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Resumen

Dada la emergencia de microorganismos resistentes a mdultiples agentes
bactericidas, existe en el mercado actual una creciente demanda por mejorar los métodos
antimicrobianos. Es sabido que una infeccion causada por un microorganismo resistente a drogas
resulta en un incremento significativo de la mortalidad, la morbilidad y los costos relacionados a
tratamientos prolongados. Debido a ello, se han propuesto nuevas opciones para el tratamiento y
prevencion de los microorganismos con el uso de la nanotecnologia. Las nanoparticulas metalicas
se han propuesto como agentes mas eficaces que los antibidticos actuales, ya que se sintetizan de
manera sencilla y presentan una baja citotoxicidad. Los iones de Ag* y Cu*? son histéricamente
conocidos como agentes antimicrobianos, por lo cual el objetivo principal de esta tesis ha sido la
produccién de nanoparticulas de Ag y Cu y la posterior evaluacion de su efecto como agentes
bactericidas. EIl siguiente objetivo fue cuantificar y comparar el efecto bactericida o
bacteriostatico surgido por los diferentes tipos de nanoparticulas metalicas obtenidas,
determinando la concentracion inhibitoria minima (CIM).

Para la obtencion de las nanoparticulas se llevaron a cabo sintesis quimicas de
reduccion en medio acuoso, con el uso de diferentes agentes estabilizantes. Se lograron preparar
mediante dichas reducciones nanoesferas de Ag (obtenidas utilizando citrato de sodio y
borohidruro de sodio como reductores y estabilizantes) y nanoprismas de Ag (utilizando
borohidruro de sodio como agente reductor y citrato de sodio como agente estabilizante). Por otro
lado, se ensayaron diversas sintesis de nanoparticulas de cobre, utilizando diversos agentes
reductores: &cido ascorbico, citrato y borohidruro de sodio. Sin embargo, no fue posible obtener
nanoparticulas de Cu estables en solucion acuosa.

Posteriormente se evalud el efecto antimicrobiano de las nanoparticulas de Ag
sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli como especies representativas de bacterias
(Gram +) y Gram —, respectivamente. Para esto se hicieron ensayos de difusion en agar y
determinacion de la CIM en medio liquido. Comparando luego las CIM obtenidas mediante la
prueba estadistica de Kruskal-Wallis se arribé a la conclusion de que, con la misma concentracion
de Ag, las nanoparticulas esféricas reducidas con borohidruro presentan un mayor poder
inhibitorio para E. coli, mientras que los nanoprismas demostraron un potencial efecto bactericida
en S. aureus. No obstante, los iones de plata demostraron ser mas efectivos que las nanoesferas de
plata, indicando que los sistemas basados en nanoparticulas metélicas deben ser mejorados para

obtener mayor efectividad.
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Abstract

Due to the emergency in the increment of resistant microorganisms to a wide
range of antimicrobial agents, there is a rising demand to improve antimicrobial methods. It is
known that an infection caused by a drug resistant microorganism results in a significant increase
in mortality, morbidity and longlife treatments costs. Because of this, new options for the
treatment and prevention of these microorganisms have been proposed: the use of
nanotechnology. Metallic nanoparticles have been proposed as more efficient agents than current
antibiotics because they are easily synthesized and they present a low citotoxicity. Ag™ and Cu?
ions are historically known as antimicrobial agents; therefore the main objective of this thesis has
been the production of copper and silver nanoparticles, and the further evaluation of their
bactericidal effects. Another objective was to quantify and compare the bactericidal or
bacteriostatic effect arisen by the different types of metal nanoparticles obtained, determining the
minimal inhibitory concentration (MIC).

For the nanoparticles preparation, syntheses by chemical reduction in aqueous
solution were performed, using different stabilizing agents. It was possible to obtain Ag
nanospheres by using sodium citrate and sodium borohydride as reductors and stabilizers, and Ag
nanoprisms, using sodium borohydride as reduction agent and sodium citrate as stabilizing agent.
On the other side, different copper nanoparticles synthesis were examined, using different
reduction agents, like ascorbic acid, sodium citrate and sodium borohydride. However, it was not
possible to obtain stable copper nanoparticles in aqueous solution.

Later, antimicrobial effect of the silver nanoparticles against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli as representative of (Gram +) and (Gram -) bacteria, respectively
was evaluated. To achieve this objective agar diffusion assays were performed and MIC was
determined in liquid media. Comparing then the obtained MIC for both strains by the Kruskal-
Wallis statistical test (P <0.05), it was possible to conclude that with the same concentration,
spherical nanoparticles prepared with borohydride are better at growth inhibition of the E. coli
strain, while nanoprisms showed a potential bactericide effect on S. aureus. However, silver ions
demonstrated being more effective than silver nanospheres, indicating that nanoparticles-based

systems must be improved to achieve a greater effectivity.
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1. Introduccion

Las nanoparticulas metalicas, entre las que se destacan las de plata y cobre, han
demostrado ser de gran utilidad en varias aplicaciones en el campo de la biotecnologia, debido
a sus propiedades dpticas y cataliticas. Estas propiedades resultan diferentes a las de los
materiales tradicionales debido a la mayor relacién superficie-volumen que presentan las
nanoparticulas. Es por ello que las mismas actualmente poseen una gran demanda en el
mercado (Tan y Cheon, 2013).

Estas propiedades exhibidas por los nanomateriales son inmensamente
diferentes a las que exhiben estos mismos materiales en la macroescala. Debido a que las
nanoparticulas poseen una mayor relacion de superficie-volumen, tienen una mayor superficie
de contacto con el entorno. Esto hace que los nanomateriales sean muy atractivos para su
explotacion en multiples sectores y que su aplicacidn crezca a un ritmo elevado en los ultimos
afios. En la actualidad el inventario de productos para el consumo indica que hay 1317
productos que contienen nanomateriales. Las principales aplicaciones son para electrénica,
informéatica, industria textil, industria alimentaria, en medicina y odontologia (Avalos et al,
2013). Ademéas de las propiedades ya mencionadas, algunos investigadores han hecho
hincapié en la accion bactericida de las nanoparticulas metélicas, principalmente de plata y
cobre, y han observado cambios morfoldgicos y estructurales en bacterias luego de haber sido
tratadas con nanoparticulas. Asimismo, se pueden ver imagenes de microscopia electronica de
transmision en las cuales se muestran dafios a la membrana celular y algunos elementos del
citoplasma, ocasionados por las nanoesferas metalicas (Morones et al, 2005). Aunque aun no
se han establecido los blancos de accion de la plata y el cobre en tamafio nanomeétrico, se cree
que reaccionarian con los grupos azufrados contenidos en las enzimas localizadas en las
membranas celulares. Dado que la membrana es la responsable de la respiracion y del control
de intercambio de materiales con el medio ambiente, la interaccion con los metales
nanomeétricos llevaria a que la membrana pierda permeabilidad, y la bacteria no sea capaz de
efectuar procesos de respiracion y, eventualmente, muera (Raffi et al, 2008).

A pesar de la limitada informacion acerca del mecanismo de accion bactericida
de los compuestos de plata y cobre (Lemire et al, 2013), existen varias publicaciones
cientificas que han comprobado su actividad inhibitoria ante cepas resistentes a antibioticos.

Adicionalmente, el Gnico mecanismo de resistencia a la plata que se ha observado, es en
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bacterias que habitan minas donde se encuentra este metal (Gupta et al, 1999; Silver, 2003).
Es por esto que, ante la creciente ineficiencia de los antibidticos actuales ante enfermedades
infecciosas, resulta propicio el enfoque hacia el desarrollo de productos que utilizan plata
como agente antimicrobiano. Por lo tanto, resulta imprescindible el estudio de dichas
nanoparticulas en profundidad y, por consiguiente, en el presente trabajo se apeldé a
determinar la actividad antimicrobiana de la plata y el cobre nanométrico. Ademas, en este
proyecto se propone generar un protocolo para la sintesis de nanoparticulas de Cu, con la
mayor eficiencia y los mayores grados de pureza y monodispersidad posibles.

Si bien existen numerosas investigaciones que avalan las propiedades
antibacterianas de los nanomateriales basados en plata, se debate ain como influyen el
tamafio y la forma de las entidades de tamafio nanométrico en el comportamiento
antimicrobiano. Algunos investigadores informaron que las formas anisotropicas de particulas
de plata, como nanoplacas o nanoprismas triangulares, juegan un papel clave para lograr una
alta actividad biocida. Por lo tanto, las investigaciones para comprender la influencia de las
nanoparticulas con diferentes tamafios, geometria, funcionalidad quimica, y carga superficial
sobre los sistemas bioldgicos resultan de gran importancia (Raza et al, 2016). El objetivo del
presente proyecto de investigacion fue la obtencién de particulas de tamafio nanométrico de
Ag y Cu, con el fin de explorar el efecto inhibitorio que surgen de las diferentes formas y
tamafios de las nanoparticulas metélicas contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas
seleccionadas. Dado que en investigaciones previas se ha encontrado que la actividad
antimicrobiana de nanoparticulas de Ag variaba segun tamafio y forma (Seil y Webster,
2012), se decidi6 evaluar la actividad con dos formatos de nanoparticulas: esferas y prismas.

Debido a que en el presente trabajo Unicamente se logro la sintesis efectiva de
nanoparticulas de plata, los ensayos de determinacion del efecto antimicrobiano sobre
bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli se realizaron con estas nanoparticulas.
Para la evaluacion del efecto antimicrobiano se utilizaron los métodos de difusion radial en
agar y de determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de las nanoparticulas,
en medio de cultivo liquido. Los resultados obtenidos fueron analizados y discutidos a la luz
de la literatura disponible. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de Ag se
contrasté con un control de AgNO3 y se observé la existencia de diferencias en la inhibicion

producida por el nanomaterial y los iones de plata.
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La presente tesis se inicia con una breve seccidn de antecedentes, incluyendo
informacion sobre nanotecnologia, nanomateriales, agentes antimicrobianos y uso de
nanomateriales como bactericidas. A continuacién, se describe la hipotesis planteada en el
presente trabajo de investigacion. Las secciones del trabajo se organizan siguiendo el orden
con la cual se llevaron a cabo las sintesis quimicas realizadas en este proyecto, con el objetivo
de lograr las nanoparticulas propuestas. Por consiguiente, en primer lugar se presentan los
resultados relacionados con la sintesis de nanoparticulas de plata, su caracterizaciéon y los
posteriores ensayos microbiologicos. Seguidamente, se especifican los experimentos
realizados con el fin de obtener nanoparticulas de cobre. El desarrollo correspondiente a las
sintesis quimicas, caracterizacién de las nanoparticulas y estudios microbioldgicos se
especifica en la seccion de resultados y discusion, donde se informan y se comentan los
resultados obtenidos en cada uno de los experimentos realizados. Finalmente, se presentan las
conclusiones generales del trabajo, haciendo hincapié en los posibles efectos de las

nanoparticulas de plata en E. coli y en S. aureus.

2. Antecedentes

2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la rama de la ciencia e ingenieria dedicada al estudio y
las aplicaciones de materiales que presentan un tamafio de entre 1 y 100 nm en una de sus
dimensiones. Actualmente, el campo de la nanotecnologia es una de las areas de mayor
estudio en las ciencias médicas y de los materiales, debido a que los nanomateriales presentan
nuevas propiedades fisicoquimicas relacionadas al tamafio, que difieren significativamente de
los materiales de mayor escala. Los nanomateriales han sido adoptados por varios sectores
industriales debido a sus aplicaciones en el campo de los sistemas de almacenamiento
electronico, la biotecnologia, la separacion y preconcentracion de analitos de interés, la
administracion dirigida de farmacos, y como vehiculo para liberacion controlada de genes y
farmacos. En consecuencia, esta rama de la ciencia tiene el potencial de generar un impacto
significativo en la sociedad. (Mody et al, 2010; Anbarasu et al, 2016).

Los materiales nanoestructurados pueden tener una dimension en la
nanoescala, como es el caso de los films delgados; dos dimensiones, por ejemplo fibras o
hebras; o las tres dimensiones, lo que corresponde a nanoparticulas (Nps) (Alagarasi, 2009).
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Las propiedades de los nanomateriales difieren de las que poseen los materiales
macroscopicos tradicionales. Esto es debido, principalmente, a dos razones: la mayor relacién
superficie/volumen y la influencia de efectos cuéanticos. Dichos efectos cuénticos generan
variaciones significativas en las propiedades Opticas, eléctricas y magnéticas de los

nanomateriales respecto del mismo material a escala tradicional (Rossi, 2013).

2.2. Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metalicas en particular han existido en el planeta por siglos,
pero desde hace unos pocos afios se conocen en detalle sus propiedades y, por ende, han
comenzado a ser utilizadas en diversas aplicaciones tecnoldgicas. Esas propiedades difieren
de las presentadas por los materiales macroscopicos. Por un lado se consideran de gran interés
los efectos de superficie, ya que en las nanoparticulas se observa un incremento en areas
superficiales por unidad de volumen y en energias libres superficiales con respecto a los
solidos macroscopicos. Esto genera que los materiales nanométricos tengan una mayor
reactividad frente a otras moléculas (Guttiérrez Wing, 2012; Bosco Balaguru y Jeyaprakash,
2010).

Por otro lado, los electrones en la banda de conduccion de los metales en la
escala nanométrica son libres de oscilar colectivamente, ante la excitacion con una radiacion
incidente, lo cual se denomina resonancia plasménica de superficie. Este fenbmeno genera un
campo electromagnético aumentado adyacente a la superficie de las nanoparticulas metalicas.
Debido a que la distancia de oscilacién esta restringida por el tamafio de las nanoparticulas
metélicas, las mismas tienen algunas propiedades oOpticas diferentes a las de los materiales
tradicionales. Estas caracteristicas incluyen absorcion plasmonica fuerte, dispersion de
Rayleigh incrementada, y un campo electromagnético localizado en la superficie de la
nanoparticula (Gao y Xu, 2007; Mohammad et al, 2013). El resultado méas notorio de todos
estos fendmenos es la coloracion marcada que presentan las suspensiones de nanoparticulas

de metales nobles y alcalinos, producto de la absorcion plasmonica.

2.3. Sintesis de nanoparticulas metalicas

Los metodos de sintesis de nanoparticulas suelen agruparse en dos categorias:

las aproximaciones "top down™ y las "bottom up". La primera consiste en la division de
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solidos maésicos en porciones mas pequefias. Este enfoque puede involucrar la molienda o el
desgaste, diversos métodos fisicos, y la volatilizacion de un solido seguido por la
condensacion de los componentes volatilizados. La segunda aproximacion, bottom up,
consiste en la fabricacion del material desde “abajo”, a partir de atomos o moléculas, para la
generacion de compuestos mas grandes. Esto se puede lograr a traves de, por ejemplo, la
condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en solucion. Ambos
enfoques tienen roles importantes en la industria moderna y en la nanotecnologia (Cao y
Wang, 2004; Zanella, 2012)

Las nanoparticulas se preparan por varios métodos fisicos, quimicos, y
bioldgicos (Iravani et al, 2014). Los métodos fisicos mas importantes son de arco de descarga,
la condensacion fisica en fase vapor, y la ablacion con laser. Los métodos quimicos
frecuentemente utilizados para la sintesis de nanoparticulas metalicas incluyen la reduccion
quimica en fase homogénea, reduccion en microemulsiones, reduccion fotoinducida,
reduccién electroquimica y sintesis asistida por microondas. Los métodos de base biologica
consisten en métodos de sintesis verde, donde se utilizan extractos de diferentes plantas,
células bacterianas u hongos como agentes reductores (Mohanpuria et al, 2008).

El tamafio pequefio no es el Unico requerimiento en la sintesis de
nanomateriales. Para cualquier aplicacion practica se necesita tener un control del proceso de
forma tal que las nanoparticulas tengan las siguientes propiedades: tamafio idéntico de todas
las particulas, igual morfologia, la misma composicion quimica, y ausencia de aglomeracion
(Cao y Wang, 2004).

De las técnicas mencionadas anteriormente, los métodos fisicos normalmente
exigen equipos sofisticados lo que podrian no ser rentables para sintesis a gran escala. Para
los métodos bioldgicos, a pesar de sus ventajas favorables al medio ambiente, muchos
aspectos criticos deben ser considerados, como por ejemplo, la naturaleza de los organismos,
sus caracteristicas hereditarias y genéticas, condiciones adecuadas para el crecimiento celular
y la actividad enzimatica, y la eleccion del biocatalizador para obtener las nanoparticulas
estables deseadas. Entre los metodos quimicos se destacan principalmente las técnicas de
reduccién quimica humeda, consideradas como el mejor enfoque debido a la rentabilidad, el
manejo sencillo, los bajos factores de impureza, la estabilidad térmica y la amplia

disponibilidad de reactivos para las sintesis (Zanella, 2012).
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Las nanoparticulas de Ag y Cu en bajas concentraciones son seguras y no
toxicas para las células humanas y animales, por lo tanto, el grado de toxicidad de
nanoparticulas metélicas para el medio ambiente se considera extremadamente bajo en
comparacion con otros materiales (Duran et al, 2007; Pal et al, 2007). Tal vez sea por eso que
las nanoparticulas de Ag alcanzan el mas alto nivel de comercializacién y representan el
55,4% de los productos de consumo basados en nanomateriales totales disponibles
actualmente en el mercado (313 de 565 productos que informaban su composicion, en el afio
2012) (Asghari et al, 2012).

Por otro lado, las nanoparticulas de cobre resultan de elevado interés ya que
presentarian propiedades antibacterianas, actividad catalitica, propiedades Opticas y
magnéticas, a un coste mucho menor que las nanoparticulas de plata. Ademas, cuentan
también con una elevada relacion volumen: superficie, o que les confiere una aplicacion
potencial en sistemas para liberacion controlada de drogas en terapias contra el cancer,
modulacion del comportamiento celular, inmunosensores, deteccion de glucosa y ADN, entre

otras aplicaciones terapia y diagnostico médico (Goel et al, 2014).

2.4. Aqgentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son sustancias obtenidas por sintesis o
naturalmente (por ejemplo, a partir de los cultivos de microorganismos), que mediante algln
mecanismo de accion tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de
microorganismos. Es posible la produccion de agentes sintéticos o semisintéticos mediante la
modificacion de la estructura quimica de un algin agente antimicrobiano cuya generacion fue
natural.

Los primeros agentes sintéticos usados fueron los del grupo de los colorantes
(Errecalde, 2004). EIl primer agente antimicrobiano fue el Salvarsan, en 1910. En 1935 se
comenzaron a desarrollar las sulfonamidas, compuestos sintéticos, que presentaban
limitaciones en terminos de eficacia y seguridad (Saga y Yamaguchi, 2009).

El primer antibidtico natural fue la penicilina, producida por el hongo
Penicillium notatum, y descubierta en 1928 por Alexander Fleming. A partir de alli comenz6
la era de los antibioticos, con su introduccion como agentes terapéuticos contra infecciones

microbianas. Desde ese momento, los antibioticos han sido los antimicrobianos mas efectivos
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en quimioterapia y una gran variedad de antibidticos fueron descubiertos e introducidos en
aplicaciones clinicas (Davies y Davies, 2010).

Los blancos de los antibidticos se encuentran en diversas regiones de la célula
atacada. Los mismos pueden ser clasificados segun su mecanismo de accion, de la siguiente
manera:

- Agentes que inhiben la sintesis de la pared bacteriana (penicilinas,

cefalosporinas).

- Agentes que inhiben la sintesis proteica afectando la funcién de las
subunidades ribosomales 30S o 50S (tetraciclinas, macrolidos Yy
clindamicina).

- Agentes que bloquean pasos metabdlicos importantes de los
microorganismos (sulfonamidas y trimetoprima).

- Agentes que interfieren con la sintesis de nucleétidos (metronidazol y
quinolonas) (Silva Soares et al, 2012).

Sin embargo, en los afios recientes, la produccion de nuevos antibioticos ha
disminuido de forma considerable y ha surgido como un problema médico grave en todo el
mundo: la resistencia a los mismos por parte de los distintos microorganismos (Riverén et al,
2003). Los microorganismos adquieren resistencia a antibioticos por diferentes mecanismos
como por ejemplo mutaciones cromésomicas o intercambio genético mediado por plasmidos
y transposones. Por el proceso natural de seleccion, ante la presencia de antibi6ticos en el
medio ambiente, s6lo se multiplicaran los microorganismos que los resistan y, por
consiguiente, se trasmitira esa caracteristica a la poblaciéon microbiana que se origine a partir
de Is mismos (Okonko et al, 2008). Esto ha originado que, ante el uso extensivo de
antibidticos en la comunidad y en los hospitales, se incremente cada mas la aparicion de
microorganimos resistentes (Neu, 1992). Es por esto, que existe actualmente una amplia
demanda en mejorar y generar nuevos materiales o moléculas que actlen como

antimicrobianos.

2.5. Plata y cobre como agentes antimicrobianos

Tanto el cobre como la plata han sido ampliamente utilizados, durante siglos,
como agentes antimicrobianos en una gran cantidad de aplicaciones. Los iones Ag*™ y Cu?*

resultan ser extremadamente téxicos para las bacterias incluso en concentraciones
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excepcionalmente bajas. Aunque el comportamiento antibacteriano de estos elementos no se
comprende completamente, se han propuesto dos potenciales mecanismos de accion (Palza,
2015). Uno de los mecanismos est& basado en la capacidad de generar especies reactivas de
oxigeno (ROS), las cuales pueden inducir un estrés oxidativo en las bacterias, resultando en
que las células fallen en el mantenimiento de sus funciones fisioldgicas normales (Fu et al,
2014). El otro mecanismo estd dado por la capacidad de estos iones de interaccionar con
enzimas y proteinas celulares, uniéndose a grupos funcionales con carga negativa que estén
presentes en ellas, principalmente con grupos tioles. Esto ultimo resulta en cambios
estructurales a nivel de la membrana plasmatica de la bacteria, lo cual aumenta su
permeabilidad causando disipacion de protones y finalmente muerte celular (Gophinat et al,
2012).

Las propiedades antimicrobianas del cobre y la plata han dado lugar a su
aprovechamiento en infraestructura, mobiliario y griferia para ser utilizados en recintos
deportivos, hospitales o entidades de atencion al publico. En la actualidad, es posible
encontrar superficies recubiertas de cobre en centros hospitalarios de los Estados Unidos,
como el centro de traumatologia del Pullman Regional Hospital, en Washington, que tiene 29
mil metros cuadrados recubiertos con cobre, para reducir infecciones (Pullman Regional
Hospital, 2014).

Diversos investigadores han propuesto también el uso de iones de plata, asi
como los de cobre como desinfectantes de clase superior para desagiies hospitalarios con altos
riesgos de infeccion (Lin et al, 1996; Lin et al, 1998).

2.6. Nanoparticulas de plata y cobre como agentes antimicrobianos

En numerosas investigaciones se ha observado que cuando a la plata y al cobre
se los prepara en forma de nanoparticulas se observan caracteristicas antimicrobianas
superiores a las que posee el material tradicional, posiblemente debido a su mayor relacion
superficie:volumen. Esto permite, ademas, que interactien de manera distinta con las
membranas bacterianas (Kolar et al, 2001; Morones et al, 2005).

Las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas de plata han sido
establecidas y se han propuesto diversos mecanismos de accion (Sondi y Salopek-Sondi,
2004; Cho et al 2005) pero hay muy pocos estudios reportados sobre los efectos bactericidas

del cobre nanoparticulado.
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En diversos trabajos se presentan a las nanoparticulas como alternativas a los
agentes antibacterianos tradicionales por presentar una menor toxicidad en células eucariotas
al liberar menor cantidad de iones metalicos (Katsumiti et al, 2015). Ademés, pueden ser
inmovilizadas y adheridas a diferentes superficies, lo cual tiene aplicacion en numerosos
campos. Asimismo, las nanoparticulas de plata pueden ser combinadas con polimeros para
generar materiales compuestos con mayor actividad antimicrobiana (Long et al, 2006).

