenientes del extracto biologico que les
da estabilidad, sin que se generen demasiados compuestos téxicos. Las pro-
piedades fisicoquimicas de las AgNPs determinan su capacidad de reaccion y
su actividad biolégica, por lo que es necesario caracterizarlas. Las técnicas que
comunmente se emplean en su caracterizacién son microscopia electrénica
de barrido, espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X, espectrosco-
pia UV-visible, dispersién de luz dindmica y electroforesis laser Doppler, que
aportan informacion acerca del tamafio, forma, composicion y carga eléctrica.
Las AgNPs presentan actividad antimicrobiana debido a la accién de las pro-
pias NPs, por los iones Ag* liberados y por las especies reactivas de oxigeno
generadas. En el laboratorio de Biologia molecular de plantas de la Universi-
dad Auténoma de Aguascalientes se sintetizaron AgNPs utilizando extracto
acuoso de hojas de Raphanus sativus (rabano), capaces de eliminar un 99.99 %
de la bacteria E. coli en 15 min.

Introduccion

Los nanomateriales (NMs) son estructuras que miden entre 1 y 100 nm en
una, dos o sus tres dimensiones, conocidas como nanohojas, nanofibras, y
nanoparticulas (NPs), respectivamente. Existen NMs compuestos de: metales
cero-valentes, 6xidos metdlicos, carbono, lipidos, o combinaciones de estos
componentes (nanocompdsitos). Las propiedades fisicoquimicas de los NMs,
como temperatura de fusion, absorcién éptica y reactividad quimica son muy
diferentes a las de los materiales de mayor tamafio con la misma composi-
cion. Los NMs son generados de forma natural en diversos procesos como en
erupciones volcanicas, incendios forestales, explosiones estelares y en el meta-
bolismo bacteriano. Sin embargo, también pueden ser producidos de manera
artificial, y se ha desarrollado una ciencia que permite disefiar y producir estas
estructuras, la nanotecnologia. Esto ha permitido manipular su sintesis para
obtener NMs con caracteristicas especificas, que en la actualidad cuentan con
una gran cantidad de aplicaciones.

Las NPs metalicas, en especial las de oro, hierro, platino, cobre, plata se
han destacado por tener aplicaciones en diferentes areas como la medicina,
oOptica, electrdénica y agricultura. Las NPs de plata (AgNPs), por su estabilidad
quimica, sus propiedades fisicas, su conductividad y sus propiedades biologi-
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cas, se estan utilizando ampliamente como catalizadores y antimicrobianos.
Actualmente se comercializan alrededor de 300 productos basados en AgNPs
aprobados por la FDA de Estados Unidos, entre los que esta ropa, dispositivos
anticonceptivos, tubos endotraqueales y protesis dseas. Las AgNPs tienen ca-
racteristicas ideales para que las prétesis ortopédicas y cardiovasculares estén
libres de microorganismos que pudieran infectar al paciente, para los apositos
para proteger y cubrir heridas, para el recubrimiento de instrumental quirur-
gico y de protesis de tipo 6seo, y para facilitar la dosificaciéon farmacologica.
También, estan siendo evaluadas para inhibir la proliferacion de células can-
cerosas, como las células MCF7 de cancer de mama. Las AgNPs también se
estan utilizando en la industria textil por su accién antibacteriana, para evitar
malos olores, en la fabricaciéon de prendas deportivas y calcetines. Ademads, las
AgNPs tienen aplicaciones en la industria alimentaria como conservadores,
intensificadores de sabor o para mejorar la apariencia de los alimentos.

Sintesis de nanoparticulas

Se han desarrollado diversos métodos fisicos, quimicos y de sintesis verde
de NPs metalicas, que han permitido controlar su morfologia, dimensiones,
composicion, estabilidad en suspension coloidal, recubrimiento, ademas de su
comportamiento y de sus aplicaciones.

Los métodos fisicos se basan en la subdivision mecdnica del metal. A
partir del material macroscdpico, mediante procesos fisicos como la molienda
o volatilizacion, se reduce la agregacion hasta llegar a conseguir un material
nanométrico (Fig. 5.1).

