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RESUMEN

En este trabajo, se sintetizaron nanoparticulas de CaO mediante el método
de precipitacion y se evaluaron sus propiedades antibacterianas. Las
nanoparticulas obtenidas se caracterizaron usando las técnicas. DRX que mostro
los picos de difraccion 26 = 32.1°, 37.5°, 54.2°,64.7°, y 67.5, correspondientes a la
fase CaO, con estructura cubica simple y con una pureza de 97.5%. El analisis EDS
determind valores de porcentaje en peso: carbono  10.32%, calcio
52.84% y oxigeno 36.83%. El analisis por AFM revel6 un tamafio de particula
promedio de 68-78 nm. En el analisis FTIR se identificd la banda caracteristica en
505 cm™ que corresponde a la vibracion de tensién del enlace Ca-0. Se utilizé la
técnica de microdiluciéon en caldo para evaluar la efectividad de las nanoparticulas
contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Se variaron las concentraciones
de CaO en cada pozo de la placa de Elisa para determinar la concentracion minima
inhibitoria. Las nanoparticulas de CaO mostraron variaciones en la MIC en
diferentes cepas: S. aureus ATCC 25923 y ATCC BAA977+ fueron de 6.00 y 5.33
mg/ml respectivamente, y para E. coli ATCC 8739EAy ATCC 25922 fueron de 4.00
y 2.66 mg/ml respectivamente, indicando un 100% de mortalidad bacteriana. Las
nanoparticulas de CaO presentan buenas propiedades antibacterial, lo que sugiere
su potencial en el desarrollo de nuevos materiales antibacterianos, destacando su
eficacia y sostenibilidad como una alternativa prometedora a los métodos

convencionales de control bacteriano.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas han revolucionado diversas industrias, incluyendo la
tecnologia, agricultura, alimentos y salud. Entre ellas las nanoparticulas de éxido de
calcio (CaO) que son alcalinas y regulan varios procesos industriales. Sus
propiedades estructurales y opticas unicas dependen de su composicién quimica y
tratamiento térmico, los cuales son factores que determinan su efectividad. Y estas
nanoparticulas tienen aplicacion en areas como la electronica, optica, tratamientos
de agua y como agente antibacterial (Angela M, 2016).

Este ultimo punto es importante, porque esta caracteristica justifica su
investigacion y sintesis adecuada, gracias a la capacidad para inhibir el crecimiento
de microorganismos patégenos. Ya que las bacterias presentes en alimentos
contaminados, aguas y el cuerpo humano, como E. coliy S. aureus pueden causar
enfermedades estomacales e infecciones (Poole, C. P., 2022).

A partir de los diversos métodos de sintesis, esta la técnica de precipitacion
que es muy funcional debido a su capacidad para controlar el tamano de las
nanoparticulas el cual es crucial, ya que las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoparticulas, como su reactividad y estabilidad, dependen en gran medida de su
tamafno.

Y para caracterizar la morfologia y microestructura de las nanoparticulas se
utilizan diversas técnicas como: difraccién de Rayos X (DRX), espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), microscopia de fuerza atémica (AFM), espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y ultravioleta-visible (UV/VIS). Estas
técnicas permiten una evaluacién detallada de la capacidad antibacteriana y su
potencial aplicacion en diversos campos (Oporto Velasco, L. A. 2016).

Para la evaluacion de su efectividad frente a las bacterias S. aureus y E. coli,
se emplea la microdilucion en caldo, donde se cultivan las bacterias en presencia
de diferentes concentraciones de las nanoparticulas de CaO y se mide la reduccion
e inhibicion del crecimiento bacteriano.

Entonces es esencial buscar nuevas alternativas para combatir las bacterias

de manera eficaz y sostenible (Canata, M. et al., 2016).

X
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OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de oxido de calcio y evaluar su efecto
antibacterial en Staphylococcus aureus y Escherichia coli por la técnica de

microdilucion.

OBJETIVOS PARTICULARES

° Sintetizar nanoparticulas de Oxido de calcio por el

método de precipitacion.

