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Resumen

Esta tesis presenta un estudio sobre la sintesis, caracterizaciébn y aplicacion de
nanoparticulas de plata (AgNPs), en conjunto con tribromofenato de bismuto (TBFB)
incorporadas en matriz de grenetina. Tiene como finalidad en un futuro cercano ofrecer un
composito que sea util para el tratamiento de infecciones bacterianas en Ulceras de pie

diabético ocasionadas por la diabetes mellitus.

La investigacion se centrd en el uso del extracto acuoso de hoja de Piper auritum como
agente reductor y estabilizador en la sintesis de AgNPs. Las AgNPs obtenidas se
caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja (FTIR), espectrofotometria UV-visible,
difraccién de rayos X (DRX) y microscopia electrénica de transmision (TEM), confirmando la
sintesis exitosa y encontrando nanoparticulas (NPs) esféricas con tamafos de entre 5-10 nm.
Por otra parte, se observé la influencia del pH, volumen de extracto, y la concentracion del
precursor AgNOs; en la sintesis de AgNPs, identificando las condiciones para obtener mayor
cantidad de AgNPs inferido por la absorbancia del espectro de UV-vis y mantener una
formacion de AgNPs pequefias. Ademas, se evaluo la actividad antimicrobiana de las AgNPs
y del compuesto TBFB frente a cepas de S. aureus NA-0812, E. coli W-3110 y Pseudomonas
sp. principales bacterias identificadas en Ulceras de pie diabético, demostrando su potencial

como agentes antimicrobianos eficaces.

Posteriormente se generaron los compdésitos de AgNPs y TBFB en matriz de grenetina,
encontrando un efecto de inhibicién bacteriano y continuamente, se evaluaron las propiedades
mecanicas, mostrando que la incorporacion de estos compuestos generaba una mayor
resistencia a la tensién de corte, elongacion al corte y médulo de Young. Ademas, de mejorar

significativamente la permeabilidad de vapor de agua y la solubilidad en agua.

La investigacion destaca la exitosa sintesis de AgNPs utilizando el extracto de Piper
auritum y su incorporacion en conjunto del TBFB en matriz polimérica de grenetina,
demostrando un efecto sinérgico en la actividad antimicrobiana y mejorando también las
propiedades mecanicas y fisicoquimicas. Estos hallazgos sugieren el potencial de los
compositos basados en AgNPs y TBFB para diversas aplicaciones médicas, especialmente

en la curacion de heridas.

16



Abstract

This thesis presents a study on the synthesis, characterization, and application of silver
nanoparticles (AgNPs), in conjunction with bismuth tribromophenate (TBFB), incorporated
within a gelatin matrix. Its purpose, in the near future, is to offer a composite material that
proves beneficial for the treatment of bacterial infections in diabetic foot ulcers caused by

diabetes mellitus.

This investigation focused on utilizing the aqueous extract of Piper auritum leaves as a
reducing and stabilizing agent in AgNPs synthesis. The obtained AgNPs were characterized
using infrared spectroscopy (FTIR), UV-visible spectrophotometry, X-ray diffraction (XRD), and
transmission electron microscopy (TEM), confirming successful synthesis and revealing
spherical nanoparticles (NPs) with sizes ranging between 5-10 nm. Furthermore, the influence
of pH, extract volume, and AgNOs; precursor concentration on AgNPs synthesis was observed,
identifying conditions that yield a higher quantity of AgNPs, inferred from UV-vis spectrum
absorbance, while maintaining the formation of small AgNPs.

In addition, the antimicrobial activity of AQNPs and the TBFB compound against strains
of S. aureus NA-0812, E. coli W-3110, and Pseudomonas sp., the main bacteria identified in
diabetic foot ulcers, was evaluated, demonstrating their potential as effective antimicrobial

agents.

Subsequently, AgNPs and TBFB composites were generated within the gelatin matrix,
revealing a bacteriostatic effect. The mechanical properties were consistently assessed,
showcasing that the incorporation of these compounds yielded heightened resistance to shear
stress, elongation during cutting, and Young's modulus. Moreover, there was a significant

improvement in water vapor permeability and water solubility.

This research highlights the successful synthesis of AQNPs using Piper auritum extract
and their combined incorporation with TBFB within a gelatin polymer matrix, showcasing a
synergistic effect in antimicrobial activity, as well as improvements in mechanical and
physicochemical properties. These findings suggest the potential of AQNPs and TBFB-based

composites for various medical applications, particularly in wound healing.
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INTRODUCCION

Actualmente existen lineas de investigacion que se centran en el uso de nanoparticulas
de plata (AgNPs) sintetizadas a partir de extractos vegetales, para el tratamiento y eliminacién
de infecciones bacterianas; es conocido desde tiempos antiguos que la plata cuenta con
propiedades antimicrobianas y al convertirse en nanomaterial se aumentan todas estas
caracteristicas. Dentro de las metodologias usadas para la obtencion de estas nanoparticulas
(NPs), la que ultimamente esté en auge, debido a que es considerada respetuosa con el medio
ambiente es la denominada “sintesis verde”, que utiliza compuestos biolégicos obtenidos a
partir de microorganismos y plantas (Singh et al., 2018). En el caso de las plantas, se utiliza el
perfil fitoquimico, el cual reacciona con un precursor metdlico. Esta reaccion de sintesis reduce
el precursor metdlico ionizado y estabiliza el tamafio de las NPs, generando diferentes formas
y tamafios segun las condiciones de reaccion, estas NPs adquieren diversas propiedades
dependiendo de los compuestos presentes en el material vegetal (Singh J. et al., 2018). Por
otro lado, también es conocido que las sales de bismuto, como el tribromofenato de bismuto
(TBFB) han sido utilizadas por afios para el tratamiento de heridas ya que tienen propiedades
cicatrizantes y bacteriostaticas (Chattopadhyay et al., 2016), aunque este método de curacion
ha sido ampliamente utilizado, aln no existen estudios para el mejoramiento y potenciacion

de su actividad antibacteriana.

En México las infecciones por pie diabético es la complicacién més importante derivada
de la principal enfermedad en México (Diabetes mellitus), la cual genera un alto costo al
sistema de salud y teniendo amplias repercusiones en los pacientes, debido a que quedan
permanentemente incapacitados, ya que en casos graves se llega a la amputacion de los

miembros afectados, en funcién de controlar la expansion de la infeccion.

En este proyecto se sintetizaron AgNPs a partir del extracto de Piper auritum; planta
conocida por sus propiedades antisépticas (Salehi et al., 2019). Posteriormente se evaluaron
formulaciones de las AgNPs en conjunto con el TBFB fijadas en matriz polimérica de grenetina,
con el objetivo de caracterizar sus propiedades fisicoquimicas y conocer su efecto
antibacteriano contra los microorganismos principales reportados que se encuentran

comunmente en Ulceras de pie diabético.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 “Diabetes mellitus (DM)”

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad grave con una alta tasa de morbilidad y
mortalidad. Consiste en una alteracion metabdlica que se caracteriza por la presencia de
hiperglucemia cronica y es acompafiada de alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y lipidos. Esta enfermedad es muy heterogénea con etiologias
subyacentes complejas y diversas, las cuales dan lugar a diversos cursos clinicos,
tratamientos y perfiles de riesgo de complicaciones micro y macrovasculares crénicas. Segln
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la DM se encuentra entre las principales causas
de muerte a nivel mundial (Conget., 2002).

La prevalencia mundial de la DM ha ido en incremento a lo largo del tiempo,
observandose que se ha duplicado desde 1980 del 4.7% al 8.5% entre los adultos (Mak et al.,
2021). En América del Norte y el Caribe, en 2019 represent6 el 13.8% de los decesos totales
en personas con una edad promedio de entre 20 a 79 afios (Vega-Lépez & Gonzalez-Pérez,
2021). En especifico para México la DM es el principal problema de salud y su prevalencia
(Figura 1), ha incrementado de 9.2% a 10.6% del afio 2012 a 2020 (ENSANUT 2020),

presentandose la mayor incidencia en personas mayores de 60 afios (Figura 2).
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Figura 1.Gréfica prevalencia de diabetes por diagnéstico Figura 2. Grafica prevalencia de diabetes
2012, 2016, 2018 y 2020 (ENSANUT 2020). por edad 2020 (ENSANUT 2020).
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En México, la DM ha experimentado un aumento significativo en los ultimos afos.
Durante un periodo de 20 afos, la tasa de mortalidad por DM se increment6 de 43.4 a 80.1
por cada 100,000 habitantes, casi el doble en tan solo 10 afios. Esto ha resultado en un total
de 1,563,896 defunciones relacionadas con la enfermedad entre 1998 y 2018, generando

costos directos e indirectos del tratamiento.

En 2010, el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) de México, realizé una
investigacion en la cual se calcularon los costos directos de la enfermedad, siendo los mas
grandes asociados a los medicamentos que se emplean durante el tratamiento
($133,143,734), seguida por el costo que representa las complicaciones ($110,410,928), las
consultas médicas/diagnoésticos ($59,734,448) y la hospitalizacion ($39,937,331). Ademas, se
identificaron costos indirectos, siendo el mas significativo el causado por la incapacidad
permanente ($409,205,846), seguido de los costos asociados a la muerte prematura del
paciente ($19,623,029) y, por ultimo, la incapacidad temporal ($6,372,059) (Bello-Chavolla et
al., 2017).

Tanto costos directos e indirectos son pagados por los pacientes e instituciones de
seguridad social. En el mismo estudio se encontré que en el afio 2012 se registraron 168,406
ingresos hospitalarios asociados a complicaciones relacionadas con la DM, generando
685,208 dias de estancia hospitalaria. Costando en promedio por cada dia de $2,150 a $5,500
pesos mexicanos, lo que representd un gasto total por estadia de $1,473 millones a $3,768
millones de pesos. Cabe mencionar que estas cifras no incluyen los costos de atencién de
emergencia, atencion nutricional o rehabilitacion (Bello-Chavolla et al., 2017). El costo anual
total de esta enfermedad para el sistema de salud mexicano se estima en aproximadamente
3,872 millones de ddlares anuales, 707 délares por persona/afio (ENSANUT 2018),
presupuesto del cual el 87% es utilizado en el tratamiento de las complicaciones de la
enfermedad (ISSSTE 2018a). Durante una encuesta nacional a la poblacién mexicana se
encontrd que el 54.5% de los pacientes con DM presentaba deterioro de la agudeza visual, el
9.9% pérdida de vision, el 9.14% presentaba Ulceras en los pies y el 5.5% habia sufrido algan

tipo de amputacion (Espinosa et al., 2021).
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1.2 Complicacién de pie diabético

Una de las complicaciones méas destacable de la diabetes mellitus, se describe como
“pie diabético”; caracterizada por una triada etioldgica: vascular, neuropatica e infecciosa. Esta
condicion puede manifestar la presencia de infeccion, ulceracion, destruccion de tejidos,
problemas neurolégicos (pérdida de la sensibilidad), problemas arteriales periféricos de
diversa gravedad, trauma, y alteraciones de la mecanica del pie (Juana et al., 2015). Estudios
llevados a cargo por la Federacién Internacional de Diabetes, indican que el 15% de todas las
personas con DM tipo 2 (DMT2) presentaran al menos una Ulcera o alguna complicacién
relacionada con sus pies a lo largo de su vida. También se calcula que, de todas las atenciones
hospitalarias a nivel mundial, un 20% son causadas por la presencia de Ulceras en
extremidades inferiores, estimando que cada 30 segundos alguna persona con DM pierde un
miembro debido a la enfermedad. Por otro lado, de las atenciones mencionadas se conoce
que el 40% del gasto hospitalario se centra en el tratamiento del paciente con pie diabético
(Juana et al., 2015).

1.3 Ulceras de pie diabético

La ulcera del pie diabético (UDP) presenta una patologia excepcionalmente compleja,
esto debido a la existencia de un estado de hiperglucemia constante, lo cual conlleva a
problemas metabdlicos como la alteracion de la barrera de prevencion de infecciones, estrés
oxidativo en las células, neuropatia periférica, complicaciones micro/macrovasculares y
respuesta inflamatoria (Burgess et al., 2021). Ademas, esta enfermedad genera problemas
psicolégicos que afectan la salud mental del paciente, asi como su autoestima y convivencia
con la sociedad (Burgess et al., 2021). Al existir un estado de hiperglucemia constate se
contribuye al desarrollo de aterosclerosis, impidiendo que los nutrientes lleguen a las heridas
y dificultando el proceso de cicatrizacion (Burgess et al., 2021). También se ha observado que
en pacientes con DM la hiperglucemia causa disfuncion de las células endoteliales, las cuales
desempefian un papel en el proceso de curacion de las UDP a través de la vasodilatacion
inducida por presion, respuesta que normalmente es protectora para la piel (Juana et al.,
2015).
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Ademdas de las células endoteliales, es importante destacar que la hiperglucemia
interfiere con procesos criticos necesarios para la cicatrizacién de las UDP. Por ejemplo, afecta
la sintesis de proteinas y la migracién y proliferacién de queratinocitos y fibroblastos, que son
fundamentales en la formacién de nuevos tejidos y la cerradura de las heridas. También se ha
observado que la hiperglucemia afecta negativamente la cicatrizacion de las heridas debido a
la generacion de radicales libres. Estos radicales libres resultan del estrés oxidativo causado
por el exceso de glucosa en el organismo (Burgess et al., 2021). Ademas, se ha observado
una actividad reducida de las enzimas antioxidantes, como el glutation peroxidasa y el
superéxido dismutasa, que normalmente ayudan a contrarrestar los efectos dafiinos de los

radicales libres (Burgess et al., 2021).

Se ha observado que la enfermedad arterial periférica (EAP) es comln en pacientes con
UDP, lo que incrementa el riesgo de amputacion y empeora los resultados del diagnéstico.
Segun un estudio, EAP se encontré en el 43% de los casos de UDP. Ademas, en un estudio
retrospectivo realizado en pacientes con pie de Charcot, también se identific6 una alta
prevalencia de EAP, la cual se asoci6 con la presencia de UDP (Burgess et al., 2021). Debido
a la mala circulacién sanguinea en pacientes con diabetes, las UDP generan ambientes
hipéxicos. Un estudio reciente utilizé la fluorescencia mediada por flujo para monitorear la
hipoxia de la piel y encontrd que los niveles mas bajos de oxigeno en las UDP se relacionaban

con un peor pronéstico de curacién y otras complicaciones (Burgess et al., 2021).

La irrigacion de heridas es uno de los componentes esenciales de manejo de heridas.
Es la mayor intervencion individual en cuidado de heridas que puede reducir el riesgo de
infeccién, el objetivo de la irrigacion de la herida es eliminar material extrafio, disminuir
contaminacién bacteriana de la herida, y la eliminacion de los desechos celulares o el exudado
de la superficie de la herida. La irrigacion estimula la neovascularizacion y la proliferacion de

células sanas (Jayalakshmi et al., 2021).

Es importante destacar que la hiperglucemia en pacientes con DM aumenta atin mas el
riesgo de infeccion al alterar la distribucion de la proteina de unidén estrecha, modificar la
histologia de la epidermis y afectar la ultraestructura de las células basales (Figura 3), lo cual

interrumpe la funcién normal de la barrera cutdnea (Burgess et al., 2021).
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Figura 3. Fisiopatologia de las heridas diabéticas. Las heridas diabéticas exhiben angiogénesis
desregulada, respuesta inflamatoria subdptima cronicamente sostenida, niveles elevados de especies
reactivas de oxigeno y colonizaciéon bacteriana persistente que a me menudo se convierte en una
biopelicula dificil de tratar. Creado con BioRender.com, 29 de julio de 2021 (Burgess et al., 2021).

1.3.1. Proceso séptico en Ulceras de pie diabético

Los procesos que mantienen la homeostasis del agua y preservan la integridad
estructural y funcional de la piel son fundamentales para prevenir infecciones. La piel sana
cuenta con diversos mecanismos inmunolégicos, como la produccion de péptidos
antimicrobianos (AMP), que ayudan a regular el microbioma natural de la piel y controlar la
presencia de patégenos e infecciones. En los pacientes diabéticos, las infecciones en los pies
son una complicacion comuan que afecta hasta al 15% de los pacientes. Se ha observado que
aproximadamente el 40% de las Ulceras se infectan, y a medida que la Ulcera persiste en el

tiempo, aumenta el riesgo de infeccion (Branch et al., 2021).

En el caso de las UDP, existe una baja o nula produccién de estos péptidos
antimicrobianos, lo que contribuye al fenotipo deficiente de cicatrizacion de heridas. La
disminucion en la produccion de AMP resulta en una reduccién en la produccion del cuerpo
lamelar y en un contenido lipidico disminuido en la capa cérnea de la piel. Estas deficiencias,
combinadas con las complicaciones derivadas de la DM, crean un entorno desfavorable para
la cicatrizacion de heridas (Burgess et al., 2021). Las infecciones del pie diabético son la
complicacién grave mas comun relacionada con la diabetes, lo cual representa una carga
socioecondmica significativa en el &mbito de la atencion médica (Shenoy et al., 2021). Estas

infecciones pueden conducir a osteomielitis, amputacion o incluso la muerte (Burgess et al.,
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2021). El espectro de infecciones varia desde celulitis localizada hasta infecciones profundas
con fascitis necrosante y/o osteomielitis. La presencia de inflamacién local, supuracion o
crepitacion indica la presencia de infeccidn, pero su ausencia no descarta dicha posibilidad, y
en algunos casos, puede haber osteomielitis debajo de una Ulcera no inflamatoria. Ademas, la
presencia de signos inflamatorios en un pie no ulcerado puede ser indicativa de una artropatia
de Charcot. Los sintomas sistémicos como fiebre o escalofrios, asi como la leucocitosis, solo

se presentan en aproximadamente un tercio de los casos de infeccién (Beltran et al., 2001).

La neuropatia periférica puede predisponer a la infeccion al crear puntos de entrada
como Ulceras plantares. En ausencia de Ulceras, aproximadamente el 60% de las infecciones
comienzan en los espacios interdigitales, seguido de la regién periungueal en un 30%, y el
10% restante en otras areas. La infeccion puede propagarse a planos mas profundos,
causando celulitis, fascitis y/o osteomielitis (Beltran et al., 2001). Los agentes causantes de la
infeccion del pie diabético varian segun la gravedad de la infeccién, ya sea superficial o
profunda. En el caso de infecciones superficiales agudas (Ulceras no complicadas, celulitis), la
mayoria son causadas por un solo microorganismo, ya sea Staphylococcus aureus o
Streptococcus spp. (Beltran et al., 2001). En estos casos, no siempre se requiere el uso de
antibidticos para el tratamiento. Sin embargo, si se necesita tratamiento, se deben considerar
los microorganismos mencionados, y la toma de cultivos no es imprescindible, especialmente
si solo se pueden obtener cultivos de la superficie, ya que su valor predictivo para determinar

el agente causal de la infeccién es limitado (Beltran et al., 2001).

En su mayoria, las infecciones del pie diabético son infecciones bacterianas mixtas y es
por ello que el manejo adecuado de estas infecciones requiere una seleccién adecuada de
antibidticos, basada en el cultivo y en los resultados de las pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos (Shanmugam, Jeya & Linda 2013). El perfil bacteriano de las infecciones en
el pie diabético (IPD) varia segun la gravedad de la enfermedad. Entre los patbgenos mas
comunes encontrados en muestras de IPD se encuentran Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella, Acinetobacter, Pseudomonas pneumonie, Proteus spp. y Enterococcus spp.
(Darwin et al., 2021). Es importante tener en cuenta que el perfil bacteriano puede variar segun
la ubicacién geografica del paciente. El tipo de infeccion, ya sea mono microbiana o poli
microbiana, esta directamente relacionado con la gravedad de la enfermedad. Las infecciones
graves de IPD tienden a ser polimicrobianas. En los casos mas severos de DFI, se pueden

cultivar hasta tres o cinco organismos diferentes (Darwin et al., 2021).
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En un estudio realizado en la India con 50 pacientes con edades comprendidas entre 20
y 80 afos y diagnéstico de pie diabético, se aislaron un total de 75 bacterias. El aislado mas
comun fue Pseudomonas spp. (16%), seguido de Escherichia coli (14.6%) y Staphylococcus
aureus sensible a la meticilina (13.3%). Otros organismos aislados incluyeron Streptococcus
pyogenes (10.6%), Klebsiella spp. (8%), Acinetobacter spp. (8%), Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA) (8%), Proteus mirabilis (6.6%), Citrobacter spp.,
Enterococcus spp. (5.3%), y Enterobacter spp. (1.3%). Ademas, se observo que el 37.5% de
las bacterias Gram negativas eran productoras de [3-lactamasa de amplio espectro y el 31%

producian carbapenemasa durante el estudio (Shanmugam et al., 2013).

En un metaanalisis que incluyd 57 estudios, se evaluaron 6,736 muestras clinicas
mediante cultivo aerébico, de las cuales 5,945 (88.3%) resultaron positivas, generando un total
de 8,418 aislamientos microbianos. La figura 4 muestra la frecuencia de los géneros
bacterianos detectados en cinco o mas ocasiones. Los tres organismos mas frecuentemente
identificados fueron Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. y Escherichia coli (Macdonald
et al., 2021).
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Figura 4. La frecuencia de microorganismos identificados por cultivo aerébico de muestras de
infeccion del pie diabético (Macdonald et al., 2021).

1.3.2. Tratamientos contra infecciones en heridas y Ulceras de pie
diabético

1.3.3. Tratamientos convencionales

Para evaluar la gravedad de un cuadro clinico de pie diabético y seleccionar el
tratamiento adecuado, es necesario considerar varios criterios y precauciones. Aunque las IPD
son frecuentes y estan asociadas con morbilidad, existe evidencia limitada sobre el mejor
enfoque terapéutico. Las estrategias comunes incluyen el uso de antibidticos orales,
desbridamiento de la herida, amputacion temprana y técnicas para reducir la presion sobre la
herida (Branch-Elliman et al., 2021).

La eleccidn entre el tratamiento ambulatorio y hospitalario depende de la gravedad de la
situacion. Aunque no hay reglas absolutas para tomar esta decision, hay principios que pueden
ser Utiles: a) los problemas del pie diabético tienden a ser mas graves de lo que aparentan y
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b) se debe evaluar al paciente en su conjunto, en lugar de enfocarse Unicamente en el pie,

para tomar decisiones con menor riesgo de complicaciones o muerte.

