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Capitulo 1. Problematica

1.1 Planteamiento del Problema

Debido al incremento de la poblacion mundial se ha demandado una mayor
expansion de la industria alimenticia, A su vez, se ha aumentado la generacion
de residuos organicos de origen doméstico, agricola y principalmente industrial.
Tan solo en México el Sistema Nacional de Informacién Estadistica y Geografica
(SNIEG) reporté para finales del 2016 el 90.2% de los municipios y delegaciones
contaron con recoleccidon y disposicion final de residuos. Durante el 2016 la
cantidad promedio diaria de residuos sdélidos recolectada a nivel nacional fue de
104 mil 735 toneladas. El cultivo de citricos es una actividad importante del sector

agricola de muchos paises.

Tan solo estas ocupan un lugar de suma importancia en la alimentacion
basica en el mundo teniendo una produccion estimada de 400 mil toneladas de
mandarina, 6.7 toneladas de toronja y 975 mil toneladas de limén para el 2019/20
(USDA, 2019). De acuerdo al Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP) tan solo en Nuevo Ledn en 2019 se produjeron un total de
364948, 4142, 49678.30 y 33871.16 toneladas de naranja, limén, mandarina y
toronja respectivamente (anuario estadistico de la produccién agricola, 2019),

ocupando el tercer lugar a nivel nacional en la produccion de naranjas.

El procesamiento de naranjas genera grandes cantidades de residuos, que
ascienden aproximadamente a 8-20 millones de toneladas por afio en todo el

mundo. Procesar una tonelada de naranjas puede producir 0.5-0.6 toneladas de
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residuos solidos de citricos, 0-9% de una tonelada de semillas, 60-75% de una
tonelada de cascaras, 23-33% de una tonelada de residuos de membrana
(Rosas-Mendoza et al., 2020). Los flavonoides se encuentran comunmente en
frutas y verduras; Por lo cual son de gran importancia ya que tienen diversos usos
como antioxidantes naturales, eliminadores de radicales libres y también pueden
quelar metales prooxidantes, lo cual quiere decir que estos compuestos forman
complejos con iones de diversos metales; reduciendo asi su capacidad para
producir radicales libres. Gran parte de los flavonoides de los citricos son
flavanonas unidas como glucésidos. En la cascara de naranja y mandarina
predomina la hesperidina, para la toronja sobresale la naringina y narirutina. Por
ultimo, la eriocitrina y la hesperidina sobresalen en el limoén y la lima (Montanari

et al., 1998).

Con el fin de reducir los problemas de la disposicion final de residuos
organicos y la incidencia en la resistencia microbiana contra los antibiéticos, ha
aumentado el interés en descubrir nuevas estrategias alternativas para disefiary
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos. Por lo cual una de las soluciones a
este problema son las propiedades que poseen las particulas a escala nano, el
término nano proviene de la palabra griega que significa “enano”. Cuando utiliza
como prefijo indica una medida de 10~°m, por lo que un nanémetro (nm) es una
mil millonésima parte de un metro. Entonces una nanoparticula es una particula

microscoépica con al menos una dimension menor a 100 nm (Thakkar et al., 2010).

La nanotecnologia cuenta con una gran cantidad de metodologias de

sintesis y disefios para desarrollar agentes antimicrobianos para combatir el
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problema de la resistencia antimicrobiana. Diversas investigaciones han
demostrado que las nanoparticulas compuestas de diferentes metales nobles se
pueden utilizar para matar cepas bacterianas tanto resistentes como no

resistentes.

La sintesis de nanoparticulas metalicas utilizando extractos naturales
basados en plantas ha crecido considerablemente, debido a que no tienen
efectos nocivos y se puede obtener un producto de valor por medio de restos de
frutas, verduras, plantas que no se utilizan en la industria alimenticia. Por lo cual
ya se han realizado investigaciones sobre la sintesis y formacién de
nanoparticulas de plata (AgNPs) por diferentes tipos de agentes reductores tales
como: Acacia rigidula (Escarcega-Gonzalez et al., 2018), Aloe vera (Chandran et
al., 2006), limoén (Najimu et al., 2014), y también nanoparticulas bimetalicas de
oro-paladio con cascara de naranja (Wicaksono et al., 2020), entre otras. En este
contexto, la estructura que posee la caolinita proporciona grandes ventajas en
muchos procesos gracias a su alta estabilidad quimica (Suraj et al., 1998) y bajo
coeficiente de expansion (Mitchell, 1993), por lo que la utilizacion de arcillas
naturales como la caolinita para la produccion de AgNPs imparten mejores

propiedades antimicrobianas a los compuestos resultantes.

Las NPs producidas mediante el método de reducciéon fotoinducida,
presentan mayores propiedades antimicrobianas en comparacion a otras
metodologias que incorporan NPs preparadas por reduccion con NaBH4 (Nasr et
al., 2019). Al respecto, la combinacién de dos sales metalicas para producir

nanoparticulas bimetalicas presenta mejores propiedades (Rosbero y Camacho,
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2017); por lo cual en este proyecto se busca combinar las propiedades
antibacterianas, antifungicas, antivirales, antiparasitarias y anticancerosas de las
CuNPs (Ingle et al., 2013). Ademas, sumadas con las propiedades de las AgNPs
que van desde actividades antibacterianas, antifungicas, antivirales,
antiinflamatorias, antiangiogénicos hasta actividades anticancerigenas (Zhang et
al., 2016). Por este motivo, como en el estudio realizado por Nazeruddin et al.,
2014, se confirman que las de Ag-CuNPs tienen una capacidad antibacteriana
eficiente, por lo tanto, tienen un alto potencial para la fabricacién de agentes

antimicrobianos.

1.2 Aportacioén Cientifica

Aprovechamiento de residuos organicos citricos para la sintesis de
nanoparticulas bimetdlicas dispersadas sobre caolin con actividad

antimicrobiana.

1.3 Hipotesis

El aprovechamiento de los residuos organicos citricos permitira obtener
nanoparticulas bimetalicas y su dispersion en caolin para el uso de aplicaciones

antimicrobianas.
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1.4 Objetivos de la investigaciéon

1.4.1 Objetivo general

Aprovechar diversos residuos organicos citricos para sintetizar
nanoparticulas bimetalicas dispersadas en caolin con aplicaciones

antimicrobianas.

1.4.2 Objetivos especificos

Obtencién de extractos a partir de diversos residuos organicos citricos
utilizando solventes ecoldgicos (0 no toxicos).

e Sintetizar nanoparticulas bimetalicas a partir de los extractos obtenidos de los
residuos organicos citricos.

¢ Dispersar las nanoparticulas bimetalicas sintetizadas sobre caolin.

e Caracterizar las nanoparticulas metalicas obtenidas mediante Técnicas

como: Espectroscopia UV-Vis, Microscopia TEM (HRTEM, SAED) y XRD.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas sintetizadas.

1.5 Metas

e Aprovechar residuos organicos citricos para revalorizarlos y caolin para

obtener nanoparticulas bimetalicas con actividad antimicrobiana eficiente.

e Obtener el titulo de Maestria en Ciencias con Orientacion en Procesos

Sustentables.

e Asistir a un congreso Nacional para la divulgacién de los resultados.
14



e Realizar una estancia nacional o extranjera en una institucion de prestigio.

e Escribir por lo menos un articulo cientifico para su publicacién en una revista

indexada en JCR.

1.6 Delimitacion de la investigacion

Para llevar a cabo esta investigacion es primordial establecer algunas
limitaciones para llevar a cabo este estudio, tales como la hora, el lugar y la fecha,

estos detalles seran descritos a continuacion.

1.6.1 Delimitacién espacial

Este proyecto se va a realizar en el Centro de Investigacion de Biotecnologia
y Nanotecnologia y en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Quimicas, ambos pertenecientes a la Universidad Auténoma de Nuevo

Leodn.

1.6.2 Delimitacion temporal

Se estima que el proyecto de investigacion se realice en dos anos, es decir

la duracion de la maestria en ciencias con orientacion en procesos sustentables.

1.6.3 Delimitacion del contenido

El proyecto se va a basar mediante estudios sobre la Citrus sinensis, Citrus
aurantifolia 'y Citrus paradisi y sus propiedades reductoras en la cascara, asi
como el método mas verde para la sintesis de nanoparticulas de plata y cobre.

Se utilizara como fuente de consulta la biblioteca de la Facultad de Ciencias
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Quimicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn e informacion expuesta

en diversos articulos cientificos en internet.

e Campo: Ciencias
e Area: Procesos sustentables
e Aspecto: Elaboracién e implementacion en inhibiciéon microbiana de S.

aureus resistente a diversos medicamentos.

2 Capitulo 2. Marcos de referencia

2.1 Antecedentes

2.1.1 Residuos organicos en el mundo

Cerca del 50% de los residuos organicos que consisten en frutas, cascaras
y semillas son descartados por las industrias por lo cual se buscan tecnologias
eficaces para mejorar el valor de estos subproductos, que hasta ahora se han
tratado en su mayoria como residuos, son de importancia directa y significativa

para todos los paises y regiones productores (Meneguzzo et al, 2019).

El cultivo de citricos es una actividad importante en los sectores agricolas
de muchos paises. Se consumen mas frutas citricas que cualquier otra fruta en
todo el mundo y su produccion global en 2017-18 fue de aproximadamente 92
millones de toneladas. Las naranjas representaron el 52% de esta produccion,
seguidas de las mandarinas con un 33%, los limones con 8% y las toronjas con
un restante del 7%. Del procesamiento de naranja se obtienen diversos

productos, el procesamiento de una tonelada de naranjas puede producir 90 kg
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de jugo a 65 °Bx y 5,35 kg de aceite esencial contenido dentro de las cascaras.
Este procesamiento de citricos genera grandes cantidades de residuos, que
ascienden de 8 a 20 millones de toneladas por afo en todo el mundo. Procesar
una tonelada de naranjas puede producir 0.5-0.6 toneladas de residuos sélidos
de citricos, 0-9% de una tonelada de semillas, 60-75% de una tonelada de
cascaras. Las grandes cantidades de residuos del procesamiento de citricos que
se generan y sus caracteristicas peculiares crean limitaciones considerables para
su manejo debido tanto a factores econdmicos como ambientales. (Rosas-

Mendoza et al., 2020).

2.1.2 Aprovechamiento de los residuos organicos

Este estudio, Kalemelawa et al., 2012, Se encontré que la descomposicion
de la cascara de platano y la mineralizacion de nutrientes fueron mas rapidas y
elevadas en condiciones aerobias e inoculadas en comparacion con las
condiciones de composicion anaerobicas y no inoculadas. El alto contenido de
potasio y nitrégeno en las compostas presentd un alto potencial para que la

composta de cascara de platano se utilice como fuente de nutrientes de Ky N.

Dhanya et al., 2020; hablé sobre la dependencia de los combustibles
fésiles como el petréleo, el carbdn y el gas natural estd aumentando de forma
alarmante, lo que provoca que dichos recursos estén en un modo de agotamiento
y se demande un nuevo enfoque sostenible para la produccion de bioenergia. La
produccion de bioenergia a partir de residuos organicos esta asociada con la

mitigacion de la generacion de residuos y su vertido en el suelo, reduciendo
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particularmente todos los peligros y negatividades en todos los sectores durante
la eliminacién de residuos. Por lo tanto, la gestion de residuos es esencial v,
teniendo en cuenta su importancia de minimizar el problema y la amenaza de los
residuos, se recomienda utilizar una estrategia altamente efectiva de conversion
de residuos organicos, como por ejemplo en el aprovechamiento de ellos para la

obtencion de beneficios en el area biomédica y ambiental.