° Evaluar la actividad antibacterial de nanoparticulas de
oxido de calcio contra S. aureus y E. coli por la técnica microdiluciéon y

determinar la concentracién minima inhibitoria.

o Realizar un andlisis comparativo de la eficacia
antibacterial de las nanoparticulas de oOxido de calcio con agentes

antibacterianos convencionales.

o Caracterizar morfologia y microestructura de las
nanoparticulas por las técnicas; Difraccion de Rayos X (DRX),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), microscopia de fuerza atébmica
(AFM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y
ultravioleta-visible (UV/VIS).

Xl
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Nanomateriales.

Desde hace millones de anos, los humanos han utilizado diversos materiales.
En inicios de la civilizacion, emplearon huesos, barro y madera para cazar. Con el
tiempo, surgieron y desarrollaron nuevas aplicaciones para los materiales. La edad
de piedra, la edad de los metales (cobre y bronce), y la edad del hierro representaron
miles de afos de exploracion y tratamiento de los materiales. Sin embargo, el mayor
avance tecnoldgico trascendental se dio en la era del silicio. A partir de los afios 80,
el estudio nanométrico se expandid con el desarrollo de instrumental especializado
para caracterizar la materia, lo que condujo a la aceptacién de la mecanica cuantica,
fundamental en la nanociencia (Alvarez L, 2020).

La nanotecnologia se ocupa de las diversas formas y estructuras de los
materiales a nivel nano (1a100nm). Estos materiales pueden ser
nanoestructurados, lo que implica que se pueden obtener nuevas aplicaciones o
aplicaciones innovadoras con materiales ya existentes, sin embargo, también es
posible que las nanoparticulas sean mayores de 100 nm y aun asi presenten
propiedades utiles manteniendo sus propiedades dependiendo de la aplicacion
especifica y las propiedades deseadas. (Wang, Zhao., 2021).

En la figura | — 1 se presentan diversas ilustraciones que muestran areas en
las que las nanoparticulas tienen una gran relevancia en la actualidad, como la
medicina, la electronica y la energia. Estas aplicaciones incluyen el uso de
nanoparticulas en tratamientos médicos avanzados, dispositivos electrénicos mas
eficientes y fuentes de energia renovable. Esto subraya la importancia de su estudio

adecuado para seguir innovando y mejorando estas tecnologias.

1|Pdgina



Figura | — 1 Las principales areas de estudio de la nanotecnologia y sus aplicaciones.
Applications of Nanotechnology In Different Sectors - Leverage Edu. 2022.

El disefio a nanoescala de la estructura y la quimica de los materiales de los
electrodos, puede abrir la puerta al desarrollo de una nueva generacién de
dispositivos que se aproximen al limite tedrico del almacenamiento electroquimico.
Estos dispositivos podrian suministrar energia eléctrica de manera rapida y
eficiente, como en el caso de los supercondensadores (Gogotsi, Y. 2014).

Existe un concepto el cual es, “funcionalizaciéon de particulas” el cual se
define como la adicién quimica de grupos funcionales solamente en su superficie,
donde el fin es una modificacion superficial, permitiendo una autoorganizacion y
haciéndolas compatibles. El objetivo es cubrir la superficie de la molécula que posea
la funcionalidad adecuada y necesaria para la aplicacién disefiada. Para las amplias
aplicaciones que se encuentran en las nanoparticulas, estas deben funcionalizar
para adherirse con entidades bioldgicas (Subbiah et al., 2010).

Aunque recientemente, existen nanoparticulas multifuncionales donde han
recibido una gran atencion, debido a sus ventajas para aplicaciones. Las
nanoparticulas multifuncionales tienen propiedades fisicoquimicas individuales y
pueden complementar ciertas limitaciones que existen en aplicaciones
convencionales que utilizan las nanoparticulas individuales (Malik, S., 2023).

Aplicaciones de la nanotecnologia han permitido el desarrollo de biosensores
altamente sensibles donde pueden detectar niveles bajos de fluidos corporales
como en la sangre, facilitando una deteccion temprana de enfermedades como el

cancer de mama (Wang, Y., 2021).