Con los métodos quimicos se parte de moléculas de diferentes compues-
tos quimicos que van a generar estructuras en una escala nanométrica (Fig.
5.1). La sintesis de las NPs puede llevarse a cabo por la reduccién quimica de
una sal u 6xidos metalicos, lo que genera la liberacién de iones de plata que
sufren un proceso de nucleacion para formar las NPs. La sintesis por métodos
quimicos ha sido ampliamente desarrollada, sin embargo, tienen el incon-
veniente de que utiliza agentes quimicos, como solventes y surfactantes, que
afectan al medio ambiente y que pueden contribuir a la toxicidad de las NPs.

La sintesis verde es un proceso que se caracteriza principalmente en que
utiliza agentes bioldgicos, sustituyendo compuestos usados en la sintesis qui-
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mica, que resultan dafiinos al medio ambiente. La sintesis verde puede llevarse
a cabo aprovechando el metabolismo de la planta; al desarrollarse en medio
con metales, mediante un proceso de biosintesis, genera las nanoparticulas
metalicas. Otro sistema de sintesis verde es a partir de una sal u 6xido meta-
lico y de un agente reductor proveniente de extractos de céscara, tallo y hojas
de plantas, bacterias, algas, hongos, levaduras y virus (Fig. 5.1). En este acaso,
al igual que con los métodos quimicos, se parte de atomos o moléculas para
obtener estructuras nanométricas, la diferencia es que se sustituyen algunos
agentes quimicos por bioldgicos, que en general son menos toxicos. Las NPs
obtenidas mediante sintesis verde son estables, ya que se forman recubiertas
de compuestos provenientes del agente bioldgico que evitan aglomeraciones.
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Figura 5.1. Métodos fisicos, quimicos y de sintesis verde para la obtencién de nanoparticulas.
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Existen una gran cantidad de trabajos que reportan la sintesis verde de

AgNPs utilizando nitrato de plata (AgNO,) y extractos de plantas (Tabla 5.1).
Tanto la concentraciéon del AgNO, como la especie de planta influyen en el
tamafio, solubilidad, carga superficial, forma y aglomeraciéon de las AgNPs
sintetizadas. Estas caracteristicas, estdn relacionadas con sus propiedades bio-
légicas, por ejemplo, entre menor sea tamano de las NPs, es mayor la superficie
de contacto con el entorno, lo que facilita su actividad biolédgica.

Material vegetal

Tipo de extracto

Caracteristicas

de la sintesis

Caracteristicas
de las AgNPs

Actividad

Referencias

Tabla 5.1. Sintesis verde de AgNPs a partir de diferentes plantas

Ficus benghalensis

Algarroba

Tomillo

(Thymus vulgaris L.)

Syzygium

aromaticum

Nopal (Opuntia

ficus-indica)

Ajo (Allium sativa)

Extracto acuoso

de las hojas

Extracto acuoso

de las hojas

Extracto acuoso

Extracto acuoso de

las hojas

Extracto acuoso de

cladiodos

Extracto acuoso

5 ml de extracto,
45ml 10° M de
AgNO, a 60 °C

5 ml extracto,
100 ml 1-4 mM
AgNO, TA®

Relacién 9 :1
(4mM de AgNO, y

extracto) a TA®

10 ml del extracto,
90 ml de AgNO, 1
mM a TA?, 40, 60,
80 °C

60 ml de H,0, 4
ml de hidréxido de
amonio 4 %, 8 ml
de AgNO, 10 mM,
8 ml de suspension
de extracto de
nopal (0.2 g/ 8 ml)

50 ml de AgNO,
(8.5,10,12,17,20,24
y 85 mg), 5 ml de
EAH' o EAC?, NaCl

Esféricas con

un didmetro

Esféricas

con un didametro

No se reporta

Esféricas con un
didmetro de 5-50

Esféricas con un

Esféricas de aprox.

aproximado de didmetro de 10 nm 20 nm

de 5-40 nm nm
16 nm

Actividad .
. o . Generan apoptosis

Alta actividad antimicrobiana ,
Actividad contra en lineas celulares

antimicrobiana contra la bacteria No se reporta No se reporta

E. coli

contra E. coli

fitopatégena
Phaseoli pv phaseoli

de cancer de mama
(MCE-7)

Saxena et al., 2012

Awwad et al.,
2013

Travieso et al., 2018

Venugopal et al.,
2017

Ledezma et al.,
2014

Calle y Londoiio,
2014

'EAH: extracto de ajo hervido, 2EAC: extracto de ajo cocido, *TA: temperatura ambiente
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Caracterizacion de las nanoparticulas

Las propiedades fisicoquimicas de las NPs tales como forma, tamano, compo-
sicién quimica, carga superficial y estado de agregacidn, estan directamente
relacionadas con su capacidad de reaccion. Para conocer estas propiedades, es
necesario que las NPs sintetizadas sean caracterizadas mediante técnicas mi-
croscopicas y espectroscopicas. A continuacion, se da una breve descripcion
de las técnicas mas empleadas.