La evaluacién inicial del paciente debe incluir al menos los siguientes objetivos: a)
determinar la causa de la lesion y evaluar la gravedad del proceso isquémico, la neuropatia y
la presencia de infeccidn activa, b) evaluar la extensidén de la lesion y, si esta presente, las
dimensiones de la celulitis circundante, c) determinar el grado de afectacién de estructuras
profundas, como fascias, tendones, articulaciones y hueso, d) Identificar la presencia de sepsis
sistémica, e) Evaluar el estado general del paciente, incluyendo la funcion renal,
cardiovascular y el riesgo quirargico (Olimpia et al., 2007).

Para el tratamiento de heridas abiertas y Ulceras, se recomienda realizar lavado regular
con agua Y jabon, evitando el uso de antisépticos que puedan dafiar el tejido y retrasar la
cicatrizacion. Ademas, se pueden utilizar antibiéticos como ciprofloxacina y amoxicilina para
prevenir la infeccion y evitar la progresion a etapas mas severas (Olimpia et al., 2007).
Tratamientos actuales se han enfocado en la pronta recuperacion de la herida por medio del
uso de apdésitos como lo son alginatos o hidrocoloides (plata y colageno), los cuales permiten
la rapida cicatrizacion evitando tratamientos largos y ahorrando considerablemente el costo,
aungue reducen drasticamente el tiempo tienen una limitada actividad bactericida, asi que se

tienen que acompafar con el uso de antibiéticos orales (Paladini et al., 2016).

1.3.4. Apo6sitos de Tribromofenato de Bismuto (TBFB) como

tratamiento

En la actualidad, los apdésitos hidrocoloides que contienen TBFB al 3% y petrolato
impregnado en gasa estéril se utilizan ampliamente en el tratamiento de heridas abiertas y
quemaduras. Estos apdsitos se basan en las propiedades del bismuto, ya que se ha
demostrado que tienen efectos antibacterianos y promueven la cicatrizacion (Chattopadhyay
et al., 2016). El bismuto se ha utilizado en el tratamiento de diversas enfermedades y ha sido
ampliamente recomendado, junto con antibiéticos, para el tratamiento estandar de Ulceras
pépticas e infecciones causadas por Helicobacter pylori (Chattopadhyay et al., 2016). En los
sistemas biolégicos, el bismuto se encuentra principalmente en su forma trivalente (+l11), y la
mayoria de las sales de bismuto tienen una baja solubilidad en soluciones acuosas. Por lo

tanto, el transporte de cantidades significativas de bismuto requiere la presencia de quelantes
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para aumentar la concentracion de bismuto disuelto. Debido a la propiedad de que el Bi (lI)
conserva cargas similares al Fe (lll), este se ha podido utilizar para diversos tratamientos
interrumpiendo procesos biolégicos, como lo es el crecimiento bacteriano y tratamiento de
infecciones, lo que ha hecho que el bismuto sea ampliamente utilizado en medicina y en

diversas areas de la salud durante mas de 200 afios (Chattopadhyay et al., 2016).

El uso del bismuto en medicina tiene sus origenes en la Edad Media, donde se utilizaba
el nitrato de bismuto como maquillaje. En el siglo XVII, se observaron beneficios al utilizar
bismuto en trastornos intestinales, y en 1786, Louis Odier lo introdujo en el tratamiento de la
dispepsia. Para el siglo XIX, el uso del bismuto en medicina ya estaba establecido, y se
utilizaron derivados del fenol, bromofenol, pirogalol, naftol y salicilato (Astrid & Helmut, 2004).
También se encontré que el bismuto funcionaba como agente anti-sifilis en combinacién de
mercurio y arsénico, algunas mas de las aplicaciones fueron en heridas de cirugias como
vendajes debido a su efecto antimicrobiano y antibacteriano. Durante el siglo XX, diversas
preparaciones de bismuto, como el subnitrato, subgalato, subcitrato, tartrato, subcarbonato y
subsalicilato, fueron utilizadas como remedios para tratar la sifilis, la hipertension, las
infecciones, las condiciones de la piel y los trastornos gastrointestinales (Astrid & Helmut,
2004). Sin embargo, con la aparicion de la penicilina y el aumento en el uso de antibiéticos, el
potencial antimicrobiano del bismuto fue en gran medida olvidado después de la década de
1940, y su uso en el ambito médico disminuy6 drasticamente, excepto en Australia y Francia
(Astrid & Helmut, 2004). Un nuevo interés en el uso de componentes de bismuto surgiod
después del descubrimiento de Helicobacter pylori en 1983, ya que se observo que el bismuto
tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de esta bacteria. Sin embargo, el mecanismo exacto
de accién del bismuto contra H. pylori ain no se ha comprendido completamente (Astrid &
Helmut, 2004).

Desde la década de 1980, se han utilizado diversos componentes de bismuto en todo el
mundo (Tabla 1), estos incluyen el subsalicilato de bismuto (SSB, Pepto-Bismol en Estados
Unidos) para la prevencion y tratamiento de la diarrea y la dispepsia, y el citrato de bismuto
coloidal (CBS De-Nol y Lizhudele en los Paises Bajos), entre otros. Ademés de su uso en el
tratamiento de Ulceras, los componentes de bismuto también exhiben propiedades

antibacterianas y antiinflamatorias.
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Tabla. 1 Productos comerciales de compuestos de sales de bismuto y su uso medicinal (Astrid &
Helmut, 2004).

Uso clinico del bismuto

Compuesto Nombre comercial Indicacion
Subnitrato de bismuto BiO (NO3) OxBipp Infecciones
y yodoformo
Subnitrato de bismuto Roter Diarrea: desorden gastrico
Subsalicilato de bismuto Pepto-bismol Diarrea: dispepsia
Subcitrato de bismuto coloidal De-Nol, Lizhudele Ulcera gastrica y duodenal:
] H. pylori
Citrato de bismuto ranitidina Pylorid, Tritec Ulcera gastrica y duodenal:
__H. pylori
Peptina bismuto coloidal CBP Ulcera gastrica
Tribromofenato de bismuto Xeroform Antimicrobiano

Se ha observado que el bismuto al ser unido con ligandos de tiolato como lo son
tioéteres, tioacetales y tioésteres aumenta su actividad antibacteriana tanto en bacterias Gram
negativas como en bacterias Gram positivas. Este incremento en la actividad se debe
probablemente a la mejora en la solubilidad y lipofilia del bismuto, lo que facilita su
incorporacién en la célula bacteriana (Astrid & Helmut, 2004). Estudios de microscopia
electrénica han contrastado el uso del bismuto en funcién de su incorporacion dentro de la
bacteria, discutiendo la inhibiciébn de bacterias contra las que no se inhibian bajo el mismo
régimen de tratamiento, y observando que aquellas que no se inhibian no tenian presencia de
bismuto dentro de ellas (Astrid & Helmut, 2004). Por lo tanto, la entrada del bismuto dentro de
la bacteria probablemente sea necesaria para lograr su accion bactericida. Se ha sugerido que
la interferencia con el metabolismo del hierro es el primer mecanismo por el cual los complejos
de bismuto inhiben a las bacterias. Esto puede lograrse mediante el bloqueo del transporte del
hierro (lll) o presumiblemente mediante la unién a los residuos de tiolato de las enzimas. De
esta manera, el Bi (lll) puede inhibir directa o indirectamente la funcién de las enzimas una vez
dentro de los microorganismos (Astrid & Helmut, 2004). Ademas, recientemente se ha
observado que los complejos de bismuto también muestran actividad prometedora en el

tratamiento del cancer (Astrid & Helmut, 2004).

En un estudio realizado en 1990, se evalud in vitro la actividad antimicrobiana del
subsalicilato de bismuto y otras sales de bismuto, los resultados demostraron que estas sales
eran capaces de inhibir una amplia variedad de potenciales patégenos humanos cuando se

encontraban presentes en concentraciones de 1 a 50 mM. En general, se observaron efectos
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in vitro de las sales de bismuto (Figura 5) a partir de concentraciones de 10 mM (Manhart,
1990). La figura cinco, revela que, segun el tipo de sal de bismuto utilizada, se produjo una
disminucion en el crecimiento bacteriano a concentraciones de 50 mM. Estos hallazgos
respaldan el potencial antimicrobiano de las sales de bismuto y ademas respaldan su utilidad

en el tratamiento de infecciones (Manhart, 1990).
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Figura 5. Gréfica inhibicién del crecimiento enterotoxigénico de Escherichia coli con sales de bismuto
a una concentracion de 50 mM (D. Manhart., 1990).

En un estudio realizado por Barillo et al., en 2017, se comparé el efecto antibacteriano
del subsalicilato de bismuto (SSB) y TBFB contra diversos microorganismos presentes en
heridas de quemaduras de la piel. Los resultados indicaron que el TBFB tiene un espectro
antibacteriano mas amplio en comparacién con el SSB. En la tabla 2, se presentan los
resultados de las pruebas de sensibilidad antibidtica del SSB frente a diferentes bacterias
realizado por Barillo et al, en 2017. Se observé que el SSB mostraba actividad antibacteriana
contra varios microorganismos, como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli, entre otros. Sin embargo, su espectro de actividad era mas limitado en

comparacion con el TBFB (Barillo et al., 2017).

En la tabla 3, se presentan los resultados de las pruebas de capacidad antibiotica del
TBFB también realizados por Barrilo et al., en 2017. Los resultados mostraron que el TBFB
tenia un espectro antibacteriano mas amplio, ya que demostrd actividad contra una mayor
variedad de bacterias, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y
Pseudomonas aeruginosa, que son patdégenos comunes asociados a infecciones en heridas
de quemaduras (Barillo et al., 2017).
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Tabla. 2 Patégenos de quemaduras evaluados con Pepto-Bismol (SSB) (Barillo et al., 2017).

Patdégeno ATCC CEPA | ZOI#1 Z0l #2 Z0I #3 Promedio ZOI
Staphylococcus aureus
(MRSA) 33593 0.0mm | 13.8mm | 0.0 mm 4.6 mm
Staphylococcus aureus
(MRSA) BAA-1721 53.5mm | 31.9mm | 56.4 mm 47.26mm
Escherichia coli 25922 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 0.0 mm
Klebsiella pneumonie 700603 0.0mm 0.0mm 0.0 mm 0.0 mm
Serratia marcesens 14223 0.0mm 0.0mm 89.6 mm 29.86mm

NOTAS: Notas: ATCC=American Type Culture Collection (Manassas, VA), ZOI=Zona de
inhibicién

Tabla. 3 Patégenos de quemaduras evaluados con Tribromofenato de Bismuto (Barillo et al., 2017).

Patdgeno ATCC CEPA Zona de inhibicién corregida
Staphylococcus aureus (MRSA) 33592 413.00mm
Staphylococcus aureus (MSSA) BAA-1721 87.19mm

Staphylococcus epidermidis 35894 88.50mm
Pseudomonas aeruginosa 27317 97.73mm
Enterobacter cloacae 35549 47.78mm
Escherichia coli 25922 20.95mm

Candida albicans 10231 539.24mm
Enteroc?/;cnucz rrY?iscli?]tgntes ala 200802 0.00 mm
Acinetobacter baumennii 14601 88.02mm
Klebsiella pneumonie A'S'?do 80.35mm

porcino
Streptococcus} pyogenes B- 15185 242 43mm
hemoliticos
Proteus mirabilis 21718 141.04mm
Serratia marcescens 14223 59.55mm
Nota: ATCC=American Type Culture Collection (Manassas, VA). * Zona de inhibicién
corregida =ZOI para tribromofenato de bismuto 3% p/v en glicerol menos ZOI para
glicerol para la misma especie.
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1.3.5. Nanoparticulas (NPs) metalicas como alternativa en

tratamientos

Se ha observado que los tratamientos convencionales de infecciones bacterianas
pueden mejorarse mediante la implementacion de una tecnologia en aumento conocida como
nanotecnologia. La nanotecnologia se define como el disefio, caracterizacion y aplicacion de
estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de forma y tamafio a escala
nanométrica (1 nm a 100 nm). Este campo de investigacion esta emergiendo y tiene diversas
areas de aplicacion en ciencia y tecnologia, especialmente en el desarrollo de nuevos

materiales (Yin et al., 2020).

Algunos de los materiales que se estan desarrollando en esta area son las NPs
metalicas, las cuales se centran en el uso de metales como lo es la plata o el oro, que al
reducirse por acciones fisicas o quimicas a tamafios nanométricos (1 nm a 100 nm), presentan
propiedades extraordinarias (Yin et al., 2020). Estas caracteristicas mejoradas abarcan
diversos aspectos, entre las cuales se destaca la mejora de la actividad antibacteriana. Para
la sintesis de estas NPs, existen diferentes métodos, entre los cuales esta en auge la sintesis
verde. Metodologia que utiliza elementos biolégicos como plantas o microorganismos, que
contienen compuestos que facilitan la reduccién y estabilizacion de las NPs. En la investigacion
cientifica, se han explorado multiples extractos vegetales para la sintesis de AgNPs, las cuales

presentan una elevada actividad antibacteriana y bactericida (Lee & Jun, 2019).

1.3.6. Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las AgNPs han sido objeto de estudio en las Ultimas décadas debido a su amplia gama
de aplicaciones. Estas particulas contienen un nimero variable de atomos de plata, que va
desde 20 hasta 15,000, y su tamafio generalmente es inferior a 100 nm. Gracias a la alta
relacion entre su superficie y volumen, las AgNPs exhiben una notable actividad
antimicrobiana, incluso a concentraciones bajas. Ademas, la sintesis de las AgNPs se puede
realizar a bajos costos, mostrando baja citotoxicidad y respuesta inmunolégica (Yin et al.,
2020).

Las AgNPs, tienen diversas potenciales aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, se

utilizan en la administracion de farmacos antibacterianos, en imagenes médicas y en el
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diagnéstico molecular. Ademas, se emplean en tratamientos como la fabricacion de mallas
quirargicas, reemplazos de articulaciones artificiales, vendajes para heridas y medicamentos
para promover la cicatrizacion de heridas (Yin et al., 2020). Dado que la plata se considera un
acido de Lewis, tiene una tendencia a reaccionar con bases de Lewis, como el fésforo y el
azufre, que son componentes de biomoléculas como la membrana celular, proteinas y las
bases nitrogenadas del ADN. Como resultado, las AgNPs interactian con estas biomoléculas
en los organismos. Cuando las AgNPs entran en contacto con las células, se produce una
serie de interacciones que pueden tener efectos morfoldgicos y funcionales. Dependiendo de
la concentracion y el tamafio de las AgQNPs, asi como de las caracteristicas especificas de las
células y tejidos involucrados, estas interacciones pueden influir en la viabilidad celular, la

funcién de las proteinas y la integridad del ADN (Tang & Zheng, 2018).

El mecanismo exacto de los efectos antibacterianos de las AGNPs no se ha esclarecido
por completo, pero se han propuesto varios mecanismos de accion. En primer lugar, las AgNPs
se adhieren a la pared celular y a la membrana citoplasmatica mediante atraccién
electrostatica y afinidad con las proteinas que contienen azufre. Esta interaccion provoca
cambios en la permeabilidad de las membranas y puede llevar a la ruptura de la envoltura
bacteriana (Tang & Zheng, 2018). Una vez que se produce la ruptura de la envoltura
bacteriana, los iones de plata son absorbidos por las células, lo que desactiva enzimas
respiratorias y genera especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas ROS interrumpen la
produccion de adenosin trifosfato (ATP) y afectan la integridad de la membrana celular y la
modificacion del acido desoxirribonucleico (ADN). Debido a que el azufre y el fésforo son
componentes esenciales del ADN, la interacciéon de los iones de plata con estos elementos
puede causar problemas en la replicacién y reproduccion celular, e incluso puede llevar a la

muerte de los microorganismos (Yin et al., 2020).

La capacidad de las AgNPs para combatir microorganismos sin desarrollar resistencia
es una caracteristica muy atractiva en comparacion con los antibioticos convencionales
(Cardoso, 2016). Ademas, en cuanto a la toxicidad de las AgNPs, se ha observado que solo
se presenta la argiria (enfermedad caracterizada por la coloracion de la piel y algunos érganos
del paciente en tonos grises o azulados o gris-azulado) en casos de heridas abiertas tratadas
con cantidades excesivamente altas y presentando citotoxicidad en concentraciones de 0.025
mg/mL para fibroblastos humanos (Klein et al. 2023). Es importante destacar que las
propiedades fisicas, Opticas y cataliticas de las AgNPs estan altamente influenciadas por su

tamafio, distribucion, forma morfolégica y propiedades superficiales, las cuales pueden ser
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modificadas mediante diversos métodos sintéticos. Dependiendo del método de sintesis
utilizado, las AgNPs pueden adoptar diferentes formas, como varillas, triangulos, formas
circulares, octaédricas, poliédricas, entre otras. Cada una de estas formas puede presentar

propiedades y aplicaciones especificas en diversos campos (Yin et al., 2020).

1.3.6.1. Sintesis de nanoparticulas (NPs)

Los métodos de sintesis de NPs metalicas se pueden clasificar en dos categorias
principales (Figura 6), la primera categoria se denomina "Top down" y se refiere a la reduccion
de moléculas mas grandes hasta obtener NPs. La segunda categoria se llama "Bottom up" e
implica la construccién de NPs a partir de moléculas mas pequefias mediante el proceso de
nucleaciéon (Singh et al.,, 2018). Dentro de estas dos categorias, existen tres enfoques
principales de sintesis: fisica, quimica y bioldgica (o verde) (Cardoso, 2016).
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Figura 6. Diferentes enfoques de sintesis disponibles para la preparacién de NPs metalicas (Singh et
al., 2018).




1.3.6.1.1. Métodos fisicos

Para la sintesis fisica de NPs metalicas, dos métodos son los mas utilizados: la
evaporacion y condensacion, y la ablacién con laser (Lee & Jun, 2019). Una de las ventajas
de estos enfoques es que se pueden sintetizar grandes cantidades de NPs con alta pureza,
sin utilizar productos quimicos que liberen sustancias téxicas y pongan en peligro la salud
humana y el medio ambiente (Lee & Jun, 2019). Sin embargo, uno de los grandes desafios en
este tipo de técnicas es la aglomeracion de las NPs, ya que no se utilizan agentes de
proteccion. Ademas, estos métodos consumen mucha energia, ya que los procesos requieren
una larga duracién de sintesis, lo cual implica el uso de equipos complejos y se traduce en un
alto costo operativo (Lee & Jun, 2019).

La técnica de evaporacion y condensacion utiliza una ruta de fase gaseosa y un horno
tubular para sintetizar nano esferas a presion atmosférica. Mediante esta técnica se han
sintetizado diversos materiales, como Au, Ag y PbS (Lee & Jun, 2019). En el centro del horno
tubular se encuentra un recipiente que transporta un precursor metalico, el cual se evapora en
el gas portador, permitiendo asi la sintesis final de las NPs (Lee & Jun, 2019), el tamafio, la
forma y el rendimiento de las NPs se pueden controlar mediante el disefio de las instalaciones
de reaccion. Sin embargo, la sintesis de NPs por evaporacién y condensaciéon a través del
horno tubular presenta algunos inconvenientes, como lo es que el horno ocupa mucho espacio,
consume una gran cantidad de energia al elevar la temperatura ambiental, y requiere una
mayor duracion para mantener su estabilidad térmica (Lee & Jun, 2019). Otro método utilizado
es la pulverizacion, que consiste en la creacion de NPs mediante el bombardeo de un metal
objetivo con alta energia. La pulverizacion del haz de atomos implica tres pasos basicos:
migracion de atomos desde la superficie de los materiales, nucleacion y crecimiento de las
NPs, y absorcién en otro material en un campo eléctrico (Huynh et al., 2020). La pulverizacién
por magnetron implica la pulverizacion en un campo magnético, donde uno o mas materiales
se depositan en la superficie de otro material, como metal o ceramica, utilizando una técnica
de recubrimiento al vacio de alta velocidad. Este método puede proporcionar alta pureza, pero
es dificil controlar la morfologia de las NPs formadas, ademas, requiere una alta cantidad de

energia, lo que puede representar un peligro (Huynh et al., 2020).

Otro enfoque en la sintesis fisica es a través de la ablacion con laser. Las NPs se pueden

sintetizar mediante la ablacion con laser utilizando un precursor metélico a granel colocado en
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un entorno liquido (Lee & Jun, 2019). Luego, se irradia con un laser pulsado, lo que elimina
otros iones, compuestos o0 agentes reductores y deja solo las NPs del precursor metalico en
el entorno liquido, varios parametros, como la potencia del laser, la duracion de la irradiacion,
el tipo de precursor metédlico y las propiedades de los medios liquidos, influyen en las
caracteristicas de las NPs metdlicas formadas. A diferencia de la sintesis quimica, la sintesis
de NPs por ablacién con laser es pura y no contaminada, ya que este método utiliza
tensoactivos suaves en el solvente sin involucrar ningun otro reactivo quimico (Lee & Jun,
2019). Por otro lado, el método sonoquimico se basa en el uso del ultrasonido. En una
solucion, el ultrasonido puede generar alta temperatura o presion. Debido al aumento de la
temperatura, se forman NPs metalicas pequefias a una velocidad de reaccién rapida, el
ultrasonido induce el colapso o la formacién de pequefias burbujas en la solucién, lo que

permite la creacion de NPs huecas (Huynh et al., 2020).

1.3.6.1.2. Métodos Quimicos/Fotoquimicos

Los métodos de sintesis quimica se han utilizado ampliamente para la fabricacion de
NPs metélicas en forma de dispersiones coloidales en soluciones acuosas o disolventes
organicos, mediante la reduccion de sales metdlicas. Se emplean diversas sales metdlicas
como precursores para la produccién de las correspondientes NPs metélicas, como oro, plata,
hierro, 6xido de zinc, cobre, paladio, platino, entre otros. Los agentes reductores y protectores
pueden ser modificados o cambiados facilmente para obtener las caracteristicas deseadas de

las NPs, como distribucion de tamafio, forma y tasa de dispersion (Huynh et al., 2020).

