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RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas metalicas es comunmente llevada a cabo bajo el método
quimico que consiste en poner en contacto una solucion precursora del metal con un
agente reductor, el cual suele ser toxico, dificil de descartar por problemas
ambientales y costoso, sin embargo, se ha venido desarrollando un método de sintesis
qgue involucra las plantas como una fuente de compuestos reductores que ademas
pudiesen aportar alguna actividad antimicrobiana o antioxidante asociada a sus
compuestos fendlicos y flavonoides. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue sintetizar
nanoparticulas de hierro (FeNPs) a partir del extracto acuoso de hojas de E. robusta
Sm y evaluar su actividad antimicrobiana sobre distintos microorganismos. Para tales
fines se realizo el ajuste de los pardmetros involucrados en la sintesis de las
nanoparticulas tras el ensayo de distintas condiciones de sintesis, variando la
proporcién solucién precursora de hierro : extracto, donde se obtuvo como proporcion
favorable 1:1, ademas se varid la concentracién de ambas por separado, donde se
tomaron como concentraciones optimas 1g de hojas secas en 100mL de agua y la
dilucién a la mitad de esta (1g en 200mL) en el caso del extracto y 1ImM y 5mM en el
caso de la solucion de Fe, encontrando dependencia de estas condiciones con el
tamafio de particula, exhibiendo el menor tamafio las nanoparticulas sintetizadas
usando [extracto] 1g de hojas secas / 200mL de agua y [Fe] 1mM. Posteriormente, se
evaluo la actividad antimicrobiana usando el método de difusion en agar frente a los
microorganismos Pséudomona aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Bacilus subtilis, encontrandose una relacion estrecha entre las condiciones de
sintesis y la actividad antimicrobiana, donde la condicion que favorecio en general la
actividad antimicrobiana coincidié con la mencionada anteriormente. Finalmente se
realiz6 la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales presentes en el extracto
acuoso de hojas de E. robusta Sm reportando (158,47+0,64) mg Eq &acido gélico/g y
(131,12+4,49) mg EqQ quercetina/g, respectivamente, y se evalué su actividad

antioxidante.

Palabras claves: Nanoparticulas, hierro, Eucalyptus robusta, actividad

antimicrobiana.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia se refiere a la ciencia que se ocupa de manipular materiales
a escala atdbmica y molecular en una escala de tamafio de 1 a 100 nanémetros [, esta
ha traido consigo la aplicacion de diferentes métodos para la sintesis de estos
materiales que poseen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas Unicas y han sido
de gran importancia en diversas aplicaciones en campos multidisciplinarios. Los
meétodos generales de obtencion de nanoparticulas estan agrupados en los bottom up
(métodos quimicos), donde se produce un auto-ensamblaje de &tomos para formar un
nuevo nacleo que crece dentro de una particula en la nano-escala y los métodos top-
down (métodos fisicos), que consisten en la miniaturizacion de materiales macizos en
particulas mas finas por reduccion del tamafio 12, sin embargo, los métodos biolégicos
surgen como una alternativa a los métodos quimicos, entre sus ventajas se tienen:
amigable con el ambiente, sencillez, rapidez, bajo costo, no requiere altas
temperaturas, presion y energia, ademas posee el poder para auto-escalar la sintesis
a nivel industrial ¥, Dichos métodos estan basados en el uso de plantas o
microorganismos y han sido ampliamente evaluados para generar nanoparticulas con
propiedades antimicrobianas y, en algunos casos, antioxidantes [¥l. En la literatura
existe una vasta investigacion al respecto, siendo las nanoparticulas de plata las mas
populares, no obstante, estas nanoparticulas son de alta toxicidad y existe un
compromiso entre la concentracién limite que es toxica para los microorganismos y su

posible utilidad en modelos en vivo y en aplicaciones humanas [,

De por si las nanoparticulas de 6xidos de hierro tales como Fe203 y Fe3Oas presentan
propiedades antimicrobianas, alta bio-compatibilidad, bajo costo y estabilidad, por lo
que son cominmente empleadas en aplicaciones biomédicas ®l. Dado que las
nanoparticulas de hierro se pueden obtener por sintesis verde y presentan una

efectiva actividad antimicrobiana resulta de gran interés plantear estudios al respecto.



Entre los microorganismos patdégenos de mayor incidencia en Venezuela vale
destacar la Escherichia coli (E. coli), quien es el principal causante de infecciones
urinarias y agraviante de las condiciones de pacientes que poseen catéteres. En el
afo 2011 se reportd, segun el Primer Consenso Venezolano de Infeccidén Urinaria que
estas infecciones representan mas de 100.000 hospitalizaciones al afio. Asimismo,
representan aproximadamente el 40 % de todas las infecciones, que estan asociadas

a la colocacion de catéteres 1,

La actividad antimicrobiana se puede considerar entonces como un tema de gran
interés en el &rea de salud en Venezuela, siendo un punto importante el desarrollo de
nuevas estrategias que permitan combatir diferentes patologias asociadas a la E. coli
y otros microorganismos patdgenos asociados a enfermedades transmitidas por

alimentos como P. aeruginosa y S. aureus.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) se definen como agrupaciones de atomos de uno o varios
compuestos que poseen al menos una de sus dimensiones en el rango de 1 a 100
nmll, tienen propiedades Unicas como resultado de su tamafio pequefio y poseen
caracteristicas estructurales y morfolégicas que los hacen ideales para cierto tipo de
aplicaciones. Las propiedades fisicoquimicas de estas particulas nanométricas, en
general, difieren drasticamente de las propiedades que muestra el mismo material a
escala macroscopica. Para explicar las propiedades de las NPs se recurre
principalmente a la mecanica cuantica. A la escala nanométrica, las propiedades
dependen no solo del tamafio de la nanoparticula sino también de la forma en la que
estan acomodados los atomos. Aun cuando dos NPs estan formadas por el mismo
material y con el mismo namero de atomos, si su estructura geométrica es diferente,

sus propiedades seran distintas [],

De forma general, las NPs son a menudo clasificadas en dos grupos:

% Organicas: como los fullerenos y los nanotubos de carbono.

% Inorganicas: en las que se incluyen 6xidos metalicos (6xido de zinc, Oxido de
hierro, diéxido de titanio, etc.), metales (oro, plata o hierro) y “quantum dots”
(puntos cuénticos), entre las que se encuentran sulfuro de cadmio, seleniuro

de cadmio, entre otras 8.

Las NPs de interés para efectos de la presente investigacion seran las nanoparticulas
de hierro (FeENPSs).



2.1.1 Hierro

El hierro (Fe), de numero atomico 26 y masa atomica 55,8g/mol, es un metal brillante,
maleable y reactivo, aunque se mantiene estable en atmosfera seca y en agua libre
de CO:a. En otras condiciones el hierro se oxida a Fe?* y Fe**, formandose FeO, Fez0s4
y 0-Fe20s3, que son interconvertibles. La forma férrica (Fe®*) es muy propensa a sufrir
hidrolisis dando lugar a un polimero insoluble de hidréxido de hierro. En determinadas
condiciones pueden alcanzarse estados de oxidacién mayores (Fe**), sin embargo,
las especies predominantes en las aguas son el Fe?* y Fe3* y los complejos organicos
ferrosos y férricos. En condiciones aerobias y pH neutro las sales inorganicas de hierro

(1) son las especies mas estables [,

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre, se extrae de
diversos minerales como la hematita (Fe203), la magnetita (FezO4) 0 la limonita
(FeO(OH)). Asimismo, es un elemento esencial para los procesos fisioldgicos de los
seres vivos. En plantas es necesario para la sintesis de la clorofila; en humanos, la
deficiencia de hierro provoca anemia ferropénica que resulta en el desgaste de

enzimas esenciales para los tejidos .

2.1.2 Nanoparticulas de hierro

Las nanoparticulas de hierro (FeENPSs) suelen estar en las siguientes formas.

% Nanoparticulas de hierro cero-valente (Fe%), las cuales exhiben tipicamente una
morfologia nucleo-recubrimiento, donde el nucleo estd compuesto de hierro

metalico, y el recubrimiento se conforma de 6xido de hierro 1.



% Nanoparticulas de 6xidos de hierro, las cuales contienen un ntcleo de 6xido de
hierro de uno o mas cristales incrustados y el recubrimiento M. El nucleo
consiste en maghemita (Fe203) y magnetita (Fe304) [4. La maghemita es la forma
cubica ferrimagnética del 6xido de hierro 1ll, y difiere de la estructura de espin
inversa de la magnetita a través de vacancias en el sublatice del catién;
presentan actividades cataliticas, antioxidantes y bacterianas, buena
estabilidad y biocompatibilidad. Se utilizan para numerosas aplicaciones
biomédicas, como agentes terapéuticos y de diagnéstico o administracion de

farmacos 1.

2.2 Métodos de sintesis de nanoparticulas

Los métodos de sintesis de NPs suelen agruparse en dos categorias:

% Aproximaciones «de arriba_hacia_abajo». Involucra principalmente métodos

fisicos y consiste en la divisién de sdélidos masicos en porciones mas pequefas.
Este enfoque puede involucrar la molienda o el desgaste, evaporacion térmica,
depdsito quimico en fase vapor, preparacion de cllisteres gaseosos e
implantacion de iones y la volatilizacion de un soélido seguido por la
condensacion de los componentes volatilizados [2.