2|Pagina
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Se ve reflejado en el gran impacto que se encuentra en el area médica al
poder obtener una mejora del contraste de imagenes biomédicas para la deteccion
temprana y diagndstico de enfermedades al mejorar las tecnologias clinicamente
relevantes existentes como las imagenes por resonancia magnética (MRI),
tomografia computarizada (CT) y la tomografia por emision de positrones (PET),

haciéndolos mas sensibles, precisos y especificos (Singh, A. 2022).

1.2 Actividad antibacterial de nanomateriales.

Las bacterias son microorganismos que siempre estan presentes en nuestra
vida cotidiana. La mayoria no representan un peligro; al contrario, son beneficiosas
para las personas y el ecosistema. Las bacterias son esenciales para la
preservacion de la vida. En los humanos, pueden protegernos de enfermedades al
competir con organismos infecciosos que intentan invadir el cuerpo, ayudar a sanar
heridas, digerir alimentos, aportar vitaminas y fermentar alimentos saludables. Sin
embargo, existe un grupo de bacterias consideradas patdgenas (capaces de causar
enfermedades). De manera similar, algunos virus y hongos pueden causar dafnos
en humanos, plantas y animales. Por tanto, la nanotecnologia busca soluciones
para combatir eficientemente los microorganismos patégenos, ya que las bacterias
son cada vez mas resistentes a los antibiéticos.

Algunas variantes genéticas de la bacteria E. coli pueden causar
enfermedades estomacales, insuficiencia renal e incluso la muerte. Asimismo, las
infecciones por S. aureus pueden dafar la piel, huesos y causar neumonia, entre
otros problemas.

Las nanoparticulas metalicas han demostrado ser una alternativa altamente
eficiente para controlar estos microorganismos, ya que pueden penetrar las paredes
celulares de las bacterias y causar su muerte (Santos et al., 2005).

1.2.1 Nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son altamente valoradas por sus
propiedades antimicrobianas. Estas nanoparticulas son capaces de combatir una
amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus. La accion
antimicrobiana de las AgNPs se debe principalmente a la liberacion de iones de
plata, que son téxicos para los microorganismos.

3|Pagina
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Estos iones pueden interactuar con las membranas celulares de los
patdgenos, causando dafos estructurales y funcionales que llevan a la muerte
celular. Ademas, los iones de plata pueden penetrar en las células microbianas y
alterar procesos vitales como la replicacién del ADN vy la sintesis de proteinas.
Como ejemplo, en la figura | — 2 se puede observar la estructura de
nanoparticulas de plata obtenidas mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). Estas nanoparticulas presentan una morfologia uniforme y un tamafo
controlado, lo que las hace ideales para aplicaciones en campos como la
biomedicina, la electronica y la catdlisis. El andlisis detallado de su estructura
permite optimizar sus propiedades y mejorar su rendimiento en diversas

aplicaciones tecnoldgicas (Xu et al., 2020).

Figura | — 2 Nanoparticulas de plata, imagen obtenida mediante la técnica SEM.
Silver nanoparticles: Synthesis, medical 2020.

Un estudio reporté que las AgNPs mostraron una fuerte actividad
antibacteriana contra las bacterias E. coli y S. aureus, utilizando 15 mL de medio
previamente inoculado con una suspension bacteriana de 10° unidades formadoras
de colonias (CFU), con perforaciones de 10 mm de diametro y 100 uL de la solucién
de nanoparticulas (Del Rocio Coutifio et al., 2017).

En lafigura 1 — 3 podemos observar la representacion esquematica del efecto
antibacterial de las nanoparticulas de plata en las membranas, mitocondrias,
organelos celulares, el ADN nuclear, asi como en la producciéon de especies

reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Hurtado et al., 2022).

4|Pagina



0°o,\
Igunnleria en Materiales

Membrana celular

Ruptura
de la membrana
celular

Modificacion
en el ADN
~

Sk
L [
o
< - b
LS8 SR SN
p-& ¢
¥

<

3 a4 d .
.
Especie reactiva \ r
e-

e J

Transporte de electrones
interrumpido
Figura 1 — 3 Efecto antibacterial de nanoparticulas de plata en membranas celulares.

