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RESUMEN

En la presente tesis se realiz6 la biosintesis de nanoparticulas de plata utilizando
como agentes reductores extractos acuosos de cascara de nuez. Se prepararon 6
extractos con distintas condiciones de reaccion, los cuales fueron analizados por
método ABTS (Acido 2, 2'-azino-bis -3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), DPPH (2, 2-
Difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP (Poder antioxidante de reduccién ferrica) para
determinar su capacidad antioxidante, asi como por el método de determinacion
de azucares totales técnica fenol-acido sulfarico y determinacion de proteinas
totales por digestion Kjeldahl, para determinar la capacidad reductora de las
biomoléculas extraidas. Posteriormente, se determind cual extracto contaba con
mayor capacidad reductora y se hizo reaccionar con diferentes concentraciones de
nitrato de plata, de dicha reaccion se obtuvieron 18 soluciones de nanoparticulas
de plata, las cuales fueron caracterizadas mediante Espectrofotometria UV visible
(UV-VIS), microscopia electrénica de transmision (TEM), y dispersion de luz (DLS)

para determinar la presencia, morfologia y tamafio de las nanoparticulas.

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas obtenidas se evalué realizando
el método de difusion en agar con las bacterias: Staphylococcus aureus,
Salmonella Typhi y Proteus mirabilis. Se obtuvieron halos de inhibicion mayores
en las bacterias Salmonella Typhi y Proteus mirabilis, lo que indica que las
nanoparticulas sintetizadas, muestran mayor efecto para inhibir el crecimiento de

bacterias gram negativas.

Palabras clave: nanoparticulas, biosintesis, nitrato de plata



INTRODUCCION

La nanociencia es el estudio de los fendmenos y la manipulacion de materiales a
escala nanométrica. Por su parte, nanotecnologia es el disefio, caracterizacion y
aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de
la forma, el tamafio y las propiedades de la materia a escala nanométrica. La
importancia de las nanotecnologias se fundamenta en que permite modificar
radicalmente las propiedades de los materiales conocidos e incluso crear otros

nuevos (Mendoza y Rodriguez, 2007).

La nanotecnologia “verde” surge buscando reducir los riesgos emergentes
asociados a su uso biologico utilizando “fuentes naturales, de baja o nula
toxicidad, que permitan reemplazar y eliminar el uso y generacién de materiales

peligrosos” (Carra et al., 2019).

Una nanoparticula (NP) es un tipo de nanoestructura donde los clisteres de
atomos que lo forman tienen que tener un tamafio de 1-100 nm. Han suscitado
mucho interés debido a sus propiedades, que derivan de la alta relacion superficie-
volumen, ya que si el diametro disminuye, el area superficial de la particula
aumenta y como consecuencia se produce un aumento en las propiedades
originales del material. Las NPs de metales, de 6xidos metalicos o de compuestos
basados en metales (como pueden ser las nanoparticulas de plata) muestran
interesantes propiedades biologicas, Opticas, magnéticas, electronicas y cataliticas
que, en general, se relacionan con su tamafo, forma, composicion, cristalinidad y
estructura de la particula, pudiendo ser interesantes desde el punto de vista de su
aplicaciéon practica. Dentro de las nanoparticulas metélicas, una de las que ha
suscitado mayor interés, son las nanoparticulas de plata (AgNPs), debido a su
destacada actividad antimicrobiana, la cual, es la principal caracteristica para el
desarrollo de productos con incorporacién de AgNPs en diversos materiales y por
su capacidad como agente bactericida, contra los microbios como son las

bacterias y hongos (Sanchez, 2017).



1.1 Justificacion

Aprovechamiento de la cascara de nuez: Investigar una no tan experimentada
ruta de obtencion de NPs como lo es la biosintesis a partir de extractos acuosos
de cascara de nuez, permite obtener nanoparticulas mediante un método
amigable con el medio ambiente, que permita utilizar las cascaras como algo mas

que un residuo.

Uso de reactivos menos contaminantes: Los agentes de reduccion que se han
utilizado con mayor frecuencia para la sintesis de nanoparticulas incluyen el
borohidruro de sodio, y la hidracina. El borohidruro de sodio, segun Sigma (2021)
se clasifica como H260, que corresponde a sustancias que en contacto con el
agua desprenden gases inflamables que pueden inflamarse espontaneamente,
H301, que indica que es toxico en caso de ingestidbn o en contacto con la piel,
H314, provoca quemaduras en la piel y lesiones oculares y H360, sustancia que
puede perjudicar la fertilidad o dafiar al feto en caso de ingestion. Por su parte,
exposiciones prolongadas a la hidracina como respirar la sustancia o su contacto
con la piel, puede causar dafio en los pulmones, el higado, los rifiones y el sistema
nervioso central (ATSDR, 2016). La sintesis verde ha emergido en las ultimas
décadas como una alternativa para la eliminacion de dichos agentes reductores,
aprovechando en su lugar, los agentes reductores naturales que poseen las
plantas, asi como poder eliminar el alto consumo de energia en equipos

sofisticados.

Necesidad de nuevos antibiéticos: Las nanoparticulas pueden transportar,
proteger y dirigir los agentes antimicrobianos al sitio de infeccién, de modo que se
puedan administrar dosis mayores de farmaco en el lugar infectado, superando asi
los mecanismos de resistencia existentes con menos efectos dafiinos sobre el

paciente (Pérez, 2017).



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Obtener nanoparticulas de plata menores a 100 nm a partir de extractos acuosos

de cascara de nuez Carya illinoinensis.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar las condiciones 6ptimas para la extraccion eficiente de moléculas
reductoras.

e Identificar las mejores condiciones de reaccidbn para la obtencién de
nanoparticulas de plata.

e Caracterizar las nanoparticulas obtenidas mediante técnicas de
Espectrofotometria UV visible (UV-vis), Microscopia electronica de transmision
(TEM) y Dispersion de luz (DLS).

¢ Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas obtenidas frente

a bacterias gram positivas y gram negativas.
1.3 Hipotesis
Los extractos acuosos de cascara de nuez actuaran como agentes reductores

para la obtenciébn de nanoparticulas de plata y las nanoparticulas obtenidas

contaran con alta actividad antimicrobiana frente a microorganismos patdégenos.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Nanotecnologia

El término "nanoescala” se ha definido para denotar el intervalo de longitud
aproximadamente de 1 nm a 100 nm, por lo tanto, se define a la nanotecnologia
como una técnica que permite modificar y manipular la materia a dicha escala
(Neira, 2015). Los materiales a nanoescala presentan propiedades de resistencia,
reactividad, conductibilidad, flexibilidad, durabilidad y toxicidad diferentes a los
mismos materiales en tamafio mayor. En consecuencia, se puede afirmar que la
nanotecnologia no es una tecnologia disciplinaria, particularmente si hablamos de
su relacién con la ciencia de materiales, mas bien, se trata de una tecnologia
multidisciplinaria, que implica el entendimiento de la fisica, la quimica, la
electronica, la dinamica de fluidos y muchas otras ciencias (Zayago y Foladori,
2010).

Mientras que la palabra nanotecnologia es relativamente nueva, la existencia de
dispositivos y estructuras de dimensiones nanométricas funcionales no es nueva,
y de hecho tales estructuras han existido en la Tierra, mucho mas tiempo que la
vida misma. Las conchas representan una manifestacion natural de que una
estructura fabricada a partir de nanoparticulas puede ser mucho mas fuerte. Por
otro lado, no esta claro cuando los seres humanos comenzaron a tomar ventaja de
los materiales de tamafio nanométrico, sin embargo, se sabe que en el siglo IV a.
C los vidrieros romanos fabricaban vasos que contenian metales de tamafio

nanomeétrico (Poole y Owens, 2007).

Zayago y Foladori (2010) sefialan que la nanotecnologia se expone como una
tecnologia revolucionaria, puesto que marca el desarrollo de nuevos materiales o
el descubrimiento de propiedades novedosas en materiales ya conocidos. Es por

esto que se le considera la plataforma de la revolucién industrial del siglo XXI.



2.2 Aplicaciones de los nanomateriales y nanoparticulas

Las propiedades exhibidas por los nanomateriales son diferentes a las que
exhiben estos mismos materiales en una macroescala. Las nanoparticulas (NPs)
poseen una mayor relacién de superficie-volumen y por tanto una mayor superficie
de contacto con el entorno. Esto hace que los hanomateriales sean muy atractivos
para su explotacion en mdaltiples sectores y que la nanotecnologia se expanda a
un gran ritmo. Asi, se ha pasado en muy poco tiempo de una situacién en la que
practicamente no existian nanomateriales en nuestro entorno, a estar rodeados
por una gran variedad de productos que los contienen en su composicion (Avalos
et al., 2013).

Lopez et al, (2013) mencionan algunas aplicaciones actuales de los

nanomateriales, las cuales se describen a continuacion.

Materiales aislantes térmicos: Los materiales sintetizados por la técnica de sol-
gel resultan ser aerogeles, como estos son porosos y el aire esta atrapado en sus
intersticios, se pueden usar para el aislamiento de habitaciones, de esta manera
se reduce drasticamente tanto el calentamiento como el enfriamiento, por lo que
disminuye el consumo de energia, y simultaneamente la contaminacién ambiental.
Ramirez et al., (2016) sefalan que las nanoparticulas de silice huecas presentan
propiedades fisicas y quimicas deseables para el desarrollo de
materiales aislantes y superaislantes, tal como baja conductividad térmica

manipulable con base al tamafio y composicion.

Materiales cerdmicos: Algunos ceramicos pueden ser presionados Yy sinterizados
en varias formas a temperaturas significativamente mas bajas para producir
objetos soélidos mas flexibles, algo que seria muy dificil, si no imposible, en los
Mismos ceramicos convencionales, aun a temperaturas altas. Los materiales
ceramicos mas comunes: Oxido de silicio (SiO;), 6xido de titanio (TiO,), éxido de

zirconio (ZrO;) son nanomateriales que presentan compatibilidad con sistemas



biologicos debido a su naturaleza inerte. También se caracterizan por presentar
alta estabilidad quimica y mecénica (Guel y Hernandez, 2013).