Se han realizado ensayos, ademas, con nanoparticulas de diversas formas, en
donde se logro potenciar la accidn bactericida con particulas triangulares en comparacion con
esferas y varillas (Pal et al, 2007).

Morones y colaboradores realizaron un estudio sobre el efecto del tamafio de
nanoparticulas de plata esféricas de entre 1 y 10 nm. En primer lugar, observaron que las NP
interactian con la membrana de células E. coli, e ingresan en el interior de estas bacterias.
Mediante imagenes obtenidas por microscopia de campo oscuro (HAADF) y microscopia
electronica de transmision (TEM) se propuso que el efecto bactericida podria depender del
tamarfio, ya que las nanoparticulas que ingresaban a la célula tenian tamafios similares a las
que se encontraban delimitando la membrana, lo cual indicaria que solo las particulas que
interactan con la membrana son capaces de ingresar al citoplasma (Morones et al, 2005).

Por otro lado, Salopek y colaboradores sugirieron que cuando un cultivo de E.
coli es tratado con nanoparticulas de plata, estas se acumulan en la pared celular bacteriana y
desactivan enzimas celulares, provocandole perforaciones e incrementando significativamente
su permeabilidad, lo cual afecta negativamente el transporte activo a través de la membrana
plasmatica y genera la muerte celular (Sondi y Salopek-Sondi, 2004).

Otros aportes indican que las nanoparticulas de Ag esféricas probablemente
interacttan con el azufre y los complejos que contienen fosforo como el ADN y las cadenas
lipidicas de la membrana externa de las (Gram -), interrumpiendo de esta forma la morfologia
de la membrana plasmatica celular y ocasionando dafios irreversibles en el material genético,
impidiendo la multiplicacién celular (Alcamo, 1997; Rabeah y Yousef, 2009).

Por otro lado, se establecio que las nanoparticulas de cobre pueden unirse al
ADN Yy distorsionar su estructura helicoidal por medio de entrecruzamientos entre las hebras,
interfiriendo de esta forma con los procesos bioquimicos tras su ingreso en el interior celular
(Stohs y Bagchi, 1995; Kim et al, 2000).
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La razon por la cual las bacterias (Gram +) pueden resultar menos resistentes a
las nanoparticulas de plata y cobre, podria residir en la gran abundancia de grupos aminos y
carboxilos presentes en la superficie celular de estas bacterias y la gran afinidad de las
nanoparticulas metélicas por estos grupos (Beveridge y Murray, 1980). No obstante, muchas
investigaciones recientes difieren en cuanto al mecanismo de accion antibacteriano de las
nanoparticulas de Ag y Cu descriptos anteriormente y proponen que las propiedades
antibacterianas de las nanoparticulas se deben a la liberacion de iones en las cercanias de las
bacterias por oxidacion, y no a la accion de las nanoparticulas en si mismas (Alvarez y
Brown, 2012). Por ejemplo, la posibilidad de contribucién de los iones de plata pertenecientes
a las nanoparticulas que pueden presentar efectos inhibitorios se verifico mediante voltametria
(Cho et al, 2005). En este estudio, se observo la liberacion efectiva de iones al medio, a través
del comportamiento electroquimico de las nanoparticulas.

Por otro lado, investigadores de la Universidad de Rice, determinaron que la
efectividad de nanoparticulas de plata se debe principalmente a su propiedad de ionizacion en
ambientes aerobios, mientras que sin oxigeno las nanoparticulas demostraron no tener efecto
antimicrobiano (Zong-ming et al, 2012). El mecanismo de accién propuesto se encuentra

representado en la Fig.1.

©

ZONGMING XIURICE UNIVERSITY

Figura 1: Representacion del mecanismo de accion de las nanoparticulas de Ag

esféricas sobre la superficie bacteriana. Extraido de (Zong-Ming et al, 2012).

Se ha observado que ante la presencia de los iones de Ag* las bacterias
generaban una condensacion del ADN, lo cual podria significar un posible mecanismo de
defensa de las mismas frente a estos compuestos toxicos. Ademas los iones metélicos podrian
generar la separacién del citoplasma y la pared celular, lo cual seria la causa de la inhibicion
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de la multiplicacion de las células bacterianas, tanto en bacterias (Gram +) como en (Gram -)
(Feng et al, 2000).

Debido a las controversias existentes, en este proyecto se considerd interesante
realizar una comparacion de la actividad antibacteriana de diferentes tipos de nanoparticulas

metélicas y su mecanismo de accion.

3. Hipotesis

Muchos investigadores sugirieron que las nanoparticulas de Ag y Cu podrian
actuar como agentes antimicrobianos. Es por ello que en este trabajo se propuso lograr la
sintesis de nanoparticulas de plata y cobre para luego comprobar los efectos bactericidas
sobre E. coli y S. aureus.

Dado que las caracteristicas fundamentales de las nanoparticulas metalicas
dependen fuertemente de su forma, tamafio, composicion y la cristalinidad (Santos et al,
2013), la hipdtesis inicialmenete planteada en este proyecto fue que modificando la
composicion, forma y tamafio de las nanoparticulas, las mismas deberian mostrar diferencias
en sus propiedades antimicrobianas.

Ademas, al existir escasa cantidad de reportes disponibles contrastando los
efectos de las nanoparticulas de Ag y Cu sobre cepas bacterianas (Gram +) y (Gram -), se
esperaba verificar que ambos metales en tamafio nanométrico actien de manera similar en su
mecanismo de accion antimicrobiano.

Para corrobar estas hipotesis, el proyecto se llevé a cabo en dos partes: en
primer lugar se realizaron sintesis de tres tipos de nanoparticulas de plata: dos tipos de
nanoesferas de plata, mediante el empleo de citrato de sodio y borohidruro de sodio como
reductores y estabilizantes; y nanoprismas de plata, utilizando borohidruro de sodio y
peréxido de hidrogeno. En segundo lugar, se buscd lograr la sintesis de nanoparticulas de
cobre mediante reduccién quimica en medio acuoso. Las nanoparticulas fueron ensayadas
luego, mediante experimentos microbiol6gicos sobre E. coli y S. aureus, con el fin de

detectar su actividad antimicrobiana, contrastandola con soluciones blanco de iones de plata.
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4. Metodologia

La sintesis de nanoparticulas en el presente proyecto se realizo con técnicas de
tipo bottom-up, utilizando sintesis quimicas, en medio acuoso. Estas sintesis estan basadas en
la reduccion quimica de sales metalicas en presencia de agentes estabilizantes, que controlan
la forma y el tamafio de las nanoparticulas obtenidas.

Dentro de los beneficios de trabajar con sintesis quimicas se encuentran: la
reproducibilidad, la disponibilidad de reactivos y los bajos costos de produccién. A su vez, el
trabajo con sintesis quimicas permite introducir una mayor precision al sistema, logrando

controlar adecuadamente la forma y tamarfio de las particulas.

4.1. Sintesis de nanoparticulas de plata esféricas

4.1.1. Obtencion de nanoparticulas de Ag estabilizadas con citrato

De acuerdo con lo reportado por Lee y Meisel (1982), se disolvieron 45 mg de
AgNO3z (Aldrich, Misuri, Estados Unidos) en 250 ml de H2O y se llevé a ebullicion. Se
agregd luego 5 ml de una solucién al 1% de citrato de sodio (Aldrich, Misuri, Estados
Unidos) y se mantuvo la solucion en hervor por 1 hora. EI medio que se utiliza para llevar a
cabo la reaccion es agua MilliQ (Millipore, resistencia 18 MQcm™).

En esta sintesis, el citrato de sodio actia como reductor y estabilizante de las
nanoparticulas obtenidas, por lo que se coloca en gran exceso respecto de la reaccién de
reduccidn estequiométrica.

Mediante esta sintesis se obtuvo, una suspension de nanoparticulas de plata de
una concentracién de 114,22 ppm (mg de Ag/l), basado en la estimacion de que toda la Ag*
presente en la solucion inicial se redujo a Ag metalica.

Los célculos de las concentraciones de las suspensiones de nanoparticulas

esféricas de plata reducidas con citrato, se encuentran en el Apéndice 1.

4.1.2. Obtencion de nanoparticulas de Ag estabilizadas con borohidruro
Empleando la sintesis planteada por Mavani y Shah (2013), se colocaron
187,5 ml de solucién 0,002 M de NaBHa4 (Aldrich, Misuri, Estados Unidos) recién preparada
en un erlenmeyer de 250 ml, luego se colocé éste dentro de un bafio de agua y hielo; y se

dejo enfriar por aproximadamente 20 minutos. Luego de transcurrido este tiempo, el
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erlenmeyer se dispuso sobre una placa agitadora magnetica y se comenzd a agitar
rapidamente. Seguidamente, se agregaron, gota a gota 62,5 ml de solucion 0,001 M de
AgNO:s. Se detuvo la agitacion inmediatamente después de terminar de agregar la solucion
de Ag®. Finalmente, se incorporé todo al mismo volumen (250 ml) de solucién de citrato de
sodio 1,5 x10° M y se mezcld cuidadosamente.

En este caso, el borohidruro de sodio actia como reductor y estabilizante, y el
citrato se agrega como estabilizante adicional, ya que es mas efectivo a largo plazo que el
primero. A partir de esta reaccion, se obtuvo una suspension de nanoparticulas de una

concentracion de 13,48 ppm (mg de Ag/l).

Los célculos de las concentraciones de las suspensiones de nanoparticulas

esféricas de plata reducidas con borohidruro se presentan en el Apéndice 2.

4.1.3. Dilucion de las nanoparticulas reducidas con citrato
Para que ambas soluciones de nanoparticulas presentaran la misma
concentracion se procedié a realizar una dilucion de las nanoparticulas obtenidas por el
método de citrato llevandolas a un volumen de 500 ml. Para ello, se tomaron 59 ml de la
solucion de nanoparticulas y se afiadié agua MilliQ hasta obtener un volumen final de 500
ml.De esta forma, las nanoparticulas reducidas con citrato contenian una concentracion final

de Ag equivalente a 13,48 ppm (mg de Ag/l).

Los calculos realizados para efectuar la dilucion de las nanoparticulas

esfericas preparadas con citrato se presentan en el Apéndice 2.1.

4.1.4. Concentracion de las nanoesferas de Ag recubiertas con borohidruro
Por requerimiento de los ensayos microbioldgicos (ver seccién 5.4.3.3), fue
necesario concentrar las nanoparticulas obtenidas mediante la reduccion con borohidruro de
sodio y, para ello, se plantearon dos procedimientos:
1- Realizar la sintesis aumentando la concentracion de los reactivos:
nitrato de plata, borohidruro de sodio, y citrato de sodio.
2- Utilizar la misma sintesis y concentrar las nanoparticulas obtenidas

mediante centrifugacion.
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4.1.5. Sintesis de nanoparticulas recubiertas con borohidruro concentradas

Utilizando una concentracion de 114,22 ppm de Ag, para la sintesis planteada
en el item 1, se procedio a colocar 187,5 ml de solucion 0,0169 M de NaBHs (recién
preparada) en un erlenmeyer de 250 ml, dentro de un bafio de agua y hielo. Se dejo enfriar
por aproximadamente 20 minutos, y luego se dispuso el erlenmeyer sobre una placa
agitadora magnética. Se agregaron, gota a gota 62,5 ml de solucion 0,008 M de AgNOs. Se
detuvo la agitacion inmediatamente después de terminar de agregar la solucion de Ag®. En
Gltima instancia, se incorpord todo al mismo volumen (250 ml) de solucion de citrato de
sodio 0,0127 M.

4.1.6. Centrifugacion de nanoparticulas recubiertas con borohidruro
Para llevar a cabo la concentracion de las particulas estipuladas en el item 2,
se utilizé una centrifuga de 9000 rpm, durante una hora. De esta manera, se logrd concentrar
a aproximadamente el doble la concentracién de las nanoparticulas recubiertas con
borohidruro de sodio y citrato de sodio, siendo la misma de 26,96 ppm (mg Ag/l). Mediante
esta metodologia, se obtuvieron 50 ml finales de solucion.

4.1.7. Soluciones blanco de nanoesferas de Ag diluidas
Se prepararon soluciones blanco empleando las mismas condiciones de
sintesis que se utilizaron previamente, reemplazando por agua MilliQ cada uno de los

compuestos.

Blanco de nitrato de plata’

Se tomaron 0,0106 g de AgNOs y se afiadieron 500 ml de agua bidestilada,

para obtener una solucion final de nitrato de plata 13,48 ppm (mg Ag/l).

Blanco de borohidruro vy citrato

Se prepard una solucion de 187,5 ml de NaBH4 0,002 M y se la colocé en un

bafio de agua y hielo, y se procedid a agitar. Posteriormente se afiadieron, gota a gota, 62,5

! Para los blancos denominados como “blanco de nitrato de plata”, la concentracion de la

solucidn se encuentra expresada en ppm en base a los iones de Ag*.
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ml de agua bidestilada. Finalmente se afiadieron 250 ml de una solucion de citrato de sodio
1,5 x10° M.

Blanco de citrato

Se tomaron 0,05 g de citrato de sodio, y se afiadieron 250 ml de agua

bidestilada. Luego se diluye la solucioén, llevandola a 500 ml.

4.1.8. Soluciones blanco de nanoesferas de Ag concentradas
Los blancos utilizados fueron preparados en base a las nanoparticulas
sintetizadas con la mayor concentracion de plata de 114,22 ppm (mg Ag/l), la concentracion
que tenian las nanoparticulas sintetizadas con el método del citrato antes de realizar la

dilucion de las mismas.

Blanco de nitrato de plata
Se disolvieron 0,044 g de AgNOsen 250 ml de agua bidestilada

Blanco de borohidruro vy citrato

Se obtiene una solucion de 250 ml, para ello se disuelven 0,014 g de NaBH4
(93,75 ml); 0,096 g de citrato de sodio (125 ml), y se completa el volumen con 31,25 ml de
H20 bidestilada.

Blanco de citrato
Se disuelven 0,05 g de citrato de sodio en 250 ml de H20 bidestilada.

4.2. Sintesis de nanoprismas de plata

El procedimiento experimental por el cual se llevé a cabo la sintesis de los
nanoprismas de plata se basé en lo establecido Frank y colaboradores (Frank et al, 2010),
quienes describieron un procedimiento adecuado con el fin de controlar la forma y el tamafio
en 2 dimensiones de nanoparticulas de Ag, permitiendo obtener nanoprismas de diferentes
tamanos. En el presente trabajo se eligio una de las condiciones reportadas, la que da lugar a

los prismas de mayor tamario (ver detalles de caracterizacion en la seccion 5.3.1. y 5.3.2.).
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En un Erlenmeyer de 250 ml se agregaron, en el orden listado, 34,48 ml de
citrato de sodio 1,25 x 102 M, 86,20 ml de nitrato de plata 3,75 x 10* M, y 86,20 ml de
perdxido de hidrégeno (Biopack, Buenos Aires, Argentina) 5,0 x 102 M. Finalmente, para el
paso de la reduccion de plata, se agregan 43,10 ml de solucion 5 x10 M de borohidruro de
sodio. Una vez combinados los reactivos, se procede a mezclar cuidadosamente hasta que la
reaccion se evidencie mediante cambios en el color, que se relacionan con el crecimiento de
los nanoprismas de plata.

En este caso, el borohidruro actta como reductor, el citrato como estabilizante
y el agua oxigenada ayuda a dar la forma final a las particulas obtenidas, ya que redisuelve
esferas pequefias que se van formando durante la sintesis. La concentracion de Ag final para
este experimento fue de 13,94 ppm (mg de Ag/l).

Los célculos realizados para la obtencion de los nanoprismas de plata se

presentan en el Apéndice 3.

4.2.1. Concentracion de la solucion de nanoprismas de plata
La solucién obtenida tras la sintesis se centrifugd durante 90 minutos a 8000
rpm en una centrifuga de rotor fijo, separada en porciones de 30 ml. En cada uno de los
tubos se descartaron aproximadamente 27ml del sobrenadante, de manera de obtener una

solucion 10 veces mas concentrada que la original.

4.2.2. Solucién blanco de nanoprismas de Ag
En un Erlenmeyer de 50 ml, se agregaron de forma tal que la solucion sea 10
veces mas concentrada que en el protocolo de sintesis original: 0,11 g de citrato de sodio, 1,4
ml de H202 y 0,0081 g de NaBHs, y se completd el volumen final con agua MilliQ hasta

llegar a 25 ml.

4.3. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Se procedi6 a la caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas para
determinar diversas propiedades de las mismas. Esto se llevd a cabo mediante la utilizacion
de diferentes técnicas: Espectrofotometria UV-visible, medicion del pH y caracterizacion de

nanoprismas por SEM.
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4.3.1. Espectrofotometria UV-visible

Se realizaron mediciones del espectro de absorcion UV-visible de las distintas
soluciones preparadas, para comprobar que la forma y tamafio de las nanoparticulas de Ag
sintetizadas. Las medidas se realizaron en un espectrofotdmetro con arreglo de diodos
HP8453, en el rango 200-1000 nm.

Se sabe que las nanoparticulas de Ag presentan una banda de resonancia
caracteristica del plasmén de superficie localizado (LSPR) definida en el intervalo de, 300-
500 nm para las nanoesferas y de 400-800 nm para los nanoprismas (Liz-Marzéan, 2004).

Luego de transcurrido un afio, se procedio a medir nuevamente el espectro de
absorcion de las nanoparticulas sintetizadas durante el comienzo del trabajo (nanoesferas
reducidas con citrato de sodio y con borohidruro de sodio). De esta manera, se corrobor6 el
efecto del tiempo sobre el agregado o de desestabilizacion de las particulas.

4.3.2 Medicion del pH
Debido a que el pHmetro no se puede sumergir en las suspensiones de
nanoparticulas, las mediciones se realizaron mediante cintas colorimétricas. Se midi6 el pH de
cada una de las soluciones preparadas: nanoparticulas de Ag concentradas (aproximadamente
114 ppm), blancos de nanoparticulas y los dos blancos de AgNOs. Es relevante que no se
presente una concentracion elevada de H*, es decir, una acidez elevada, ya que podria
interferir en el desarrollo de las cepas bacterianas.

4.3.3. Caracterizacion de nanoprismas por SEM
Las suspensiones de nanoprismas se observaron mediante la técnica de
microscopia electronica de barrido, (SEM, por su nombre en inglés: Scanning Electron
Microscope). Se dispuso para ello, una gota de la muestra de nanoprismas sobre placas de
silicio y se la dejé secar. Finalmente, la placa de Si se fij6 a un taco de aluminio para
microscopia. Las medidas se realizaron en un microscopio SEM de efecto de campo ZEISS
LEO GEMINI (Centro de Microscopias Avanzadas, FCEyN, UBA)

4.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de Ag

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas

obtenidas, se utilizaron como microorganismos indicadores las cepas Staphylococcus aureus
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ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, cedidas por la Universidad Nacional de
Lujan. Los métodos empleados fueron la determinacion de la concentracién inhibitoria
minima (CIM) mediante la técnica de dilucién en caldo, y la técnica de difusion radial en
agar.

Todos los experimentos microbioldgicos se realizaron por duplicado, en
condiciones de esterilidad, bajo campana de flujo laminar (Microfilter SA, Buenos Aires,
Argentina) o bajo mechero, segin corresponda, utilizando las técnicas asepticas
microbiologicas habituales para aislamientos y recuentos en medios sélidos, siembras en

medios liquidos y manipulacion de instrumental (micropipetas, ansas).

4.4.1. Cepas empleadas y condiciones de conservacion

En este estudio se utilizaron las cepas de coleccion Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, usualmente empleadas en determinaciones de
actividad antimicrobiana.

Los cultivos se conservaron a —20°C en Caldo Cerebro Corazén (Brain Heart
Infusion, o BHI por su sigla en inglés) suplementado con glicerol 10% v/v. Para el
almacenamiento por periodos breves, las cepas se repicaron semanalmente en tubos con picos
de flauta de Agar Tripto-caseina de Soja (Trypto-casein Soy Agar, o TSA por su sigla en
inglés), incubadas 24 h a 37°C £ 1°C en estufa de cultivo (FAC, Buenos Aires, Argentina) y
posteriormente almacenadas a 4°C + 1°C.

Para corroborar pureza e identificacion, las cepas fueron sometidas
periédicamente a tincion de Gram y pruebas bioquimicas seleccionadas: crecimiento en Agar
ENDO vy pruebas de indol, de rojo de metilo, de VVoges Proskauer y de utilizacion de citrato
para E. coli; crecimiento en Agar Baird Parker y prueba de la coagulasa para S. aureus.

La composicién de los medios de cultivos y reactivos empleados y la
descripcion de las pruebas para determinacion de la pureza e identificacion de las cepas se

reportan en los Anexos 9.1y 9.2, respectivamente.

4.4.2. Preparacion de indculos a utilizar en los ensayos antimicrobianos
Para la preparacion de los inoculos a emplear en los estudios, una ansada del
cultivo stock freezado o refrigerado de cada cepa se transfirio a BHI y se incubd estaticamente

durante 18 h a 37°C + 1°C. Luego de una segunda transferencia bajo condiciones similares,
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los cultivos obtenidos se utilizaron como indculo para los ensayos realizados y paralelamente
se determind la carga celular mediante recuento en placa. Para ello, se realizaron diluciones
seriadas decimales de los cultivos hasta la dilucion 107, empleando tubos con 9 ml de agua
peptonada (0,1 % de peptona de carne en agua destilada) y micropipetas y tips de 1000 pl
para hacer las transferencias correspondientes. A partir de cada dilucion se sembraron 100 pl
en placas con medio TSA, y el volumen sembrado se distribuy6 por la superficie con espéatula
de Drigalsky, en condiciones asépticas y bajo campana de flujo laminar horizontal. Las placas
se incubaron invertidas durante 24 — 48 horas a 37°C, al cabo de las cuales se procedi6 al
conteo del nimero de colonias desarrolladas.

Para el célculo del nimero de unidades formadoras de colonias/ml se usoé la
férmula:

ufc/ml: N° de colonias x factor dilucion x factor volumen (1)

Donde, el N° de colonias corresponde a la cantidad de colonias total contadas
sobre la placa de TSA, el factor dilucion se corresponde a la inversa de la dilucion bacteriana
que se utilizé para sembrar la placa que se esta contando (1/dilucion bacteriana), y el factor

volumen equivale a la inversa del volumen sembrado en la placa (1/vol sembrado).

4.4.3. Determinacion de la CIM mediante la técnica de dilucion en caldo

La CIM es la menor concentracion de determinado agente antimicrobiano que
inhibe el desarrollo in vitro de los microorganismos. Para su determinacion, mediante la
técnica de dilucion en caldo, se colocan concentraciones decrecientes del agente
antimicrobiano en una serie de tubos con medio de cultivo liquido (caldo) que se inoculan con
las bacterias empleadas como indicadores y se incuban en las condiciones de tiempo y
temperatura Optimas para las mismas. Como controles se incuban también un tubo sin
inocular (control de esterilidad) y un tubo inoculado pero sin agente antimicrobiano (control
de crecimiento). Al cabo de la incubacién se observa en los caldos la presencia de turbidez,
que indica que el microorganismo ha desarrollado. EI microorganismo crecera en el control
positivo y en los tubos que no contengan la suficiente cantidad de agente antimicrobiano para
inhibirlo. La CIM sera la menor concentracién en la que no se observa desarrollo (Vullo et al,
2000). A partir de los tubos donde no se observo crecimiento se puede determinar la

concentracion bactericida minima (CBM) que es la menor concentracion del agente
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antimicrobiano que no sélo inhibe a las bacterias sino que también las destruye. Para esto, se
efectla el subcultivo del contenido de los tubos que no presentaron desarrollo en placas con
medio agarizado, se incuba a las condiciones dptimas para el microorganismo indicador, y se
observa posteriormente el desarrollo o no de colonias visibles. EI tubo con la menor
concentracion de antimicrobiano que al ser subcultivado no da lugar al desarrollo de colonias,
determina la CBM del agente en estudio (Lopez Tevez y Torres, 2006).