Liberacion de
oines metalicos

"Potencial de la nanotecnologia en la agricultura,” por R. Lira Saldivar et al., 2018.

En el area del almacenamiento de energia, se ha vuelto crucial para el
desarrollo mas eficiente en diversas escalas, desde parques solares y edlicos hasta
dispositivos electronicos portatiles que requieren una alta densidad de energia y un
ciclo de vida prolongado. Esto impulsa la busqueda de nuevas soluciones para el
almacenamiento de energia eléctrica.

1.2.2 Nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas de oro son conocidas por su facilidad de sintesis,
procedimientos de funcionalizacién sencillos usando moléculas terapéuticas, y su
buena biocompatibilidad. Por ello, las nanoparticulas de Au se utilizan en estudios
inmunoquimicos para la identificacion de interacciones de proteinas y como
trazador de laboratorio en huellas dactilares para detectar la presencia de ADN en
una muestra.

Estan teniendo un papel importante para la deteccion de antibidticos
aminoglucosidos como estreptomicina, gentamicina y neomicina. Las
nanoparticulas de oro se utilizan para detectar células madre cancerigenas, siendo
asi beneficioso para su diagnéstico, asi como para la identificacion de diferentes
clases de bacterias (Hasan, 2015). También se incorporan en recubrimientos para
superficies médicas y dispositivos, como catéteres y proétesis, para prevenir

infecciones bacterianas1. Estos recubrimientos pueden inhibir el crecimiento de
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"bacterias y hongos, reduciendo el riesgo de infecciones nosocomiales. (Hasan,

2015. Seguramente, su caracteristica mas atractiva sea la posibilidad de
convertilas en un método de transporte para la penetracion de la barrera
hematoencefalica (BHE), cuya relevancia se extiende mas alla del transporte de
farmacos para incluir otras aplicaciones medicinales, como la imagen, la
radioterapia de tumores y la terapia fototermal (Sela et al., 2015, & Chan, J. M.
2015).

1.2.3 Nanoparticulas de 6xido de zinc.

Las nanoparticulas de Oxido de Zinc son ampliamente empleadas en
aplicaciones odontologicas debido a su versatilidad. Sus propiedades Opticas,
magnéticas, morfoldgicas, eléctricas, cataliticas, mecanicas y fotoquimicas pueden
ser modificadas mediante ajustes en su tamafo, dopaje con compuestos
complementarios o ajustes en el proceso de sintesis. A medida que el tamafo de
las particulas disminuye, sus caracteristicas deseables se ven mejoradas (Baek et
al., 2012).

Las ZnO-NPs pueden generar ROS, como peroxido de hidrogeno (H,0;) y
radicales hidroxilos (OH-), que dafian componentes celulares esenciales como
lipidos, proteinas y ADN, estas nanoparticulas pueden liberar iones de zinc, que
interactuan con las biomoléculas dentro de las células bacterianas, interrumpiendo
sus funciones vitales ya que pueden adherirse a la superficie de las bacterias,
causando daio directo a la membrana celular y alterando su integridad.

Estos mecanismos combinados resultan en la inhibicion del crecimiento
bacteriano y la muerte de las células microbianas. Por ejemplo, se ha demostrado
que las ZnO-NPs son efectivas contra bacterias como Escherichia coli y Listeria
monocytogenes. (Espejo, 2019)

El uso de estos agentes ofrece ventajas significativas, ya que su potencial
antimicrobiano resulta altamente eficaz incluso contra cepas resistentes de
patégenos microbianos. En la figura | — 4 como ejemplo, se observa la morfologia

de estas nanoparticulas.
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Figura | — 4 Nanoparticulas de 6xido de zinc, imagen obtenida mediante la técnica SEM.
B., Moreno-Arribas, M.V. 2016.