# Aproximaciones «de abajo hacia arriba». Agrupa principalmente métodos

quimicos y consiste en la fabricacion de nanoparticulas a través de la
condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en
solucion. Este enfoque involucra los siguientes métodos: método coloidal,
reduccion fotoquimica o radioquimica, irradiacién con microondas, método sol-

gel y poliol 21,

Este ultimo enfoque es mucho mas popular en la sintesis de nanoparticulas puesto
que varios de los métodos que utilizan la aproximacion «de arriba hacia abajo», salvo

la molienda, requieren de instrumentacion compleja y complicada, lo cual los hace



costosos 2, ademas, los métodos quimicos han demostrado ser mas efectivos en
controlar tamario y forma ®. Sin embargo, el uso de los métodos quimicos, como el
coloidal que consiste en disolver una sal del precursor metalico o del 6xido a preparar,
un reductor y un estabilizante en una fase continua o dispersante (un liquido en este
caso)i? requiere agentes reductores quimicos fuertes y débiles y agentes protectores
(borohidruro de sodio, citrato de sodio y alcoholes) que son en su mayoria toxicos,
inflamables, no pueden desecharse facilmente debido a problemas ambientales y
también muestran una baja tasa de produccion, ademas, en muchos casos, la sintesis
se lleva a cabo a temperaturas elevadas, que generan una gran cantidad de calor 2/,
por tal motivo, este trabajo de investigacién estara centrado en la obtencion de las
FeNPs por sintesis verde, el cual se basa en el uso de agentes biolégicos como
bacterias y hongos actinomicetos, levadura y plantas como materiales de partida,
cuyos grupos funcionales actian como agentes reductores de sales precursoras del
metal, este método se caracteriza por ser ecoldgico y de bajo costo.

2.2.1 Sintesis verde de nanoparticulas metalicas

La investigacion comenz6 con el descubrimiento de materiales magnéticos dentro de
sistemas vivos, donde la presencia de magnetita (hierro como Fe (Ill)) en espacios
intracelulares, llevd posteriormente a estudiar la presencia de Fe (Il), que condujo a
una revelacion importante: los sistemas vivos son capaces de reducir el 6xido férrico
a través de un ciclo metabodlico. Esta fue de hecho la primera evidencia de la
capacidad de los sistemas vivos para reducir el metal a la forma cero-valente. También
dio la primera indicacién hacia la presencia de magnetita de tamafio nanométrico en

la estructura celular [10.11],

Con base en lo anterior, hubo un gran interés en explorar las capacidades de bio-
reduccion de los microorganismos, de alli se desprende el método conocido

actualmente como sintesis verde que esta basado en el uso de metabolitos, extractos



vegetales, células, tejidos, semillas o estructuras para reproduccion vegetativa,
organos y organismos completos para la sintesis de NPs, este método es conocido
como “verde”, ya que al contrario que los métodos fisicos y quimicos no generan
subproductos contaminantes y entre otras ventajas tienen un menor costo ya que no
requieren de tanta infraestructura, reactivos y gasto de energia. Para la sintesis verde
de NPs no se utilizan seres vivos, sino los extractos frescos o secos obtenidos de
raices, hojas, tallos, flores o frutos de diferentes especies vegetales o de sus semillas,
de la biomasa remanente de procesos bioindustriales o biosdlidos, o bien
biopolimeros, carbohidratos, gomas y latex que se ponen en contacto con una
solucién de iones de metales para que el potencial reductor de los compuestos

contenidos en el extracto lleve a cabo la reaccién indicada en la ecuacién (1) 1011,

Metal* + Compuesto reductor — Metal® + Compuesto oxidado (I) 11

La sintesis verde de NPs metélicas es entonces una reaccion redox y ocurre debido a
la capacidad reductora de los componentes celulares o extracelulares como proteinas,
carbohidratos, acidos organicos, fenoles y otros metabolitos, los cuales aportan
electrones a los cationes de los metales llevandolos a una forma metalica con carga

cero y de escala nanométrica 14,

Cabe destacar que el compuesto reductor en la ecuacion (I) representa tanto a un
anico metabolito o compuesto quimico como a un conjunto de varios de ellos
provenientes de un extracto vegetal o de células vivas. Los grupos funcionales que
han sido reportados como interventores de la sintesis de NPs son los alcoholes,
aldehidos, aminos, carboxilos, cetonas, hidroxilos, sulfhidrilos, por lo que puede
suponerse que practicamente cualquier compuesto bioldgico que aporte dichos
grupos es utilizable para transformar iones de metales en NPs. Sin embargo, algunos
compuestos como los terpenoides, flavonoides, heterociclicos diversos, polifenoles,

azucares reductores y ascorbato se involucran directamente en la sintesis, mientras



que otros, como las proteinas funcionan como agentes estabilizantes, formando por

adsorcion una cubierta organica denominada corona 11,

Otro aspecto importante de sefialar en la ecuacion (1) es que el modelo de obtener el
metal en su forma cerovalente se adapta muy bien a metales como Cu, Ag, Pd, Au,
Ni, Ce, entre otros, sin embargo, para las FeNPs, se debe tener en cuenta que el
mecanismo de sintesis no esta del todo esclarecido, ya que se han reportado bajo una

misma ruta sintética NPs de hierro cerovalente, de 6xidos de hierro y mezcla de ambas
[11,12]

2.3 Eucalyptus

El Eucalyptus spp., posee mas de 800 especies, sin embargo, en Venezuela solo se

cultivan 4 de ellas, dentro de las que se encuentra Eucalyptus robusta J. E. Smith
[13,14]

El Eucalyptus robusta es una planta de la familia Myrtaceae, oriundo de Australia, se
cultiva ampliamente en Venezuela y en la mayoria de los paises tropicales de América.
Se reproduce por semilla, presentan crecimiento rapido, posee sistema radical
bastante superficial, se adapta bien a las diferentes condiciones de suelos y es de vida
corta. Sus hojas son ovalado-lanceoladas con el &pice largo, miden de 12 a.20 cm de
largo por 4 a 8 cm de ancho 241,

Entre sus distintas aplicaciones destaca su actividad medicinal y terapéutica. Las
hojas de esta planta contienen mayoritariamente compuestos organicos polifendlicos;

bajo el término de polifenoles o compuestos fendlicos se engloba un gran nimero de



sustancias sumamente heterogéneas, caracterizadas por poseer en su estructura uno

o varios anillos aromaticos con uno o mas grupos hidroxilo, como sustituyentes 131,

2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas

Dentro de las técnicas de caracterizacion de las FeNPs se encuentran: Dispersion
Dindmica de la Luz (DLS), espectroscopia Ultravioleta visible (UV-vis) y Microscopia
de Fuerza Atémica (AFM).

2.4.1 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Es una técnica espectroscopica para determinar el tamafio, la condicion de
agregacion, y movilidad electroforética de las nanoparticulas. De acuerdo con su
tamafo, las nanoparticulas adquieren una movilidad diferente que se conoce como
diametro hidrodinamico. DLS mide el movimiento browniano de las nanoparticulas
suspendidas en un liquido y se utiliza particularmente para establecer el tamafio de

las NPs y sus aglomerados en soluciones [€l.

2.4.2 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-vis)

Esta técnica mide la concentracion de analitos en solucion a través de la absorbancia
a una cierta longitud de onda, aplicando la Ley de Lambert-Beer. El método se conoce
como colorimetria; la cual se aplica a los compuestos que poseen un espectro de
absorcion en esa regién espectral y también a todos los compuestos que, después de
la modificacion por reactivos especificos, conducen a derivados que permiten medidas

de absorcion 91,
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En el caso de las nanoparticulas metalicas, como consecuencia de su pequefio
tamafo, destaca la presencia de electrones libres en la banda de conduccion de la
superficie de las mismas, que reciben un haz de luz incidente, induce una excitacion
colectiva de estos electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con
la luz incidente, se produce una oscilacion coherente deslocalizada de los electrones
confinados en la superficie de las nanoparticulas metélicas, en la interfaz metal-
dieléctrico o metal-semiconductor; la excitacion electromagnética se llama polariton
del plasmén de superficie; el polariton es una casi-particula hibrida resultante del
fuerte acoplamiento entre la luz y los electrones libres en la superficie de una nano

particula [16:17],

Para determinadas frecuencias de la energia incidente, se produce un acoplamiento
entre las frecuencias de la onda incidente y de la oscilacion del polaritén; este
fendmeno se llama resonancia del plasmon de superficie (RPS) y tiene la capacidad
de absorber determinadas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las

frecuencias no absorbidas que se asocian a un determinado color (7],

La porcién del espectro electromagnético, designada como 'UV-Vis' (ya que incluye
radiacion perceptible para el ojo humano) abarca el rango de longitudes de onda

comprendidas entre 200 y 1200 nanémetros 1131,

2.4.3 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La microscopia de fuerza atbmica es usada principalmente para evaluar tamafio y
morfologia de las particulas. Se basa en la interaccion entre una punta muy fina y la
superficie de la muestra, se puede operar en diferentes modos, en el modo de
contacto, la punta se arrastra a través de la superficie con una fuerza constante. Se
trata de provocar un desplazamiento relativo entre punta y muestra mediante un
barrido fino basado en materiales piezoeléctricos. Manteniendo la interaccién punta -

muestra constante, se obtienen mapas tridimensionales de resolucién nanométrica en
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los tres ejes. El uso de puntas especiales con propiedades eléctricas, térmicas o
mecénicas permite asimismo la caracterizacion de la muestra con respecto a estas

interacciones 181,

2.5 Evaluacién de la actividad antimicrobiana frente a microorganismos

patdgenos

Una de las particularidades que hacen la sintesis verde de NPs un método interesante,
es la actividad antimicrobiana frente a microorganismos patégenos, por lo que se hace
necesario introducir las definiciones de actividad antimicrobiana y microorganismos

patdgenos, para efectos de este trabajo.