Para determinar la CIM y poder obtener resultados comparables entre los
tratamientos se deben estandarizar numerosas variables como por ejemplo, tamafio de indculo,
medio utilizado, volumenes de medio de cultivo a emplear, entre otros factores (Vullo et al
2000), lo cual obliga a realizar ensayos preliminares para la puesta a punto del protocolo a
emplear en la determinacion.

En este trabajo, la determinacion de la CIM de los diferentes tipos de
nanoparticulas sintetizadas sobre las cepas empleadas como indicadores (E. coli ATCC 25922
y S. aureus ATCC 25923) se realizd en BHI; en algunos ensayos se ha determinado ademas la
CBM en TSA. La incubacion en todos los ensayos ha sido en condiciones estéticas, a 37° C
durante 24 horas, al cabo de las cuales se observo la presencia o no de desarollo de los
microorganismaos.

En la Fig. 2 se esquematiza el disefio del experimento empleado para la
determinacion de la CIM y de la CBM de las nanoparticulas sintetizadas. Los mismos se
Ilevaron a cabo luego de la realizacion de los ensayos preliminares y de la puesta a punto de la
metodologia, y se efectuaron tanto para E. coli, como para S. aureus. Como control positivo
se incuba un tubo de BHI inoculado con la cepa que corresponde pero sin agente
antimicrobiano, y como control de esterilidad se incuba un tubo con BHI sin inocular

(control -).
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Figura 2: Representacion grafica de los ensayos realizados para la determinacién de la CIM y
la CBM de cada uno de los tratamientos, para cada una de las cepas bacterianas y sus

controles.

4.4.4. Evaluacion de la actividad inhibitoria por ensayo de difusion en agar
Un método alternativo para la evaluacion de la actividad inhibitoria de agentes
antimicrobianos en la técnica de difusion en agar. Este sistema permite probar la eficacia de
varios antimicrobianos al mismo tiempo. Sobre la superficie de una placa de agar se realiza la
siembra de una suspension bacteriana calibrada y a continuacion se realizan en el agar
pocillos u orificios equidistantes donde se colocan las sustancias antimicrobianas a testear.
Las sustancias difundiran al medio circundante creando asi concentraciones progresivamente

decrecientes. Las placas se incuban entonces a la temperatura y tiempo éptimos para el

Pagina 28 de 101



RCS

f}?ﬁ ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y COBRE COMO
p

UADE AGENTES ANTIMICROBIANOS Del Bene, Camila y Gallardo, Marina Florencia.

UNA GRAN UNIVERSIDAD

desarrollo de la bacteria que se utiliza como indicadora. Al término de la incubacion, en la
zona donde el antimicrobiano impide el crecimiento aparece un halo de inhibicion alrededor
del pocillo. Las zonas de inhibicion dependen de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas que influyen in vitro sobre la velocidad de difusion en el agar.

Los diametros generados en zonas de inhibicion (DI1Z) reflejan la magnitud de
susceptibilidad del microorganismo en estudio. De esta forma, la cepa con mayor
susceptibilidad a las nanoparticulas deberia exhibir un mayor DIZ, mientras que las cepas con
mayor resistencia deberian exhibir un menor DIZ (Ruparelia, 2008).

En este trabajo, para la utilizacion de esta técnica se utilizaron placas de Petri
conteniendo medio TSA, sobre el cual se sembraron 100 microlitros de un cultivo overnigth
de las cepas indicadoras en BHI y se distribuyeron con espéatula de Drigalsky. Posteriormente,
se realizaron en las placas ya sembradas 5 orificios circulares con la parte trasera de un tip
estéril, dispuestos en forma de cruz. En cada orificio se sembraron 20 pl de los tratamientos o
controles correspondientes. Los tratamientos evaluados fueron: nanoesferas de Ag recubiertas
con borohidruro y citrato, los nanoprismas de Ag con sus respectivos blancos y AgNO:s.
Ademas, se incorporaron otros controles, uno negativo (posicion central en la placa)
utilizando para ello agua destilada (que no provoca inhibicion bacteriana) y un control
positivo correspondiente a perdxido de hidrogeno al 3%, que provoca inhibicion del
crecimiento de las dos cepas empleadas en los ensayos. Para cada cepa se sembraron las
placas con la disposicién indicada en la Fig. 3. Las placas se incubaron a 37°C durante 24

horas, al cabo de las cuales se observo la presencia o no de halos de inhibicion.

O
Npr Ag

O O O
AgNO;  H20 H20>

O
Bco Npr

(@)
NPs BHs

O o O
AgNO3 H20 H202

O

O

NPs citrato

O O O
AgNO3 H20 H202

O

Bco citrato

a b C

Figura 3: Esquema del ensayo de difusion en agar. Placas con los tratamiento de:
nanoesferas reducidas con borohidruro (a); nanoesferas reducidas con citrato (b) y
nanoprismas de plata (c) con sus respectivos blancos en la parte inferior, el blanco de
nitrato de plata a la izquierda, un control negativo en el centro y un control positivo a la

derecha.

Pagina 29 de 101



RCS

fﬁﬁ ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y COBRE COMO
p

UADE AGENTES ANTIMICROBIANOS Del Bene, Camila y Gallardo, Marina Florencia.

UNA GRAN UNIVERSIDAD

4.5 Ensayos preliminares para la puesta a punto de la determinacion de la

CIM por la técnica de dilucion en caldo

Se realizaron ensayos preliminares para determinar si las nanoparticulas de
plata esféricas presentaban efecto antimicrobiano, y posteriormente, para estandarizar el
indculo (concentracion celular y volumen), volumen de medio a emplear, y el rango de
concentraciones de nanoparticulas a abordar en la determinacién de la CIM.

El primer ensayo consistio en utilizar a las nanoesferas como medio liquido
para incubar las cepas bacterianas y en un segundo ensayo se corroboré la presencia residual
de peroxido de hidrogeno en la suspension de nanoprismas aplicadas de forma directa sobre
las colonias bacterianas de E. coli y S. aureus.

Posteriormente, para proceder con la puesta a punto en la determinacion de la
CIM se realizo6 un ultimo ensayo utilizando incialmente las nanoparticulas de Ag esféricas con
menor concentracion de Ag correspondiente a 13,48 ppm (mg Ag/l) y luego, se trabajo con
concentraciones de Ag superiores: 114,22 ppm (mg Ag/l) para las nanoesferas reducidas con
citrato y 26,96 ppm (mg Ag/l) para las nanoesferas reducidas con borohidruro concentradas.

Como indculo en estos ensayos se emplearon 100 pl de las diluciones 10
(carga celular =~ 107 ufc/ml) y 10® (carga celular =~ 102 ufc/ml) de los cultivos de 24 h de E.
coli y S. aureus.

Los tratamientos empleados en la puesta a punto corresponden a: las
nanoesferas de plata reducidas con citrato, las nanoesferas de plata reducidas con borohidruro,
el blanco de nitrato de plata, el blanco de citrato de sodio y el blanco de borohidruro+citrato

de sodio.

4.5.1. Ensayo 1: Deteccién preliminar del efecto antimicrobiano de nanoesferas

de plata

En este ensayo se intentd comprobar la efectividad antimicrobiana de las
nanoparticulas. Se colocaron en tubos de ensayo estériles un volumen de 5 ml de cada uno de
los tratamientos para cada cepa bacteriana y se sembraron luego con 102 células de E. coli y
S. aureus. Luego de transcurrir una hora, se tomaron con una micropiepta 100 ul de cada uno
de los tubos sembrados y se los coloco en 4,5 ml de medio de cultivo BHI y se lo incub6 por
24 ha 37°C.
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Los tratamientos utilizados en este ensayo preliminar fueron: las nanoesferas
de citrato, las nanoesferas de borohidruro y el blanco de nitrato de plata con concentraciones
de Ag iguales a 13,48 ppm (mg Ag/l).

4.5.2. Ensayo 2: Deteccidn de presencia de peroxido residual en nanoprismas de
plata

Como ya se menciono, para la sintesis de nanoprismas de Ag se utilizd
peréxido de hidrégeno. A pesar de que el mismo deberia haberse descompuesto por el paso
del tiempo, segln lo establecido por Nitinaivinij et al (2014), se evalud su posible presencia
residual en la suspensién de nanoprismas mediante el método bioldgico de la prueba de la
catalasa.

El H.O> actia como un agente oxidante mediante la produccion de radicales
libres hidroxilo (-OH), que atacan los componentes esenciales de la célula, incluyendo los
lipidos, las proteinas, el ADN y los grupos target mas comunes como los sulfhidrilo y los
dobles enlaces (Raza et al, 2016). Frente a este agente inhibidor, las bacterias presentan un
mecanismo de defensa mediante el cual la accion de la enzima catalasa convierte a este
compuesto toxico en especies menos reactivas como el agua y el oxigeno (Zhao et al, 2016).
De esta forma, la cantidad de formacién de burbujas por desprendimiento del oxigeno
liberado en la placa indicara de manera proporcional la cantidad de peroxido en los
tratamientos ensayados.

Para llevar a cabo el ensayo se colocaron, utilizando una micropipeta, 100 pl
de tratamiento directamente sobre las cepas de S. aureus y E. coli crecidas sobre una placa de
agar TSA. Los tratamientos ensayados fueron: los nanoprismas de Ag (140 ppm), el blanco de
nanoprismas (0,16 % de H>O2) y un control positivo de H>O2 con concentracion del 3%.

4.5.3. Ensayo 3: Puesta a punto en la determinacion de la CIM con nanoesferas
de Ag de diferente concentracion
El objetivo de este ensayo fue determinar si era posible determinar la CIM
empleando medio de cultivo BHI y diluciones decimales de las suspensiones de
nanoparticulas esféricas de Ag inoculandolos con las cargas 108 y 102 de S. aureus y E. coli.
Las diluciones de nanoparticulas ensayadas fueron 1/10, 1/100 y 1/1000. Para ello se

colocaron 0,5 ml de cada tratamiento en 4,5 ml de un tubo con medio de cultivo BHI y con
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una micropipeta p1000 se procedié a efectuar las diluciones decimales correspondientes.
Luego se inocularon las cargas bacterianas de cada cepa a los tubos de BHI+tratamiento.
Transcurrido el tiempo de incubacion a 37°C durante 24 h, se observo si hubo crecimiento de
las cepas.

En este ensayo se utilizaron cinco tratamientos correspondientes a las dos
sintesis de nanoparticulas esféricas de Ag (reducidas con borohidruro y reducidas con citrato),
al blanco de AgNO3z y a los blancos de citrato y borohidruro. Con lo cual, al efectuar las 3
diluciones decimales de cada uno de los tratamienos se utilizaron en total 15 tubos de ensayo
con 4,5 ml de medio BHI por cada cepa, con sus respectivos duplicados.

Sobre la base del disefio experimental descripto se ensayaron nanoparticulas de
Ag con concentracion de 1,35 ppm, 0,13 ppm y 0,013 ppm, inoculadas con cargas bacterianas
iguales a 10° y 102 cel/ml. Luego, se ensayaron nanoparticulas de Ag estabilizadas con citrato
con concentraciones de 11,42 ppm, 1,14 ppm y 0,114 ppm, y nanoparticulas de Ag
estabilizadas con NaBHa de 2,7 ppm, 0,27 ppm y 0,027 ppm, con cargas bacterianas de 10°
cel/ml.

4.6. Determinacion de CIM con nanoesferas de Ag

Los siguientes ensayos tuvieron como objetivo determinar la CIM en mg/l o
ppm de las suspensiones de nanoesferas de Ag reducidas con citrato y de nanoesferas de Ag
reducidas con borohidruro. De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos previos, se
realizaron las determinaciones de CIM con las nanoesferas reducidas con citrato de 114,22
ppm y 26,96 ppm para las nanoesferas reducidas con borohidruro de sodio.

En estos experimentos se trabajo tnicamente con el blanco de citrato de sodio
y el de nitrato de plata (AgNO3), dado que los efectos de los blancos con borohidruro de sodio
y citrato de sodio fueron verificados en los experimentos anteriores.

Los tubos de los tratamientos se inocularon con una carga celular = 10%- 10?

ufc/ml. Todos los experimentos con nanoesferas de Ag, fueron realizados por duplicado.

4.6.1. Determinacion de la CIM en nanoesferas de Ag recién sintetizadas
En este ensayo, se midio el efecto inhibitorio de las nanoparticulas empleando
cargas bacterianas, correspondientes a 10 - 102 cel/ml de S. aureus y E. coli, segin

corresponda, a partir de las diluciones del cultivo de 24 h de cada cepa. A partir de la
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suspension de Np de 114,22 ppm para las nanoesferas reducidas con citrato y 26, 96 ppm para
las nanoesferas reducidas con NaBHa, se ensayaron en tubos con BHI diluciones crecientes de
nanoparticulas del orden: 1/2, 1/4, 1/10, 1/20, 1/40 y 1/100, correspondientes a las
concentraciones 57,11; 28,55; 11,42; 5,71; 2,85; 1,14 y 13,5; 6,75; 2,7; 1,35; 0,67; 0,37 ppm,
respectivamente. Los tratamientos se incubaron a 37°C a 24 h al cabo de las cuales se observo
presencia 0 no de turbidez en cada tubo. Se hicieron 3 replicas de cada ensayo, con su
respectivo duplicado.

4.6.2. Determinacion de la CIM en nanoesferas de Ag envejecidas

En el ensayo de determinacion de la CIM para nanoesferas de Ag envejecidas,
se utilizé una carga bacteriana de 10% células para S. aureus y para E. coli. En tubos con caldo
BHI se ensayaron las diluciones 1/4 y 1/10 de las suspensiones de nanoparticulas con
concentraciones iguales a 28,55 y 11,42 ppm para las nanoesferas reducidas con citrato y 6,75
y 2,7 ppm para las nanoesferas reducidas con borohidruro, que ya contaban con un
envejecimiento de un afio. Los tratamientos se incubaron 24 h a 37°C, al cabo de los cuales se
observé presencia 0 no de turbidez en los tubos. A efectos de determinar la concentracion
bactericida minima (CBM), de acuerdo a lo sugerido por Avadi y colaboradores (Avadi et al,
2004), a partir de los tubos de BHI que no presentaron turbidez, se transfirieron 100 pl a
placas con agar TSA, se distribuyeron con espéatula de Drigalsky y se incubaron 24 h a 37°C,
al cabo de los cuales se determind la presencia o no de desarrollo sobre las placas.

4.7. Ensayos microbiologicos con nanoprismas de Ag

4.7.1. Determinacion de la CIM en nanoprismas de Ag

En este ensayo se utilizaron nanoprismas de Ag para comparar su efectividad
en S. aureus Yy E. coli y contrastarlas con los efectos producidos por nanoparticulas esféricas.

En el presente experimento de determinacion de la CIM con nanoprismas de
Ag de concetracion 140 ppm (mg Ag/l), se aplico las mismas condiciones que en los ensayos
microbiologicos realizados con nanoesferas de Ag. Las cargas bacterianas ensayadas fueron
de 10'- 10% células para S. aureus y para E. coli.

Sobre la base del disefio experimental ya descripto, en tubos con caldo BHI se
ensayaron las diluciones 1/2, 1/4, 1/10 y 1/20 de las nanoprismas de Ag con concentraciones

iguales a 70, 35, 14 y 7 ppm Yy se contrastaron con su blanco correspondiente y con el blanco
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de AgNOs. Una vez inoculados los tratamientos, los tubos se incubaron 24 h a 37°C al cabo
de lo cual se observo presencia o no de turbidez. En los tubos en los que no se observo
turbidez se procedi6 a sembrar con 100 pl una placa con agar TSA. De esta forma, se
determind finalmente si la concentracion inhibitoria minima ocasionaba un efecto bactericida,
observado por la ausencia de desarrollo en la placa, obteniendo asi la CBM (concentracion

bactericida minima) de los nanoprismas de Ag.

4.8. Analisis estadistico

Los resultados de los ensayos microbioldgicos con nanoparticulas de Ag se
sometieron a los test estadisticos utilizando el programa estadistico Infostat FCA, Universidad
Nacional de Cordoba. Las variables medidas fueron las CIM en ppm (mg Ag/l)
correspondientes a cada uno de los tratamientos con nanoesferas y nanoprismas evaluados en
este trabajo, en contraste con los iones metélicos (blanco del AgNOs). Para cada tratamiento
fue seleccionado un n poblacional igual a 5 correspondiente a los ensayos con nanoparticulas
de Ag con las dos cepas ensayadas (E. coli y S. aureus) los cuales fueron realizados por
duplicado y de los que al menos se hicieron 3 réplicas técnicas.

Para cada tratamiento se realiz0 la estadistica descriptiva, determinando la
media, mediana, la varianza y el desvio estandar. La tendencia central se analiz6 luego
mediante los graficos de Box-Plot y Q-Q plot.

Para la comparacion de las CIM entre las nanoparticulas de Ag y el AgNOs en
cada cepa se realizaron los siguientes tests: prueba estadistica de Shapiro-Wilks modificado
para analizar el supuesto de normalidad, prueba de Levene para analizar el supuesto de
homocedasticidad y finalmente la prueba estadistica para el anélisis de la varianza no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

Las diferencias significativas para las CIM de cada tratamiento efectuado en E.
coli y S. aureus se analizaron mediante las pruebas estadisticas para muestras independientes.
Se utilizo la prueba t bilateral para los tratamientos efectuados con nanoesferas reducidas con
borohidruro y con AgNOgs, y la prueba de Mann-Whitney (Wilcoxon) bilateral para las
nanoesferas reducidas con citrato y para los nanoprismas. Por otra parte, para las diferencias
entre los tratamientos que presentaron una CIM con efecto bactericida como los nanoprismas
y el blanco de AgNOs en S. aureus se estudiaron mediante la prueba de Mann-Whitney
(Wilcoxon).
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En los analisis estadisticos efectuados en este trabajo, para todos las pruebas se
establecio un nivel de significacion o= 0,05, indicando que un p-valor menor a ese valor

supondria rechazar Ho.

4.9. Sintesis de nanoparticulas de cobre

4.9.1. Determinacion de las condiciones de sintesis de nanoparticulas de cobre

Dado que la sintesis de nanoparticulas de Cu en medio acuoso no esta tan
difundida como la sintesis de Nps de Ag. La dificultad principal de la preparacion de las
nanoparticulas de cobre reside en su estabilidad, ya que se oxidan muy facilmente por la
exposicion al aire (Dang, 2011). Existen varios trabajos en los que se supera este
problema utilizando diferentes medios inertes, tales como: conservacion en ambiente de
argén o nitrégeno, uso de solventes organicos para la sintesis y/o uso de agentes
protectores organicos especificos (Mittu, 2016). Sin embargo, la mayoria de estas
condiciones de reaccion no utilizan reactivos usuales y/o no son compatibles con los
ensayos microbioldgicos que se pretende realizar a continuacién con las nanoparticulas.
Por lo tanto, fue necesario buscar en diversos articulos cientificos métodos adecuados para
la realizacion de la sintesis en condiciones acuosas y con los reactivos disponibles en los
laboratorios de CNEA. Algunas metodologias empleadas debieron llevarse a cabo sin
contar con todos los datos necesarios para su realizacién, efectuando por lo tanto ensayos
exploratorios para lograr poner a punto la preparacién de las nanoparticulas. Los
experimentos preliminares fueron realizados con el objetivo de preparar una solucion de
nanoparticulas monodispersa, estable y pura; y ademas conseguir una correcta
estandarizacion del método de sintesis. En primer lugar, se ensayé la reduccion quimica
de Cu?* con &cido ascorbico, ya que fue reportado en diversos estudios. Las sintesis
posteriores se realizaron con borohidruro de sodio y citrato de sodio como agentes
reductores, en diferentes ensayos. Se utilizé borohidruro de sodio ya que tiene un poder
reductor fuerte, y es un compuesto estable en diversas condiciones (Zhang et al, 2009). En
el caso del citrato se utilizd6 como agente reductor ya que es sabido que funciona tanto
para la reduccion asi como también para la estabilizacion de las particulas de plata
(Pacioni et al, 2015). Por lo tanto se generd un protocolo para analizar su efectividad en la

reduccion del cobre.
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4.9.2. Sintesis de nanoparticulas de cobre estabilizadas con acido ascorbico

Esta sintesis inicial, planteada por Asim Umer y colaboradores (Umer et al
2014) se realizd utilizando &cido ascorbico como agente reductor y cloruro de cobre como
fuente de iones Cu?* Se realizaron los calculos necesarios para utilizar una concentracion de
agente reductor diez veces mayor a la concentracion de la sal de cobre.

La concentracion de cobre utilizada fue de 67,28 ppm (mg Cu/L), lo cual fue
calculado teniendo en cuenta la concentracion final con la que se trabajaron las nanoparticulas
de plata estabilizadas con citrato. Se disolvieron 0,018 g de cloruro de cobre (Il) dihidratado
(Merck, Buenos Aires, Argentina) en 90 ml de agua. Paralelamente se disolvieron 0,186 g de
acido ascorbico (Aldrich, Misuri, Estados Unidos) en 10 ml de agua. Se llevo la solucién de
cloruro de cobre a 90°C durante treinta minutos y luego se afiadié la solucion de acido
ascorbico gota a gota. Se observaron los cambios producidos.

Los célculos realizados para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de cobre

estabilizadas con acido ascorbico se muestran en el Apéndice 4.

4.9.3. Sintesis de nanoparticulas de Cu estabilizadas con acido ascorbico, a
mayor concentracion
Se llevo a cabo la sintesis anterior variando las concentraciones de los
reactivos, de forma tal que las concentraciones tanto para Cu como para el &cido ascorbico
fueran diez veces mayores que en el caso de la sintesis de nanoesferas de Ag estabilizadas con
citrato.
Se disolvieron 0,18 g de cloruro de cobre (Il) dihidratado en 80 ml de agua.
Paralelamente se disolvieron 1,86 g de acido ascorbico en 20 ml de agua. Se llevo la solucion
de cloruro de cobre a 90°C durante treinta minutos y luego se afiadio la solucion de acido

ascorbico gota a gota. Se observaron los cambios producidos.

4.9.4. Sintesis de nanoparticulas de Cu estabilizadas con NaBHa4
Mediante la sintesis planteada por Agarwal y colaboradores (Agarwal et al,
2016), se procedio a la utilizacion de cloruro de Cobre (I1) nuevamente como fuente de iones
Cu?" y se empled borohidruro de sodio como agente reductor. Ya que en el articulo no se
encontraban detalladas las relaciones estequiométricas entre los reactivos, inicialmente se

decidid utilizar una proporcién de seis moles de borohidruro por mol de cloruro de cobre.
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Se pesaron 0,018 gramos de cloruro de cobre y se disolvieron en 90 ml de
agua. Paralelamente se prepar6é una solucion de borohidruro de sodio pesando 0,024 g del
mismo Yy disolviéndolo en 10 ml de agua. Se afiadi6 la solucién de borohidruro de sodio, gota
a gota, en la solucidén de cloruro de cobre. Todo el proceso se realizo a temperatura ambiente.
Se observaron luego los cambios de colores.