La sintesis quimica de NPs se lleva a cabo principalmente mediante el método de Brust-
Schiffrin (BSS) o el método de Turkevich (Huynh et al., 2020). La eleccién adecuada de los
agentes reductores y estabilizadores, asi como su fuerza y tipo, es crucial para sintetizar NPs
metalicas con tamafos y formas especificas, asi como con diversas propiedades o6pticas.
Ademas, es importante tener en cuenta la seguridad y eficacia del método al utilizar agentes
estabilizadores para prevenir la agregacion de las NPs, algunos factores que deben
considerarse son:

e Eleccion del solvente adecuado.
¢ Uso de agentes reductores amigables con el medio ambiente.

e Seleccion de sustancias relativamente no téxicas.
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Estos aspectos son importantes para garantizar la seguridad y la eficiencia en la sintesis
de NPs metélicas (Huynh et al., 2020).

La nucleacién y el crecimiento de las NPs estan influenciados por varios parametros de
reacciéon, que incluyen la temperatura de reaccion, el pH, el tipo de precursor utilizado, los
agentes reductores y estabilizadores, asi como la relacion molar entre estos Ultimos (Lee &
Jun, 2019). La reduccion quimica de las sales metalicas puede lograrse mediante el uso de
diversos reductores quimicos, como glucosa (CsH120s), hidracina (N2Ha), hidrato de hidracina,
ascorbato (CsHsNaOs), etilenglicol (C2HeO2), N-dimetilformamida (DMF), hidrégeno, dextrosa,
ascorbato, citrato (método de Turkevich) y borohidruro de sodio (método BSS) (Lee & Jun,
2019). Asi mismo, la estabilizacion de las NPs dispersas durante el proceso de sintesis es
crucial. Una estrategia comunmente utilizada es emplear agentes estabilizadores que puedan
adsorberse en la superficie de las NPs, evitando asi su aglomeracion y oxidacién. Para lograr
la estabilizacion y prevenir la aglomeracién de las NPs, se pueden emplear agentes de
proteccion o surfactantes, tales como quitosano, acido glucénico de oleilamina, celulosa, o
polimeros como poli N-vinil-2-pirrolidona (PVP), polietilenglicol (PEG), &cido polimetacrilico
(PMAA) y polimetilmetacrilato (PMMA) (Lee & Jun, 2019).

La estabilizacion de las NPs mediante agentes de proteccion puede lograrse mediante
la repulsién electrostatica o estérica; la estabilizacion electrostatica se logra tipicamente
mediante especies anidnicas, como citrato, haluros, carboxilatos o polioxoaniones, que se
adsorben o interactdan con las NPs para impartir una carga negativa en su superficie (Lee &
Jun, 2019). Esto permite controlar la carga superficial mediante el recubrimiento de las
particulas con iones de citrato para proporcionar una carga negativa fuerte (Lee & Jun, 2019).
Por otro lado, la estabilizacion estérica se logra mediante la interaccion de las NPs con grupos
voluminosos, como polimeros organicos y cationes de alquilamonio, que evitan la
aglomeracion mediante la repulsion estérica (Lee & Jun, 2019). Algunos ejemplos de agentes
de proteccion utilizados son el polietilenimina ramificada (PEI), que crea una superficie
funcionalizada con aminas y una carga positiva alta, y el polietilenglicol (PEG), que proporciona
una buena estabilidad en soluciones salinas concentradas, ademas, las particulas recubiertas
con acido lipoico con grupos carboxilo pueden utilizarse para la bio conjugacion y evitar la

agregacion de las NPs (Lee & Jun, 2019).
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1.3.6.1.3. Métodos de sintesis verde

En los ultimos afios, ha habido un notable incremento en el uso del método de sintesis
biol6gica (quimica verde) para la obtencion de NPs metédlicas, este enfoque se basa en el
empleo de productos bioldgicos, como microorganismos y extractos de plantas, en el proceso
de sintesis (Singh et al., 2018). La creciente adopcion de este método se debe a su enfoque
en la sustentabilidad y la reduccion de la contaminacion ambiental. Los microorganismos,
como bacterias y hongos, asi como las plantas, son ampliamente reconocidos por su inocuidad
hacia el medio ambiente, e incluso algunos de ellos poseen capacidades de remediacion de
materiales toxicos (Singh et al., 2018). Los principios fundamentales de la "sintesis verde" se
sustentan en la prevencion y minimizaciéon de residuos, la reduccién de subproductos nocivos
y la utilizacion de disolventes y auxiliares mas seguros o no toxicos, asi como el empleo de
materias primas renovables. La sintesis verde se considera esencial para evitar la generacion
de subproductos indeseables o perjudiciales mediante el desarrollo de procesos de sintesis
confiables, sostenibles y respetuosos con el medio ambiente (Singh et al., 2018). La utilizacion
de solventes ideales y recursos naturales, como sistemas organicos, es un aspecto clave para
alcanzar dicho objetivo. En el ambito de la sintesis de NPs metdlicas, se ha dado un importante
impulso a la sintesis verde utilizando extractos de plantas, debido a su simplicidad y facilidad
para lograr una produccién a gran escala en comparacion con los métodos mediados por

bacterias y/o hongos. Estos productos son conocidos como NPs biogénicas (Lee & Jun, 2019).

Las metodologias de sintesis verde basadas en precursores biol6gicos dependen de
varios parametros de reaccién, como el disolvente, la temperatura, la presion y las condiciones
de pH (acido, basico o neutro) (Singh et al., 2018). Para la sintesis de NPs metalicas, la
biodiversidad vegetal se ha considerado ampliamente debido a la disponibilidad de
fitoquimicos efectivos en varios extractos de plantas, especialmente en hojas como cetonas,
aldehidos, flavonas, amidas, terpenoides, acidos carboxilicos, fenoles y acidos ascérbicos
(Singh et al., 2018). Estos componentes son capaces de reducir las sales metélicas a NPs
metalicas como se ejemplifica en la figura 7. Se han investigado las caracteristicas basicas de
tales nanomateriales para su uso en diagndsticos biomédicos, antimicrobianos, catalisis,
deteccién molecular, imagenes Opticas y etiquetado de sistemas biologicos (Singh et al.,
2018).
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Figura 7. Reaccion de sintesis de nanoparticulas con fitoquimicos de extractos de plantas (Singh et
al., 2018).

1.3.7. Caracterizacion de NPs metélicas

Debido a la amplia variedad de métodos de sintesis de NPs, es necesario posterior a la
reaccion de sintesis de NPs llevar a cabo un proceso de caracterizacion para relacionar las
propiedades de los materiales con sus caracteristicas. Para esto, se utilizan diversas técnicas
analiticas, como la espectrofotometria UV-vis, la espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR), la espectroscopia de difraccién de rayos X (DRX), la microscopia de barrido
(SEM) y la microscopia electronica de transmision (TEM). Cada una de estas técnicas
proporciona informacion valiosa sobre aspectos como la dispersion, el tamafio, la forma y la
solvencia de las NPs, y se complementan entre si para un andlisis completo y preciso (Patil &
Chougale, 2021).

1.3.7.1. Espectrofotometria de UV-vis

La espectrofotometria de UV-visible es una técnica analitica ampliamente utilizada en la
caracterizacion de nanomateriales, especialmente en NPs metdlicas. Esta técnica es Util para

monitorear la reaccion de sintesis, ya que las NPs metdlicas presentan absorcion de luz en
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frecuencias especificas debido a la proximidad de la banda de conduccion y la banda de
valencia en estos materiales. Este fenbmeno, conocido como resonancia de plasmén
superficial (SPR) o resonancia de Mie, ocurre cuando los electrones libres cerca de la
superficie de las NPs coinciden en frecuencia con las oscilaciones de la luz incidente
(Balakrishnan et al., 2017), como resultado, se observa absorcién y dispersién de la luz. La
absorcion de las NPs esta influenciada por diversos factores, como el tamafio de la particula,
la forma, el medio dieléctrico y el entorno quimico. La espectrofotometria de UV-visible
proporciona informacion valiosa sobre estas propiedades y contribuye a la caracterizacion
precisa de las NPs metdlicas (Patil & Chougale, 2021), varios estudios han reportado espectros
de absorbancia con picos maximos en un rango de longitudes de onda de 340 a 470 nm para
AgNPs (Figura 8) sintetizadas utilizando extractos vegetales, estas AgNPs suelen tener una
forma esférica y tamafios de particula que varian entre 5 nm y 60 nm (Patil & Chougale, 2021).
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Figura 8. Ejemplo de espectro UV-Vis de AgNP (Patil & Chougale, 2021).

1.3.7.2. Espectroscopia de infrarrojo por trasformada de Fourier
(FTIR)

El andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una
técnica analitica valiosa, no invasiva, rentable y sencilla que se utiliza ampliamente en la
caracterizacion de NPs sintetizadas mediante métodos verdes. La espectroscopia FTIR se
basa en la interaccion de las moléculas con la radiacién infrarroja, permitiendo observar
detalles sobre su composicion y estructura. Las vibraciones de enlaces quimicos producen

patrones especificos en un grafico llamado espectro infrarrojo. La técnica FTIR mejora esto
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usando Transformada de Fourier, o que permite adquirir un espectro completo en un solo
barrido, mejorando la sensibilidad y precision en la identificacion de componentes (Griffiths &
de Haseth, 2007). Con este analisis, se busca identificar las especies quimicas presentes en
el material biolégico y determinar su participacion en la reaccion de sintesis de NPs, incluyendo
la reduccién de la sal metdlica y los enlaces de los grupos organicos que las estabilizan.
Ademas, se puede observar como las sefales disminuyen, debido a la presencia de las NPs
y que tan puras estan (Sharma et al., 2022). Varios estudios han identificado espectros de
FTIR con vibraciones (Figura 9) de enlaces como OH, -C = O, C-O-C, C-N de amina, N-Hy C-
H. Los grupos funcionales presentes en los extractos, como C-N de amina, -OH y N-H, son los
responsables de la conversion de iones Ag+ en AgNPs y actian como agentes estabilizantes

mejorados, evitando la aglomeracion de las NPs en el medio (Patil & Chougale, 2021).
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Figura 9. Espectros FTIR de extracto acuoso de hojas de Eichhornia crassipes (a) y AgNPs
(Patil & Chougale, 2021).

1.3.7.3. Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X (XRD) es una técnica analitica no destructiva y esencial que se
utiliza para investigar las estructuras moleculares y cristalinas de los materiales. Esta técnica
proporciona informacién cualitativa sobre compuestos, nivel de cristalinidad, presencia de
isomorfismo, tamafio de particulas, entre otros aspectos. El andlisis se basa en la obtencion
de un patrén de difraccion, también conocido como difractograma, que refleja las

caracteristicas fisico-quimicas de las estructuras cristalinas presentes en la muestra (Sharma
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et al., 2022). La ley de Bragg, que describe la dispersion elastica de los rayos X, es el principio
fundamental detras del XRD. Cuando la muestra es irradiada con rayos X, se producen
patrones de difraccién que revelan las propiedades del material, cada material tiene un patron
de difraccién unico, que se puede comparar con bases de datos de referencia en la biblioteca
del Comité Conjunto sobre Estandares de Difraccién de Polvo (JCPDS) para su identificacion.
Ademas, los difractogramas obtenidos también pueden proporcionar informacion sobre la
pureza o las imperfecciones de la muestra (Patil & Chougale, 2021). La técnica de difraccién
de rayos X (XRD) se utiliza ampliamente en la caracterizacion de nanomateriales, incluyendo
las AgNPs (Sharma et al., 2022). Mediante el registro de difractogramas en el rango de 26 de
20 a 80 (Figura 10), es posible evaluar la naturaleza cristalina de las AgNPs y confirmar su
morfologia, en el caso de las AgNPs sintetizadas por sintesis quimica, se ha observado la
formacion de estructuras cubicas centradas en las caras (FCC). Los difractogramas muestran
picos prominentes en los angulos 28 de 38.19°, 44.46°, 64.63° y 77.34°, correspondientes a
los planos cristalinos (111), (200), (220) y (311), respectivamente (Patil & Chougale, 2021).
Otros estudios también han reportado la presencia de reflejos en los planos cristalinos (111),
(200), (220), (311), (222), (400), (331) y (420) a los valores de 26 de 38.1°, 44.09°, 64.36°,
77.29°, 81.31°, 97.92°, 110.81° y 114.6°, respectivamente. Estos patrones de difraccion
caracteristicos permiten identificar la estructura cristalina de las AgNPs y determinar su pureza

y calidad cristalina (Patil & Chougale, 2021).
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Figura 10. a) Patron XRD de nanoparticulas de plata y el recuadro muestra el diagrama de
Williamson-Hall b) Espectros XRD de Ag NP sintetizados utilizando G. resinifera a diferentes
concentraciones de precursores (Patil & Chougale,2021)
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En el estudio mencionado, se utilizé la ecuacién de Debye-Scherrer para calcular el
tamafio promedio de los cristales de las muestras de AgNPs. La ecuacién permite realizar una

estimacion aproximada del tamafio y se define de la siguiente manera:
D = (0.94A)/(BcosB)

Donde D es el tamafo promedio de los cristales (en nm), A es la longitud de onda de la
radiacion utilizada (0.15418 nm para rayos X de Cu Ka), 8 es el ancho completo a la mitad del
maximo en radianes y 0 es la mitad del angulo de Bragg (Patil & Chougale, 2021). Aplicando
esta ecuacion en el trabajo mencionado, se encontré que el tamafio promedio de los cristales
de las AgNPs era de 16.3 nm en el plano (111) del difractograma, esta estimacién coincidia
bien con el tamafio de particula determinado mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) (Patil & Chougale, 2021).

1.3.7.4. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmision (TEM), es una técnica valiosa, de uso
frecuente e importante para la caracterizacion de nanomateriales, ya que con ella se pueden
obtener medidas cuantitativas del tamafio de particula, distribucion de tamafio y morfologia
(Inkson, 2016). Durante la metodologia TEM el paso mas importante es la preparacion de la
muestra, ya que esta tiene como requisito ser semitransparente para transmitir haces de
electrones, este paso es uno de los que requiere la mayor parte de tiempo durante el analisis.
El aumento del microscopio esta determinado principalmente por la relacién de la distancia
entre la lente del objetivo, la muestra y la distancia entre la lente del objetivo y su plano de
imagen (Inkson, 2016). Lo que sucede durante el andlisis es que una muestra delgada se
irradia con un haz de electrones de corriente uniforme (Patil & Chougale, 2021). La distribucion
de intensidad de electrones detras de la muestra se magnifica con un sistema de lentes de
tres o cuatro etapas y se observa en una pantalla fluorescente. La imagen puede ser registrada
por exposicion directa de una emulsioén fotografica o una placa de imagen o digitalmente
(Figura 11) por una camara (Inkson, 2016). La microscopia TEM tiene ventajas sobre SEM,
siendo la principal que proporciona una mejor resolucion pudiendo realizar mediciones
analiticas adicionales. El inconveniente es que se requiere alto vacio durante el proceso de
analisis y también una seccién de muestra delgada (Inkson, 2016). En diversos trabajos se

han encontrado NPs obtenidas por sintesis verdes de tamafios entre 13 nm a 45 nm.
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Figura 11. Imagenes TEM de AgNP sintetizadas en (a) 1 mM, (b) 5 mM y (C) 10 mM de concentracion,
formas no esféricas bien desarrolladas de alta resolucion respectivas en (d) 1 mM, (e) 5 mM vy (f)
concentracién de 10 mM (Patil & Chougale, 2021).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Extracto de Piper auritum como agente reductor y estabilizador de
AgNPs

Para este proyecto se sintetizaron AgNPs a partir de extracto acuoso de Piper auritum;
planta conocida por su uso herbolario en el tratamiento de heridas. De los escasos estudios
disponibles involucrados en la caracterizacion fitoquimica de la planta, aparentemente los
aceites esenciales de todos los tejidos de P. auritum, son compuestos fenilpropanoides,

especificamente safrol (Figura 12).

AN o

Figura 12. Estructura quimica del safrol (recuperado: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5144)

Los datos recopilados describen tres aceites esenciales extraidos de las hojas de la
planta, uno realizado en Panama, en el cual se determin6 como componente principal de los
aceites al safrol (70%), y dos mas llevados a cabo en Cuba, en los cuales se evidencié safrol
(64.5%) y canfano (5.5%), y el segundo por safrol (71.8%) (Durant-Archibold, Santana &
Gupta, 2018). Un articulo mas reciente describe un aceite esencial colombiano que contiene
como componentes principales safrol y miristicina (Salehi et al., 2019). Por otra parte, se
encontré un aceite esencial obtenido de las partes aéreas de plantas de Cuba que contenia
safrol al 86.9%, y-terpineno al 1.32% y terpinoleno al 1.11%, mientras que en uno colombiano
se encontro un contenido de safrol del 91.3%, y un aceite esencial de las flores, destilada en
Costa Rica, tiene el nivel mas alto de safrol (93.2%) (Durant-Archibold, Santana & Gupta,
2018).
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En otro estudio llevado a cabo por Estrada-Reyes et al., (2019), se investigaron los
componentes quimicos presentes en las hojas de Piper auritum, mediante el analisis de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), se identific6 que la
fraccion 1 y 2 de un extracto acuoso de las hojas contenian principalmente safrol,
representando el 83.7% de los componentes detectados (Estrada-Reyes et al.,, 2019).
Ademas, se encontraron otros compuestos como citronelol y apigenina dimetil éter. Asimismo,
mediante el andlisis de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a
espectrometria de masas con ionizacion electro spray (UPLC-ESI-MS), se identificaron un total
de 32 compuestos en el extracto acuoso, entre los cuales se destacaron el safrol, la piperina
(también conocida como helitropina) y varios flavonoides, como apigenina dimetil éter,
miristicina, vaccihein A, sakuranina y sakuranetin. Estos resultados proporcionan informacion
importante sobre la composicion quimica de Piper auritum y su potencial para la sintesis de
AgNPs debido a que los diversos compuestos serviran como agente reductor y estabilizador
para formar las AgNPs (Estrada-Reyes et al., 2019).

2.2. Sintesis de AgNPs con plantas del género Piper.

Varios estudios han investigado la actividad antibacteriana de las AgNPs, y se ha
demostrado que esta, es significativa contra bacterias Gram positivas y bacterias Gram
negativas (Rai et al., 2009). Ademas, se ha observado que la combinacién de los metabolitos
de los extractos vegetales utilizados en la sintesis verde de las NPs actia como un aliado
importante en la eliminacién de agentes microbianos patégenos. La caracterizaciéon de las NPs
se realiza mediante técnicas como la Difraccion de Rayos X (DRX), la Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM), la Transmisién Electronica de Barrido (TEM), asi como la determinacion del
efecto antibacteriano. Es importante destacar que el tipo de extracto vegetal utilizado influye

en la forma y tamafio de las NPs obtenidas (Devanesan et al., 2020).

Algunos trabajos han logrado la sintesis de AgNPs utilizando plantas del género
Piperaceae las cuales son usadas tradicionalmente en medicina tradicional como es el caso
de Amaliyah et al., en 2022, que utilizaron extracto de la fruta de Piper retrofractum Vahl y
AgNO;s 0.1 M como precursor metalico AgNOs obteniendo AgNPs de formas esféricas con
tamafio de entre 1 a 40 nm para el caso del extracto agitado y de 1 a 25 nm para el caso de
ultra sonicacion, las cuales demostraron actividad antibacteriana contra E. coliy S. aureus en

concentraciones de 10 ppm.
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En otro estudio llevado a cabo por Jayapriya et al.,, en 2019, se sintetizaron AgNPs
utilizando extracto de Piper longum catkin obteniendo NPs mono dispersas de formas esféricas
observadas por TEM con tamafios de entre 15 a 40 nm, presentado actividad antibacteriana

contra S. aureus, P. aeruginosa, and B. subtilis en concentraciones mayores a 10 ppm.

También se ha utilizado el extracto de Piper nigrum para la sintesis de AgNPs con forma
de évalo visto por TEM y tamafios de 90 nm, mostrando actividad antibacteriana contra las
cepas bacterianas Gram positivas de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, y Enterococcus sp., y también contra bacterias Gram negativas,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherichia coli, y Klebsiella pneumonia.

2.3. Actividad antibacteriana de AgNPs en apésitos.

Existen estudios donde se ha desarrollado apositos de plata eficaces y de bajo costo
para la prevision de infecciones bacterianas en heridas, quemaduras y lesiones cutaneas.
Gasas de algoddn convencionales utilizadas de forma extensiva en el cuidado de heridas por
sus propiedades absorbentes y caracteristicas econémicas se depositaron con AgNPs a través
de la foto-reduccion in situ del nitrato de plata (Paladini et al., 2016). Se adoptd y prob6 un bajo
contenido de plata (0.5 p/v %) en comparacion con un mayor porcentaje de plata (4 p/v %) y
una muestra no tratada. El andlisis termogravimétrico (TGA) y SEM demostré la presencia de

NPs y su buena distribucién en las muestras tratadas (Paladini et al., 2016).

Las caracterizaciones microbiolégicas demostraron que la gasa tratada con 0.5 % en p/v
de plata era tan eficaz como la tratada con un 4 % en p/v de plata contra las bacterias en
términos de viabilidad y adhesion y crecimiento de biopeliculas (Paladini et al., 2016). Debido
a las buenas propiedades antimicrobianas y la biocompatibilidad demostrada, los materiales
textiles desarrollados pueden considerarse una alternativa prometedora a los apdsitos
convencionales para heridas, con claras ventajas en términos de prevencion de infecciones y
costos (Paladini et al., 2016).

En otro estudio realizado por Singh & Singh en 2014, se evaluaron membranas de quitina
adicionadas con AgNPs para su posible uso como apdésito con propiedades antimicrobianas
para el tratamiento de heridas. Para ello sintetizaron AgNPs mediante la reduccion de AQNOs
por radiacion gamma. La morfologia y tamafio de las NPs obtenidas se determin6é mediante

TEM observando NPs esféricas que van de los 3 a 13 nm. Estos nanomateriales se
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adicionaron a la quitina en diferentes concentraciones (30, 50, 70 y 100 ppm) en una mezcla
de 5% de cloruro de litio y dimetilacetamida para la formacién de los apésitos (Singh & Singh,
2014).