1.2.4 Aplicacién de las nanoparticulas en diferentes areas industriales.

Las nanoparticulas se utilizan como una alternativa para enfrentar los
desafios actuales y desarrollar productos que satisfagan las necesidades humanas,
al mismo tiempo que protegen el medio ambiente. Por ejemplo, es necesario que
las industrias produzcan cada vez mas energias limpias. También se requieren
estrategias para evitar el desperdicio de alimentos a nivel mundial, mejorar la
calidad de las telas, cosméticos, refacciones de automaviles y la calidad del agua,
entre otros (Hurtado et al., 2022).

1.2.4.1 Nanoparticulas en aplicaciones médicas.

La nanomedicina se define como la aplicaciéon de la nanotecnologia en el
ambito médico con el objetivo de detectar, prevenir, curar o tratar diversas
enfermedades. Gracias a su tamafo, las nanoparticulas pueden penetrar los tejidos
y viajar por el torrente sanguineo, llevando farmacos a lugares especificos para
tratamientos tumorales. El uso de nanoparticulas en medicina podria reducir la
mortalidad y aumentar la esperanza de vida en pacientes con enfermedades
terminales (Carbajal-De-La-Fuente & Yadén, 2013).

1.2.4.2 Aplicaciones de las nanoparticulas en la agroindustria.

Las nanoparticulas desempefan un papel crucial en la produccion,
industrializacion y comercializacion de productos agroalimentarios. Las
nanoparticulas de 6xido de cobre y magnetita (Fe;0,) se utilizan como fertilizantes
para mejorar los cultivos y como una estrategia sostenible frente al crecimiento de
la poblacion mundial, la escasez de fuentes de energia y la reduccion de la tierra
cultivable. Estas nanoparticulas facilitan una mejor absorcion de nutrientes por parte

de las plantas, lo que se traduce en una mayor produccion y calidad de las
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;f?r-t:osechas. Ademas, las nanoparticulas de 6xidos metalicos se emplean en envases

alimentarios seguros, activos e inteligentes, con el objetivo de preservar la calidad
de los alimentos, aumentar la eficacia antimicrobiana y evitar su deterioro (A.
Bahrami, et al., 2019; Nikolic et al., 2021).

Los envases activos e inteligentes, que contienen nanoparticulas con
actividad antimicrobiana intrinseca, pueden eliminar oxigeno y etileno, bloquear los
rayos UV y extender la vida util del producto. Estas particulas afadidas al material
de envasado interactuan directamente con los alimentos, protegiéndolos de
bacterias dafiinas, hongos y virus, y manteniéndolos frescos durante mas tiempo.
Segun la organizacion de las naciones unidas para la agricultura y la alimentacion
(FAO), casi 1,300 millones de toneladas de alimentos se desperdician cada afio en
todo el mundo, desde la produccién hasta los hogares de los consumidores. Por
tanto, la nanotecnologia aplicada en la industria busca minimizar este desperdicio y
los danos asociados, como las emisiones de gases de efecto invernadero, la
contaminacién y el tratamiento de residuos (Haydar et al., 2021; Wang et al., 2019).

1.3 Nanoparticulas de 6xido de calcio.

El 6xido de calcio (CaO), conocido comunmente como cal viva, tiene una
estructura cristalina cubica, donde cada ion de calcio (Ca?*) esta rodeado por seis
iones de oxigeno (O?7), formando un arreglo octaédrico. Este compuesto es idnico,
lo que significa que no presenta hibridacion de orbitales como en los enlaces
covalentes. Su composicidén quimica en peso es de 71.48% de calcio y 28.51% de
oxigeno, con un punto de fusion de 2572°C y un punto de ebullicion de 2850°C
(Escalante, W. 2021; Juana Robles, 2011).

En cuanto a sus propiedades fisicas, el 6xido de calcio es un sdlido blanco
cristalino e inodoro. Tiene una densidad de 3.34 g/cm® y un peso molecular de
55.958 g/mol. Ademas, es termoluminiscente, lo que significa que puede emitir una
intensa luz blanca cuando se calienta a altas temperaturas, una propiedad conocida
como "luz de calcio".