Siles et al., 2016, encontraron que la cascara de naranja residual (CNR)
se valorizé con éxito mediante la combustidon. Se obtuvo un alto rendimiento de
metano renovable y una enmienda organica mediante la biometanizacion
termofilica de la CNR tras la eliminacién de valiosos aceites esenciales de la piel.
También se demostrd que el co-compostaje de la CNR combinado en diferentes
proporciones (17-83%) con la fraccion organica de residuos soélidos urbanos es
adecuado. Ademas, se observo una reduccion del 37% en la generaciéon de
olores en el co-compostaje de la CNR en comparacion con el compostaje unico

de la fraccion organica de residuos solidos urbanos.

Al respecto, Arun et al., 2017, fermentaron residuos de frutas (6 gramos
de pifa: 4 gramos de cascaras de citricos, 20 minutos con ultrasonidos), melaza
y agua para producir una solucién de enzima de basura. Encontraron que la
enzima de basura obtenida tiene una mayor actividad enzimatica hidrolitica y se
puede utilizar para solubilizar los residuos de lodos activados y que a su vez se
utiliza para producir una energia sostenible a través del proceso de digestion

anaerobica.
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2.1.3 Flavonoides presentes en los extractos citricolas

Al respecto Londofo-Londofio et al.,, 2010; obtuvieron fracciones de
flavonoides a partir de cascaras de citricos (lima, naranja y mandarina) utilizando
un método de extraccion asistida por ultrasonido acuoso optimizado con alto
rendimiento. La composicion de las fracciones de flavonoides se establecio
mediante la cromatografia liquida/espectrometria de masas. Ademas, se utilizd
el ensayo de sustancias reactivas con acido tiobarbiturico en la cual demostro
que todas las fracciones de flavonoides eran capaces de inhibir la oxidacion de

lipoproteinas de baja densidad inducida por cobre o peroxinitrito.

Anagnostopoulou et al., 2005; analizé las diversas fracciones de piel de
naranja dulce mostrando flavanonas y flavonas O-glicosiladas, flavonas C-
glicosiladas, flavonas polimetoxiladas, flavonoles, acidos fendlicos y sus
derivados. Las fracciones metanolicas de cascara de naranja dulce exhibieron
una actividad antioxidante significativa. Particularmente, la fraccion de acetato
de etilo mostré la mejor actividad antioxidante, que se debe a flavonas C-
glicosiladas, flavonas O-glicosiladas, flavonas polimetoxiladas, flavanonas O-
glicosiladas y ésteres de acidos fendlicos. Y puede utilizarse como aditivo
alimentario de origen natural o suplemento farmacéutico utilizando como fuente

de cascara los subproductos de la industria del jugo de naranja.
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2.1.4 Importancia de uso de nanoparticulas metalicas

Los materiales nanométricos (1 - 100 nm) tienen una gran mejora en las
sus propiedades (fisicas y estructurales) en comparacion con el material a granel.

Estas diferencias se basan en su relacién area-volumen.

La nanotecnologia abre un nuevo catalogo de nanomateriales con
propiedades Unicas con nuevas aplicaciones y oportunidades de investigacion.
Por ende, las nanoparticulas de plata han recibido un gran interés por parte de
los investigadores ya que cuentan con una extraordinaria defensa contra una
amplia gama de microorganismos y también debido al aumento en la resistencia

a los medicamentos contra los antibiéticos (Sharma et al., 2009).

Las caracteristicas de las AgNPs se han aprovechado en diversos
campos, como la biomedicina (Chaloupka et al., 2010), la administracion de
farmacos (Prow et al., 2011), el tratamiento de aguas (Dankovich, T. A.; Gray, D.
G, 2011), la agricultura (Nair et al., 2010), entre otros. Las AgNps se han utilizado
tanto en tintas, adhesivos, dispositivos electronicos, pastas, etc. debido a su alta

conductividad (Park et al., 2008).

Las AgNPs se han sintetizado mediante técnicas fisicoquimicas como la
reduccion quimica (Khan et al., 2011), la radiacién de rayos gamma (Chen et al.,
2007), la microemulsion (Zhang et al., 2006), el método electroquimico (Reicha
et al., 2012), la ablacién con laser (Abid et al., 2002), autoclave (Yang, J.; Pan,
J., 2012), el microondas (Khan et al., 2011) y reduccion fotoquimica (Alarcon et

al., 2012).
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Estan surgiendo nuevas metodologias verdes que son una alternativa
rentable y energéticamente mas eficiente que los métodos convencionales. Se
han utilizado para la sintesis microorganismos (Sharma et al., 2009), extractos
de plantas (Song, J. Y.; Kim, B. S., 2009) y polimeros naturales (Huang, H.; Yang,

X. 2004) como agentes reductores y protectores.

2.1.5 Sintesis de nanoparticulas metalicas por medio extractos organicos

En el estudio de Chandran et al., 2006, se realiz6 la sintesis de nano-
triangulos de oro y AgNPs por medio del extracto de la hoja de Aloe vera, los
resultados de la microscopia electronica de transmisiéon (TEM) indican que el
tamano los nano-triangulos de oro varia de 50 a 350 nm y para las AgNPs 15.2

nm + 4.2 nm.

En este estudio de Escarcega-Gonzalez et al., 2018, se sintetizaron
AgNPs a partir de extracto de la planta Acacia rigidula ademas se prob¢ la
actividad antimicrobiana de las AgNPs en un modelo in vivo contra 3 cepas
bacterianas (E. coli ATCC-11229, Pseudomona aeruginosa ATCC-27853 y
Pseudomona aeruginosa resistente a farmacos obtenida del Hospital San José
en Monterrey, Nuevo Leon, México). Con la caracterizacion de las AgNPs se
determiné que el tamano de estas fue de diametro que varia de 8 a 66 nm con

una media de 22,46 nm y una desviacion estandar de 10,83 nm.

En otro estudio, Siddiqi et al., 2016, se realizaron sintesis nanoparticulas
de paladio y platino a partir de extractos de hierbas, algas y hongos

(Catharanthus roseus, Hippophae rhamnoides, Sargassum bovinum, Cacumen
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platycladi, Euphorbia condylocarpa, Salvadora pérsica, C. zeylanicum, C. longa,
G. jasminoides, G. max, P. glutinosa, Arabidopsis, A. latifolia, Moringa oleifera,
Euphorbia granulate y Prunus x yedoensis) con las que se obtuvieron diferentes

tamanos y estructuras.

2.1.6 Sintesis de nanoparticulas metalicas por medio extractos citricolas

Existe una creciente demanda comercial de nanoparticulas debido a su
amplia aplicabilidad en diversas areas. Por lo cual en el estudio de Najimu et al.,
2014, utilizaron cascara de limoén para la sintesis de AgNPs y ademas se probo
su efecto en la actividad antidermatofitica en escamas de piel de pacientes con
sospecha de dermatofitosis. Con el analisis FESEM se encontré que el tamafio

de las AgNPs ronda entre 17,3 y 61,2 nm con forma esférica.

Shende et al., 2015; presentd6 un método ecoldgico para la sintesis de
nanoparticulas de cobre (CuNPs) la cual utilizé jugo de limoén (Citrus medica
Linn.). La caracterizacion dio como resultado que las CuNPs tenian un tamafo
de 10 a 60 nm con una concentracion de 2.18x108 particulas por ml. Ademas, se
realizaron pruebas de actividad antimicrobiana de las CuNPs en el cual se
determiné la sensibilidad de las bacterias mediante el método de difusion en disco
de Kirby-Bauer contra algunas especies seleccionadas de bacterias y hongos
fitopatdogenos. Se informo que las CuNPs sintetizadas demostraron una actividad
inhibidora significativa contra Escherichia coli seguida de Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Propionibacterium acnesy Salmonella typhi. Entre los
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hongos fitopatdégenos probados, Fusarium culmorum resulté ser el mas sensible,

seguido de F. oxysporumy F. graminearum.

Este estudio Castro et al., 2013; reporté la sintesis de diferentes
nanoparticulas metalicas (oro, plata y platino) mediante de la reduccién de
precursores metalicos por el extracto de piel de naranja. También demuestra que
el tamarfo y la forma de las particulas se pueden controlar mediante parametros
variables como el pH. Las nanoparticulas se caracterizaron mediante la
espectroscopia de absorcion UV-Vis y microscopia electronica de transmision

(TEM).

A mediados de afio, Wicaksono et al., 2020; sintetizaron nanoparticulas de
nucleo y capa de oro-paladio (Au-PdNPs) en la cual utilizaron HAuCls y H2PdCl4
como precursores, mientras que se utilizé extracto de piel de naranja como
agente reductor y estabilizador. Se caracterizaron mediante TEM y se observo
una estructura nucleo-capa de las Au-PdNPs con un diametro de nucleo

promedio de 40 nm y un espesor de capa promedio de 7 nm.

Al respecto Alzahrani, et al., 2015; sintetizo AgNPs utilizando el extracto
acuoso de cascara de mandarina en diferentes proporciones (2:1, 1:1, 1:2). Los
AgNPs se caracterizacion y se determiné que el diametro promedio de las
nanoparticulas fue de 30.29 + 5.1 nm, 16.68 + 5.7 nm y 25.85 + 8.4 nm,
respectivamente. Posteriormente fueron evaluados como catalizadores para la
degradacion del tinte naranja de metilo, y los resultados confirmaron que las

AgNPs pueden acelerar la degradacion de este.
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En un estudio, Judy Azar et al., 2013; se presenta un enfoque de quimica
verde para la sintesis y formacion de AgNPs mediante el uso de extracto de
cascara de mandarina. Este método es eficiente, simple y limpio. Con los
resultados de la caracterizacion de las AgNPs se determind que tamafo estaba

en el rango de 5y 20 nm.

En este estudio, Jalani et al., 2018; se utilizé el extracto de cascara de
toronja para sintetizar AgNPs. La mayoria de los AgNPs sintetizados se
observaron en forma esférica que variaba entre 20 y 30 nm bajo el microscopio

electrénico de barrido.

A principios de este afo, en el estudio de Faghihi et al., 2020, se evalud la
formacion de AgNPs a diferentes temperaturas y concentraciones de AgNOas. Las
AgNPs se sintetizaron con éxito mediante la cascara de toronja a través de una
ruta simple y ecoldgica. El tamarfio de la nanoparticula se determiné que ronda
de 5-65 nm. Ademas, se realizaron pruebas de efecto antifungico en un cultivo
de Botrytis cinerea in vitro. Los resultados indicaron que las AgNPs redujeron el

crecimiento de este.

2.1.7 Aplicaciones de nanoparticulas metalicas

En las ultimas décadas, las nanoparticulas metalicas con un tamafio
menor a 100 nm de diametro han tenido un impacto fundamental en diversas
aplicaciones como agentes antimicrobianos, revestimientos de dispositivos
biomédicos, portadores de administraciéon de farmacos, sondas de imagen,

plataformas de diagndstico y optoelectronicas. (Lee et al., 2019).
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Basavegowda et al., 2020; presentdé que las NPs monometalicas en
comparacion con las NPs bimetalicas y trimetalicas han atraido una inmensa
atencion debido a su diversa forma, tamafio, alta relacién superficie/volumen,
estabilidad quimicalfisica, actividad y mayor grado de selectividad. Las NPs de
metal y oxido de metal demostraron tener propiedades antimicrobianas y
antioxidantes muy potentes, junto con nanobiosensores para rastrear y
monitorear el estado de los alimentos. Ademas, se proporcionaron diferentes
métodos sintéticos y la importancia de las NPs bimetalicas y trimetalicas en

relaciéon con el envasado de alimentos para mejorar la vida util de los alimentos.