Las pruebas microbioldgicas de los apdsitos se evaluaron de forma cuantitativa mediante
viabilidad celular contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y S. aureus ATCC 6538. Se
utilizaron las membranas de quitina con concentraciones de AgNPs de 0, 30, 50, 70, 100 ppm
y se realiz6 una evaluacion sin membrana. Los resultados obtenidos muestran que para P.
aeruginosa ATCC 9027 no existen recuentos de células viables en presencia de los apositos
con concentraciones de AgNPs de 30-100 ppm posterior a las 24 h. Por otra parte, para S.
aureus ATCC 6538, se observo una reduccién mayor al 99.99% de células viables posterior a
las 24 h a una concentracion de 100 ppm de AgNPs; evidenciando una mayor susceptibilidad
de las bacterias Gram negativas al efecto de las AgNPs en comparacion con las Gram
positivas. Este estudio demuestra que la formulacién de apoésitos adicionados con AgNPs
tienen potencial para el tratamiento de heridas debido a sus propiedades antibacterianas

contra patdgenos (Singh & Singh, 2014).

Haseeb et al., en 2017 sintetizaron AgNPs mediante quimica verde empleando hidrogel
de linaza (LSH) para la reduccion de AgNOs. Las NPs se sometieron a un analisis TEM el cual
mostré AgNPs esféricas de un tamafio de 10 a 35 nm. Para la formacion de las peliculas, se
mezclaron las AgNPs sintetizadas a diferentes concentraciones (10, 20 y 30 mmol) con LSH,
la mezcla se expuso a luz solar difusa por 10 h; posteriormente la mezcla se sec6 en ausencia
de luz empleando una placa Petri como molde (Haseeb et al., 2017). Los ensayos de actividad
antimicrobiana de las AgNPs se evaluaron mediante el método de difusién en disco contra las
cepas Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, y Actinomyces odontolyticus ATCC 17929,
asi como el hongo Aspergillus niger. Se empled una concentracion de 10 mg/mL para las
AgNPs, AgNO3s como control positivo y como control negativo se utilizd agua destilada y
dimetilsulfoxido puro. Los resultados mostraron una mayor zona de inhibicién contra las cepas
S. mutans (22 mm), S. aureus (20 mm), P. aeruginosa (18 mm) y A. odontolyticus (16 mm)
(Haseeb et al., 2017).

Para la aplicacion de los apoésitos se disefiaron unos parches con las peliculas de LSH
y AgNPs a una concentracion de 20 mmol. Posteriormente, se evaluo la capacidad de los

parches para la cicatrizacion de heridas utilizando conejos machos sanos de 4 meses con un
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peso aproximado de 2.5 kg. Se les realizé una herida circular de 1 cm en la pata trasera. Para
la evaluacién del grupo estandar se utilizé un aposito comercial, mientras que para el grupo
prueba se utilizo el parche con AgNPs. La cicatrizacién se evalué a partir del porcentaje de
cierre del area de la herida (mm?) a diferentes tiempos, observando que los resultados
obtenidos referentes a la regeneracion del tejido y cicatrizacion son similares entre el grupo
estandar y el de prueba, obteniendo en ambos grupos un 100% de cicatrizacion en el dia 15.
Este estudio permitié observar el potencial de los apdsitos de LSH adicionados con AgNPs
como agente antimicrobiano y cicatrizante para el tratamiento de heridas y futuras aplicaciones

biomédicas (Haseeb et al., 2017).
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1. Justificacion

La DM es una enfermedad grave que presenta altas tasas de morbilidad y mortalidad en
México. Su prevalencia ha aumentado del 9.2% al 10.6% entre los afios 2012 y 2020
(ENSANUT 2020), lo que representa una carga significativa para el sistema de salud. Se
estima que el costo asociado a esta enfermedad alcanza los 3,872 millones de délares, con
un gasto promedio de 707 ddlares por persona (ENSANUT 2018). La mayoria de estos costos
se destinan al tratamiento de complicaciones relacionadas con la enfermedad (ISSSTE
2018a). Una de las complicaciones mas comunes es el "pie diabético", de acuerdo a
estadisticas realizadas en el 2018, aproximadamente el 50% de las personas con DM
presentan problemas de circulacion, el 7.2% sufre de Ulceras y el 2% termina con algun tipo
de amputacién (ISSSTE 2018a). La amputacion es resultado de infecciones que se generan a
partir de la ruptura de la piel y su posterior contaminacion. Entre las bacterias mas
comunmente implicadas en este proceso se encuentran Pseudomonas spp. (16%),

Escherichia coli (14.6%) y Staphylococcus aureus (13.3%) (Shanmugam & Susan, 2013).

Los tratamientos convencionales se enfocan en el control de las infecciones bacterianas,
principalmente mediante el uso de antibiéticos administrados de forma oral. Sin embargo, esta
practica ha generado preocupacién debido al aumento de la resistencia bacteriana a largo
plazo, lo que dificulta cada vez mas el tratamiento de esta patologia y otras enfermedades.
Por tanto, es de vital importancia explorar alternativas para el control bacteriano de las

infecciones en Ulceras de pie diabético y heridas en general.

En la actualidad, existen diversas lineas de investigacién que se centran en el uso de
AgNPs sintetizadas a partir de extractos vegetales para el tratamiento y eliminacién de
infecciones bacterianas. Ademas, se ha demostrado que las sales de bismuto, como el TBFB,
se han utilizado durante afios en la cicatrizacion de la piel y poseen propiedades
antibacterianas. Por lo tanto, este proyecto busca evaluar el efecto de la combinacion de las
AgNPs con la sal de bismuto en formulaciones como alternativa para el tratamiento de
infecciones presentes en Ulceras de pie diabético. Ademas, contribuira al avance de las

investigaciones que buscan utilizar NPs y sales de bismuto para el control bacteriano.
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3.2.  Hipotesis

Los compdésitos con AgNPs sintetizadas con Piper auritum, y sales de bismuto en matriz
de grenetina, presentaran actividad antibacteriana sobre las principales bacterias reportadas

en Ulceras de pie diabético.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo general

Caracterizar las propiedades mecanicas, fisicoquimicas y actividad antibacteriana, de
compositos de AgNPs sintetizadas con Piper auritum, y sales de bismuto en matriz de

grenetina.

3.3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar AgNPs sintetizadas con Piper auritum en para conocer sus

caracteristicas morfolégicas y propiedades antibacterianas.

2. Determinar las propiedades mecanicas y fisicoquimicas de compdsitos

de AgNPs, y sales de bismuto en matriz polimérica de grenetina.

3. Evaluar la actividad antibacteriana de los compdsitos contra
Staphylococus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas spp. principales bacterias

reportadas en Ulceras de pie diabético.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. Sintesis de AgNPs con Piper auritum

41.1. Preparacion de extracto de Piper auritum

Para la sintesis de AgNPs a partir de extractos de Piper auritum, se seleccionaron
cuidadosamente plantas con origen en Lomas de Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, latitud
18.98518718298313, longitud -99.24127298351978. Se recolectaron Unicamente hojas
maduras de entre 20-35 cm de largo, de plantas con tamafos entre 2-5 m de altura. Una vez
recolectado el material vegetal, se llevé al laboratorio y se limpié minuciosamente con agua
destilada. Posteriormente, se retird el exceso de agua y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 48 h, con exposicion a la luz. Después de verificar que las hojas estuvieran
completamente secas, se pulverizaron cuidadosamente utilizando un mortero con pistilo,
convirtiéndolas en un fino polvo que se colocd en una bolsa de plastico y se almacend en un

lugar seco a temperatura ambiente para su posterior uso en la sintesis de AgNPs.

La extraccién se realiz6é por decoccion (Estrada et al., 2019), donde se pesaron 2 g de
Piper auritum seca y pulverizada, y se mezclaron con 100 mL de agua destilada. La mezcla se
agit6é por 30 min con calentamiento, elevando la temperatura hasta 80 °C. Después de enfriar,
se filtré la solucion utilizando un embudo con papel filtro de poro abierto. Para eliminar los
residuos solidos, se realizo la clarificacion por centrifugacién a 5000 rpm durante 15 min en
tubos Falcon, recuperando el sobrenadante en un frasco de vidrio con tapa. Luego, se cubrid

el frasco con papel aluminio para su almacenamiento en refrigeracion.

4.1.2. Sintesis de AgNPs

Para la reaccién de sintesis de AgNPs, se prepararon soluciones de AgNOs en dos
diferentes concentraciones, 0.001 M y 0.005 M, a partir de una solucion stock 0.1 M de AgNOs
grado reactivo marca MERCK. Las soluciones preparadas se almacenaron en frascos de vidrio
cubiertos con papel aluminio para su posterior uso. Para los distintos tratamientos de reaccion

de sintesis de AgNPs, se evaluaron dos volimenes distintos de extracto, 2.5 mL y 5 mL,
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mezclados con 40 mL de AgNO: de las concentraciones mencionadas, usando el pH directo y
ajustando a 9, 11y 12 con NaOH 0.01 M. Posteriormente, se agité la mezcla por 30 min y al
término de la reaccion, se guardaron los productos en tubos Falcon por 24 h a temperatura

ambiente.

Después de que las AgNPs fueron sintetizadas, se procedié a recuperarlas por medio
de centrifugacién a 10,000 rpm durante 30 min, donde, se lavo el pellet con agua destilada dos
veces repitiendo el proceso de centrifugacién, para posteriormente retirar el sobrenadante y
recuperar el pellet con una pequeiia cantidad de agua destilada. Las AgNPs recuperadas se

secaron a una temperatura de 50°C durante 24 hy finalmente, se recuperé el producto seco.

4.1.3. Caracterizacion por UV-visible

Para las AgNPs directas de reaccion previas a recuperarlas, se realizé un barrido de
frecuencia por UV-visible (Devanesan et al., 2020). Para ello, se tom6 1 mL de cada uno de
los tratamientos y se diluyé con 11 mL de agua destilada. La lectura se realiz6 en un
espectrofotbmetro UV-Visible Hach DR6000, obteniendo los espectros de absorcidon

caracteristicos. Los datos se registraron y graficaron utilizando Microsoft Excel versién 2019.

4.1.4. Caracterizacioén Microscopia Electrénica de Transmision
(TEM)

El estudio de microscopia TEM se llevé a cabo en el Centro de Micro y Nanociencias y
Nanotecnologia (CMNyN) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) ubicado en la Ciudad de
México. Para la caracterizacion de las AgNPs obtenidas, se utiliz6 un microscopio electrénico
de transmisién JEOL JEM 3000F con un voltaje de aceleracion de 300 kV. Las fotografias TEM
se tomaron con un aumento de 200 000x y se procesaron digitalmente a partir de las peliculas
negativas utilizando un escéner de pelicula. La determinacion de los tamafios de las NPs se

realizo directamente a partir de las imagenes obtenidas (Akita et al., 2001).

53



4.1.5. Caracterizacion por Difraccién de Rayos X (DRX)

Para la caracterizacion de la muestra de AgNPs mediante difraccion de rayos X (DRX),
primero se colocé la muestra en un desecador por 48 h para eliminar cualquier rastro de
humedad. Posteriormente se llevaron las muestras al Centro de Micro y Nanociencias y
Nanotecnologia (CMNyN) del Instituto Politécnico Nacional (IPN) ubicado en la Ciudad de
México donde se realizé la caracterizacion. El andlisis se hizo en el difractometro Empyrean
de Panalytical, para esto se utilizé radiacion de CuKa (A=1.5406 A) para obtener el patron de
difraccién. Las mediciones se realizaron en un rango de angulos 26 de 20-80° con un paso de
0.02°y un tiempo de exposicion de 0.5 s por paso. Los datos obtenidos se analizaron mediante
el software HighScore Plus de Panalytical, utilizando la base de datos del ICDD (International
Center for Diffraction Data) para la identificacion de fases cristalinas presentes en la muestra
(Alvear D. 2017). Posteriormente se realiz6 un tratamiento utilizando el software Origin2023b,
usando la integracion de Voigt, para posteriormente calcular el tamafio teérico de cristal

utilizando la ecuacion Debye-Scherrer (Bykkam et al., 2015).
D=09*A/(B*cosB)

donde "A" es la longitud de onda de los rayos X (0.1541 nm), "B" es el FWHM (ancho
completo a la mitad de la altura), "6" es el angulo de difraccion y "D" es el tamafo del diametro

de la particula.

4.1.6. Caracterizacion por Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR)

Para la caracterizacion de las muestras mediante FTIR, se analizaron tanto el extracto
obtenido de la planta Piper auritum como la reaccion de sintesis de las AgNPs, ambas
liofilizadas previamente. Ademas, se realizé FTIR a las NPs concentradas por centrifugacion
y lavadas. Las muestras se prepararon mediante la técnica de KBr, donde una pequefia
cantidad de muestra se mezclé con KBr en polvo en un mortero, luego se prensaron para
formar un disco delgado. El rango de frecuencia utilizado fue de 500 a 4000 cm™ con 16
escaneos y una resolucion de 4 cm utilizando transmitancia (Hernandez, 2020). Este andlisis

fue realizado en el Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez en Chiapas.
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4.2. Evaluacion cualitativa del efecto antibacteriano

4.2.1. Preparacion de diluciones de AgNPs concentradas y

tribromofenato de bismuto.

Se realiz6 una evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de las AgNPs
concentradas y el TBFB por separado mediante el método de difusién en disco de Kirby-Bauer
(Devanesan et al., 2020). Para esto, se prepararon diluciones con agua de las AgNPs en
concentraciones de 1.0 mM, 2.5 mM, 5.0 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 60 mM y 80
mM. Para el caso del TBFB, se prepararon concentraciones de 1.0 %, 2.0 % y 3.0 %

suspendiendo con glicerina (Chattopadhyay et al., 2016).

4.2.2. Evaluacién en placa mediante el método de difusion en
disco

Se agregaron 20 uL de las diluciones generadas a los discos de papel de filtro estéril y
se colocaron en placas con agar suave previamente inoculadas con 100 L ajustado a una
densidad optica (DO s00 nm), de cada una de las bacterias encontradas en Ulceras de pie
diabético: Pseudomonas sp., Escherichia coli W-3110 y Staphylococcus aureus NA-0812
(Macdonald et al., 2021). Como control negativo se utilizé agua destilada, que fue el disolvente
empleado para las diluciones de las AgNPs, mientras que para el TBFB se utilizd glicerina
como agente suspensor. La evaluacion se realizé en medio LB sélido incubando por 24 ha 31
°C, los resultados se interpretaron por la presencia o ausencia de un halo de inhibicién en
torno a los discos de papel de filtro. Para el caso de las AgNPs se realiz6 una prueba adicional,
colocando una gota de 10 uL de cada una de las diluciones de AgNPs generadas, la gota se
colocé directamente en el pasto bacteriano en agar suave ajustado a 0.1 DO s nm de cada

una de las bacterias estudiadas.
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4.2.3. Evaluacién antibacteriana en placa para AgNPs directas de

reaccion

También se evalud la actividad antibacteriana de las AQNPs directamente de la reaccién
sin concentrar. Para ello, se utilizé la solucion directa de reaccion y se llevaron a cabo seis
diluciones consecutivas en serie, utilizando un factor de dilucion de 1:2 con agua estéril.
Posteriormente se evalud la actividad antibacteriana de cada una de las diluciones empezando
por la solucion de directa de reaccion, mediante la aplicacion de una gota de 10 pL en un pasto
bacteriano ajustado a 0.1 DOsw nm. La actividad antibacteriana se evalué contra los
microorganismos mencionados anteriormente y se incubaron las placas a 31 °C por 24 h.
Como controles se utilizaron una gota de agua estéril, extracto, extracto ajustado a pH 12,
AgNO3 0.005 M y AgNO3 0.005 M a pH 12.

4.2.4. Célculo de concentracion de AgNPs directas de reaccion

Para calcular la concentracion teérica de las NPs directas de reaccion, se utilizé la

siguiente ecuacion:

“N = (pmrd¥*6M) x NA” (Kalishwaralal et al., 2010), donde N es el nimero de NPs, p es la
densidad de la plata, d es el diametro de las NPs, M es el peso molecular de la plata y NA es
el nimero de Avogadro. Para calcular la concentracibn en nano molar (nM), se utilizé la
siguiente ecuacién: “C = N/V x NA x 107-9”(Kalishwaralal et al., 2010), donde C es la
concentracion en nM, N es el numero de NPs, V es el volumen de la muestra en litros y NA es
el nimero de Avogadro. Finalmente, se calcul6 la concentracién en partes por milléon (ppm)

utilizando la siguiente ecuacion: “ppm = C x M” donde M es la masa molar de la plata.

4.3. Determinacion de Concentracién minima inhibitoria (CMI) y

Concentracion minima bactericida (CMB)

Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las AgNPs, se

realizaron las siguientes dos pruebas independientes.
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4.3.1. Evaluacion de las diluciones de AgNPs concentradas

En la primera prueba, se prepararon diluciones de las AgNPs concentradas a partir de
una solucién stock de 200 mM utilizando medio LB estéril. Las diluciones se prepararon a las
concentraciones de 1.0 mM, 1.75 mM, 2.5 mM, 7.5 mM, 10 mM y 20 mM, y se sometieron a
sonicaciéon durante 10 min en bafio ultrasonico para homogeneizarlas. Se utilizé una
microplaca de 96 pozos (Sun et al., 2014), en la cual se colocaron 170 uL de las AgNPs y
medio LB, cada pocillo fue inoculado con 30 uL de inéculo de Pseudomonas sp., Escherichia
coli W-3110 y Staphylococcus aureus NA-0812, ajustados a 0.1 DO e00 nm. Cada dilucion se
replicd en tres pozos diferentes. Ademas, se incluyeron controles de medio LB estéril como
blanco, medio LB con AgNPs sin inéculo y control de crecimiento (medio LB inoculado con

cada una de las bacterias evaluadas) (Sun et al., 2014).

4.3.2. Evaluacion de diluciones de AgNPs directas de reaccion

En la segunda prueba, se evaluaron las AgNPs directas de reaccion utilizando la solucién
obtenida, para realizar seis diluciones consecutivas en serie, utilizando un factor de dilucion
de 1:2 con medio LB liquido. Se utiliz6 una microplaca de 96 pozos , en la cual se colocaron
170 pL de cada una de las diluciones de AgNPs y medio LB inoculado con 30 pL de
Pseudomonas sp., Escherichia coli W-3110 o Staphylococcus aureus NA-0812, ajustados a
0.1 DO 00 nm. Cada dilucién se replicé en tres pozos diferentes, también se incluyeron los

mismos controles que en la primera prueba.

4.3.3. Observacion del crecimiento bacteriano y determinacion de
la CMly CMB

Ambas microplacas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después de la incubacion, las
microplacas se leyeron en un espectrofotometro Epoch (BioTek) a 600 nm para medir la DO
de cada pozo. Los datos obtenidos se exportaron y analizaron utilizando el software Microsoft
Excel versién 2019 y el paquete estadistico Minitab 15. Para determinar la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI), se consideré el pozo con la menor concentracion de AgNPs en el que
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no se observd crecimiento bacteriano después de la incubacion (Sun et al., 2014). Los
resultados se presentaron en forma de graficos y tablas que muestran la relacién entre la

concentracion de AgNPs y la densidad 6ptica.

Después de determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se realiz6 la prueba
de Concentracién Minima Bactericida (CMB). Para ello, se tomé una alicuota de 10 uL de cada
uno de los pozos de la microplaca que presentaban una concentracion de AgNPs igual o
superior a la CMI. Posteriormente, se sembrd una gota de cada alicuota en medio sélido LB
estéril fresco y se incub6é a 37 °C durante 24 h. Se observé visualmente el crecimiento
bacteriano en cada placa y se registré la concentracién minima de AgNPs que result6é en la

ausencia de crecimiento (Liao et al., 2019).

4.3.4. Confirmacién de CMIly CMB por macro dilucién

Como parte de la metodologia, para confirmar la actividad bacteriana de las AgNPs se
realizo la técnica de macro dilucion, realizando tres diluciones de las AgNPs en tubos Hach,
cada uno conteniendo 4 mL de medio LB y AgNPs junto con 0.71 mL de cada in6culo
bacteriano ajustado a 0.1 DO eoonm. Se eligid la concentracion mas baja que inhibi6 el
crecimiento bacteriano en la prueba de micro dilucion 0.075 ppm y se probaron dos
concentraciones adicionales: una concentracion mas alta 0.12 ppm y una mas baja 0.0375
ppm. Los tubos se incubaron a 31°C durante 24 h y se tomaron 10 uL de cada dilucién para
sembrar en medio sélido LB estéril fresco, el cual también se incub6 a 31°C durante 24 h.
Ademas, se implementaron diluciones seriadas 1:2 hasta la dilucién 3 con el propdsito de evitar

posibles interferencias de las AgNPs en los resultados.

4.4, Evaluacion de compoésitos de AgNPs y TBFB en matriz de

grenetina

4.4.1. Preparacién de compdésitos

Para la produccion del film, se prepar6 una solucion de grenetina al 3% pl/v.

Posteriormente, se calent6 la solucion de grenetina a una temperatura de 80°C durante 15 min
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para su disolucion completa. Se evaluaron diferentes formulaciones de compdsitos utilizando
tribromofenato de bismuto en concentraciones de 1% y 3% en base a la grenetina, en
combinacién de AgNPs en concentraciones de 0.15 ppm y 0.075 ppm. Estos compuestos se
afiadieron a la solucién de grenetina y se homogeneizaron mediante sonicacién. Durante la
produccién, también se generaron controles de AgNPs y TBFB independientes sin combinar
en sus dos concentraciones y un control Unicamente de grenetina, para todas las
formulaciones se agregd glicerol con una concentracion del 30% en base al peso de la
grenetina. Finalmente, las formulaciones se vertieron en moldes y se dejo6 secar a temperatura

ambiente durante 24 h para la formacioén del film (Chen et al., 2020).