Microscopia electronica de barrido. La microscopia electrénica de barri-
do (MEB) es una de las técnicas que permite obtener informacion del tamafio
y forma de las NPs. Su funcionamiento se basa en realizar un barrido con un
haz de electrones sobre la muestra, posteriormente las sefiales generadas por la
interaccion del haz con la superficie de la muestra son recogidas con diferentes
detectores. De tal forma que a medida que el haz de electrones realiza el barrido,
se va presentando la imagen de la muestra en un monitor. Esta técnica posee una
gran profundidad de campo y produce imagenes de alta resolucion.

Espectroscopia de dispersion de energia de rayos X. La técnica de es-
pectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDRX) utiliza la radiaciéon
electromagnética caracteristica que proviene de una muestra para identificar
y cuantificar los porcentajes atdmicos de los elementos presentes en ella. Con-
siste en bombardear el objeto con electrones primarios, que por si mismos
tienen la energia apropiada para la emision de rayos X de la muestra bajo ana-
lisis. La espectroscopia se realiza habitualmente acoplada a un microscopio
electronico.

Espectroscopia ultravioleta visible. La espectroscopia ultravioleta visible
(UV-vis) es una técnica muy util y confiable para la caracterizacién primaria de
las NPs. Las propiedades dpticas unicas de las NPs las hacen interactuar fuer-
temente con longitudes de ondas especificas de luz, por lo que la técnica de
espectroscopia de luz UV-vis es muy sensible y selectiva para diferentes tipos
de NPs. En las AgNPs, la banda de conduccién y la banda de valencia se en-
cuentran muy cercanas, por lo que los electrones se mueven libremente de
una a otra. Estos electrones libres dan lugar a una banda de absorcion de reso-
nancia de plasmodn superficial, que se produce debido a la oscilacion colectiva
de electrones de AgNPs en resonancia con la onda de luz. La absorcion de las
AgNPs depende de su tamaifio, del medio dieléctrico y del entorno quimico. La
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observacion de este pico, designado plasmoén de superficie estd bien documen-
tada para varias NPs metdlicas con tamanos que varian de 2 a 100 nm.

Dispersion de luz dindmica. Otra forma de conocer el tamano de las
particulas en suspension es a través del didmetro hidrodindmico, el cual se
mide con un instrumento de dispersion de luz dinamica (DLS por sus siglas
en inglés). Cuando un medio liquido mueve una particula dispersa la mayoria
de las veces se adhiere una capa eléctrica dipolar a su superficie. Debido a que
esta capa influye en el movimiento de la particula durante DLS, el didmetro
medido de la particula, que se conoce también como hidrodinamico, la mayo-
ria de las veces es superior al didmetro que se mide con MEB.

Electroforesis laser Doppler. El potencial zeta es uno de los parametros
fundamentales que controla la interacciéon de las particulas en suspension.
Existe un potencial entre la superficie de la particula y el liquido dispersante,
que varia de acuerdo con la distancia desde la superficie de la particula. En el
plano de deslizamiento, este potencial se conoce como potencial zeta. El poten-
cial zeta se mide utilizando una combinacién de dos técnicas: electroforesis y
velocimetria laser Doppler, denominada en algunos casos electroforesis laser
Doppler. Este método mide la velocidad del movimiento de una particula en
un liquido cuando se aplica un campo eléctrico sobre éste. Una vez que se co-
noce la velocidad de la particula y el campo eléctrico aplicado se puede calcular
el potencial zeta mediante la viscosidad y constante dieléctrica de la muestra.