Siddiqi et al., 2020 revisaron diferentes especies de plantas para fabricar
nanoparticulas de cobre y 6xido de cobre (Cu/CuO-NPs), su aplicacién en
biomedicina, remediacion ambiental y practicas agricolas. Su amplia aplicacion
se debe a que estas NPs son muy estables; Por lo que se utilizan en la
degradacion de colorantes organicos como el azul de metileno y la reduccion de
compuestos organicos como los fenoles. Ademas, se utiliza como agente
antibacteriano, antioxidante y antifungico debido a su citotoxicidad. Asimismo, se
utilizan para determinar el crecimiento y la productividad de los cultivos agricolas.
Por ultimo, se realizé una comparacion del método tradicional/convencional de

fabricacion de NPs con los de los protocolos ecoldgicos.

Satyavani et al., 2011, encontr6 que las nanoparticulas de plata
sintetizadas a partir de células de callos de Citrullus colocynthis (L.) Schrad
generalmente tenian forma esférica con un tamano de 31 nm. Los resultados

muestran que las nanoparticulas de plata eliminarian por completo el uso de
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medicamentos costosos para el tratamiento del cancer de carcinoma

epidermoide de laringe humano (HEp -2).

2.1.8 Mecanismo de sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas metalicas por via verde se debe a la
utilizacién de extractos de hojas, cortezas, raices, tallos y frutos; que contienen
un gran numero de sustancias como carbohidratos, grasas, proteinas, enzimas y
coenzimas, fenoles, flavonoides, terpenoides, alcaloides, etc. que son capaces
de donar electrones para la reduccion de iones Ag* a Ag®. El agente reductor de

la Ag* varia segun el extracto utilizado (Jha et al., 2009).

2.1.9 Propiedades de las nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas son sensibles al ultravioleta-visible, eléctrica,
catalitica, propiedades térmicas y antibacterianas debido a los efectos cuanticos
y la gran relacion superficie-volumen, esta relacion varia dependiendo de la forma

y el tamafo de las nanoparticulas y la conductividad. (Wang 2000).

Las propiedades caracteristicas de las nanoparticulas metalicas son
modificadas por el cambio en el area superficial, que van desde los niveles de
energia, afinidad electrénica, transiciones electronicas, propiedades magnéticas,
temperatura de cambio de fase, punto de fusion y afinidad a polimeros, moléculas

biolégicas y organicas (Volokitin et al. 1996).
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2.1.10 Caracterizaciéon de nanoparticulas metalicas

A causa de la variacion de propiedades fisicas (tamafo y forma) y
quimicas (concentracién) que suele haber en las nanoparticulas metalicas por
sintesis verde, es necesario llevar a cabo diversas técnicas especificas que
faciliten la determinacion de estas caracteristicas. Las cuales se mencionan a
continuacién: Espectroscopia de absorcion UV-Vis para observar la presencia de
las NPs Metalicas, Espectroscopia Infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)
para observar grupos funcionales involucrados en la sintesis y estabilizacién de
las NPs-Metalicas, Técnica de Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y
Microscopia Electronica de Transmisién de Alta Resolucion (HRTEM) para
observar caracteristicas morfologicas y tamafo de dichas nanoparticulas

(Escarcega-Gonzalez et al., 2018).

2.1.11 Dispersion de nanoparticulas metalicas en caolin

Patakfalvi et al., 2004 prepararon nanoparticulas de plata sobre soportes
de caolinita desagregados con reduccion por NaBH4 y fotoquimica; En el cual se
comparo el efecto del contenido de plata y el método de reduccion sobre el
tamano de las AgNPs y la estructura del soporte. Se observd que en el
espaciamiento basal de la caolinita se encuentra la formacién de una fraccion de
nanoparticulas dentro del espacio entre capas. Las AgNPs formadas se
caracterizaron y se determiné que el tamafno de las AgNPs depende tanto del

contenido de plata como del método de reduccion. La fotorreduccion de la plata
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dio lugar a la formacion de AgNPs relativamente grandes con diametro de 8 a 14

nm.

Burridge et al., 2011 sintetizaron AQNPs en minerales de aluminosilicato,
caolinita y halloysita. Estos materiales tienen el potencial de ser afiadidos en
productos de consumo como papel, plasticos y pinturas, teniendo asi las
propiedades de las AgNPs. El mecanismo por el cual se sintetizaron las NPs no
afectd la forma en que se unieron a las arcillas. Las AgNPs unidas a las arcillas
impartieron propiedades antimicrobianas a los compuestos resultantes, y los que
incorporaron una carga de plata mas alta, en particular la caolinita y la haloisita.
Las NPs producidas mediante el método de reduccién fotoinducida, presentaron
mayores propiedades antimicrobianas en comparacion a otras metodologias que
incorporan NPs preparadas por reduccién con NaBHa4. La caracterizacion de las
AgNPs en los compuestos resultantes era mayoritariamente esférica en
morfologia, con un tamafno que iba desde 5 a 40 nm de diametro, dependiendo

el método de produccién de NPs.

2.2 Marco conceptual

2.2.1 Citrus sinensis

Anatémicamente, el fruto consta de dos regiones distintas (Fig. 1): el
pericarpio también llamado cascara, piel o corteza, y el endocarpio, o sacos de
pulpa y jugo. La piel consiste en una epidermis de cera epicuticular con

numerosas glandulas sebaceas aromaticas pequefas que le da su olor particular.
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La naranja contiene grandes cantidades de componentes, uno de ellos son
los compuestos flavonoides que le dan su potencial antioxidante, incluyendo las
actividades de quelacion de metales (Bombardelli y Morazzoni, 1993). Anteriores
investigaciones resaltan que los flavonoides tienen una alta capacidad para
inhibir el radical hidroxilo y donar atomos de hidréogeno (Cillard y Cillard, 1988;

Darmon et al., 1990).

Figura 1. Fruta Naranja tipo valencia

2.2.2 Flavonoides en la cascara de naranja valencia
Los flavonoides que se han investigado en la piel o cascara de la naranja
han sido identificados mediante un analisis cromatografico tipo HPLC y UV-vis de

onda variable, los cuales se muestran en la siguiente tabla los componentes mas

importantes (Manthey 1996).
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Tabla 1. Flavonoides identificados en la cascara de la naranja valencia

Flavonoide Férmula
Narirutina 4'-O-glucésido Cs33H42019
Eriocitrina C27H32015
Narirutina C27H32014
Hesperidina C28H34015
Rutindsido de isosakuranetina C28H34014
Sinensetina C20H2007

Fuente: Manthey 1996

2.2.3 Citrus aurantifolia

El limén mexicano (Citrus aurantifolia) es un fruto de un arbol de baja
estatura que ronda de 4 a 5 m de altura, que cuenta con flores de color blanco
de 1.5-2.5 cm de diametro. El limon (Fig. 2) es un fruto ovalado con un color verde
oscuro caracteristico este color se da al principio, pero conforme llega a su
madurez se torna de un color verde amarillento o amarillo. Este fruto mide
aproximadamente de 3-5 cm de diametro y su cascara es muy fina y se rompe
con facilidad. En su interior contiene una pulpa verdosa, jugosa, muy acida.
Semillas pequenas y ovaladas, sus semillas son altamente poliembridnicas

(generan 2 o mas plantas por semilla) (Sanchez (2004)).

En una investigacion realizada por Boshtam y colaboradores en el 2011
se encontré que en cascara y el jugo fresco del limoén (Citrus aurantifolia) tienen

diferentes efectos sobre la oxidacion de lipoproteina de baja densidad (LDL). En
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otra investigacion se identificaron 60 compuestos volatiles del aceite esencial de
limon (Citrus aurantifolia) este estudio también exploré los efectos protectores de
este aceite contra la induccién de lipidos en el cual grupos de ratas recibieron
aceite esencial de limoén en sus dietas. Ocho semanas después, se encontrd que
la ingesta de este aceite mejoro el colesterol total sérico, triglicéridos, colesterol
de lipoproteinas de baja densidad, alanina aminotransferasa y niveles de

aspartato transaminasa en las ratas hiperlipidémicas (Lin et al., 2019).

y

Figura 2. Fruta Limon tipo mexicano

2.2.4 Flavonoides en la cascara del limén mexicano

Se realiz6 la identificacion de 8 flavanonas y 9 flavonas/flavonoides en 42
especies diferentes de limones, tan solo 11 tipos de flavonoides estan contenidos

en la cascara del limén mexicano, la determinacién de los flavonoides se realizd
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por medio de un analisis HPLC, los cuales se pueden visualizar en la siguiente

tabla.

Tabla 2. Flavonoides identificados en la cascara de limén mexicano

Flavonoide Férmula

Eriocitrina C27H32015
Narirutina Ca27H32014
Hesperidina C28H34015
Neohesperidina Ca28H34015
Neoponcirina C28H34014
Poncirina C28H34014
Isorhoifolina C27H30014
Diosmina Ca28H32015
Neodiosmina C28H32015
Nobiletina C21H220s

Tangeretina C20H2007

Fuente: Nogata 2006

2.2.5 Citrus paradisi

La toronja sangria (Citrus paradisi) es un fruto de un arbol pequeno que
alcanza de 4.5 a 6 m de altura llegando en ciertas ocasiones a 13m, con hojas
en forma de 6valo que van dese los 7-15 cm de longitud y un ancho de 4 a 8 cm.
Las partes que conforman la toronja son primeramente los septos divisores que

comunmente son llamados gajos, la cascara puede ser desde color naranja, rosa,
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amarillo, verde, blanco y rojo; los aceites esenciales se encuentran en los gajos

y el mesocarpio es de color blanco (Agusti et al, 2003).

Un estudio realizado por la Universidad de Urbino en el 2004 en el cual
realizaron pruebas de la actividad antioxidante del extracto glicérico de semillas
de toronja (Citrus paradisi) que se disolvieron en etanol y en medio acuoso, en la
cual se evalu6 por medio del ensayo de DPPH, el de 5-lipoxigenasa y el ensayo
de quimioluminiscencia de luminoly/xantina/xantina oxidasa. Se encontré que los
resultados obtenidos en este trabajo demostraron que las semillas de pomelo

contienen una buena actividad antioxidante (Giamperi et al., 2004).

En otro estudio se determiné la capacidad antioxidante de la toronja (Citrus
paradisi L.) y la composicidon quimica de los aceites esenciales. Los actividad
antioxidante y antimicrobiana de los aceites esenciales se estudiaron por el
ensayo de eliminacion de radicales DPPH y el método de difusion en disco, se
encontro que los aceites esenciales tenian actividad antimicrobiana contra
saprofitos (Bacillus subtilis, Saccharo myces cerevisiae, Fusarium mon iliforme,
Aspergillus  niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum) vy
microorganismos patdégenos (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella abony,
Staphylococcus aureus, Candida albicans E. Coli), la concentracion minima

inhibitoria oscila entre 6 y 60 ppm (Denkova-kostova et al., 2021).
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Figura 3. Fruta Toronja tipo sangria

2.2.6 Flavonoides en la cascara de toronja sangria

Se determinaron 13 flavonoides provenientes de la cascara de toronja por
medio de un analisis HPLC-MS/MS. Se identificaron 10 flavonoides, los otros 3
son equivalentes de la naringina. Los flavonoides encontrados se reportan en la

siguiente tabla (Castro-vazquez 2016).