2.5.1 Actividad antimicrobiana

Se definen como aquellas sustancias capaces de inhibir la supervivencia de
microorganismos y son clasificadas segin su origen en naturales y sintéticas (9. Las
sustancias antimicrobianas poseen distintos mecanismos de accién, entre los que

destacan los siguientes.

% Inhibicion de la sintesis de la pared celular del microorganismo. La pared
celular protege la integridad anatomofisioldgica de la bacteria y soporta su gran
presion osmoética interna (mayor en las bacterias grampositivas). La ausencia
de esta estructura condicionaria la destruccion del microorganismo, inducida
por el elevado gradiente de osmolaridad que suele existir entre el medio y el
citoplasma bacteriano. La sintesis de la pared celular se desarrolla en 3 etapas,
sobre cada una de las cuales pueden actuar diferentes compuestos: la etapa

citoplasmica, donde se sintetizan los precursores del péptidoglucano; el
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transporte a través de la membrana citoplasmica, y la organizacion final de la
estructura del péptidoglucano, que se desarrolla en la parte mas externa de la

pared [29],

% Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos. En la sintesis de bases que
forman parte de los acidos nucleicos, el acido folico representa la vitamina
fundamental. A partir de este, y a través de una serie de pasos enzimaticos, se
producen los acidos desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN). Los
antimicrobianos que siguen este mecanismo de accion pueden interferir en los
pasos metabodlicos que conllevan a la produccion del &cido folico, inhibir la

accion de enzimas y competir en la sintesis del ADN [21],

¥ Bloqueo de los mecanismos de resistencia de los microorganismos. Los
antimicrobianos que siguen este mecanismo carecen (habitualmente) de
accion antimicrobiana intrinseca de verdadera importancia clinica, pero se unen

irreversiblemente a algunas B-lactamasas, inhibiendo su accién de resistencia
[20]

% Interferencia en la sintesis proteica. La sintesis de proteinas requiere
mecanismos intactos de interaccion entre ribosoma, &acido ribonucleico
mensajero (ARNm), de transferencia (ARNt), y aminoacidos. Los
antimicrobianos que ejercen este mecanismo impiden la unién de porciones

especificas de ribosomas e inhiben sintesis de péptidos 2.

La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es atribuida a compuestos fendlicos
presentes en sus extractos, ademas como reporta Davidson (1993) a compuestos

alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavinas [22,
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El modo de accion de éstos compuestos fendlicos no ha sido determinado, éstos
pueden inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar la
funcidbn del material genético y se ha observado que las grasas, proteinas,
concentraciones de sal, pH y temperatura afecta la actividad antimicrobiana de estos

compuestos 22,

2.5.2 Microorganismos y su clasificacion

Un microorganismo se define generalmente como un ser vivo 0 un sistema biologico
que solo puede ser observado en un microscopio, y como microorganismo patégeno
aquel que tiene la capacidad de causar enfermedad en un individuo. Etimolégicamente
es correcto; sin embargo, excluye a los microorganismos infecciosos que no causan
signos clinicos aparentes. Casadevall y Pirofski proponen la definicion de
microorganismo patégeno como aquel con la capacidad de producir dafio en un

hospedero. Esta capacidad es la patogenicidad [23I.

Una caracteristica taxondmica importante de las bacterias es su respuesta a la tincion
de Gram, un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia para su
visualizacion, se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana,

como para poder realizar una primera diferenciacion 24,

Los procedimientos de tincion de Gram inician con la aplicacién de un colorante
basico, violeta de genciana. A continuacion se aplica una solucion de yodo; todas las
bacterias se tifien de color azul en este punto del procedimiento. Luego la célula se
trata con alcohol. Las células grampositivas que conservan el complejo de violeta de
genciana-yodo adquieren un color azul y las células gramnegativas se decoloran por
completo con la adicién de alcohol. Como ultimo paso se aplica otro colorante (como

rojo de safranina) de forma que las células gramnegativas decoloradas adquieran un
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color contrastante. La base de la reacciéon diferencial a la tincion de Gram es la
estructura de la pared celular [24],

La diferencia mas importante entre bacterias Gram positivas y Gram negativas es la
composicion y estructura de la pared celular. En ambas, la pared celular consta de la
membrana citoplasmatica 0 membrana celular que rodea al espacio interno de la
célula. Luego hay una capa de peptidoglicano, y entra la membrana y el

peptidoglucano un pequefio espacio llamado espacio periplasmatico o periplasma 291,

En las bacterias gram positivas, la capa de peptidoglucano es gruesa, mientras que
en las bacterias gram negativas la capa de peptidoglicano es mucho mas fina y esta

rodeada de otra membrana mas, la membrana externa (2.
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Dicho de otro modo, las bacterias gram positivas no tienen membrana externa y
cuentan con una capa de peptidoglicano mucho mas gruesa que las bacterias gram
negativas [24.25],

®4
|  —
[ | . @ 1 - Membrana

citoplasmatica
Gram - Peptidoglicano
- Fosfolipido
pOSitiva - Proteina

%g

(S, NV N}

.§ lipoteicoico
afi

WD
00000 00000t

? f@
i 1-Membrana
%%%g‘%% §.§§%¥;;0§' @ | mew
negativa (5 ‘ @ 5" peptdoglicanc
TOETTINANIII D 5o
.% ﬁ% g . g:gzﬂﬁglsisacérido

Figura 2. Comparacion de la pared celular de bacterias Gram negativas y Gram
positivas. Fuente: https://curiosoando.com/que-es-una-bacteria-gram-positiva

Entre las bacterias Gram negativas se encuentran E. coliy P. aeruginosa, por su parte,
dentro de la clasificacion de bacterias Gram positivas se encuentran B. subtilis y S.
aureus 24,

Existen varios métodos para evaluar la actividad antimicrobiana, sin embargo, se
conoce que las técnicas de difusion han sido ampliamente usadas para evaluar
extractos de plantas con actividad antimicrobiana y ofrece muchas ventajas sobre
otros métodos, dentro de las que destacan su simplicidad, bajo costo, la capacidad de
probar diferentes microorganismos y agentes antimicrobianos, y la facilidad para

interpretar los resultados proporcionados, por lo que la evaluacion de la actividad
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antimicrobiana de las FeNPs frente a microorganismos patégenos se llevar4 a cabo

usando el método de difusion en agar 26271,

2.5.3 Método de difusion en agar

La técnica esta basada en el método originalmente descrito por Bauer y col., (método
de Kirby-Bauer). Este método de difusion en agar o en disco fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad del
Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS, 1997), de Estados

Unidos [26.28],

2.5.3.1 Principio de la prueba de difusion en agar

El Principio de la prueba de difusion en agar se basa en establecer de forma
cuantitativa el efecto de una sustancia en estudio (en el caso de la presente
investigacién seran las FeNPs) sobre diferentes microorganismos, a través de la
relacion entre la concentracion de la sustancia y el halo de inhibicion formado en la

superficie de una placa de agar [26:19],

El compuesto a estudiar difundird por el agar produciendo un gradiente de
concentracion, de manera que, si el compuesto es efectivo contra el microorganismo
probado se formara una zona o halo de inhibicion alrededor del disco embebido; el
tamafio de la zona de inhibicion proporciona indicios de la actividad antimicrobiana de
la sustancia (NCCLS, 1997) [29],
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2.5.3.2 Factores que influencian la prueba de difusién en agar

Las siguientes variables son algunas de las de mayor importancia que se deben

considerar, para evitar las posibles variaciones en la respuesta instrumental esperada:

# Profundidad del agar. la profundidad de la capa de agar afecta los resultados. Se
debe procurar estandarizar el volumen medido de agar fundido antes de servirlo
en las placas de petri, dado que existe una relacién inversamente proporcional
entre el diametro del halo formado y el grosor de la placa de agar solidificado. Esto
quiere decir que si es adicionado un volumen grande de agar en la placa, pueden
generarse halos con diametros menores o viceversa, cuando las demas

condiciones permanecen constantes 191,

# Concentracion del indculo. Es una variable importante, con capacidad de
modificar la respuesta (halo de inhibicion), es la concentracion de suspension del
microorganismo seleccionado (in6culo). La magnitud del didmetro del halo que se
obtiene guarda una proporcionalidad con la concentracion del in6culo manteniendo
las demés concentraciones constantes. La suspension utilizada debe ofrecer una
concentracion del microorganismo conocida de 10° a 10°® Unidades Formadoras
de Colonia/mL (UFC/mL), bajo estas concentraciones se obtienen respuestas

instrumentales dentro de valores razonables 191,

¥ Temperatura de incubacion. La temperatura que se emplea para la incubacion
de las placas, debe ser la adecuada para el microorganismo inoculado, de esta
forma, se incuba el microorganismo a su temperatura optima de crecimiento para
gue sea la sustancia antimicrobiana quien ejerza su efecto inhibidor del crecimiento
y no otra condicién, como en este caso, la temperatura, que para bacterias debe
tener un valor de 37°C segun la recomendacion del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI) 1271,
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Por otra parte, es importante tener en cuenta que el apilamiento de placas genera
gradientes de temperatura, por lo que en las placas mas externas, podria
presentarse un crecimiento mas acelerado que en las placas que se encuentran
en el centro del apilamiento, lo que finalmente ocasionaria respuestas diferentes,