Se realiz6 también otra sintesis de forma tal que la relacion de las
concentraciones fuera de 2 moles de borohidruro por mol de cobre. Se esperaba que dichas
concentraciones se ajusten mejor al proceso de reduccién del cobre metalico.

Los calculos realizados para la sintesis de nanoparticulas de cobre reducidas

con borohidruro se presentan en los Apéndice 5y 5.1.

4.9.5. Sintesis de nanoparticulas de Cu estabilizadas con citrato

Se intentd poner a punto la sintesis de las nanoparticulas de cobre suponinendo
que el citrato de sodio funcionaria como agente reductor de iones Cu?* con la misma
efectividad con la que lo hace con los iones Ag™.

Para ello, se disolvieron 0,018 g de cloruro de cobre dihidratado, en 90 ml de
H20 MilliQ y se llevo a ebullicion. Se agrego una solucion de 1% de citrato de sodio (10 ml)
0,04 g. La solucién se mantuvo en hervor por 1 hora.

Los céalculos realizados para la sintesis de nanoparticulas de cobre estabilizadas
con citrato se presentan en el Apéndice 6.
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5. Resultados y discusion

5.1. Sintesis de nanoparticulas de Aqg esféricas

Figura 4: Nanoparticulas de Ag estabilizadas con citrato.

En lo que se refiere a la primera sintesis utilizando citrato como agente
reductor (Fig. 4), inicialmente se obtuvo una solucion color amarillo, que con el paso del
tiempo adquirié un tono mas grisaceo. Debido a que las nanoparticulas absorben radiacion a
la longitud de onda correspondiente a la resonancia del plasmon de superficie, las
nanoparticulas esféricas de plata obtenidas, absorben radiacién en la longitud de onda del azul
en el espectro visible (460-482 nm), por lo que el color que se debe observar es el amarillo.
La sintesis preparada Unicamente con citrato genera nanoparticulas de diversos tamafios, que
van desde los 10 nm, hasta mas de 100 nm. Es por esto que se observa el tono grisaceo, ya

que absorben en un rango méas amplio de longitudes de onda.

Figura 5: Nanoparticulas de Ag estabilizadas con NaBHa.

En cambio, las nanoparticulas reducidas con borohidruro y estabilizadas con

citrato (Fig. 5), tienen un tamafio aproximado de 10-15 nm, con una distribucion de tamafios
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mas estrecha. Al analizar 6pticamente la solucion, se observa un color amarillo claro, lo cual
se corresponde con nanoparticulas esféricas de plata de ese tamafio.

Es por esto que se puede inferir que las sintesis fueron correctas y se
obtuvieron las nanoparticulas esperadas. Esto se corrobora posteriormente realizando una

medicion del espectro de absorcidén de ambas suspensiones de particulas.

5.1.1. Concentracion de las nanoparticulas sintetizadas con borohidruro

La sintesis con los ajustes necesarios para concentrar la cantidad de AgNOs no
fue exitosa, se observd una solucion de color grisaceo, perdiendo el color amarillo
caracteristico de las nanoparticulas de plata esféricas. Por lo tanto, se opté por la segunda
opcion, que consistio en la centrifugacion de las nanoparticulas. Asi, centrifugando a 9000
rpm durante 1 hora, se logré concentrar a aproximadamente el doble la concentracion de las
nanoparticulas recubiertas con borohidruro y citrato, sin perder las propiedades originales de
las particulas.

Luego de la centrifugacion, se logré obtener una solucién concentrada al doble
de las nanoparticulas reducidas con borohidruro, de color amarillo oscuro, con una mayor
turbidez. La concentracion final de Ag de dicha suspension fue de 26,96 ppm, en 50 ml

finales.

Figura 6: Nanoparticulas de Ag concentradas, estabilizadas con BH4™ y concentradas

mediante centrifugacion a 9000 rpm durante 1 hora.

Por consiguiente, las concentraciones que se trabajaron de nanoparticulas,
corresponden a: 114,22 ppm para las sintetizadas con citrato y 26,96 ppm para las sintetizadas

con NaBHjy y citrato.
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5.2. Sintesis de Nanoprismas de Ag

Figura 7: Evolucion de la coloracion en funcion del tiempo, durante la sintesis de

Nanoprismas de Ag.

Luego de mezclar los reactivos en el orden detallado se observo, a partir de de
los 3 minutos de reaccidn, un cambio de color en la solucidn. Este viraje de colores (mostrado
en la Fig. 7) se debe a la evolucién en el tamafio y la forma de las nanoparticulas que se
estaban sintetizando, y a las diferentes resonancias plasmonicas superficiales asociadas a estas
formas y tamafios (Dong et al, 2012). Se observé la evolucion iniciando con un color
amarillo, pasando por naranja-rojo oscuro, rojo oscuro-violeta, y finalmente estabilizdndose
en un color azul oscuro. Para la preparacion de los nanoprismas concentrados, luego de ser
centrifugadas por 90 minutos a 8000 rpm la suspension final con la que se trabajé presentd un

color azul atin més intenso.

5.3. Caracterizacion de las nanoparticulas de Ag

5.3.1. Espectrofotometria UV-visible
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Figura 8: Espectro de absorcion UV-visible para las nanoparticulas esfericas de Ag

estabilizadas con citrato diluidas.
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Figura 9: Espectro de absorcion UV-visible para las nanoparticulas esféricas de Ag
estabilizadas con NaBHa.

El espectro de absorcion de las nanoparticulas reducidas con citrato
(Fig.8) presenta una banda de absorcion de gran amplitud, cuyo maximo esta
aproximadamente a 450 nm. Este comportamiento es tipico de suspensiones de
nanoparticulas cuyo tamafio no es uniforme, por lo que se deduce que se obtuvieron
nanoparticulas de diversos tamafios mediante esta sintesis. En cambio, en la sintesis de
nanoparticulas de plata preparadas con borohidruro y citrato, se obtuvo una banda
plasmoénica mucho mas definida y fina, cuyo maximo se encuentra en 400 nm (Fig. 9),
indicando mayor grado de monodispersidad.

Las medidas espectrofotométricas son coincidentes con lo observado
visualmente: la suspension de nanoparticulas de plata preparadas con citrato tenia un
color amarillo-grisiceo no definido, mientras que la suspension de nanoesferas

reducidas con borohidruro presentaba un color amarillo intenso.
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Figura 10: Espectro de absorcion UV-visible para los nanoprismas de Ag, medido en

el rango de longitudes de onda desde 300-900 nm.

Mediante el espectro de absorcion de la suspension de nanoprismas de plata

(Fig.10), se pudo observar un pico de absorcion en la longitud de onda correspondiente a 575

nm, que coincide con la posicion esperada para nanoparticulas de Ag planas. En comparacion

con lo reportado en bibliografia (Cathcart et al, 2009), la banda obtenida es més ancha, lo que

permite suponer que la muestra obtenida esta constituida por una mezcla de prismas de

diversos tamafios y, eventualmente, esferas.

5.3.2. Caracterizacion de nanoprismas por SEM

pudieron

100 nm*

EHT = 3.00 kv WD = 28 mm Mag = 200.00 K X

Signal A = InLens

Figura 11: Imagen de SEM de los nanoprismas triangulares de plata.

Mediante la imagen obtenida por SEM de los nanoprismas de plata, se

observar dos formas (esferas y prismas triangulares) y diversos tamafios de
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nanoparticulas, que coexisten de manera estable en la sintesis lograda en este trabajo. Los
prismas obtenidos presentan un tamario de lado de 40 £ 5 nm.

5.3.3. Estabilidad de las NP esféricas
Se realizaron medidas de espectrofotometria UV-visible de las muestras de NP

esféricas de Ag un afio después de sintetizadas. Los espectros obtenidos se muestran en las
figuras Fig.12 y Fig.13.
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Figura 12: Espectro de absorcion UV-visible para las muestras de nanoparticulas de Ag
estabilizadas con citrato, recién sintetizadas (verde), y transcurrido 1 afio (violeta).
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Figura 13: Espectro de absorcion UV-visible para las muestras de nanoparticulas de Ag

estabilizadas con borohidruro, recién sintetizadas (verde), y transcurrido 1 afio (violeta).
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Si bien el espectro de absorcion de las nanoparticulas envejecidas se encuentra
desplazada hacia la derecha, en ambos casos, ya sean sintetizadas con citrato o con
borohiduro, no resulta un corrimiento significativo que indique que las nanoparticulas se han
agregado significativamente. Por lo tanto, se puede concluir que el transcurso del tiempo no
afecta apreciablemente la estabilidad de las nanoparticulas esféricas sintetizadas en este

trabajo.

5.3.4. Medicion del pH
A continuacion se detallan los valores de pH obtenido para las distintas
soluciones preparadas a lo largo de este trabajo:
- pH Suspension de Nanoparticulas esféricas preparadas con citrato= 6
- pH Suspension de Nanoparticulas preparadas con borohidruro = 7
- pH Blanco de NaBH4 =7
- pH Blanco de Citrato= 6
- pH Suspension de Nanoprismas concentrados = 7
- pH Blanco de Nanoprismas = 7,5
- pH Blanco de AgNOz= 6
- pH Blanco de AgNOs concentrado= 5,5

Es importante destacar que el pH para las nanoesferas resultd indistinto para su
forma concentrada y diluida, por lo cual se dejé establecido un unico valor.

Esto resultados determinan que la concentracién de protones en la solucion no
se encuentra aumentada o disminuida y por lo tanto debido a la ausencia de acidez o

bacisidad, las soluciones obtenidas resultan aptas para utilizar en ensayos microbiologicos.

5.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de Ag

5.4.1. Determinacion de la pureza de cepas ensayadas E. coli y S. aureus
Se observo que luego de haber incubado durante 24 h la cepa de S. aureus en
agar Baird Parker, se formaron colonias negras con halos a su alrededor, lo cual verifica
pureza. Ademas, al realizar la prueba de la coagulasa, luego de 2 horas de incubacion se

observo la formacién de coagulos, por lo cual se corrobord su identidad. Por otro lado, se
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incubd a E. coli en un agar Endo, y transcurridas 24 horas se observo la formacion de colonias
rojizas con brillo metélico, indicando la pureza de la cepa y siendo confirmada también a
través de un ensayo de IMViC que resulto negativo para el indol, positivo para el rojo metilo,
negativo para VVoges Proskauer y negativo para citrato.

Al verificar la pureza y realizar los recuentos bacterianos, se pudo afirmar que
tanto E. coli como S. aureus fueron correctamente cultivadas en un ambiente de esterilidad.
En todos los tubos control + hubo crecimiento microbiano, lo cual indica que la cepa se
encontraba activa, sin ningun contaminante, ni agente inhibitorio en el medio. Ademas, en
todos los tubos control — en los que no se sembraron bacterias, no hubo crecimiento, por lo
cual se puede afirmar que el proceso de autoclavado fue correcto y que todo el trabajo fue

realizado en condiciones de esterilidad.

5.4.2. Inbculos a utilizar en los ensayos antimicrobianos

Las cargas iniciales con las que se trabajaron en todos los experimentos
microbioldgicos fueron de ~10° ufc/ml para cada cepa bacteriana (S. aureus y E. coli) luego
de 24 h de incubacion en medio BHI a 37°C. A partir de esos cultivos se hicieron las
diluciones necesarias para obtener indculos de ~ 107 y 10% ufc/ml para utilizar en los ensayos
de la puesta a punto en la determinacion de la CIM, y de aproximadamente < a 10% ufc/ml
para la obtencidn de concentraciones inhibitorias minimas en los ensayos microbiol6gicos con
nanoesferas de Ag (recién sintetizas y envejecidas) y nanoprismas de Ag.

Los célculos efectuados en la obtencion de las cargas bacterianas para cada

ensayo se encuentran detallados en el apéndice 7.

5.4.3. Ensayos preliminares para la puesta a punto de la determinacién de la
CIM

54.3.1. Ensayo 1: Deteccion preliminar del efecto antimicrobiano de
nanoesferas de plata

En este experimento se dejaron incubando ambas cepas bacterianas (E.

coli y S. aureus) durante una hora dentro de cada uno de los tratamientos ensayados sin

medio de cultivo, para después transferirlos al medio BHI e incubar durante 24 h. Luego

de dicho periodo, todos los tubos de BHI que se sembraron presentaron un color
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trasltcido indicando que tanto las nanoparticulas esféricas de Ag reducidas con citrato y
reducidas con borohidruro como el blanco del AgNOs, presentaron un efecto inhibitorio.

Mediante este experimento se pudo comprobar en consecuencia la
correcta esterilidad de las soluciones utilizadas como tratamientos, y a su vez pudo
establecerse que, al no observarse desarrollo bacteriano luego de incubar los tubos de
BHI, dicho ambiente no resulta propicio para permitir el desarrollo de bacterias Gram —
(E. coli) y (Gram +) (S. aureus).

5.4.3.2. Ensayo 2: Deteccion de presencia de peroxido residual en

nanoprismas de Ag

B: Ensayo sobre cepas bacterianas con blanco de nanoprismas al 0,16%
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C: Ensayo sobre cepas bacterianas con H20- control al 3%

Figura 14: Proceso de reduccion del peroxido de hidrégeno sobre células
procariotas y liberacion de oxigeno en presencia de la enzima catalasa para E. coli y S.

aureus. (Para ambas cepas se obtuvieron resultados similares)

Al no observarse desprendimiento de burbujas en la placa de TSA luego de
aplicar el tratamiento de nanoprismas sobre las colonias bacterianas de E. coli y S. aureus
(Fig. 14 A) pudo concluirse que no existia peroxido residual en la suspension. Con lo cual se
demostro que el H2O2 empleada para controlar la forma de las nanoparticulas reacciono de
manera considerable con el resto de los reactivos involucrados en la sintesis, no quedando
residuos de la misma en la suspension de Nps final. De esta forma no resultd un componente
que pueda causar la inhibicion bacteriana.

Teniendo en cuenta la formacion de burbujas sobre las placas de agar TSA
pudo establecerse que en el blanco de los nanoprismas se encontraba presente el peréxido de
hidrogeno (Fig.14 B) al igual que en el control positivo, aunque este ultimo haya presentado
una mayor formacion de burbujas sobre las colonias bacterianas ensayadas dada su elevada
concentracion de agua oxigenada (Fig.14 C).

5.4.3.3. Ensayo 3: Puesta a punto en la determinacion de la CIM con
nanoesferas de Ag de diferente concentracion

En este ensayo no fue posible verificar la inhibicion de crecimiento bacteriano

con nanoesferas de Ag de 13,48 ppm (mg Ag/l) tanto para E. coli como para S. aureus, ya

que se observo turbidez en todos los tubos ensayados con mayores (=107 células) y menores

cargas microbianas (=102 células). Se observo crecimiento en todos los tubos, incluidos los

blancos. Se concluy6 en primera instancia que la concentracion de las suspensiones de
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nanoparticulas de Ag esféricas trabajadas iguales a 1,34 ppm 0,134 ppm y 0,0134 ppm no
resultaron ser efectivas para observar inhibicion del crecimiento bacteriano.

En las tablas 1 y Il se muestran las comparaciones efectuadas con los
tratamientos de nanoparticulas esféricas de plata de concentracion 114,22 ppm y 26,29 ppm
para las reducidas con citrato y borohidruro respectivamente, con sus respectivos blancos, en

diluciones del orden 1/10, 1/100 y 1/1000, con las cargas 10° de S. aureus y E. coli.

TABLA I: Comparacion entre el tratamiento efectuado con nanoesferas de Ag

estabilizadas con citrato y borohidruro en BHI para S. aureus y E. coli, en diluciones

decimales.
Tratamientos NPs citrato NPs borohidruro
Diluciones 1/10 |1/100 |1/1000 1/10 | 1/100 | 1/1000
ppm(mgAgl) 11142 11,14 0,114 27 | 0,27 | 0,027
S. aureus +/- + + + + +
E. coli - + + - + +

Referencias: + presencia de turbidez, +/- turbidez intermedia, - ausencia de turbidez.

TABLA I1I: Blancos correspondientes al citrato de sodio, borohidruro de sodio y
nitrato de plata, en diluciones decimales, incubados con E. coli y S. aureus.

Tratamientos Blanco citrato Control AgNOs
y Blanco de borohidruro?

Diluciones 1/10 |1/100 |1/1000 1/10 |1/1000, | 1/1000
ppm (mgAg/l) 11,42 1,14 0,114
S. aureus + + + - + i
E. coli + + + - ¥ +

Referencias: + presencia de turbidez, +/- turbidez intermedia, - ausencia de turbidez.

Luego de evaluar el efecto inhibitorio de las nanoesferas con las diluciones

efectuadas en torno a las nanoparticulas con mayor concentracion de Ag e incubadas con

2 LLos blancos de citrato y borohidruro se muestran en una misma celda, por haber presentado resultados

equivalentes.
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cargas bacterianas de ~10° células, se logré que Ginicamente la cepa bacteriana de E. coli fuera
inhibida con las nanoesferas reducidas con citrato con 11,42 ppm y con las nanoesferas
reducidas con borohidruro con 2,7 ppm.

Se demostr6 también que S. aureus presentd una resistencia superior a E. coli
frente a las diluciones efectuadas con las nanoesferas de citrato de 114,22 ppm y las
nanoesferas de borohidruro de 26,96 ppm, ya que en todos los tubos se observo crecimiento
bacteriano. Cabe destacar que los iones de Ag correspondientes al blanco de AgNOs en la
primera dilucion de 11,42 ppm (mg Ag/l), cumplen también con alguna posible inhibicion del

crecimiento bacteriano en E. coli y a S. aureus.

Conclusién de la puesta a punto

Luego del ultimo experimento de la puesta a punto, se pudo arribar a la
conclusion de que las concentraciones de Ag con las que se debe trabajar en la sintesis de
nanoparticulas y su estudio como agentes inhibidores debian superar a los 13,48 ppm de Ag,
para poder detectar la concentracion inhibitoria minima. Por otro lado, la determinacién de
CIM de las suspensiones de nanoparticulas mas concentradas que lograron sintetizarse, debia
hacerse a lo sumo con diluciones de hasta 1/100, y en lo posible con diluciones menores a

1/10, y empleando cargas bacterianas inferiores a 10° células/ml.

5.4.4. Ensayos microbioldgicos con nanoesferas de Ag
5.4.4.1 Determinacion de la CIM en nanoesferas de Ag recién sintetizadas

En las tablas 111 y IV se encuentran expresados los resultados correspondientes
a la CIM de las diluciones 1/2, 1/4,1/10,1/20,1/40,1/100 de las nanoesferas reducidas con
citrato de 114,22 ppm y de las nanoesferas reducidas con borohidruro de 26,29 ppm recién
sintetizadas, en contraste con el blanco de citrato y AgNOs, inoculados con cargas bacterianas

correspondientes a 10 - 102 cel/ml de S. aureus y E. coli.
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TABLA IlI: Efecto inhibitorio de las nanoesferas de Ag estabilizadas con
citrato y BH4 en diluciones 1/2, 1/4,1/10,1/20,1/40,1/100, en contraste con el blanco de
nitrato de plata, blanco de citrato y blanco de BH4 sobre las cepas bacterianas

S. aureus y E. coli.

Tratamientos Nps citrato Nps BHq4

Diluciones 172 1/4 | 1/10 |1/20 |1/40 | 1/100 ] 1/2 | 1/4 | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/100

opm (mgAg/l) 57,11 | 28,55 | 11,42 [571 |2,85| 1,14 | 135 | 6,75 | 2,7 | 1,35 | 0,67 | 0,37
S. aureus - - + + + + - - + + + +
E. coli - - - +- |+ + | - - - + |+ +

Referencias: + presencia de turbidez, +/- turbidez intermedia, - ausencia de turbidez.

TABLA 1V: Ensayos efectuados con los blancos de citrato y blanco de nitrato
de plataen diluciones 1/2, 1/4, 1/10, 1/20, 1/40, 1/100 sobre las cepas bacterianas

S. aureus y E. coli.

Tratamientos Bco citrato Bco AgNO3

Diluciones 1/2 1/4 | 1/10 |1/20 |1/40 | /100 1/2 | 1/4 | 1/10 | 1/20 | 1/40 | 1/100
ppm (MgAg/l) 57,11|28,55| 11,42 | 5,71 | 2,85 | 1,14
S. aureus + + + + + + - - - - + +
E. coli + + + + + + - - - I Y

Referencias: + presencia de turbidez, +/- turbidez intermedia, - ausencia de turbidez.

Con estos ensayos se determind que la CIM de las nanoesferas estabilizadas

con citrato recién sintetizadas, con las cargas bacterianas de ~102 células en S. aureus fue de

28,55 ppm (mg Ag/l) mientras que en E. coli la CIM resultd de 11,42 ppm (mg Ag/l). Se

observo también que las nanoesferas sintetizadas con borohidruro inhibieron con las mismas

cargas bacterianas a S. aureus con una concentracion minima de 6,75 ppm (mg Ag/l) e

inhibieron a E. coli con una concentracion minima de 2,7 ppm (mg Ag/l) (Tabla I11).

Se pudo establecer por consiguiente que las nanoparticulas reducidas con

borohidruro presentaron una accion inhibitoria a menores concentraciones que las nanoesferas

de citrato en ambas cepas y con aun menor CIM en las bacterias (Gram -) E. coli.

Estos resultados se asemejan a los reportados por Kim y colaboradores (Kim et

al. 2007) quienes indicaron que las bacterias (Gram +) como S. aureus resultan ser mas
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resistentes a las nanoparticulas de plata en comparacion con bacterias Gram — como E. coli,
las cuales presentaban mayor suceptibilidad.

Finalmente, en este estudio se observé que el blanco con AgNO3z actu6 con una
concentracion menor de 5,7 ppm (mg de Ag/l) en la dilucion 1/20 (Tabla V) en ambas cepas
bacterianas, lo cual podria indicar que el nitrato de plata presenta una inhibicion mayor en E.

coli y S. aureus que las nanoparticulas reducidas con citrato.

5.4.4.2. Determinacion de la CIM en nanoesferas envejecidas

En las tablas V y VI se muestran los resultados correspondientes a las CIM de
las diluciones 1/4 y 1/10 de las nanoesferas reducidas con citrato de 114,22 ppm y de las
nanoesferas reducidas con borohidruro de 26,29 ppm luego de transcurrido un afio, en
contraste con el blanco de citrato y AgNOs, inoculados con cargas bacterianas
correspondientes a 10 - 102 cel/ml de S. aureus y E. coli. En la tabla VII se expresa
finalmente el recuento a partir del subcultivo de los tubos tratados, sobre placas con agar
TSA.

TABLA V: Efecto inhibitorio de las nanoesferas de Ag recubiertas con citrato
y borohidruro luego de transcurrido 1 afio, en la dilucion 1/4 y 1/10, sobre las cepas

bacterianas E. coli y S. aureus.

Tratamientos | Nps citrato Nps
borohidruro
Diluciones 1/4 | 1/10 | 1/4 | 1/10
ppm (MgAg/l) | 28 55 |11,42(6,75 | 2,7

S. aureus + + - +

E. coli - + - +

Referencias: + presencia de turbidez, - ausencia de turbidez.

Pagina 51 de 101



Cioy
S

T ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y COBRE COMO
p

UADE

UNA GRAN UNIVERSIDAD

AGENTES ANTIMICROBIANOS Del Bene, Camila y Gallardo, Marina Florencia.

TABLA VI: Efecto comparativo entre el blanco de citrato de sodio y AgNQO3,

con diluciones 1/10 y 1/4 sobre E. coli y S. aureus.

Tratamientos | Bco.citrato | Bco AgNO;
Diluciones 1/4 | 1/10 | 1/4 1/10
ppm (mgAg/1) 28,55 | 11,42
S. aureus + + - -
E. coli + + - -

Referencias: + presencia de turbidez, - ausencia de turbidez.