Tabla 3. Flavonoides presentes en la cascara de la toronja sangria

Flavonoide Férmula
Isonaringina C27H32014

Naringina Ca27H32014
Hesperidina Ca28H34015

Tabla 3. (Continua)
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Flavonoide Férmula
Neohesperidina Ca28H34015
Naringenina C15H120s5
Isosinensetina C20H2007
Sinensetina C20H2007
Nobiletina C21H220s
Tangeretina C20H2007

Fuente: Castro-vazquez 2016

2.2.7 Polifenoles

Se puede denominar polifenoles a un grupo de compuestos quimicos en
la cual se tiene la presencia de uno o varios anillos fendlicos. En la naturaleza se
encuentran una gran variedad de polifenoles provenientes principalmente de
plantas, que son sintetizados en grandes cantidades y son un subproducto. Se
clasifican en distintos grupos: los acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes
fendlicos y flavonoides, siento este ultimo el subgrupo mas amplio de polifenoles

(Quinones 2016).

2.2.8 Flavonoides

La palabra flavonoides proviene del latin “flavus” que significa amarillo,
esto hace referencia al color amarillo proveniente de los pigmentos naturales
pertenecientes a las plantas, verduras y frutas. Los flavonoides son el subgrupo
mas grande de polifenoles y ademas son solubles en agua (Flores Palomino

2019).
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Los flavonoides existen tres caracteristicas principales de donde obtienen
sus propiedades antioxidantes. La primera es debido a sus grupos hidroxilo que
estan unidos de los anillos aromaticos de los flavonoides, estos eliminan
facilmente a los radicales libres. La segunda caracteristica es que consta con un
sistema de deslocalizacion estable esto debido a que tiene anillos heterociclicos
y aromaticos, ademas de tener enlaces insaturados que ayuda a deslocalizar los
radicales libres. Por ultimo, de acuerdo a su estructura pueden formar complejos
quelantes de diversos materiales de transicion y estos pueden regular la

produccion de hidréxilo y superdxido (Rice-Evans 1997).

2.2.9 Narirutina

La narirutina o isonaringenina, con férmula quimica de C27H32014 y
nombre de IUPAC de (2S)-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxymethylJoxan-2-ylJoxy-2,3-dihydrochromen-4-one es un flavonoide que se
presenta de manera abundante en frutas citricas como la toronja, la naranja y el

limén (Peterson 2006).

Se ha reportado que tiene propiedades antinflamatorias eficaces y a la vez
tiene potencial para utilizarse como suplemento dietético funcional (Ha 2012). Un
estudio que se realizd en el afo 1996, realizé un estudio de las concentraciones
de flavonoides en la cascara de naranja (Citrus Sinensis L.) mediante un analisis
de cromatografia liquida HPLC y el resultado de Narirutina tuvo un valor de 1998

+41 ppm del peso seco (Manthey 1996).
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Figura 4. Estructura quimica de la narirutina

2.2.10 Hesperidina

La hesperidina o cirantina con formula quimica C28H34015 y de nombre
IUPAC (2S)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylloxymethyllJoxan-2-ylJoxy-2,3-dihydrochromen-4-one, es un flavonoide

importante en la naranja dulce y el limén (Wilmsen et al., en el 2005)

En un ensayo quimico realizado por Wilmsen et al., en el 2005 evalu¢ la
capacidad de la hesperidina para secuestrar 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH,)
en la cual se encontré que la hesperidina fue capaz de reducir significativamente

el nivel de radicales libres DPPH, teniendo una eficacia similar a trolox.

Debido a que la cascara de naranja es uno de los principales residuos de
la naranja se puede considerar a esta como una fuente barata de hesperidina la

cual podria revalorizarse para utilizarse en la industria farmacéutica, ya que
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posee propiedades antioxidantes con potenciales aplicaciones antiinflamatorias,

antimicrobianas y antivirales (Al-Ashaal, H. A., & EI-Sheltawy, S. T. (2011)).

.0

Figura 5. Estructura quimica de la hesperidina

2.2.11 Eriocitrina

La hesperidina o cirantina con formula quimica C27H32015 y de nombre
IUPAC (2S)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-2H-chromen-
7-yl 6-O-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-p-D-glucopyranoside, es un ingrediente
derivado de productos naturales, y esta contenido en el jugo de frutas citricas

(Hajimahmoodi et al., en el 2014).

En un estudio realizado por Hajimahmoodi et al., en el 2014 evaluo sus
actividades antioxidantes totales y el contenido de flavonoides en 38 juegos de
limones naturales y 62 jugos de marca. Se evalué mediante cromatografia liquida

de alto rendimiento (HPLC). Se encontrdé que los limones naturales tuvieron una
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mayor capacidad antioxidante y de flavonoides en comparaciéon con los de la

industria.
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Figura 6. Estructura quimica de la eriocitrina

2.2.12 Naringina

La hesperidina o cirantina con formula quimica C27H32014 y de nombre
IUPAC (2S)-5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-oxo-3,4-dihydro-2H-chromen-7-yl
2-0-(6-deoxy-a-L-mannopyranosyl)-B-D-glucopyranoside, la naringina es uno de

los fenoles mas populares que se encuentran en los citricos (Bacanli et al., 2015).

En el 2015 Bacanli y colaboradores investigaron las capacidades
antioxidantes de limoneno y naringina por ensayo de capacidad antioxidante
equivalente de trolox (TEAC) y los efectos citotdxicos del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en células de fibroblastos de hamster
chino. El limoneno y la naringina en todas las concentraciones revelaron una

reduccion en la frecuencia de micronucleos y ADN dafios inducidos por H202.
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Figura 7. Estructura quimica de la naringina

2.2.13 Tangeretina

La tangeretina con formula quimica C20H2007 y de nombre IUPAC
5,6,7,8-tetramethoxy-2-(4-methoxyphenyl) chromen-4-one, La tangeretina es un
flavonoide de suma importancia que se encuentra ampliamente en las cascaras

de los citricos (Ashrafizadeh et al., 2020).

En este estudio se investigo el efecto antiinflamatorio de la tangeretina en
la microglia estimulada por lipopolisacaridos. Se encontré que la tangeretina
posee un potente efecto antiinflamatorio y antioxidante en la microglia (Lee et al.,

2016).
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Figura 8. Estructura quimica de la tangeretina

2.2.14 Método verde

Las investigaciones sobre la sintesis por via de metodologias verdes
resultan ser mas efectivas para la generacién de las nanoparticulas, ya que se
tiene una menor posibilidad de falla, un costo reducido y facilidad de
caracterizacion. La estrategia de utilizar plantas no es un procedimiento
complicado, solamente se obtiene un extracto de la planta y se sintetiza junto con
la sal metalica durante unos minutos o incluso horas a temperatura ambiente.
Este tipo de sintesis se ha incrementado y se ha utilizado mucho en

nanoparticulas de plata y de oro (Gour, A.; Jain, N. K, 2019).

Las nanoparticulas sintetizadas por una metodologia verde se ven
favorecidas ecoldégicamente ya que la sintesis convencional atrae un uso mayor
de productos quimicos y un mayor riesgo de toxicidad para la salud humana vy el

medio ambiente (Gour, A.; Jain, N. K, 2019).
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2.2.15 Caracterizaciéon de nanoparticulas mediante espectrofotometria UV-

Vis

Con ayuda de la espectroscopia UV-visible se puede estudiar la banda de
asimilacion de reverberacion del plasmén superficial debido a la vacilacion
consolidada de los electrones de la banda de conduccién en la superficie de las
nanoparticulas metalicas en reverberacién con la onda de luz (Subhapriya, S.;

Gomathipriya, P., 2017).

Ibrahim en el 2015 informd la bio-reducciéon por medio de extracto de
cascara de platano, reduciendo el nitrato de plata a nanoparticulas de plata y
estimando con la espectroscopia UV-visible el pico de absorbancia de la plata en

433nm.

En el 2021 Ghaffar y colaboradores utilizaron cascara de toronja (Citrus
paradisi) para sintesis de nanoparticulas de cobre reportando un pico de

absorbancia en 525nm.

2.2.16 Staphyloccocus aureus

En 1880 el cirujano escocés Alexander Ogston descubrio el
Staphylococcus aureus en el pus producido por las heridas quirargicas.
Alexander le dio el nombre de "Staphylococcus”, del griego "Staphylo" que
significa "racimo de uvas". Unos afos después en 1884, el cirujano aleman Anton

J. Rosenbach identificé dos cepas de Staphylococcus y las nombré de acuerdo

42



a las pigmentaciones que producian: S. aureus, del latin "aurum" para el

pigmento color oro, y S. albus para el pigmento blanco (Pasachova et al., 2019).

Esta bacteria esta clasificada como un coco Gram positivo que se agrupa
en racimos, B hemolitico, catalasa y coagulasa positivo. Este patégeno se
caracteriza por generar infecciones en piel y tejidos blandos, invasion a
dispositivos médicos y también ha sido relevante en las enfermedades

transmitidas por alimentos (Pasachova et al., 2019).

El cultivo mas comun para identificar y crecer el S. aureus es el agar Baird
Parker, en el cual las colonias de S aureus se tornan de un color negro y un halo
transparente. Otro agar comunmente utilizado es el salado manitol este posee
agentes para que solamente exista crecimiento de las diferentes especies
de Staphylococcus, las colonias de S. aureus son de color amarillo, mientras que
las especies de S. coagulasa negativa producen colonias de color rojo. Para la
identificacion de cepas patogenas se utiliza el agar DNAS; en este agar se utiliza
para medir la capacidad del patogeno para hidrolizar el ADN, este se puede
observar debido a que forma halos transparentes en el medio (Pasachova et al.,

2019).

2.2.17 Medio de cultivo microbiano

Se le denomina medio de cultivo a un gel o una soluciéon que contiene los
compuestos y nutrientes necesarios para permitir el crecimiento de un
microorganismo. Estos pueden contener nutrientes determinados para el

crecimiento de cierta cepa dandole las condiciones éptimas para su crecimiento
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y/o identificacion. Estas condiciones pueden ser la consistencia adecuada del
medio (semisdlido o sdlido), pH, esterilidad, concentracion de monosacaridos o
algun metabolito en especifico, también que sea organico o inorganico (Medina

2012).

22171 Caldo LB Broth (Miller)

El caldo Luria Broth (Miller) es un medio para el crecimiento y
mantenimiento de cepas recombinantes de E. coli y también esta formulado para
promover el crecimiento de microorganismos nutricionalmente exigentes. Este
tiene un color beige en polvo y una vez se prepara en medio se torna de un color
ambar teniendo un pH de 7, las condiciones para la incubacion son de 35+-2°C
durante 18-24 horas. El caldo LB (Miller) contiene veinte veces el nivel de cloruro
de sodio de Luria Broth base y el doble del nivel en LB Broth Lennox (Condalab

2019).

3 Capitulo 3. Metodologia

3.1 Tipo de investigacion

Esta investigacion se desenvuelve principalmente con un caracter
exploratorio y cualitativo. Para concluir los objetivos planteados anteriormente,
se requiere una revision de exhaustiva de la sintesis verde de nanoparticulas
metalicas y la dispersion de estas en caolin, tomando como referencia la literatura

investigada hasta la fecha.
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3.2 Técnicas de recoleccion de informacion

Para este estudio se utilizaron diversas fuentes como la principal fuente de
informacion, como las revistas y una gran variedad de articulos cientificos de
distintas revistas pertenecientes al Journal Citation Reports (Factor de Impacto),
como lo son: International Journal of Nanomedicine, Heliyon, Elsevier, MDPI,
entre muchas otras. Como fuentes secundarias, que sirven como informacién
conceptual de la fundamentacién teodrica para la comprensién y realizacion de

esta investigacion.

