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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcidon
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAPes un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamentey en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de

sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la

realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.



El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de

las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollo en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP Biosintesis de nanoparticulasde plata utilizando extracto de la flor de Jacaranda
mimosifolia con potencial actividad antimicrobiana y antibiofilm aborda la problematica de
la formacion de biofilm en los procesos alimentarios. Su objetivo es obtener nanoparticulas
de plata con potencial actividad antimicrobiana y antibiofilm usando extracto de la flor de J.
mimosifolia. Los objetivos especificos son realizar y optimizar la biosintesis de
nanoparticulas, caracterizar y evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de las
nanoparticulas obtenidas.

Se encontrd que las condiciones Optimas para la biosintesis son pH del extracto herbal de 12,
nitrato de plata 10mM vy temperatura de reaccién de 90°C. Se caracterizaron las
nanoparticulas obtenidas por espectrofotometria, FTIR, DLS y TEM Yy se encontrd que las
nanoparticulas son esféricas y tienen un tamafio de ~24.2nm. Se evalué la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas en S. enterica, E. coli, P. areuginosa y S. aureus
mediante la minima concentracién inhibitoria (entre 1.3 y 2.7ug/mL) y la minima
concentracion bactericida (entre 5.3 y 10.7ug/mL). Finalmente, se evalué la actividad
antibiofilm de las nanoparticulas usando el método de cristal violeta y se encontrd que para
S. aureusy P. areuginosa, las nanoparticulas inhiben >95% la formacion de biofilm a una
concentracion de 5.4ug/mL. El proyecto generd un reporte extenso con informacion detallada
sobre la metodologia seguida y los resultados obtenidos, que servird para la continuacion de
este proyecto y un articulo para publicacién en el que se presentardn los resultados mas

relevantes del proyecto, asi como los de otras investigaciones relacionadas.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en légica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



El presente PAP se desarrolla en el area de Biotecnologia Médica y Farmacéutica del CIATEJ
(Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C.)
bajo la tutela de la Dra. Alba Adriana Vallejo Cardona y el Dr. Eduardo Padilla Camberos,
quienes son investigadores en dicho centro de investigacién. EI trabajo es de tipo

experimental y se llevara a cabo en los laboratorios del propio CIATEJ.

El objetivo general de este PAP es obtener nanoparticulas de plata con potencial actividad
antimicrobiana 'y antibiofilm usando extracto de la flor de Jacaranda mimosifolia. Los

objetivos especificos son:

e Realizar y optimizar la biosintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs) usando
extracto de la flor de Jacaranda mimosifolia.

e Caracterizar las nanoparticulas obtenidas usando espectrofotometria, dispersion de la
luz (FTIR y DLS) y Microscopia de Transmision Electronica (TEM).

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas obtenidas.

e Evaluar la actividad antibiofilm de las nanoparticulas obtenidas.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

Las nanoparticulas (NPs) son particulas cuyo tamafio oscila entre 1 y 100nm, son
imperceptibles para el 0jo humano y solo estan constituidas por un par de cientos de atomos.

Las NPs pueden exhibir propiedades muy diferentes a los materiales macroscopicos [1].

Existen tres principales propiedades de las NPs: son muy moviles en su estado libre, tienen
areas superficiales especificas muy grandes y pueden exhibir efectos cuanticos; dichas
propiedades han despertado gran interés en la comunidad cientifica. Las NPs se pueden
clasificar de acuerdo con su tamario, forma, propiedades materiales, manera en la que fueron

producidas o su aplicacion [1]

Las NPs existen en la naturaleza, pero también se pueden fabricar por métodos fisicos,
quimicos o bioldgicos. A pesar de que la mayoria de las NPs comercialmente disponibles
estan sintetizadas por métodos quimicos, los métodos biolégicos son los que mayor atencion
reciben en la actualidad ya que atienden a la necesidad emergente de desarrollar procesos
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mas sustentables, que se apeguen a los principios de la quimica verde, disminuyendo los
requerimientos energéticos y el uso de sustancias toxicas tanto para el ser humano como para

el medio ambiente [2].

La tecnologia basada en NPs se centra en mejorar la eficacia, sustentabilidad, velocidad y
especificidad de procesos ya existentes, esto es posible ya que este tipo de tecnologia usa una
menor cantidad de material que los procesos tradicionales. Algunas aplicaciones de las NPs
incluyen baterias, polimeros, empaques para alimentos, suministro de farmacos, agentes

antimicrobianos 'y anticancerigenos [1].

Algunas dificultades que se pueden presentar al trabajar con NPs son que al impregnar otros
materiales estas pueden perder sus propiedades, tienden a aglomerarse y es dificil
resuspenderlas, lo cual también provoca que pierdan sus propiedades. Otro reto es la
caracterizacion de las NPs obtenidas, ya que para analizarlas directamente es necesaria
microscopia electronica, lo cual es complicado y costoso; sin embargo, existen metodos
indirectos que obtienen informacion analizando matematicamente la luz dispersada por las
NPs [1].

Las nanoparticulas metalicas (MNPs) tienen un nucleo compuesto por algin metal
inorganico u 6xido metalico, son de particular interés por sus potenciales aplicaciones en la
vida cotidiana. Cada vez se desarrollan mas métodos para su produccion a gran escalay cada
vez mas productos incluyen MNPs en sus formulaciones, las AgNPs son las MNPs mas

estudiadas y usadas [3].

Usando el modelo clasico de cristalizacion para modelar la sintesis de MNPs, es necesario
disolver la sal metélica en un solvente para que esta se disocie y posteriormente agregar algin
agente reductor para gque los iones metalicos se reduzcan y se dé la nucleacion produciendo
una suspension coloidal de MNPs [4]. Los agentes reductores pueden ser quimicos o
bioldgicos. Entre estos Gltimos estan los extractos herbales son un excelente agente reductor
y estabilizador para AgNPs ya que tienen glucésidos, compuestos fendlicos y flavonoides,
entre otros compuestos organicos. Una gran cantidad de especies vegetales han sido

utilizadas en la biosintesis, sin embargo, la investigacion de nuevos agentes reductores y



métodos de biosintesis es de suma importancia ya que las propiedades de las NPs estan

fuertemente influenciadas por su forma, tamafio, sal precursora y moléculas coordinadas [5].

Jacarandamimosifolia es un arbol de hasta 20m de alto que tiene abundantes flores moradas,
es originario de Brasil y se cultiva en regiones tropicales como planta de ornato. Las flores
de esta planta tienen un alto contenido en compuestos polifendlicos, y de acuerdo con
Aguirre-Becerra et al [6], estos compuestos pueden fungir como reductores en la biosintesis
de AgNPs.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El CIATEJ es un centro de investigacion que pertenece a la Coordinacion de Medio
Ambiente, Salud y Alimentacion del Sistema de Centros Pubicos de Investigacion (CP1) del
Consejo Nacional de ciencia y Tecnologia (CONACYT). El centro tiene mas de 40 afios
realizando investigacion, desarrollo tecnoldgico e innovacion, ademas de ofrecer servicios
tecnoldgicos y de formacion. El objetivo del centro es impulsar el desarrollo del pais en los

sectores agropecuario, alimentos, bebidas, salud, medio ambiente y energia sustentable [7].

El centro cuenta con cinco areas, Biotecnologia Médica y Farmacéutica, Biotecnologia
Vegetal, Tecnologia Ambiental, Tecnologia Alimentaria y Biotecnologia Industrial. El area
de Biotecnologia Meédica y Farmacéutica, donde se realiza el PAP, busca atender las

demandas y retos del sector médico y farmacéutico en México [7].

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

La industria alimentaria es una de las industrias mas grandes del mundo, con mayor
generacion de empleos y que se dedica a producir, procesar, empacar y distribuir la comida
que consume la gran mayoria de la poblacion mundial [8]. Varios microorganismos se
pueden desarrollar bajo las condiciones de los procesos alimentarios, ya sea en los productos
0 en los equipos, llegando a formar biofilm [9].



Los biofilms o biopeliculas son ecosistemas microbiolégicos complejos formados de una o
mas especies que residen en una matriz constituida principalmente de polisacaridos,
proteinas y DNA exdgeno [9]. La formacion de estas estructuras les permite adherirse a
superficies y proporciona proteccion y mayor disponibilidad de nutrientes para los

microorganismos [10].

Los biofilms representan una problematica para la industria alimentaria ya que pueden alterar
las caracteristicas sensoriales del producto, dafiar los equipos y representar riesgos para los
consumidores. Los biofilms pueden ser producidos por bacterias patdgenas como
Salmonella spp., Staphylococcus spp., Bacillus  cereus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas areuginosa y Echerichia coli O157:H7 [10], [11].