4.4.2. Evaluacion antibacteriana de los compaésitos

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los compdésitos, se realizaron discos
de los films de los compdsitos generados con tamafio de 6 mm de diametro, la evaluacién se
realizé en las tres cepas bacterianas previamente empleadas en el estudio: Escherichia coli
W-3110, Staphylococcus aureus NA-0812 y Pseudomonas sp., para esto, se prepararon
placas con 15 mL de agar suave inoculado con 100 uL de pre in6culo previamente crecido por
24 h con agitacion y ajustado a 0.1 DO s nm. Posteriormente se colocaron los discos
previamente esterilizados con luz UV en las placas para su posterior incubaciéon a 37 °C
durante 24 h (Barillo et al., 2017).

4.4.3. Evaluacion mecéanica de tensidon y elongacién al corte, y

médulo de Young de los compdsitos

Para evaluar las propiedades mecéanicas de los compdsitos, se midié su elongacion y
esfuerzo de corte, y modulo de Young utilizando un texturémetro TA-XT Plus equipado con
una celda de carga de 5 kg. Se cortaron muestras de forma rectangular de dimensiones 1x10
cm, las cuales fueron previamente acondicionadas en un desecador con 100 g de bromuro de
sodio y 30 mL agua destilada durante 24 h antes de la medicién. La evaluacion se realiz6 en

modo de compresion a una velocidad de deformacion de 5 mm/min y se midio la elongacion
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de la muestra al 100% de su fuerza maxima y el esfuerzo de corte a su punto de ruptura, las

determinaciones se realizaron por triplicado (Chen et al., 2020).

4.4.4. Permeabilidad de vapor de agua de los compositos

Para la evaluacion de la permeabilidad de vapor de agua ambiental, se cortaron los
compasitos en matriz de grenetina, asi como los controles en forma de disco con un diametro
de 0.0432 cm. Estos discos se colocaron en el recipiente hermético en forma de tapa, que ya
previamente contenia silica gel, y se colocaron en desecador por 48 h. Posteriormente se hizo
el pesaje y registro de cada una de las muestras; una vez realizado esto se preparé un
desecador con 200 mL de agua destilada. Las muestras fueron colocadas en el desecador
mencionado y se hicieron mediciones de peso cada hora durante 12 h (Smith, 2021).
Entendiendo que el aumento de peso en la silica gel se debe a la absorcién de vapor de agua
que ha atravesado el compdésito (Smith, 2021). Por lo tanto, la determinacién del aumento de
peso de la silica gel permitié calcular la tasa de permeabilidad de vapor de agua a través del
compdésito en matriz de grenetina. Los experimentos se realizaron por triplicado y se calcularon

el promedio de los valores obtenidos.

4.45. Pruebade solubilidad de los compésitos

Para la prueba de solubilidad, se recortaron cuadrados de 2x2 cm de cada uno de los
compoésitos en sus distintas combinaciones y controles. Posteriormente se colocaron en un
desecador con silica gel durante 24 h 'y se pesaron. Después del registro del pesado, se colocé
cada muestra en un vaso de precipitados de 50 mL con agua destilada a temperatura ambiente
y se puso en agitaciéon durante 30 min. Una vez terminado el tiempo, se retiraron los
compositos del recipiente para almacenarlo en desecador por 24 h nuevamente, esto con el
fin de realizar un pesaje final, ya con el registro de peso se realizdé la comparacion en

porcentaje de pérdida de peso (Smith & Doe, 2005).
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1. Sintesis de AgNPs con Piper auritum

Se obtuvo el material fresco de hojas de Piper auritum (Figura 13a), para realizar el

secado (Figura 13b) y la posterior pulverizacion de las hojas secas (Figura 13c)

c)

Figura 13. Preparacion de hoja Piper auritum a) hoja himeda b) hoja seca por 48 horas c)
pulverizado de hoja.

Posteriormente con el material vegetal pulverizado se obtuvo el extracto acuso de Piper
auritum (Figura 14a), usando una concentracion de 2 g del pulverizado en 100 mL de agua

destilada, para su posterior clarificacion (Figura 14b).

a) b)

Figura 14. Extracto de hoja de Piper auritum a) antes de clarificado, b) clarificado.
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La reaccién de sintesis de AgNPs se realizd utilizando el extracto acuoso de Piper
auritum, lo cual se evidencié mediante la observacion del cambio de color del extracto de un

amarillo claro a un tono marrén obscuro (Figura 15).

Figura 15. Reaccion de sintesis AgNPs utilizando extracto de Piper auritum y AgNOs,

5.1.1. Efecto del volumen del extracto con ajuste de pH

El monitoreo de las diferentes condiciones de reaccion de las NPs se realiz6 mediante
espectroscopia UV-visible, observando el espectro caracteristico de la sintesis de AQNPs con

una banda de absorbancia en una longitud de onda entre 400-450 nm.

Durante la evaluacion del volumen de extracto 2.5 mL y 5 mL en sus tres diferentes
ajustes de pH (9, 11 y 12) para la sintesis de AgNPs, se pudo observar (Figura 16), que no
existe una variacion aparente causada por el cambio del volumen, teniendo como respuesta
la longitud de onda con valores entre 410-420 nm para las diferentes mediciones en su maximo
de absorbancia. En cuanto a la influencia del volumen en el valor de las unidades de
absorbancia (UA) de los espectros, se vio un aumento en la intensidad de la absorbancia al
usar un volumen de 5 mL, pasando de 0.479 UA a 0.533 UA, para un ajuste de pH de 9, de
1.368 UA a 2.226 UA, para un ajuste de pH de 11y de 3.119 UA a 3.317 UA para pH un ajuste
de 12. Esto indica que, al aumentar el volumen de extracto, se incrementa la concentraciéon de
las AgNPs. Ademas, se vio la influencia del ajuste de pH de 12 en la absorbancia pasando de
un valor de 0.533 UA a 3.317 UA.
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Figura 16. Andlisis por espectroscopia UV-visible del efecto del volumen del extracto de Piper auritum,
2.5 mL contra 5.0 mL, al reaccionar con 40 mL de AgNO3 0.005 M en sus tres ajustes de pH (9, 11y
12).

5.1.2. Efecto de concentracion de AgNOszcon ajuste de pH

Durante la evaluacion del efecto de la concentracion del precursor metalico en la sintesis
de AgNPs, se realiz6 una comparacién del uso de dos concentraciones diferentes de AgNO;
(0.001 M y 0.005 M) en tres diferentes ajustes de pH, con el objetivo de determinar si existe
una relacion directa entre la concentracién del precursor metalico, el tamafo de las AgNPs y
la cantidad de NPs. Los resultados se presentan en la figura 17, donde se ve el espectro de
absorcion para cada una de las condiciones evaluadas. Los resultados indican que no existe
una variacién aparente en la longitud de onda del pico del espectro de absorcién, con respecto
a las dos concentraciones evaluadas del precursor metélico y los tres diferentes ajustes de

pH, lo que sugiere que no existe una diferencia en el tamafio de las AgNPs.

Sin embargo, si se observo un efecto directo del aumento de la concentracién de AQNOs
y del pH, obteniendo el mayor valor de UA en la condicion evaluada de 0.005 M con ajuste de
pH 12. Esto indica que, al aumentar la concentracion del AgNOsy el pH, se incrementa la

concentracion de las AgNPs obtenidas.
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Figura 17. Analisis por espectroscopia UV-visible del efecto de la concentraciéon de AgNO3 0.001 M
contra 0.005 M usando 40 mL reaccionados con 2.5 mL de extracto de Piper auritum, en sus tres
ajustes de pH (9, 11y 12).

5.1.3. Efecto combinado de los factores volumen de extracto,
concentracién de AgNOs y ajuste de pH

Durante la evaluacioén del efecto combinado de los factores en la sintesis de AgNPs, se
utilizé el software Minitab para llevar a cabo un analisis estadistico completo de los factores.
El andlisis se dividi6 en dos partes, segun las variables de respuesta, que fueron la

absorbancia y la longitud de onda.

En relacion a la longitud de onda como variable de respuesta, se realizaron andlisis de
varianza (Anexo 1) para evaluar la variabilidad entre los diferentes factores. El andlisis de los
resultados obtenidos mediante el disefio factorial completo revel6 la influencia significativa de
los factores evaluados en conjunto en la sintesis de AgNPs, especificamente en la respuesta
de la longitud de onda. Como se puede observar en la figura 18, tanto el ajuste del pH como

el volumen de extracto generan una variacion significativa en la longitud de onda.
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Grafica de efectos principales para Longitud de onda
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Figura 18. Efecto del ajuste de pH (9, 11y 12), volumen del extracto (2.5y 5.0 mL) y concentracién de
AgNO3 (0.001 y 0.005 M) sobre la longitud de onda para la sintesis de AgNPs.

En relacion a la absorbancia como variable de respuesta, se realizaron andlisis de
varianza (Anexo 2) para evaluar la variabilidad entre los diferentes factores. Encontrando un

valor P<0.05, lo cual indica una variacion significativa en la mayoria de los factores analizados.

Como se observa en el analisis estadistico, todos los factores analizados son
significativos siendo el ajuste de pH y la concentracion de AgNO:; los que causan mayor
variacion como se puede ver en la figura 19, donde al aumentar el pH y la concentracion del

precursor metalico aumenta la absorbancia, lo que indica el incremento en la obtencion de

NPs.
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Grafica de efectos principales para Absorbancia
Medias de datos
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Figura 19. Efecto del ajuste de pH (9, 11y 12), volumen del extracto (2.5y 5 mL) y concentracion de
AgNOs3 (0.001 y 0.005 M) sobre la absorbancia para la sintesis de AgNPs.

5.2.Recuperacion de AgNPs por centrifugacién y secado

Una vez concluido el proceso de sintesis, se recuperaron las AgNPs por medio del
centrifugado de la reaccion y posterior secado (Figura 20a). Estas AgNPs exhibieron una
coloracién intensamente negra con destellos brillantes (Figura 20b). Para su posterior analisis
y estudio, las muestras fueron cuidadosamente separadas y etiquetadas en tubos de 1.5 mL.
Dichos tubos de muestra fueron enviados a los laboratorios pertinentes, donde se llevaron a
cabo los analisis correspondientes para caracterizar las propiedades fisicas, quimicas y

estructurales de las AgNPs obtenidas.
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a) b)

Figura 20. Recuperacién por centrifugacion y secado de AgNPs sintetizadas con 2.5 mL de extracto, 40
mL de AgNO3 0.005 My ajustado a pH 12 a) AgNPs secas b) AgNPs recuperadas por raspado.

5.3.Caracterizacion de AgNPs

5.3.1. Estudio por microscopia electrénica de transmision

El andlisis mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) revel6 la presencia
de AgNPs de forma predominantemente esférica como se observa en la figura 21. Ademas,
se determind un tamafo promedio de las AgNPs de 5-10 nm. Aunque se observaron algunas
aglomeraciones, las AgNPs individuales exhibieron una distribucion de tamafio homogénea.
Estos hallazgos demuestran la idoneidad de las AgNPs obtenidas para su potencial aplicacion

como agentes antimicrobianos.
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d) e)

Figura 21. Im&dgenes de microscopia TEM de AgNPs con forma esférica contrastadas con
diferentes escalas a) 500 nm, b) 200 nm, ¢) 100 nm, d) 50 nm e) 20 nm (condiciones de sintesis
2.5 mL de extracto, 40 mL de AgNO3 0.005 My ajustado a pH 12 comparacion).

5.3.2. Estudio por difraccion de rayos X (DRX)

5.3.2.1. Estudio por DRX AgNPs directas de reaccion

Se obtuvieron los difractogramas correspondientes, pudiendo observar el patrén de DRX
(Figura 22) de las AgNPs obtenidas directamente de la reaccion liofilizada, presentando varios
reflejos de Bragg correspondientes a los conjuntos de planos (111), (200), (220), (311) y (222).
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Estos picos se ajustan a la estructura cubica centrada en las caras (FCC) de la plata (JCPDS
No. 04-0783), también se pueden observar algunos picos adicionales indicados con asteriscos.
Estos picos podrian ser atribuidos a remanentes de los fitoquimicos cristalizados presentes en
las AgNPs como se describe en el trabajo de Christensen et al., en 2011.
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Figura 22. Patrén de difraccion DRX experimental de AgNPs directas de reaccién presentando los
planos (111), (200), (220), (311) y (222) correspondiente con la estructura de la plata (JCPDS No. 04-
0783).

Se realizé el calculo del tamafio de cristal promedio de las AgNPs con base al pico
correspondiente al plano (111) utilizando la férmula de Debye-Scherrer.

D=09*A/(B* cos 6)

donde "A\" es la longitud de onda de los rayos X (0.1541 nm), "B" es el FWHM (ancho
completo a la mitad de la altura), "0" es el angulo de difracciéon y "D" es el tamaro del diametro
de la particula. Se realiz6 el andlisis del pico utilizando un ajuste de voigt en el software Origin

2023b para encontrar el FWHM y se concentraron los datos en la tabla siguiente tabla:

K |A(A) | # | Posicién 20 (°) | FWHM B(°) 0 (rad) D (nm)
0.9 |1.5406] 1 38.173460 1.04407 0.333126282 8.06
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Donde el valor tedrico calculado del didmetro del cristal (D) con la ecuacién de Debye-
Scherrer es de 8.06 nm.

5.3.2.2. Estudio por DRX AgNPs concentradas por centrifugacion y
secado

Posteriormente se realizé el andlisis de las AgQNPs concentradas, donde se encontré el
patrén de difraccion DRX (Figura 23), donde claramente se observan los picos de difraccion
correspondientes a los conjuntos de planos (111), (200), (220), (311) y (222) indicando la
presencia de la estructura cubica centrada en las caras (FCC) de la plata (JCPDS No. 04-
0783). Para este caso, no se observan picos adicionales, lo que sugiere que las NPs se

encuentran en estado puro, sin la presencia de remanentes de los precursores.

\7 AgNPs Concentradas
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Figura 23.Patron de difraccion DRX experimental de AgNPs concentradas presentando los planos
(111), (200), (220), (311) y (222) correspondiente con la estructura de la plata (JCPDS No. 04-0783).
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Posteriormente, se realiz6 el analisis del pico en plano (111) utilizando un ajuste de voigt
en el software Origin 2023b para encontrar el FWHM y se concentraron los datos en la tabla

siguiente tabla:

K |A(A) | # | Posicién 26 (°) | FWHM B(°) 8 (rad) D (nm)
0.9 |1.5406] 1 37.886870 0.66176 0.330625312 | 12.69

Donde el valor tedrico calculado del diametro del cristal (D) con la ecuacién de Debye-

Scherrer es de 12.69 nm.

Estos valores tedricos calculados tanto para las AgNPs directas de reaccion y las
concentradas, suelen diferir debido a la integracion de los picos utilizados para la ecuacién de

Debye-Scherrer, pero corresponden con lo visto en analisis por microscopia TEM.

5.3.3. Estudio por espectro infrarrojo FTIR

El analisis del espectro FTIR del extracto acuoso liofilizado de Piper auritum (Figura 24)
reveld la presencia de picos de absorcion en las siguientes frecuencias: 3279.73 cm, 2928.14
cm?, 1620.75 cm™, 1402.28 cm?, 1306.70 cm?, 787.84 cm™ y 548.89 cm™. Estos picos indican
la existencia de grupos funcionales especificos en la muestra analizada. El pico de absorcion
a 3279.73 cm* sugiere la presencia de grupos hidroxilo (-OH) o enlaces de hidrégeno en la
molécula. La absorcion a 2928.14 cm™ puede atribuirse a grupos metilo (-CHs) o metileno (-
CH>-), mientras que el pico a 1620.75 cm™ podria corresponder a enlaces dobles carbono-
oxigeno (C=0) o a grupos aromaticos (Sharma et al., 2022). Tras la reaccién del extracto
acuoso liofilizado de Piper auritum con nitrato de plata, se llevd a cabo un analisis de espectro
infrarrojo para examinar las alteraciones en los picos de absorcion (Figura 24). Se observé una
reduccion en la intensidad de algunos picos, lo que indica modificaciones en la composicién
quimica como resultado de la formacion de las AgNPs. Los picos de absorcion obtenidos
fueron los siguientes: 2818.90 cm, 1583.20 cm™?, 1351.08 cm™, 880 cm?, 825 cm™ y 767 cm-

1
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Figura 24. Espectro infrarrojo del extracto de Piper auritum concentracion 2.0 % p/v liofilizado, y
Reaccion de sintesis de AgNPs liofilizada (condiciones de sintesis 2.5 mL de extracto, 40 mL de
AgNOs3 0.005 M y ajustado a pH 12 comparacion).

Luego del proceso de lavado con agua destilada y la concentracion de las AgNPs
mediante centrifugacion, se procedié a secarlas y obtener un concentrado. Este concentrado
fue sometido a un analisis de espectro infrarrojo (Figura 25), en el cual se observé la ausencia
de cualquier pico de absorcién en el rango de 500 a 4000 cm™. La falta de picos de absorcién
en esta region del espectro sugiere una alta pureza y homogeneidad de las NPs obtenidas, ya
que no se detectaron grupos funcionales o compuestos adicionales presentes en la muestra.
Lo anterior debido a que se realizaron lavados a las AgNPs con agua para retirar los

remanentes de los precursores de la reaccion.
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Figura 25. Espectro infrarrojo de AgNPs concentradas por medio de centrifugado, lavadas y secadas
(condiciones de sintesis 2.5 mL de extracto, 40 mL de AgNO3 0.005 M y ajustado a pH 12).

5.4.Evaluacidon de actividad antibacteriana

Para la prueba por difusién en disco de la actividad antibacteriana de las AgNPs
dispersas en agua destilada, a diferentes concentraciones contra las bacterias E. coli W-3110,
Pseudomonas sp. y S. aureus NA-0812, se puede observar lo siguiente. A concentraciones
mayores a 10 mM existe un efecto inhibitorio contra las dos primeras cepas bacterianas
mencionadas, esto evidenciado por la formacién de halos de inhibicion (Figura 26). Mientras
que el crecimiento de la cepa de S. aureus NA-0812 se inhibe en concentraciones mayores a

20 mM siendo la cepa que mayor resistencia presento.
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a) S.aureus NA-0812

Blanco Blancé\\"\\

b) E.coli W-3110

Blanco=:

c) Pseudomonas sp.

Blanco
Blanco

20.0 mM

Figura 26. Prueba de difusion en disco a concentraciones 1.0, 2.5, 5.0,10.0, 20.0, 30.0, 40.0,60.0 y
80.0 mM de AgNPs contra a) S. aureus NA-0812, b) E. coli W-3110 y ¢) Pseudomonas sp. a DO
600nm 0.1 en medio agar suave LB, usando como blanco agua estéril.
La actividad antibacteriana del TBFB se evaluo frente a las cepas de S. aureus NA-0812,
E. coli W-3110 y Pseudomonas sp. Se utilizaron concentraciones de 1 %, 2 % y 3 % para
determinar su efecto inhibidor sobre el crecimiento bacteriano. En todas las concentraciones
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utilizadas de TBFB se observo la inhibicion del crecimiento de las bacterias (Figura 27)
comparadas contra el blanco (glicerol). Sin embargo, no se observé una relacién directa entre
la concentracion utilizada del TBFB y el tamafio del halo de inhibicién; ya que este genera la

misma actividad antibacteriana aparente en las tres concentraciones.

Blanco Blanco ™ Blanco “x

Figura 27. Prueba de difusién en disco a concentraciones 1.0, 2.0 y 3.0 % de TBFB contra a) S. aureus NA-
0812 b) E. coli W-3110 c) Pseudomonas sp. a DO 600nm 0.1 en medio agar suave LB usando como blanco
glicerina pura.

El andlisis de la actividad antibacteriana de las AgQNPs revelé que el tamafio del halo de
inhibicion no esta influenciado por la concentraciéon utilizada, ademas, se observé que la
difusion de las AgNPs se ve restringida debido a su retencion en el disco utilizado. Para
superar esta limitacion, se implementé la técnica de gota, adicionando 10 uL de cada una de
las concentraciones de AgNPs evaluadas sobre el cultivo bacteriano. Utilizando esta técnica
se pudo observar de manera mas notoria el efecto antibacteriano contra Pseudomonas sp. y
E. coli W-3110 (Figura 28a y 28b) manifestandose dicha inhibicion a partir de una
concentracién de 1 mM. En el caso de S. aureus NA-0812, una cepa menos susceptible, se
observé una inhibicién significativa a una concentraciéon de 10 mM (Figura 28c). Estos
resultados demuestran que las AgNPs tienen un efecto antibacteriano diferencial dependiendo

de la especie bacteriana evaluada.
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a) Pseudomonas sp.

e
Blanco

Blanco
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10.0 mM%
/ 30.0 mM

Figura 28. Prueba de actividad antibacteriana por gota usando concentraciones de 1.0,2.0,3.0,
5.0,10.0, 20.0, 25.0 y 30.0 mM de AgNPs contra a) Pseudomonas sp, b) E. coli W-3110y c) S.
aureus NA-0812 a DO 600nm 0.1. en medio agar suave LB, usando como blanco agua estéril.
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5.5.Concentracién minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB)

Se procedio al calculo de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mediante la medicién
de la densidad éptica DO a 600 nm utilizando un espectrofotometro EPOCH, segun se
describi6 en la metodologia. Los valores maximos de DO obtenidos para el control de
crecimiento (inéculo + medio LB) después de 24 h de incubacion fueron de 0.631 para E. coli
W-3110, 1.525 para Pseudomonas sp. y 1.355 para S. aureus NA-0812.

Se calculé el porcentaje de crecimiento de cada una de las cepas incubadas con
diferentes concentraciones de AgNPs: 1.0 mM, 1.75 mM, 2.5 mM, 7.5 mM, 10 mM y 20 mM,
contrastando contra el control de crecimiento y representandolo en porcentaje. En la figura 29,
se observa que a medida que aumenta la concentracion de AgNPs, disminuye el porcentaje
de crecimiento de las bacterias. Ademas, es apreciable que la concentracion de 20 mM de
AgNPs mostré la mayor inhibicion del crecimiento bacteriano, alcanzando la CMI para
Pseudomonas sp. Ademds, se observd una reduccion significativa del porcentaje de
crecimiento por debajo del 80% para E. coli W-3110 y S. aureus NA-0812.

Concentracién Minima inhibitoria
-E. coli

“frPseudomonas sp.