Optico y electronico: La resolucion de un televisor o un monitor depende en gran
medida del tamafio del pixel. Compuestos esencialmente por materiales llamados
“fésforos”, los pixeles brillan cuando chocan con un torrente de electrones en el
interior de un tubo de rayos catédicos. La resolucion mejora cuando los pixeles, o
los fésforos, son mas pequefios. Actualmente, las nanoparticulas bimetéalicas
(compuestas por dos diferentes elementos metélicos) atraen més la atencién que
las monometalicas debido a sus propiedades electronicas, magnéticas y Opticas,
asi como su desempefio en procesos cataliticos o fotocataliticos. Un buen ejemplo
del ajuste de las propiedades 6pticas (y electrénicas) de un material al modificar
su estructura son las nanoparticulas de sulfuro de cadmio (CdS) (Aguilar y
Zanella, 2017).

Imanes de alto potencial: La fuerza de un iman aumenta con el incremento del
area superficial por unidad de volumen. Sus aplicaciones tipicas involucran
alternadores para automdviles, instrumentos analiticos ultrasensibles, motores de
barcos, etc. Durante las dos ultimas décadas se han estudiado las propiedades
magneéticas presentes en un tipo de particulas denotadas como “nanoiron”. Este
término tiene un significado integral e involucra todas las NPs a base de hierro,
tales como las NPs de hierro metalico o valencia cero y las NPs

superparamagnéticas de 6xido de hierro (Fernandez, 2013).

Aeronaves: Los componentes hechos de nanomateriales son mas fuertes y
pueden operar a temperaturas mas altas, lo cual significa que las aeronaves
volaran mas rapido y de forma mas eficaz usando la misma cantidad de
combustible. Las nanoparticulas de zirconia, de 6xido de aluminio y nitruros son

de gran aplicaciéon en barreras térmicas para las turbinas (Sanchez, 2006).



Farmacos: Es posible producir nuevos medicamentos en estado solido al
generarlos en forma de nanoparticulas, cuyas altas areas superficiales permiten
que se solubilicen en la corriente sanguinea donde micro o macroparticulas no
pueden. Ya que mas de un 50 % de nuevas formulaciones de medicamentos no
se llevan al mercado a causa de problemas de solubilidad, esta simple
transformacién en forma nanométrica abre nuevas posibilidades de sintesis de
medicamentos. Un ejemplo claro de esto, es la tecnologia de las nanoparticulas
de fosfato de calcio, de la empresa BioSante, que tiene como objetivo el
suministro de proteinas, por ejemplo la insulina, ademéas de utilizarse como

adyuvante de vacunas (Villafuerte, 2009).

Polimeros mejorados: Cuando se adicionan nanopolvos a matrices poliméricas
hay un efecto de fortalecimiento tal que la resistencia del material es altamente
incrementada. Pueden crearse materiales méas fuertes, ligeros, resistentes al
desgaste, recubrimientos mas duros, plasticos retardantes al fuego, etc.
Nanohibridos basados en polimeros y nanoparticulas de silice muestran
resultados prometedores en la estabilidad térmica de polimeros sintéticos (Ruiz et
al, 2020)

Sector textil: La nanotecnologia afade a los tejidos propiedades “inteligentes”,
existen proyectos de productos textiles con funcionalidades electronicas, tales
COmo sensores que supervisen el comportamiento corporal, mecanismos de auto
reparacion, etc. Rojas (2016) sefiala que, las nanoparticulas de plata son
utilizadas en solucion para recubrimientos textiles, la prenda se hace pasar por
una serie de bafios con soluciones de nanoparticulas y posteriormente es secada
y curada bajo determinadas condiciones de temperatura, presion y pH. El
recubrimiento con dichas nanoparticulas es utilizado como un tratamiento
antibacteriano que busca evitar el contagio de enfermedades o problemas de
infeccion en heridas, ademas buscan evitar el mal olor producido por la

transpiracion o la suciedad.



Industria cosmética: Se realizan aplicaciones contra las arrugas basadas en
liposomas que transmiten los farmacos a través de la piel, o incluso polvos de
magquillaje que son nanoparticulas que modifican el reflejo de la luz, para impedir
gue se aprecie la profundidad de las arrugas. Sistemas de liberacion controlada, la
prolongacion de los efectos de los principios activos o la estabilidad de las
formulaciones son algunas de las mejoras que se estan consiguiendo. Los tipos de
nanomateriales que se usan para ello son nanoemulsiones, nanoparticulas de oro,
dendrimeros, liposomas, nanoparticulas de lipidos solidos, entre otras (Torruela,
2019).

2.3 Nanoparticulas metalicas

Son un tipo de nanoparticulas cuya base es un metal noble o reactivo, el cual le
confiriere propiedades magnéticas, de conduccion electrénica y reactividad
quimica. Es posible controlar dichas propiedades selectivamente por la
modificacién de su tamafio, su morfologia y su composicién (Lépez et al., 2013).

Lépez et al., (2013) también sefialan que, la aplicacion de las propiedades de las
nanoparticulas metalicas puede clasificarse en dos categorias: las propiedades
mejoradas y las propiedades Unicas. El grupo de propiedades mejoradas abarca
aguellas aplicaciones que ya han sido imaginadas pero que pueden beneficiarse
del uso de nanocristales en términos del tamafio o el area superficial. Muchos de
estos tipos de aplicaciones han encontrado un casi inmediato éxito comercial y
han abierto la puerta a otros usos. El grupo de aplicaciones Unicas es un conjunto
mas pequefio, pero con un mayor potencial. Las propiedades de las
nanoparticulas incluyen efectos de confinamiento cuantico, electrénicos, opticos,

de superparamagnetismo y superplasticidad.



2.4  Sintesis de nanoparticulas metélicas

Las nanoparticulas metalicas pueden obtenerse principalmente por dos métodos:
a) El método fisico (top-down), consiste en la subdivision mecanica del metal en
porciones mas pequefas, este enfoque puede involucrar la molienda o el
desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacion de un sdlido seguido por la
condensacion de los componentes volatilizados.

b) EI método quimico (bottom-up), consiste en la fabricacion de nanoparticulas a
través de la condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase
gaseosa 0 en solucion. Este ultimo enfoque es mucho méas popular en la sintesis

de nanoparticulas (Zanella, 2012) (figura 1).
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Figura 1. Método fisico de obtencién de nanoparticulas metalicas, en el cual el metal se divide cada vez
mas; Método quimico mediante adicién de atomos metalicos a un precursor para que las particulas
queden unidas y obtener nanoparticulas (Valencia, 2013).



2.4.1 Sintesis verde o biosintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis biolégica de nanoparticulas se denomina también como “sintesis
verde”, donde es factible llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas a partir del uso
de microorganismos, biomasa de microorganismo, hongos, algas, actinomicetos,
plantas o sus extractos y también mediante la participacion de proteinas,
azucares, fenoles y otras enzimas. De esta forma, la sintesis biologica representa
una alternativa limpia, presumiblemente no todxica, amigable con el medio
ambiente y que ademas su uso en algunas ocasiones iguala o sobrepasa las
expectativas de las nanoparticulas sintetizadas por métodos fisicos y quimicos, en

cuanto a costo y calidad de las nanoparticulas obtenidas (Hernandez, 2013).

Las biomoléculas que conforman a las plantas, partes de plantas, algas,
levaduras, hongos y bacterias sustituyen a los agentes reductores y estabilizantes
convencionales, utilizandose para lograr la reduccion de los iones metélicos.

Sanchez (2017) indica que este tipo de técnica, se basa en el proceso de
reduccidon quimica (ganancia de electrones o disminucion en el namero de
oxidacién, de Ag™ a Ag®. Durante la reduccién de los iones de plata, los
diametros de AgNPs resultantes son variables dependiendo de la cantidad de
iones (Ag*™) que formen atomos de (Ag®) y después, el nimero de 4tomos de Ag
que se aglomeren en clusteres que conformaran las AgNPs. La cantidad de
agente reductor debe ser suficiente para estabilizar las AgNPs al momento en que
ocurre la reaccion pero no demasiado grande como para aumentar la fuerza iénica

total en la disolucién y promover la agregacion.

Sin duda alguna, los métodos biolégicos son mas amigables con el medio
ambiente ya que no utilizan productos toxicos, pero no son reproducibles a gran
escala. Aunque se obtienen particulas de alta calidad, aun se encuentran en fase
de desarrollo para obtenerlos a mayor escala y obtener con ellos grandes
cantidades de NPs (Sanchez, 2017).
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2411 Bacterias

Las nanoparticulas de plata de alta estabilidad (40 nm) podrian sintetizarse
mediante biorreduccién de iones acuosos de plata con un cultivo sobrenadante de

bacterias no patdgenas (Korbekandi e Iravani, 2012).

Algunas especies también son capaces de reducir iones de metales preciosos en
solucion o sintetizar nanoparticulas metalicas tanto en el interior de la célula
bacteriana 0 mediante la secrecién de agentes reductores (enzimas) hacia el
medio de cultivo. Las bacterias Bacillus subtilis, Shewanella algae, Pseudomonas
stutzeri, Thermomonospora sp., Rhodococcus sp., Filamentous cyanobacteria
(Plectonema borganum), Acidithiobacillis thiooxidans y Rhodopseudomonas
capsulata se han utilizado para sintetizar nanoparticulas de plata y oro. Sin
embargo, el uso de bacterias para reducir los iones metalicos y formar
nanoparticulas metalicas es escaso, una posible causa es la toxicidad de
elementos tales como el platino y la plata en los sistemas biolégicos (Hernandez,
2013).