El 6xido de calcio es un material duro y quebradizo, con una alta afinidad por
el agua. Reacciona vigorosamente con el agua para formar hidroxido de calcio

Ca(OH), en una reaccién exotérmica que libera calor (Connor, 2023).
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1.3.1 Métodos de sintesis de nanoparticulas de 6xido de calcio.

La sintesis de nanoparticulas es crucial debido a su impacto en diversas
areas. Permite controlar el tamano, la forma y la composicion de las particulas,
influyendo en sus propiedades fisicas, quimicas y Opticas. Ademas, adaptar las
nanoparticulas a aplicaciones especificas es esencial, como en catalisis, electronica
0 sensado quimico y bioldgico. La sintesis quimica es escalable y mas rapida,
facilitando la fabricacion a gran escala y a bajo costo (Salcedo et al., 2018).

1.3.1.1 Reduccién quimica.

Se agrega un agente reductor a la solucién. Este agente reduce los iones
metalicos, formando nucleos de nanoparticulas.

La reduccién fotoquimica (fotdlisis) y la radidlisis quimica difieren en el nivel
de energia utilizado. La sintesis fotoquimica se caracteriza por energias por debajo
de 60 eV, mientras que la radidlisis utiliza energias de 103-104 eV. Los métodos de
reduccion fotoquimica y radioquimica presentan ventajas sobre el método de
reduccion quimica. Debido a la ausencia de impurezas formadas cuando se utilizan
reductores quimicos, estos métodos producen nanoparticulas de alta pureza.
Ademas, la reduccion fotoquimica y radioquimica permiten la produccién de
nanoparticulas en condiciones de estado sdélido y a bajas temperaturas

Ademas, que se utilizan agentes estabilizadores como surfactantes o
polimeros para evitar la aglomeracién de las nanoparticulas (Naik, T. et al., 2023).

1.3.1.2 Irradiacién con microondas.

La técnica de irradiacion con microondas produce nanoparticulas con una
muy baja dispersion de tamafo, aunque no siempre se logre un control preciso en
la morfologia, como pasa en la mayoria de las técnicas de “abajo hacia arriba”. Las
microondas actuan como campos eléctricos de alta frecuencia, capaces de calentar
cualquier material conteniendo cargas eléctricas como las moléculas polares en un
disolvente o iones conductores en un sélido. Los solventes polares se calientan y
sus componentes moleculares se ven obligados a girar con el campo y pierden
energia en colisiones.

Las muestras conductoras y semiconductoras se calientan cuando los iones

y los electrones contenidos en ellas forman una corriente eléctrica y la energia se
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_“.sr';)ierde debido a la resistencia eléctrica del material. En los ultimos afos, el proceso
de calentamiento asistido por microondas se ha utilizado como una alternativa
atractiva para la sintesis de materiales a escala nanométrica, dado que es un
método rapido, uniforme y efectivo, que permite incrementar las cinéticas de
reaccion en uno o dos 6rdenes de magnitud (Shang et al., 2011).

1.3.1.3 Método Sol - Gel.

El método sol-gel es un proceso quimico en fase humeda ampliamente
utilizado en la ciencia de los materiales. Principalmente se emplea para fabricar
nanomateriales, normalmente 6xidos metalicos. En este método, se parte de una
solucion quimica o sol que actua como precursor de una red, ya sea de particulas
discretas o de una red de polimeros. Los precursores tipicos en el proceso sol-gel
son los alcoxidos y los cloruros metélicos, que experimentan varias reacciones de
hidrdlisis y policondensacion para formar una dispersion coloidal. Luego, mediante
una polimerizacion lenta, se obtiene un gel.

Los alcoxidos son muy sensibles a la humedad y se descomponen facilmente
en su presencia. Por lo tanto, la hidrdlisis para formar el gel se lleva a cabo utilizando
alcoholes como solvente comun para diferentes liquidos inmiscibles. Un gel
polimérico es una red macromolecular infinita hinchada por solvente. Se crea un gel
cuando aumenta la concentracién de la especie dispersa.