no comparables [,

Naturaleza del borde del halo de inhibicion. Dado que en gran medida, cualquier
conclusiéon tomada a partir de las pruebas de difusion en agar para determinar la
potencia de un antimicrobiano, depende de los halos de inhibicion medidos, se
deben determinar de tal modo que el valor experimental, sea lo mas aproximado
posible al borde real del halo. Sin embargo, en la practica se observan halos con
bordes: difusos, indefinidos, dobles, dificiles de medir; esto se debe a que el
microorganismo inoculado en el medio de agar se enfrenta a un gradiente de
concentracion del antimicrobiano, generalmente menor a medida que se aleja de
la fuente (disco) lo que da lugar a la formacion de una zona de inhibicion parcial,
generando la sensacién de degradaciéon en los bordes del halo, como una zona
difusa dificil de medir, a esto se le adiciona el hecho que el didmetro de los halos
son caracteristicas que se miden en funcién del tiempo ya que no son estaticos y
después de determinado tiempo de incubacion generan cambios como

sobrecrecimiento que distorsiona y dificulta la lectura 1,

En algunos casos, se presenta el fenomeno de la formacion del doble halo siendo
el halo interno el que manifiesta completa inhibicién, lo que se observa mediante
un halo bien definido en su borde y transparente hasta donde las caracteristicas
del medio lo permitan. Por su parte el halo externo se ve menos transparente y con
bordes poco definidos, lo que dificulta su lectura. Para efectos practicos, la
medicion de los tipos de halo para la determinacion de la potencia relativa, es
indiferente ya que se conserva las proporciones y queda a criterio del
experimentador una decision en funcién de la facilidad de su lectura, siendo

fundamental que el halo seleccionado sea el mismo tanto para el patrén como para
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la muestra analizada. El halo externo presenta mayor dificultad en su lectura y

genera errores de apreciacion experimental 29,

Composicion quimica del medio de agar. Se debe verificar el contenido de
ciertas sustancias, especialmente electrolitos, que pueden afectar la difusion de la
sustancia antimicrobiana cuando esta sufre algun tipo de interaccion por cargas,
lo que finalmente obstaculiza el efecto inhibitorio del antimicrobiano frente al
microorganismo ya que el mismo no difunde libremente a través del centro del
liquido por sus repulsiones de naturaleza eléctrica. Los medios de inoculacién mas
utilizados son el agar Mueller Hinton y agar tripticasa soya, ya que sus
componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y mayor
difusién de las muestras; el medio que se usara en la presente investigacion sera

el agar de Mueller Hinton [19:26],

Tiempo de incubacion. Dado que el halo de inhibicion formado, depende de
tiempo de incubacién, se debe tener un tiempo de lectura fijo, para evitar errores
en las determinaciones de los diametros de los halos formados, ya que después
de pasado el tiempo adecuado de lectura se presentan problemas como
sobrecrecimiento; el tiempo de incubacién para bacterias segun el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) es de 24 a 48 horas, dependiendo del

microorganismo 19271,

Concentracion critica (CC). Se define como la concentracion del agente
antimicrobiano por debajo de la cual no se puede evitar el crecimiento del
microorganismo. Se obtiene a partir de la utilizacion de la técnica de difusion en
agar, a traves de la determinacion de una respuesta medible (halos de inhibicion),
dada por los distintos niveles de concentracién del antimicrobiano evaluado, en un
medio sélido inoculado con un microorganismo genéticamente conocido (Cepa
ATCC) 19,



20

# Volumen de la concentracion del antimicrobiano a servir. El volumen de la
concentracion de la sustancia en estudio a servir en el disco debe siempre ser el
mismo, para que actle como un reservorio de concentracion constante. En el
desarrollo experimental se emplean volimenes estandar, normalmente se aplica
en cada disco un volumen de 100 pl, de las diferentes concentraciones de las

diluciones de la sustancia en estudio 9.
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2.6 Antecedentes

A continuacion se presenta una revision de trabajos previos realizados en esta area,
vinculados al uso de extractos de plantas para la obtencion de nanoparticulas y a la
evaluacion de la actividad antimicrobiana tanto de los extractos vegetales como de las

nanoparticulas obtenidas mediante sintesis verde.

En estudios anteriores, como el realizado por Arunachalama, R. y col., 2012, titulado
Fitosintesis de nanoparticulas de plata usando extractos de hoja de Coccinia grandis
y su aplicacion en la degradacién fotocatalitica, obtuvieron nanoparticulas de plata
(AgNPs) mediante una biosintesis, a partir de AQNOs acuoso y el extracto de hoja de
la calabaza hiedra (Coccinia grandis). Las particulas mostraron un rango de tamafio
de 20-30 nm y presentaron propiedades fotocataliticas exitosas en la degradacion del

colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 bajo luz UV 9,

En 2013, Ramirez-Rueda, R. y col., llevaron a cabo una investigacion titulada
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos de plantas frente a cepas
bacterianas multiresistentes, donde evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos
metandlicos y diclorometanicos de seis plantas contra bacterias multiresistentes. Para
evaluar la actividad antimicrobiana utilizaron la técnica de difusion en agar, donde
determinaron la concentracion minima inhibitoria (CMI) probando distintas
concentraciones contra las cepas bacterianas S. aureus y E. faecalis, obteniendo
como resultado que los extractos de Helichrysum italicum (conocida como curry)
inhibieron las bacterias grampositivas en estudio. En este caso el tamizaje de seis
especies vegetales dio lugar al hallazgo de un ejemplar cuyos extractos metandlicos
y diclorometanicos inhiben en bajas concentraciones dos cepas bacterianas

multiresistentes 311,
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Por su parte, Carvajal, Z. y col., 2013, realizaron el estudio Actividad biologica de
extractos de tres plantas sobre bacterias patégenas para el humano en la Universidad
Central de Venezuela, donde se determind la citotoxicidad de extractos de Parinari
sprucei, Couepia paraensis y Lantana camara L. y evaluaron la actividad estos
posibles agentes antimicrobianos por el método de difusion en agar de Kirby-Bauer
sobre Staphylococcus aureus y Acinetobacter haemolyticus, resultando que los
extractos de la familia Verbenaceae no poseen actividad antibacteriana, mientras que

los de la familia Chrysobalanaceae inhibieron la replicacion de bacterias grampositivas
[32].

E. Mohammed, A., 2015 llev6 a cabo una investigacion titulada Sintesis verde, efectos
antimicrobianos y citotéxicos de nanoparticulas de plata obtenidas por extracto de hoja
de Eucalyptus camaldulensis, en este trabajo se utilizé la técnica de biosintesis
extracelular para la produccién de nanoparticulas de plata (AgNPs), usando el extracto
de hoja del Eucalyptus camaldulensis (E. camaldulensis) y se evaluaron los efectos
antimicrobianos y citotéxicos de las AQNPs contra cuatro tipos de bacterias patégenas,
incluyendo dos bacterias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia
coli) y dos bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) a
través del método de difusién en agar, obteniendo una actividad bactericida eficiente
contra las especies probadas. No obstante, el mecanismo exacto de la biosintesis
extracelular de NPs de metales necesita mas estudios para resaltar el proceso de
biosintesis de las AgNPs y también para caracterizar el efecto de toxicidad de estas

nanoparticulas 331,

Carrillo, M., y col., 2016, realizaron un estudios sobre la Fortificacion de harina de maiz
con nanoparticulas de fierro sintetizadas con extracto de moringa (Moringa oleifera),
en este trabajo se propuso un tratamiento de la anemia ferropénica tras el uso de la
nanotecnologia, para tal fin se fortificaron tortilas de harina de maiz con

nanoparticulas de hierro (FeNps) sintetizadas con el extracto de M. oleifera y una
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solucion de FeSOa. El contenido de minerales en la tortilla elaborada con harina
adicionada y sin adicionar FeNps fue de 2.1 y 1.6 % respectivamente. Estas tuvieron
buena aceptacion sensorial e incrementaron su vida util hasta por 23 dias. Finalmente,
se concluyé que la fortificacion de harina de maiz con FeNps para elaborar tortillas es

una alternativa viable para la prevencion de la anemia ferropénica [34.

Esta investigacion muestra un efecto importante de las nanoparticulas sintetizadas a
partir de extractos de plantas, debido a que promueven la inhibicién de crecimiento de
microorganismos en las tortillas fortificadas con las FeNPs, lo que indican que estas
particulas presentan una actividad bioldégica que puede estar asociada a los

componentes presentes en el extracto de la M. oleifera.