2.4.1.2 Hongos

Se ha investigado y reportado el uso de diferentes tipos de hongos para llevar a
cabo la formacién de nanoestructuras metalicas. Mediante estos estudios se ha
demostrado que estos microorganismos poseen la capacidad para llevar a cabo la
reduccion de iones metalicos a nanoparticulas metalicas. Las principales
caracteristicas en las que se fundamenta su aplicaciéon son debidas a la secrecién
de una gran cantidad de enzimas (responsables de la reduccion de los iones
metalicos), facilidad de manejo, econdmicamente viable y facilidad de realizar

reacciones a escala mayor.

Aunque se ha demostrado el uso de hongos para producir nanoparticulas

metalicas de oro y platino, la mayoria de los estudios se enfocan en la sintesis de
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nanoparticulas de plata. Entre las especies de hongos que se han estudiado se
encuentran: Aspergillus niger, Aspergillus fumigates, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum, Fusarium semitectum, Phaenerochaete chrysosporium y Verticillium.
La sintesis de nanoparticulas de plata usando hongos ha generado resultados
interesantes en relacién al tipo y distribucion del tamafio de las nanoparticulas

formadas (Korbekandi e Iravani, 2012).

Korbekandi e Iravani (2012) sostienen que las nanoparticulas de plata (5-50 nm)
podrian sintetizarse extracelularmente utilizando Fusarium oxysporum, sin
evidencia de floculacién de las particulas incluso un mes después de la reaccion.
La estabilidad a largo plazo de la solucién de nanoparticulas podria deberse a la
estabilizacion de las particulas de plata por las proteinas. La morfologia de las
nanoparticulas era muy variable, con formas generalmente esféricas y

ocasionalmente triangulares observadas en las micrografias.

2.4.1.3 Plantas

Extractos de plantas, partes de ellas, y sus frutos contienen sustancias que actian

como agentes reductores a partir de los cuales se pueden obtener nanoparticulas.

Korbekandi e Iravani (2012) sefialan que el extracto de Camellia sinensis (té
verde) se ha utilizado como agente reductor y estabilizador para la biosintesis de
nanoparticulas de plata en solucibn acuosa en condiciones ambientales. Se
observd que cuando la cantidad de extracto de C. sinensis aumentaba, las
nanoparticulas resultantes eran ligeramente mas grandes y esféricas. Las
biomoléculas de tipo acido fendlico (por ejemplo, cafeina y teofilina) presentes en
el extracto de C. sinensis parecian ser responsables de la formaciéon y
estabilizacion de las nanoparticulas de plata. Los extractos de hojas de té negro
también se utilizaron en la produccién de nanoparticulas de plata. Las

nanoparticulas eran estables y tenian diferentes formas, como esferas, trapecios,
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prismas y varillas. Los polifenoles y los flavonoides parecian ser los responsables
de la biosintesis de estas nanoparticulas.

Los extractos de Aloe Vera, hojas de geranio, hierbas de limon, extractos de la
fruta Emblica officinalis y caldo de las hojas del Neem han sido usados para
sintetizar nanoparticulas de oro y plata. Las técnicas de sintesis en este tipo de
estudio implican la obtencién de un extracto de la planta mediante la coccion en
agua del material vegetal fresco cortado en diferentes proporciones para crear una
solucién acuosa o extracto la cual contiene acidos organicos y otros compuestos
organicos presentes en las plantas. Este extracto se hace reaccionar con los iones
de oro o de plata a diferentes tiempos, temperaturas y concentraciones
(Hernandez, 2013).
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Figura 2. Ruta de sintesis de nanoparticulas metdlicas utilizando extractos de plantas (Lopez, 2019).
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Uno de los pilares fundamentales de la sintesis verde es el uso de plantas para la
obtencion de extractos con alto poder antioxidante como polifenoles, azlcares
reducidos, bases nitrogenadas y aminoacidos; que son capaces de reducir
cationes en una disolucion de sal metalica. La reduccion inicial de iones metéalicos
induce a la formacion de centros de nucleacion, los cuales secuestran iones
metélicos adicionales y también incorporan lugares vecinos de nucleacién que a
veces conducen a la formacion de nanoparticulas. Ademas como estas particulas
estan asociadas a restos organicos de los extractos de plantas, en ocasiones, se
consigue estabilizar esas particulas de tamafio nanométrico e impedir que se
agreguen. Otra gran ventaja que presenta el empleo de métodos de quimica verde
es la posibilidad de controlar el tamafio de las nanoparticulas variando la
concentracion de extracto vegetal empleado sin necesidad de usar agentes

surfactantes, estabilizantes o plantillas (Neira, 2015).

Lépez et al., (2013) afirman que, entre los principales metabolitos que tienen
propiedades reductoras se encuentran los compuestos fenélicos como el acido
gélico, acido benzoico y acido caféico entre otros, que estan presentes en algunas
plantas conocidas por sus propiedades antioxidantes. Asi por ejemplo, se han
obtenido nanoparticulas de oro y plata a temperatura ambiente utilizando acido
galico, un metabolito presente algunos vegetales. El primer reporte de
nanoparticulas obtenidas a partir de plantas vivas fue publicado en 2002 y se
demostré que nanoparticulas de oro, de 2 a 20 nm, se podian formar dentro de
plantas de alfalfa. Posteriormente, se mostré que la alfalfa también podia formar

nanoparticulas de plata cuando era expuesta a un medio rico en iones de plata.

En las ultimas dos décadas, se han hecho grandes esfuerzos a nivel mundial, que
buscan promover la conservacion, la recuperacion y el uso sostenible de la
biodiversidad. Es por esto que, el uso de un residuo como lo es la cascara de la
nuez pecanera para sintetizar nanoparticulas de plata surge como una alternativa

poco experimentada, novedosa y sustentable.
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2.4.2 Biomoléculas reductoras involucradas en la sintesis
verde de AgNPs

En los dltimos afios se ha incrementado el interés en la busqueda de antioxidantes
naturales, generalmente constituidos por mezclas de compuestos con elevada
diversidad molecular y funcionalidad biolégica, obtenidas de extractos vegetales,
entre los cuales los mas importantes son los compuestos polifendlicos como los
flavonoides, taninos y compuestos fendlicos, metabolitos secundarios de muchas
plantas que juegan un papel fundamental en la actividad antioxidante por sus
bajos potenciales redox, pues actian como donadores de electrones que
producen su oxidacion, inhibiendo asi otros procesos oxidativos (Han et al., 2012).
Los bajos potenciales redox de estos antioxidantes hacen termodinamicamente
favorable la reduccién de la gran mayoria de radicales libres y algunos metales
(Makarov et al., 2014).

Sin duda, la sintesis de nanoparticulas metélicas es una evidencia del poder
reductor de los extractos vegetales, el cual cabe subrayar, dependera de los
componentes que la planta contenga.

Tomando en cuenta la gran diversidad de vegetales que existen, asi como su
disponibilidad, y que no solo disminuirian los costos de los procedimientos
quimicos, sino que también seria un procedimiento mas amigable con el entorno,
el objetivo de este trabajo fue estudiar los extractos acuosos de la céscara de
nuez pecanera como antioxidantes naturales y determinar su poder reductor frente
a iones de plata, esto como una alternativa a los procesos toxicos de recuperacion

de metales.

2.4.3 Composicion de la cascara de nuez pecanera

Una de las nueces de gran demanda en el mercado internacional es la nuez
pecanera, también llamada nuez cascara de papel que corresponde a la semilla
del fruto del arbol Nogal pecanero (Carya illinoinensis). La alta demanda

principalmente del mercado asiatico, ha impulsado en México el crecimiento
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exponencial de su produccion en los ultimos 30 afios, triplicando el &rea sembrada
hasta 112,000 ha, principalmente en los estados del Norte como: Chihuahua,
Coahuila, Sonora, Durango y Nuevo Leén, y cuadruplicando su produccion,

alcanzando y superando la de los Estados Unidos en el ciclo 2014-2015.

La disposicion final de la cascara, de alguna manera puede ser una problematica.
Si bien es cierto, se usa escasamente como relleno de caminos y abrasivo para
metales. Sin embargo, se calcula que el 45-50% del peso total del fruto
corresponde a la cascara, la cual queda expuesta a cielo abierto resultando en un
contaminante potencial. Este subproducto representa una problematica que hasta
el momento no se le ha encontrado una aplicacion a pesar de que tiene un alto
contenido de compuestos bioactivos con valor en el mercado para fines

alimentarios, cosméticos o farmacéuticos (CONACYT, 2015).

En la tabla 1 y 2, se presenta la composicidn quimica de la cascara de nuez

pecanera y los compuestos fenélicos que contiene.

Tabla 1. Composicion quimica de la cascara de nuez pecanera
Los valores se expresan en gramos por 100 gramos de porcion de cascara (Vazquez y Lopez, 2016).

Compuesto (g/100g) Composicién Quimica de la
Cascara

Proteinas 2.84
Lipidos 0.39
Carbohidratos 34.57
Humedad 11.30
Cenizas 1.85
Fibra cruda 48.47

Tabla 2. Compuestos Polifenolicos de la cascara de nuez pecanera
CE: Catequina; GAE: Acido Galico; B.H: Base humeda (Vazquez y Lopez, 2016).

Compu?§t05 Cascara
Pol!fenollcos
Flavongté?gs tBO.t:lleS mg 2.84
FenoICIE:AOE/'Z)tg.IES mg 0.39
Tanlrrlnogs écl)zr;g%ﬁados 34.57
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En su composicion de fitoquimicos, la almendra y particularmente la cascara de la
nuez pecanera tienen un alto contenido de compuestos flavonoides, fendlicos
totales y proantocianidinas o taninos condensados, los cuales son de gran interés
nutricional y medicinal. Cabe sefalar, que tanto el acido elagico como galico
fueron identificados en céscara, sin embargo, no fueron cuantificados (Vazquez y
Lépez, 2016).