La industria alimentaria busca garantizar la inocuidad de sus procesos y eliminar biofilms,
es una tarea retadora, ya que muchos de los agentes antibiofilm pueden ser toxicos para los
consumidores o dafar los equipos [9]. Actualmente se usan diversas técnicas, pero cada una

tiene diferente efectividad, ventajas y desventajas, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamientos antibiofilm usados cominmente en la industria alimentaria [9].

Tratamiento Métodos Ventajas Deswentajas

Cloro: ClO; acuoso, NaOCI.

Sanitizacion . L
(tratamiento ° (I-)hOz, H:0z/acido acético Efectivo, barato Resistencia
, - [ ] 3
uimico . .
q ) e Amonio cuaternario
e Proteasas: serin proteasas,
tripsina, proteinasa K
Disrupcion e (Clicosidasas: amilasas, Biodegradables, Alto costo
enzimatica dextranasa, pectinasa baja toxicidad
e Liasas
e DNAsa
Nanoparticulas metalicas: plata, oro,
Recubrimiento 0xido de zinc, 6xido de cobre, 6xidode  Efectivas, no se Tecnologia en
con nanoparticules  hierro, 6xido de titanio, 6xido de generaresistencia desarrollo

magnesio.




Biosurfactantes

Bacteridégafos

Bacteriocinas

Inhibidores  de
Quorum sensing

Aceites esenciales

Alta presion
hidrostéatica

Plasma no térmico

Fotocatalisis

Materiales de carbono: fulerenos,
nanotubos

Nanocomposites: cisteina, ditiotreitol,
b-mercaptoetanol

Lichensina,
iturina

surfactina, fengycina,

Listex P100, Salmofresh, ScoShield

Nisin, lactocinas, garvicina

Enzimas, ligando competitivos, SRNAs,
paraoxonasas

Aceites esenciales provenientes de
plantas como eucalipto o canela

HHP, 300-900MPa

Gas parcialmente ionizado a baja
temperatura

Nanoparticulas de 6xidos de titanio o
zinc junto com luz visible o UV

Afectaaldesarrollo
de biofilm y a la
comunicacion
entre células

Seguros, efectivos.

No
riesgo

representa

Menos
selectiva

presion

El consumidor
tiene una buena
percepciondeestos

No hay ningin
riego de modificar
las  propiedades
organolépticas o
nutricionales del
producto

Muy efectivo, no
altera las
caracteristicas de
los produtos

Efectivo en
superficies de
acero inoxidable o
vidrio

Podria afectar
a las
caracteristicas
del producto

Dificil
manufactura,
dificil
permeabilidad,
no es amplio
espectro

Requieren mas
investigacion

Require  mas
investigacion.

Algunos  de
estos aceites
son irritantes
para la piel o
ciertos 6rganos

No es efectivo
para
endoesporas

Alto costo,
reducido a
escala
laboratorio

Tecnologia en
desarrollo




Las nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden ser una potencial solucion a la problematica del
biofilm, ya que poseen actividad antimicrobiana de amplio espectro. Hoy en dia, las AgNPs
son el nanomaterial mas usado para tratar productos médicos, textiles, almacenamiento de
alimentos, superficies y productos de higiene personal para que tengan propiedades
antimicrobianas [12]. Incluso existen trabajos como el de [17] en el que se reportan AgNPs

sintetizadas con extractos herbales con actividad antibiofilm.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Se identificaron distintas problematicas relacionadas con el control de microorganismos,
tales como la formacion de biofilm y la desinfeccion de vegetales y se propuso trabajar con
nanoparticulas de distintos metales (Cu, Ag, Ti), asi como diferentes extractos herbales
(pitaya, jacaranda, primavera). Finalmente, se identificdé una gran area de oportunidad en el
areade biofilm ya que es una problematica vigente que aqueja avarias industrias y se decidié
orientarlo al biofilm en la industria alimentaria, ya que es una de las industrias mas grandes
en México y el mundo. También se optd por trabajar con la flor de jacaranda (Jacaranda
mimosifolia) porque es una planta facil de cultivar que produce una gran cantidad de flores.
En cuanto al metal para las nanoparticulas, se realizaron pruebas preliminares con algunos
metales (titanio y cobre) sin el éxito esperado. Por lo tanto, los asesores PAP sugirieron usar
la plata (Ag) pues tienen experiencia en la biosintesis de AgNPs y se dispone de los reactivos

y equipo necesarios.

Se realizard la fitosintesis de AgNPs usando extracto de la flor de J. mimosifolia y
posteriormente se hara un disefio de experimentos para encontrar las condiciones éptimas de
la biosintesis usando parametros encontrados en la literatura. Las JAgNPs (nanoparticulas de
plata sintetizadas usando extracto de J. mimosifolia) serdn caracterizadas por meétodos
directos e indirectos. Después, se realizaran pruebas microbiologicas para evaluar la
actividad bacteriostatica y bactericida de las JAgNPs; finalmente, se realizaran pruebas para

evaluar la actividad antibiofilm de las JAgNPs. En la Tabla 2 se muestra el cronograma de
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actividades para la realizacion del PAP y en la Tabla 3 se muestran las abreviaciones

utilizadas en dicho cronograma.

Tabla 2. Cronograma de actividades para la realizacion del PAP.

CRONOGRAMA
Ago Sep Oct Nov Dic
1A o — N o <t Te) ({o]
Nombre de laactividad Recursos Durgcmn E ?‘5 2 ?; 2 2’; E ?; % o d H A A A
(dias) C ¢ ¢c c ¢ c c c c @8 8 8 8 g & &
© © © © © © © © (4] ] < < < < ] ]
E € € E E &€ E £ € E E €E £ £ £ E
[¢b) [¢b) [<b) [<b) [<b) [<b) (5] [¢b) [<B] Fery Fery Fer} Fery Fer} Fery Fer}
(7p] (9] (9p] (7p] (9p] (7p] (7] (7p] wn 1%} D %] 1%} 1%} 1%} 1%}
Confirmacién de la
presencialidad de la AA 3
estancia
Registro en el centro de DP, AA 4

investigacion
Seleccion del proyecto  AA, AP 2
Desarrollo del protocolo AP, AD,

para Tiy Cu TP 4
Prubeas pre_:_lgnlnares con EF. BM 3
Pruebas preliminares con EF. BM 7

Cu
Desarrollo del protocolo  AD, AP, 4
para JAgNPs TP
Preparacién de material
para JAGNPs B.R 1
Biosintesis preliminar
JAGNPs ERBM 2
Optimizacion biosintesis  EF, SG, 2
JAgNPs BM
Preparacion de inéculos MOS,
para pruebas CFL, I, 2
antimicrobianas B, R
Preparacion de material AC,
para pruebas CFL, B, 1
antimicrobianas R
L MOS,
Poblacion inicial CFL | 2
MOS,
CFL,
MiC JAgNPs, 2
I
MOS,
MBC CFL, 2

JAQNPs,
|
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MOS,
CFL,

Difusién en disco JAGNPs, 4
|
FTIR,
FTIR JAGNPs 1
SZ,
DLS JAgNPs !
. F,
Fluorometria JAGNPs 1
Preparacién muestras
TEM JAgNPs 1
Actividad antibiofilm MOS, 4
cuantitativa CFL
Caracterizacién
fitoquimicadelextractode B, R 2
jacaranda
MOS,
Actividad antibiofilmen CFL, 4
superficies JAgNPs,
|
MOS,
Actividad antibiofilm CFL, 9
cualitativa JAgNPs,
|
Preparacion de reportey  AA, AP, 7
presentacion final TP
Presentacion final AA.I’_{DA‘P' 1

Tabla 3. Abreviaturas mencionadas en el cronograma de actividades.

ABREVIATURAS
AA Asesoria Dra. Adriana Vallejo
AP Asesoria Dr. Eduardo Padilla
DP Direccién de posgrados
EF Espectrofotometro
FTIR Infrarrojo con transformada de Fourier
F Fluorémetro
ZS Zeta Sizer
CFL Campana de flujo laminar
I Incubadora
AC Autoclave
MOS Microorganismos
TP Trabajo personal
SG StatGraphics
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Nanoparticulas de plata biosintetizadas con

JAGNPs extracto de jacaranda
BM Bafio maria
B Balanza, analitica
R Reactivos

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

METODOS
Preparacion del extracto herbal

Se peso 1g de flor de J. mimosifolia previamente deshidratada y pulverizada y se agregd a
100mL de agua destilada hirviendo. Se dejo la preparacion en ebullicion durante 5 minutos

y posteriormente se filtr6 usando un filtro Sartoriuos stedim 292.