=9=5. qureus

—Q

% de crecimiento
o~
(@]

0 5 10 15 20
Concentracién (mM) de AgNPs

Figura 29. Grafica efecto de la concentracion de las AgNPs sobre el porcentaje de crecimiento
de E. coli W3110, Pseudomonas sp. y S. aureus NA-0812 en medio LB para la determinacién
de CMIL.
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Durante la ejecucién de los experimentos, se observé una limitada capacidad de
alcanzar una homogeneidad completa en las suspensiones evaluadas (Figura 30), a pesar de
los esfuerzos realizados para promover la dispersion mediante técnicas de agitacion y

sonicacion.

Figura 30. Placa de 96 pozos para la evaluacién de la actividad antibacteriana de las
AgNPs a distintas concentraciones contra E. coli W-3110 y Pseudomosas sp. para la
determinacion de CMI y CMB mediante espectrofotometria empleando el equipo EPOCH.
Para superar esta limitacion se utilizaron las AgNPs directas de reaccion sin procesar.
Se observé que al realizar diluciones a partir de la reacciéon directa estas conservaban una
notable dispersiéon, lo cual se atribuye a la presencia de metabolitos especificos que
contribuyen a la estabilizacion de las NPs en suspension. De manera complementaria, en la
literatura cientifica se reporta que los metabolitos residuales derivados del proceso de sintesis
pueden desempefiar un papel activo en la actividad antibacteriana de las AgNPs (Mussin et
al., 2021).

El célculo tedrico de la concentracion de las AgNPs se realiz6 utilizando las ecuaciones
correspondientes descritas en el apartado 4.2.4 de la metodologia (Kalishwaralal et al., 2010).
Con base en el diametro de las NPs, su densidad, el peso molecular de la plata y el nimero

de Avogadro, se determino el numero de las NPs presentes en la muestra.

El diametro promedio de las AgNPs se determiné mediante el andlisis de la micrografia
obtenida por TEM que fueron 5 nm y considerando la conversion total de iones de plata a
AgNPs. Los célculos tedricos descritos en el anexo 10, indican una concentracion de 1.38 mM

para las AgNPs, gque es equivalente a 0.15 ppm.

Diametro TEM Concentracién ppm
5nm 1.38 mM 0.15
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Posteriormente, se evalud la actividad antibacteriana de la solucién de reacciéon directa
por medio del ensayo de difusion utilizando una técnica de gota en placa (Figura 31). Se evalu6
la actividad del extracto vegetal, la actividad del AQNOs 0.005 M y su respectivo ajuste a pH a
12, asi como la solucién de AgNPs obtenida de la reaccion y diluciones seriadas 1:2 hasta la

dilucién 5.

Se puede observar que tanto el extracto vegetal como su respectivo ajuste a pH 12 no
generan inhibicién en ninguna de las bacterias evaluadas. Por otro lado, el AQNOs y su ajuste
a pH 12 generan una clara zona de inhibicién en todas las cepas bacterianas evaluadas, lo
gue indica una actividad antibacteriana significativa. En cuanto a la solucion de AgNPs
obtenida de la reaccidn, se observa que esta genera una zona de inhibicion en E. coli W-3110
y Pseudomonas sp. hasta la dilucion 4, mientras que para S. aureus NA-0812 solo la solucién
concentrada y la primera dilucién generan un halo de inhibicion contundente. Estos resultados
sugieren que la solucién de AgNPs obtenida de la reaccidn presenta actividad antibacteriana
contra E. coli W-310, Pseudomonas sp. y S. aureus NA-0812, aunque esta actividad disminuye

con la dilucién de la solucién.
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Figura 31. Evaluacién de la actividad antibacteriana mediante prueba por gota de diluciones 1:2 de AgNPs
directas de reaccion (0.15 ppm) contra a) E. coli W3110 b) Pseudomonas sp. ¢) S. aureus NA-0812, en
medio LB, usando como control extracto de Piper auritum.

Una vez observado el efecto antibacteriano de las AgNPs en suspension de reaccién por
método cualitativo se prosiguid a la realizar la determinacién de CMI y CMB utilizando el

método de placa de 96 pozos (Figura 32). Se prepararon diluciones seriadas 1:2 a partir del
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concentrado de reaccion y medio LB estéril, con concentraciones que abarcaban desde 0.075
ppm hasta 0.00234 ppm. Cada pozo de la microplaca fue cargado con 170 uL de las diferentes
concentraciones de AgNPs, en orden descendente. Posteriormente, se inocul6é cada pozo con
30 pL de una suspensiéon bacteriana ajustada a una Densidad Optica (D.O.) de 0.1. Se
incluyeron controles de crecimiento, un control negativo y un control de AgNPs sin inoculo
bacteriano. Después de incubar la placa durante 24 h con agitacion, se evalu6 visualmente el
crecimiento bacteriano en cada pozo. Se identifico la concentracion mas baja que mostré
ausencia de crecimiento bacteriano, la cual se consider6 como la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI).

Figura 32. Placa de 96 pozos para la evaluacién de la actividad antibacteriana de las AgNPs
directas de reaccién a distintas concentraciones contra a) E. coli W-3110 y Pseudomonas sp., b)
S. aureus NA-0812 para la determinacion de CMI y CMB mediante espectrofotometria empleando
el equipo EPOCH.

Para corroborar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se procedié a realizar la
lectura de la Densidad Optica (D.O.) a una longitud de onda de 600 nm. Esta medicion permitio
determinar el porcentaje de crecimiento relativo en comparacion con el control de crecimiento
(Figura 33), lo cual brindé una cuantificacién de la capacidad inhibitoria de cada una de las
concentraciones evaluadas de AgNPs. Los datos obtenidos fueron analizados y representados

graficamente utilizando el software

Es relevante destacar que durante el analisis se observé una notable variabilidad en los
resultados, atribuida a la interferencia de las AgQNPs en la medicién de la D.O., generando una
mayor variabilidad en los datos obtenidos. Conscientes de esta limitacion, se plante6 la

realizacion de un experimento independiente con el proposito de evaluar el crecimiento
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bacteriano mediante el método del conteo en placa (UFC/mL), con el fin de obtener una

evaluacion mas precisa y robusta de la actividad antimicrobiana de las AgNPs.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
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Figura 33. Prueba de CMI de AgNPs a diversas concentraciones contra él porcentaje de crecimiento
de a) E. coli W-3110, b) Pseudomonas sp. y ¢) S. aureus NA-0812 en medio LB.

El andlisis de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) de las AgNPs frente a
Escherichia coli W-3110 y Pseudomonas sp. se llevo a cabo mediante la siembra de 10 pL de
cada dilucion en placas de agar so6lido. Tras 24 h de incubacion a 31 °C, se evaluaron las
colonias bacterianas presentes en cada placa. En la figura 34a, se muestra la placa
correspondiente a E. coli W-3110, donde se observa que a una concentracion de 0.075 ppm
de AgNPs, no se evidencia ninguna colonia bacteriana, lo que indica una completa
erradicacion de las células en la muestra tratada. En la figura 34b, se presenta la placa
correspondiente a Pseudomonas sp., y nuevamente se aprecia que a una concentracion de
0.075 ppm de AgNPs, no se observa ninguna colonia bacteriana en la placa, lo que indica una

efectiva eliminacion de las células de Pseudomonas sp. debido a la accion de las AgNPs.

81



Estos resultados indican que las AgNPs muestran una actividad bactericida significativa contra

E. coli W-3110 y Pseudomonas sp. a una concentracion de 0.075 ppm.

a) E.coliw-3110

Rem

0.0187 ppm 0.075 ppm

l

Repeticion 1 Repeticion 3 0.0187 ppm Control crecimiento

W

0.075ppm  0.0093 ppm  0.0375 ppm 0.075 ppm

0.0093 ppm Control crecimiento

L
0.00468 ppm

0.0375 ppm

0.0375 ppm 0.00468 ppm
pp Ppm™ 0.0187 ppm 0.00468 ppm  Control crecimiento

O,%)pm 0.0093 ppm
k/“ '

b) Pseudomonas sp.

Rem

0.0187 ppm 0.075 ppm

0.00234 ppm

,\._Q700234 ppm  Control crecigd

Repeticion 1 Repeticion 3 0.0187 ppm Control crecimiento

R\

0.075 ppm 0.0093 ppm  0.0375 ppm 0.075 ppm 0.0093 ppm Control crecimiento

T A

.
0.00468 ppm

0.0375 ppm .
0.00468 ppm Control crecimiento

0.0375 ppm  0.00468 ppm  0.0187 ppm

OQ@ppm 0.0093 ppm
k—/ >~

0.00234 ppm

4

,\-._0?90234 ppPM Control crecigg

Figura 34. Evaluacion por prueba de viabilidad de CMB para a) E. coli W-3110 y b) Pseudomonas
sp. crecida en medio LB con concentraciones 0.075, 0.0375, 0.0187, 0.0093, 0.00468 y 0.00234
ppm de AgNPs por triplicado usando control de crecimiento.
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Para el caso de S. aureus NA-0812 (Figura 35), se observé que a una concentracién de
0.075 ppm de AgNPs, se produjo una notable disminucién en el nimero de células viables.
Aungue no se logré una eliminacion completa de todas las bacterias, se evidencié una

marcada inhibicién del crecimiento bacteriano.
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Figura 35. Evaluacion por prueba de viabilidad de CMB para S. aureus NA-0812 crecida en medio LB
con concentraciones 0.075, 0.0375, 0.0187, 0.0093, 0.00468 y 0.00234 ppm de AgNPs por triplicado
usando control de crecimiento.

El conteo de UFC mL? se realiz6 como un enfoque alternativo para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las AgNPs. Se preparé un indculo inicial ajustado a
una Densidad Optica (D.0O.) de 0.1 y se realizaron diluciones en seriadas de 1:10 hasta la
dilucion 6. Cada dilucién se sembr6 en placas de agar LB (Figura 36) y se incubaron durante
24 h a 31 °C. El conteo de UFC mL! revel6 distintas concentraciones de células viables para
cada cepa bacteriana evaluada. Para E. coli W-3110, se registr6é un promedio de 1.562 x 10"8
UFCmL, con un coeficiente de variacion (CV) del 5%. En el caso de S. aureus NA-0812, se
observé un promedio de 1.038 x 10"9 UFCmL™, con un CV del 6%, revelando una alta carga
bacteriana inicial y una consistencia en los resultados. Por ultimo, Pseudomonas mostré un
promedio de 1.122 x 10"8 UFCmL™, con un CV del 11%. Estos hallazgos son relevantes para
comprender la respuesta de las cepas bacterianas frente a las AgNPs utilizadas y contribuyen
a la evaluacién de la eficacia de dichas NPs en la inhibicion del crecimiento de diversas

bacterias.
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Figura 36. Conteo de UFCs mediante técnica en breve, usando las diluciones 1:10 No. 4, 5y 6 para in6culo
inicial ajustado 0.1 DO 600nm de a) E. coli W-3110 b) Pseudomonas sp. c) S. aureus NA-0812. en medio LB
por cuatriplicado.

En funcién de las pruebas anteriores, se llevé a cabo una prueba de macro dilucion en

tubos Hach para evaluar el crecimiento bacteriano de las cepas con concentraciones de 0.0375
ppm, 0.075 ppm y 0.12 ppm de AgNPs. El inéculo de cada una de las bacterias utilizadas fue
ajustado a una densidad 6ptica (D.O.) de 0.1 y se incub6 durante 24 h a una temperatura de

31 °C. El objetivo de la prueba fue determinar la concentracion minima bactericida (CMB) y

evaluar el crecimiento bacteriano en las diferentes concentraciones de AgNPs probadas.

Posteriormente, se realizd una prueba de viabilidad figura 36, donde se observo que en las

tres concentraciones evaluadas no hubo crecimiento bacteriano, considerando una CMB de
0.0375 ppm para el caso de E. coli W-3110 (Figura 37a) y Pseudomonas sp. (Figura 37b).
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Figura 37. Evaluacion por prueba de viabilidad de CMB para a) E. coli y b) Pseudomonas sp crecidas en
medio LB con concentraciones 0.0375ppm, 0.075 ppmy 0.12 ppm de AgNPs y su respectiva dilucion 1:2.



En relacion a la evaluacién de la Concentracibn Minima Bactericida (CMB) especifica
para S. aureus NA-0812 figura 38, los resultados obtenidos revelaron de manera contundente
que la concentracibn de 0.12 ppm (Figura 38c) demostr6 una completa ausencia de

crecimiento bacteriano, confirmando la CMB para esta cepa en particular.
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Figura 38. Evaluacion por prueba de viabilidad de CMB para S. aureus crecidas en medio LB con
concentraciones a) 0.0375 ppm, b) 0.075 ppmy c) 0.12 ppm.

5.6.Caracterizacion de compadsitos

5.6.1. Preparacion de Compa@sitos en matriz de grenetina

Se generaron los compdsitos en matriz polimérica de grenetina, usando 3 g de grenetina
por cada 100 mL de soluciébn y un 30% de glicerol. Donde se observé que utilizando
concentraciones de AgNPs: 0.15 ppm y 0.075 ppm, asi como las concentraciones de TBFB:
1.0% y 3.0% en combinacion, se obtuvieron peliculas de consistencia deseada, con un color
marrén caracteristico. Estas peliculas fueron empleadas para las pruebas posteriores de
caracterizacion (Figura 39) pudiendo observar que el color cambiaba segun la concentracion

de las AgNPs.
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Figura 39. Peliculas de Compdsitos en matriz de grenetina con glicerol, AQNPs
a) 0.15 ppm y b) 0.075 ppm y TBFB 3%.

5.6.2. Evaluacién de actividad antibacteriana de compdésitos

Se obtuvieron discos de 5 mm (Figura 40), con forma deseada y estériles para su

posterior utilizacion en las pruebas de actividad antibacteriana.

Figura 40. Discos generados de peliculas de compdsitos en matriz de grenetina por perforacion.

Durante la evaluacion de los discos de peliculas en el pasto bacteriano ajustado a una
DO eonm de 0.1 se vio una inhibicion significativa generada por los apdsitos contra
Pseudomonas sp. La figura 41 muestra claramente la inhibicién, contrastando con los

controles y las formulaciones.
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Figura 41. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compdsitos en sus combinaciones a)
AgNPs (0.15 ppmy 0.075 ppm) + 1 % de TBFB y b) AgNPs (0.15 ppm y 0.075 ppm) + 3 % de TBFB
ambas evaluadas contra Pseudomonas sp, usando blanco (grenetina + glicerol), control de AgNPs
(0.15ppmy 0.075 ppm) y de TBFB a) 1% y b) 3%.

Durante la evaluacion de los discos de compdsitos en matriz de grenetina contra S.
aureus NA-0812 (Figura 42) se observa la inhibicién, contrastando con los controles y las
formulaciones. Es importante destacar que se observd una sinergia efectiva entre las AgNPs
y el TBFB.
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Figura 42. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compdésitos en sus combinaciones a)
AgNPs (0.15 ppmy 0.075 ppm) + 1 % de TBFB y b) AgNPs (0.15 ppm y 0.075 ppm) + 3 % de TBFB
ambas evaluadas contra S. aureus NA-0812, usando blanco (grenetina + glicerol), control de AgNPs

(0.15ppmy 0.075 ppm) y de TBFB a) 1% y b) 3%.
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En la figura 43 se ve la inhibicion generada por los compdésitos. Es importante destacar
que se observé una mayor inhibicién en los controles con AgNPs solas a 0.15 ppm y 0.075
ppm, mientras que en los compuestos que combinan AgNPs y TBFB se evidencia un efecto
sinérgico. En caso de que el TBFB no logro realizar la accidn bactericida por si solo, las AgNPs
presentes en los compuestos intervienen y contribuyen a la inhibicion del crecimiento de
Escherichia coli NA-0812.
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AgNPs 0.075 ppm
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AgNPs 0.15 ppm
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Figura 43. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compdésitos en sus combinaciones a)
AgNPs (0.15 ppm y 0.075 ppm) + 1 % de TBFB y b) AgNPs (0.15 ppm y 0.075 ppm) + 3 % de
TBFB ambas evaluadas contra E. coli W-3110, usando blanco (grenetina + glicerol) control de

AgNPs (0.15ppm y 0.075 ppm) y de TBFB a) 1% y b) 3%.

5.6.3. Evaluacién de tensién al corte, elongacién al corte y
modulo de Young.

Para la evaluacion de las propiedades mecanicas de tension al corte, elongacion al corte
y modulo de Young se obtuvieron muestras de tamafio de 1 cm x 10 cm, y 0.11 mm de grosor
y posteriormente se realizaron las pruebas en el texturometro, encontrando los siguientes
valores (Tabla 4), donde se describen el promedio y el coeficiente de variaciéon (CV) en
porcentaje de cada uno de los tratamientos. Se observé que los compdésitos en sus diferentes
combinaciones de AgNPs + TBFB muestran los valores més altos en todas las caracteristicas

evaluadas, contra el control, es importante destacar que los compdésitos presentan una notable
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capacidad de elongacioén, con un porcentaje del 100%, exceptuando la combinacién de AgNPs
al 0.75ppm + TBFB al 1 %:

Tabla. 4 Promedios de pruebas mecénicas de los diferentes compadsitos en matriz de grenetina
tension al corte, elongacion y modulo de Young.

Médulo de
Tension al Elongacion al Young
Tratamiento corte (Mpa) CV (%) corte (%) CV (%) (Mpa) CV(%)
Blanco (Grenetina +
glicerol) 7.13 5.67 59.57 3.82 30.66 35.46
Control (TBFB 1%) 8.57 5.26 71.23 2.74 20.47 43.85
Control (TBFB 3%) 7.43 0.78 69.93 0.17 17.64 23.59
Control (AgNPs 0.15
ppm) 6.07 3.43 100.00 0.00 14.90 19.00
Control (AgNPs 0.075
ppm) 7.40 9.36 67.03 18.62 27.53 44.75
AgNPs 0.15 ppm +
TBFB 3% 7.70 7.79 100.00 0.00 21.72 15.57
AgNPs 0.075 ppm +
TBFB 3% 6.37 10.10 100.00 0.00 19.61 26.46
AgNPs 0.15 ppm +
TBFB 1% 8.37 3.84 100.00 0.00 24.54 12.68
AgNPs 0.075 ppm +
TBFB 1% 9.57 5.94 77.53 5.48 36.01 13.23

Con respecto a los datos obtenidos de tension al corte se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la resistencia a la tension entre las pruebas de
compdésitos en matriz de grenetina (Figura 44) y los grupos de control, esto visto por el valor P
< 0.05 (Anexo 4). Especificamente, se observd que las muestras correspondientes a los
grupos de TBFB 1% y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% exhibieron los valores més elevados de

tension al corte, lo cual indica una capacidad superior para soportar fuerza mecanica.
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Figura 44. Analisis de la tension al corte para compa@sitos en matriz de grenetina usando controles de
AgNPs, TBFB, blanco de grenetina y la combinaciéon de AQNPs en sus concentraciones 0.15 ppmy
0.075 ppm + TBFB en sus concentraciones 1% y 3%. Las letras iguales indican que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos.

Con respecto a la elongacién al corte de los apoésitos (Figura 45) entre los distintos
tratamientos y grupos de control se observa una variacién significativa encontrando un valor
P<0.05 (anexo 5). En particular, se observé que los grupos de (AgNPs 0.15 ppm) y AgNPs
0.15 ppm + TBFB 3% presentaron una elongacién del 100%, lo cual indica una mayor
capacidad para resistir la elongacion y deformacion en comparacién con las demas pruebas.
Por otro lado, los grupos de (AgNPs 0.075 ppm) y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% exhibieron
una elongacion al corte de aproximadamente 75% y 80%, respectivamente. Estos hallazgos
sugieren que los apésitos que contienen AgNPs a concentraciones de 0.15 ppm y 0.075 ppm,

aumentan su resistencia a la elongacion.
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Figura 45. Andlisis de la elongacién de compdsitos en matriz de grenetina contrastando con controles
de AgNPs, TBFB, blanco de grenetina y la combinaciéon de AgNPs en sus concentraciones 0.15 ppmy
0.075 ppm + TBFB en sus concentraciones 1% y 3%. Las letras iguales indican que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos.

La prueba para el Médulo de Young (Figura 46) demostro variaciones significativas entre
los diferentes tratamientos y grupo control encontrando un valor P<0.05 (Anexo 6). En
particular, se observaron valores mas altos en el médulo de Young en los grupos de (AgNPs
0.075 ppm) y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1%, con valores promedio de 27.53 y 36.01 Mpa,
respectivamente. Estos valores indican una mayor rigidez y resistencia a la deformacion de
los apdsitos en comparacion con las demas pruebas y controles evaluados. Estos resultados
sugieren que la presencia de AgNPs a concentraciones de 0.075 ppm y la combinacion con el

agente TBFB pueden contribuir a una mayor rigidez de los apésitos.
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Figura 46. Analisis de médulo de Young de compdsitos en matriz de grenetina contrastando con
controles de AgNPs, TBFB, blanco de grenetina y la combinacién de AgNPs en sus concentraciones
0.15 ppmy 0.075 ppm + TBFB en sus concentraciones 1% y 3%. Las letras iguales indican que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos.

5.6.4. Evaluacion prueba de solubilidad

Durante la prueba de solubilidad se realiz6 el célculo de porcentaje de solubilidad (Tabla
5) observando que los valores rondan entre un valor minimo de 31.21 % y 39.87 %
observandose que tanto el grupo de TBFB al 3% y la combinacién de AgNPs al 0.75 ppm +
TBFB 1%, presentan los valores mas bajos, mientras que los valores mas altos estan dados

por el grupo de AgNPs al 0.15 ppm.
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Tabla. 5 Prueba de solubilidad peso inicial, peso final, diferencia y porcentaje de solubilidad.