Lépez et al., (2013) enfatizan que entre los principales metabolitos que tienen
propiedades reductoras se encuentran los compuestos fenélicos como el acido
gélico, acido benzoico y acido caféico entre otros, los cuales estan presentes en

algunas plantas conocidas por sus propiedades antioxidantes.

2.4.4 Acido galico

El acido galico es un polifenol perteneciente al grupo de taninos hidrolizables, se le
han atribuido algunas propiedades bioldgicas, entre ellas: actividad antimicrobiana,
anticancerigena y, recientemente, antiviral, todo esto es por su capacidad
antioxidante, ya que estabiliza radicales libres y ayuda en la mayoria de los

sistemas biolégicos generando un efecto positivo.

Actualmente, el acido galico se utiliza en algunas areas de diferentes sectores
industriales. Por ejemplo: se utiliza como antioxidante en algunos alimentos,
también hay reportes que indican que es un intermediario de la produccién o la
sintesis de algunos antibiéticos, incluso, se ha utilizado también para darle un
tratamiento a las pieles y al cuero, debido a su capacidad astringente (Govea,
2017).
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2.5 Aplicaciones de Nanoparticulas de Plata

Chen y Schluesener (2008) afirman que la plata ha sido sometida a nuevas
tecnologias de ingenieria para el aprovechamiento de sus caracteristicas. Por
ejemplo, se han disefiado en particulas ultrafinas cuyo tamafio se mide en
nandémetros, cuando tienen una dimension menor de 100 nandémetros
denominadas como nanoparticulas de plata (AgNPs). Al llegar a nanoescala,
como otros nanomateriales y principalmente en virtud de su tamafio
extremadamente pequefio, las particulas de plata exhiben propiedades
fisicoquimicas notablemente inusuales y ciertas actividades bioldgicas. La plata ha
ganado mucho interés debido a su buena conductividad, estabilidad quimica y su
actividad catalitica y antibacteriana. Las AgNPs se estan convirtiendo en una de
las categorias de productos de mayor crecimiento en la industria de la
nanotecnologia, con aplicaciones en medicina, la industria textil, y en el sector
alimentario (la agricultura y en el envasado de alimentos). Dentro del campo de la
agricultura, las AgNPs se emplean para prolongar la conservaciéon de frutos, ya
que ademas de su actividad antibacteriana presentan un efecto fungistatico que
retarda el crecimiento de hongos fitopatégenos (Avalos et al., 2013).

2.6  Actividad antimicrobiana de las AgNPs

Las AgNPs son el agente mas estudiado y por ende del que se dispone mayor
informacion en cuanto a su mecanismo de actividad antimicrobiana. Estas NPs
son activas contra las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Su mecanismo
de accion se resume en tres principales meétodos: el primero se explica por la
liberacion gradual de iones de plata que inhiben la produccion de adenosin
trifosfato (ATP) y la replicacion del ADN, factores fundamentales para la
supervivencia celular; el segundo mecanismo podria atribuirsele a la capacidad de
las nanoparticulas para generar un dafio directo a la membrana celular donde el

contacto de la plata con las membranas de las bacterias, que son bastante acidas,
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provocan que la plata se deshaga de iones. Estos iones de plata entran en la
bacteria, y alli reaccionan con las enzimas que hay dentro, concretamente con los
grupos quimicos llamados “tiol” (Vilela, 2017). Esta interferencia se puede
entender como una forma de bloqueo, las enzimas que se conjugan con la plata
pierden su funcionalidad, de manera que en cuestion de horas, gran parte de las
funciones béasicas de la bacteria se ven frenadas e incluso impedidas y el tercero
por la generacion de especies reactivas de oxigeno que generan estrés oxidativo y

posterior, la muerte celular (Betancour et al., 2016).

2.7 Técnicas de caracterizacion para nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas es parte vital de la determinacion de la
pureza de forma, tamafio y morfologia, entorno atémico y carga superficial de las
nanoparticulas. Se puede llevar a cabo mediante diversas técnicas, dentro de las
cuales destacan: Microscopia Electronica de  Transmision (TEM),
Espectrofotometria UV visible, Dispersiéon de Luz Dinamica (DLS), entre otras
(Chouhan, 2018).

2.7.1 Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

Fundamento: Un microscopio de transmision de electrones utiliza un haz de
electrones de alta energia (80-300keV) con una longitud de onda comprendida
entre 0.001 y 0.1 nm (Sanchez, 2017). Los electrones impactan la muestra y la
imagen correspondiente se obtiene a través de la recoleccion de los electrones
resultantes de este impacto. La imagen de alta resolucién obtenida es aumentada
y proyectada mediante una pantalla fluorescente para su visualizacién en tiempo
real, registrandose digitalmente las microfotografias (CENCINAT, 2019).

La microscopia electronica de transmision es considerada actualmente como una
de las herramientas mas poderosas para la obtencion de imagenes de

nanoparticulas, para asi obtener el tamafio y la morfologia de estas.
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Esta técnica consiste en acelerar los electrones a un rango entre 100 KeV y 1
MeV. Los electrones pasan a través de una muestra delgada por medio de una
lente condensadora. Al cruzar la muestra los electrones pueden ser o no
desviados por las vacancias en la red cristalina, de esta manera es posible
obtener el patron de difraccion de la muestra, incluso para una sola NP. Asi se
tiene la posibilidad de estudiar los cambios en la cristalografia de particulas con un
tamafo diferente. La mayor ventaja del TEM es su alta magnificacion, que va de
50 a 10° asi como su habilidad para proporcionar tanto la imagen como la
informacion de difraccion de una sola NP, simplemente cambiando la potencia de
la lente condensadora. Otra ventaja es que el TEM permite trabajar con muestras
gruesas debido a la alta capacidad de penetracién de sus electrones (Fernandez,
2013).

En un microscopio de transmision de electrones, los electrones impactan la
muestra y la imagen correspondiente se obtiene a través de la recoleccién de los
electrones resultantes de este impacto. La imagen de alta resolucion obtenida es
aumentada y proyectada mediante una pantalla fluorescente para su visualizacién

en tiempo real, registrdndose digitalmente las microfotografias (CENCINAT, 2019).
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2.7.2 Espectrofotometria UV visible

Fundamento: Con espectroscopia UV-Vis, la luz de UV-Vis se pasa a través de
una muestra y se mide la transmitancia de la luz a través de esta. Se obtiene un
espectro de absorbancia que muestra la absorbancia de un compuesto en
diferentes longitudes de onda. La cantidad de la absorbancia a cualquier longitud
de onda es debido a la estructura quimica de la molécula (Faraldos y Goberna,
2011).

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar
la concentracion de un compuesto en solucién. Se basa en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz
absorbida depende de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de
medidas se emplea un espectrofotometro, en el que se puede seleccionar la
longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la cantidad de luz
absorbida por la misma. El fundamento de la espectroscopia se debe a la
capacidad de las moléculas para absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones
dentro del espectro UV visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una
molécula puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la
estructura atomica y de las condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza iénica,
constante dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un valioso instrumento

para la determinacion y caracterizacion de biomoléculas (Diaz et al., 2000).
En el caso de nanoparticulas de plata el pico del plasmon aparece a una longitud

de onda alrededor de los 400 nm y su posicion exacta depende del diametro, de la

forma y de la distribucién de tamafios de las nanoparticulas (Wong, 2005).
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2.7.3 Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Fundamento: El detector DLS mide las fluctuaciones de la intensidad de la luz
dispersada debido al movimiento browniano de las particulas. Dentro del
instrumento hay un componente llamado correlador, que mide el grado de similitud
entre dos sefiales a lo largo de un periodo de tiempo. Asi se establece una funcion
de correlacion dependiente de la velocidad de movimiento browniano de las
nanoparticulas, que se relaciona con el tamafio de las particulas mediante la

Ecuacién de Stokes Einstein (Santoja, 2019).

La técnica de Dispersion de Luz Dinamica (DLS) es usada para la determinacién
del tamafio promedio de particula y de la distribucion de tamanos, para particulas
disueltas o suspendidas en un liquido. La determinacion de tamafios es en el
intervalo de 2 nm hasta 2 micras. Esta técnica se basa en el “Efecto Doppler”. Esto
significa que cuando la luz laser incide en un medio conteniendo particulas que se
mueven, la frecuencia de la luz dispersada por estas particulas en movimiento, se
corre un poco; este corrimiento depende de la velocidad de la particula, la cual
depende de su tamafo.

La intensidad de la luz dispersada por nanoparticulas es proporcional al cuadrado
de la masa molecular, o sea es proporcional a la sexta potencia del tamafo
(didmetro) de las particulas. Esto quiere decir que las particulas grandes dispersan

mucho mas que las pequefas (Hackley, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y reactivos
3.1.1 Preparacion de extractos acuosos de cascara de nuez
Tabla 3. Materiales y reactivos para preparacion de extractos
Material Reactivos Equipos
Matraz bola de dos bocas 500 mL Polvo de cascara | Bomba de recirculacion de agua
de nuez marca Mc Millan modelo PG6500 1/40

hp 3000 rpm 220 V.