Las nanoparticulas como antimicrobianos

La plata ha sido utilizada por su actividad antimicrobiana desde hace mu-
cho tiempo, aunque las AgNPs presentan una mayor actividad que la plata de
mayores dimensiones debido a la relacién area-volumen. Es bien conocida la
actividad de estas NPs contra bacterias, hongos e incluso virus, aunque sigue
en debate si la accion es producida por la AgNPs o por los iones liberados, las
evidencias sugieren que el efecto es resultado de ambas acciones (Fig. 5.2).
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Bacteria expuesta a nanoparticulas de plata

Membrana citoplasmatica
Proteina

AgNP Pared celular

EROs
Cromososma

Proteina

EROs

Nanoparticula AgNP — % Agt
de plata Genera

\ lones plata y especies reactivas de oxigeno

Producen dafio en estructuras celulares

Figura 5.2. Mecanismos de accion de las AgNPs contra bacterias. Accion de las AgNPs, de los
iones Ag*y de las especies reactivas de oxigeno en la pared celular, la membrana citoplasma-
tica, proteinas y cromosoma (Adaptado de Eckhardt et al., 2013).

En Escherichia coli expuesta a AgNPs se ha logrado observar la formacion
de poros en la pared celular y su acumulacién en la membrana celular, lo que
modificaria la permeabilidad, permitiendo el movimiento de moléculas al in-
terior de la célula yla pérdida de nutrientes, provocandole la muerte. Mediante
microscopia electronica ha sido posible observar la interaccion de la plata con
las células bacterianas, el cambio morfolégico en la pared celular y el dafio en
la membrana citoplasmatica, siendo mas evidente en bacterias Gram negativas
como E. coli, que en Gram positivas como Staphylococcus aureus, posiblemen-
te por las diferencias estructurales entre ambas. El ingreso de las AgNPs a la
célula puede producir dafio a nivel celular, subcelular y de biomoléculas. La
actividad antimicrobiana de las AgNPs es proporcional a sus dimensiones, son
mas activas las mas pequefias porque tienen mejor capacidad de ingreso a la
célula para interactuar con diversas biomoléculas.
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Como es conocido, los metales al ser oxidados quimicamente en solucion
acuosa liberan iones metalicos, y de igual manera las AgNPs también son el
origen de iones Ag*. Las AgNPs de menores dimensiones liberan una mayor
cantidad de iones en condiciones aerdbicas. Los iones Ag* pueden interactuar
con los iones negativos de azufre, fsforo o nitrégeno, constituyentes de com-
ponentes celulares, afectando la funcionalidad de la pared celular bacteriana,
interfiriendo con la cadena respiratoria bacteriana o afectando la capacidad
de replicacién del ADN. Mediante imagenes de microscopia electrénica de
transmision se ha detectado la interaccion de iones Ag* con el ADN de bacte-
rias, también se ha identificado que estos iones tienen preferencia por las bases
guanina y adenina, y mediante resonancia magnética nuclear se ha apreciado
la distorsion de la doble hélice, lo que puede ocasionar una pérdida en la ca-
pacidad de replicacion. Los iones Ag* tienen afinidad por la cisteina de las
proteinas, y son capaces de desplazar iones esenciales en el funcionamiento de
las enzimas, como al ion de cobre (Cu*), inactivandolas. Esto fue observado
con la enzima nicotinamida adenina dinucledtido deshidrogenasa de E. coli,
que participa en la cadena respiratoria bacteriana, y cuya interaccion con Ag*
provocd la muerte celular.

Ademds, las AgNPs pueden interactuar con las enzimas que participan en
la cadena respiratoria generando especies reactivas de oxigeno (EROs), tales
como perdxido de hidrégeno, el radical hidroxilo o superéxido que produ-
cen estrés oxidativo, oxidacion de lipidos, dafo a proteinas, inhibicién de la
produccién de ATP y de la replicacion del ADN. Por su parte, los iones Ag*
también participan en la generacién de EROs. El estrés oxidativo en las células
es mayor en condiciones aerdbicas que en anaerébicas debido a la cantidad de
radical superoxido que se genera, que es el que presenta una mayor actividad
antimicrobiana.