Caracterizacion fitoquimica del extracto herbal

Se realizaron distintas pruebas cualitativas para determinar la presencia o ausencia de ciertos

compuestos en el extracto de J. mimosifolia. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
a) Determinacion de flavonoides

El contenido de flavonoides por cloruro de aluminio fue determinado de acuerdo con
Marinova [15]. Se afiadio6 1mL de extracto de J. mimosifolia, agua destilada o solucién
estandar de quercetina (6.25 mg/mL) a un matraz aforado de 10mL que contenia 4mL de
agua destilada. Posteriormente, se agregaron 0.3mL de NaNO; al 5%. Después de 5 minutos
se agregaron 0.3mL de AICIl; al 10%, para finalmente un minuto después agregar 2mL de
NaOH 1M y aforar a 10mL con agua destilada. Se interpreté como presencia de flavonoides
un cambio en la coloracion a naranja, usando como referencia quercetina como control

positivo y agua destilada como control negativo.
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b) Determinacion de fenoles

El contenido de fenoles fue determinado por el método del Folin-Ciocalteu de acuerdo con
Marinova [15]. Se afadid 1mL de extracto de J. mimosifolia, agua destilada o solucion
estandar de 4cido galico (10mg/mL) a un matraz aforado que contenia 9mL de agua destilada.
Posteriormente, se afiadid 1mL del reactivo de Folin-Ciocalteu. La solucion se mantuvo en
agitacion constante por 5 minutos para después afiadir 10mL al 7% de Na,CO;y aforar a
25mL con agua destilada y mantener en agitacién por 90 minutos a temperatura ambiente.
Se interpret6 como presencia de fenoles un cambio de coloracion tomando como referencia

acido galico como control positivo y agua destilada como control negativo.
c) Determinacion de taninos

La determinacion de taninos fue llevada a cabo de acuerdo con Ezeonu et al [16]. Se
afiadieron 5mL de extracto de J. mimosifolia 0 agua destilada aun tubo de ensayo con 0.15mL
de FeCls; al 1% y se mantuvo en agitacién por 5 minutos. Los cambios en la coloracion fueron
comparados con el control negativo (agua destilada), interpretando como presencia de

taninos el desarrollo de color café verdoso o azul oscuro.
d) Determinacion de fobotaninos

La determinacion de fobotaninos fue llevada a cabo de acuerdo con Ezeonu et al [16]. Se
afiadieron 6mL de extracto de J. mimosifolia 0 agua destilada a un tubo de centrifuga de
15mL con 3mL de HClal 1%. Posteriormente la mezcla fue llevada aebullicion. La presencia
de precipitados color rojo fueron interpretados como presencia de fobotaninos, se us6 como

control negativo agua destilada.
e) Determinacion de saponinas

La determinacion de saponinas fue llevada a cabo de acuerdo con Ezeonu et al [16]. Se
afiadieron 10mL de extracto de J. mimosifolia, detergente o agua destilada a un tubo de
centrifuga de 50mL con 5mL de agua destilada. La mezcla fue agitada vigorosamente por 5

minutos. La formacion de espuma estable o persistente fue tomada como presencia de

14



saponinas. Como control positivo se utilizd detergente para trastes y como control negativo
agua destilada.

f) Determinacion de glucosidos

El contenido de glucoésidos fue determinado por el método de Fehling de acuerdo con Ezeonu
et al [16] con modificaciones. Se afiadieron 0.5mL del extracto de J. mimosifolia, glucosa o
agua destilada a un tubo de centrifuga de 15mL para posteriormente afiadir ImL del reactivo
Ay reactivo B de Fehling (Anexo I) a la mezcla. Después la solucion fue llevada a ebullicién
por 5 minutos. El desarrollo de una coloracion roja se interpretdé como presencia de
glucosidos mientras que el color azul fue interpretado como negativo. Se us6 agua destilada
como control negativo y glucosa como control positivo.

g) Determinacion de alcaloides

El contenido de alcaloides fue determinado por el método de Dragendorff de acuerdo con
Rivas et al [18] con modificaciones. Se mezclaron 0.1mL del extracto con 0.9mL del reactivo
de Dragendorff (Anexo Il) en un tubo Eppendorf y se dejo reposar por 10 minutos. La
formacion de un precipitado fue interpretada como positivo a la presencia de alcaloides.
Como controles se utilizaron berberina 100mg/mL (control positivo) y agua destilada

(control negativo).

Biosintesis de JAQNPs

Se realiz6 una primera biosintesis usando el método reportado por Padilla-Camberos et al
[13]. Se prepar6 una disolucion de AgNO3; 2mM y se mezcld con el extracto en una
proporcion 1:20, se colocd en bafio maria a 90°C durante 30 minutos y se dejo reposar en la

oscuridad toda la noche antes de medir absorbancia.

Posteriormente se trabajo con las condiciones optimizadas pH=12, [AgNO;3]=10mM vy
T=90°C vy, basado lo reportado en la Tabla 4, se us6 una proporcion extracto/AgNO3 1:10.
La mitad de estas AgNPs se guardaron asi para su posterior uso (AgNPs crudas) y la otra
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mitad se centrifugd a 12,108g por 30min, de descartd el sobrenadante y se resuspendio el

pellet a una concentracion de ~200ug/mL en agua destilada.

Optimizacion de la biosintesis de JAgNPs

Se hizo un disefio de experimentos (DOE) Box-Behnken de tres factores: temperatura, pH y

concentracion de nitrato de plata sobre una variable de respuesta: absorbancia usando el

programa StatGraphics. En la Tabla 4 se presentan las condiciones de biosintesis citadas por

diferentes investigadores, mismas que se tomaron como base para definir los parametros para

el DOE que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Comparacién de distintas condiciones usadas para sintetizar biolégicamente AgNPs.

Temperatura

pH

Concentracion

Proporcién extracto-

Referencia (°C) (extracto) sal (MM) Precursor  Planta utilizada sal
Uddin et al, 2012 80 - 1 AgNOs  hojas de té negro 12,11, 32
Nkkala et al, 2013 TA - 1 AgNO;  raiz de A. calmus 15

. . callo de Sesuvium )

Nabikhan et al, 2010 Ebullicion - 10 AgNO; portulacastrum 1:10
Mariselvamet al, 2014 36 - 1 AgNO; Cocos nucifera 1:10
Sadeghi et al, 2015 - - 1 AgNO; Pistacia atlantica 1;10
Padllla-Cazrggf ros etal, ely) 8 2 AgNO;  céasacra de pitaya 1:20
Narayanan & Park, 2014 90 75 1 AgNO; Brassica rapa 15
Zargar et al, 2011 25 - 1 AgNO; Vitex negundo 11
Prasad & Elumalai, 2011 60-80 - 1 AgNO; Moringa olifera 1:10
Swietenia
Monda et al, 2011 40 85y 125 5 AgNO:s mahogani -
Kathiravan et al, 2014 28 - 1 AgNO; hojade Meliadubia  1:10, 2:10, 3:10, 4:10
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hoja de Garcinia

Veerasamy et al, 2011 75 7 1 AgNQO:3 Mangostana 15
Trachyspermum
Vijayaraghavan et al, 2012 28 7 1 AgNO; ammi, Papaver -
somniferum
Tabla 5. Factores parael DOE
Factor Bajo Alto Unidades Continua
Temperatura 60 90 °C Si
pH 6 12 Si
[AgNO:s] 1 10 mM Si

Caracterizacion de JAgNPs
a) Espectrofotometria

Se realizd6 un barrido espectral de 300 a 700nm con intervalos de 10nm, usando un
espectrofotometro xMark™ Microplate Spectrophotometer de BIO RAD, de la primera
biosintesis para confirmar la presencia de AgNPs e identificar la longitud de onda de mayor
absorbancia. Con las muestras de la optimizacion se realizb el mismo barrido espectral para
confirmar la longitud de onda de mayor absorbancia y para biosintesis posteriores solo se
ley6 la absorbancia a 420nm.

b) Cuantificacion

Se implementd un método de cuantificacion similar al reportado por Aznar et al [19]. Se
usaron las nanoparticulas de plata Silver, dispersion de Sigma-Aldrich (Anexo Il1), para

realizar una curva de calibracion y estimar la concentracion de las JAgNPs sintetizadas.
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c¢) Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se liofilizaron las muestras y posteriormente se coloco suficiente muestra para cubrir el
cristal del accesorio ATR del FTIR Cary 630 Agilent y se realizaron las lecturas con una
resolucion de 4cm y 20 scans, se limpio el cristal usando agua destilada y algodon entre

cada lectura. Para esta técnica se revisé el manual del equipo [20].
d) Dispersion dindmica de la luz (DLS)

Para el analisis de tamafio de particula y de potencial Z se utilizd el equipo zetasizer Nano-
ZS90 de Malvern. En el caso de tamafio de particula se trabajé con las muestras diluidas 1:10
y celdas de ImL como la que se puede observar en la Figura 1. Para medir el potencial Z se
usaron las muestras sin diluir y se colocé 1mL de muestra en una celda como la que se
muestra en la Figura 2. Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se obtuvo un
promedio usando el software del equipo, entre cada medicion se lavaron las celdas 10 veces

con agua destilada. Para esta técnica se reviso el manual del equipo [21].