Condensador

Agua destilada

Parrilla de agitacion y calentamiento
marca IKA, modelo C-MAG HS7

Agitador magnético

Balanza analitica marca AND modelo
HR-200

Termoémetro

Vidrio de reloj y espatula

Papel filtro Whatman #42, 123 mm

Embudo de vidrio

Matraz Erlenmeyer 500 mL

Anillo y soporte universal

Pinzas de laboratorio

3.1.2 Determinacion de proteinas totales

Tabla 4. Materiales y reactivos para determinacion de proteinas

Etapa Material Reactivos Equipos
Matraz Kjeldahl de 800 mL Eg(tractos acuosos de E_xtractor
cascara de nuez kjeldahl
Di ion . L i
gestio Piedras de Ebullicion Mezc!a digestora de
selenio
Acido sulftrico
concentrado
Matr_az Kjeldahl con muestra Agua Destilada Destilador
previamente digerida
S Matraz Erlenmeyer de 500 mL Hidroxido de sodio
Destilacion -
Zinc de granalla
Acido bérico
Indicador mixto
Matraz Erlenmeyer con muestra | ; . ;o
) Acido sulftirico
destilada
Titulacion Pinza para bureta

Bureta

Soporte Universal
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3.1.3 Determinacion de azUcares totales

Tabla 5. Materiales y reactivos para determinacién de azlcares

Material

Reactivos

Equipos

Tubos de ensaye de 10 mL

Extractos acuosos de
cascara de nuez

Espectrofotometro

Micropipeta Agua destilada

Gradilla Fenol al 5%
Acido sulftrico
concentrado

3.1.4 Determinacion de actividad antioxidante: ABTS

Tabla 6. Materiales y reactivos para prueba ABTS

Material

Reactivos

Equipos

Tubos falcon

Extractos acuosos de
cascara de nuez

Balanza Analitica
Marca AND HR-200
Max=210 g d=0.1 mg

Matraz de aforacion de 50
mL

Reactivo ABTS

Espectrofotémetro
Marca Thermo
Spectronic, Modelo:
BioMate3

Vaso de precipitado de 100
mL

Persulfato de potasio

Tubos eppendorf

Metanol al 80%

Micropipeta

Agua destilada

3.1.5 Determinacion de actividad antioxidante: DPPH

Tabla 7. Materiales y reactivos para prueba DPPH

Material

Reactivos

Equipos

Vaso de precipitado de 100
mL

Extractos acuosos de
cascara de nuez

Balanza Analitica
Marca AND HR-200
Max=210 g d=0.1 mg

Tubos eppendorf

Reactivo DPPH

Espectrofotémetro
Marca Thermo
Spectronic, Modelo:
BioMate3

Micropipeta

Metanol al 80%

Agua destilada
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3.1.6 Determinacion de actividad antioxidante: FRAP

Tabla 8. Materiales y Reactivos para prueba FRAP

Material

Reactivos

Equipos

Vaso de precipitado de 100
mL

Extractos acuosos de
cascara de nuez

Balanza Analitica
Marca AND HR-200
Max=210 g d=0.1 mg

Vaso de precipitado de 200
mL

Acetato de sodio
trihidratado

Espectrofotémetro
Marca Thermo
Spectronic, Modelo:
BioMate3

Matraz de aforacion de 100
mL

Acido acético

Incubadora

Micropipeta

Reactivo TPTZ 10 mM

Tubos eppendorf

Acido clorhidrico 40 mM

Cloruro de hierro
deshidratado

Agua destilada

3.1.7 Biosintesis de nanoparticulas de plata

Tabla 9. Materiales y reactivos para biosintesis de nanoparticulas de plata

Material

Reactivos

Equipos

Probeta de 100 mL

Extractos acuosos de
cascara de nuez

Bomba de
recirculacién de agua
marca Mc Millan
modelo PG6500 1/40
hp 3000 rpm 220 V.

Probeta de 10 mL

Nitrato de plata 99.5%
de pureza

Parrilla de agitacién y
calentamiento marca
IKA, modelo C-MAG
HS7

Matraz bola de 2 bocas de
500 mL

Agua destilada

Balanza analitica
marca AND modelo
HR-200

Matraz de aforacion de 100
mL

Condensador

Termémetro

Tapon de goma

Pinzas de laboratorio

Soporte universal

Mangueras

Agitador magnético
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3.1.8 Actividad Antimicrobiana

Tabla 10. Materiales y reactivos para actividad antimicrobiana

Material Reactivos Equipos
Papel filtro Soluciones de Campana de flujo
nanoparticulas laminar

Hisopo Cultivo de bacterias: Incubadora
S.aureus

S.typhi

P.miriabilis

Cajas Petri Solucioén salina
Agar sangre

Agar Mueller Hinton

3.2 Establecimiento del experimento

El trabajo experimental de acondicionamiento de la cascara y caracterizacion de
nanoparticulas se llevdé a cabo en el Laboratorio de Sintesis de Nanomateriales
perteneciente al Centro de Investigacion de Quimica Aplicada (CIQA), Saltillo,
Coahuila, México. La preparacién de extractos, la biosintesis de nanoparticulas de
plata y el posterior andlisis de determinacion de proteinas y azlcares totales de
los extractos obtenidos, fue elaborada en el laboratorio de Bioquimica dentro del
Departamento de Ciencias Basicas de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) campus Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. Los andlisis de
actividad antioxidante por los métodos: ABTS, DPPH y FRAP, de cada uno de los
extractos de cascara de nuez, fueron llevados a cabo dentro del laboratorio de
Fisiologia y Bioguimica de Semillas del departamento de Fitomejoramiento en la
UAAAN.
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3.3 Acondicionamiento de la cascara

La nuez seca fue obtenida de la ciudad de Parras, Coahuila, posteriormente, se
comenzO por separar la cascara de la nuez seca del fruto para su posterior
molienda en un molino micropulverizador de bolas marca Fritsch modelo
Pulverisette 6. La siguiente etapa de la investigacion fue efectuada en el
Laboratorio de Bioquimica UAAAN, en la cual, el polvo obtenido de la molienda,
fue pasado por tamices Tyler nimero 60, con abertura de 250 um (Nufiez, 2008)

hasta obtener un polvo fino, eliminando las particulas mas grandes.

3.4 Preparacién de extractos

Se prepararon diferentes extractos (S1, S2 y S3) acuosos teniendo como variable
de reaccion el tiempo en 4, 8 y 12h, respectivamente. Para la preparacion de estos
extractos se utiliz6 en cada uno, 2 g del polvo de céscara de nuez de 250 um
previamente obtenido y se colocaron en un matraz bola de dos bocas provisto de
un agitador magnético, termoémetro y un refrigerante conectado a una bomba de
recirculacion. Posteriormente, se le afiadieron 200 mL de agua destilada (DH,0), y
se llevé a una temperatura a 80°C a reflujo constate. Al concluir el tiempo de
reaccion se filtr6 con ayuda del papel filtro y un embudo, se recolectd el extracto
en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. El extracto se coloc6 en un recipiente de
plastico, se etiquetd y refrigeré a 4°C hasta su uso. Se realizaron 2 repeticiones de
cada experimento. Los extractos obtenidos fueron utilizados como agentes

reductores en la sintesis de nanoparticulas de plata.

Tabla 11. Condiciones de reaccién para cada extracto

Tiempo de
Extracto )
reaccion (h)
S1 4
S2 8
S3 12
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3.5 Anélisis de extractos

3.5.1 Determinacion de proteinas totales

Fundamento: El método Kjeldahl mide el contenido en nitrdgeno de una muestra.
El contenido en proteina se puede calcular seguidamente, presuponiendo una
proporcidon entre la proteina y el nitrdgeno para la muestra que estad siendo
analizando. Este método puede ser dividido, basicamente en 3 etapas: digestion,
destilacién y valoracion/titulacién. En la etapa de digestion, un tratamiento con
acido sulftrico concentrado, en presencia de un catalizador y ebullicion convierte
el nitrégeno organico en ion amonio. En la destilacion, se alcaliniza la muestra
digerida y el nitrogeno se desprende en forma de amoniaco. El amoniaco destilado
se recoge sobre una disolucién de &cido borico. Finalmente, en la etapa de
titulacion, la cuantificacion del nitrbgeno amoniacal se realiza por medio de una
volumetria acido-base del i6n borato, empleando acido clorhidrico o sulfarico y
como indicador una disolucion alcohodlica de una mezcla de rojo de metilo y azul
de metileno. Los equivalentes de &cido consumidos corresponden a los
equivalentes de amoniaco destilados (Garcia y Fernandez, 2012).

Se analiz6 cada extracto para determinar el contenido de proteinas, por el método
Kjeldahl, siguiendo la metodologia reportada por Garcia y Fernandez (2012).

Se afiadid una muestra de 2 g de polvo de cascara de nuez con su repeticion,
para evaluar las diferencias entre los extractos liquidos y el polvo de cascara de
nuez solido. Para la etapa de digestion, se utilizé un tratamiento con &cido
sulflrico concentrado, en presencia de una mezcla digestora de selenio como
catalizador. La muestra se colocé en el digestor aproximadamente 40 min, hasta
obtener una mezcla transparente y posteriormente se dejé enfriar. Para la etapa
de destilacién, se alcalinizé la muestra con hidroxido de sodio y se colocod a
destilar durante 1 h, recolectando el amoniaco sobre una disolucién de &cido
borico con un indicador. Finalmente, se tituld la muestra con acido sulfurico

concentrado, hasta obtener un viraje de color azul tenue a un rosa claro.
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3.5.2 Determinacion de azlUcares totales

Fundamento: En la técnica fenol-acido sulfarico para la determinacion de azucares
totales, la adicion de algunos éacidos minerales a las soluciones acuosas de
carbohidratos, como el &cido sulfarico, provoca la deshidratacion de los
carbohidratos con la eliminacién de tres moles de agua. Con esta reaccion se
forman derivados del furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF). La presencia del
fenol y su interaccion con el HMF facilita la formacion de complejos que permiten
la coloracion de la solucién y en consecuencia facilitan la cuantificacion de los

carbohidratos a través de la espectrofotometria (L6pez et al., 2017).

Para determinar la cantidad de azucares totales presentes en los extractos, se
realizé la técnica Fenol-Acido Sulfurico, siguiendo la metodologia reportada por
Rao y Pattabiraman (1989), con la modificacion siguiente: en vez de enfriar la
reaccion hasta 15°C, se dejo reposar durante 1 h para que bajara su temperatura
de forma gradual. Finalmente, se midi6 la absorbancia de cada muestra en
Espectrofotometro Marca Thermo Spectronic Modelo BioMate3, a 490 nm de

longitud de onda, utilizando celdilla de cuarzo.