Lo que es un hecho, es que a diferencia de los antibiéticos que actian de
manera especifica en algin receptor, los iones Ag* y las AgNPs afectan a la
bacteria en diversos aspectos de su metabolismo y de su estructura al mismo
tiempo y de manera inespecifica. El uso de plata como antimicrobiano fue
abandonado con el descubrimiento de los antibioticos, pero con la aparicion
de bacterias resistentes, las AgNPs son una alternativa real en el tratamiento de
infecciones, porque es mas dificil que las bacterias desarrollen mecanismos
de resistencia contra éstas. Sin embargo, se han encontrado bacterias capaces

153



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

de sobrevivir a concentraciones elevadas de plata, por adquisicién de plasmi-
dos de resistencia, aunque no se ha esclarecido los mecanismos.

Muchas de las AgNPs sintetizadas por estos procedimientos han sido
evaluadas por su capacidad antimicrobiana. La mayoria de los reportes invo-
lucran bacterias patogenas de interés clinico como E. coli, que puede provocar
trastornos gastrointestinales; S. aureus, que puede ocasionar infecciones en la
piel, huesos, neumonia y endocarditis; Streptococcus pneumoniae, relaciona-
da con neumonia, sinusitis y peritonitis; Salmonella tiphi, asociada a la fiebre
tifoidea; Vibrio cholerae, que provoca célera. Ademas de otras como Pseudo-
monas aeruginosa, que es un patdgeno oportunista en humanos, y Bacillus
subtilis utilizado como organismo modelo en diversos estudios.

Los protocolos empleados en este analisis son mediante difusion o dilu-
cion. El técnica de difusion a partir de discos es muy recurrente en el analisis
antimicrobiano. En este procedimiento se colocan discos de papel filtro impreg-
nado de las AgNPs en la superficie de medio sélido en caja Petri previamente
inoculado con la bacteria. Se espera que las AgNPs difundan radialmente a
partir del disco, y que el crecimiento de la bacteria se vea inhibido alrededor
del disco. Dependiendo del diametro de los halos de inhibicidn, se puede cono-
cer la actividad de las AgNPs contra esa bacteria y la resistencia o sensibilidad
de las bacterias. Esta técnica permite la evaluacion de diferentes concentracio-
nes de AgNPs de una manera facil, econémica y rapida. Por ejemplo, las AgNPs
sintetizadas a partir de extractos de semillas de fenogreco, una leguminosa de
la India, utilizando dos variantes del proceso, agitacién o sonicacién fueron
analizadas mediante el protocolo de difusidén en agar. En ese experimento se
demostr6 una mayor actividad de AgNPs sintetizadas por sonicacioén contra las
bacterias E. coli y S. aureus que las sintetizadas por agitacion.

En otro tipo de analisis antimicrobiano, se calcula la inactivacion de los
microorganismos producida por las NPs. El procedimiento consiste en adi-
cionar las AgNPs a una suspensiéon microbiana de concentraciéon conocida,
generalmente entre 10* y 10’ unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/ml). Después de un tiempo de exposicion las bacterias se inoculan en
medio sdlido, y mediante conteo de colonias, se calculan las UFC/ml sobrevi-
vientes al tratamiento. La inactivacién se expresa como log (N /N), o unidades
logaritmicas, donde N y N son las UFC/ml de la bacteria sobrevivientes e ini-
ciales, respectivamente. Esta técnica permite la obtencién de resultados muy
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precisos que suelen ser mas aceptables, y ha sido utilizada para evaluar la acti-
vidad antimicrobiana de diversas NPs.

Protocolos

Sintesis verde de AgNPs utilizando extracto acuoso
de hojas de plantas

1.

Licuar 50 g de hojas limpias con 250 ml de agua destilada estéril. Por
ejemplo, pueden usarse hojas de rdbano que, tomando las iniciales de su
nombre cientifico, Raphanus sativus, las NPs sintetizadas se han denomi-
nado RsAgNPs.

Calentar en bafio Maria durante 1 h, dejar enfriara TAde 2a 12 h.
Eliminar los residuos sélidos por sedimentacion, centrifugacion y filtra-
cidn con papel cualitativo Whatman # 1.

Mezclar 10 ml del extracto filtrado con 90 ml de una solucién de 2 mM
AgNO..

Incubar a TA protegido de la luz con agitacion constante hasta observar
cambio de coloracién indicativo de la sintesis de AgNPs. En el caso de las
RsAgNPs torna de amarillo a rojizo marrén (Fig. 5.3).