Gonzalez-Vargas, N. y col.,, 2017, realizaron un trabajo de investigacion sobre la
Actividad Antibacteriana De Nanoparticulas Metalicas Sobre Bacterias Resistentes A
Antibiéticos Convencionales, este trabajo se enfoc6 en la evaluacion de la actividad
antibacteriana de NPs metalicas (Ag y Cu) sobre cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, aisladas de pacientes del
Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio, y clasificadas como sensibles y
resistentes por el Laboratorio de Microbiologia de Andlisis Clinicos de Ledn (México).
Se realizaron antibiogramas para todas las cepas usando de 14 a 17 antibi6ticos
diferentes empleando la técnica de Kirby-Bauer y se determind la sensibilidad y
resistencia para cada antibiético evaluado, luego se realizd la evaluacion de la
actividad antibacteriana de las NPs de Cu y Ag sobre las cepas sensibles y resistentes,
encontrando que ambos tipos de bacterias son igualmente sensibles a las NPs

metalicas (39,

Gopalu, K., y col., 2017, trabajaron en una investigacion titulada Biosintesis floral de
nanoparticulas de Mn3O4 y Fe203 usando extractos de flores Chaenomeles sp. para
aplicaciones medicinales eficientes, en este trabajo de investigacion se dio paso al

primer enfogue para sintetizar nanoparticulas a partir de extractos de flor
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Chaenomeles sp y se encontr6 que las moléculas organicas presentes en los
extractos de flores involucradas en la sintesis de las nanoparticulas de Mn3Oasy Fe203
fueron glucdsidos, alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides, quininas y
esteroides, las cuales se identificaron utilizando diferentes andlisis fitoquimicos y
cromatografia de gases-espectrometria de masas. Las imagenes de microscopia
electronica de transmision mostraron la formacion de nanopatrticulas esféricas con un
tamafio promedio de 30-100 nm y el analisis antioxidante mostré que las
nanoparticulas sintetizadas tenian excelente potencial antioxidante. Ademas, el
estudio antibacteriano demostré que inhiben el crecimiento de bacterias dafiinas tales
como Pseudomonas aeruginosa y Streptococcus pyogenes. Por lo tanto, este estudio
propone un nuevo método ecoldgico y no toxico para sintetizar nanoparticulas para

aplicaciones medicinales 1361,

Jagathesan, G., y col.,, 2018, publicaron la investigacion titulada Biosintesis y
caracterizacion de Nanoparticulas de 6xido de hierro usando extractos de hoja de
Eichhornia crassipes y evaluacion de su actividad antibacterial, donde se elaboraron
los procesos de formacion de nanoparticulas de 6xido de hierro biogénicas a través
de un enfoque de quimica verde y analizdé su actividad antibacteriana frente a los
microorganismos patdgenos Staphylococcus aureus y Pseudomonas fluorescens,
obteniendo buena actividad antibacteriana y se concluyé que pueden usarse en

campos medicinales 7],
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2.7 Justificacién

La sintesis verde de nanoparticulas metalicas es un método de obtencion de
nanoparticulas alternativo al método quimico, donde se excluye el uso de agentes
reductores y estabilizantes que en su mayoria son toxicos, es sencillo, rapido y de
bajo costo. Aunado a ello, el uso de extractos vegetales de especies que poseen
alguna actividad biologica, como el Eucalyptus robusta, que es conocido por sus
propiedades medicinales y terapéuticas, representaria una ventaja adicional en el uso
de sintesis verde al permitir obtener nanoparticulas metalicas con propiedades

bioldgicas adicionales.

Ademas de las ventajas en cuanto a las propiedades biologicas que puede conferir el
Eucalyptus robusta, vale destacar que este es ampliamente cultivado en Venezuela,

lo que incrementa la viabilidad econémica del proceso planteado.

Es importante mencionar que de alguna manera somos vulnerables a los
microorganismos patdégenos, ya que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, agua, suelo, aire, materia fecal, entornos de produccion de alimentos, y
entornos hospitalarios. En Venezuela, entre los microorganismos patdégenos de mayor
incidencia destaca E. coli, siendo este el principal causante de infecciones urinarias y
agraviante de las condiciones de pacientes que poseen catéteres, presentando altos
porcentajes de resistencia a los antibidticos como ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixicol®8l, lo que supone grandes
complicaciones en el tratamiento antibiético cuando este es requerido, asimismo, el
S. aureus es el principal agente causal de Enfermedades de Transmisién por
Alimentos (ETAs), responsable de intoxicacion alimentaria estafilococcica e
infecciones severas como septicemia, neumonia, meningitis y endocarditis 9. Por
otra parte, la P. aeruginosa, presente en el suelo y agua, es causante de infecciones

gue pueden ser externas y leves (que afectan el oido o los foliculos pilosos) o bien
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infecciones internas graves (que afectan los pulmones, el torrente sanguineo o las
valvulas cardiacas) [*0l. Asimismo, vale resaltar al Bacillus, género dentro del cual se
encuentran especies productoras de intoxicaciones e infecciones clinicas, tales como
la bacteremia, septicemia, infecciones del sistema nervioso, sistema respiratorio,

meningitis, endocarditis, pericarditis, abscesos, infecciones oculares, entre otras 1“1,

El aporte principal de este trabajo es precisamente el estudio de un posible
antimicrobiano mediante la sintesis de nanoparticulas de hierro a partir del extracto
acuoso de las hojas de E. robusta, lo que permitiria en un futuro el desarrollo de
estrategias alternativas que ayuden en el tratamiento contra microorganismos

patégenos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas de hierro a partir de extracto acuoso de hojas de Eucalyptus

robusta Sm para su posterior evaluacion de actividad antimicrobiana.

3.2 Objetivos Especificos

% Ajustar los parametros de sintesis de las nanoparticulas de hierro a partir de

extracto acuoso de las hojas de Eucalyptus robusta Sm.

¥ Caracterizar las nanoparticulas de hierro via dispersion dinamica de la luz y

espectroscopia ultravioleta visible.

# Evaluar la capacidad antimicrobiana de nanoparticulas de hierro frente a

microorganismos patdégenos mediante el método de difusion en agar.
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4. METODOLOGIA

4.1 Ajuste de parametros de sintesis de las nanoparticulas de hierro

4.1.1 Extracto acuoso de las hojas de E. robusta

La sintesis de nanoparticulas de hierro requirié del extracto acuoso de las hojas de
Eucalyptus robusta Sm, las cuales fueron recolectadas en los alrededores de la
Urbanizacion Los Geranios en la Av. Principal El Hatillo, La Boyera, sector los pinos,
Caracas e identificadas en el Herbario “Victor Manuel Ovalles” (MYF) bajo el N° 29523,
donde reposa un ejemplar. Para la obtencién del extracto se lavaron las hojas con
agua destilada y se dejaron secar al aire durante 48 horas. Una vez secas, se
sometieron a molienda en un molino de bolas hasta obtener un polvo fino, seguido de
ello se pesaron distintas cantidades para la obtencion de extractos de distintas
concentraciones (10g/100mL de agua, 1g/100mL de agua y 1g/200mL de agua) tras
la disolucion de las hojas molidas en agua destilada y calentamiento a 40°C en
ultrasonido durante 30 minutos. Los distintos extractos obtenidos se dejaron enfriar y
se filtraron usando lana de vidrio, finalmente fueron almacenados bajo refrigeracion

para su utilizacion posterior.

4.1.2 Sintesis de las nanoparticulas de hierro

La sintesis de nanoparticulas de hierro se realizdé considerando ciertos ajustes de los
parametros de sintesis, entre los cuales se incluyé la proporcion extracto: solucion
precursora de hierro, donde se ensayaron proporciones 1:1, 2:1y 1:2, la concentracion
del extracto, donde se prob6 con 10g/100mL de agua, 1g/100mL de agua 'y 1g/200mL
de agua, y la concentracion de hierro, utilizando 0,1M, 0,01M, 1mM y 5mM. El
procedimiento general involucro la mezcla de extracto y solucion precursora de hierro,

para ser sometida a calentamiento a 40°C en ultrasonido durante 30minutos. La
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formacion de nanoparticulas se evidencidé por la aparicion del color negro en la
solucién y se almacenaron bajo refrigeracion hasta su caracterizacion. Para la

evaluacion de la actividad antimicrobiana se liofilizaron las nanoparticulas.

En la figura mostrada se resume el procedimiento de la sintesis de nanoparticulas de
hierro.

“
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b f g )
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Nanoparticulas
de hierro

.(Ultrasonigov)

Figura 2. Esquema de metodologia de sintesis de FeNPs. Fuente: elaboracion propia

4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de hierro
4.2.1 Dispersiéon dinamica de la luz (DLS)

La distribucion de tamafio de las particulas fue evaluada con un equipo disefiado en
el laboratorio de espectroscopia laser (Facultad de Ciencias, UCV) basado en la
técnica de dispersion dindmica de la luz; el equipo consta de un laser de He-Ne de
longitud de onda: 635 nm, dos polarizadores para atenuar el haz del laser, una lente
para enfocar el haz sobre la muestra y un fotomultiplicador colocado a un angulo
variable respecto a la luz incidente que la convierte en corriente eléctrica. Las
condiciones de trabajo fueron: longitud de onda del laser empleado 630 nm, el angulo
fue 90 °, temperatura 298 K.
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4.2.2 Espectroscopia UV-vis

Las propiedades Opticas de resonancia de plasmoén superficial, SPR, de las
nanoparticulas de hierro fueron monitoreadas mediante un espectrofotometro Ocean
Optics de UV-Visible, modelo. LS-1y la adquisicion de datos se obtuvo con el programa
OOl Base32, version 2.0.1.

4.2.3 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

Se uso6 el microscopio de fuerza atomica (Dimensions Edge, Bruker) en CONTACT
MODE para determinar el tamafio y la morfologia de las FeNPs. Las condiciones del
registro de medida fueron Set Point: 2.90V; P: 2,0024; I. 1,0087; D: 0.0; Muestras:
512; Lineas: 512; Velocidad de escaner: 0,7 Hz; Rango de escaner: 2.49 ym; Punta:
modelo SNL- 10.

4.3 Evaluacién de la actividad antimicrobiana frente a microorganismos

patdgenos

Para determinar la capacidad antimicrobiana de las nanoparticulas de hierro se sigui6
el método de difusién en agar actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos
de Susceptibilidad del Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS,
1997), de Estados Unidos, para lo cual se usaron cultivos puros de E. Coli, S. aureus,
P. fluorescens y B. subtilis provenientes del Centro Venezolano de Cultivos de
Microorganismos (CVCM) y el Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR).
Las cepas que se usaron fueron E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC15442, B.
subtilis ATCC 6636 y S. aureus ATCC 6538.
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Los microorganismos fueron crecidos en Caldo Tripticasa Soya alcanzando un nivel
maximo de 107 UFC/mL, lo cual se verific6 por recuento de colonias realizando

diluciones seriadas hasta obtener cultivos de 107 UFC/mL.