3.3 Variables

El proyecto se dividid en cinco etapas (sintesis de AgNPs, sintesis de
CuNPs, dispersion de AgNPs en caolin, dispersion de CuNPs en caolin y la
actividad antimicrobiana). Siendo las principales variables independientes el
volumen del extracto, tiempo y temperatura de reaccién en la etapa de sintesis.
Para la actividad antimicrobiana las variables independientes fueron las
concentraciones de las nanoparticulas metalicas y el color de la solucion de cada
una de estas. Las variables dependientes de la etsapa de sintesis son la longitud
de onda de las nanoparticulas metalicas sintetizadas, la forma y tamafio

aproximado. Para la etapa antimicrobiana es la concentracién minima inhibitoria.

3.4 Materiales y equipos

En la siguiente tabla se representan todos los instrumentos de laboratorio y

equipos que se utilizaron para el desarrollo de esta investigacion, los cuales se
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encuentran en su mayoria en el Laboratorio de Biologia Sintética y Sistemas,
otros equipos se encuentran en el Laboratorio de Materiales Optoelectronicos y
en el Laboratorio de Desarrollo y Escalamiento de Bioprocesos en el Centro de
Investigacion de Biotecnologia y Nanotecnologia, Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn.

Tabla 4. Materiales y equipos utilizados

Instrumentos y equipo
Marca/Modelo Uso
de laboratorio
Placa calefactora con Sintesis de nanoparticulas de
SH-2
agitacion cobre
Thermo
Scientific Purificacion de las
Centrifuga
Sorvail Legend nanoparticulas sintetizadas

XFR

CHAUS

Balanza digital Pesado de las cascaras citricas

Traveler

AND Preparacion de soluciones de
Balanza analitica

GR-200 AgNO3, Cu(NOs3)2 y Caolin

VWR Dispersar / sintetizar caolin y
Bafio de ultrasonido
97043-996 AgNPs

Tabla 4 (Continua)
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Instrumentos y

equipo de laboratorio

Marca/Modelo

Uso

Incubadora

Lab Companion

1S-971

Crecimiento y mantenimiento

del cultivo microbiano

Lector de placas

Thermo Scientific

Crecimiento y medicion de la

actividad antimicrobiana.

Multiskan GO Determinacion de AgNPs y
CuNPs
Espectrofotometro UV- | Espectrofotdmetro Espectrofotometro UV-Vis
Vis UV-Vis
Optizen Optizen Optizen
Thermo Scientific Conservacion en frio del
MH45PA-GAEE- extracto, caldos LB
Refrigerador
TS preparados, muestras de
GRP series AgNPs, CuNPs
Lab Companion Esterilizacion de material y
Autoclave
ST-85G caldo LB
Labconco Deshidratacién de las
Liofilizadora
Freezone 6 nanoparticulas sintetizadas
Filtracién de la solucion de
Bomba de vacio Rocker 400

cascaras

Tabla 4 (Continua)
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Instrumentos y equipo
Marca/Modelo Uso
de laboratorio

Secado del exceso de etanol en
Horno HS-46 la purificacion de las

nanoparticulas metalicas

Scientific
Agitador Industries Agitacién de muestras

G650

3.5 Origen de los reactivos

Se utilizé la sal de nitrato de plata en polvo con una pureza del 99.98%
marca Jalmek, nitrato de cobre hidratado de la marca Sigma-Aldrich y caolin de

la marca Sigma-Aldrich.

Se utilizaron las cascaras de aproximadamente 100 limones del tipo limon
agrio (limén mexicano), 20 naranjas del tipo naranja valencia y 10 toronjas de la
variedad sangria, todos estos residuos de cascara fueron adquiridas del consumo

propio y de companeros del mismo centro de investigacion.

Para la medicion de la concentracion minima inhibitoria se utilizaron 8
placas de 96 pocillos de la marca Corning. Se utilizé caldo Luria Broth (Miller) de
la marca BD Difco. Se utilizé un cultivo de S. aureus resistente a Kanamicina,

clorafenicol, ciprofloxacina y a la ampicilina.
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3.6 Preparacion de las cascaras citricas

Las cascaras de naranja, limon y toronja recolectadas se lavaron con agua
destilada hasta que quedaron completamente limpias, se secaron con papel
absorbente y se posteriormente se cortaron en partes pequefias con un tamano
uniforme (=1cm?), una vez cortadas se pesaron para su posterior uso en la

preparacion de los agentes reductores y estabilizadores.

3.7 Preparacion del agente reductor y estabilizador a partir de la cascara

de citricos

Debido a que la materia de prima es un residuo no se tiene una limitacion
de la cantidad a utilizar, pero con base a la literatura se utilizan entre 5 gy 20 g
las cascaras. Se prepararon soluciones de 20 g de cascaras y 100 ml de agua.
Estas se dejaron a temperatura ambiente durante 24 horas (Escarcega-Gonzalez

et al., 2018).

Se prepararon un total de cuatro tipos de soluciones una para cada cascara

(limén, naranja y toronja) y la combinacion de las tres cascaras juntas.

Luego cada solucién se filtré a través de un papel filtro por medio de un
equipo de filtracion que consta principalmente de bomba de vacio, matraz
Kitasato y un embudo Buchner y se mantiene en refrigeracion como método de

conservacion (Escarcega-Gonzalez et al., 2018).
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3.8 Preparacion del nitrato de plata acuoso

Para la preparacion de la solucion de sal de plata se tomara en cuenta el
peso molecular del nitrato de plata (AgNO3) 169.87 g/mol; para una solucién de
AgNOs3 0.1M se pesaran 1.6987¢g de la sal y se aforara a 100 ml de agua destilada
en un frasco de vidrio ambar el cual estara sellado herméticamente y conservado

a temperatura ambiente (Escarcega-Gonzalez et al., 2018).

3.9 Preparacion del nitrato de cobre acuoso

La solucién de sal de cobre se preparara tomando en cuenta el peso
molecular del nitrato de cobre hidratado (Cu(NOs3)2:3H20) 241.56 g/mol; para una
solucion de Cu(NOs)2 0.2M se pesaran 4.8312g de la sal y se aforara a 100 ml
de agua destilada en un frasco de vidrio el cual estara sellado herméticamente y

conservado a temperatura ambiente (Sumitha 2016).

3.10 Sintesis de nanoparticulas de plata

Para la sintesis de AgNps, permaneceran constantes la mezcla de los
volumenes y las concentraciones del extracto reductor y de la sal de plata, se

realizaran tres metodologias de sintesis que se describen a continuacion:

3.10.1 Sintesis de AgNPs por ultrasonido

En un tubo Corning de 50 ml se adicionaran 20ml de AgNO3 0.1M en 20ml
de extracto (limén, naranja, toronja o su combinacién) a temperatura de 60°C y

ultrasonido durante 60 minutos o hasta que la solucién cambiara de un color
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transparente-amarillo a un color café-negro. Una vez finalizado se deja enfriar a

temperatura ambiente. (Azizi-Toupkanloo et al., 2014)

3.10.2 Sintesis de AgNPs por baio de agua

En un tubo Corning de 50 ml se adicionaran 20ml de AgNO3 0.1M en 20ml
de extracto (limén, naranja, toronja o su combinacion), el tubo se coloca en un
bafo de agua a temperatura de 60°C durante 60 minutos o hasta que la solucion
cambiara de un color transparente-amarillo a un color café-negro. Una vez
finalizado se deja enfriar a temperatura ambiente. (Escarcega-Gonzalez et al.,

2018).

3.10.3 Sintesis de AgNPs sin energia

En un tubo Corning de 50 ml se adicionaran 20ml de AgNO3 0.1M en 20ml|
de extracto (limén, naranja, toronja o su combinacion) a temperatura de ambiente
durante 24 horas con agitacion ocasional hasta que la solucion cambiara de un

color transparente-amarillo a un color café-negro.

3.11 Sintesis de nanoparticulas de cobre

Para la sintesis de CuNps se realizaran tres metodologias de sintesis que

se describen a continuacion:

3.11.1 Sintesis de CuNPs por ultrasonido

En un tubo Corning de 50 ml se adicionaran 20ml de Cu(NO3)2 0.2M en

20ml de extracto (limon, naranja, toronja o su combinacion) a temperatura de
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80°C vy ultrasonido durante 60 minutos o hasta que la solucién cambiara de un
color verde brillante a un color verde oscuro. Una vez finalizado se deja enfriar a

temperatura ambiente.

3.11.2 Sintesis de CuNPs por calentamiento

En un matraz de 250 ml se adicionaran 50ml de Cu(NO3)2 0.2M en 50ml
de extracto (limén, naranja, toronja o su combinacion) se lleva a una temperatura
de 90°C con agitacién durante 60 minutos o hasta que la solucién cambiara de
un color verde brillante a un color verde oscuro. Una vez finalizado el tiempo se
deja enfriar a temperatura ambiente y se transfiere a tubos Corning de 50 ml. La

reaccion se deja continuar en el tubo Corning durante 3 dias.

3.11.3 Sintesis de CuNPs extracto en exceso

En un tubo matraz de 500ml se adicionaran 40ml de Cu(NOs)2 0.2M en
360ml de extracto (limon, naranja, toronja o su combinacién) se lleva a una
temperatura de 100°C con agitacion durante 60 minutos o hasta que la solucion
cambiara de un color verde brillante a un color verde oscuro. Una vez finalizado

se deja enfriar a temperatura ambiente y se transfiere a tubos Corning de 50 ml.

3.12 Purificacién de nanoparticulas de plata y cobre

Para eliminar residuos organicos y purificar las nanoparticulas metélicas
sintetizadas, se centrifugan a 9000 rpm durante 15 min, el sobrenadante es
extraido y eliminado; en seguida se agregan 20ml etanol al 96 % para lavar el

producto y se repetira la centrifugacion dos veces mas.
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3.13 Secado de nanoparticulas de plata y cobre

Después de la purificacion los tubos Corning se dejaron expuestos al
ambiente para secar los residuos de etanol restantes, si el etanol no se secé en
uno o dos dias se ingresa al horno por una a dos horas antes de introducirse a la

liofilizadora.

Las AgNPs y CuNPs se deshidratan en la liofilizadora a -52°C y 0.310 mBar
durante 24 horas. Pasado este tiempo se procederan a pesarse y posteriormente
se realizara una solucion de 1mg/ml en agua destilada como diluyente, después

se almacenara el producto a temperatura ambiente y protegido.

3.14 Dispersion de AgNPs en caolin

En un vaso de precipitado de 250ml se adicionaran 2g de caolin con 200ml
de agua destilada y se llevara a cabo la dispersion del caolin en un bafo de
ultrasonido por 60 minutos. Una vez pasado este tiempo se afadiran 20ml del
extracto (limon, naranja, toronja o su combinacién) y 0.339g de AgNOs, se volvera
a someter a ultrasonido por 60 minutos o hasta que la solucion cambie de un

color blanco a un color café-negro.

Una vez realizada la dispersion y la sintesis se deja reposar durante la
noche, al dia siguiente se remueve el excedente de la solucion por medio de
decantacion o pipeteo para dejar solamente el caolin y las AgNPs que se

transferiran a un tubo Corning de 50 ml.
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3.15 Dispersion de CuNPs en caolin

En un matraz Erlenmeyer de 500ml se adicionaran 2g de caolin con 200m|
de agua destilada y se llevara a cabo la dispersién del caolin en una plancha de
calentamiento agitdndose por 60 minutos a temperatura ambiente. Una vez
pasado este tiempo se anadiran 360ml del extracto (limdn, naranja, toronja o su
combinacién) y 0.966g de Cu(NOs)2, se llevara hasta 100°C con agitacion
constante por 60 minutos o hasta que la solucién cambie de un verde brilloso a

un verde-marron.