El solvente queda atrapado en la red de particulas, evitando que el liquido se
separe, mientras que el liquido previene que el sdlido colapse en una masa
compacta. La deshidratacion parcial de un gel produce un residuo sélido elastico
conocido como xerogel. Finalmente, este material se deshidrata completamente y
se trata térmicamente en un flujo de gas para obtener el material nanoestructurado
final (Sarojini, S., & Jayaram, et al., 2021).

Las dispersiones de nanoparticulas son termodinamicamente metaestables
debido a su alta area superficial, lo que contribuye positivamente a la entalpia libre
del sistema. Si las energias de activaciéon no son lo suficientemente altas, se
produce una evolucién de la dispersidon de nanoparticulas, lo que aumenta su

tamafio por un proceso de maduracién de Ostwald (Ostwald ripening). Por lo tanto,
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_‘,:-I';as nanoparticulas altamente dispersas estan estabilizadas solo cinéticamente y no
pueden producirse en condiciones que superen un cierto umbral.

Un método comun para estabilizar las nanoparticulas es depositarlas en un
soporte, generalmente un Oxido metalico, para evitar su sinterizacidén, re-
cristalizacién y agregacion. Estos materiales nanoestructurados soportados son
utiles en areas como la catalisis, aplicaciones Opticas y médicas (Kaptay, G. 2022).

1.3.1.4 Sintesis verde.

Utilizando extractos de plantas como hoja de papaya y té verde como
agentes reductores. Es una alternativa ecoldgica y sostenible. Los extractos de
plantas ayudan a producir nanoparticulas de CaO de manera mas amigable con el
medio ambiente.

Una ventaja importante de la sintesis de estas nanoparticulas es la
abundancia de calcio en la naturaleza, su bajo costo y su facilidad de produccién,
junto con su nanoestructura, que las hace aptas para diversas aplicaciones (Zanella,
R. 2014; Henao et al., 2016).

A pesar de las limitaciones comunes de muchos métodos, como el uso de
disolventes organicos, altas temperaturas, largos tiempos de proceso y equipos
complicados, las nanoparticulas de CaO mejoran las propiedades bactericidas al
generar iones superoxido que reaccionan con grupos carbonilos de péptidos en las
paredes celulares bacterianas, lo que conduce a su destruccién (Makhluf et al.,
2005).

1.3.2 Aplicaciones de nanoparticulas de 6xido de calcio

El 6xido de calcio tiene diferentes capacidades como las de reaccionar con
silicatos u otros materiales para formar soluciones en procesos industriales,
neutraliza ciertos Oxidos acidos. Igualmente se utiliza como agente de
administracién de farmacos y agentes quimioterapéuticos. Los efectos sobre el
tamafo, la forma, la uniformidad y las propiedades de las nanoparticulas dependen
en gran medida de la temperatura y la naturaleza de los disolventes (Roy et al.,
2013).

El 6xido de calcio desempefia un papel fundamental en diversas industrias,

siendo indispensable para numerosas aplicaciones en distintos campos. Las
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_“.er';\anopartl'culas de CaO son generalmente consideradas seguras y no téxicas para
humanos y animales, lo que las hace adecuadas para aplicaciones en medicina y
cuidado personal. En la metalurgia, por ejemplo, se emplea principalmente en la
purificacion de metales, mientras que en la industria petrolera es esencial en la
produccion de una pasta que detecta la presencia de agua en dispositivos de
almacenamiento de combustible. En la agricultura, contribuye significativamente al
desarrollo de fertilizantes, lo que incrementa tanto la productividad como la calidad
de los cultivos. Las nanoparticulas de CaO pueden generar ROS, que son altamente
reactivas y pueden danar las membranas celulares bacterianas, proteinas y ADN,
llevando a la muerte de las bacterias. EI CaO es altamente alcalino y puede
aumentar el pH del entorno, creando condiciones desfavorables para el crecimiento
bacteriano.

Es relevante destacar que obtener nanoparticulas de cualquier material, ya
sea mediante sintesis o no, requiere precauciones especiales durante el proceso.
Existe el riesgo de contaminacion ambiental de la muestra, o que podria afectar los
resultados obtenidos. Por lo tanto, es crucial implementar medidas rigurosas para
garantizar la pureza y la precision de los resultados en la sintesis de nanoparticulas
(Poole & Owens, 2022).