3.5.3 Actividad antioxidante de extractos

3.5.3.1 ABTS

Fundamento: Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical
ABTS+, debido a la interaccion con especies donantes de hidrégeno o de
electrones, es un ensayo colorimétrico en el que el radical ABTS+ decolora en la
presencia de antioxidantes. El radical cationico ABTS+ es un cromoéforo que
absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de
oxidacion del ABTS (2,2’-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6- sulfonato de amonio)
con persulfato de potasio. Las mediciones se realizan a una longitud de onda de
734 nm (Mesa et al., 2015).
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El reactivo se prepar6 segun lo reportado por Lopéz et al., (2015). La capacidad
antioxidante de ABTS (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) se
llevo a cabo utilizando una solucion de trabajo obtenida mezclando 1 ml de ABTS
al 7.4 mMy 1 ml de K;S,0g al 2.6 mM, permitiéndoles reaccionar durante 12 h en
oscuridad. Después, la absorbancia de la solucion de trabajo se ajustdé a 0.7 a 734
nm diluyendo con metanol. EI ensayo ABTS se realiz6 mezclando 50 pl del
extracto fenolico con 1.5 ml de solucidon de trabajo ABTS. La reaccion se dej6

durante 30 min en la oscuridad y se midi6 la absorbancia.

3.5.3.2 DPPH

Fundamento: Para cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los
extractos se determina el grado de decoloracién que provocan sus componentes a
una solucién metandlica de DPPH. La técnica DPPH (2,2 - difenil-1-picrilhidracilo)
se basa en la premisa de que un hidrogeno donante es un antioxidante. Este
ensayo colorimétrico utiliza el DPPH radical, que cambia de purpura a amarillo en

presencia de antioxidantes (Mesa et al., 2015).

El ensayo se realizé siguiendo la metodologia reportada por Lopez et al., (2015).
La capacidad antioxidante de DPPH (2,2-difenil-1-picrylhydrazyl) se evalu6
utilizando una solucion de trabajo 60 uM en metanol al 80%, con una absorbancia
ajustada a 0.7 a 517 nm. El ensayo se llevé a cabo mezclando 50 pl del extracto
fendlico con 1.5 ml de la solucién de trabajo DPPH, la reaccién se dej6é durante 30

min en la oscuridad y se determind la absorbancia.
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3.5.3.3 FRAP

Fundamento: Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de
acuerdo a su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*®) presente en un
complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?),
gue presenta un maximo de absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm
(Mesa et al., 2015).

La capacidad antioxidante de FRAP (poder antioxidante reductor férrico) se realiz
de acuerdo con Loépez et al., (2015). FRAP se determiné utilizando una solucién
de trabajo obtenida mezclando 300mM de C,H3;NaO, 3H,0 (pH 3.6), 10mM TPTZ
(2,4,6-tripyridyl-s-triazine, en HCI 40 mM) y 20 mM FeCl; 6H,0 en proporcion 10:
1: 1. El ensayo de FRAP se realiz6 mezclando 50 pl de extracto fendlico con 1.5
ml de solucién de trabajo FRAP, se dejo la reaccion durante 30min en la oscuridad

a 37 °C, y la absorbancia se midi6é a 593 nm.

3.6 Biosintesis de nanoparticulas de plata
3.6.1 Preparacion de soluciones de nitrato de plata

Se prepararon tres soluciones distintas de nitrato de plata, a concentraciones de
1mM, 2 mMy 4 mM, las cuales fueron utilizadas como la fuente de iones metéalicos

para la posterior sintesis de nanoparticulas de plata.

3.6.2 Reacciones del extracto con soluciones de nitrato de

plata

Fundamento: Este tipo de técnica se basa en el proceso de reduccidon quimica,

(ganancia de electrones o disminucién en el nimero de oxidacién, de Ag™ a AgP).
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Durante la reduccién de los iones de Ag, los diametros de las nanoparticulas
resultantes son variables. La cantidad de agente reductor debe ser suficiente para
estabilizar las AgNPs al momento en que ocurre la reaccion, pero no demasiado
grande como para aumentar la fuerza idnica total en la disolucion y promover la

agregacion (Sanchez, 2017).

Utilizando las soluciones preparadas de nitrato de plata, se evaluaron diferentes
condiciones de experimentacion, tales como: tiempo, temperatura, concentracion
de AgNO; y del extracto filtrado (Tabla 12), determindndose asi las mejores
condiciones de reaccion y utilizando como variable de respuesta la absorbancia de
la solucion en un espectro UV-Visible, siguiendo la técnica reportada segun
Faraldos y Goberna (2011).

Tabla 12. Condiciones de reaccion para obtener soluciones de nanopatrticulas

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

Repeticion R1 R2 R1 R2 R1 R2
Temperatura (°C) 80 80 80 80 80 80
AgNO; (mM) 1 1 2 2 4 4
Extracto filtrado (mL) 3 3 3 3 3 3

3.7 Caracterizacién de nanoparticulas de plata

Para determinar la presencia de nanoparticulas de plata y su morfologia, se
analizaron las muestras en el Laboratorio de Caracterizacién del CIQA, mediante
UV visible, un equipo de dispersion de luz dindmica (DLS) y microscopio

electrénico de transmisién (TEM) (Faraldos y Goberna, 2011).
La caracterizacion de las nanoparticulas es parte vital de la determinacion de la

pureza de forma, tamafo y morfologia, entorno atdbmico y carga superficial de las

nanoparticulas.
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3.7.1 Espectroscopia UV-vis

Para determinar la presencia de nanoparticulas de plata, se analiz6 el espectro de
absorcion de las 18 soluciones obtenidas en un rango de a 400-500 nm utilizando

un espectrofotdmetro UV-Vis.

3.7.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las muestras se analizaron utilizando un microscopio electrénico de transmision
FEI-Titan 80-300 kV(Cs=1.25 mm) operado a 300 kV para observar la morfologia
y evaluar el tamafio de las nanoparticulas de plata. De cada solucion a analizar, se
colocd una pequefa gota en una rejilla de cobre especial para realizar el analisis
en el microscopio, dejando secar la gota y finalmente introducirla al microscopio

para apreciar la estructura obtenida.

3.7.3 Dispersién de luz (DLS)

A partir del movimiento browniano de las nanoporticulas de plata en cada solucion,
se obtuvo la intensidad de la luz dispersada, obteniéndose la velocidad del
movimiento de las particulas y con este, el tamafio de las particulas. Las muestras
fueron analizadas en el laboratorio de Nanomateriales del CIQA, Saltillo, Coahuila,

con ayuda de un equipo de dispersion de luz.
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3.8 Actividad Antimicrobiana

3.8.1 Preparacion de los discos de AgNPs

La evaluacién del efecto antimicrobiano se realiz6 mediante la prueba de difusion
en agar y se utilizaron discos impregnados con AgNPs. Se cortaron discos de
papel filtro de 0.5 cm de didmetro, los cuales fueron impregnados con 100 ulL de la
solucion de AgNPs correspondiente, se dejaron secar durante 24 h y fueron

almacenados hasta su uso.

3.8.2 Preparacion del in6culo

Las bacterias evaluadas en esta determinacion fueron Staphylococcus aureus
(gram positiva) Salmonella typhi (gram negativa) y Proteus mirabilis (gram
negativa). El ensayo se realizd por triplicado y en campana de flujo laminar para
mantener el ambiente estéril. Se tomo6 con hisopo una muestra de un cultivo de 24
h de cada bacteria y se coloc6 en solucion salina. Posteriormente, se ajusté al 0.5
de McFarland, la cual corresponde a 1.5 x 108 UFC/mL, mediante mediciones en

un espectrofotdmetro y utilizando un estandar previamente preparado.

3.8.3 Determinacion de sensibilidad bacteriana

Se extendi6 la suspension bacteriana previamente ajustada a 0.5 de McFarland en
3 planos sobre la superficie de la placa de agar sangre (AS) para S. aureus y
Mueller Hinton (MH), para las cepas restantes, usando un hisopo de algodén. Se
colocaron como controles negativos discos de papel filtro sin nanoparticulas. Los
discos impregnados con AgNP, se colocaron sobre el agar inoculado con al menos
3 cm de separacion una de otra y no mas de 5 discos por placa de agar, como lo
marca el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Las placas con agar
se mantuvieron en incubadora en un ambiente aerdbico a 37°C, de 18 a 24 horas.

Finalmente, se registraron los halos de inhibicion en cada tratamiento.
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3.9 Disefio experimental y anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada una de las pruebas
realizadas a los extractos acuosos, se utilizO un disefio experimental
completamente al azar, empleando la técnica de analisis de varianza (ANOVA) de
uno y dos factores en su caso, con prueba de distribucion F y un valor de alpha de
0.05.

Posteriormente, al encontrar diferencias significativas entre tratamientos, es decir,
sélo en los casos en que se rechazé la hipétesis nula, se realizé una comparacién
de medias con la prueba Tukey, utilizando un alpha de 0.05, permitiendo identificar
el tratamiento que esta creando diferencias. La prueba Tukey fue realizada con el

software Real statistics en Excel 2010.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Preparacion de extractos acuosos de cascara de nuez

Se obtuvieron 3 diferentes extractos con dos repeticiones cada uno (figura 3),
fueron etiguetados y almacenados a 4°C hasta su uso.

Figura 3. Extractos acuosos de cascara de nuez pecanera

4.2 Andlisis de extractos de cascara de nuez

421 Determinacion de Proteinas Totales

Se evalud cada extracto con su repeticion, y se agrego la evaluacion de 1 g de
polvo de cascara de nuez molida utilizada para la preparaciéon de los extractos,

con dos repeticiones.

La coloracién final de las muestras destiladas en todos los extractos fue de un

color rosa claro, y para el polvo de cascara de nuez fue color azul tenue (figura 4).