Una vez realizada la dispersion y la sintesis se deja reposar durante la
noche, al dia siguiente se remueve el excedente de la solucién por medio de
decantacion o pipeteo para dejar solamente el caolin y las CuNPs que se

transferiran a un tubo Corning de 50 ml.

3.16 Purificacion de nanoparticulas de plata y cobre dispersas en caolin

Para eliminar residuos organicos y purificar las nanoparticulas metalicas
sintetizadas y dispersas, se centrifugan a 9000 rpm durante 20 min, el
sobrenadante es extraido y eliminado; en seguida se agregan 20ml etanol al 96

% para lavar el producto y se repetira la centrifugacion dos veces mas.

3.17 Secado de nanoparticulas de plata y cobre dispersas en caolin

Después de la purificacion los tubos Corning se dejaron expuestos al

ambiente para secar los residuos de etanol restantes, si el etanol no se seco en
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uno o dos dias se ingresa al horno por una a dos horas antes de introducirse a la

liofilizadora.

Las AgNPs y CuNPs dispersas en caolin se deshidratan en la liofilizadora a
-52°C y 0.310 mBar durante 24 horas. Pasado este tiempo se procederan a
pesarse y posteriormente se realizara una solucion de 1mg/ml en agua destilada
como diluyente, después se almacenara el producto a temperatura ambiente y

protegido.

3.18 Caracterizacién de nanoparticulas

Se emplearon técnicas microscopicas especializadas como microscopia
electronica de transmision (TEM) y de alta resolucion (HRTEM). Estas técnicas

ayudan a dar imagenes directas de las nanoparticulas sintetizadas.

Ademas, se emplearon técnicas convencionales como la espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia ultravioleta y
visible (UV-Vis). Este conjunto de técnicas permiti6 una caracterizacion

cualitativa y cuantitativa de las nanoparticulas sintetizadas.
3.18.1 Espectrofotometria UV-Vis

Para determinar cualitativamente las nanoparticulas de plata y cobre se
realiza mediante el Espectrofotometro Multiskan GO UV-Vis del Laboratorio de

Biologia Sintética y Sistemas del Centro de Investigacion en Biotecnologia y

Nanotecnologia, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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Para caracterizar las nanoparticulas sintetizadas mediante la técnica de UV-
Vis se correra una muestra de Ag-CuNPs (solucion 1mg/ml en agua destilada
como diluyente) y su blanco correspondiente utilizando un Espectrofotémetro
Multiskan GO UV-Vis. Esta técnica utiliza un rango dinamico de 200 a 1000 nm
por lo que este analisis nos dié un espectro con una banda caracteristica de las
AgNPs entre 400 y 500 nm (Escarcega-Gonzalez et al., 2018) y para las CuNps

una banda caracteristica en 580nm (Ramyadevi et al., 2012).

3.18.2 Técnicas microscépicas (TEM y HRTEM)

Para conocer las caracteristicas morfolégicas de las AgNPs, CuNPs,
Caolin-AgNPs y Caolin-CuNps, se utilizara la técnica de microscopia electrénica
de transmision (TEM), la microscopia electrénica de transmision de alta
resolucién (HRTEM) y difraccién electrénica de area seleccionada (SAED), para
este analisis se utilizé un microscopio FEI-TITAN del Centro de Investigacion en
Quimica Aplicada, en el cual se colocé una muestra de AQNPs y CuNPs (solucién
1mg/ml en agua destilada como diluyente) la cual se dispersé previamente por
medio de un bafo de ultrasonido y se coloc6 sobre una malla de cobre para las
AgNPs y Caolin-AgNPs y se utilizé una malla de oro para las CuNPs y Caolin-
CuNPs, estas mallas estan recubiertas de carbono para determinar los elementos

presentes en las muestras.

3.19 Prueba antibacteriana in vitro

Para el desarrollo de las pruebas antimicrobianas, se necesita realizar

cultivos de cepas de Staphylococcus aureus resistente que fueron
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proporcionadas por el Laboratorio de Biologia Sintética y Sistemas del Centro de
Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia, Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn.

La cepa de Staphylococcus aureus resistente se encontraba en un caldo en
refrigeracion. Se utilizaron 200 microlitros de la solucion S. aureus resistente para
la siembra. Se colocaron en un tubo Corning estéril de 15ml junto con 5ml de

caldo LB.

El cultivo de S. aureus resistente se cultivara a 37 °C durante 20 h en
agitacién a 100 rpm, al término de este tiempo, los cultivos de diluiran 1:250 en
medio LB hasta alcanzar una densidad 6ptica ODeoo de 0.2 + 0.02 ajustando con
medio fresco que indica una concentracion celular entre 107 y 108 células/ml;
luego esta suspensién se diluira nuevamente 1:100 en caldo LB fresco,
resultando la suspensidon bacteriana de trabajo. (Andrews, 2001 y Escarcega-

Gonzalez et al., 2018).

3.20 Concentracion Minima Inhibitoria

Se utilizaron placas de 96 pocillos; primero se tomaron la solucién madre
AgNPs, CuNPs, Caolin-AgNPs y Caolin-CuNPs (solucion 1mg/ml de caldo LB
como diluyente) previamente preparadas y se diluyd hasta obtener AgNPs,
CuNPs, Caolin-AgNPs y Caolin-CuNPs (solucion 0.5 mg/ml de caldo LB como
diluyente) a un volumen final de 200 ul; ahora mediante diluciones en serie, se
tomaran 100 pl de la solucién anterior a cada una de los siguientes pocillos con

100 ul de medio de cultivo y se descartaron los ultimos 100 pl.
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A cada pocillo se agregd 100 ul de la suspensién bacteriana de trabajo para
lograr una concentracion de 10° células/ml; las condiciones de incubacién fueron
a 37 °C durante 22 horas, en el cual se mididé su cinética de crecimiento en cada
hora para observar su crecimiento y medir con mas exactitud su concentracion
minima inhibitoria MICs para las AgNps, CuNPs, Caolin-AgNps y Caolin-CuNps.
Todas las pruebas y sus respectivas muestras de control de crecimiento,
esterilidad y de color se realizaron por triplicado (Andrews, 2001, Cavaleri, 2005,

y Escarcega-Gonzalez et al., 2018).

3.21 Concentracion bactericida minima (MBC)

Se evalué la actividad bactericida de las AgNPs, CuNPs, Caolin-AgNPs y
Caolin-CuNPs sintetizadas, utilizando 1, 2 y 4 veces la MIC determinada
anteriormente por parte de las Ag-CuNPs contra las cepas bacterianas. Para
llevar a cabo esta evaluacion, se diluyeron los cultivos de bacterias 1:250 en

caldo Luria fresco (LB) para después incubarse a 37 °C a 150 rpm durante 20 h.

Se debe dar seguimiento cada hora el cultivo hasta alcanzar una fase de
crecimiento exponencial a una densidad optica de ODesoo de 0.2 = 0.02.
Posteriormente, se tomaron de los cultivos 20 pl y se colocaron en las placas de
96 pocillos con solucién de AgNPs, CuNPs, Caolin-AgNPs y Caolin-CuNPs; los
cultivos seran incubados a 37 °C a 100 rpm durante 20 h; luego, con el método
de cuenta en placa, se realizaron alicuotas diluidas y se colocaron en cada placa
3 gotas de 10 ul de cada alicuota con agar LB, se cultivaran a 37 °C durante 24

h y se contaran las colonias de cada muestra. Todas las pruebas y sus
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respectivas muestras de control de crecimiento, esterilidad y de color se
realizaran por triplicado (Andrews, 2001, Cavaleri, 2005, y Escarcega-Gonzalez

et al., 2018).

4 Capitulo 4. Analisis de resultados

4.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Las soluciones de nanoparticulas de plata elaboradas en el punto 3.10.1 y
3.10.2 se sintetizaron exitosamente debido a que se observé un cambio de color
de amarillo claro (por parte del extracto) a un color marrén-negro oscuro (figura
9), surgiendo la formacion de AgNPs segun los reportes (Escarcega-Gonzalez et
al., 2018 y Faghihi et al., 2020). En distintas investigaciones hacen mencion que
el cambio de coloracién a marron se da por el desarrollo de nanoparticulas de

plata utilizando solventes organicos.

Debido a que le proyecto busca la ruta de sintesis mas verde se opto por
elegir la metodologia descrita en el punto 3.10.3, la cual al igual que las anteriores

se observé un cambio de color de amarillo claro a un color marrén-negro.

Al finalizar el proceso la mezcla resultante se procedié a purificar de acuerdo
al procedimiento descrito en el punto 3.12 y secado del punto 3.13. Las AgNPs
secas se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seguro, dejandolas
reposar por 7-10 dias para realizar las pruebas antimicrobianas. Las AgNPs

sintetizadas se pueden observar en la figura 9.
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Figura 9. Solucién de nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de extracto
de cascara de a) limén, b) naranja, c) toronja y su d) combinacién

4.2 Sintesis de nanoparticulas de cobre

Las soluciones de nanoparticulas de cobre elaboradas en el punto 3.11.3
se sintetizaron exitosamente debido a que se observé un cambio de color de
verde brillante (por parte del extracto y la sal de cobre) a un color verde oscuro
(figura 10), surgiendo la formacion de CuNPs segun los reportes (Sumitha 2016).
En distintas investigaciones hacen mencion que el cambio de coloracién a verde
oscuro se da por el desarrollo de nanoparticulas de plata utilizando solventes

organicos.

Debido a que la produccion de CuNPs en los puntos 3.11.1 y 3.11.2 fue

minima o nula se descartaron por su bajo rendimiento.

Al finalizar el proceso la mezcla resultante se procedio a purificar de acuerdo
al procedimiento descrito en el punto 3.12 y secado del punto 3.13. Las CuNPs

secas se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seguro, dejandolas
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reposar por 7-10 dias para realizar las pruebas antimicrobianas. Las CuNPs

sintetizadas se pueden observar en la figura 10.

Figura 10. Solucién de nanoparticulas de cobre sintetizadas a partir de extracto
de cascara de a) limén, b) naranja, c) toronja y su d) combinacion

4.3 Dispersion de AgNPs en caolin

Las dispersiones de nanoparticulas de plata elaboradas en el punto 3.14 se
sintetizaron exitosamente debido a que se observé un cambio de color de blanco
(por parte del caolin) a un color marrén (figura 11), surgiendo la formacion de
AgNPs dispersas en caolin segun la investigacién publicada por la Australian

Ceramic Society en 2021(Hariram et al., 2021).

Al finalizar el proceso la mezcla resultante se procedio a purificar de acuerdo
al procedimiento descrito en el punto 3.16 y secado del punto 3.17. Las Caoin-

AgNPs secas se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seguro,
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dejandolas reposar por 7-10 dias para realizar las pruebas antimicrobianas. Las

Caolin-AgNPs sintetizadas se pueden observar en la figura 11.

Figura 11. Solucion de Caolin-AgNps después de 24 horas a partir de extracto
de cascara de a) limén, b) naranja, c) toronja y su d) combinacion

4.4 Dispersion de CuNPs en caolin

Las dispersiones de nanoparticulas de sobre caolin elaboradas en el punto
3.15 se sintetizaron exitosamente debido a que se observo un cambio de color
de verde brillante (por parte del caolin) a un color verde oscuro-café (figura 12),
surgiendo la formacién de AgNPs dispersas en caolin segun la investigacion
publicada por la Australian Ceramic Society en 2021(Hariram et al., 2021). Al
finalizar el proceso la mezcla resultante se procedié a purificar de acuerdo al
procedimiento descrito en el punto 3.16 y secado del punto 3.17. Las Caolin-

AgNPs secas se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seguro,
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dejandolas reposar por 7-10 dias para realizar las pruebas antimicrobianas. Las

Caolin-AgNPs sintetizadas se pueden observar en la figura 12.