Para el método de difusion con discos en placas, se uso Agar Muller Hinton, los discos
impregnados con soluciones de nanoparticulas de hierro obtenidas bajo distintas
condiciones de sintesis fueron colocados sobre las placas inoculadas individualmente
con cada microorganismo, las cuales fueron luego incubados a 37°C x 24 horas,
realizandose finalmente la medicion de los halos de inhibicion con un vernier, estas
pruebas se realizaron por duplicado para cada microorganismo. Agua destilada fue
utilizada como control negativo y el antibiotico gentamicina (0.01 g/mL) como control

positivo.

A continuacion se ilustra lo anteriormente descrito en dos figuras que contemplan los

siguientes pasos generales:

1- Preparacion del in6culo.

2- Inoculacion de las placas, aplicacion a los discos y lectura de las placas.
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Diluciones seriadas
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Figura 4. Metodologia para inoculacién de las placas, aplicacién a los discos y
lectura de las placas. Fuente: elaboracién propia.

4.3.1 Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados manejando el programa Statgraphics
centurion XV, aplicando un analisis de varianza de una via ANOVA, para determinar
diferencias estadisticas entre las condiciones de sintesis de nanoparticulas evaluadas

y los microorganismos estudiados.
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4.4 Caracterizacion del extracto acuoso de las hojas de Eucalyptus robusta Sm
y evaluacién de su actividad antioxidante

4.4.1 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales del extracto acuoso de las hojas de E. robusta fue
determinado por espectroscopia, utilizando acido galico como estandar, a través del
método de Folin-Ciocalteu’s descrito por Medina M[*2 (2011). El procedimiento se
baso en verter 50 pL del extracto diluido en un Ependorf que contenia 430 uL de agua,
seguido de ello se adicionaron 20 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu’s, se dejé reposar
1 min y se vertieron 50 puL de carbonato de sodio (7 % p/v) y 450 puL de agua. La
mezcla se mantuvo en reposo a temperatura ambiente durante 20 minutos y la

absorbancia se midié a 595 nm.

4.4.2 Flavonoides totales

El contenido total de flavonoides del extracto se determind mediante el método
colorimétrico de cloruro de aluminio, a través del procedimiento descrito en Lamaison
Ji#3l (1990) con algunas modificaciones. En resumen, 100 pL del extracto fueron
mezclados con 100 pL de solucion de AICI3 al 2% m/v y se dej6é en reposo durante 10
min, posteriormente se midi6 la absorbancia a 595 nm. El contenido total de
flavonoides se calcul6 a partir de una curva de calibracion utilizando concentraciones
crecientes de quercetina, y el resultado se expres6 como mg equivalentes de

quercetina por g extracto.

4.4.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante del extracto acuoso de las hojas de E. robusta fue
determinada mediante el ensayo de atrapamiento del radical 1,1-difenil-2-picril-

hidrazilo (DPPH.), descrito por Villano y col*Y (2007) con algunas modificaciones.
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Para tal fin, fueron mezclados 100 pL del extracto con 100 yL de etanol y 50 uL de
solucién de DPPH, posteriormente fueron incubados en oscuridad a temperatura
ambiente 30 min. La absorbancia de la mezcla fue registrada a 595 nm. La quercetina
fue utilizada como antioxidante de referencia. La capacidad de la muestra para captar
el DPPH: (% de inhibicibn o atrapamiento) se determiné a partir de la siguiente

ecuacion:

. (Aj—Ap)
% atrapamiento de DPPH = — X 100%

i

Donde Aies la absorbancia control y At la absorbancia de la muestra.

4.4.4 Andlisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados usando el programa Prism 7 (Graph Pad,
San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Ajuste de parametros de sintesis de nanoparticulas de hierro vy

caracterizacion.

La sintesis de nanoparticulas a partir de extractos vegetales no sigue un
procedimiento Unico sino que por el contrario se han propuesto diferentes rutas para
la obtencion de estas, por ejemplo, se ha dicho que para la estabilidad de las
nanoparticulas se requiere una duracion de incubacién Optima para completar la
nucleaciont*® por lo que en muchos procesos de sintesis verde a partir de extractos
vegetales se incluye como parte del procedimiento un tiempo que por lo general oscila
entre 10 y 120 minutos durante el cual se somete la mezcla de reaccion conformada
por el extracto vegetal y la solucion precursora del metal a temperaturas entre 40°C y
100°C [T 33, 34 Sin embargo, también se ha dicho que la reaccién suele ocurrir
espontaneamente a temperatura ambiente y que la velocidad de reaccién es rapida y

generalmente se completa en pocos minutos [12. 461,

Con lo anteriormente expuesto, pudiese interpretarse el suministro de energia a través
de la incubacion, planteada anteriormente como requisito durante la sintesis de
nanoparticulas, como un catalizador opcional de la reaccion de formacién de
nanoparticulas, tomando entonces para efectos de la presente investigacion un tiempo
de calentamiento y temperatura que estuviesen lo mas cercano al extremo inferior del
rango de oscilacion general de dichos parametros, quedando los mismos en 30

minutos y una temperatura entre (40-50)°C.

Ademas, se incluy6 un equipo de ultrasonido, que segun algunos estudios es capaz
de acelerar reacciones quimicas y compensar el uso de condiciones menos severas
de temperatura y presion. Las condiciones drasticas que genera la compresion y

expansién de una burbuja de cavitacion producto del choque de las ondas acusticas
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en la fase gaseosa de la burbuja, conduce la posibilidad de disminuir el tamafo de
particula de los sélidos obtenidos, ventaja que es muy importante ya que conduce al
aumento de la superficie de contacto que se traduce en el aumento de la actividad de

la particula 7],

Por otra parte, se ha dejado claro que la naturaleza del extracto de la planta, su
concentracion, la concentracion de la sal metalica, la temperatura y el tiempo de
contacto afectan la velocidad de produccién de las nanoparticulas, su cantidad y otras
caracteristicas 3, lo que es evidenciado en las diferentes rutas sintéticas de
nanoparticulas a partir de extractos vegetales que plantean distintos investigadores,
donde el uso de concentraciones y proporciones tanto de extracto como de solucion
precursora del metal suelen variar cuando se modifica el género de la plantal33 34 27
36, 371 e incluso la especie, dentro del mismo génerol33 48l |o cual pudiese ser
consecuencia de la composicion fitoquimica variable ®9, por lo que se realizaron

diferentes ensayos en funcién de los siguientes pardmetros.

v' Concentracion del extracto
v' Concentracién de la soluciéon precursora de hierro
v" Proporcién solucién de hierro : extracto

En la siguiente tabla se presentan las diferentes condiciones de sintesis ensayadas

experimentalmente.
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Tabla 1. Condiciones usadas en el ajuste de parametros de la sintesis de

nanoparticulas de hierro.

Condiciébn Concentracion del extracto Concentracion Proporcion

de sintesis (g hojas / mL agua) Fe (M) (Fe:Extracto)
cl 10/100 0,1 11
c2 10/100 0,1 2:1
c3 1/100 0,1 1:1
c4 1/200 0,1 11
c5 1/200 0,1 1.2
c6 1/200 0,1 2:1
c/ 1/200 0,01 11
c8 1/200 0,001 11
c9 1/100 0,001 11
c10 1/100 0,005 1:1

Al mezclar la solucion de hierro con el extracto acuoso de E. robusta se observd un
cambio inmediato de color, tornandose la solucién de color negro, lo que indicé la
reduccion del Fe?* a Fe® que se asocia a la reaccidon de obtencién de las
nanoparticulas de hierro %, ademas, la permanencia del color negro indica que no
sufrieron oxidacion P, Sin embargo, las condiciones c1, ¢c2 y ¢3 no pudieron ser
medidas por DLS debido a que se encontraba muy concentrada la solucién que
contenia las nanoparticulas redispersas, hecho que sugiere posibles hipétesis en las
gue por un lado se plantea, con base en la concentracion del extracto, que al ser alta
dicha concentracién hubo un exceso de nanoparticulas con poca estabilidad y en
consecuencia se aglomeraron, provocando una distribucién de tamafios que en su
mayoria estuvo muy por encima de la escala nano, y, por otro lado, con base en la
concentracion del extracto usada para el caso de cl y c2, que la elevada
concentracion de los metabolitos secundarios de la planta pudo haber ocasionado la

aglomeracion de las nanoparticulas recubiertas por los grupos estabilizadores que
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contienen las plantas entres los que se encuentran mayormente las proteinasi', que

suelen ser moléculas voliuminosas.

En respuesta a la ultima hipotesis planteada se disminuyo 10 veces la concentracion
del extracto, obteniendo de igual forma un producto fuera de la escala nano que no
pudo ser medido por DLS, por ende se diluy6 a la mitad la concentracion del extracto
usado en c3 y se probaron distintas proporciones solucién de hierro : extracto

manteniendo la concentracion de hierro en 0,1M.

Las ultimas variaciones mencionadas estuvieron enmarcadas por los experimentos

c4, c5y c6, donde se obtuvieron las siguientes respuestas ante el analisis de DLS.
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Grafico 1. Distribucion de tamafio vs Diametro de nanoparticulas de hierro elaboradas
a partir de c4([Fe] 0,1M, [extracto] 19/200mL, [Fe]: [extracto] 1:1), c5([Fe] 0,1M,
[extracto] 1g/200mL, [Fe]: [extracto] 1:2) y c6([Fe] 0,1M, [extracto] 1g/200mL, [Fe]:
[extracto] 2:1).