Figura 4. Coloracion de muestras destiladas.
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Se obtuvieron los mililitros de &cido sulfirico gastados para cada extracto con su
repeticion, se sac6 un promedio y siguiendo las ecuaciones 1y 2 se obtienen los

siguientes resultados para cada extracto (tabla 13).

((ml acido gastados * N acido) — (ml blanco gastados * N blanco)) (%)

%N = * 100
ml o gr muestra

Ecuacion 1. Calculo de porcentaje de nitrogeno

Dénde:
Meqg/g= 0.014
%Proteina = %N * 6.25

Ecuacién 2. Célculo de porcentaje de proteina

Tabla 13. Porcentaje de nitr6geno y proteinas totales en cada extracto acuoso de cascara de nuez

Muestra %Nitrogeno %Proteina
S1 0.0284 0.1776
S2 0.0415 0.2596
S3 0.0284 0.1776

Polvo 0.4292 2.6829

Los resultados muestran un mayor contenido de proteinas en la muestra de polvo
de cascara de nuez, y comparando los extractos, se obtiene una mayor cantidad
de proteinas en el extracto dos, donde el tiempo de reaccion fue de 8 h.

Analizando como variable dependiente el porcentaje de proteina de cada extracto
acuoso (S1, S2, S3) y del polvo obtenido de la cascara de nuez, se estableci6 la
hipotesis nula (Hp), la cual refleja la suposicion de que las medias de los
porcentajes de proteina son iguales para cada extracto. Mediante andlisis de
varianza (ANOVA) de un factor, con prueba de distribucion F, tomando como nivel
de significacion o= 0.05, se rechaza la Ho, puesto que, Fpueba>Feriico
(820.51>6.591), demostrando que entre los extractos existen diferencias

significativas (tabla 14).

37



Tabla 14. Analisis de varianza con prueba de distribucién F entre porcentajes de proteinas obtenidos en cada

extracto.

Grados Promedio

Origen de las Sumade -
variaciones cuadrados de de los Fprueba Probabilidad Feritica
Libertad | cuadrados
Entre grupos 9.219 3 3.073 820.512 4,932 6.591
Dentro de los grupos 0.015 4 0.004
Total 9.234 7 1.319

Mediante comparaciéon de medias con prueba Tukey, se demuestra que las
diferencias significativas existen s6lo en la muestra del Polvo (P<0.05).
Estadisticamente, no influye en el porcentaje de proteina el aumentar el tiempo de
reaccion al elaborar los extractos, sino que baja el contenido de proteina cuando

se realiza un extracto acuoso y no se usa el polvo soélido directamente.

422 Determinacién de azlUcares totales

Se determiné la absorbancia en espectrofotometro a 490 nm de cada extracto
realizando 3 repeticiones de R; y 3 repeticiones de R realizando de todos los

extractos diluciones 1:10 con agua destilada.

Segun la curva de calibracion de azlcares, se obtuvieron los siguientes resultados

para cada muestra (tabla 15).

Tabla 15. Determinacion de mg/L de azlcares contenidos en cada muestra

Muestra Ppm (mg/L)
S1 1761.33
S2 1688.00
S3 1671.33
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Con los resultados obtenidos, es posible analizar que conforme aumenta el tiempo
de reaccion de los extractos, disminuye la concentracion de azucares en las
muestras, es posible que la exposicion durante mas tiempo a una temperatura de

80°C, resulte en la degradacion de azucares.

Analizando como variable dependiente las ppm de azlcares en cada extracto
acuoso (S1, S2, S3) se establecié la hipdtesis nula (Ho), la cual refleja la
suposicion de que las medias de las ppm de azucares son iguales para cada
extracto. Mediante analisis de varianza (ANOVA) de un factor, con prueba de
distribucién F, tomando como nivel de significacion o= 0.05, se acepta la Ho,
puesto que, Fprueba<Feriico (0.696<9,552), demostrando que entre los valores de las
medias no existen diferencias significativas (tabla 16). Al rechazar la hipotesis
nula, no fue necesario realizar la prueba Tukey.

Tabla 16. Andlisis de varianza con prueba de distribucion F entre ppm de azlcares obtenidos en cada

extracto.

Origen de las Sumade Grados Promedio
variaciones Cuadrados de de los Forueba | Probabilidad | Feritica
Libertad Cuadrados
Entre grupos 9171.207 2 4585.604 0.696 0.565 9.552
Dentro delos | 14777 522 3 6592.341
grupos
Total 28948.230 5 5789.646

Con el andlisis ANOVA, es posible determinar que al incrementar el tiempo de
reaccion de los extractos, no cambia significativamente el contenido de azlcares

en ellos.

4.2.3 Actividad antioxidante

ABTS, DPPHYy FRAP

Se obtuvo la absorbancia en espectrofotometro de cada extracto en cada técnica a
734 nm para reactivo ABTS, 517 nm para el reactivo DPPH y 593 nm para el
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reactivo FRAP. Los resultados (tabla 17) se expresaron en micromoles

equivalentes de Trolox (TE)/100 g.

Tabla 17. Actividad antioxidante de extractos

ABTS | DPPH | FRAP

Muestra (umoITE/100 g)
s1 1262.60 | 154.90 322.42
s2 1095.60 99.73 107.42
S3 986.60 116.56 158.14

De acuerdo a los resultados de los tres métodos, es posible afirmar que el extracto
obtenido en la reaccion de menor tiempo (4 h) es el que presenta mayor potencial
antioxidante. Villarreal et al., (2007) mencionan que las céscaras de nuez
contienen una alta capacidad antioxidante, asi mismo, De la Rosa et al., (2011)
determinaron compuestos fendlicos, flavonoides y proantocianidinas en céscaras
de nuez pecanera. De igual manera, se observa que al incrementar el tiempo de
extraccion, la actividad antioxidante disminuye, puesto que se sabe que los
compuestos fendlicos, encargados de la capacidad antioxidante, son sensibles a
las condiciones ambientales adversas, incluyendo: temperatura, luz, pH, humedad,
y oxigeno (Tonon et al., 2010), por lo tanto, estan propensos a degradarse durante

el procesamiento y adecuacion de las condiciones de reaccion.

Analizando como variable dependiente los micromolTE/100 g de cada extracto
acuoso (S1, S2, S3) se establecido la hipétesis nula (Ho), la cual refleja la
suposicion de que las medias en micromoles equivalentes de Trolox (TE)/100 g
son iguales para cada extracto. Mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores, con prueba de distribucion F, tomando como nivel de significacion 4=
0.05, se acepta para los extractos, la Ho, puesto que, Fyrueba<Feritico (5.033<6.944),
demostrando que entre los extractos, no existen diferencias significativas. Y se
analiza que, entre las pruebas si existen diferencias significativas, ya que
Forueba>Feritico (196.68>6.94) (tabla 18).
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Tabla 18. Andlisis de varianza con prueba de distribucion F entre umolTE/100 g obtenidos en cada extracto.

Origen de las Sumade Grados | Promedio
A de de los Forueba | Probabilidad Feritica
variaciones cuadrados .
libertad | cuadrados
Extracto 46879.202 2 23439.601 5.033 0.0809 6.944
Tipo de Prueba | 1832156.761 2 916078.380 | 196.686 0.0001 6.944
Error 18630.255 4 4657.564
Total 1897666.218 8

Mediante comparaciéon de medias con prueba Tukey, se demuestra que las
diferencias significativas se encuentran entre la prueba ABTS y DPPH, y entre
ABTS Y FRAP (P<0.05). Se demuestra que al incrementar el tiempo de reaccion
de los extractos, no existe una diferencia estadisticamente significativa, sino que
es el radical ABTS el que influye en la variacion de los micromolTE/100 g de cada

extracto, presentandose mayor actividad antioxidante al utilizar dicho radical.

4.3 Biosintesis de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata fueron obtenidas utilizando el método de reduccion
qguimica, es posible observar la presencia de las nanoparticulas a simple vista por
el cambio de coloracién de la mezcla, antes y después de la reaccién, resultando
una ligera coloracion amarilla antes de la reaccion, y un marrén oscuro después

de esta, como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Color de la mezcla antes (izquierda) y después (derecha) de la reaccién.
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Vijayakumar et al., (2013) explican que la reduccion del nitrato de plata en AgNPs
durante la exposicién al extracto acuoso, es seguido por un aumento gradual en el
desarrollo del color marron claro, a marrén amarillento, como resultado del
fendbmeno de la excitacidbn colectiva de electrones de conduccién de las
nanoparticulas llamados plasmones de superficie localizado, los cuales absorben
determinadas frecuencias de la luz incidente y transmiten las frecuencias no

absorbidas que se asocian a un determinado color.

Se obtuvieron en total, 18 soluciones de nanoparticulas de plata, todas con una
coloracion marrén oscura (figura 6) y se colocaron en frascos de vidrio pequefios,
se etiquetaron (tabla 19) y se conservaron en oscuridad a 4°C para su posterior

caracterizacion.

Tabla 19. Etiquetas de muestras de nanoparticulas de plata

Experimento Concentracion Repeticion Extracto
(E) AgNO3

R1 S1(4h)

1 1mMm S2 (8 h)

R2 S3(12h)

R1 S1(4h)

2 2 mM S2 (8 h)

R2 S3(12h)

R1 S1(4h)

3 4 mM S2 (8 h)

R2 S3(12h)

Figura 6. Soluciones de nanoparticulas de plata obtenidas
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4.4  Caracterizacion de nanoparticulas de plata

4.4.1 Espectrofotometria UV Visible

Los resultados muestran la presencia de nanoparticulas de plata a un espectro
entre 425 y 490 nm. En la figura 7 se muestra la grafica correspondiente a la
longitud de onda y absorbancia obtenida para cada muestra. Obteniéndose un
pico de longitud de onda de 416 nm con una absorbancia maxima de 3.69, en la
muestra E1R1S2 (Concentracién 1mM AgNO3) y un pico de 425.57 nm con una
absorbancia minima de 0.7950 en la muestra E3R1S3 (Concentracion 4mM
AgNO3).