Figura 12. Solucién de Caolin-CuNps después de 24 horas a partir de extracto

de cascara de a) limoén, b) naranja, c) toronja y su d) combinacién

4.5 Caracterizacion de nanoparticulas por espectrofotometria UV-Vis

Se utilizé el espectrofotometro Multiskan GO con las muestras de AgNPs,
CuNPs, Caolin-AgNPs y Caolin-CuNps se realiz6 una dilucion de 1 mg de
nanoparticulas en 1 mL de agua destilada para poder leer en los pocillos. El
blanco fue agua destilada para AgNPs y CuNPs en el caso de las caolin-AgNPs
y caolin-CuNPs se utiliz6 como blanco una disoluciéon de 1 mg de caolin en 1 mL

de agua destilada.
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Figura 13. Analisis de AgNPs por espectroscopia UV-Vis
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Figura 14. Analisis de CuNPs por espectroscopia UV-Vis
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Figura 15. Analisis de Caolin-AgNPs por espectroscopia UV-Vis

o8 |

=
e

Absorbancla

&
&

0.2

200 300 400 500 600 700 500 Boo 1000
Longitud de onds (nm)

—Limdén ——Marania Toronjs L-M-T

Figura 16. Analisis de Caolin-CuNPs por espectroscopia UV-Vis

En la figura 13 se omite el criterio de presencia de AgNPs de 200-300 nm

debido a que longitudes de las nanoparticulas absorben la luz visible de 300-700
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nm y, segun el espectro de absorbancia los picos mas altos de la grafica
muestran la mayor cantidad de ondas de color que absorben, por lo tanto, se
confirma la presencia de AgNPs con todos los extractos debido a que existe un
pico de absorbancia de 350 a 500 nm, para el caso de las AgNPs sintetizadas
con el extracto de cascara de toronja el comportamiento de la curva se debe
probablemente a su morfologia y el color de la solucion (café-negro). Para las
AgNPs sintetizadas con el extracto de cascara de limoén a pesar de que el pico
es bajo esta en la regidon de las AgNPs por lo cual se confirma la presencia de

plata.

Para las CuNPs no se observé un pico de absorbancia por lo cual esto de
primera instancia podria significar que no se sintetizé cobre elemental, pero para
verificar si es algun tipo de éxido de cobre, cobre u otro material se realizaran
otras técnicas de caracterizacion, por el momento no se descarta por completo

la presencia de cobre.

Para las Caolin-AgNPs y Caolin-CuNPs no se observéo un pico de
absorbancia esto se puede deber a diversos factores, el primero es debido a la
cantidad de caolin presente en la sintesis, debido a que el caolin se presenta en
mayor cantidad que las nanoparticulas metalicas este podria enmascarar a las
nanoparticulas. Otro caso es que las nanoparticulas de plata y cobre no se
depositaran en el caolin y en los lavados que se realizan se eliminaran junto con

el material organico residual.
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4.6 Caracterizacion de nanoparticulas por difracciéon de rayos X

Para el estudio de difraccidén de rayos X (XRD) se utilizo el difractometro de
rayos X PANalytical X'Pert Pro el cual esta equipado con una fuente Cu-Ka; para

el analisis de las muestras se realizé por medio de polvos de las nanoparticulas

sintetizadas.
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Figura 17. Patrones de difraccion de rayos X de AgNPs sintetizadas con la
combinacion de extractos (limon, naranja y toronja)
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Figura 18. Patrones de difraccién de rayos X de CuNPs sintetizadas con la
combinacién de extractos (limoén, naranja y toronja)
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Figura 19. Patrones de difraccién de rayos X de Caolin-AgNPs sintetizadas con
la combinacién de extractos (limoén, naranja y toronja)
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Figura 19. Patrones de difraccidn de rayos X de Caolin-CuNPs sintetizadas con
la combinacion de extractos (limoén, naranja y toronja)

El patron XRD de las AgNPs se representan en la figura 17. Los picos
38.2, 44.44, 64.66 y 77.55 corresponden a (111), (200), (220) y (311) planos
cristalinos de la estructura cubica centrada en las caras de plata metalica. Los
picos anchos de las AgNPs son un indicio que estas nanoparticulas tienen un

tamafno muy pequeno.

El patron de las CuNPs esta representado en la figura 18. No se mostraron
picos coincidentes con los planos cristalinos del cobre metalico, el patron coincide
con una morfologia amorfa la cual se puede deber a la presencia de material

organico y también a que posiblemente las nanoparticulas son muy pequerias.

Para las AgNPs y CuNPs dispersas en caolin el patron de XRD no detecto
ninguno de los dos metales debido a que el caolin se encuentra en mayor
proporcion a las nanoparticulas.
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4.7 Caracterizacion de nanoparticulas por microscopia electrénica de

transmisioén

Se utilizé el microscopio FEI-TITAN con las muestras de AgNPs, CuNPs,
Caolin-AgNPs y Caolin-CuNps, todas las muestras fueron sintetizadas con la
combinacién de los extractos limon, naranja y toronja; primeramente, las
muestras se molieron en un mortero para homogeneizar el tamafo del polvo y
posterior a esto se realizé una diluciéon del polvo en isopropanol. Una vez,
dispersas en isopropanol se llevaron a un bafo de ultrasonido durante 30 min
para dispersarlas completamente. Una vez dispersas se colocaron las muestras
de AgNPs y Caolin-AgNPs sobre una malla lacey la cual esta fabricada en carbon
y cobre, para las CuNPs y Caolin-CuNps se utilizé una malla lacey de carbdén y

oro para evitar que interfiera el cobre de la malla con las nanoparticulas de cobre.
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Figura 20. (A) Micrografia TEM de baja resolucion de las AgNPs. (B)
Micrografia TEM de alta resolucion de las AgNPs. (C) Patréon SAED de las
AgNPs con los anillos marcados. (D) Histograma de la distribucion de tamano
de las AgNPs.

Como se puede observar en las micrografias TEM y HRTEM (figura 20A 'y
20B), las AgNPs muestran formas cuasi esféricas y el material organico residual
de la sintesis. El patrén SAED (figura 20C) de AgNPs mostré anillos que pueden
atribuirse a los planos (111), (200), (220), (311) y (222) de la plata metalica cubica
centrada en la cara. Las AgNPs exhiben una distribucién de tamafio de diametro
que varia de 1 a4 nm con una media de 2.42 nm y una desviacion estandar de
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0.48 nm (figura 20D). El histograma de la figura 20D muestra que la mayoria de

las AgNPs tienen un diametro de entre 2 y 3 nm, lo que corresponde a una

distribucion normal homogénea.
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Figura 21. (A) Micrografia TEM de baja resolucion de las CuNPs. (B)
Micrografia TEM de alta resolucion de las CuNPs. (C) Patrén SAED de las
CuNPs con los anillos marcados. (D) Histograma de la distribucion de tamano
de las CuNPs

Como se puede observar en las micrografias HRTEM (figura 21B), las
CuNPs muestran una forma cuasi esférica y en la figura 21A se puede observar

la gran cantidad de material organico residual de la sintesis, este material
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organico interferia en el patrén de difraccion de rayos X de la figura 18. El patrén
SAED (figura 21C) de CuNPs mostr6 anillos que pueden atribuirse a los planos
(111), (200) y (220) del cobre metalico cubico centrado en la cara. Las CuNPs
exhiben una distribucién de tamano de diametro que varia de 1 a 7 nm con una
media de 4.25 nm y una desviacion estandar de 1.24 nm (figura 21D). El
histograma de la figura 21D muestra que la mayoria de las AgNPs tienen un
diametro de entre 2 y 5 nm, lo que corresponde a una distribucién sesgada a la

derecha.
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Figura 22. (A) (B) (C) Micrografia TEM de baja resolucion de las Caolin-AgNPs.

(D) Histograma de la distribucién de tamafio de las Caolin-AgNPs
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Como se puede observar en las micrografias TEM (figura 22A, By C), las
Caolin-AgNPs muestran una forma cuasi esférica y también se puede observar
el gran tamafo de la molécula de caolin, el cual es poco beneficioso en la
dispersion de las AgNPs y posteriormente el gran tamafo del caolin disminuira
la efectividad antimicrobiana. Las AgNPs dispersas en caolin aumentaron
considerablemente su tamafio exhibiendo una distribucion de tamafo de
diametro que varia de 20 a 120 nm con una media de 54.07 nm y una desviacion
estandar de 27.47 nm (figura 22D). El histograma de la figura 21D muestra que
la mayoria de las AgNPs tienen un diametro de entre 2 y 5 nm, lo que corresponde

a una distribucion bimodal y sesgada a la derecha.
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Figura 23. (A) (B) (C) Micrografia TEM de baja resolucion de las Caolin-AgNPs.
(D) Histograma de la distribucion de tamario de las Caolin-AgNPs

Como se puede observar en las micrografias TEM (figura 23A, By C), las
Caolin-CuNPs muestran una forma cuasi esférica y también se puede observar
unas cuantas CuNPs dispersas pero el tamafo de caolin es poco beneficioso
para la efectividad antimicrobiana. Las CuNPs dispersas en caolin mantuvieron
parcialmente su tamafo, estas exhiben una distribucién de tamafio de diametro

que varia de 1 a 8 nm con una media de 3.58 nm y una desviacion estandar de
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1.68 nm (figura 22D). El histograma de la figura 21D muestra que la mayoria de
las AgNPs tienen un didametro de entre 2 y 3 nm, lo que corresponde a una

distribucion bimodal.

4.8 Caracterizacion de nanoparticulas por espectroscopia de rayos X por

energia dispersiva

Para realizar el analisis elemental de las nanoparticulas sintetizadas por
medio de espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDS) se utilizd un
dispositivo adicional equipado en el microscopio FEI-TITAN; se utilizaron las

mismas muestras utilizadas en el apartado 4.7.
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Figura 24. Espectro EDS de las AgNPs sintetizadas con la combinacion de
extractos (limon, naranja y toronja) con los picos etiquetados
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Figura 25. Espectro EDS de las CuNPs sintetizadas con la combinacién de
extractos (limon, naranja y toronja) con los picos etiquetados
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Figura 26. Espectro EDS de las Caolin-AgNPs sintetizadas con la combinacion
de extractos (limén, naranja y toronja) con los picos etiquetados
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Figura 27. Espectro EDS de las Caolin-CuNPs sintetizadas con la combinacién
de extractos (limén, naranja y toronja) con los picos etiquetados

Esta caracterizacion adicional de las nanoparticulas por analisis EDS
muestra en la figura 24 la presencia de Ag, lo que confirma la presencia de
AgNPs. En el analisis EDS se detectaron otros elementos como C y Cu, donde
C corresponde a la matriz organica y carbono lacey de la malla TEM y se observa
Cu ya que la malla utilizada para el analisis TEM esta conformada por Cu.
Ademas, se detectaron elementos como Si, O y Na, los cuales corresponden al

material organico residual de la sintesis de las nanoparticulas.

En la figura 25 se muestra el analisis EDS para las CuNPs, en el cual se
detecta la presencia de Cu, lo que confirma la presencia de CuNPs. Se
detectaron otros elementos como lo son O, Si, S, Ca, Ni, Co y Fe los cuales

algunos corresponden al material organico de la sintesis y otros quizas a la
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impureza del nitrato de cobre que se utilizé. Los elementos como C y Au

corresponden a la malla utilizada para el analisis TEM.