Figura 1. Celda utilizada para Figura 2. Celda utilizada para
medir tamafio de particula [22]. medir potencial Z [22].
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e) Microscopia de Transmision Electrénica (TEM)

Se mandaron las muestras al Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
(IPICYT) para ser analizadas en un microscopio Jeol modelo 200CX. Las muestras fueron
sonicadas durante 5 minutos y se dejaron sedimentar por 10 minutos antes de introducirlas al
TEM.

Pruebas antimicrobianas
a) Preparacion de suspensiones microbianas y poblacion inicial

Se prepard un in6culo de cada cepa (Escherichia coli ATCC 1122, Salmonella entérica
ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas areuginosa. ATCC 9027,
compradas de American Type Culture Collection) y se incub6 a 37°C y 200rpm durante 24h.
Posteriormente se prepard una suspension microbiana ~0.5 McFarland de cada cepa en PBS
(buffer fosfato salino por sus siglas en inglés). Finalmente se realizaron 5 diluciones seriadas
1 en 10 de cada suspension y se sembrd por extension en placa la quinta dilucion, se incub6
por 24h a 37°C y se contaron las colonias en cada placa para determinar el numero de

unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro de suspensién microbiana.
b) Minima concentracion inhibitoria (MIC)

Se utilizd método reportado por Padilla-Camberos etal [13]. En placas de poliestireno de 48
pocillos se realizaron diluciones seriadas de AgNPs con caldo nutritivo (CN), 10 para las
nanoparticulas crudas, 6 para las nanoparticulas concentradas partiendo de una concentracion
de 20pg/mL y 6 de extracto. Ademas, se prepararon controles para cada cepay controles de

medio para cadaplaca, cada pocillo tenia un volumen de 500uL de la mezcla de CN 'y AgNPs
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0 extracto y 20uL de indculo. Se incubaron las placas por 24h a 37°C y se determind la MIC

como la dltima concentracion en la que no se observo turbidez.
¢) Minima concentracion bactericida (MBC)

Para determinar la MBC, se usaron las placas de poliestireno de 48 pocillos resultantes de la
prueba anterior, se seleccionaron los Ultimos dos pocillos en los que no se observo turbide z
y el primero en el que si. Se sumergié un asa de nicromo en cada uno de los pocillos
seleccionados y se sembrd en cajas Petri que fueron incubadas por 24h a 37°C. La MBC se
determiné como la ultima concentracion en la que no hubo crecimiento en la placa. NOTA:

negativo=0 colonias, positivo=3 0 mas colonias, no concluyente=1 a 3 colonias [13].
d) Difusion en disco

Se usaron las mismas cepas que en las pruebas anteriores. Se sembraron, por extension en
placa (usando un hisopo estéril), 5 placas Petri (una para controles y las otras cuatro para los
tratamientos reportados en la Tabla 6) por cada cepatomada directamente de las suspensiones
microbianas. Se us6 el método reportado por EUCAST [14]. Se dejé evaporar el exceso de
humedad de las placas Petri antes de colorar los discos de difusion. Estos se prepararon con
papel filtro estéril sumergido, 30 minutos previos a su utilizacion, en la suspension
correspondiente de la Tabla 6. Después de remover el exceso de liquido de los discos, se
colocaron en la placa Petri. Todas las diluciones se prepararon con PBS el cual también se
utilizé como control negativo. Como controles positivos se usaron: cefoxitin para S. entérica

y E. coli, oxitetraciclina para P. areuginosa y eritromicina para S. aureus.

Tabla 6. Tratamientos para los papeles filtro a emplear en la prueba de difusién en disco.

JAgNPs crudas JAgNPs concentradas
342ug/mL 171pg/mL 250pg/mL 125pg/mL
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Pruebas antibiofilm
a) Prueba cualitativa

Se preparé medio de cultivo agar cerebro-corazén y, después de esterilizarlo, de dejo enfriar
el medio hasta una T=55°C. Se agregd 0.8g/L de colorante rojo Congo a todo el medio de
cultivo y las JAgNPs ala mitad del medio. Se vertié el medio en cajas Petriy se dejo gelificar
para posteriormente sembrar por estria cruzada directamente de las suspensiones celulares
previamente preparadas, se usé como control negativo el agar sin JAgNPs. Se incubd por 24h
a 37°C y se observo si habia presencia de cristales negros, lo cual indica formaciéon de
biofilm, si hay crecimiento de colonias rosas significa que las cepas no forman biofilm vy si
las colonias son negras, pero no ha cristal, la prueba no es concluyente, se realizd la prueba

por duplicado [23].
b) Prueba cuantitativa

En una placa de poliestireno de 48 pocillos, se colocd caldo nutritivo con diferentes
concentraciones de AgNPs y detergente enzimatico Tergazyme como control positivo (Tabla
7). Se inocul6 cada pocillo con 20uL de indculo de cada una de las cepas y se incubd por 24h
a 37°C, se retird el cultivo invirtiendo la placa sobre una recipiente con hipoclorito de sodio
al 3% y se realiz6 un lavado con agua destilada, posteriormente se dejo secar la placa a 60°C
en una estufa de desecacion por 1h. Se afiadieron 0.5mL de solucién acuosa de cristal violeta
al 0.1% a cada pocillo y se incub6 a temperatura ambiente por 90 minutos, se retird la
solucion de cristal violeta invirtiendo la placa y se realizaron 5 lavados con agua destilada
para remover el exceso de colorante. Se agregaron 0.5mL de metanol concentrado para
solubilizar el biofilm, y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacion
orbital. Finalmente, se leyo la absorbancia a 570nm y se determind la inhibicion de biofilm

con la ecuacion 1.

AM
% Inhibicionde Biofilm = <1 - (E)) * 100 (Ecuacion 1)

Donde AM es la absorbancia de los pozos con tratamiento y AC es la absorbancia sin

tratamiento. Se realizd la prueba por triplicado [24].
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Tabla 7. Tratamientos usados para cada cepa en la prueba cuantitativa para actividad antibiofilm.

Controles JAgNPs

Esterilidad Negativo Positivo
(caldo (crecimiento  (Tergazyme  21.4pg/mL  10.7pg/mL 5.4ug/mL 2.7ug/mL
nutritivo) libre) 1%)

RESULTADOS
Caracterizacion fitoquimica del extracto herbal

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la caracterizacion fitoquimica del extracto acuoso
de flor de J. mimosifolia; contiene flavonoides, fenoles, taninos, saponinas y glucésidos, no
contiene fobotaninos y alcaloides. Aparicio-Fernandez etal [25] analizaron las antocianinas
de J. mimosifolia; las antocianinas son pigmentos flavonoides presentes en una gran cantidad
de especies vegetales y son las responsables del color morado de la flor. Aguirre-Becerra et
al [6] realizaron un andlisis exhaustivo de extractos acuosos y metandlicos de flor de J.
mimosifolia para identificar los compuestos presentes y encontraron una gran variedad de
flavonoides, glucdsidos, taninos, fendlicos, ésteresy lipidos, lo cual confirma la informacion

obtenida las pruebas cualitativas del presente estudio.

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion fitoquimica del extracto acuoso de J. mimosifolia. *

Presenciaenel
Compuesto extracto acuoso de
J. mimosifolia

Flavonoides +
Fenoles +
Taninos +

Fobotaninos -

Saponinas +

Glucésidos +

Alcaloides -

*presencia del compuesto analizado (+); ausencia del compuesto analizado (-).
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Biosintesis de AgNPs

Los resultados de la primera biosintesis se muestran en la Figura 3. Se observan la muestra y
2 controles negativos, uno que solo tenia nitrato de plata y agua y el otro que solo tenia
extracto de J. mimosifolia y agua. Antes y después de la reaccion es evidente el cambio de
color, ademas, no se detectaron cambios en los controles lo que coincide con lo reportado

por Padilla-Camberos et al [13], por lo que se asume que hay presencia de AgNPs.

Figura3. Primerabiosintesis realizadacon las condiciones propuestas por Padilla-Camberos et al. [13].
(@) Antes de la reaccidn, tubos de izquierda a derecha: muestra, control con extracto de jacaranda, y
control con nitrato de plata. (b) Después de la reaccion, tubos de izquierda a derecha: muestra, control
con nitrato de plata, y control con extracto de jacaranda.