Tratamiento Porcentaje de solubilidad (%) CV (%)

Blanco (Grenetina + glicerol) 34.53 0.67
Control (TBFB 1%) 32.71 2.05
Control (TBFB 3%) 31.33 1.42
Control (AgNPs 0.15 ppm) 39.87 1.43
Control (AgNPs 0.075 ppm) 32.74 1.17
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 34.57 2.32
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 37.61 1.82
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 35.71 2.22
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 31.21 2.64

En general, se observo una solubilidad promedio de alrededor del 34% (Figura 47).
Mientras que los valores exhibidos por los tratamientos de (AgNPs 0.15 ppm) y AgNPs 0.15
ppm + TBFB 3%, tuvieron promedios de 40.5% y 35.1%, respectivamente. Por otro lado,
tratamientos con (AgNPs 0.075 ppm) y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% presentaron una
solubilidad cercana al 33%. Estos resultados indican que la presencia de AgNPs a
concentraciones de 0.15 ppm puede tener un ligero efecto en la solubilidad de los apdésitos,
mientras que la combinacion con el agente TBFB no parece influir significativamente en este
parametro. Cabe destacar que, en general, los compdsitos presentaron una solubilidad

relativamente baja, lo cual puede ser favorable para su estabilidad y durabilidad en

aplicaciones clinicas.
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Figura 47. Andlisis de solubilidad de compdsitos en matriz de grenetina empleando controles de
AgNPs, TBFB, blanco de grenetina y la combinacion de AQNPs en sus concentraciones 0.15 ppm y
0.075 ppm + TBFB en sus concentraciones 1% y 3%. Las letras iguales indican que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos.

5.6.5. Evaluacién permeabilidad de vapor de agua
Para la prueba de permeabilidad de vapor de agua, se llevaron a cabo mediciones de
peso cada hora durante un periodo de 12 h, registrando los cambios de peso en cada punto,
en funcion de observar el incremento total de peso para cada tratamiento. A partir de estos
datos, se calcularon los promedios de absorcién de vapor de agua en peso, los cuales se
muestran en el anexo 9. El comportamiento de transferencia de vapor se observa en la figura
48, donde se puede apreciar que los compositos de AgNPs en conjunto de TBFB exhibieron

una mayor absorcién de vapor de agua en comparacion con los controles utilizados.
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Figura 48. Grafico transmision de vapor de agua para los diferentes compdsitos evaluados y controles.

Una vez obtenido el comportamiento de cada una de los tratamientos evaluados, se
determind la pendiente correspondiente de cada prueba, estos valores (Tabla 6) sirvieron para
junto el diametro, area, Tasa de Transferencia de Vapor de Agua (WVTR), factor de ajuste
S=PA, y resistencia R, calcular la Permeabilidad de Vapor de Agua (PVA) para cada una de
las muestras evaluadas. El diAmetro de las muestras fue de 0.0432 m, y calculando el area
circular de los contenedores herméticos se determiné un area de 0.00147 m?. La pendiente,
indica la capacidad de absorcién de vapor de agua en funcion del tiempo, y esta varid entre
las diferentes muestras, con valores que oscilaron entre 0.0216 y 0.0418. El factor de ajuste S
= 3564.907 y el factor de resistencia R= 0.577. La tasa de transferencia de vapor de agua
(WVTR) se determiné en g/m?s y se observaron diferencias significativas entre los grupos
control y los compésitos que contenian AgNPs en combinacion de TBFB mostrando las tasas

de transferencia mas altas, con valores que oscilaron entre 23.33 y 28.52 g/m?s.
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Tabla. 6 Calculo de Tasa de Transferencia de Vapor de Agua (WVTR) y Permeabilidad de Vapor de
Agua (PVA) para cada tratamiento.

Tratamiento Pendiente WVTR (g/m?s) PVA

Blanco (Grenetina + glicerol) 0.0230 15.69 2.331E-10
Control (TBFB 1%) 0.0246 16.78 2.2665E-10
Control (TBFB 3%) 0.0216 14.74 1.9901E-10

Control (AgNPs 0.15 ppm) 0.0342 23.33 3.466E-10
Control (AgNPs 0.075 ppm) 0.0231 15.76 2.3411E-10
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 0.0374 25.52 3.7904E-10
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 0.0418 28.52 4.2363E-10
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 0.0368 25.11 3.3905E-10
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 0.0354 24.15 3.5877E-10
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CAPITULO 6. DISCUSION

6.1. Extracto acuso de Piper auritum como agente reductor y estabilizador
de AgNPs

Uno de los objetivos principales de este estudio fue investigar la influencia del extracto
acuoso de Piper auritum en la sintesis de las AgNPs. El uso de extractos vegetales en la
sintesis, como se ha descrito en diversos estudios ha demostrado ser una ruta prometedora y
respetuosa con el medio ambiente (Sharma et al., 2022). Con respecto al perfil fitoquimico de
la planta Piper auritum, se han realizado investigaciones tanto de extractos acuosos como de
aceites esenciales, tal es el caso del trabajo de Estrada et al., (2019), donde se realiz6 la
extraccion acuosa de la planta por medio de decoccién, mismas condiciones evaluadas en el
presente proyecto. Posteriormente en el estudio descrito realizaron la caracterizacion por
cromatografia de gases acoplado a espectro de masas, donde se determiné que la planta
estaba compuesta por safrol (5-prop-2-enil-1,3-benzodioxol) 83.7 %, 2,3-epoxihexanol 0.3 %,
Citronelol 3.9 %, 2-pentadecim-1-ol 3.1%, Apeginin dimetil éter 3.6 %, Estigmastan-3,5-dieno
1.6 %, Alfa-tecoperol-alfa-D-manosido 1.4 %, Ergost-5-en-3-ol % , Beta sitoesterol 1.0 %, lo
que puede inferir la participacion de estos compuestos para la reduccion y estabilizacion de
las AgNPs en el presente proyecto. Es conocido que los compuestos con dobles enlaces o
anillos aromaticos como lo es el safrol y algunos de los anteriores mencionados, tienden a ser
los responsables de la reduccion de los iones Ag* y estabilizando el tamafio de las AgNPs por

medio de fuerzas electrostaticas (Singh et al., 2018).

Se realiz6 la caracterizacion por espectro FTIR del extracto de Piper auritum, la reaccién
de sintesis directa y las AQNPs concentradas. En el extracto de Piper auritum, se observaron
bandas de transmitancia en varios niumeros de onda, indicando la presencia de diferentes
grupos funcionales, estos grupos incluyen hidroxilo (-OH), enlaces metilo (-CHs) o metileno (-
CHa-), enlaces dobles carbono-oxigeno (C=0) y grupos aromaticos. Estos resultados son
consistentes con la composicién quimica conocida de Piper auritum, que contiene compuestos

como safrol, piperina y flavonoides (Figura 49) (Estrada et al., 2019).
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b)

Figura 49. Estructura quimica de a) piperina, b) flavonoides c) safrol (recuperado:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

El cambio en los picos de transmisidn de los IR observados después de la reaccién del
extracto acuoso de Piper auritum con AgNQs, indica modificaciones en la concentracion de los
componentes fitoquimicos como resultado de la formacién de las AgNPs. Esto puede ser el
resultado de reacciones de oxidacién o reduccion de los componentes del extracto y los iones
Ag*. Ademas, se observaron nuevos picos de transmitancia en diferentes frecuencias. El pico
en 2818.90 cm™? podria indicar enlaces C-H, mientras que el pico en 1583.20 cm? es
caracteristico de enlaces C=C en anillos aromaticos. El pico en 1351.08 cm™ podria sefialar
grupos CHs (metilo) o CH. (metileno). Los picos en 880 cm™, 825 cm™ y 767 cm™ podrian

representar enlaces C-H de tipo alifatico.

Para la reaccion de sintesis se observo que este extracto proporcioné una reduccion de
los iones de plata y una estabilizacion de las NPs resultantes, lo que se vio de primera instancia
en la reaccion de manera visual en el cambio de coloracion. Diversos estudios destacan el
cambio de coloracion de la reaccion de sintesis, a tonos marrones obscuros como indicativo
de la generacion de las AgNPs, debido a su efecto de resonancia de plasmén superficial (SRP)
(Balakrishnan et al., 2017). Estos resultados son consistentes con los informados en otros

estudios que utilizan extractos vegetales en la sintesis de AgNPs (Sharma et al., 2022).

6.2.0ptimizacion de reaccion de sintesis de AgNPs

6.2.1. Extracto
Durante la evaluacion de los pardmetros de sintesis de las AgNPs, se realizé un estudio

de la cantidad de planta utilizada en la preparacion del extracto acuoso y se observé que la
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proporcion de 2 g de hojas secas en 100 mL de agua destilada, resultd en la formacion exitosa
de las AgNPs. Sin embargo, al probar otras concentraciones de la planta, no se logré obtener
la sintesis de las AgNPs de manera efectiva. Este fendmeno puede explicarse considerando
la interaccion entre la concentracion del extracto y la del precursor metalico. El extracto acuoso
contiene fitoquimicos, que desempefian un papel clave en la reduccién de los iones Ag* y la
formacion de las AgNPs. Al utilizar concentraciones bajas del extracto, es probable que los
compuestos bioactivos presentes fueran insuficientes para realizar la reduccién de los iones
Ag*, por el contrario, concentraciones mas altas podrian causar una saturacion de compuestos

bioactivos, lo que podria afectar negativamente la reaccién.

En busca de optimizar la reaccién, se procedié a evaluar dos volumenes diferentes de
extracto: 2.5 mL y 5 mL. El efecto de estos volumenes se analiz6 mediante espectroscopia
UV-visible, obteniendo espectros en la misma longitud de onda de 410 a 415 nm, que es
indicativa del tamafio de particula de las AgNPs formadas. Los resultados revelaron que el
cambio en el volumen de extracto no tuvo un impacto significativo en el tamafio de las
particulas de las AgNPs, ambos volimenes de extracto produjeron espectros de absorcion en
la misma region de longitud de onda, lo que sugiere que el tamafio de las AgNPs se mantuvo
relativamente constante en ambos casos. Sin embargo, se observé una diferencia en la
absorbancia de los espectros, el uso de 5 mL de extracto resulté en una absorbancia
ligeramente mayor en comparacion con el uso de 2.5 mL, esto indica que se generé una mayor
cantidad de AgNPs cuando se utilizé6 un volumen de extracto mayor. Esto corresponde con
estudios ya hechos por Karamian & Kamalnejad en 2019, donde evalué la sintesis de AgNPs
con extracto de Cuminum cyminum en concentraciones de 0.2-1 mg/mL, y se observé que a
las concentraciones de 0.8 mg/ mL y 1.0 mg/mL obtienen la mayor absorbancia en sus
espectros de UV-vis, indicativo de la obtencién de mayor cantidad de AgNPs. Los resultados
obtenidos resaltan la importancia del estudio de la concentracion y volumen de extracto
utilizados en la sintesis de AgNPs, estas variables desempefian un papel fundamental en la

exitosa sintesis de AgNPs y obtencion de buenos rendimientos.

6.2.2. Concentracion del precursor AgNOs

Durante el desarrollo de este estudio, se evaluaron varios parametros de sintesis de las

AgNPs con el objetivo de comprender su influencia en la formacion y caracteristicas de las
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particulas. Uno de los parametros estudiados fue la concentracion de la sal precursora de
plata, AgNOs las cuales fueron 0.001 M y 0.005 M, se ha observado en estudios que la
concentracion de la sal precursora puede tener un impacto significativo en la sintesis de las
AgNPs. Se ha propuesto que un aumento en la concentracion de AgNOs puede llevar a la
formacion de particulas mas grandes debido a la mayor disponibilidad de iones de plata para
la reduccion (Singh et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio, los resultados no
mostraron cambios evidentes en el tamafio de las AQNPs a medida que se incrementaba la
concentracion de AgNOs, esto evaluado por UV-Vis, observando que la longitud de onda del
espectro no se modificaba en ninguna de las dos concentraciones siendo 410-414 nm. Estos
hallazgos son consistentes con los resultados obtenidos por Singh et al., (2014), quienes
utilizaron una concentracién de AgNOs; de 1.0 mM en la produccion de AgNPs utilizando el
hongo Rhizopus stolonifer, en este estudio, no se observaron cambios significativos en la
longitud de onda del espectro de absorcion de las AQNPs a medida que se aumentaba la

concentracion de AgNO:..

Lo que si se pudo observar fue que al aumentar la concentracion de AgNO; de 0.001 M
a 0.005 M, hubo un aumento en la absorbancia, lo cual indica una mayor formacién de AgNPs,
este resultado sugiere que una concentracibn mas alta de AgNOs; proporciona una mayor

disponibilidad de iones de plata para la reduccion y formacién de AgNPs.

6.2.3. Ajuste de pH

En el estudio realizado también se evalu6 el ajuste del pH al inicio de la reaccién y se
observé que al ajustar el pH a 12 durante la reaccion, se obtuvieron mejores rendimientos en
la formacion de AgNPs, estos resultados son consistentes con la literatura, ya que se indica
que los pH alcalinos favorecen la sintesis y estabilizacién de NPs (Qasim Nasar et al., 2019).
Se ha propuesto que la ionizacion de compuestos fendlicos presentes en el extracto puede ser
la causa de este efecto, los pH alcalinos proporcionan un entorno quimico favorable para la
reduccion y estabilizacion de los iones de plata, lo que promueve la formacién de AgNPs de
tamafio pequefio y uniforme (Qasim Nasar et al., 2019). Asimismo, en el andlisis estadistico,
se observa un ligero aumento en la longitud de onda al aumentar el pH y al utilizar un mayor
volumen de extracto, tal como se puede apreciar en la Figura 14, estos resultados podrian

indicar que la sintesis de AgNPs a pH mas elevados y con mayor volumen de extracto podria
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resultar en la formacion de particulas ligeramente mas grandes, si bien estadisticamente se
ve variabilidad la longitud de onda va de 410-414 nm habria que demostrar que variacion de
tamafio pudiera generar esto, ya que el espectro de absorbancia estd compuesto por una

curva normal donde la mayor concentracion se encuentra en el punto maximo.

6.3.Caracterizacion de las AgNPs

En el presente estudio, se llevo a cabo una caracterizacion de las AgNPs mediante
técnicas de microscopia electronica de transmision (TEM), difraccion de rayos X (DRX) y
espectroscopia UV-visible (UV-Vis). Los resultados revelaron que las AgNPs exhibian una
morfologia esférica con un tamafio promedio de entre 5 y 10 nanémetros visto por TEM,
mientras que por andlisis de DRX se encontr6 un tamafio teérico de cristal utilizando la
ecuacion Debye-Scherrer de 8.06 nmy 12.69 nm, lo cual coincide con hallazgos anteriores en
la literatura (Bykkam et al., 2015). Ademés, mediante la técnica de UV-Vis, se observé que las
AgNPs presentaban una absorbancia maxima en una longitud de onda de aproximadamente
410-414 nm, resultados que concuerdan con estudios previos que también reportaron una
absorbancia maxima en el mismo rango de longitud de onda para AgNPs de tamafio similar
(Liao et al., 2019). Es importante destacar que las AgNPs esféricas y de tamafio reducido han
demostrado poseer propiedades bactericidas altamente eficaces. Estos hallazgos son
relevantes en el campo de la medicina, donde se busca utilizar las AgNPs como agentes

terapéuticos antibacterianos (Mussin et al., 2021).

Por otro lado, en el difractograma de las AgNPs sin concentrar, se observa la presencia
de otros componentes organicos en la muestra, ademas de la estructura cristalina de plata,
estos hallazgos concuerdan con Christensen et al., en 2011 quien menciona que la aparicion
de picos diferentes a los encontrados en los planos (111), (200), (220), (311) y (222)
pertenecientes a la estructura cubica centrada en las caras (FCC) de la plata (JCPDS No. 04-
0783), puede deberse a compuestos bio-organicos cristalinos que estan presentes en el
extracto de las hojas de curry (Christensen et al., 2011). Es importante destacar que estos
remanentes de compuestos ayudan a estabilizar las AgNPs homogéneamente en
suspensiones, ademas que se menciona que algunos de estos compuestos pueden contribuir

a las propiedades y actividades bioldgicas de las NPs obtenidas (Mussin et al., 2021).
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6.4.Evaluacion de actividad antibacteriana AgNPs

6.4.1. Prueba por difusién en agar

Durante el andlisis de la actividad antibacteriana de las AgNPs, se observo que al utilizar
AgNPs resuspendidas en forma de polvo, se requerian concentraciones superiores a 1.0 mM
para obtener efectos antibacterianos en las cepas de E. coli W-3110 y Pseudomonas sp.,
mientras que para la cepa de S. aureus NA-0812 se necesitaron concentraciones mayores a
10 mM. Estos resultados son consistentes con los informes en la bibliografia, donde se destaca
que las bacterias Gram-negativas son mas susceptibles a las AQNPs debido a su estructura
de doble membrana y menor cantidad de peptidoglicano, ya que el peptidoglicano actiia como
una barrera fisica que puede limitar la penetracion de las NPs en las células bacterianas (Rai
et al., 2009).

Por otro lado, el uso de concentraciones altas para generar la inhibicién encontradas en
este estudio, en comparacién con los informes bibliograficos puede estar relacionada con
varios factores como el que, durante el proceso de concentracidén en polvo, las AgNPs tienden
a aglomerarse, lo que dificulta su dispersion adecuada en la solucién y reduce la concentracion
de AgNPs funcionales, esto puede limitar su capacidad para interactuar eficientemente con las
bacterias y ejercer su efecto antibacteriano (Li et al., 2010). Ademas, las caracteristicas
especificas de las AgNPs utilizadas, como su tamafo, forma y carga superficial, también

pueden influir en su actividad antibacteriana (Sondi & Salopek-Sondi, 2004).

Durante el andlisis de la actividad antibacteriana de las AgNPs, se opt6 por utilizar las
AgNPs directamente de la reaccion sin concentrar, esto debido a que presentaban una mayor
homogeneidad en comparacion con las AgNPs en forma de polvo, ademds, se ha observado
en la bibliografia que el uso de las NPs en su forma original conservan remanentes de los

metabolitos, los cuales podrian mejorar la actividad antibacteriana (Mussin et al., 2021).

Durante la evaluacion de las AgNPs directas de reaccién se estudié también, el extracto
y el precursor AQNOs. Para el caso de los precursores de reaccion de sintesis, el extracto a la
concentracion usada no generé inhibicién contra las tres cepas bacterianas y el AQNO3 0.005
M si genero efecto antibacteriano. Por otro lado, se demostré contundentemente que las

AgNPs directas de reaccion generaban actividad antibacteriana en concentraciones arriba de
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0.0375 ppm de AgNPs contra E. coli W-3110 y Pseudomonas, sp. concentracién muy por
debajo de la encontrada en el uso de AgNPs concentradas en polvo y resuspendidas. Sin
embargo, se observé nuevamente que S. aureus NA-0812 mostré una mayor resistencia hacia
las NPs, observandose la inhibicién solo en concentraciones superiores a 0.075 ppm. Esta
respuesta puede atribuirse a la estructura de la bacteria y a otros mecanismos relacionados,
como la generacién de exopolisacéridos y genes de resistencia, S. aureus es una bacteria
Gram-positiva que se caracteriza por tener una mayor cantidad de peptidoglicano en su pared
celular, y, ademas, algunas cepas poseen genes que codifican proteinas de bombeo, las
cuales tienen la capacidad de eliminar activamente las NPs de las células bacterianas,
disminuyendo asi su accién antimicrobiana (Thomas et al., 2014). Asimismo, S. aureus es
capaz de formar biofilms, una matriz protectora que dificulta el acceso de las NPs a las células
bacterianas y disminuye su efectividad (Sondi & Salopek-Sondi, 2004).

6.4.2. Pruebade CMly CMB

La evaluacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de las AgNPs se realizé
mediante el método de micro dilucion, el cual se utiliza cominmente para determinar la
susceptibilidad de las bacterias a diferentes agentes antimicrobianos. Sin embargo, durante
este estudio se encontré6 que este enfoque presentaba cierta variabilidad debido a la
interferencia causada por las propias AgNPs en las mediciones espectrofotométricas, cuando
se realizé la medicion de la CMI utilizando espectrofotometria, se detect6é que la presencia de
las NPs en la suspensién bacteriana afectaba las lecturas. Esta interferencia dificultaba la
obtencion de resultados precisos y confiables de la CMI, estos resultados destacan la
importancia de considerar de manera integral los métodos empleados en la preparacion y
evaluacion de las AgNPs. Con el fin de superar este problema, se opt6 por utilizar el método
de prueba de viabilidad en placa para evaluar el efecto antibacteriano de las NPs. En este
enfoque, la suspension bacteriana tratada se diluy6 en serie y se sembro en placas de agar,
permitiendo el crecimiento y la formacién de colonias bacterianas visibles. Al evitar la
interferencia causada por las AgNPs durante las mediciones espectrofotométricas, se logré
una evaluacion mas precisa y confiable del efecto bactericida, se determind que las AgNPs
exhibieron una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y una Concentracion Minima
Bactericida (CMB) de 0.075 ppm para Pseudomonas sp. y E. coli W-3110, mientras que para
S. aureus NA-0812 se obtuvo una CMI y CMB de 0.12 ppm mediante la prueba de viabilidad.
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Estos resultados son consistentes con estudios previos que han utilizado enfoques similares
para evaluar la actividad antimicrobiana de las AgNPs. Varios estudios han respaldado la
eficacia de las AgQNPs como agentes antibacterianos contra diferentes cepas bacterianas. Por
ejemplo, en un estudio realizado por Li et al., (2010), se encontré una CMI de 10 ppm para E.
coli mediante ensayos de dilucién en caldo. Del mismo modo, en un estudio llevado a cabo
por (Liao et al., 2019) se inform6 una CMI de 0.406-5.625 ppm y una CMB de 2.813-5.625
ppm para Pseudomonas aeruginosa utilizando la técnica de microdilucion, ademas, otros
investigadores han evaluado la actividad antibacteriana de las AgNPs en cepas clinicas de
importancia. Por ejemplo, en 2005 Cho et al., encontraron que la CMI de AgNPs para S. aureus
y E. coli fue de 5y 10 ppm, respectivamente. El resultado obtenido en el proyecto actual es
prometedor y demuestra la efectividad de las AgNPs sintetizadas, los resultados indican que
estas NPs exhiben actividad antimicrobiana a concentraciones méas bajas en comparacién con
otros estudios previos. Esto sugiere que las AgNPs desarrolladas en este proyecto podrian ser
mas potentes y eficientes en la inhibicidn del crecimiento bacteriano contra las cepas de E. coli
W-3110, S. aureus NA-0812 y Pseudomonas sp., principales bacterias identificadas en Ulceras

de pie diabético.