39

Se puede observar que la distribucion de tamafio de particulas mas pequefia fue la
obtenida para el experimento c4, donde la proporcion solucion de hierro : extracto fue
1:1, mientras que la distribucién de tamafio mas alejada del limite de la escala nano
(100nm) fue la obtenida para el experimento c¢6, donde la proporcién era 2:1, por lo

que se dej6 el parametro proporcion fijo en 1:1 (Grafico 1, tabla 1).

Puesto que el experimento c4 mostrd una distribucion de tamafio de particulas sobre
los 150nm, se opt6 por bajar la concentracion de hierro a 0,01M mediante el ensayo
c7, obteniendo como resultado la distribucion de tamafio que se muestra en el gréafico
2, con este resultado se pudo evidenciar la existencia de particulas en la nanoescala
con la condicién de sintesis c7, donde se utiliz6 una concentracién de extracto de

19/200mL, una solucién de hierro de concentracién 0,01M y proporcion 1:1.
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Grafico 2. Distribucion de tamafio vs Diametro de nanoparticulas de hierro elaboradas

a partir de c7 ([Fe] 0,01M, [extracto] 1g/200mL, [Fe]: [extracto] 1:1).
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En vista del comportamiento observado al disminuir la concentracion de la soluciéon
precursora de hierro, se realizé un experimento c8 dejando la concentracion de
extracto en 19/200mL y disminuyendo la concentracion de hierro a 1mM. El resultado

de este experimento se presenta en el grafico 3.
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Gréfico 3. Distribucion de tamafio vs Diametro de nanoparticulas de hierro elaboradas

a partir de c8 ([Fe] 1mM, [extracto] 1g/200mL, [Fe]: [extracto] 1:1).

En el grafico 3 se observa una distribucién de tamano de particula que en su mayoria
se encuentra por debajo de 1nm, lo que significa una sintesis de nanoparticulas muy
estables y permite entonces establecer como parametros fijos para la obtencion de
nanoparticulas de hierro a partir del extracto acuoso de hojas de E. robusta Sm los

siguientes.

v" Concentracion del extracto; 1g de hojas en 200mL de agua.
v" Concentracion de la solucién precursora de hierro; 1ImM.

v Proporcién solucion de hierro: extracto; 1:1.
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Sin embargo, desde el experimento c4 hasta este ultimo (c8) se varid solo la
concentracion de hierro y, en consecuencia, se dejo fija la concentracion del extracto,
por lo que se realizd el experimento c9, donde se aumentd la concentracién del
extracto a 1g de hojas en 100mL. Esto con la finalidad de estudiar los limites que rigen
la sintesis eficiente (en cuanto al tamafio de particula) de nanoparticulas cuando se

parte del extracto acuoso de hojas de E. robusta.
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Grafico 4. Distribucion de tamafio vs Diametro de nanoparticulas de hierro elaboradas

a partir de c9 ([Fe] 1mM, [extracto] 1g/100mL, [Fe]: [extracto] 1:1).

Del experimento c9 se obtuvo que las particulas presentaron una distribucién de
tamafio entre 40 y 140 nm, con un tamafo promedio alrededor de los 90 nm, por lo

que se pueden tomar las condiciones de este experimento para evaluar las
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propiedades de un segundo grupo de nanoparticulas de hierro a partir del extracto

acuoso de las hojas de E. robusta. Las condiciones de sintesis fueron:

v' Concentracién del extracto; 1g de hojas en 100mL de agua.
v' Concentracién de la solucién precursora de hierro; ImM.

v Proporcién solucion de hierro: extracto; 1:1.

Teniendo entonces dos condiciones de sintesis favorables donde se puede observar
el efecto sobre el tamafio de particula obtenido al dejar fija la concentracion de la
solucion de hierro y aumentar la concentracion del extracto, se decidio probar, a modo
de comparacion, un ultimo experimento (c10) donde se dejo fija la concentracion del
extracto en 1g de hojas / 100mL y se aumentd la concentracién de la solucién de hierro
a 5mM.

La intencion de llevar la concentracién de hierro a 5mM fue marcar los limites en
cuanto a la concentracion de la solucion del metal que publicaron Garcia y col. en
2004, describiendo la sintesis verde de nanoparticulas como un proceso redox en el
gue se ponen en contacto extractos vegetales con una solucién de concentracion
entre 1 y 5 mM de iones de metales para que el potencial reductor de los compuestos
contenidos en el extracto o compuesto bioguimico lleve a cabo la reaccion indicada

en la ecuacion (I) (Ver pagina 7) (1,

En el grafico 5, se presenta la distribucién de tamafio en funcion del diametro de
particula obtenido para el experimento c10. Se observa que existe una distribucion de
tamafio asimétrica o bimodal, con particulas inferiores a 60nm y por otro lado

agrupaciones mas grandes centradas alrededor de los 220nm.
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Gréafico 5. Distribucion de tamafio vs Diametro de nanoparticulas de hierro elaboradas

a partir de ¢c10 ([Fe] 5mM, [extracto] 1g/100mL, [Fe]: [extracto] 1:1).

A pesar de haber obtenido una distribucién de tamafio de particula alejada de los
100nm, se tomo6 como una tercera condicion para la sintesis de nanoparticulas a partir
del extracto acuoso de las hojas de E. robusta agrupando los parametros de la

siguiente manera.

v" Concentracion del extracto; 1g de hojas en 100mL de agua.
v' Concentracién de la solucién precursora de hierro; 5mM.

v Proporcién solucion de hierro: extracto; 1:1.

En la tabla 2 se agrupan las 3 condiciones de sintesis que se utilizaron para evaluar

las propiedades de las nanoparticulas obtenidas.
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Tabla 2. Condiciones de sintesis favorables para la sintesis de nanoparticulas de

hierro a partir del extracto acuoso de hojas de E. robusta.

Condicién  Concentracion del extracto Concentracion Proporcion

de sintesis (g hojas / mL agua) Fe (mM) (Fe:Extracto)
c8 1/200 1 11
c9 1/100 1 1:1
c10 1/100 5 1:1

En el grafico 6 se presenta el espectro UV-visible obtenido para las nanoparticulas de
hierro a partir del extracto acuoso de las hojas de E. robusta, donde se observa una
banda de absorcion entre longitudes de onda 250nm y 370nm con un maximo
alrededor de los 280 nm. Esta banda corresponde a la resonancia de plasmon
superficial tipica de las nanoparticulas de hierro, la cual coincide con la reportada por
algunos autores; por debajo de los 300nm, asociando dichas desviaciones leves en
los valores maximos de absorcion al tamafio de particula, el cual suele influir en el
desplazamiento de la banda SPR. La banda de resonancia del plasmon superficial de
las nanoparticulas de hierro suele estar reportada en la literatura en un rango de
300nm a 500nm, que es idéntica a las caracteristicas de analisis espectral UV-vis para

el hierro metélico 52,



45

1.0-

0.8+

Absorbancia

0.0

250 280 310 340 370 400 430 460 49
Longitud de onda (nm)

Grafico 6. Espectro UV visible de nanoparticulas de hierro obtenidas a partir del

extracto acuoso de hojas de E. robusta.

Por udltimo en cuanto a la caracterizacion de las nanoparticulas, se us6 AFM para
evaluar la morfologia y el tamafio de las mismas. Las nanoparticulas de hierro
ilustradas en la imagen AFM exhiben forma esférica (Figura 5). Se observan
nanoparticulas individuales asi como aglomeradas. El diametro de las FeNPs es de
aproximadamente 8 nm, de acuerdo con el perfil de altura. El ancho era de alrededor
de 70 nm, este valor es demasiado grande y en este caso podria atribuirse al proceso
de aglomeracién de las nanoparticulas, esto puede ocurrir durante el proceso de

deposicion sobre el sustrato o durante la sintesis 53,

Este resultado presenta concordancia con el obtenido por DLS, donde las variables

de sintesis determinan el tamafio final de las nanoparticulas.
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Figura 5. a) Imagen AFM de FeNPs obtenidas bajo [Fe] 1mM, [E. robusta] 1g/200mL,
[Fe]: [extracto] 1:1. b) Representacion 3D. c) Perfil de altura a lo largo de la linea
indicada en a.

5.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a microorganismos

patdgenos

El comportamiento de diferentes microorganismos frente a nanoparticulas de hierro
sintetizadas a partir del extracto acuoso de E. robusta fue evaluado y a continuacion

se presentan los resultados obtenidos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Comportamiento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B. subtilis, frente a

nanoparticulas de hierro obtenidas a partir de E. robusta usando diferentes

concentraciones de hierro y extracto en proporcion 1:1.

Muestra E. coli (mm) S. aureus P. aeruginosa B. subtilis
(mm) (mm) (mm)

Extracto E. robusta 1,10+0,10aA 1,15+0,05aA 0,45+0,05aA 3,60+ 0,40 aB
FeNPs c8 1,60+0,40aA 1,90+0,20aA 1,00+ 0,00 bA 5,05+ 0,05aB
FeNPs c9 1,35+ 0,15aA 1,00+ 0,00 bA 0,60+ 0,00cA 4,00+0,00aB
FeNPs c10 1,75+ 0,25aA 1,75+0,25bA 1,00+0,00cA 3,90+ 0,10 bB
Control | (+) 400+£0,05bA 5,00+£0,10cA 2,85+0,15dA 7,00+ 0,10cB
Gentamicina

Control Il (-) 0,00+ 0,00cA 0,00+0,00dA 0,00+0,00eA 0,00+0,00dB

Agua destilada

C8 hace referencia a las nanoparticulas sintetizadas con [Fe] 1mM [extracto] 1g/200mL, c9 a [Fe] 1ImM
[extracto] 1g/100mL y c10 a[Fe] 5mM [extracto] 1g/100mL. Los valores representan el promedio de dos
determinaciones + el error estandar. Letras mindsculas diferentes en una misma columna, representan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) para la actividad inhibitoria respecto a las distintas
muestras sobre un determinado microorganismo. Letras mayuUsculas diferentes entre distintas
columnas, representan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en cuanto a la actividad
inhibitoria de las muestras entre microorganismos.