——E1R151
—— E1R251
——E1R152
—— E1RZ52

E1R153)

E1R253)

EZR131
——EZR251
——E2R152
—— EZRZ52

EZR153)
——E2ZRZ253
——E3R151
——E3RZ51
——E3R152
——E3RZ5Z
E3R153
E3R253

Absorbancia

300 -‘-IZIIIZI I EEIIIZI I 500 I ?L‘IIIJ I SL‘IIIZI
Longitud de onda (nm)
Figura 7. Longitudes de onda de las nanoparticulas de plata en solucion obtenidas a diferentes condiciones
de reaccion
Todas las muestras contienen la presencia de nanoparticulas de plata ya que se
encuentran dentro del rango de longitud de onda caracteristico de dichas
nanoparticulas. Wong et al., (2000) sefialan que, en el caso de nanoparticulas de
plata el pico del plasmon aparece a una longitud de onda alrededor de los 400-450
nm y su posicion exacta depende del diametro, de la forma y de la distribucion de

tamafos de las nanoparticulas.
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4.4.2 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Las micrografias obtenidas de las nanoparticulas, reportan que estas poseen una
morfologia semiesférica (figura 8, 9, 10). Las nanoparticulas obtenidas a una
concentracion mayor de AgNOs, presentaron mayor agregacion entre ellas (figura
10). Se observa claramente que, al incrementar la concentracion de nitrato de
plata, disminuye el tamafio de particula, lo que concuerda con los resultados

obtenidos mediante DLS (ver seccion 4.4.3).

Figura 8. Nanoparticulas de plata obtenidas en muestra E1IR2S2 (Concentracion AgNOs; de 1mM) Izquierda:
Escala 20 nm, Centro: 50 nm, Derecha: 100 nm.
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-
Figura 9. Nanoparticulas de plata obtenidas en muestra E2R2S1 (Concentracién AgNO3 de 2mM) Izquierda:
Escala 20 nm, Centro: 50 nm, Derecha: 100 nm.
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Figura 10. Nanoparticulas de plata obtenidas en muestra E3R1S1 (Concentracién AgNO3 de 4mM) Izquierda:
20 nm, Derecha: 50 nm

4.4.3 Dispersion de luz (DLS)

En la tabla 20 se muestran los diametros promedios de las nanoparticulas
obtenidas bajo diferentes condiciones de reaccion. Tomando en cuenta que, en el
experimento nimero uno (E1) se utilizé6 una concentracion de 1mM de AgNOg3, en
el E2, una concentracion de 2 mM y en el E3 una de 4mM, se observo que al
incrementar la concentracion de AgNOj;, disminuyé el tamafio de las
nanoparticulas. Gonzalez y Rosas (2016) atribuyen esto a un crecimiento por
nucleacion secundaria que es caracteristico cuando los reactivos se agotan y las
condiciones de sobresaturacion disminuyen hacia el equilibrio, el tamafio del
ndcleo crece y las particulas pequefas crecen rapidamente via este proceso. Es
decir, a una concentracion menor (ImM) de AgNOj; se agota rapidamente el
reactivo y las nanoparticulas serdn de mayor tamafio debido a un crecimiento por

nucleacion secundaria.

Tabla 20. Diametros de nanoparticulas obtenidos mediante la técnica DLS

Muestra D'?:::)tro Muestra Dle('arr]n”?;ro Muestra | Diametro (nm)
E1S1 93.4 E2S1 64.1 E3S1 50.9
E1S2 56.2 E2S2 64.6 E3S2 96.7
E1S3 91.7 E2S3 86.7 E3S3 39.9

Promedio 80.4 71.8 62.5
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45 Actividad antimicrobiana

En las figuras 11, 12 y 13, se pueden observar los halos resultantes en cada agar,
con las bacterias probadas para las diferentes soluciones de NPs de plata.

Figura 11. Halos de inhibicién de la bacteria Stapphylococcus aureus en Agar sangre de las NPs de plata
obtenidas a diferentes condiciones de reaccion.

Figura 12. Halos de inhibicién de la bacteria Salmonella thyphi en Agar Mueller Hinton de las NPs de plata
obtenidas a diferentes condiciones de reaccion.

Figura 13. Halos de inhibicién de la bacteria Proteus mirabilis en Agar Mueller Hinton las NPs de plata
obtenidas a diferentes condiciones de reaccion.
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Se obtuvo el promedio del halo de inhibicion medido en milimetros, de las tres
repeticiones para cada tratamiento (tabla 21).

Tabla 21. Halos de inhibicién en mm.

Halo (mm)

Muestra S. aureus S. Typhi Proteus
E1S1 0.00 3.17 1.67
E1S2 0.00 2.83 1.67
E1S3 0.00 2.83 1.33
E2S1 0.00 3.67 3.00
E2S2 0.00 3.67 3.00
E2S3 0.00 5.67 3.33
E3S1 0.67 5.33 3.33
E3S2 1.00 4.67 4.00
E3S3 1.00 4.67 3.67

De esta tabla, se puede observar que las nanoparticulas de plata obtenidas,
funcionan mejor como agentes antimicrobianos frente a las bacterias gram (-) S.
Typhi y Proteus. Ademas se aprecia que no se obtuvo inhibicion en el experimento
1y 2 frente a S. aureus, lo que destaca que la concentracion de particulas no es la
adecuada para inhibir el crecimiento de esta bacteria. Las diferencias en los halos
de inhibicion de las bacterias gram positivas (S. aureus) y las bacterias gram
negativas (S. Typhi y proteus) son debidas a las diferencias estructurales en su
pared celular, su fisiologia celular, metabolismo o el grado de contacto (Emami,
2011). Los mejores resultados se obtuvieron con los experimentos 2 y 3, es decir a
concentraciones de AgNO3; mayores, destacandose la solucién 3 (concentraciéon
de 4 mM de AgNOj3). Las nanoparticulas de plata se pueden adherir a la
membrana celular de las células, alterando la permeabilidad celular y funciones
respiratorias de la célula. Es posible que dichas nanoparticulas no sélo interactiien
con la superficie de la membrana, sino que también penetren al interior de la
bacteria (Gomez, 2013).

47



Analizando como variable dependiente el halo en mm, se estableci6 la hipdtesis
nula (Ho), la cual refleja la suposicion de que las medias son iguales para cada
extracto. Mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos factores, con prueba de
distribucion F, tomando como nivel de significacion = 0.05, se rechaza para el tipo
de Experimento (E1, E2 Y E3) la Ho, puesto que, Fpueba>Feritico (5.974>2.591),
demostrando que entre los experimentos existen diferencias significativas.
También se analiza que entre el tipo de bacterias utilizadas existen diferencias
significativas, ya que Fpreba>Feritico (114.802>3.634) (tabla 22).

Tabla 22. Andlisis de varianza con prueba de distribucion F entre halos de inhibicién obtenidos en cada agar.

Grados Promedio
de de los Forueba | Probabilidad Feritica
libertad cuadrados

Origen de las Sumade
variaciones cuadrados

Experimento 13.693 8 1.712 5.974 0.0012 2.591
Tipo de bacteria 65.787 2 32.894 114.802 3.244 3.634
Error 4.584 16 0.287
Total 84.064 26

Mediante comparaciéon de medias con prueba Tukey, se demuestra que las
diferencias significativas entre los experimentos se encuentran entre el E1 y E3
(P<0.05), demostrandose estadisticamente que, al incrementar la concentracion
de Nitrato de Plata, existe mayor actividad antimicrobiana. Por otro lado, al
comparar las medias de igual forma con prueba Tukey para la variable tipo de
bacteria, se encontraron diferencias significativas entre los tres tipos de bacterias,
demostrandose que, el tipo de bacteria también influye en la actividad

antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

Es posible obtener NPs de plata utilizando una técnica “ecoldgica” a partir de
extractos acuosos de cédscara de nuez pecanera. Se comprob6 también que dicha
cascara, contiene polifenoles, proteinas y carbohidratos, las cuales son
biomoléculas responsables de la reduccion de la plata, resultando asi
nanoparticulas semiesféricas de un diametro promedio entre 80.4 nm y 62.5 nm el

cual dependi6 de la concentracion inicial del precursor.

Al aumentar el tiempo de reaccidn para obtener los extractos acuosos no hubo
diferencias significativas en cuanto al contenido de proteinas, azucares, Yy
actividad antioxidante, sin embargo, la condicion Optima para la extraccion
eficiente de moléculas reductoras, se sugiere ser en el menor tiempo de reaccién
(4h), ya que no se obtienen diferencias, pero se utiliza menos energia para su

obtencion.

Las NPs de plata resultaron viables para la inhibicién del crecimiento de dos de las
tres bacterias probadas: Salmonella Typhi y Proteus mirabilis. Se demostré que a
una concentracion mas alta de AgNO3, es mayor la actividad antimicrobiana. Lo
anterior sugiere que las NPs metalicas de plata obtenidas en este trabajo resultan

ser una alternativa para disefiar materiales antimicrobianos.

Como sugerencia para futuras investigaciones, la cantidad de agente reductor o
extracto debera ser variada para conocer el efecto de la relacién extracto/AgNO3;

para evaluar si el tamafio de la nanoparticula puede ser controlado.

Estudios actuales y futuros deben encaminarse en busca de evidencias cientificas
que avalen la introduccion de NPs para uso humano, animal, agricola y ambiental,
enfocadas a: la optimizacion de tecnologias limpias, la valorizacion de residuos
agroindustriales como fuente vegetal de moléculas reductoras, la evaluacion de
actividad antimicrobiana, los mecanismos de accion y finalmente, estudios
toxicoldgicos y de bioseguridad que avalen la seguridad de toda la biodiversidad

involucrada en el ciclo de su uso, asi como el efecto de posibles residuos.
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