Las AgNPs dispersas en caolin se confirmaron por medio del analisis
elemental EDS (figura 26) ya que se existen picos de Ag. Los elementos de Al 'y
Si corresponden al caolin ya que es un aluminosilicato, los demas elementos C y
Cu se deben a la malla utilizada y los elementos restantes provienen de la

sintesis.

Para las CuNPs dispersas en caolin se confirman ya que se detectaron
picos ligeros de Cu (figura 27), estos picos son tan ligeros como las trazas de los
demas elementos (K, Ti, Fe, Au) se debe a que estas CuNPs tienen un tamafio
tan pequefio (figura 23) y se difunden en el caolin. El Al y Si se deben al caolin,

el Au y C a la malla utilizada y el O se debe al material organico residual.

4.9 Actividad antimicrobiana de nanoparticulas metalicas

Se realizé la evaluacién de las propiedades antimicrobianas de las AgNPs,
CuNPs, Caolin-AgNPs y las Caolin-CuNPs sintetizadas frente a S. aureus
resistente a Kanamicina, clorafenicol, ciprofloxacina y a la ampicilina. La
determinacion del efecto antimicrobiano se llevé a cabo mediante el método de
microdilucién en caldo descrita en el punto 3.20 y posteriormente midiendo su
cinética de crecimiento por 22 horas para calcular las concentraciones minimas

inhibitorias y las concentraciones minimas bactericidas.
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4.9.1 Concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Las figuras 28 a 43 muestran el crecimiento de a S. aureus resistente
(SaR) junto con los tratamientos de AgNPs, CuNPs, Caolin-AgNPs y las Caolin-
CuNPs, la curva de crecimiento se realiz6 midiendo la densidad éptica a 600nm

cada hora, durante un total de 22 horas a una temperatura de 37°C sin agitacion.

Para la medicion de la concentracion minima inhibitoria se realizaron todos
los experimentos por triplicado y para medir la desviacion estandar de los datos

se realizé por medio del error estandar.

4.9.1.1 AgNps vs SaR
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Figura 28. Actividad antimicrobiana de AgNPs a partir de extracto de limén en
diferentes tiempos
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Figura 29. Actividad antimicrobiana de AgNPs a partir de extracto de naranja en
diferentes tiempos
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Figura 30. Actividad antimicrobiana de AgNPs a partir de extracto de toronja en
diferentes tiempos
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Figura 31. Actividad antimicrobiana de CuNPs a partir de extracto de limon,
naranja y toronja en diferentes tiempos

En las figuras 28-31 se puede apreciar la cinética de crecimiento
bacteriano en presencia de distintas concentraciones establecidas de AgNPs. La
figura 28 muestra que las AgNPs sintetizadas con extracto de cascara de limon
tuvieron un efecto inhibitorio en todas sus concentraciones por lo cual el efecto
inhibitorio de SAR se encuentra en 15.625ug/uL de AgNPs. Para la figura 29 el
efecto inhibitorio de SAR se encuentra entre 15.625-31.2ug/mL de AgNPs
sintetizadas con extracto de cascara naranja. En la figura 30 las AgNPs
sintetizadas con extracto de toronja el efecto inhibitorio de SAR se encuentra en
15.625ug/uL de AgNPs. Por el contrario, las AgNPs sintetizadas con extracto de
cascara de limén, naranja y toronja (figura 31) su efecto inhibitorio contra SAR se

encuentra en concentraciones arriba de 15.625ug/mL
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4.9.1.2 CuNPs vs SaR
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Figura 32. Actividad antimicrobiana de CuNPs a partir de extracto de limén en
diferentes tiempos
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Figura 33. Actividad antimicrobiana de CuNPs a partir de extracto de naranja en
diferentes tiempos
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Figura 34. Actividad antimicrobiana de CuNPs a partir de extracto de toronja en
diferentes tiempos
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Figura 35. Actividad antimicrobiana de CuNPs a partir de extracto de limon,
naranja y toronja en diferentes tiempos

En las figuras 32-35 se puede apreciar la cinética de crecimiento

bacteriano en presencia de distintas concentraciones establecidas de CuNPs.
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Las figuras 32 y 33 se puede observar que las CuNPs sintetizadas con extracto
de cascara de limén y cascara de naranja no tuvieron ningun efecto inhibitorio
contra SAR en ninguna de sus concentraciones. Para la figura 34 las CuNPs
tuvieron un efecto inhibitorio de SAR en todas sus concentraciones por lo cual, la
CMI se encuentra en 15.625ug/mL de CuNPs sintetizadas con extracto de
cascara de toronja. En la figura 35 las CuNPs sintetizadas con extracto de toronja
el efecto inhibitorio de SAR se encuentra en 15.625ug/mL. Por el contrario, las
CuNPs sintetizadas con extracto de cascara de limén, naranja y toronja no
tuvieron un efecto inhibitorio contra SAR, si no un efecto bacteriostatico en todas

sSus concentraciones.
4.9.1.3 Caolin-AgNPs vs SaR
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Figura 36. Actividad antimicrobiana de Caolin-AgNPs a partir de extracto de
limoén en diferentes tiempos
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Figura 37. Actividad antimicrobiana de Caolin-AgNPs a partir de extracto de
naranja en diferentes tiempos
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Figura 38. Actividad antimicrobiana de Caolin-AgNPs a partir de extracto de
toronja en diferentes tiempos
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Figura 39. Actividad antimicrobiana de Caolin-AgNPs a partir de extracto de
limoén, naranja y toronja en diferentes tiempos
En la figura 36-39 se puede apreciar la cinética de crecimiento bacteriano
en presencia de distintas concentraciones establecidas de Caolin-AgNPs. En las
figuras 36-39 se puede observar que las Caolin-AgNPs sintetizadas con los

extractos no tuvieron un efecto inhibitorio contra SAR.
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4.9.1.4 Caolin-CuNPs vs SaR
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Figura 40. Actividad antimicrobiana de Caolin-CuNPs a partir de extracto de
limoén en diferentes tiempos
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Figura 41. Actividad antimicrobiana de Caolin-CuNPs a partir de extracto de
naranja en diferentes tiempos
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Figura 42. Actividad antimicrobiana de Caolin-CuNPs a partir de extracto de
toronja en diferentes tiempos
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Figura 43. Actividad antimicrobiana de Caolin-CuNPs a partir de extracto de
limén, naranja y toronja en diferentes tiempos

En la figura 40-43 se puede apreciar la cinética de crecimiento bacteriano

en presencia de distintas concentraciones establecidas de Caolin-CuNPs. En las
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figuras 40-42 se puede observar que las Caolin-AgNPs sintetizadas con los
extractos no tuvieron un efecto inhibitorio contra SAR. Si embargo en la figura 43
se observa que las Caolin-CuNPs sintetizadas con extracto de limén, naranja y
toronja tienen una reduccién del 25% en el crecimiento de SaR y la fase lag de
crecimiento paso de 2 a 4 horas, por lo cual esto significa un punto de partida

para futuros experimentos.

Se determiné que la mayoria de las nanoparticulas sintetizadas y dispersas
en caolin (figura 36-42) no tuvieron ningun efecto inhibitorio ni un efecto
bacteriostatico. Esto debido al tamafio de la particula de caolin (figura 22-23), ya
que las bacterias cuentan con una bomba de flujo para su alimentacion y al no

poder ingerir la particula no se puede tener algun efecto en su crecimiento.

En comparacion con Hariram et al., 2021 ellos realizaron la medicion de la
efectividad antimicrobiana de las AgNPs dispersas en caolin contra una cepa
Staphylococcus aureus sin multiresistencia a medicamentos, ademas la medicion
la realizaron por zonas de inhibicién; en comparacién con este proyecto que se
realizd con una cepa de Staphylococcus aureus multiresistente y la efectividad
antimicrobiana se realizd por microdiluciones en placa, el cual es mas facil dar

una dosis para combatir a esta bacteria.
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5 Conclusiones

Utilizando extractos de residuos agro-industriales como lo son la cascara de
limén, naranja y toronja, se desarrollaron y probaron distintas vias la sintesis de
nanoparticulas de plata, nanoparticulas de cobre y para la dispersion de estas
sobre el caolin, aplicando la ruta de sintesis mas amigable para el medio
ambiente y eficiente, comparado con los métodos quimicos, que originan

subproductos no deseados, requieren de energia y utilizan materia prima toxica.

Por tal motivo, los métodos de sintesis finales para cada una de las
nanoparticulas resultan en un beneficio econémico, menos perjudicial para el
medio ambiente, en un solo paso para las AgNPs y CuNPs, y con resultados

acertados tanto para la sintesis de nanoparticulas de plata como de cobre.

La sintesis de las nanoparticulas de plata, se comprobd con las técnicas de
caracterizacion (UV-Vis, XRD, TEM, HRTEM, SAED, EDS). Estas pruebas
demostraron la existencia de las nanoparticulas en las sintesis obtenidas con
picos anchos en un rango de 400 a 500 nm, estimados por estudios anteriores.
Los analisis XRD, SAED y EDS confirmaron completamente que se trataba de
nanoparticulas de plata. Por medio de la microscopia TEM se observaron las
AgNPS de forma cuasi esférica, teniendo un promedio de 2.42+0.48 nm para las

nanoparticulas sintetizadas.

La sintesis de las nanoparticulas de cobre, se comprobé con las técnicas de
caracterizacion anteriormente mencionadas. El analisis UV-Vis y XRD no

reflejaron formacion de CuNPs debido a que contenian gran cantidad de material
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organico que impedia su medicién. Las técnicas SAED y EDS confirmaron la
presencia de cobre en estas nanoparticulas. Por medio de la microscopia TEM
se observo la morfologia cuasi esférica, obteniendo un tamafio promedio de

4.25+1.24 nm.

También, se logré la dispersion de las nanoparticulas de plata y cobre sobre
caolin, las AgNPs se dispersas, aumentaron su tamano considerablemente de
2.42+0.48 nm a 54.07£27.47 nm y las CuNPs disminuyeron ligeramente su

tamano 4.25+1.24 nm a 3.58+1.68 nm.

La medicién de la actividad antimicrobiana de las AgNPs y CuNPs se
evidencio con la disminucion en el crecimiento de la bacteria Staphylococcus
aureus multirresistente. En contra parte de las AQNPs y CuNPs dispersas que no
redujeron en nada el crecimiento de esta bacteria, por lo cual se comprueba que
el tamarfio principalmente del caolin juega un factor muy importante en la
inhibicion de la bacteria, ya que esta no hay una buena biodisponibilidad de las

nanoparticulas.
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6 Recomendaciones

Las siguientes son recomendaciones serviran a futuras investigaciones en la
misma linea de proyecto, ya que servirdn para mejorar en el desarrollo de la

metodologia propuesta:

e Realizar la extraccion de agentes estabilizadores y reductores con etanol
y agua con el fin de extraer muchos mas agentes reductores y comparar
la morfologia y tamafo de las nanoparticulas obtenidas con esta
investigacion.

e Realizar la extraccibn de agentes estabilizadores y reductores
combinando distintos tipos de residuos organicos.

¢ Realizar otra ruta de dispersion de nanoparticulas para obtener un tamafo
menor de caolin y mantener el tamafo de las nanoparticulas.

e Realizar otra ruta mas verde para la sintesis de nanoparticulas de cobre
en la cual no requiera energia.

e Probar la actividad antimicrobiana a menores diluciones y probar su

efectividad contra otras cepas de microorganismos multirresistentes.
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