Todas las condiciones evaluadas ([Fe] 1mM [extracto] 1g/100mL; [Fe] 5mM [extracto]
1g/100mL; [Fe] 1mM [extracto] 1g/200mL) mostraron actividad antimicrobiana frente
a los diversos microorganismos ensayados (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B.
subtilis). Sin embargo, diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) fueron
encontradas para la actividad inhibitoria sobre cada microorganismo respecto a las
distintas condiciones estudiadas, siendo c8 y c10 las que mostraron mayor inhibicion

de los microorganismos (Tabla 3).

Por otra parte, al comparar la actividad inhibitoria de las muestras entre los cuatro

microorganismos evaluados, se encontré que existen diferencias estadisticamente
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significativas (p < 0,05) en cuanto al comportamiento de cada microorganismo, asi
tenemos que, las condiciones estudiadas, mostraron mayor poder antimicrobiano
sobre el B. subtilis, no obstante, no fueron encontradas diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) para los microorganismos E. coli, S. aureus y P. aeruginosa
evidenciandose una actividad antimicrobiana moderada de las muestras sobre ellos
(Tabla 3, Gréfico 7).

El comportamiento observado sugiere que se hace significativa la relacion de tamafios
al llevar a escala nano y por ende que posiblemente el mecanismo de accion
antimicrobiana tenga que ver con algun tipo de penetracion celular donde el tamafio
de particula juega un papel fundamental, recordando que las nanoparticulas c8 fueron

las que exhibieron el menor tamario.

Por su parte, el tipo de nanoparticula de hierro obtenida, también pudiese estar
teniendo influencia en el comportamiento observado tras la evaluacion de la actividad
antimicrobiana, ya que las nanoparticulas de Oxido de hierro exhiben poder
antimicrobiano de por si y que el mecanismo de sintesis de nanoparticulas de hierro
a partir de extractos vegetales no sigue una ruta esclarecida, es decir, no se asegura
la completa obtencién de nanoparticulas de hierro cerovalentes, puesto que se han
reportado bajo una misma ruta sintética NPs de hierro cerovalente, de 6xidos de hierro

y mezcla de ambas 112 .

De lo anterior se deja entonces en evidencia que la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de hierro sintetizadas a partir del extracto acuoso de las hojas de E.
robusta tiene una relacién estrecha con la condicion de sintesis, ya que esta Ultima

influye directamente sobre el tamafio y tipo de particula a obtener.
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Asimismo, vale resaltar que la actividad antimicrobiana ha sido relacionada en
distintas investigaciones al contenido de fenoles y flavonoides de la planta. Los
metabolitos secundarios mencionados son también responsables de la actividad
antioxidante, por tal razén, mas adelante se somete a caracterizacion el extracto

acuoso de E. robusta, en el que se cuantifican fenoles y flavonoides totales.

6 -
BX E. coli

4- 3 S. aureus
E3 P. aeruginosa
CJ B. subtilis

Halos de inhibicion (mm)

Microorganismos

Gréfico 7. Comportamiento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y B. subtilis frente a

las nanoparticulas de hierro obtenidas a partir de c8.

El comportamiento antimicrobiano observado sobre el B. subtilis, tiene concordancia
con lo presentado en el trabajo de Carrillo, M., y col., donde se observo la inhibicion
de microorganismos en tortillas de maiz fortificadas con nanoparticulas de hierro,
sabiendo que el género Bacilus suele estar asociado a las harinas y es capaz de
producir deterioro e incluso enfermedad en el caso de la especie B. cereus. Este
resultado podria destacarse en futuras aplicaciones de las nanoparticulas de hierro

sintetizadas a partir de extracto de E. robusta.
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5.3 Caracterizaciéon del extracto acuoso de las hojas de Eucalyptus robusta Sm
y evaluacién de su actividad antioxidante

Las referencias bibliograficas consultadasl'® 22 52 responsabilizan de la actividad
antimicrobiana en extractos vegetales acuosos a los fenoles y flavonoides, por tal
razon se presenta a continuacion la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales del

extracto acuoso de las hojas de E. robusta.

Tabla 4. Fenoles y flavonoides totales del extracto acuoso de las hojas de E. robusta.

Fenoles totales (mg Eq Ac. Gélico / g) 158,47 £ 0,64

Flavonoides totales (mg Eq Quercetina/g) 131,12 +4,49

* Los valores representan el promedio de cuatro determinaciones + el error estandar.

El resultado confirma la presencia de derivados fendlicos y flavonoides, que estan
asociados a la actividad antimicrobiana 2, lo que podria terminar de adjudicarle la
mayor responsabilidad al extracto como dador de dicha actividad a las nanopatrticulas
sintetizadas a partir del mismo. Ademas, estos metabolitos secundarios son
esenciales para la capacidad de eliminacién de radicales libres % que suele
estudiarse como actividad antioxidante y a la que se le ha asociado importancia
medicinal. En este sentido se presenta a continuacion la evaluacion de la actividad
antioxidante del extracto acuoso de E. robusta usando como antioxidante de

referencia la quercetina.
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Grafico 8. Captacion de DPPH del extracto acuoso de hojas E. robusta (1g hojas/

200mL agua). La quercetina fue utilizada como antioxidante de referencia.

El radical DPPH: fue captado por el extracto acuoso de las hojas de E. robusta en
concentracion de 1g hojas/200mL agua, la menor concentracion probada en las
condiciones de sintesis implementadas, lo que sugiere que la condicion de sintesis en
la que se usé como concentracion de extracto 1g hojas/100mL agua pudo haber
exhibido una mayor capacidad antioxidante, puesto que la misma depende de la
concentracion 4. Por otro lado, se obtuvo que la concentracién media inhibitoria del
extracto fue IC50 = 423,14 + 73,27 ug / mL. En comparacion con una fuerte capacidad
antioxidante comparable a la del acido ascoérbico, obtenida en estudios previos, el nivel
de fenoles totales fue de 407 mg equivalentes de acido galico / g en el extracto acuoso

de hojas de E. robusta bajo un procedimiento de extraccion éptimo 591,

Sin embargo, la actividad antioxidante del extracto acuoso de las hojas de E. robusta

ha sido poco estudiada.

Los resultados de esta investigacion pueden ser un punto de partida para el desarrollo
en la produccion de nanoparticulas con un gran potencial para la eliminacién de
radicales libres y, por lo tanto, poder ser utilizado contra diferentes procesos del estrés

oxidativo asociado a enfermedades degenerativas, sin dejar atrds el poder
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antimicrobiano que estas nanoparticulas exhiben, que pudiese ser aprovechado en el

desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.
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6. CONCLUSIONES

# En la sintesis de nanoparticulas de hierro a partir del extracto acuoso de hojas
de E. robusta, las condiciones de sintesis estan estrechamente relacionadas al

tamafo de particula que se obtiene.

# Se encontraron tres condiciones 6ptimas para la sintesis de nanoparticulas de
hierro a partir del extracto acuoso de las hojas de E. robusta, siendo estas las

siguientes:

a) [Fe] 1Mm / [Extracto] 1/100 g hojas / mL agua
b) [Fe] 5Mm / [Extracto] 1/100 g hojas / mL agua
c) [Fe] 1Mm / [Extracto] 1/200 g hojas / mL agua.

# El extracto acuoso de las hojas de E. robusta presentd, tanto actividad
antimicrobiana como inhibicion del radical DPPH, lo que puede estar
relacionado con el contenido de flavonoides y fenoles del extracto, pues a estos

se les atribuye actividades antimicrobiana y antioxidante.

¥ Las nanoparticulas de hierro presentaron actividad antimicrobiana frente a los

microorganismos E. coli, S. aureus y P. aeruginosa y B. subtilis.

¥ Se evidencié una mayor sensibilidad a las nanoparticulas del microorganismo

B. subtillis, seguida por E. coli, S. aureus y P. aeruginosa.

¥ Las condiciones de sintesis evaluadas mostraron nanoparticulas con diferentes
tamafos, asimismo, la actividad antimicrobiana de las distintas nanoparticulas
obtenidas exhibieron diferencias, siendo mayor la actividad antimicrobiana para
las nanoparticulas de menor tamafo, lo que sugiere que las condiciones de

sintesis tienen una estrecha relacion con la actividad antimicrobiana.
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# La cuantificacion de fenoles y flavonoides totales presentes en el extracto
acuoso de las hojas de E. robusta fue de 158,47 + 0,64 mg equivalentes de
acido galico/ g y 131,12 += 4,49 mg equivalentes de quercetina/ g

respectivamente.

# La concentracién media inhibitoria del extracto fue IC50 = 423,14 + 73,27 ug /

mL.
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7. RECOMENDACIONES

% Explorar més a detalle las condiciones de sintesis de nanoparticulas de hierro
a partir del extracto acuoso de las hojas de E. robusta para lograr una mejor

optimizacion.

# Realizar otros analisis de caracterizacion para discernir si se esta en presencia
de nanoparticulas de hierro cerovalente, 6xidos de hierro o mezcla de ambas y

asi esclarecer lo conseguido tras la evaluacion de la actividad antimicrobiana.
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