AgNO3 + extracto de hojas de rabano

»

Inicial 7 dias

Figura 5.3. Reaccion de sintesis de AgNPs a partir de AgNO, y extracto acuoso de hojas de

rdbano. Cambio de coloracion caracteristico de la formacion de AgNPs.
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6.

Tomar una alicuota de la mezcla de reaccién y leer en el espectrofoto-
metro UV-vis haciendo un barrido de absorbancias de 300 a 800 nm.
Comprobar la formacién de AgNPs con el plasmén caracteristico y el
pico maximo de absorcion en el rango entre 400 y 450 nm. En el caso de
las RsAgNPs la maxima absorbancia resulta a los 425 nm (Fig. 5.4).

425 nm

©
o

Absorbancia

I
~

0.2
300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 5.4. Plasmon caracteristico de la formacion de AgNPs. Espectro de absorbancia

UV-vis de las AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rabano, con un pico de maxima

9.

absorbancia a 425 nm.

Centrifugar la suspension, eliminar el sobrenadante por decantacion.
Lavar el precipitado tres veces con agua destilada estéril y una vez con
etanol al 96 % para eliminar cualquier residuo de la reaccion.

Secar las RsAgNPs a 37 °C por 24 h, dispersar por sonicacion.

Caracterizacidn de las AgNPs producidas:

1.
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Anailisis por MEB para observar la forma. Las fotogratias de MEB pueden
ser empleadas en la determinacion del tamafio con ayuda del programa
Image J2. El analisis por MEB de las RsAgNPs mostré que son esféricas y
tienen un tamano promedio de 82 nm (Fig. 5.5).

Estudio de EDRX para determinar la composicion de elementos. Las Ag-
NPs sintetizadas con extractos vegetales no sélo estan constituidas por
plata, sino que ademas estan conformadas por componentes provenien-
tes del extracto vegetal. El analisis de EDRX de las RsAgNPs mostré que
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estan conformadas principalmente por Ag (54.1 %), ademas de otros
elementos que provienen del extracto vegetal, entre los que destacan car-
bono (16.35 %), cloro (14.13 %) y oxigeno (5. 97 %) (Fig. 5.6).

2. Anadlisis mediante DLS para determinar el didmetro hidrodindmico de
las nanoparticulas. El valor del didmetro calculado mediante esta técnica
generalmente es mayor que el determinado por microscopia electronica,
ya que se realiza en un medio liquido donde se adhiere una capa eléctrica
dipolar a su superficie. Por ejemplo, en las RsAgNPs se calculé un dia-
metro hidrodinamico de 118.8 nm en agua destilada, valor mayor que el
calculado por MEB, de 80.32 nm (Fig. 5.5).

3. Estudio de electroforesis laser Doppler para determinar el potencial zeta,
que indica la carga eléctrica de las AgNPs, la magnitud de la repulsion o
atraccion electrostatica que existe entre estas, y su estabilidad. Por ejem-
plo, en las RsAgNPs se encontrd un potencial zeta de -32.3 mV, donde el
valor negativo indica una carga eléctrica superficial estable. Esta estabi-
lidad es proporcionada por la materia organica proveniente del extracto
vegetal y que recubre a las AgNPs.

0.25 b
Tamafo promedio:
80.32 £ 11.37 nm
0.20 n =300

Frecuencia
o
=
[4)]

o
=
o

o
o
a

0.00

52.2/63.6 69.9/74.2 82.6/88.9 95.2/101.5107.9114.2

Diametro (nm)

Figura 5.5. Nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de hojas de rdbano. (a) Mediante
microscopia electrénica de barrido se observan las AgNPs de forma esférica. (b) El histogra-
ma muestra la distribucion de tamano de la AgNPs medidas con ayuda del programa Image

J2, con el que se calcul6 un didmetro promedio de 80.32 + 11.37 nm.

157



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

0

1 2 A

-
-
~4
00—
w

10

Full Scale 1406 cts Cursor: 0.000 keV keV

Figura 5.6. Analisis EDRX de AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rabano. Las RsAg-

NPs estan conformadas principalmente por plata, ademas de otros elementos que provienen

del extracto vegetal, entre los que destacan carbono (C), cloro (Cl) y oxigeno (O).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de AgNPs
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Cultivar en medio de cultivo liquido una colonia aislada de E. coli a 37 °C
durante toda la noche.