TABLA VII: Recuento en placa de agar TSA de los tubos con efecto inhibitorio
(Tabla V1), para los tratamientos efectuados con las nanoparticulas esféricas de Ag, y

para el blanco de AgNO:s.

S. aureus (ufc) E. coli (ufc)
AgNO:s (1/4) Sin desarrollo 54
AgNOs (1/10) Sin desarrollo 203
Nps BH; (1/4) >1000 80
Nps BH4 (1/10) Incontable Incontable
Nps citrato (1/4) >1000 >1000

Se observo luego de transcurrido un afio que las nanoparticulas estabilizadas
con citrato inhibieron a E. coli con 28.55 ppm (mg de Ag/l), pero dejaron de inhibir el
crecimiento de S. aureus, Yy que las nanoparticulas esféricas de Ag reducidas con borohidruro
inhibieron el desarrollo de E. coli y S. aureus con una concentracion minima de 6,75 ppm
(mg de Ag/l). A pesar de haberse observado en el espectro de absorcion que las
nanoparticulas no sufrieron cambios muy significativos (Fig. 12 y Fig. 13), puede estimarse
mediante estos ensayos que el envejecimiento ejercid cierto tipo de influencia en los efectos
de las particulas, haciéndolas perder su efecto inhibitorio. Probablemente esto se deba a la
oxidacion superficial de las Nps de Ag, que no modifica significativamente el espectro pero si

la reactividad.
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Las CIM a las que se arribaron con las nanoesferas recubiertas con borohidruro
y con las nanoesferas recubiertas con citrato, determinaron solo una CIM con efecto
bacteriotatico en E. coli y S. aureus, ya que se observo que luego de sembrar esos tubos sobre
las placas con agar TSA hubo crecimiento en todas las placas.

Para el tratamiento con AgNOs, luego de sembrar los tubos con inhibicion
(Tabla V1) en placas de agar TSA, se pudo concluir que la CIM correspondiente a 11,42 ppm
cumplia ademas con un efecto bactericida en S. aureus ya que en dicha concentracién no se
observo desarrollo bacteriano. No obstante, la CIM del AgNO3z de 11,42 ppm en E. coli solo
logré un efecto bacteriostatico. Se puede concluir que los iones de Ag* disueltos
correspondientes a la solucion del blanco de AgNOs podrian afectar en mayor medida a las
bacterias (Gram +), impidiendo su desarrollo y ocasionando su muerte celular. Esto concuerda
con lo reportado por Feng (2000), quien sugiri6 una CIM con efecto bactericida para el

AgNOs en 10 ppm sobre las cepas bacterianas de S. aureus.

5.4.4.3. Ensayo de difusién en agar en nanoesferas de Ag
En la Figura 15 se muestan las fotografias correspondientes a los ensayos de
difusiéon realizados en placas de Agar TSA, con un césped bacteriano sembrado en la

superficie del medio, y los tratamientos evaluados sobre el mismo.

A: Placas sembradas con S. aureus B: Placas sembradas con E. coli
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C: Placas sembradas con S. aureus D: Placas sembradas con E. coli

Figura 15: Placas de agar TSA sembradas con 100 ul del in6culo de cepa
bacteriana. A y B se corresponden a las placas sembradas con las nanoesferas reducidas con
borohidruro; C y D corresponden a las placas sembradas con nanoesferas reducidas con
citrato. En el extremo opuesto, se ubican sus respectivos blancos. En el centro de la placa se

colocé un control — (H20 destilada) y a la izquierda, un control + (per6xido de hidrégeno).

En todas las placas sembradas, el control negativo de agua destilada no generd
ningun halo, mientras que el control positivo de peréxido de hidrdgeno al 3% determiné un
halo alrededor de cada orificio, logrando inhibir tanto a S. aureus como a E. coli con efecto
bactericida. Con lo cual, al observar el correcto funcionamiento de los controles y la buena
disposicién de césped bacteriano, se pudo concluir en primera instancia que los
procedimientos fueron realizados adecuadamente y bajo condiciones de esterilidad.

Al no observarse halos alrededor de los tratamientos en ninguna placa, se pudo
concluir que las concentraciones de Ag empleadas correspondientes a 114,22 ppm para las
nanoesferas recubiertas con citrato y 26,96 ppm para las nanoesferas recubiertas con
borohidruro, y de 114,22 ppm para el blanco de nitrato de plata resultaron ser demasiado bajas
para lograr ocasionar algun efecto inhibitorio sobre el césped bacteriano de elevada carga

(=10° células).
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5.4.5. Ensayos microbioldgicos con nanoprismas de Ag

5.4.5.1. Determinacion de la CIM en nanoprismas de Ag

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos luego de evaluar la CIM

de los nanoprismas de concentracion igual a 140 ppm, y sus respectivos blancos, con

diluciones 1/2, 1/4, 1/10 y 1/20 inoculados con cargas bacterianas de 10* — 102 células de S.

aureus y E. coli. En la tabla IX se expresan los recuentos a partir del subcultivo de los tubos

con tratamientos que resultaron trasldcidos en la tabla anterior.

TABLA VIII: Efecto inhibitorio comparativo entre nanoprismas de Ag y su

respectivo blanco, con las diluciones crecientes en 1/2, 1/4, 1/10 y 1/20 para cada una de las

cepas bacterianas, E. coli y S. aureus.

Nanoprismas Bco. Nanoprismas Bco.AgNO;
Diluciones /2| 1/4 | 110 | 1/20] 1/2 |1/4|1/10| 1/20 | 1/2 | 1/4| 1/10 | 1/20
pom(mgAgl) | 70 {35 |14 |7 70 [35 (14 |7
S. aureus - - - - - - - - - - - -
E. coli - - - + - - - - - - - +

Referencias: + presencia de turbidez, - ausencia de turbidez.

TABLA 1X: Recuento en placa de agar TSA de los tubos con efecto inhibitorio

(Tabla V1I1), para los tratamientos efectuados con las nanoprismas de Ag con diluciones

1/20,1/10y 1/4, y para AgNOz y blanco de las Nanoprisamas con diluciones 1/10y 1/4.

S. aureus (ufc) E. coli (ufc)
Nanoprismas (1/20) 8 Incontable
Nanoprismas (1/10) Sin desarrollo >100
Nanoprismas (1/4) Sin desarrollo 3
Blanco AgNO; (1/10) >100 >100
Blanco AgNOs (1/4) Sin desarrollo 7
Blanco Nanoprismas (1/20) Sin desarrollo Sin desarrollo
Blanco Nanoprismas (1/10) Sin desarrollo Sin desarrollo
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Para los nanoprismas de Ag se obtuvo una CIM de 7 ppm (mg Ag/l) para S.
aureus, mientras que para E. coli la CIM result6 ser de 14 ppm (mg Ag/l). No obstante, segin
estos resultados el efecto inhibitorio de los nanoprismas es mayor sobre las bacterias (Gram
+).

Luego de sembrar las placas con agar TSA a partir de los tubos en los que se
observo una concentracion inhibitoria minima con los nanoprismas, se pudo concluir que la
CIM correspondiente a 14 ppm para E. coli cumplen con un efecto bacteriostatico ya que en
esa concentracion se observd crecimiento en la placa y por otro lado, la concentracion
inhibitoria minima de los nanoprismas para S. aureus con 14 ppm cumplié con un efecto
bactericida (CBM), ya que no se observd crecimiento en la placa luego de sembrar el tubo con
esa concentracion de nanoprimas.

Se pudo observar también que el blanco de AgNOs presentd una CIM menor
sobre bacterias del género Staphylococcus siendo la misma de 7 ppm (mg Ag/l), mientras que
para E. coli la CIM del AgNOz resultd ser de 14 ppm (mg Ag/l). Al sembrar las placas a
partir de los tubos visualmente claros para el blanco del AgNOs, la concentracién inhibitoria
minima de 7 ppm resultd tener un efecto bacteriostatico en S. aureus ya que se observo
desarrollo bacteriano, y por consiguiente se logré la concentracion minima inhibitoria
bactericida (CBM) en esta cepa mediante el subcultivo del tubo con la CIM correspondiente a
la dilucién 1/4 del tratamiento de AgNOs, con una cantidad de Ag igual a 35 ppm.

En este ensayo, no se logrd una concentracion inhibitoria bactericida para la
cepa de E. coli con el blanco de Ag NOg, ni con los nanoprismas de Ag.

Con estos resultados se pudo observar que las nanoparticulas de plata en forma
triangular de aproximadamente 40 nm de lado (Fig. 11) demostraron una mayor actividad
antibacteriana que las nanoparticulas esféricas ya que se logré una concentracion minima
inhibitoria con efecto bactericida (CBM) sobre S. aureus mientras que las nanoesferas no
demostraron CBM en ninguna cepa.

Se comprobo también que la cantidad de peroxido ensayada de 0,16% dentro
del blanco de los nanoprismas inhibid el crecimiento de ambas cepas, en todas sus diluciones.

Los resultados obenidos en cuanto a los nanoprismas resultaron similares a los
reportados por Pal et al y Dong et al (2007; 2012), quienes describieron una mayor actividad
antibacteriana de las nanoparticulas triangulares de plata en comparacion con las esféricas.

Estos autores argumentaron que la alta reactividad de las nanoparticulas de Ag triangulares
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era debido a su estructura geométrica y a los planos cristalinos expuestos. Estas facetas
atomicas de alta densidad determinan un méximo poder antibacteriano (Dong et al, 2012) y
una creciente concentracion de los iones de Ag* en torno a los prismas, segun lo reportado por
Frank et al (2010). Por otro lado, las aristas definidas y afiladas de los nanoprismas podrian
ser mas toxicas para la célula bacteriana, ya que sus bordes y vertices permitirian que
penetren facilmente en la célula (Dong et al, 2012).

A: Placa sembrada con E. coli

B: Placa sembrada con S. aureus

Figura 16: Ensayo de difusion en agar, comparacion de halos de inhibicion
para E. coli y S. aureus, entre las nanoprismas de Ag, y blancos de AgNOs y blanco
de nanoprismas, contrastados con un control — (H20) y un control positivo de perdxido

de hidrégeno.
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Se observé en el ensayo de difusion radial en agar de TSA que los nanoprismas
de Ag de 140 ppm (mg Ag/l) ensayados sobre E. coli y S. aureus no generaron halos de
inhibicidn, con lo cual las nanoprismas en esas concentraciones no lograron inhibir las cepas
bacterianas con elevada carga (=10°).

Se logré visualizar Unicamente un halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano en torno al blanco de los nanoprismas y al control positivo con perdéxido de
hidrégeno.

Pudo concluirse también que la formacion de un halo menor en torno al blanco
de los nanoprismas se debi6 a la efectiva presencia de peroxido en esta Gltima solucién. La
catalasa u otras peroxidasas presentes en E. coli y S. aureus posiblemente aumentaron la
tolerancia de las cepas en dicho medio, en comparacién con el halo producido por accién del
efecto inhibitorio del H20, al 3% (Zhao et al, 2016). En general, una mayor actividad de
agua oxigenada se ve reflejada en bacterias Gram-positivas que en las bacterias Gram-
negativas (McDonnell y Russell, 1999), aunque en este experimento ambas cepas

demostraron un mismo diametro de inhibicion (DI1Z) frente al peréxido de hidrdgeno.

5.4.6. Pruebas estadisticas con nanoparticulas de Ag

Para proceder con los andlisis estadisticos, se plantearon inicialmente las
siguientes hipotesis:

Ho: Las concentraciones inhibitorias minimas de nanoparticulas de Ag y de los
iones metalicos sobre cada cepa ensayada son las mismas.

Hi: Alguna concentracion inhibitoria minima de los tratamientos evaluados es
diferente.

Mediante el anélisis de las medidas resumen para las CIM (ppm) de los
tratamientos de nanoparticulas de Ag esféricas y nanoprismas de Ag en contraste con el
AgNOQOg, se observo que en muchos de los experimentos tanto para S. aureus como E. coli, los
coeficientes de variacion fueron mayores al 20% (Tablas X y XI). Esto indicé que los datos
no se comportaron de manera homogénea en ninguna de las cepas y por lo tanto, existe una

elevada variabilidad dentro de los tratamientos, con desvios estandar > a 10.
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Tabla X: Estadistica descriptiva del nimero poblacional, de la media, el desvio
estandar, el minimo, el maximo, la mediana y el percentil 50. Medidas resumen

correspondientes a S. aureus.

Medidas resumen

Tratamientoz Varishle n Media D.E. Min Max Mediana P (50)
AoO3 CIM (ppm) 5 4,06 2,02 1,00 5,71 5,20 5,20
Nanoprismas CIM [(ppm) 5 7,00 o,00 .00 7,00 7,00 7,00
Np EH4 CIM (ppw) 5 7,45 1,02 6,70 9,00 6,80 6,80
Hp cit CIM (ppw! 5 26,37 5,08 22,00 25,55 28,55 25,55

Tabla XI: Estadistica descriptiva del nimero poblacional, de la media, el desvio
estandar, el minimo, el maximo, la mediana y el percentil 50. Medidas resumen

correspondientes a E. coli.

Hedidas resumen

Tratamientos Variahle n Media D.E. Min Max Mediana P (50)
AgO3 CIN (ppm) 5 89,82 3,18 &5,70 14,00 10,00 10,00
Nanoprismas CIM (ppm) 5 14,32 0,40 14,00 15,00 14,20 14,20
Np EHa CIM (ppm)] 5 2,26 1,79 1,00 5,z0 1,40 1,40
Np cit CIM {(ppm) &5 17,85 9,07 11,00 25,55 11,42 11,42

Para la tendencia central mediante el grafico de box-plot (Fig. 17 y 18), se

pudo concluir que las concentraciones inhibitorias para los tratamientos sobre E. coli y S.

aureus no presentan una distribucion simeétrica. Las CIM correspondientes a las nanoesferas

presentaron medianas menores a la medias con una tendencia unilateral derecha. Mientras que

las CIM correspondientes a los nanoprismas presentaron una distribucion con tendencia a la

normal en ambas cepas, aungue en E. coli pudo observarse también un outlier o dato atipico.

Para el estudio con AgNO3 se observo una distribucion simétrica en E. coli ya que la media 'y

la mediana presentaban el mismo valor, mientras que para S. aureus presentaron una

distribucion unilateral izquierda, siendo la mediana mas alta que la media. Asimismo,

mediante los graficos de Q-Q Plot (Fig. 19 y 20) se observd un patrén donde los puntos no

mostraron buen ajuste a la distribucion normal.
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Figura 17: Gréafico de Box-plot para S. aureus.
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Figura 19: Gréafico de Q-Q Plot para E. coli.
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Figura 20: Gréafico de Q-Q Plot para S. aureus.

Una vez terminada la estadistica descriptiva, se procedié a efectuar el anélisis
de la varianza de los tratamientos dentro de cada cepa poblacional. Para la eleccion de la
prueba se selecciond entre paramétricas (ANOVA) o no paramétricas (Kruskal-Wallis) de
acuerdo a si los experimentos cumplian con los siguientes supuestos:

1. Las variables deben ser medidas al menos en escalas de intervalo.

2. Las muestras deben ser aleatorias y las observaciones independientes entre

Si

3. Los tratamientos deben tener la misma variabilidad ¢ (homocedasticidad).

4. Las observaciones en cada tratamiento deben proceder de poblaciones
normales.

Para realizar el andlisis cuantitativo de la normalidad de Shapiro Wilks se
plantearon las siguientes hipétesis para ambas cepas poblacionales (E. coli y S. aureus):
Ho: Las variables se comportan normalmente.

Hi: Las variables no se comportan normalmente.

Por otro lado, para analizar el supuesto de la homocedasticidad se efectuaron

dos hipétesis correspondientes a la prueba de Levene:

Ho: Las varianzas de los tratamientos en E. coli y S. aureus son iguales.

o? (Np cit) = o? (Np BH4) = o? (Nanoprismas)=0'2 AgNO3
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Hi: Alguna varianza de los tratamientos en E. coli y S. aureus difiere del resto.

Alguna o? »o?

Los resultados para el andlisis de la varianza poblacional se evaluaron en torno
a los graficos de dispersion, donde se analizaron las variaciones de los diferentes tratamientos

en ambas cepas, comparando los valores predichos con respecto a los residuos absolutos.

En la prueba de Shapiro Wilks, tanto en E. coli (Tabla XI11I) como en S. aureus
(Tabla XII), se obtuvieron valores menores al nivel de significacion a (0,05) para algunos de
los tratamientos y se comprobd también mediante los graficos de dispersion para la prueba de
Levene que existe varibilidad entre los mismos (Fig. 21 y 22). Con lo cual, mediante estos

resultados se rechazo el supuesto de normalidad y el de homocedasticidad.

Tabla XII: Prueba de Shapiro-Wilks modificado para S. aureus.

Shapiro-Wilks (modificado})

Tratamientos Varishle n Medis D.E. W* pi(Unilateral D)

BgllO3 CIM (ppwm) & 4,06 2,02 0,83 0,1726
MNanopriswas CIMN (ppm) &5 6,68 0,26 0,90 0,4388
Np BH4 CIM (ppwm) & 77,45 1,02 0,79 O,0740
Np cit CIM (ppwm) &5 26,37 3,08 0,75 0,0313

Tabla XIII: Prueba de Shapiro-Wilks modificado para E. coli.

Shapiro-Wilks {(modificado)

Tratamientos Variasble n Media D.E. W* pilUnilateral D)

AglO3 CIM (pp) 5 9,82 3,158 0,99 0,9831
MNanoprismas CIM [(ppr) 5 14,32 0,40 0,82 0,1316
Np EH4 CIM (pp) 5 2,26 1,79 0,80 0,092z
Np cit CIM ippm) 5 17,85 9,07 0,70 0,0099
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Figura 21: Grafico de dispersion de los tratamientos efectuados en S. aureus
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Figura 22: Grafico de dispersion de los tratamientos efectuados en E. coli

Luego de evaluar los supuestos de normalidad y homocedasticidad se decidié

que las pruebas estadisticas que se debian efectuar en ambas cepas eran no parametricas.

Mediante la prueba de Kruskal-Wallis elegida, las hipdtesis planteadas tanto para E. coli

como S. aureus fueron las siguientes:

Ho: Las poblaciones no difieren en su tendencia central. (Menp city = Menp BH4)=

Me(npr)= Me(agnos))

Hi: Al menos una de las poblaciones difiere del resto en su tendencia central.

(Alguna Me; es #)

Los resultados obtenidos para esta prueba se muestran en las Tablas XIV y XV.
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Tabla X1V: Prueba de Kruskal-Wallis para S. aureus

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamientos N Mediss D.E. Medianas H p
CIM (ppr) AglO3 5 4,06 2,02 5,20 1g,55 0,0009
CIM (ppm) Nanoprismas = 6,65 0,26 &, 60
CIM (ppmw) Np BH4 5 7,45 1,02 G, 580
CIM (ppm) Np citc 5 26,37 3,08 28,55
Trat. Ranks
Aglo3 3,00 &
Nanoprismas 9,20 & B
MNp EH4 11,80 B C
Np cit 15,00 C

Madias cofr e leira comii? Bo 508 sigumificativamente diferemtes (p > 0,052

Tabla XV: Prueba de Kruskal-Wallis para E. coli

Prueha de Kruskal Wallis

Variable Tratamientos N HMedias D.E. Medianas H ja]
CIM (ppm) AgNO3 5 9,82 3,18 10,00 14,09 0,00z27
CIM (ppm) MNanopriswas 5 14,32 0,40 14,20
CIM (ppim) WNp BH4 5 2,26 1,79 1,40
CIM (ppwm] WNp cit &5 17,85 9,07 11,42
Trat. Rank=
[Ip BH4 3,00 4
AglO3 9,20 A E
lp cit 13,90 B
Nanoprismas 15,90 E

Madias copm wume ledrs comiu? Mo 508 sionificetivemente diferentes (p = 0, 05)

Los p-valor obtenidos para ambas cepas fueron menores al nivel de
significacion o con un pv < a 0,0009 en S. aureus y un pv < a 0,0027 en E. coli, y en
consecuencia se rechazd Ho planteada al inicio del analisis estadistico. Por ende, existe
evidencia significativa de que existen diferencias significativas entre los tratamientos. En el
ranking obtenido de la prueba, distintas letras simbolizaron diferencias significativas entre los
tratamientos (P<0,05).

Al observar las comparaciones entre ambas cepas, los resultados referentes a S.
aureus demostraron que existen diferencias significativas entre las CIM de los nanoprismas y
las nanoesferas reducidas con citrato, pero no existe una diferencia significativa entre la CIM
de los nanoprismas con el AgNOzs y con las nanoesferas recubiertas con NaBH4. Para E. coli,

se demostré que existe diferencia significativa entre la CIM de las nanoparticulas esféricas
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reducidas con borohidruro en comparacion con los nanoprismas y las nanoesferas reducidas
con citrato. No obstante, no existe diferencia significativa entre las nanoesferas recubiertas
con NaBH4 y el AgNOs. Los resultados se sumarizan en las Figuras 23 y 24 y las Tablas XVI

y XVIL.
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Figura 23: Grafico de barras correspondiente a los 4 tratamientos en S. aureus. En el
mismo se ilustran las diferencias significativas entre las nanoparticulas y el AgNOs, obtenido

con la prueba Kruskal-Wallis.

Tabla XVI: Efecto de los tratamientos segun la concentracion minima inhibitoria en

ppm (mg Ag/l) sobre el desarrollo de S. aureus.

Tratamiento CIM (ppm)
AgNO; 4,06 + 2,02 (A)
Nanoprismas 6,68 + 0,26 (A B)
Np BH. 7,45+1,02 (B C)
Np citrato 26,37 + 3,08 (C)

Letras distintas significan cifras significativas (p<0,05)
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Figura 24: Grafico de barras correspondiente a los 4 tratamientos en E. coli. En el mismo se
ilustran las diferencias significativas entre lasnanoparticulas y el AgNO3, obtenido con la

prueba Kruskal-Wallis.

Tabla XVII : Efecto de los tratamientos segun la concentracién minima inhibitoria en

ppm (mg Ag/l) sobre el desarrollo de E. coli.

Tratamiento CIM (ppm)
Np BH, 2,26+ 1,79 (A)
AgNO; 9,82 + 3,18 (A B)

Np citrato 17,85+9,07 (B)

Nanoprismas 14,32 + 0,40 (B)

Letras distintas significan cifras significativas (p<0,05)

Las diferencias significativas para cada tratamiento dentro de cada una de las
cepas se evaludé mediante una prueba t para muestras independientes en las nanoparticulas
sintetizadas con borohidruro y el AgNOs ya que en el analisis de la normalidad para estos
tratamientos la prueba de Shapiro Wilks resulto ser mayor al nivel de significacion o. Por otro
lado, para el estudio con nanoesferas reducidas con citrato y nanoprismas, se utilizé la prueba
de Mann Whitney (Wilcoxon) ya que no se cumplié con el supuesto de normalidad.

Las hipétesis planteadas para estas pruebas fueron:
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Prueba t para muestras independientes

Ho: Las CIM de los tratamientos no presentan diferencias en cada cepa
w(Np BHa) A= (NP BH4) B
H(AgNO3) A = u (AgNO3) B

Hi: Las CIM de los tratamientos presentan diferencias en cada una de las cepas
W(Np BHs) A>0<pn (NP BH4) B
L(AgNO3) A= 0< pn (AgNOs) B

Donde A= S. aureus y B= E. coli

Prueba de Mann Whitney (Wilcoxon)

Ho: Las dos poblaciones no difieren en su tendencia central
Me (Np cit) A= Me(Np cit) s
Me (Npr) a = Me (Npr) g

H1: Las dos poblaciones si difieren en su tendencia central
Me (Np cit) A= Me (Np cit) B
Me (Npr) A= Me (Npr) B

Donde A=S. aureus y B=E. coli

Tabla XVIII: Prueba de Shapiro-Wilks modificado para E. coli y S. aureus.