En la Figura 4 se muestran los valores del barrido espectral realizado a la muestra y controles
de la biosintesis mencionada. El barrido espectral se realiz6 de 300 a 700nm con intervalos
de 10nm. Se observa que la mayor absorbancia para la muestra esta en los 420nm, lo cual
coincide con el pico de absorbancia de las NPs esféricas [26]. Asi mismo, se puede observar
que ninguno de los dos controles presenta picos de absorbancia en esta longitud de onda, por

lo que se confirma la presencia de AgNPs.
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Figura 4. Barrido espectral de la primerabiosintesis realizada con las condiciones reportadas por
Padilla-Camberos et al [13].

Al realizar los experimentos, se encontrd que en las condiciones Optimas de pH y [AgNOs]
la reaccion comienza a ocurrir a temperatura ambiente segundos después de afadir el
extracto. En la Figura 5 se presentan las muestras antes y después de la biosintesis de AgNPs
usando las condiciones dptimas. Se puede observar que el cambio de color es mucho mas
intenso, ademas, el color café amarilloso oscuro resultante es caracteristico de la resonancia

del plasmon de superficie de las AgNPs [26].
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Figura5. Muestras antes y después de labiosintesis de AgNPs usandoextracto de J. mimosifolia con las
condiciones Gptimas.

También se encontré que cuando se afiade el extracto una vez que el nitrato de plata esta
caliente, la reaccion ocurre instantaneamente y se alcanzan absorbancias mayores que al
mezclar todo antes de calentar. Se realiz6 una corrida adicional enla que se probaron ambos

escenarios para confirmar esta observacion (Tabla 9).

Tabla 9. Comparacion entre agregar el extractocon el nitrato de plata frio y caliente (diluciénal 50%b).

Frio Caliente
Abs @420nm 2.071 2.576

Optimizacion de la biosintesis de AgNPs

En la Tabla 10 se pueden observan las combinaciones realizadas experimentalmente, asi

como las absorbancias obtenidas en cada caso. En la Figura 6 se presentan los valores
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resultantes del barrido espectral realizado a todas las muestras. Se observa que la muestra

que presento la mayor absorbancia fue la nimero 14 (linea de color rojo).

Tabla 10. Disefio de experimentos y absorbancias registradas a 420nm para cada combinacion de

factores.

Temperatura Absorbancia (a
# de muestra  pH (cel extracto)  AgNO;(mM)

(°C) 420nm)
1 6 1 75 0.772
2 9 55 75 1.106
3 9 1 60 0.816
4 9 5.5 75 1.127
5 12 55 60 2.045
6 9 1 90 1.064
7 10 90 1.568
8 10 60 1.051
9 55 75 1.106
10 12 1 75 2111
11 6 10 75 1.054
12 6 55 90 1.288
13 12 10 75 2.863
14 12 55 90 3.249
15 6 55 60 0.719
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Figura 6. Barrido espectral de las absorbancias resultantes del disefio de experiementos para la
optimizacioén de la biosintesis de las AgNPs con extracto de la flor de J. mimosifolia.

Con la informacion alimentada al StatGaphics, se realizaron distintos andlisis estadisticos
para determinar el efecto de cada factor y sus combinaciones sobre la variable de respuesta.
La Tabla 11 muestra el andlisis de varianza, en el cual se observa que todos los factores tienen
un efecto sobre la absorbancia, ya que todos tienen un P-Value<0.05, mientras que las
interacciones entre ellos no tienen un efecto significativo sobre la absorbancia ya que P-
Value>0.05.
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Tabla 11. ANOVA (analisis de varianza).

Suma de Grados de Media de
Factor cuadrados libertad cuadrados F-Ratio P-Value
A:pH 5.07052 1 5.07052 170.33 0.0000
B:AgNO; 0.42274 1 0.42274 14.2 0.0130
C:Temperatura 0.805181 1 0.805181 27.05 0.0035
AA 1.49118 1 149118 50.09 0.0009
AB 0.071824 1 0.071824 241 0.1811
AC 0.100806 1 0.100806 3.39 0.1251
BB 0.0156 1 0.0156 0.52 0.5016
BC 0.0180902 1 0.0180902 0.61 0.4709
CcC 0.0217498 1 0.0217498 0.73 0.4317
Total error 0.148845 5 0.0297691
Total (corr.) 8.18219 14

Con la informacién recabada se realiz6 un diagrama de Pareto (Figura 7). Se encontr6 que el
pH es el factor con mayor efecto sobre la absorbancia y la concentracion de nitrato de plata
el que tiene menor efecto, pero todos los factores analizados tienen un efecto significativo

sobre la variable de respuesta.
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Figura 7. Gréfica de Pareto estandarizada para absorbancia.

Para optimizar la biosintesis de las AgNPs, se busc6 maximizar la absorbancia y en la Tabla
12 se muestran los valores para cada factor que en conjunto resultan en la absorbancia
maxima. Estas condiciones son las que se consideraron para biosintetizar todas las AgNPs
usadas en todas las pruebas. Para visualizar los datos obtenidos en la optimizacion, se realizé
una superficie de respuesta estimada (Figura 8) para este experimento, aqui se puede observar
el comportamiento de la absorbancia en funcion del pH del extracto y la concentracion del

nitrato de plata.

Tabla 12. Optimizacion de la biosintesis de AgNPs.

Factor Bajo Alto Optimo
pH 6 12 12
AgNO; 1 10 10
Temperatura 60 90 90
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Figura 8. Superficie de respuesta estimada. Temperatura 90°C.
Las condiciones idoneas para la biosintesis de AgNPs dependerd en gran medida de la
composicion del extracto utilizado, sin embargo, autores como Nabikhan et al [27] reportan
condiciones de concentracion de nitrato de plata y temperatura similares a las que se

encontraron como Optimas en este trabajo.

Caracterizacion
a) Cuantificacion

En la Figura 9 se muestra la curva de calibracion realizada con las nanoparticulas de plata
Silver, dispersion de Sigma-Aldrich. La curva tiene una R2 de 0.9995 vy, usando la ecuacion
obtenida, se estima que la concentracion de las JAgNPs crudas es de 342ug/mL vy la de las
JAgNPs concentradas de 250ug/mL, la cual es similar a la estimacion inicial de 200ug/mL.
Sin embargo, es evidente que las JAgNPs no se concentraron y se perdié una gran cantidad
de material al centrifugar. En la mayoria de las referencias encontradas la centrifugacion es
el método empleado para separar y concentrar AgNPs, sin embargo, Kowalczyk et al [28]
explican que la centrifugacion tradicional es una de las técnicas de separacion mas
importante, pero cuando se trata de separar particulas extremadamente pequefias como
nanoparticulas, puede que estas tarden mucho tiempo en sedimentarse o que incluso no

lleguen a sedimentarse.
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Figura 9. Curva de calibracion realizada con Silwver, dispersion Sigma-Aldrich.

b) Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 10 se muestra el espectro FTIR de las JAgNPs crudas y el del extracto de flor
de jacaranda. El pico que se observa a 3600cm corresponde a un estiramiento O-H de fenol,
a 2900cm? corresponde a un estiramiento C-H de aldehido, el pico a 1650cm? es
caracteristico de flavonoides y anillos aromaticos y el pico a 1000cm corresponde a algin
azucar [29]. Este dltimo solo se encuentra presente en el extracto por lo que posiblemente
fue el compuesto que fungid como agente reductor de la plata. El pico que se encuentra en
1400cmt en el espectro de las JAgNPs corresponde al nitrato de plata (Anexo V) [30].
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Figura 10. Espectro FTIR extracto de jacaranda (azul) y JAgNPs crudas (amarillo).

En la Figura 11 se muestra espectro FTIR de las JAgNPscrudas y concentradas. Al comparar
estos dos espectros se puede observar que muchos de los picos perdieron nitidez, lo cual se
puede deber a que en el proceso de separacién se eliminaron impurezas, pero también

posiblemente porque se perdieron nanoparticulas y enlaces organicos.
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Figura11. Espectro FTIR extracto de JAgNPs crudas (amarillo) y concentradas (verde).
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c) Dispersiéon dinamica de la luz (DLS)

En la Tabla 13 se presentan los resultados de tamafio de particula y en las Figuras 12, 13, 14
y 15 las gréficas generadas por el Software de Malvern. El tamafio de las JAgNPs crudas es
de ~24.2nm; enel review de Noah [2] se reporta que la mayoria de las AgNPs fitosintetizadas
estan en un rango de tamafio de 5-100nm. En la Figura 12 es posible observar que existen
particulas de otros tamafios en la mezcla y, dado que las JAgNPs no han sido purificadas,
estas pueden ser AgNPs aglomeradas, compuestos del extracto herbal que no reaccionaron,

plata que no reacciond o algin contaminante.