Hacer diluciones seriadas del cultivo en buffer de fosfatos de potasio 0.05
M pH 7 estéril.

Sembrar cada una de las diluciones en medio sélido. Incubar durante
toda la noche.

Contabilizar las colonias desarrolladas para calcular las UFC/ml.
Preparar una suspension bacteriana con 1X10° UFC/ml en buffer de fos-
fatos en dos tubos con 1 ml cada uno.

Adicionar a un tubo, la suspensiéon AgNPs a una concentraciéon de 0.1
mg/ml. El otro serd el control negativo por lo que no se le adiciona nada.
Incubar a TA e inocular una alicuota de cada suspension en medio sélido
después de 15, 30 y 60 min de exposicion.

Incubar a 37 °C por toda la noche.

Contar colonias y calcular las UFC/ml después de la exposicion.
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10. Calcular la inactivacion logaritmica expresada en unidades logaritmica
(U log) con la férmula:

U log = log (N /N)
Donde N, y N son las UFC/ml de la bacteria iniciales y sobrevivientes, respectivamente.

En la valoracién de la actividad antimicrobiana de RsAgNPs se observd
una inactivacion logaritmica de 4.3, 4.8 y 5.9 U log a los tiempos de 15, 30 y
60 min, respectivamente (Fig. 5.7). Estos datos demuestran que las RsAgNPs,
pueden eliminar las bacterias de E. coli en un 99.99 % en 15 min, en un 99.999
% en 30 min y en un 99.9999% en 60 min.

Inactivacion logaritmica de E. coli

—e— RsAgNPs

U log

Control

Tiempo (min)
Figura 5.7. Actividad antibacteriana de las RsAgNPs. Cultivos bacterianos de E. coli fueron
expuestos a 0.1 mg/ml de AgNPs sintetizadas con extracto de hojas de rabano durante 15, 30
y 60 min. Para determinar la inactivacién logaritmica se contabilizé el nimero de unidades

formadoras al inicio y después del tratamiento.

Abreviaturas

ADN: acido desoxirribonucleico, material genético y hereditario.
Ag*: jones de plata

AgNO,: nitrato de plata

AgNPs: nanoparticulas de plata
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ATP: adenosin trifosfato o trifosfato de adenosina, nucleétido fundamental en
la obtencion de energia celular.

Cu': iones de cubre

DLS: dispersién de luz dinamica

EDRX: espectroscopia de dispersion de energia de rayos X

EROs: especies reactivas de oxigeno

FDA: Siglas en inglés de Food and Drug Administration, que significa Admi-
nistracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos

g: gramos

h: hora

Log: logaritmo base 10

M: molar

MEB: microscopia electrénica de barrido

mg/1: miligramos por litro

ml: mililitros

mM: milimolar

nm: nanémetros

NMs: nanomateriales

NPs: nanoparticulas

RsAgNPs: nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos de hojas de raba-
no (Raphanus sativus).

TA: temperatura ambiente

UFC/ml: unidades formadoras de colonia por mililitro

U log: unidades logaritmicas

UV-vis: ultravioleta-visible

Glosario

Antimicrobiano. Sustancia quimica que tiene actividad contra microorganis-
mos, destruyéndolos o inhibiendo su proliferacion.

Antibacteriano. Sustancia que tiene actividad contra bacterias, matando o in-
hibiendo su proliferacion.

Catalizador. Sustancia que aumentar la velocidad de una reaccion sin ser con-
sumida en el proceso.
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Células MCF7. Linea celular aislada de un paciente con cancer de mama, que
es utilizada en investigacion cientifica de esta enfermedad.

Escherichia coli (E. coli). Bacteria gramnegativa que coloniza el tracto gastroin-
testinal haciendo simbiosis con el organismo. Existen algunas cepas de
esta bacteria que son patdgenas y otras que son utilizadas en protocolos
de investigacion.

Fuangico. Relacionado con hongos.

Nucleacion. Formacién de cuerpos sélidos muy pequefios dentro de una fase
liquida.

Inactivacion logaritmica. Representacion matematica de la capacidad de ac-
cién de una sustancia contra un microorganismo.
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