Shapiro-Wilks (modificado})

Variable n Media D.E. W% pi(Unilacteral D)
CIM Np citrato 10 22,11 7,81 0,71 0,0010
CIM np BH4 10 4,86 3,06 0,84 0,07z29
CIM npr 10 10,50 4,04 0,68 0,0003
CIM LgNO3 10 6,94 3,94 0,95 0,7794

Finalmente mediante estas pruebas, se concluye que existen diferencias

significativas entre las CIM (ppm) de los tratamientos efectuados con nanoesferas reducidas

con borohidruro, siendo E. coli la cepa mas sensible a ellas (Tabla XVII) y para los
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nanoprismas y el AgNOz con mayor efectividad sobre las cepas de S. aureus (Tabla XVI).
Con las nanoesferas reducidas con citrato, si bien E. coli es mas sensible, la diferencia de las
CIM para ambas cepas no es estadisticamente significativa.

En las tablas XIX y XX se muestran los p-valores obtenidos para las pruebas
estadisticas (Prueba t y Wilcoxon) empleadas para comprobar si las CIM derivadas de cada
tratamiento presentaban diferencias estadisticamente significativas entre ambas cepas
empleadas (Grupo 1 E. coli y Grupo 2 S. aureus).

Tabla X1X: Prueba t para muestras independientes bilateral para las nanoparticulas

reducidas con NaBH3 y para el blanco AgNOs sobre E. coli (Grupo 1) y S. aureus (Grupo 2).

Prueba T para muestras Independientes

Clazific Varisble Grupo 1 Grupo 2 n{l) n{l) Media(l) Media(2) Media(l)-Media{2) LI(95) L3(95) pHowVar T p-valor prueba
Cepas poblacionales CIN np BH4 {e.colil {s.aureus} 5 4 2,26 7,64 -5,38 -7,79 -2,96 0,4321 -5,26 0,0012 Bilateral
Cepas poblacionales CIN AgNO3  {e.colil {s.aureus} 5 4 9,82 3,78 6,05 1,80 10,49 0,5788 3,21 0,0148 Bilateral

Tabla XX: Prueba de Mann Whitney (Wilcoxon) bilateral para los nanoprismas y las

nanoparticulas reducidas con citrato, sobre E. coli (Grupo 1) y S. aureus (Grupo 2).

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Cdlcule exacto de probabilidades

Clasific Varishle Grupo 1 Grupo 2 ni{l) n(2) Mediail) Media(2) DE(1) DE(2) o pi2 colas)
Cepas poblacionales CIM npr e.coli =.aureus 5 4 14,32 6,60 0,40 0,22 10,00 a,0055
Cepas poblacionales CIM Np citrato e.colil  =.aureus 5 4 17,85 27,46 9,07 2,18 30,50 0,0857

Por dltimo, para las CIM que resultaron ser bactericidas en S. aureus con el
tratamiento de los nanoprismas en contraste con el tratamiento de nitrato de plata, no
demostraron diferencias significativas (p-valor = 0,65). Por lo tanto, se podria inferir que
estos dos tratamientos tienen la misma capacidad inhibitoria (con efecto bactericida) en
bacterias (Gram +) (Tabla XXI).

Las hipétesis fueron:
Ho: Las dos CIM con efecto bactericida (CBM) no difieren en su tendencia

central en S. aureus.
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Me (Npr) a= Me (AgNO:3) a

Hi. Las dos CIM con efecto bactericida (CBM) si difieren en su tendencia

central en S. aureus.
Me (Npr) a # Me (AgNO3) a

Tabla XXI: Prueba de Mann Whitney (Wilcoxon) bilateral para los
nanoprismas y el nitrato de plata sobre S. aureus.

Prueba de Wilcoxon para muestras independientes
Cdloulo exdcto de probabilidades

Clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 nil] ni{d) Media(l) Media(zZ) DE{1) DE{2) W plZ2 colas)
Tratamientos CEN 3.aureus AgNO3 npr 5 5 21,05 13,92 13,17 0,40 25,00 0, 6508

5.5. Sintesis de nanoparticulas de cobre

5.5.1. Nanoparticulas de Cu estabilizadas con acido ascorbico
Inicialmente, con el agregado de la solucién de acido ascorbico, no se observd
ningn cambio de color. Pero con el transcurso del tiempo, se pudo observar un leve tono
rosado en la solucion (Fig. 25). No se obtuvieron nanoparticulas, ya que las particulas
preparadas mediante este método se adhirieron a las paredes de vidrio y al buzo, indicando

gue presentaban un tamafio micrométrico o superior.

Figura 25: Sintesis de nanoparticulas de Cobre, reducidas con acido ascorbico

Se decidié intentar este método nuevamente, pero incrementando la

concentracion tanto de cobre como de acido ascorbico en un orden de diez.
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5.5.2. Concentracion de nanoparticulas de Cu estabilizadas con acido ascorbico
Inicialmente se obtuvo una solucién blanca, lo cual se correspondia con la

descripcion detallada en el articulo cientifico utilizado como referencia (Umer et al, 2014).
Luego, como se puede observar en la primera imagen de la Figura 26, la solucién vir6é a un

color amarillo claro, que con el transcurso de mas de una hora fue variando a un color
anaranjado

Figura 26: Variacion del color de la solucién de nanoparticulas de Cobre
reducidas con &cido ascorbico, en el lapso de 2 horas.

Se midio a continuacion, el espectro de absorcién de la solucion amarilla para
determinar si habia material metdlico nanométrico. Se lo dejo incubando por un tiempo

mayor, observando en 4 horas un color beige oscuro, con un precipitado de color blanco en el
fondo.

5.5.2.1. Resultados por espectrofotometria
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Figura 27: Espectro de absorcion UV-visible para las nanoparticulas de Cu
estabilizadas con acido ascorbico.

Al realizar la sintesis de nanoparticulas de Cu reducidas con acido ascérbico,
se esperaba un pico correspondiente al nanomaterial metalico con maximo entre 400 y 600
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nm, relacionado con el color naranja claro de la solucion. Como se puede observar en el
grafico (Fig. 27), no se obtuvo una banda plasménica definida en ningun rango de longitudes
de onda. Esto indica que, con las cantidades de reactivos empleadas, no se logré obtener

particulas de Cu metalico de tamafio nanométrico.

5.5.3. Sintesis de nanoparticulas de Cu estabilizadas con NaBH4
Con el agregado de cada gota de la solucion de borohidruro, se observé un
claro cambio de color de la solucion de cloruro de cobre, que inicialmente era celeste
translucida. La solucion fue virando a un tono amarillento y luego a un color mas anaranjado.
Luego de afadir las Gltimas gotas de borohidruro, la solucion adquirié un color negro y se

observo la precipitacion de particulas macroscopicas (ver evolucion en la Fig. 28).

Figura 28: Evolucion de la sintesis de nanoparticulas de Cobre reducidas con

borohidruro.

Probablemente ocurri6 una agregacion de las particulas por el exceso de
borohidruro, el cual constituia seis veces la concentracion final de cobre. Por lo tanto, se
procedi6 a realizar la misma sintesis pero con diferentes proporciones de los agentes
precursores.

Se analizo primeramente la solucion con menor concentracion de borohidruro
siendo la misma de 801,23 ppm (mg NaBHa4/l). Se obtuvo un color gris oscuro verdoso, con
particulas de gran tamafio (visibles a simple vista), similares a las de la reduccién con 2403,7

ppm de NaBHa.

Pagina 71 de 101



RCS

fﬁﬁ ESTUDIO DE LA EFECTIVIDAD DE NANOPARTICULAS DE PLATA Y COBRE COMO
N

UADE AGENTES ANTIMICROBIANOS Del Bene, Camila y Gallardo, Marina Florencia.

UNA GRAN UNIVERSIDAD

5.5.4. Sintesis de nanoparticulas de Cobre estabilizadas con citrato
Se observo una solucién de color celeste, con lo cual indicaria que existe
asociacion del cobre con los grupos carboxilicos del citrato (Fig. 29). Es decir, el cobre
metalico no logré ser reducido mediante esta sintesis, por lo tanto puede decirse que no se

genero la formacion de nanoparticulas.

AW S WO

Figura 29: sintesis de nanoparticulas de Cu, estabilizadas con citrato.

Para la sintesis de nanoparticulas de cobre, se concluyé que mediante la
reduccion de 67,28 ppm (mg de Cu/L) en agua, utilizando agentes precursores como el &cido
ascorbico, el borohidruro y el citrato de sodio en diversas concentraciones, no es posible crear
las condiciones quimicas necesarias para la formacién de nanoparticulas de cobre
monodispersas. La sintesis en la cual se empled acido ascérbico como agente reductor fue la
que mejor se aproximo al color esperado, siendo este mismo de color bronce. No obstante, se
demostrd posteriormente mediante espectrofotometria que no existe longitud de onda en la
cual la absorcion se presente en un Unico rango, en consecuencia se concluye que no hay
particulas metalicas de tamafio nanométrico (Fig.27).

Por otro lado, las sintesis acuosas en las cuales se utilizaron borohidruro y
citrato como agentes reductores resultaron ser rapidas, con NaBHa4 por un lado, se logré un
viraje por diversas coloraciones de los tonos esperados (desde beige a marrdn oscuro) durante
las sintesis, pero todas resultaron finalmente de color gris oscuro, indicando que no pudo
obtenerse el producto deseado. Del mismo modo, el color celeste obtenido con citrato no
indica formacion de nanoparticulas sino la obtencion del complejo [Cu (Cit)]*? (Muhammad
Sani Usman et al, 2012). Es complicado obtener nanoparticulas metélicas de cobre debido a
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su alta tendencia a la oxidacion. Este elemento es extremadamente sensible al aire, y las fases
de Oxido son més estables termodinamicamente. La oxidacion de las nanoparticulas de cobre
puede ser eliminada si la sintesis es realizada en presencia de CO o Haz. Por el otro lado, el
manejo de esos gases es complicado, y es preferible evitarlo de ser posible (Khan et al, 2016).
También se pueden usar otros agentes estabilizante, como el PEG (polietilenglicol), el EtOH
(etanol), y el AF (acido férmico), inhibidores del crecimiento y de agregacion. Otros
ejemplos, de catalizadores metalicos, para prevenir la aglomeracion de particulas
nanomeétricas son el EDTA, el &cido tartarico, el acido citrico (Sieben et al, 2010). Sin
embargo, en este trabajo se descartaron aquellas sintesis que no fueran compatibles con el
crecimiento de las bacterias S. aureus y E. coli, y muchas de ellas, como las que utilizan el
PEG como medio estabilizante, se efectGtan en medio orgéanico (dimetilformamida,
formamida, tolueno) (Wang et al, 2010). Tampoco es posible utilizar NP estabilizadas con
otros agentes que se emplean cominmente como agentes protectores como bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), etilendiamina (EDTA) y como aislantes polimeros como PVP,
poliestireno, polimetilmetacrilato (Benavente et al, 2013; Valencia et al, 2015), ya que
tampoco son compatibles con los cultivos bacterianos estudiados.
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6. Conclusiones

A continuacion se enumeran las conclusiones que se derivan del presente

trabajo:

v Se lograron sintetizar nanoparticulas esféricas y nanoprismas de Ag,
utilizando condiciones de bibliografia. Las nanoparticulas sintetizadas pudieron ser

concentradas mediante centrifugacion.

v Se logro establecer la puesta a punto para los ensayos microbiologicos
con nanoparticulas de Ag sobre las bacterias de S. aureus y E. coli, como especies

representativas de microorganismos (Gram +) y (Gram -), respectivamente.

v Se determind que las nanoparticulas de Ag esféricas inhiben el
crecimiento de las cepas bacterianas de S. aureus y E. coli, impidiendo su multiplicacion,

pero no cumplen con la funcién de ser agentes bactericidas.

v Se logré la menor CIM con efecto bacteriostatico en E. coli

utilizando nanoesferas de Ag reducidas con NaBHa.

v Se comprob6d que las nanoparticulas de plata con diferentes
morfologias, como los nanoprismas, presentaron una menor CIM con efecto bactericida sobre

la cepa (Gram +), Staphylococcus aureus en comparacion con las nanoesferas de Ag.

v Se demostré que los iones liberados por el AgNOz presentan un
efecto bacteriostatico mayor que las nanoesferas sobre las cepas de S. aureus siendo ademas,

bactericida.

v A pesar de haber intentado diversos métodos de sintesis de

nanoparticulas de cobre en medio acuoso, se pudo concluir que el agua destilada utilizada
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para realizar las sintesis quimicas no resulta ser el medio mas adecuado para la proteccion de

la oxidacion y conservacion de las nanoparticulas de cobre.

El efecto bactericida observado con el tratamiento de nanoprismas de Ag sobre
la cepa de S. aureus, confirma la hipotesis planteada al inicio del trabajo, por lo que se
establecio que la forma de dichas nanoparticulas podria estar generando una disrupcién
significativa sobre la pared bacteriana, a diferencia de las nanoesferas.

Finalmente, la causa por la que no se obtuvieron los resultados esperados con
la sintesis para la reduccién de cobre metélico fue debido a que los reactivos necesarios para
obtener dichas nanoparticulas no resultaban compatibles con los ensayos microbioldgicos
posteriores.

Teniendo en cuenta estos resultados, se sugiere realizar mas experimentos para
explorar a fondo la relacién forma y tamafio dependientes de la actividad biocida de
nanoparticulas de Ag, debido a que el papel de las areas superficiales efectivas de diferentes
geometrias todavia no se entiende completamente.

Por altimo, se espera que este estudio sobre la eficacia bactericida variando el
tamafo y forma de nanoparticulas facilite un nuevo paradigma para considerar el verdadero
papel de las nanoparticulas de Ag y Cu como agentes antimicrobianos en diversas
aplicaciones dentro de la industria nanobiotecnolégica.

A continuacion listamos algunas posibiles estrategias para futuros experimentos que
permitiran mejorar o complementar los resultados obtenidos:

- Estudiar mas detalladamente las formas y tamafios de las nanoparticulas,
mediante medidas de microscopia electronica de transmision (TEM).

- Generar un medio alternativo que sea compatible con las cepas bacterianas y
en el que pueda adicionarse PEG u otros compuestos para lograr llevar a cabo la sintesis de
nanoparticulas de Cu estables.

- Comparar la liberacion tanto de iones de Ag* y Cu?* de las nanoparticulas en
agua y medio de cultivo, de manera de determinar si esta liberacion puede ser la causa de la
toxicidad de las Nps.

- Obtener un perfil de crecimiento del cultivo batch en presencia de las
distintas concentraciones de las nanoparticulas de plata/cobre para E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 25923.
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7. Apéndices

[1] Obtencion de nanoparticulas de Ag estabilizadas con citrato
PM AgNO:s: 169,86 g/mol

2,649 x10 moles en 0,045 g.

Concentracion molar de Ag

2,649 x10*moles x 1000 ml = 1,059 x10° M
250 ml

[2] Obtencion de nanoparticulas de Ag estabilizadas con borohidruro

NaBH4

PM NaBH4: 37,83 g

0,002 moles (0,7566 g) x 187,5ml = 3,75 x10* moles = 0,01418 ¢
1000 ml

Para el matraz de 250 ml se pesan 0,019 g de NaBH4

NaBHa(aqg) + 8AgNOs (aqg) + 4 H20(l) < Na [B(OH)4] (aq) + 8 Ag (s) + 8HNOs (aq)

AgNO:3

PM AgNOs: 169,87 g 1 mol

0,001 g x62,5ml = 0,0106 g = 6,25 x10 > moles
1000 ml
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Para el matraz de 100 ml se pesan 0,017 g de AgNQO3

Concentracion molar de Ag

6,25 x 10° x 1000 ml = 1,25x 10* M
500 ml

Solucion citrato de sodio

1,5x10° x250ml =3,75x 10* moles
1000 ml

PM NasCeHs07: 258,06 g

0,0967725g = 3,75 x10 * moles
258,06 g

[2.1] Dilucién de las nanoparticulas reducidas con citrato

Vi x 1,059x10° M =500 ml x 1,25 x 10* M

Vi=59,01 ml

[3] Sintesis de nanoprismas de Plata

Naz;CsHs0-

Mar: 258,06 g/mol

1.25x 102 M x 258,06 g/mol x 34,48 ml = 0,11 g de NasCeHsO
1000 ml

AgNO3
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Mar: 169,87 g/mol
3.75x 10* M x 169,87 g/mol x 86,20 ml = 0,00549 g de AgNOs
1000 ml

H,0»

Mar: 34,0147 g/mol

5.0 x 102 M x 34,0147 g/mol x 86,2 ml = 0,146 g de H,0
1000 ml

%p/v H20,= 30

=0,56 ml de H20, en 100 ml de sn

2 AgP (s) + H20; (aq) + 2H* (aq) < 2 Ag + (aq) + 2H20 (1)
NaBH,4
Mar: g/mol

5x10° M x 37,83 g/mol x 43,10 ml =0,008153 g de NaBH4
1000 ml

Concentracion molar de Ag

1,875 x10 ¥ moles x 1000 ml  =1,29 x10* M
14,5 ml

[4] Sintesis de nanoparticulas de Cobre reducidas con &cido ascorbico

PM Cloruro de cobre (1) dihidratado: 170,48 g/mol.
[Cul]= Cf.Vf=Co. Vo
1,059 x10° x100 ml  =1,17 x10 * M

90 ml

[AA] =0,01059 X 100 ml = 0,1059 M
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10 ml

Para Cu+2: en 90 ml, 1,053x10* moles=0,01795 g
Para AA: en 10 ml, 1,059 x10 moles = 0,186512 g

[5] Sintesis de nanoparticulas de Cobre reducidas con borohidruro

[Cu]= Cf..Vf=Co. Vo
1,059 x10°3 x100 ml =1,17 x10 * M
90 ml

PM borohidruro de Sodio: 37,83 g/mol

6BH4:1Cu

[BH4] =0,006354 x100 ml =0,06354 M
10 ml

En 10 ml, 6,354 x10** moles = 0,02403 gramos

[5.1] relacién 2:1 nanoparticulas de Cobre reducidas con borohidruro

2 BH4 :1Cu
[BH4] = 0,002118 x100 ml =0,02118 M
10 ml

En 10 ml, 2,11x10* moles = 0,0080 g

[6] Sintesis de nanoparticulas de Cobre estabilizadas con citrato

2 citrato : 1 Cu
[Cu]= 1,059 x 10 x 100 ml =0,00117 M
90 mi

[NasCeHs07] =0,05g x100ml =2x 102 g
250 ml
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2X [NasCsHsO7] =4 x 102 g

[7] Recuento y célculo de las cargas microbianas

7.1. Ensayos preliminares para la puesta a punto en la determinacién de la CIM

7.1.1.Ensayo 1

S. aureus
Dilucién 10°°: 42 ufc.
Dilucion 107: 9 ufc.

El ndmero de unidades formadoras de colonias en el caldo original,
corresponde a:
ufc/ml: 9x 107 x 1/0,1 ml = 9 x 108 ufc/ml
Carga ensayada: 9x 102 ufc/ml x 10" x 0,1 ml = 9 x 10°células
9x 108 ufc/ml x 10 x 0,1 ml = 90 células

E. coli
Dilucién 10°: 120 ufc.
Dilucién 107": 12 ufc.
El ndmero de unidades formadoras de colonias en el caldo original,
corresponde a:
ufc/ml: 12x 107 x 1/0,1 ml = 1,2 x 10° ufc/ml
Carga ensayada: 1,2 x 10° ufc/ml x 10 x 0,1 ml = 1,2 x 10’células
1,2 x 10° ufc/ml x 10 x 0,1 ml = 1,2 x 102 células

7.1.2. Ensayo 2
S. aureus

Dilucion 10 =126 ufc.
Dilucién 107 = 98 ufc.
ufc/ml: 98 x 107 x 1/0,1 ml = 9,8 x 10° ufc/ml
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Carga ensayada: 9,8 x 10° ufc/ml x 10 x 0,1 ml = 9,8 x 107células

E. coli

Dilucion 107 : 32 ufc.

ufc/ml: 32 x 10° x 1/0,1 ml = 3,2 x 10" ufc/ml

Carga ensayada: 3,2 x 107 ufc/ml x 101 x 0,1 ml = 3,2 x 10°células

7.1.3. Ensayo con nanoesferas recién sintetizadas

S. aureus

Dilucién 10°: 77 ufc.

Dilucién 107': 8 ufc.

El nimero de unidades formadoras de colonias, corresponde a:
ufc/ml: 77 x 10 ® x10 = 7,7 x 10 8 ufc/ml

Carga ensayada: 7,7 x 108 ufc/ml x 10° x 0,01 ml = 77 células

E. coli

Dilucion 10°: 56 ufc.

Dilucién 107" 8 ufc.

ufc/ml: 56x108 x10= 5,6 x 10 8 ufc/ml

Carga ensayada: 5,6 x 108 ufc/ml x 10 x 0,01 ml = 56 células

7.1.4. Ensayo con nanoesferas envejecidas

S. aureus
Dilucion 107 : 11 ufc.
Dilucion 10 : 102 ufc.

ufc/ml: 11 x 107 x 1/0,1 ml = 1,1 x 10° ufc/ml
Carga ensayada: 1,1 x 10°ufc/ml x 10° x 0,01 ml = 1,1 x 102 células

E. coli
Dilucion 107 : 19 ufc.
Dilucion 10 : 68 ufc.
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El ndmero de unidades formadoras de colonias en el caldo original,
correspondia a:

ufc/ml: 19 x 107 x 1/0,1 ml = 1,9 x10° ufc/ml

Carga ensayada: 1,9x10° ufc/ml x 10° x 0,01 ml = 1,9 x 10 2 células

7.1.5. Ensayo con nanoprismas

S. aureus

Dilucion 10°: 56 ufc

El nimero de unidades formadoras de colonias en el caldo original,
corresponde a:

ufc/ml: 56x 10° x 1/0,1 ml = 5,6 x 108 ufc/ml

Carga ensayada: 5,6 x 108 ufc/ml x 10 x 0,01 ml = 56 células

E. coli

Dilucion 10°: 66 ufc

El ndmero de unidades formadoras de colonias en el caldo original,
corresponde a:

ufc/ml: 66x 10° x 1/0,1 ml = 6,6 x 108 ufc/ml

Carga ensayada: 6,6 x 108 ufc/ml x 10 x 0,01 ml = 66 células
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9. Anexo

9.1. Composicion de los medios de cultivo y reactivos empleados

9.1.1. Caldo de infusion Brain Heart Infusion (Biokar Diagnostics, Beauvais,

Francia

Infusién de cerebro-corazon de cerdo 1759
Digerido pancreatico de gelatina 10,0 ¢
Cloruro de sodio 5049
Fosfato disddico 259
Glucosa 209
Agua destilada 1000 ml

pH final (25°C): 7,4 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

Brain Heart Infusion (BHI) es un medio de cultivo liquido que contiene los
nutrientes de la infusién de cerebro y corazon, la peptona y la glucosa. Las peptonas y la
infusién son fuentes de nitrégeno organico, carbono, azufre, vitaminas y sustancias de traza.
La glucosa es la fuente de carbohidratos que los microorganismos utilizan mediante

fermentacion. Se utiliza fosfato disédico como tamp6n en el medio.