En el caso de las JAgNPs concentradas, el tamafio de particula en la mezcla oscila entre 26.3
y 527.8nm (Figura 15). Si bien las particulas de mayor tamafio presentes en las JAgNPs
crudas desaparecieron, también se cree que se perdieron la mayoria de las AgNPs al momento
de centrifugar como ya se mencioné en el inciso a) caracterizacion, de este mismo apartado.
También se cree que el tiempo prolongado de centrifugacion a una alta velocidad (30 min,
12,108g) pudieron haber dafiado las JAgNPs, Rostami [31] menciona que al centrifugar

muchas veces o por demasiado tiempo las AgNPs pueden perder calidad.

También se analizaron el extracto de flor de J. mimosifolia y el nitrato de plata (Figuras 13 y
14), para verificar que en estos no hubiera nanoparticulas. Se encontré que el tamafio de
particula mas grande presente en el nitrato de plata podria corresponder al presente en las
JAgNPs crudas.

Tabla 13. Tamafio de particula.

. Tamario (d. %
Muestra Pico nm) Intensidad
JAGNP 1 24.2 62.3%
gNPs
crudas 2 157.0 32.9%
3 4766.0 4.8%
JAQNP 1 527.8 59.5%
gNPs
concentradas 2 124.3 13.5%
3 26.3 13.1%
Extracto de 1 430.9 93.7%
Jacaranda 2 5009.0 6.3%
AgNO; 1 256.9 93.9%
10mM 2 4972.0 6.1%
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Figura 12. Distribucion de tamafio por intensidad JAgNPs crudas diluidas 1:10 con agua destilada.

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Figura 13. Distribucion de tamafio por intensidad del extracto de jacaranda diluido 1:10 con agua
destilada.
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Figura 14. Distribucién de tamafio por intensidad del nitrato de plata 10mM.
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Figura 15. Distribucidn de tamafio por intensidad JAgNPs concentradas diluidas 1:10 con agua
destilada.

En la Tabla 14 se muestran los resultados para el potencial Z y enlas Figuras 16, 17, 18y 19
se muestran las graficas generadas por el Software Malvern. El potencial Z es una medida de
la carga eléctrica efectiva en la superficie de una NP, es un parametro de gran importancia
cuando se estudian NPsya que da informacion de la estabilidad de las NPsen una suspension.
Si el potencial Z es <-20 0 >20mV, la suspension es considerada estable, mientras que si el

potencial > -20 0 Z<20mV, la suspension es considerada inestable (Vinothini & Rajan) [32].

En todos los casos lo potenciales Z medidos indican soluciones estables, a excepcion del

nitrato de plata, eso es posiblemente porque se trata de una solucion y no de una suspension
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coloidal [33]. También se confirmé que las JAgNPs concentradas estan aglomeradas ya que
Vinothini & Rajan [32] reportan que en cualquier suspension de NPs con un potencial Z

inferior a -28mV las NPs estan aglomeradas.

Tabla 14. Resultados de potencial Z.

. Potencial Z .
Muestra Pico Intensidad
(mV)
JAQNPs
crudas 1 -20.3 100.0%
JAgNPs
concentradas 1 -37.3 100.0%
Extracto de
Jacaranda 1 -22.4 100.0%
AgNOs 1 -9.72 99.9%

250000

200000

150000

100000

Total Counts

50000

0 : : :
200 -100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (mV)

Figura 16. Distribucion del potencial Z del extracto de jacaranda.
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Figura 17. Distribucion del potencial Z del nitrato de plata 10mM.
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Figura 18. Distribucion del potencial Z de las JAgNPs crudas.
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Figura 19. Distribucion del potencial Z de las JAgNPs concentradas.
d) TEM

En la Figura 20 se muestran las imagenes obtenidas del TEM. Se puede observar que son de
forma esférica uniforme y, de acuerdo con Noah [2], esta es la forma mas comdn en las
nanoparticulas fitosintetizadas. A pesar de que la mayoria de las JAgNPs parecen ser de
aproximadamente el mismo tamafio, es deseable que la muestra sea mas monodispersa, por
lo que implementar alguna técnica de purificacion, como centrifugacion por gradientes de

densidad o cromatografia, seria deseable (Martins et al) [34].
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Figura 20. Imégenes de las JAgNPs en el TEM.
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Pruebas antimicrobianas
a) Preparacion de suspensiones celulares y poblacion inicial

En la Tabla 15 se muestran los resultados del andlisis de poblacion inicial realizado a todas
la suspensiones microbianas usadas en las pruebas microbiolégicas. Una suspension
microbiana  0.5McFarland debe de tener una concentracion aproximada de

~1.5X108UFC/mL [35], las suspensiones preparadas estdn mas concentradas.

Tabla 15. Resultados poblacion inicial.

) Concentracion de
Namero de

Cepa . lasuspension
colonias
(UFC/mL)
S.aureus 78 1.56X10°
S. enterica 91 1.82X10°
P. areuginosa 38 7.60X10°
E. coli 71 1.42X10°

b) Minima concentracion inhibitoria (MIC) y minima concentracion bactericida
(MBC).

El extracto de flor de J. mimosifolia no inhibié el crecimiento bacteriano de ninguna de las
cepas a ninguna de las concentraciones utilizadas. En el caso de las AgNPs crudas, la MIC
para S. aureusy E. coli fue de 2.7ug/mL y para S. entericay P. areuginosa fue de 1.3pg/mL
(Tabla 16). La MIC paralas AgNPs concentradas con las cuatro cepas fue de 10pg/mL (Tabla
17). En la Figura 21 se puede observar una de las placas utilizadas enesta prueba. Las AgNPs
sintetizadas por Hosnedlova et al [36] tienen una MIC de entre 15 y 20pg/mL para S. aureus
y E. coli con AgNPs sintetizadas con diferentes extractos herbales, estas concentraciones son

mayores incluso que las encontradas paras las AgNPs concentradas del presente estudio.
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Tabla 16. Resultados de la MIC para las AgNPs crudas.

Dilucion
(Hg/mL)

S. aureus

S. enterica

P. areuginosa

E. coli

171.0
85.5
42.8
214
10.7

5.3
2.7

13

0.7
0.3

Tabla 17. Resultados de la MIC para las AgNPs concentradas.

Dilucion
(ug/mL)

S. aureus

S. enterica

P. areuginosa

E. coli

25.0
12.5
6.3
31
16
0.8
04
0.2

+ + + + + +

+ + + + + +

+ + + + + +

+ + + + + +
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Figura 21. Microplaca de poliestireno de 48 pocillos con prueba MIC para E. coli con AgNPs crudas y
extracto de jacaranda.

En cuanto a la MBC, el valor para las AgNPs crudas fue de 10.7ug/mL para S. aureusy P.
areuginosay de 5.3pug/mL para las S. entericay E. coli cepas (Tabla 18). Con las AgNPs
concentradas, la MBC fue de 20pg/mL (Tabla 19). En la Figura 22 se muestra una de las
cajas Petri usadas en esta prueba. Se puede observar que las bacterias Gram negativas fueron
mas susceptibles a las JAgNPs que las Gram positivas. Las AgNPs sintetizadas por Parvekar
et al [37] tienen una MBC de 625pug/mL para S. aureus, la cual es ~100 veces superior a la

encontrada en este estudio.

Tanto en la MIC como en la MBC es apreciable una pérdida en la actividad bioldgica de las
JAgNPs concentradas con respectoa las curdas, sin embargo, conservan actividad biologica

que es incluso superior a algunas reportadas en la literatura [36], [37].

Tabla 18. Resultadosde la MBC para las AgNPs crudas.
Dilucidn

(Hg/mL)

10.7 - - - -

5.3

2.7

13

0.7

S.aureus  S.enterica P.aureaginosa E. coli

+ + + +
+ + +
+ + + +
+ + +
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Tabla 19. Resultados de la MBC para las AgNPs concentradas.