6.5.Evaluacion de actividad antibacteriana TBFB

Ademas de las AgNPs, se evalu6 el efecto antibacteriano del TBFB en este estudio,
observando que tiene un efecto antibacteriano a concentraciones del 1%, 2% y 3%. Estos
hallazgos son consistentes con los informes en la bibliografia que también destacan los efectos
antibacterianos del TBFB (Barillo et al., 2017). En la literatura, se ha investigado el uso del
TBFB como agente antimicrobiano y se ha encontrado que puede ejercer su accion
bacteriostatica o bactericida a través de la formacion de complejos quelatos que facilitan su
introduccion lipofilica en el interior de las bacterias (Astrid & Helmut, 2004). Esta propiedad
lipofilica le permite interactuar con los componentes celulares de las bacterias y afectar su
viabilidad y crecimiento. Es importante tener en cuenta que la actividad antibacteriana del
TBFB puede variar dependiendo del tipo de bacteria objetivo y su resistencia intrinseca.
Algunas bacterias pueden desarrollar resistencia mediante mecanismos como la expulsion
activa del compuesto o la modificacién de los sitios de unién (El-Shiekh et al., 2021). Ademas,
la eficacia del contra las bacterias pueden verse influenciada por la concentracion utilizada, el

tiempo de exposicion y las condiciones de cultivo.
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6.6.Produccion del compdsito en matriz polimérica de grenetina

6.6.1. Actividad antibacteriana de los compdsitos

Una vez realizado el compdsito en matriz de grenetina, se evalué su efecto
antibacteriano utilizando la prueba de difusion en disco. Los resultados obtenidos revelaron
que las formulaciones que combinaban TBFB y AgNPs mostraron un efecto antibacteriano
significativamente mayor en comparacion con los controles. Estos hallazgos respaldan la
sinergia entre ambos elementos al momento de ejercer su efecto antibacteriano, lo cual puede
atribuirse a los diferentes mecanismos de accion del tribromofenato y las NPs (Martinez-
Castafién et al., 2008). ElI TBFB puede afectar a los microorganismos a través de interferencias
con el metabolismo del hierro (Astrid & Helmut, 2004), mientras que las AgNPs pueden ejercer
su accion antibacteriana mediante diferentes mecanismos, como la generacién de especies
reactivas de oxigeno o la interaccion fisica con las membranas bacterianas (Tang & Zheng,
2018). La combinacién de ambos compuestos puede resultar en una mayor inhibicion del
crecimiento bacteriano y una mayor efectividad en el control de las infecciones. Ademas, el
uso de esta combinacion de compuestos puede ayudar a prevenir la generacion de resistencia
bacteriana. La resistencia a los agentes antimicrobianos es un problema grave en la salud
publica, y la utilizacién de combinaciones de compuestos con diferentes modos de accion
puede dificultar el desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos (Wei Zheng et
al., 2018). Al utilizar tanto el TBFB como las AgNPs en el compdésito, se puede abordar la

resistencia de manera mas efectiva y prolongar la eficacia antibacteriana.

6.6.2. Pruebas mecéanicas

6.6.2.1. Tensi6én al corte

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la resistencia a la
tension de corte entre las pruebas de los compadsitos y los grupos de control. Especificamente,
se observo que las muestras correspondientes a los compésitos integrados por Unicamente
TBFB al 1% y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% exhibieron los valores mas elevados de tension
al corte, lo cual indica una capacidad superior para soportar fuerza de tension mecénica. Estos
hallazgos respaldan la hip6tesis de que la incorporacion de AgNPs en el aposito puede mejorar

sus propiedades mecanicas y su capacidad para soportar tensién. Estos hallazgos son
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consistentes con estudios previos donde se han evaluado los efectos de las AgNPs en
compdsitos y como estas mejoran las propiedades mecdénicas. Por ejemplo, en un estudio se
encontré que los apdsitos impregnados con AgNPs mostraron una mayor capacidad para

soportar tension en comparacion con los apositos convencionales sin NPs (Chen et al., 2020).

6.6.2.2. Elongacion al corte

En este estudio se revelaron diferencias significativas entre los diferentes compositos y
como respondian a la elongacién al corte entre las diferentes pruebas y grupos de control.
Especificamente, se observé que los compositos (AgNPs 0.15 ppm) y AgNPs 0.15 ppm +
TBFB 3% mostraron una elongacion del 100%, lo cual indica una mayor capacidad de vy
deformacién en comparacion con los demas grupos evaluados. Ademas, los grupos de
(AgNPs 0.075 ppm) y AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% exhibieron una elongacion de
aproximadamente 75% y 80%, respectivamente, consistentes con otros estudios que han
investigado la influencia de las AgNPs y la combinacién con agentes adicionales en las
propiedades mecanicas de los apésitos. Por ejemplo, un estudio realizado por Chen et al.,
(2020) encontré que los apositos que contenian AgNPs presentaban una mayor elongaciéon en
comparacion con los apdsitos sin NPs. Esta propiedad puede ser beneficiosa en aplicaciones
clinicas donde se requiere una mayor flexibilidad y adaptabilidad del aposito, especialmente

en areas de movimiento o pliegues de la piel.

6.6.2.3. Médulo de Young

Durante la prueba de rigidez del texturémetro evaluada por el médulo de Young se vio
diferencias significativas ende los apésitos entre las distintas muestras y grupos de control.
Especificamente, se observé que los grupos de (AgNPs 0.075 ppm) y AgNPs 0.075 ppm +
TBFB 1% presentaron valores mas altos en el médulo de Young, con promedios de 27.53 y
36.01 Mpa, respectivamente. Estos valores indican una mayor rigidez y resistencia a la
deformacion de los apésitos en comparacion con las demas pruebas y controles evaluados,
ademas, los grupos de (TBFB 1%) y Control (AgNPs 0.15 ppm) también mostraron valores
relativamente altos, con promedios de 20.47 y 27.53 Mpa, respectivamente. Esto sugiere que

la presencia de AgNPs a concentraciones de 0.075 ppm, asi como la combinaciéon con el
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agente TBFB, pueden contribuir a una mayor rigidez de los apdsitos. Estos datos son
consistentes con otros estudios que han investigado la influencia de las AgNPs en las
propiedades mecanicas de los apésitos. Por ejemplo, un estudio realizado por Wei Zheng et
al., (2018) encontré que los apdsitos AgNPs una mayor rigidez en comparacién con los

apositos sin NPs.

6.6.3. Solubilidad

En el presente trabajo, se evaluaron los niveles de solubilidad de los apdsitos en
diferentes grupos de muestra. Los resultados mostraron que, en general, los apoésitos
presentaron una solubilidad promedio de alrededor del 34%. Sin embargo, se observaron
valores ligeramente mas altos de solubilidad en los grupos con la presencia de AgNPs a una
concentracion de 0.15 ppm, con promedios de aproximadamente 40.5%. Los grupos con
concentraciones de AgNPs de 0.075 ppm mostraron una solubilidad cercana al 33%. Estos
hallazgos sugieren que la presencia de AgNPs a ciertas concentraciones puede tener un ligero
efecto en la solubilidad de los apdsitos. En comparaciéon con los estudios previos, los
resultados del estudio actual difieren en cierta medida. Por ejemplo, el estudio realizado por
Wei Zheng et al., (2018) encontraron que a medida que aumentaba la concentracién de
AgNPs, la solubilidad de los apdésitos también aumentaba de manera significativa, ademas, en
el estudio actual se evalué el efecto de la combinacion de AgNPs con el agente TBFB en la

solubilidad de los apdsitos el cual no parecio6 influir significativamente en la solubilidad.

6.6.4. Permeabilidad de vapor de agua

Al comparar los valores de la prueba con los requerimientos de apdsitos para uso en
heridas, se puede observar que el blanco (Grenetina + glicerol) tiene una tasa de transmision
de agua relativamente baja, lo cual podria indicar una menor capacidad de transpiracion de la
piel y una mayor retencion de humedad. Por otro lado, los compésitos con TBFB y AgNPs
muestran tasas de transmision de agua mas altas, lo cual podria ser beneficioso para permitir
una mejor transpiracion de la piel y una regulacion adecuada de la humedad en la herida, esto
corresponde con la bibliografia donde se menciona que al agregar AgNPs a los diferentes films
estos aumentan su permeabilidad como lo es en el caso de Pereira et al., en 2023, donde

observan que el biofilm dopado con AgNPs presenta el valor mas alto de PVA.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Durante el transcurso del proyecto se confirmé ampliamente que se puede llevar a cabo
la sintesis de AgNPs utilizando el extracto acuoso de hojas de Piper auritum. Se encontr6 que
los rendimientos de reaccion dependen directamente de las variables evaluadas
(concentraciéon de AgNOs, volumen de extracto y pH), esto inferido por los espectros de
absorbancia UV-vis, incrementando 20 veces las UA, ademas que se determiné una

morfologia esférica y con tamafios entre 5 a 10 nm.

Por otro lado, se demostro la capacidad antibacteriana que tienen las AgNPs sintetizadas
por este método contra los microorganismos E. coli W-3110, Pseudomonas sp, S. aureus NA-
0812, determinando una CMI 'y CMB de 0.075 ppm para las primeras dos cepas y de 0.12 ppm

para la ultima.

Se demostré que, en conjunto, las AgNPs y el TBFB exhibian una mayor actividad
antibacteriana, pudiendo asi reducir la concentracion de las AgNPs en un 50 % de la
concentracion usada por si solas para inhibir a S. aureus NA-0812, la cepa que exhibié mayor

resistencia a los compuestos antimicrobianos evaluados.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los compdsitos de AgNPs junto
con el TBFB en matriz polimérica de grenetina, aumentan sus propiedades mecénicas, yendo
desde un valor de 59.57 % a un 100 % para el caso de porcentaje de elongacion y de 6.07
Mpa a 9.57 Mpa para el caso de tensién al corte. Ademas, se vio que la solubilidad de los
compositos se ve afectada por la adicion de AgNPs, aumentando ligeramente, mientras que
la combinacién con el agente TBFB no parece influir significativamente en este parametro.
Cabe destacar que, en general, los compdsitos presentaron una solubilidad relativamente baja.
La tasa de transferencia de vapor de agua también se vio afectada por las formulaciones,

siendo el valor mas alto obtenido de 28.52 g/m?s.

Estos estudios indican que los compdsitos de AgNPs adicionados con TBFB en matriz
polimérica de grenetina presentan propiedades prometedoras como materiales
antimicrobianos, pudiendo tener aplicaciones potenciales en el campo biomédico,
especificamente en el tratamiento de infecciones de Ulcera de pie diabético y heridas en
general. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para comprender mejor los

mecanismos de accién y optimizar las formulaciones de los compdésitos.
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ANEXO

ANEXO 1 Anélisis de varianza para los factores de concentracién de AgNOs (0.001 y 0.005
M), volumen de extracto (2.5y 5.0 mL) y pH (9, 11 y 12) teniendo como variable de respuesta la
longitud de onda.

Lnélisis de wvarianza para Longitud de onda, utilizando 5C ajustada para prucshas

Fuente GL 5C sec. C ajust. iC ajust. F
Ljuste de pH 2 3l.7222 3l.7222 15.8611 &3.44
Volumen de extracto 1 1.3811 1.3811 1.38l1l1 5.44
Concentracidon de AgHO3 1 0.02738 0.02738 0.02738 0.11
Lijuste de pH*VWolumen de extracto 2 3.3889 3.3889 1.6944 6.78
Ljuste de pH*Concentracidn de AgHO3 2 22.7222 22.7222 11.361l1 45.44
Volumen de extracto® 1 6.2500 6.2500 8.2500 25.00
Concentracion de AgHO3
Lijuste de pH*Volumen de extracto? 2 15.5000 15.5000 T.7500 31.00
Concentracidon de AgHO3
Error 24 &.0000 &.0000 0.2500
Total 35 8e6.9722
Fuente P
Ajuste de pH 0.000
Volumen de extracto 0.028
Concentracidon de AgHO3 0.742
Rjuste de pH*Wolumen de extracto 0.005
Ljuste de pH*Concentracion de AgHO3 0.000
Volumen de extracto? 0.000
Concentracidon de AgHO3
Rjuste de pH*Volumen de extractol 0.000
Concentracion de AgHO3
Error
Total

5 =10.5 R-cuad. = 93.10% R-cuad. {ajustadc) =

o

9.94%
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ANEXO 2 Analisis de varianza para los factores de concentracién de AgNOs; (0.001
y 0.005 M), Volumen de extracto (2.5y 5.0 mL) y pH (9, 11y 12) teniendo como variable

de respuesta la absorbancia

knalisis de wvarianza para Absorbancia, utilizando 5C ajustada para prusbas

Fuente GL 5C sec. 5C ajust. MC ajust.
Ljuste de pH 2 17.7164 17.7164 8.8582
Volumen de extracto 1 0.4034 0.4034 0.4034
Concentracion ds AgNO3 1l 15.5144 15.5144 15.5144
Ljuste de pH*Wolumen de eXtracto 2 0.1e70 0.1e70 0.0835
Ljuste de pH*Concentracidon ds RAgNO3 2 5.6412 S5.6412 2.8206
Volumen de extracto® 1 0.1937 0.1937 0.1937
Concentracion de AgNO3
Ljuste de pH*Volumen de extracto® 2 0.5808 0.5808 0.2904
Concentracion de IgNO3
Error 24 0.0027 0.0027 0.0001
Total 35 40.2197
Fuente F FE
Lijuste de pH 77514.71 0,000
Volumen de extracto 3530.32 0.000
Concentracion de AgNO3 135760.50 0.000
Ljuste de pH*VWolumen de extracto T30.8 0.000
Ljuste de pH*Concentracion de RAgNO3 24631.88 0.000
Volumen de extracto® 16595.40 0.000
Concentracion de AgNO3
Ajuste de pHYVolumen de extractoV 2540.59% 0,000
Concentracion de IAgNO3
Error
Total
5 = 0.0106901 B-cuad. = 9%.99% B-cuad. {ajustado) = 99.99%
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ANEXO 3 Tabla de datos de pruebas mecanicas.

Tensién al

corte Distancia Elongacion | Modulo de Young
Prueba (Mpa) (mm) al corte (%) (Mpa)
Blanco (Grenetina + glicerol) 1 6.7 35.33 58.9 18.12
Blanco (Grenetina + glicerol) 2 75 34.61 57.7 37.50
Blanco (Grenetina + glicerol) 3 7.2 37.28 62.1 36.35
Control (TBFB 1%) 1 9.0 43.91 73.2 23.75
Control (TBFB 1%) 2 8.1 42.74 71.2 10.31
Control (TBFB 1%) 3 8.6 41.59 69.3 27.34
Control (TBFB 3%) 1 7.4 42 70.0 15.24
Control (TBFB 3%) 2 7.5 41.89 69.8 22.44
Control (TBFB 3%) 3 7.4 42 70.0 15.24
Control (AgNPs 0.15 ppm) 1 6.3 60 100.0 14.79
Control (AgNPs 0.15 ppm) 2 5.9 60 100.0 12.12
Control (AgNPs 0.15 ppm) 3 6.0 60 100.0 17.78
Control (AgNPs 0.075 ppm) 1 8.2 43.71 72.9 39.10
Control (AgNPs 0.075 ppm) 2 7.0 45.32 75.5 28.93
Control (AgNPs 0.075 ppm) 3 7.0 31.61 52.7 14.58
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 1 7.1 60 100.0 25.51
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 2 8.3 60 100.0 20.62
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 3 7.7 60 100.0 19.02
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 1 7.1 60 100.0 25.51
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 2 6.1 60 100.0 15.78
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 3 5.9 60 100.0 17.53
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 1 8.5 60 100.0 24.14
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 2 8.6 60 100.0 27.83
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 3 8.0 60 100.0 21.65
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 1 9.1 46.62 77.7 30.51
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 2 9.4 49.02 81.7 38.93
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 3 10.2 43.91 73.2 38.59
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ANEXO 4 ANOVA unidireccional: Tensidn al corte (Mpa) vs. Prueba

Fuente GL SC MC F P
Prueba 8 28.663 3.583 15.33 0.000
Error 18 4.207 0.234

Total 26 32.870

S =0.4834 R-cuad.=87.20% R-cuad.(ajustado) =81.51%

ANEXO 5 ANOVA unidireccional: Elongacién al corte (%) vs. Prueba

Fuente GL SC MC F P
Prueba 8 6896.5 862.1 42.35 0.000
Error 18 366.4 20.4

Total 26 7262.9

S=4512 R-cuad. =94.95% R-cuad.(ajustado) =92.71%

ANEXO 6 ANOVA unidireccional: médulo de Young (Mpa) vs. Prueba

Fuente GL SC MC F P
Prueba 8 300570 37571 2.73 0.037
Error 18 248111 13784

Total 26 548680

S=117.4 R-cuad. =54.78% R-cuad.(ajustado) = 34.68

ANEXO 7 ANOVA unidireccional: Solubilidad (%) vs. Prueba

Fuente GL sC MC F P
Prueba 8 196.723 24.590 61.65 0.000
Error 18 7.180 0.399

Total 26 203.903

S=0.6316 R-cuad.=96.48% R-cuad.(ajustado)=94.91%
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ANEXO 8 Tabla de datos experimentales de prueba de solubilidad.

Peso Final | Diferencia Porcentaje
Prueba Peso Inicial (g) (9) (9) (%)
Blanco (Grenetina + glicerol) 1 0.023 0.015 0.008 34.8
Blanco (Grenetina + glicerol) 2 0.0268 0.0176 0.0092 34.3
Blanco (Grenetina + glicerol) 3 0.0232 0.0152 0.008 34.5
Control (TBFB 1%) 1 0.0677 0.0452 0.0225 33.2
Control (TBFB 1%) 2 0.0692 0.0464 0.0228 32.9
Control (TBFB 1%) 3 0.0582 0.0396 0.0186 32.0
Control (TBFB 3%) 1 0.0698 0.048 0.0218 31.2
Control (TBFB 3%) 2 0.07 0.048 0.022 314
Control (TBFB 3%) 3 0.072 0.0489 0.0231 32.1
Control (AgNPs 0.15 ppm) 1 0.0622 0.037 0.0252 40.5
Control (AgNPs 0.15 ppm) 2 0.0575 0.0347 0.0228 39.7
Control (AgNPs 0.15 ppm) 3 0.0677 0.041 0.0267 39.4
Control (AgNPs 0.075 ppm) 1 0.0614 0.0411 0.0203 33.1
Control (AgNPs 0.075 ppm) 2 0.0656 0.0444 0.0212 32.3
Control (AgNPs 0.075 ppm) 3 0.0542 0.0364 0.0178 32.8
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 2 0.0784 0.0506 0.0278 355
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 3% 3 0.0714 0.0472 0.0242 33.9
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 1 0.0679 0.0429 0.025 36.8
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 2 0.0623 0.0386 0.0237 38.0
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 3% 3 0.064 0.0397 0.0243 38.0
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 1 0.0719 0.0457 0.0262 36.4
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 2 0.0803 0.0523 0.028 34.9
AgNPs 0.15 ppm + TBFB 1% 3 0.0748 0.048 0.0268 35.8
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 1 0.0575 0.0396 0.0179 31.1
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 2 0.0583 0.0396 0.0187 32.1
AgNPs 0.075 ppm + TBFB 1% 3 0.0575 0.04 0.0175 30.4
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ANEXO 9 Promedios de valores de absorcion de humedad durante prueba de

permeabilidad de vapor ambiental.

Prueba/hora 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Blanco (Grenetina +
glicerol) 0.045 | 0.075|0.105 | 0.131 | 0.155 [ 0.176 | 0.198 | 0.222 | 0.240 | 0.262 | 0.283 | 0.304
Control (TBFB 1%) | 0.051 | 0.084 | 0.115| 0.143 | 0.167 | 0.191 | 0.213 | 0.238 | 0.259 | 0.284 | 0.305 | 0.328
Control (TBFB 3%) | 0.041 | 0.070 | 0.097 | 0.121 | 0.141 | 0.161 | 0.182 | 0.203 | 0.222 | 0.244 | 0.265 | 0.286
Control (AgNPs 0.15
ppm) 0.060 | 0.099 |0.139 | 0.176 | 0.209 | 0.243 | 0.276 | 0.310 | 0.340 | 0.375 | 0.407 | 0.441
Control (AgNPs
0.075 ppm) 0.049 | 0.079 |0.107 | 0.133 | 0.157 [ 0.180 | 0.203 | 0.224 | 0.242 | 0.266 | 0.287 | 0.310
AgNPs 0.15 ppm +
TBFB 3% 0.063 | 0.107 | 0.148 | 0.187 | 0.224 | 0.262 | 0.298 | 0.336 | 0.368 | 0.410 | 0.441 | 0.480
AgNPs 0.075 ppm +
TBFB 3% 0.064 | 0.111 | 0.156 | 0.199 | 0.242 | 0.284 | 0.323 | 0.366 | 0.402 | 0.449 | 0.486 | 0.527
AgNPs 0.15 ppm +
TBFB 1% 0.050 | 0.091 | 0.134 | 0.172 | 0.208 | 0.245|0.279 | 0.317 | 0.349 | 0.390 | 0.422 | 0.459
AgNPs 0.075 ppm +
TBFB 1% 0.050 | 0.091 |0.134 | 0.172 | 0.208 | 0.245]0.279 |1 0.317 | 0.349 | 0.390 | 0.422 | 0.459
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ANEXO 10 Célculo de concentracion teérica AgNPs directas de reaccién.

N wpD? N c_ Nr
~6M 1 NVNy
Donde:

m=3.1416 Pi
p=10.5 g/cm3 Densidad de la plata
D3=5x107cm Diametro promedio de la NP
M=107.868 g Masa atémica plata
Na= 6.023 X 1023 Numero de Avogadro
Nt =0.005 X 6.023 X 102 NUmero total de atomos agregados como AgNOs
N=3837.25 Numero de atomos por NPs calculado
V=0.942 L Volumen de reaccién
NA= 6.023 X 102 Numero de Avogadro
C=0.00000138325 M = 1383 nM Concentracion de AgNPs
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