9.1.2. Agar Tripto-caseina de soja (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia

Triptona 1509
Digerido papaico de harina de soja 509
Cloruro de sodio 5049
Agar 150¢
Agua destilada 1000 ml

pH final (25°C): 7,3 + 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

En este medio de cultivo la combinacion de caseina y peptonas de soja aportan
fuentes nutritivas, al suministrar nitrégeno organico, en especial aminoacidos y péptidos de
cadena mas larga. El cloruro de sodio mantiene el balance osmotico. Este medio se utilizo
para llevar a cabo los recuentos de las cepas bacterianas mediante siembra en superficie en

placa de Petri y para conservar las cepas en forma de picos de flauta.
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9.1.3. Agar Endo (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia

Digerido pancreético de carne

Lactosa

Fosfato dipotasico de hidrogeno

Sulfito sodico
Fucsina bésica
Agar

Agua destilada

10,0¢g
10,0 ¢
3540
25¢
0549
1509
1000 ml

pH (25°C): 7,5 + 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

El agar Endo es un medio ligeramente selectivo para el aislamiento y la

diferenciacion de microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (como

por ejemplo E. coli) y diversos otros bacilos Gram negativos. La selectividad del agar Endo se

debe a la combinacion del sulfito de sodio con fucsina basica, lo cual ocasiona la supresion

parcial de los microorganismos Gram positivos. Los microorganismos que fermentan la

lactosa del medio, producen colonias color rosa oscuro a rojizo con un brillo metélico verdoso

iridiscente. Por otro lado, las colonias de microorganismos que no fermentan la lactosa son

incoloras o de color rosa palido en contraste con el fondo rosa claro del medio (Siegrist,

2011).

9.1.4. Agar Baird Parker (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia

Triptona

Extracto de carne

Extracto de levadura
Piruvato de sodio

Glicina

Cloruro de litio

Agar

Telurito potasico

Emulsion de yema de huevo

Agua destilada

10,09
5049
10g9
109
12,09
509
209
01g
50,0 ml
1000 ml
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pH final (25°C): 6,8 + 0,3. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

Baird-Parker Agar es un medio selectivo diferencial para el aislamiento o
diferenciacion de Staphylococcus aureus. Contiene las fuentes de carbono y nitrégeno
necesarias para el crecimiento de este microorganismo. La glicina, el cloruro de litio y el
telurito potasico actian como agentes selectivos. La yema de huevo constituye el sustrato que
actla como agente diferencial para determinar la produccidon de lecitinasa y, ademas, la
actividad de lipasa.

Los estafilococos producen colonias de color de gris oscuro a negro debido a la
reduccién del telurito y producen lecitinasa que descomponen la yema de huevo y crean zonas
transparentes alrededor de las colonias correspondientes. También es posible que se forme
una zona de precipitacion debido a la actividad de lipasa (Finegold y Sweeney, 1961).

9.1.5. Medios empleados en las pruebas del IMVIC

9.1.5.1. Agua de peptona (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra

Peptona 10,09
Cloruro de sodio 5090
Agua destilada 1000 ml

pH final (25°C): 7,2 £ 0,2 . Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

El agua de peptona se puede utilizar como un medio de crecimiento o como la
base de medios de fermentacion de hidratos de carbono, mientras que un cultivo puro en agua
de peptona es un indculo conveniente para una serie de tubos de fermentacion u otros medios
de diagnostico.

Para la preparacién de agua de peptona, se disolvieron 15 g de peptona de
Oxoid en 1 litro de agua destilada. Luego de mezclar bien y distribuir en los recipientes

finales, se procedio a su esterilizacion.

9.1.5.2. Caldo Rojo de Metilo/VVoges Proskauer (Caldo RM/VP (Oxoid LTD.,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra)
Peptona de carne 709

Fosfato dipotasico 500
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Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 £ 0,1. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

9.1.5.3. Agar Citrato segun Simmons (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire,

Inglaterra)

Citrato de sodio 5049
Fosfato diacido de amonio 109
Fosfato dipotasico 109
Cloruro de sodio 5090
Sulfato de magnesio 0,29
Azul de bromotimol 0,08 g
Agar 150¢
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 £ 0,1. Se esteriliza en autoclave a 121°C 15 min.

9.1.6. Reactivos empleados en las pruebas de tincion de Gram

9.1.6.1. Solucion de Cristal violeta

Cristal violeta (Biopack, Buenos Aires, Argentina) 209
Oxalato de amonio (Mallinckrodt, Nueva York, EE UU) 0,89
Alcohol etilico 95% (Biofarma, Buenos Aires, Argentina) 20 ml
Agua destilada 80 ml
9.1.6.2. Lugol
lodo (Mallinckrodt, Nueva York, EE UU) 10g
loduro de potasio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) 2,09
Agua destilada 300 ml

9.1.6.3. Solucion de Safranina

Safranina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) 0,25¢
Alcohol etilico (95%) 10 ml
Agua destilada 100 ml
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9.1.7. Reactivos empleados en las pruebas bioquimicas de identificacion de
Escherichia coli

9.1.7.1. Reactivo de Indol segun Kovacs (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)

p-Dimetilaminobenzaldehido 10,0 ¢
Alcohol amilico 150 ml
Acido clorhidrico concentrado 50 ml

9.1.7.2. Reactivo de Rojo de Metilo (Mallinckrodt, Nueva York, EE UU)

Rojo de metilo 0,1¢g
Etanol 95% 300 ml
Agua destilada 200 ml

9.1.7.3. Reactivos de Reaccion de VVoges-Proskauer

Solucién de Alfa-naftol

Alfa-naftol (Anedra, Buenos Aires, Argentina) 5090

Alcohol etilico absoluto (Anedra, Buenos Aires, Argentina) 100 ml

Solucion de Hidréxido de potasio

Hidroxido de potasio (Anedra, Buenos Aires, Argentina) 40,09
Agua destilada 100 ml

9.2. Pruebas para determinacion de la pureza e identificacion de las cepas

bacterianas

9.2.1. Tincion de Gram
Inicialmente se extendid y fijé el material (obtenido a partir del crecimiento de
24 h en TSA) sobre un portaobjetos limpio, desengrasado y seco. Se cubrid el preparado con
la solucidn de cristal violeta durante 1 minuto y se lavé posteriormente con agua corriente.
Luego se afiadié Lugol al preparado durante 1 minuto y se lavé con agua. Se

decoloré con alcohol 95° durante 30 segundos y nuevamente se lavo con agua.
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Posteriormente se tifié con solucion de safranina durante 1 minuto y se volvio
a lavar.

Finalmente se secd y observo en microscopio con objetivo de inmersion.

9.2.2 Pruebas del IMVIC
Para corroboracion de pureza de la cepa de Escherichia coli se realizaron las
pruebas bioguimicas del IMVIC. La cepa empleada debe dar los siguientes resultados:
positivo para las reacciones de Indol y Rojo de Metilo y negativo para las pruebas de Voges
Proskauer y Citrato. Para realizar estas pruebas, el indculo empleado fue un cultivo de la cepa
desarrollado en tubos con picos de flauta de TSA, incubado durante 24 h a 37°C, al cabo de
los cuales se siembra con un ansa y bajo mechero de Bunsen-en los medios de cultivos

correspondientes a dichas pruebas.

9.2.2.1 Prueba de indol

El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica del aminoacido
triptofano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de hidrolizar y
desaminar el triptofano con produccion de indol, &cido pirdvico y amoniaco. El indol,
desdoblado de la molécula de triptofano, puede ser detectado por la formacion de un
complejo de color rojo cuando éste reacciona con el grupo aldehido del para-
dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio activo de los reactivos de Kovac y Ehrlich. Se
debe utilizar un medio rico en triptéfano para corroborar la presencia de la enzima
triptofanasa (MacFaddin, 2004).

Se inocularon 2 ml de agua de peptona en tubo de Khan con una ansada del
cutivo activo a investigar y se incub0 a 37 °C durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, se

afadieron 0,5 ml de reactivo de Kovac.

Prueba positiva (E. coli): presencia de indol, color rojo fucsia en la interfase
del reactivo y el caldo.
Prueba negativa: ausencia de indol, no hay modificacion del color en la

interfase del reactivo y el caldo.

9.2.2.2. Prueba de Rojo de Metilo
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El objetivo de la prueba de Rojo de Metilo es comprobar la capacidad de un
microorganismo de producir y mantener estables los productos terminales &cidos de la
fermentacion de la glucosa, venciendo la capacidad amortiguadora del sistema. Es una prueba
cualitativa de la produccidn de acido, cuya corroboracion se realiza utilizando como reactivos
soluciones indicadoras de pH. Algunos organismos producen mas acidos que otros. La prueba
del Rojo de Metilo (RM) se basa en el empleo del indicador de pH rojo de metilo para
determinar la concentracién de iones hidrégeno presente cuando un organismo fermenta la
glucosa. Todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae son, por definicion,
fermentadores de la glucosa. Cuando los microorganismos pertenecientes a esta familia son
sembrados en el caldo RM/VP, después de 18-24 horas de incubacion por fermentacion
generan productos secundarios acidos, por lo tanto inicialmente todas las enterobacterias
daran una reaccion positiva con el Rojo de Metilo. Con un periodo de incubacion mas
prolongado (48 horas), los organismos RM negativos continian metabolizando los productos
iniciales de la fermentacidn por decarboxilacién, produciendo acetilmetil carbinol (acetoina),
dando un pH final mayor o igual a 6 por ser un producto de naturaleza neutra (MacFaddin,
2004).

Se inocularon 3 ml de caldo RM/VP en un tubo de Khan con una ansada del
cultivo activo a investigar y se incubd a 37 °C durante 48 horas.

Luego se afiadieron 0,5 ml del indicador rojo de metilo

Prueba positiva (E. coli): desarrollo de color rojo estable (pH: 4,4 rojo).

Prueba negativa: desarrollo de color amarillo (pH: 6 amarillo).

9.2.2.3. Prueba de Voges Proskauer
Mediante la prueba de VVoges Proskauer se determina la capacidad de algunos
organismos de producir un producto final neutro, el acetilmetil-carbinol (acetoina), a partir de
la fermentacion de la glucosa. En presencia de oxigeno atmosférico y en medio altamente
alcalino la acetoina se convierte en diacetilo, el cual al reaccionar con creatina proveniente del
catabolismo de las peptonas, forma un complejo de color rojo, cuyo color se intensifica ante el
agregado de alfa-naftol (MacFaddin, 2004).
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Se inocul6 un tubo con 2 ml de caldo RM/VP con una ansada del cultivo activo
a investigar y se procedio a incubar a 37 °C durante 48 horas. Se afiadieron 0,6 ml de alfa
naftol 5 %, se agito y se agregaron también 0.2 ml de KOH 40 %.

Finalmente se agité el tubo cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno,

se dejo reposar y se efectud la lectura a los 15-30 minutos.

Prueba positiva: desarrollo de color rojo.

Prueba negativa (E. coli): no hay formacion de color.

9.2.2.4. Prueba de la utilizacion de citrato

Mediante la prueba de la utilizacion del citrato se determina si un
microorganismo es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono para el
metabolismo, produciendo alcalinidad. EI medio utilizado contiene también sales de amonio
inorganicas. Un organismo que es capaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono,
utiliza también las sales de amonio como su Unica fuente de nitrogeno. Las sales de amonio se
desdoblan en amoniaco con la consiguiente produccion de alcalinidad. El indicador de pH
usado es el azul de bromotimol, el cual en medio alcalino vira al color azul, indicando una

prueba positiva. ElI medio no inoculado tiene color verde (MacFaddin, 2004).

A partir del in6culo se sembr6 una placa con medio agar Citrato de Simmons
en forma estriada, y se incub6 a 37 °C durante 24-48 horas. Luego se observé la produccion
de viraje de color del medio.

Prueba positiva: desarrollo de color azul intenso.

Prueba negativa (E. coli): el medio conserva el color verde original y hay

ausencia de desarrollo bacteriano.

9.2.2.5. Prueba de la coagulasa
La coagulasa es una enzima presente en Staphylococcus aureus que es capaz
de desnaturalizar la fibrina del plasma.
El objetivo de esta prueba es la busqueda del factor de aglutinacion de los
microorganismos cuando estos se mezclan con el plasma. Esta prueba se utiliza para

diferenciar microorganismos del género Staphylococcus (Acharya, 2012).
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En un tubo de ensayo estéril se colocaron 0,3 ml de plasma de conejo y 0,1 ml
de cultivo de S. aureus desarrollado en BHI durante 24 h a 37°C. La mezcla se incubé a 37°C

durante cuatro horas y se observé el tubo cada 15 minutos para registrar la formacién o no de