Dilucion g ayreus  S.enterica  P.aureaginosa  E. coli
(Hg/mL)
25.0 - - B :
125 + + * *
6.3 + + * *

Figura 22. Caja Petri con agar nutritivo usada para la MBC. En cada seccion de la caja se sembré el
contenido de un pocillo diferente resultante de la MIC.

c) Difusién en disco

Los resultados de esta prueba se muestran en la Tabla 20, en la cual se puede observar que
los mejores resultados se obtuvieron usando las nanoparticulas crudas. Posiblemente esto se
debe a que los iones y moléculas que quedan presentes en la suspension después de la
biosintesis ayudan a estabilizar las AgNPs. En la Figura 23 se pueden observar todas las
placas Petriusadas en esta prueba. Asi como enla MIC y la MBC, en esta prueba es evidente
que las JAgNPs concentradas perdieron actividad. En esta prueba, las JAgNPs tuvieron una
menor actividad a la reportada en la literatura; Cunha etal [38] reportan un halo de inhibicién
para E. coli de 17.1mm, sin embargo, también el control positivo (ciprofloxacino) dio un
resultado de 45.9mm que es mucho mayor a cualquiera de los controles usado en esta prueba,
por lo que se cree que en este caso afectd la alta concentracion de las suspensiones

microbianas.
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Tabla 20. Resultados de la prueba de difusion en disco (mm).*

Cepa Control + Control - 342pg/mL 171pg/mL 250pg/mL 125pg/mL
S.aureus 6.0 0.0 21 15 0.8 0.6
S. enterica 8.2 0.0 2.8 16 2.3 15
P.aureaginosa 4.0 0.0 1.6 11 1.2 0.0
E. coli 7.1 0.0 16 1.0 12 0.9

*Como controles positivos se usaron: cefoxitin para S. entéricay E. coli, oxitetraciclina para P. aureginosa y
eritromicina para S. aureus. Como control negativo de us6 PBS en todos los casos.

Figura 23. Resultados de la prueba de difusion en disco. S. a. = Staphylococcus aureus, E c. =

250ug/mL

125pg/mL

Escherichia coli, P. a. = Pseudomonas areuginosa, S. e. = Salmonella enterica.

Las cepas con mayor sensibilidad a las AgNPs son S. aureusy S. enterica. En la Figura 24

se pueden observar los halos de inhibicion de estas cepas con las AgNPs crudas a 342ug/mL.
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Figura 24. Resultados de la prueba de difusion en disco para S. enterica (izquierda) y S. aureus
(derecha).

Pruebas antibiofilm
a) Cualitativa

Los resultados de esta prueba no fueron concluyentes, es necesario repetirla en un futuro.
b) Cuantitativa

En la Tabla 21 se muestran los resultados de la prueba para evaluar cuantitativamente la
actividad antibiofilm de las JAgNPs. Solo se reportan los resultados de S. aureusy P.
areuginosa ya que E. coli y S. enterica no estaban produciendo biofilm en las condiciones
trabajadas (las absorbancias de los pocillos que contenian solo medio de cultivo y de aquellos
con crecimiento libre eran similares para estas dos cepas). Primero se intentd realizar la
prueba en una placa de 96 pocillos (Figura 25), pero fue muy complicado realizar los lavados,
lo cual resultaba en coeficientes de variacién >50%, por esto, se optd por usar una placa de
48 pocillos lo cual resultd en coeficientes de variacion <20% en casi todos los casos. Se
obtuvo una inhibicién de formacion de biofilm >95% y similar a la del control (~98.6%)

usando una concentracion de 5.4pg/mL de JAgNPs.
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Tabla 21. Resultados de la prueba para evaluar la actividad de las JAgNPs.

Cepa Tratamiento

Absorbancia

Promedio

. ficient
Desviacion Coed%e €
estancar variacion

Turbidez

%
inhibicion
de
biofilm

Control de
medio

Control
negativo
(crecimiento
libre)

Control
positivo
(Tergazyme
1%)

21.4pg/mL
JAgNPs

10.7pg/mL
JAQNPs

5.4ug/mL
JAQNPs

2.7ug/mL
JAgNPs

Control
negativo
P. (crecimiento
areuginosa libre)

Control
positivo
(Tergazyme
1%)
21.4pug/mL
JAgNPs

10.7pg/mL
JAgNPs

5.4ug/mL
JAQNPs

2.7ug/mL
JAgNPs

S. aureus

0116 0.117 0121

1813 1.530 1.530

0.140 0.134 0.132

0.146 0.155 0.162

0.150 0.158 0.212

0.208 0.160 0.172

0.387 0.425 0.360

1102 1001 1.095

0133 0.126 0.137

0.149 0.141 0.152

0131 0.165 0.130

0.143 0.144 0.136

1.031 0.498 0.908

0.118

1.506

0.017

0.036

0.055

0.062

0.273

0.948

0.014

0.029

0.024

0.023

0.694

0.003 2%

0.163 10%

0.004 3%

0.008 5%
0.034 19%
0.025 14%

0.033 8%

0.056 5%

0.006 4%

0.006 4%
0.020 14%
0.004 3%

0.279 34%

98.8

97.6

96.3

95.9

819

98.5

96.9

97.5

97.6

26.8

Mohanta et al [17] analizaron la actividad antibiofilm con diferentes AgNPs fitosintizadas.

Encontraron que para alcanzar inhibicion >99%, se requiere entre 23 y 100ug/mL de AgNPs,
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que es una concentracién mayor a la obtenida en este estudio, pero tambien una actividad 4%
mejor a la reportada en este estudio.

En la Figura 26 se presenta un grafico de barras con el comportamiento de la inhibicion de
la formacion de biofilm de las JAgNPs para las dos cepas estudiadas. Se puede observar que
la actividad se mantiene estable a partir de la [JAgNPs]=5.4ug/mL. Las AgNPs sintetizadas
por Mohanta et al [17] obedecen el mismo comportamiento, también en el caso Hosnedlova
et al [36] mencionan que obtuvieron una inhibicibn de biofilm ~50% usando una
concentracion de 10pug/mL y de 20pg/mL. Esto puede indicar que a pesar de que diferentes

AgNPs tienen diferente actividad antibiofilm, en todos los casos esta tiene un limite.

Una explicacion a este comportamiento es que las AgNPs interactlen con grupos en las
membranas bacterianas previniendo la formacion del biofilm. Si todos los receptores ya estan
ocupados, se alcanza un punto de saturacion, Parvekar et al [37] mencionan que las AgNPs

pueden interactuar con grupos SH en las membranas celulares

Figura 25. Placa de poliestireno de 96 pocillos usada en la prueba para evaluar cuantitativamente el
efecto antibiofilm de las JAgNPs.
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Figura 26. Comportamiento de la actividad antibiofilm de las JAgNPs a diferentes concentraciones.

1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

El biofilm es una problematica actual que afecta a la industria alimentaria (entre otras),
porque existen diversas soluciones potenciales aesta problemética, pero todas tienen ventajas
y desventajas o falta investigacion al respecto. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
fue obtener JAgNPs, caracterizarlas y evaluar su actividad antimicorbiana y antibiofilm. Se
encontrd que las JAgNPs fitosintetizadas tienen actividad antimicrobiana y un efecto de
inhibicibn de formacion de biofilm >95% a una [JAgNPs]=5.4pg/mL y con mas

investigacion y pruebas podrian ser una alternativa a los productos antibiofilm existentes.

Para continuar con este proyecto es necesario encontrar una forma de separacion y
purificacion que no dafie a las JAgNPs, asi como formular un producto estable y
econdmicamente rentable (implementando ingenieria econdmica, escalamiento, simulacion,
y vida de anaquel, entre otras pruebas posibles). También es necesario realizar pruebas de
citotoxicidad en cultivo celular y modelos animales para verificar que las JAGNPs no sean

dafiinas para el ser humano, asi como realizar estudios de toxicidad ambiental.
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Otra posible actividad al continuar este proyecto es realizar mas pruebas antibiofilm en
superficies bitticas y abitticas o usando microscopia, estas pruebas podrian complementar
la informacién obtenida en el presente estudio. Asi mismo, es recomendable investigar como
acttan las JAgNPs para inhibir la formacion de biofilm, para lo cual se podrian implementar
herramientas bioinformaticas. Por ultimo, el proyecto se podria extender y realizar otro tipo
de pruebas para descubrir si las AgNPs tienen otros potenciales, como antidiabética o

antiproliferativa, entre otras.
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1.8. Anexos generales

Anexo I. Reactivo Fehling
Para esta prueba se requiere preparar 2 reactivos como se muestra a continuacion:

1. Reactivo de Fehling A:6.92% p/v de sulfato clprico.
2. Fehling’s B: 3.46% p/v de tartrato de sodio potasio y 14% de hidroxido de sodio 1M.
Para este reactivo, disolver primero el hidroxido de sodio afiadiendo lentamente el

agua y después el tartrato de potasio.

Agitar muy bien ambos reactivos antes de utilizar.

Anexo Il. Reactivo de Dragendorff

Para esta prueba es necesario preparar el reactivo por separado para incrementar la vida Util

del mismo, se mezclan ambos en proporciones iguales antes de la prueba.

1. Dragendorff A: Nitrato pentahidratado de bismuto Il 0.5g, acido acético glacial
6.25mL y 18.75mL de agua destilada.
2. Dragendorff B: loduro de potasio 10 g/25mL.
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Notas:

Ambos reactivos, tienen que clarificarse.
Ambos reactivos se mezclan en igual proporcion.

Con esta preparacion no es necesario diluir mas el resultado.