coagulos.
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	Por otro lado,  investigadores de la Universidad de Rice, determinaron que la efectividad de nanopartículas de plata se debe principalmente a su propiedad de ionización en ambientes aerobios, mientras que sin oxígeno las nanopartículas demostraron no ...
	Debido a las controversias existentes, en este proyecto se consideró interesante realizar una comparación de la actividad antibacteriana de diferentes tipos de nanopartículas metálicas y su mecanismo de acción.
	Muchos investigadores sugirieron que las nanopartículas de Ag y Cu podrían actuar como agentes antimicrobianos. Es por ello que en este trabajo se propuso lograr la síntesis de nanopartículas de plata y cobre para luego comprobar los efectos bacterici...
	Dado que las características fundamentales de las nanopartículas metálicas dependen fuertemente de su forma, tamaño, composición y la cristalinidad (Santos et al, 2013), la hipótesis inicialmenete planteada en este proyecto fue que modificando la comp...
	Además, al existir escasa cantidad de reportes disponibles contrastando los efectos de las nanopartículas de Ag y Cu sobre cepas bacterianas (Gram +) y (Gram -), se esperaba verificar que ambos metales en tamaño nanométrico actúen de manera similar e...
	Para corrobar estas hipótesis, el proyecto se llevó a cabo en dos partes: en primer lugar se realizaron síntesis de tres tipos de nanopartículas de plata: dos tipos de nanoesferas de plata, mediante el empleo de citrato de sodio y borohidruro de sodio...
	De acuerdo con lo reportado por Lee y Meisel (1982), se disolvieron 45 mg de AgNO3 (Aldrich, Misuri, Estados Unidos) en 250 ml de H2O y se llevó a ebullición. Se agregó luego 5 ml de una solución al 1% de citrato de sodio (Aldrich, Misuri, Estados Uni...
	Los cálculos de las concentraciones de las suspensiones de nanopartículas esféricas de plata reducidas con citrato, se encuentran en el Apéndice 1.
	Empleando la síntesis planteada por Mavani y Shah (2013), se colocaron 187,5 ml de solución 0,002 M de NaBH4 (Aldrich, Misuri, Estados Unidos) recién preparada en un erlenmeyer de 250 ml, luego se colocó éste dentro de un baño de agua y hielo; y se de...
	En este caso, el borohidruro de sodio actúa como reductor y estabilizante, y el citrato se agrega como estabilizante adicional, ya que es más efectivo a largo plazo que el primero. A partir de esta reacción, se obtuvo una suspensión de nanopartículas ...
	Los cálculos de las concentraciones de las suspensiones de nanopartículas esféricas de plata reducidas con borohidruro se presentan en el Apéndice 2.
	Para que ambas soluciones de nanopartículas presentaran la misma concentración se procedió a realizar una dilución de las nanopartículas obtenidas por el método de citrato llevándolas a un volumen de 500 ml. Para ello, se tomaron 59 ml de la solución ...
	Los cálculos realizados para efectuar la dilución de las nanopartículas esféricas preparadas con citrato se presentan en el Apéndice 2.1.
	Por requerimiento de los ensayos microbiológicos (ver sección 5.4.3.3), fue necesario concentrar las nanopartículas obtenidas mediante la reducción con borohidruro de sodio y, para ello, se plantearon dos procedimientos:
	Utilizando una concentración de 114,22 ppm de Ag, para la síntesis planteada en el ítem 1, se procedió a colocar 187,5 ml de solución 0,0169 M de NaBH4 (recién preparada) en un erlenmeyer de 250 ml, dentro de un baño de agua y hielo. Se dejó enfriar p...
	Para llevar a cabo la concentración de las partículas estipuladas en el ítem 2, se utilizó una centrífuga de 9000 rpm, durante una hora. De esta manera, se logró concentrar a aproximadamente el doble la concentración de las nanopartículas recubiertas ...
	Se prepararon soluciones blanco empleando las mismas condiciones de síntesis que se utilizaron previamente, reemplazando por agua MilliQ cada uno de los compuestos.
	Blanco de nitrato de plata
	Se tomaron 0,0106 g de AgNO3 y se añadieron 500 ml de agua bidestilada, para obtener una solución final de nitrato de plata 13,48 ppm (mg Ag/l).
	Blanco de borohidruro y citrato
	Se preparó una solución de 187,5 ml de NaBH4 0,002 M y se la colocó en un baño de agua y hielo, y se procedió a agitar. Posteriormente se añadieron, gota a gota, 62,5 ml de agua bidestilada. Finalmente se añadieron 250 ml de una solución de citrato de...
	Blanco de citrato
	Se tomaron 0,05 g de citrato de sodio, y se añadieron 250 ml de agua bidestilada. Luego se diluye la solución, llevándola a 500 ml.
	4.1.8. Soluciones blanco de nanoesferas de Ag concentradas
	Los blancos utilizados fueron preparados en base a las nanopartículas sintetizadas con la mayor concentración de plata de 114,22 ppm (mg Ag/l), la concentración que tenían las nanopartículas sintetizadas con el método del citrato antes de realizar la ...
	Blanco de nitrato de plata
	Se disolvieron 0,044 g de AgNO3 en 250 ml de agua bidestilada
	Blanco de borohidruro y citrato
	Se obtiene una solución de 250 ml, para ello se disuelven 0,014 g de NaBH4 (93,75 ml); 0,096 g de citrato de sodio (125 ml), y se completa el volumen con 31,25 ml de H2O bidestilada.
	Blanco de citrato
	Se disuelven 0,05 g de citrato de sodio en 250 ml de H2O bidestilada.
	El procedimiento experimental por el cual se llevó a cabo la síntesis de los nanoprismas de plata se basó en lo establecido Frank y colaboradores (Frank et al, 2010), quienes describieron un procedimiento adecuado con el fin de controlar la forma y el...
	En un Erlenmeyer de 250 ml se agregaron, en el orden listado, 34,48 ml de citrato de sodio 1,25 x 10-2 M, 86,20 ml de nitrato de plata 3,75 x 10-4 M, y 86,20 ml de peróxido de hidrógeno (Biopack, Buenos Aires, Argentina) 5,0 x 10-2 M. Finalmente, par...
	En este caso, el borohidruro actúa como reductor, el citrato como estabilizante y el agua oxigenada ayuda a dar la forma final a las partículas obtenidas, ya que redisuelve esferas pequeñas que se van formando durante la síntesis. La concentración de ...
	Los cálculos realizados para la obtención de los nanoprismas de plata se presentan en el Apéndice 3.
	La solución obtenida tras la síntesis se centrifugó durante 90 minutos a 8000 rpm en una centrífuga de rotor fijo, separada en porciones de 30 ml. En cada uno de los tubos se descartaron aproximadamente 27ml del sobrenadante, de manera de obtener una ...
	En un Erlenmeyer de 50 ml, se agregaron de forma tal que la solución sea 10 veces más concentrada que en el protocolo de síntesis original: 0,11 g de citrato de sodio, 1,4 ml de H2O2 y 0,0081 g de NaBH4, y se completó el volumen final con agua MilliQ ...
	Se procedió a la caracterización de las nanopartículas obtenidas para determinar diversas propiedades de las mismas. Esto se llevó a cabo mediante la utilización de diferentes técnicas: Espectrofotometría UV-visible, medición del pH y caracterización ...
	Se realizaron mediciones del espectro de absorción UV-visible de las distintas soluciones preparadas, para comprobar que la forma y tamaño de las nanopartículas de Ag sintetizadas. Las medidas se realizaron en un espectrofotómetro con arreglo de diodo...
	Se sabe que las nanopartículas de Ag presentan una banda de resonancia característica del plasmón de superficie localizado (LSPR) definida en el intervalo de, 300-500 nm para las nanoesferas y de 400-800 nm para los nanoprismas (Liz-Marzán, 2004).
	Luego de transcurrido un año, se procedió a medir nuevamente el espectro de absorción de las nanopartículas sintetizadas durante el comienzo del trabajo (nanoesferas reducidas con citrato de sodio y con borohidruro de sodio). De esta manera, se corrob...
	Las suspensiones de nanoprismas se observaron mediante la técnica de microscopía electrónica de barrido, (SEM, por su nombre en inglés: Scanning Electron Microscope). Se dispuso para ello, una gota de la muestra de nanoprismas sobre placas de silicio ...
	La composición de los medios de cultivos y reactivos empleados y la descripción de las pruebas para determinación de la pureza e identificación de las cepas se reportan en los Anexos 9.1 y 9.2, respectivamente.
	4.4.2. Preparación de inóculos a utilizar en los ensayos antimicrobianos
	Para el cálculo del número de unidades formadoras de colonias/ml se usó la fórmula:
	ufc/ml: Nº de colonias x factor dilución x factor volumen       (1)
	Donde, el Nº de colonias corresponde a la cantidad de colonias total contadas sobre la placa de TSA, el factor dilución se corresponde a la inversa de la dilución bacteriana que se utilizó para sembrar la placa que se está contando (1/dilución bacteri...
	Figura 3: Esquema del ensayo de difusión en agar. Placas con los tratamiento de: nanoesferas reducidas con borohidruro (a); nanoesferas reducidas con citrato (b) y nanoprismas de plata (c) con sus respectivos blancos en la parte inferior, el blanco de...
	El primer ensayo consistió en utilizar a las nanoesferas como medio líquido para incubar las cepas bacterianas y en un segundo ensayo se corroboró la presencia residual de peróxido de hidrógeno en la suspensión de nanoprismas aplicadas de forma direct...
	Posteriormente, para proceder con la puesta a punto en la determinación de la CIM se realizó un último ensayo utilizando incialmente las nanopartículas de Ag esféricas con menor concentración de Ag correspondiente a 13,48 ppm (mg Ag/l) y luego, se tra...
	Como inóculo en estos ensayos se emplearon 100 μl de las diluciones 10-1 (carga celular ≈ 107 ufc/ml) y 10-6 (carga celular ≈ 102 ufc/ml) de los cultivos de 24 h de E. coli y S. aureus.
	Los tratamientos empleados en la puesta a punto corresponden a: las nanoesferas de plata reducidas con citrato, las nanoesferas de plata reducidas con borohidruro, el blanco de nitrato de plata, el blanco de citrato de sodio y el blanco de borohidrur...
	Para llevar a cabo el ensayo se colocaron, utilizando una micropipeta, 100 µl de tratamiento directamente sobre las cepas de S. aureus y E. coli crecidas sobre una placa de agar TSA. Los tratamientos ensayados fueron: los nanoprismas de Ag (140 ppm), ...
	4.8. Análisis estadístico
	Para cada tratamiento se realizó la estadística descriptiva, determinando la media, mediana, la varianza y el desvío estándar. La tendencia central se analizó luego mediante los gráficos de Box-Plot y Q-Q plot.
	Las diferencias significativas para las CIM de cada tratamiento efectuado en E. coli y S. aureus se analizaron mediante las pruebas estadísticas para muestras independientes. Se utilizó la prueba t bilateral para los tratamientos efectuados con nanoes...
	En los análisis estadísticos efectuados en este trabajo, para todos las pruebas se estableció un nivel de significación (= 0,05, indicando que un p-valor menor a ese valor supondría rechazar H0.
	Dado que la síntesis de nanopartículas de Cu en medio acuoso no está tan difundida como la síntesis de Nps de Ag. La dificultad principal de la preparación de las nanopartículas de cobre reside en su estabilidad, ya que se oxidan muy fácilmente por la...
	Esta síntesis inicial, planteada por Asim Umer y colaboradores (Umer et al 2014) se realizó utilizando ácido ascórbico como agente reductor y cloruro de cobre como fuente de iones Cu2+. Se realizaron los cálculos necesarios para utilizar una concentra...
	La concentración de cobre utilizada fue de 67,28 ppm (mg Cu/L), lo cual fue calculado teniendo en cuenta la concentración final con la que se trabajaron las nanopartículas de plata estabilizadas con citrato. Se disolvieron 0,018 g de cloruro de cobre ...
	Los cálculos realizados para llevar a cabo la síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con ácido ascórbico se muestran en el Apéndice 4.
	Se llevó a cabo la síntesis anterior variando las concentraciones de los reactivos, de forma tal que las concentraciones tanto para Cu como para el ácido ascórbico fueran diez veces mayores que en el caso de la síntesis de nanoesferas de Ag estabiliza...
	Se disolvieron 0,18 g de cloruro de cobre (II) dihidratado en 80 ml de agua. Paralelamente se disolvieron 1,86 g de ácido ascórbico en 20 ml de agua. Se llevó la solución de cloruro de cobre a 90 C durante treinta minutos y luego se añadió la solución...
	4.9.4. Síntesis de nanopartículas de Cu estabilizadas con NaBH4
	Mediante la síntesis planteada por Agarwal y colaboradores (Agarwal et al, 2016), se procedió a la utilización de cloruro de Cobre (II) nuevamente como fuente de iones Cu2+, y se empleó borohidruro de sodio como agente reductor. Ya que en el artículo ...
	Se pesaron 0,018 gramos de cloruro de cobre y se disolvieron en 90 ml de agua. Paralelamente se preparó una solución de borohidruro de sodio pesando 0,024 g del mismo y disolviéndolo en 10 ml de agua. Se añadió la solución de borohidruro de sodio, got...
	Se realizó también otra síntesis de forma tal que la relación de las concentraciones fuera de 2 moles de borohidruro por mol de cobre. Se esperaba que dichas concentraciones se ajusten mejor al proceso de reducción del cobre metálico.
	Los cálculos realizados para la síntesis de nanopartículas de cobre reducidas con borohidruro se presentan en los Apéndice 5 y 5.1.
	4.9.5. Síntesis de nanopartículas de Cu estabilizadas con citrato
	Se intentó poner a punto la síntesis de las nanopartículas de cobre suponinendo que el citrato de sodio funcionaría como agente reductor de iones Cu2+ con la misma efectividad con la que lo hace con los iones Ag+.
	Para ello, se disolvieron 0,018 g de cloruro de cobre dihidratado, en 90 ml de H2O MilliQ y se llevó a ebullición. Se agregó una solución de 1% de citrato de sodio (10 ml) 0,04 g. La solución se mantuvo en hervor por 1 hora.
	Los cálculos realizados para la síntesis de nanopartículas de cobre estabilizadas con citrato se presentan en el Apéndice 6.
	5. Resultados y discusión
	Por consiguiente, las concentraciones que se trabajaron de nanopartículas, corresponden a: 114,22 ppm para las sintetizadas con citrato y 26,96 ppm para las sintetizadas con NaBH4 y citrato.
	Luego de mezclar los reactivos en el orden detallado se observó, a partir de de los 3 minutos de reacción, un cambio de color en la solución. Este viraje de colores (mostrado en la Fig. 7) se debe a la evolución en el tamaño y la forma de las nanopart...
	Mediante el espectro de absorción de la suspensión de nanoprismas de plata (Fig.10), se pudo observar un pico de absorción en la longitud de onda correspondiente a 575 nm, que coincide con la posición esperada para nanopartículas de Ag planas. En comp...
	5.3.3. Estabilidad de las NP esféricas
	Figura 12: Espectro de absorción UV-visible para las muestras de nanopartículas de Ag estabilizadas con citrato, recién sintetizadas (verde), y transcurrido 1 año (violeta).
	Se observó que luego de haber incubado durante 24 h la cepa de S. aureus en agar Baird Parker, se formaron colonias negras con halos a su alrededor, lo cual verifica pureza. Además, al realizar la prueba de la coagulasa, luego de 2 horas de incubación...
	Al verificar la pureza y realizar los recuentos bacterianos, se pudo afirmar que tanto E. coli como S. aureus fueron correctamente cultivadas en un ambiente de esterilidad. En todos los tubos control + hubo crecimiento microbiano, lo cual indica que l...
	5.4.2. Inóculos a utilizar en los ensayos antimicrobianos
	Las cargas iniciales con las que se trabajaron en todos los experimentos microbiológicos fueron de (109  ufc/ml para cada cepa bacteriana (S. aureus y E. coli) luego de 24 h de incubación en medio BHI a 37ºC. A partir de esos cultivos se hicieron las ...
	Los cálculos efectuados en la obtención de las cargas bacterianas para cada ensayo se encuentran detallados en el apéndice 7.
	5.4.3. Ensayos preliminares para la puesta a punto de la determinación de la CIM
	5.4.3.1. Ensayo 1: Detección preliminar del efecto antimicrobiano de nanoesferas de plata
	5.4.3.2. Ensayo 2: Detección de presencia de peróxido residual en nanoprismas de Ag
	A: Ensayo sobre cepas bacterianas con nanoprismas
	B: Ensayo sobre cepas bacterianas con blanco de nanoprismas al 0,16%
	C: Ensayo sobre cepas bacterianas con H2O2 control al 3%
	Figura 14: Proceso de reducción del peróxido de hidrógeno sobre células procariotas y liberación de oxígeno en presencia de la enzima catalasa para E. coli y S. aureus. (Para ambas cepas se obtuvieron resultados similares)
	Al no observarse desprendimiento de burbujas en la placa de TSA luego de aplicar el tratamiento de nanoprismas sobre las colonias bacterianas de E. coli y S. aureus (Fig. 14 A) pudo concluirse que no existía peróxido residual en la suspensión. Con lo ...
	Teniendo en cuenta la formación de burbujas sobre las placas de agar TSA pudo establecerse que en el blanco de los nanoprismas se encontraba presente el peróxido de hidrógeno (Fig.14 B) al igual que en el control positivo, aunque este último haya pres...
	5.4.3.3. Ensayo 3: Puesta a punto en la determinación de la CIM con nanoesferas de Ag de diferente concentración
	En este ensayo no fue posible verificar la inhibición de crecimiento bacteriano con nanoesferas de Ag de 13,48 ppm (mg Ag/l) tanto para E. coli como para S. aureus, ya que se observó turbidez en todos los tubos ensayados con mayores ((107 células) y m...
	En las tablas I y II se muestran las comparaciones efectuadas con los tratamientos de nanopartículas esféricas de plata de concentración 114,22 ppm y 26,29 ppm para las reducidas con citrato y borohidruro respectivamente, con sus respectivos blancos, ...
	.
	Luego de evaluar el efecto inhibitorio de las nanoesferas con las diluciones efectuadas en torno a las nanopartículas con mayor concentración de Ag e incubadas con cargas bacterianas de (106 células, se logró que únicamente la cepa bacteriana de E. co...
	Se demostró también que S. aureus presentó una resistencia superior a E. coli frente a las diluciones efectuadas con las nanoesferas de citrato de 114,22 ppm y las nanoesferas de borohidruro de 26,96 ppm, ya que en todos los tubos se observó crecimien...
	Conclusión de la puesta a punto
	Luego del último experimento de la puesta a punto, se pudo arribar a la conclusión de que las concentraciones de Ag con las que se debe trabajar en la síntesis de nanopartículas y su estudio como agentes inhibidores debían superar a los 13,48 ppm de A...
	5.4.4. Ensayos microbiológicos con nanoesferas de Ag
	5.4.4.1 Determinación de la CIM en nanoesferas de Ag recién sintetizadas
	En las tablas III y IV se encuentran expresados los resultados correspondientes a la CIM de las diluciones 1/2, 1/4,1/10,1/20,1/40,1/100 de las nanoesferas reducidas con citrato de 114,22 ppm y de las nanoesferas reducidas con borohidruro de 26,29 ppm...
	TABLA III: Efecto inhibitorio de las nanoesferas de Ag estabilizadas con citrato y BH4 en diluciones 1/2, 1/4,1/10,1/20,1/40,1/100, en contraste con el blanco de nitrato de plata, blanco de citrato y blanco de BH4 sobre las cepas bacterianas
	S. aureus y E. coli.
	TABLA IV: Ensayos efectuados con los blancos de citrato y blanco de nitrato de plata en diluciones 1/2, 1/4, 1/10, 1/20, 1/40, 1/100 sobre las cepas bacterianas
	S. aureus y E. coli.
	Con estos ensayos se determinó que la CIM de las nanoesferas estabilizadas con citrato recién sintetizadas, con las cargas bacterianas de (102 células en S. aureus fue de 28,55 ppm (mg Ag/l) mientras que en E. coli la CIM resultó de 11,42 ppm (mg Ag/l...
	Se pudo establecer por consiguiente que las nanopartículas reducidas con borohidruro presentaron una acción inhibitoria a menores concentraciones que las nanoesferas de citrato en ambas cepas y con aún menor CIM en las bacterias (Gram -) E. coli.
	Estos resultados se asemejan a los reportados por Kim y colaboradores (Kim et al. 2007) quienes indicaron que las bacterias (Gram +) como S. aureus resultan ser más resistentes a las nanopartículas de plata en comparación con bacterias Gram – como E. ...
	Finalmente, en este estudio se observó que el blanco con AgNO3 actuó con una concentración menor de 5,7 ppm (mg de Ag/l) en la dilución 1/20 (Tabla IV) en ambas cepas bacterianas, lo cual podría indicar que el nitrato de plata presenta una inhibición ...
	5.4.4.2. Determinación de la CIM en nanoesferas envejecidas
	En las tablas V y VI se muestran los resultados correspondientes a las CIM de las diluciones 1/4 y 1/10 de las nanoesferas reducidas con citrato de 114,22 ppm y de las nanoesferas reducidas con borohidruro de 26,29 ppm luego de transcurrido un año, en...
	TABLA V: Efecto inhibitorio de las nanoesferas de Ag recubiertas con citrato y borohidruro luego de transcurrido 1 año, en la dilución 1/4 y 1/10, sobre las cepas bacterianas E. coli y S. aureus.
	TABLA VI: Efecto comparativo entre el blanco de citrato de sodio y AgNO3, con diluciones 1/10 y 1/4 sobre E. coli y S. aureus.
	Se observó luego de transcurrido un año que las nanopartículas estabilizadas con citrato inhibieron a E. coli con 28.55 ppm (mg de Ag/l), pero dejaron de inhibir el crecimiento de S. aureus,  y que las nanopartículas esféricas de Ag reducidas con boro...
	Las CIM a las que se arribaron con las nanoesferas recubiertas con borohidruro y con las nanoesferas recubiertas con citrato, determinaron solo una CIM con efecto bacteriotático en E. coli y S. aureus, ya que se observó que luego de sembrar esos tubos...
	Para el tratamiento con AgNO3, luego de sembrar los tubos con inhibición (Tabla VII) en placas de agar TSA, se pudo concluir que la CIM correspondiente a 11,42 ppm cumplía además con un efecto bactericida en S. aureus ya que en dicha concentración no ...
	5.4.4.3. Ensayo de difusión en agar en nanoesferas de Ag
	En la Figura 15 se muestan las fotografías correspondientes a los ensayos de difusión realizados en placas de Agar TSA, con un césped bacteriano sembrado en la superficie del medio, y los tratamientos evaluados sobre el mismo.
	Figura 15: Placas de agar TSA sembradas con 100 µl del inóculo de cepa bacteriana. A y B se corresponden a las placas sembradas con las nanoesferas reducidas con borohidruro; C y D corresponden a las placas sembradas con nanoesferas reducidas con citr...
	En todas las placas sembradas, el control negativo de agua destilada no generó ningún halo, mientras que el control positivo de peróxido de hidrógeno al 3% determinó un halo alrededor de cada orificio, logrando inhibir tanto a S. aureus como a E. coli...
	Al no observarse halos alrededor de los tratamientos en ninguna placa, se pudo concluir que las concentraciones de Ag empleadas correspondientes a 114,22 ppm para las nanoesferas recubiertas con citrato y 26,96 ppm para las nanoesferas recubiertas con...
	Para los nanoprismas de Ag se obtuvo una CIM de 7 ppm (mg Ag/l) para S. aureus, mientras que para E. coli la CIM resultó ser de 14 ppm (mg Ag/l). No obstante, según estos resultados el efecto inhibitorio de los nanoprismas es mayor sobre las bacterias...
	Luego de sembrar las placas con agar TSA a partir de los tubos en los que se observó una concentración inhibitoria mínima con los nanoprismas, se pudo concluir que la CIM correspondiente a 14 ppm para E. coli cumplen con un efecto bacteriostático ya ...
	Se pudo observar también que el blanco de AgNO3 presentó una CIM menor sobre bacterias del género Staphylococcus siendo la misma de 7 ppm (mg Ag/l), mientras que para E. coli la CIM del AgNO3 resultó ser de 14 ppm (mg Ag/l).  Al sembrar las placas a p...
	En este ensayo, no se logró una concentración inhibitoria bactericida para la cepa de E. coli con el blanco de Ag NO3, ni con los nanoprismas de Ag.
	Con estos resultados se pudo observar que las nanopartículas de plata en forma triangular de aproximadamente 40 nm de lado (Fig. 11) demostraron una mayor actividad antibacteriana que las nanopartículas esféricas ya que se logró una concentración míni...
	Se comprobó también que la cantidad de peróxido ensayada de 0,16% dentro del blanco de los nanoprismas inhibió el crecimiento de ambas cepas, en todas sus diluciones.
	Los resultados obenidos en cuanto a los nanoprismas resultaron similares a los reportados por Pal et al y Dong et al (2007; 2012), quienes describieron una mayor actividad antibacteriana de las nanopartículas triangulares de plata en comparación con l...
	5.4.5.2. Ensayo de difusión en agar con nanoprismas de Ag
	A: Placa sembrada con E. coli
	B: Placa sembrada con S. aureus
	Figura 16: Ensayo de difusión en agar, comparación de halos de inhibición para E. coli y S. aureus, entre las nanoprismas de Ag, y blancos de AgNO3 y blanco de nanoprismas, contrastados con un control – (H2O) y un control positivo de peróxido de hidró...
	Se observó en el ensayo de difusión radial en agar de TSA que los nanoprismas de Ag de 140 ppm (mg Ag/l) ensayados sobre E. coli y S. aureus no generaron halos de inhibición, con lo cual las nanoprismas en esas concentraciones no lograron inhibir las ...
	Se logró visualizar únicamente un halo de inhibición del crecimiento bacteriano en torno al blanco de los nanoprismas y al control positivo con peróxido de hidrógeno.
	Pudo concluirse también que la formación de un halo menor en torno al blanco de los nanoprismas se debió a la efectiva presencia de peróxido en esta última solución. La catalasa u otras peroxidasas presentes en E. coli y S. aureus posiblemente aumenta...
	5.4.6. Pruebas estadísticas con nanopartículas de Ag
	Para proceder con los análisis estadísticos, se plantearon inicialmente las siguientes hipótesis:
	H0: Las concentraciones inhibitorias mínimas de nanopartículas de Ag y de los iones metálicos sobre cada cepa ensayada son las mismas.
	H1: Alguna concentración inhibitoria mínima de los tratamientos evaluados es diferente.
	Mediante el análisis de las medidas resumen para las CIM (ppm) de los tratamientos de nanopartículas de Ag esféricas y nanoprismas de Ag en contraste con el AgNO3, se observó que en muchos de los experimentos tanto para S. aureus como E. coli, los coe...
	Para la tendencia central mediante el gráfico de box-plot (Fig. 17 y 18), se pudo concluir que las concentraciones inhibitorias para los tratamientos sobre E. coli y S. aureus no presentan una distribución simétrica. Las CIM correspondientes a las nan...
	Figura 19: Gráfico de Q-Q Plot para E. coli.
	Figura 20: Gráfico de Q-Q Plot para S. aureus.
	Para realizar el análisis cuantitativo de la normalidad de Shapiro Wilks se plantearon las siguientes hipótesis para ambas cepas poblacionales (E. coli y S. aureus):
	H0: Las variables se comportan normalmente.
	H1: Las variables no se comportan normalmente.
	Por otro lado, para analizar el supuesto de la homocedasticidad se efectuaron dos hipótesis correspondientes a la prueba de Levene:
	H0: Las varianzas de los tratamientos en E. coli y S. aureus son iguales.
	(2 (Np cit) = (2 (Np BH4) = (2 (Nanoprismas)=(2 AgNO3
	H1: Alguna varianza de los tratamientos en E. coli y S. aureus difiere del resto.
	Alguna (2 i  ( (2
	En la prueba de Shapiro Wilks, tanto en E. coli (Tabla XIII) como en S. aureus (Tabla XII), se obtuvieron valores menores al nivel de significación ( (0,05) para algunos de los tratamientos  y se comprobó también mediante los gráficos de dispersión pa...
	Luego de evaluar los supuestos de normalidad y homocedasticidad se decidió que las pruebas estadísticas que se debían efectuar en ambas cepas eran no paramétricas. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis elegida, las hipótesis planteadas tanto para E. co...
	H0: Las poblaciones no difieren en su tendencia central. (Me(np cit) = Me(np BH4)= Me(npr)= Me(AgNO3))
	H1: Al menos una de las poblaciones difiere del resto en su tendencia central. (Alguna Mei es ()
	Los resultados obtenidos para esta prueba se muestran en las Tablas XIV y XV.
	Los p-valor obtenidos para ambas cepas fueron menores al nivel de significación ( con un pv < a 0,0009 en S. aureus y un pv < a 0,0027 en E. coli, y en consecuencia se rechazó H0 planteada al inicio del análisis estadístico. Por ende, existe evidencia...
	Al observar las comparaciones entre ambas cepas, los resultados referentes a S. aureus demostraron que existen diferencias significativas entre las CIM de los nanoprismas y las nanoesferas reducidas con citrato, pero no existe una diferencia significa...
	Por último, para las CIM que resultaron ser bactericidas en S. aureus con el tratamiento de los nanoprismas en contraste con el tratamiento de nitrato de plata, no demostraron diferencias significativas (p-valor =  0,65). Por lo tanto, se podría infer...
	5.5. Síntesis de nanopartículas de cobre
	5.5. Síntesis de nanopartículas de cobre
	5.5.1. Nanopartículas de Cu estabilizadas con ácido ascórbico
	Inicialmente, con el agregado de la solución de ácido ascórbico, no se observó ningún cambio de color. Pero con el transcurso del tiempo, se pudo observar un leve tono rosado en la solución (Fig. 25). No se obtuvieron nanopartículas, ya que las partíc...
	Figura 25: Síntesis de nanopartículas de Cobre, reducidas con ácido ascórbico
	Se decidió intentar este método nuevamente, pero incrementando la concentración tanto de cobre como de ácido ascórbico en un orden de diez.
	5.5.2. Concentración de nanopartículas de Cu estabilizadas con ácido ascórbico
	Inicialmente se obtuvo una solución blanca, lo cual se correspondía con la descripción detallada en el artículo científico utilizado como referencia (Umer et al, 2014). Luego, como se puede observar en la primera imagen de la Figura 26, la solución vi...
	Figura 26: Variación del color de la solución de nanopartículas de Cobre reducidas con ácido ascórbico, en el lapso de 2 horas.
	Se midió a continuación, el espectro de absorción de la solución amarilla para determinar si había material metálico nanométrico. Se lo dejó incubando por un tiempo mayor, observando en 4 horas un color beige oscuro, con un precipitado de color blanco...
	5.5.2.1. Resultados por espectrofotometría
	Figura 27: Espectro de absorción UV-visible para las nanopartículas de Cu estabilizadas con ácido ascórbico.
	Al realizar la síntesis de nanopartículas de Cu reducidas con ácido ascórbico, se esperaba un pico correspondiente al nanomaterial metálico con máximo entre 400 y 600 nm, relacionado con el color naranja claro de la solución. Como se puede observar en...
	5.5.3. Síntesis de nanopartículas de Cu estabilizadas con NaBH4
	Con el agregado de cada gota de la solución de borohidruro, se observó un claro cambio de color de la solución de cloruro de cobre, que inicialmente era celeste translúcida. La solución fue virando a un tono amarillento y luego a un color más anaranja...
	Figura 28: Evolución de la síntesis de nanopartículas de Cobre reducidas con borohidruro.
	Probablemente ocurrió una agregación de las partículas por el exceso de borohidruro, el cual constituía seis veces la concentración final de cobre. Por lo tanto, se procedió a realizar la misma síntesis pero con diferentes proporciones de los agentes ...
	Se analizó primeramente la solución con menor concentración de borohidruro siendo la misma de 801,23 ppm (mg NaBH4/l). Se obtuvo un color gris oscuro verdoso, con partículas de gran tamaño (visibles a simple vista), similares a las de la reducción con...
	5.5.4. Síntesis de nanopartículas de Cobre estabilizadas con citrato
	Se observó una solución de color celeste, con lo cual indicaría que existe asociación del cobre con los grupos carboxílicos del citrato (Fig. 29). Es decir, el cobre metálico no logró ser reducido mediante esta síntesis, por lo tanto puede decirse que...
	Figura 29: síntesis de nanopartículas de Cu, estabilizadas con citrato.
	Para la síntesis de nanopartículas de cobre, se concluyó que mediante la reducción de 67,28 ppm (mg de Cu/L) en agua, utilizando agentes precursores como el ácido ascórbico, el borohidruro y el citrato de sodio en diversas concentraciones, no es posib...
	Por otro lado, las síntesis acuosas en las cuales se utilizaron borohidruro y citrato como agentes reductores resultaron ser rápidas, con NaBH4 por un lado, se logró un viraje por diversas coloraciones de los tonos esperados (desde beige a marrón oscu...
	6. Conclusiones
	El efecto bactericida observado con el tratamiento de nanoprismas de Ag sobre la cepa de S. aureus, confirma la hipótesis planteada al inicio del trabajo, por lo que se estableció que la forma de dichas nanopartículas podría estar generando una disrup...
	Finalmente, la causa por la que no se obtuvieron los resultados esperados con la síntesis para la reducción de cobre metálico fue debido a que los reactivos necesarios para obtener dichas nanopartículas no resultaban compatibles con los ensayos microb...
	Teniendo en cuenta estos resultados, se sugiere realizar más experimentos para explorar a fondo la relación forma y tamaño dependientes de la actividad biocida de nanopartículas de Ag, debido a que el papel de las áreas superficiales efectivas de dife...
	Por último, se espera que este estudio sobre la eficacia bactericida variando el tamaño y forma de nanopartículas facilite un nuevo paradigma para considerar el verdadero papel de las nanopartículas de Ag y Cu como agentes antimicrobianos en diversas ...
	A continuación listamos algunas posibiles estrategias para futuros experimentos que permitirán mejorar o complementar los resultados obtenidos:
	- Estudiar más detalladamente las formas y tamaños de las nanopartículas, mediante medidas de microscopía electrónica de transmisión (TEM).
	- Generar un medio alternativo que sea compatible con las cepas bacterianas y en el que pueda adicionarse PEG u otros compuestos para lograr llevar a cabo la síntesis de nanopartículas de Cu estables.
	- Comparar la liberación tanto de iones de Ag+ y Cu2+ de las nanopartículas en agua y medio de cultivo, de manera de determinar si esta liberación puede ser la causa de la toxicidad de las Nps.
	- Obtener un perfil de crecimiento del cultivo batch en presencia de las distintas concentraciones de las nanopartículas de plata/cobre para E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923.
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