El reactivo de Dragendorff finalmente tiene un color naranja.
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Anexo Ill. Hoja de especificaciones Silver, Dispersion (Figura 27).

Sigma-Aldrich

3850 Bpreco Biresd, Baini Louls, MO 63183, USA
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Figura 27. Hoja de especificaciones Silver, Dispersion.
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Anexo IV. Espectro Infrarrojo del nitrato de plata.

1.0

0.9

Transmitance

4500 4000 3500 3000

2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 28. Espectro infrarrojo del nitrato de plata [30].

2. Productos

Tabla 22. Ficha descriptiva del producto elaborado:

reporte.

Nombre y codigo del PAP

Nombre del proyecto

Descripcion (qué es, para quién se realizoy para

qué es):

Autores:

4G03 Programade Apoyo a Centrosde
Investigacion Externos |

Biosintesis de nanoparticulas de platautilizando
extracto de la flor Jacarandamimosifolia con
potencial actividad antimicrobianay antibiofilm
Reporte detallado con todos los equiposy reactivos
utilizados, métodos seguidos y todos los resultados
obtenidos.

Karen Verduzco Chavira
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Tabla 23. Ficha descriptiva del producto elaborado: articulo para publicacion.

Nombre y c6digo del PAP 4G03 F?rog.r’ama de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |
Biosintesis de nanoparticulas de platautilizando
Nombre del proyecto extracto de la flor Jacarandamimosifolia con
potencial actividad antimicrobianay antibiofilm
Descripcién (qué es, para quién serealizdypara  Articulo para publicacion que incluye los resultados
qué es): més relevantes de este trabajoy otros similares.
Eduardo Padilla Camberos, Karen Verduzco

Autores: . ) L .
Chavira, Ivan Moisés Sanchez Hernandez, otros.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propdsito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Fue muy enriquecedor para mi formacién como profesionista trabajar en un centro de
investigacion, ya que me ayud6 a darme cuenta del area en la que me quiero desenvolver.
Aprendi que el trabajo en equipo y la buena relacion con mis compaferos de trabajo es
fundamental para tener un ambiente laboral sano y que el trabajo salga lo mejor y mas rapido
posible. Entendi que tengo que ser muy humilde y siempre estar dispuesta aprender de los

demas, asi como a escuchar y decir lo que pienso de la forma mas asertiva posible.

También me di cuenta de que la investigacién en México requiere mucho mas apoyo del que
actualmente tiene y tambien de que, tristemente, cada vez tiene menos. Existe mucho talento
y muchas personas capaces con ganas de hacer ciencia que no encuentran el apoyo que
necesitan para preparase o para ejercer y acaban dedicandose a otra 0 cosa, 0 si tienen la

oportunidad, migrando a otro pais en donde si puedan desarrollarse en su area.
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Ademas, puse en practica la importancia de la ética en el desarrollo tecnoldgico, ya que
usualmente las personas dentro de un laboratorio trabajan con materiales peligrosos,
contaminantes y patdgenos, entre otras. Depende de cada uno conocer la disposicion correcta
de estos materiales y tener una buena organizacién para usar la menor cantidad posible para

el bienestar de toda la sociedad.

Asi mismo, en el aspecto ético me di cuenta de todas las pruebas necesarias para que un
producto salga al mercado, en el laboratorio en el que estaba también se realizaban pruebas
a productos y pude familiarizarme con algunas de ellas, incluyendo pruebas en animales y
todas las regulaciones que norman este tipo de experimentos. Esto gener6 un conflicto ético
en mi, pero finalmente aprendi que en algunos casos son necesarios y que existen formas
géticas de hacerlo; ademas de que es mi responsabilidad como biotecndloga desarrollar

tecnologia que sustituya los modelos animales para disminuir o incluso eliminar su uso.

3.2 Aprendizajes logrados

Aprendi como se trabaja en un centro de investigacion, existen varias investigaciones
relacionadas que ocurren en paralelo y es necesario estar en comunicacion con tu equipo de
trabajo y tu investigador para la toma de decisiones. En general trabajan por proyectos con

una extension de 1 a 4 afios, por lo que el PAP es algo inusual en este entorno.

Aprendi sobre nanoparticulas, lo cual era un tema ajeno a mi y tuve la oportunidad de
aprender a usar equipos que no habia usado en mi carrera (FTIR, zetasizer, fluorémetro).
También aprendi a realizar la prueba de difusion en disco y en general reforcé mis

conocimientos sobre microbiologia.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).
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Tabla 23. Inventario de competencias, experiencias nuevas enazul, experiencias reforzadas en

\erde.

Competencia Bvidencia Relevancia/Fortaleza*

Inglés TOEFL iBT, Capacidad de aprovechar la informacion
intercambio cientifica publicadaeninglésy de
académico con comunicar informacién a un mayor
materias eninglés  numero de personas.

Biologiamolecular  Materias cursadas  Es una herramienta fundamentalen la
enITESOy enel biotecnologia, tantoen el laboratorio
intercambio como tedricamente.
académico

Uso de equipos Los analisis Son equipos que seusancomidnmente en

(FTIR, realizados eneste el laboratorio y que ahora estoy capacitada

fluorometria, estudio parausar.

zetasizer)

Nanoparticulas Tecnologia Son unatecnologia en desarrollo con
desarrolladaen muchas aplicaciones.

» este estudio

% Bioprocesos Materias cursadas  Capacidad para analizar procesos e

qé enITESOy enel identificar oportunidades de mejora.

S intercambio

S académico

© Disefio de Materias de Permite trazar una estrategia adecuada

experimentos estadisticay disefio  parademostrar o refutar una hipétesis,

de experimentos ademas de organizar el trabajo en el
cursadasen laboratorio e interpretar los resultados
ITESO, ademas de obtenidos.
su aplicacion en
distintos proyectos
en otras materias.

Francés DELF, A2 Capacidad de aprovechar lainformacion
cientifica publicadaen francésy de
comunicar informacién a un mayor
ndmero de personas.

Microbiologia, Materias cursadas  Conocimientos practicosy tedricos

cultivo vegetal y en ITESO esenciales parael desarrollo de proyectos

cultivo animal biotecnoldgicos.

Destrezaenel Practicas de Permite la realizacion de proyectos.

2 laboratorio laboratorio y

=g proyectosen

= ITESO.

< Capacidad de Proyectos Permite trazar estrategias de trabajo

T planeacion realizados en claras,asicomo establecer dindmicas de
ITESO. trabajo.
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Capacidad de
comunicar ideas

Liderazgo

Pensamientoldgico

Pensamiento critico

Creatividad

Reportes,
presentaciones,
ensayosy otros
trabajos.
Campamento de
lideres de
AJIEMS, lider en
distintos equipos
de trabajo.
Competencias
desarrolladas
durante la carrera.
Competencias
desarrolladas
durante la carrera.
Propuestas para
distintos proyectos.

Permite trabajar de manera adecuada con
otras personas, ademas de la redaccion de
reportes.

Ayudaa establecer dinamicas de trabajo.

Ayudaen elanalisis de problemasy
busquedade soluciones.

Ayudaadiscriminar la informacion.

Permite encontrar soluciones innovadoras.

Actitudes

Organizacion

Limpieza

Responsabilidad

Proactividad

Humildad

Compafierismo

Moral

Competencias
desarrolladas
durante la carrera.
Competencias
desarrolladas
durante las
practicas de
laboratorio.
Competencias
desarrolladas
durante la carrera.
Buenadinamicade
trabajo en distintos
proyectos.

La forma en la que
me desenvolvien
el laboratorio.

Las relaciones que
genereenellugar
del PAP.

Materias llevadas
en ITESO.

Permite realizar el trabajo de la mejor
manera posible.

Herramienta Utilen el laboratorio, ya que
evita la contaminacionde las muestrasy
previene accidentes.

Permite realizar todo el trabajo en tiempo
y forma, ademas de que ayuda a prevenir
accidentesy desperdiciar recursos.
Ayudaatenerunabuenadinamica de
trabajo.

Es unaactitud dtil parateneren lavida, ya
que permite crecimiento y una buena
relacion con los demas.

Ayudaagenerar un ambiente laboral sano.

Permite el desarrollo ético del trabajo.

Me di cuenta de que mi preparacion durante la carreraen el ITESO ha sido suficiente para
afrontar los retos de la vida profesional y que tengo muchas herramientas técnicas y tedricas
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para poderme desempefiar adecuadamente dentro y fuera del laboratorio. También
comprender que soy capaz de desarrollar un trabajo de esta magnitud, fue un ejercicio que
requeri usar mucho mis habilidades de organizacién y planeacion, asi como pensamiento
creativo y resolucion de problemas para poder gestionar las diversas situaciones que se

presentaron a lo largo del proyecto y finalmente lograr los objetivos planteados.
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