También tienen un respaldo en sus caracteristicas ya que en la investigacién
biomédica logran ser no toxicos para humanos y animales, lo cual resulta de gran
relevancia para su debida investigacion, ya que tiene una amplia aplicacion en
reparacion de tejidos dentales y en el cuidado dental generalmente (Sarojini, S.,
Jayaram, S. 2021).

1.4. Microdilucién en caldo para la determinacion inhibitoria

de crecimiento en microorganismos.

Existen diversas técnicas para la evaluaciéon adecuada y oportuna contra
organismos patégenos, como hongos, bacterias y/o virus. Sin embargo, una técnica
ampliamente utilizada es la microdilucion en caldo a pesar de los instrumentos
especificos que se requiere. Pero efectiva para realizar la siembra del organismo y
mediante el correcto cultivo en un lapso de 24 horas se obtenga el crecimiento de

este.
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Las técnicas de dilucion en caldo o agar se pueden utilizar para medir
cuantitativamente la actividad "in vitro" de un antimicrobiano frente a un cultivo
bacteriano, asi como determinar si un agente es antibacterial, se deben realizar
pruebas de sensibilidad antimicrobiana. Por ejemplo: dilucion en agar, Kirby-Bauer,
Macrodilucion en Caldo, E-test, etc.

Estos métodos se basan en la preparacion de una serie de tubos o placas
con caldo o agar, respectivamente, a los cuales se les agrega el antibiotico (ATB)
en distintas concentraciones.

Luego cada uno de los tubos o n-placas se inoculan con una suspension
estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se examinan después
de incubar “overnight” a 35 £ 2°C y se determina la MIC del antimicrobiano frente al
microorganismo ensayado (Herrera et al., 2017).

El resultado final depende de la metodologia empleada. Por ello, para obtener
valores reproducibles laboratorios, cada detalle técnico debe ser cuidadosamente
controlado.

La técnica de microdilucion en caldo es un método utilizado para evaluar la
sensibilidad de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos.

Y para obtener un resultado mas preciso, el ensayo por triplicado en esta
técnica es esencial para asegurar la precision y reproducibilidad de los resultados.
Al realizar tres mediciones independientes, se puede calcular un promedio que
proporciona un valor mas confiable de la MIC del antimicrobiano probado. Ademas,
esta practica ayuda a identificar posibles anomalias o desviaciones, mejorando el
control de calidad y la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Para el método de preparacion:

1.- Primero se preparan tubos de caldo que contienen diferentes
concentraciones del agente antimicrobiano a probar.

2.- Se inocula una cantidad fija de microorganismos en cada tubo.

3.- Los tubos se incuban durante diferentes intervalos de tiempo
(generalmente 0, 4, 8, 10, 12 y 24 horas).

4.- Luego, se siembra una muestra de cada tubo en una placa de agar.
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Al contar el numero de colonias en cada placa y multiplicarlo por la dilucion
ensayada, se determina el numero de células supervivientes.

La MIC es la menor cantidad de antibidético que inhibe por completo el
crecimiento bacteriano en un tubo o pocillo. El punto final se determina visualmente
por la ausencia de turbidez en el caldo. Alternativamente, para una lectura y registro
mas precisos de los resultados del método de microdilucion, se puede emplear un
lector de dispositivos capaz de diferenciar entre presencia y ausencia de crecimiento
bacteriano (March-Rossello, 2017).

Para establecer el punto final de crecimiento, se debe comparar cada tubo o
pocillo con el control de crecimiento. Un ensayo es valido si el control muestra un
botdon de crecimiento mayor a 2 mm de diametro o una turbidez clara.

Al evaluar la sensibilidad a la trimetoprima y las sulfonamidas, puede notarse
un crecimiento leve debido a sustancias antagonistas en el medio. En estos casos,
el punto final se define como la concentracién que produce una reduccion del
crecimiento superior al 80% en comparacién con el control de crecimiento (Carlos
Malbran, 2012).

Si en una prueba de microdilucion resulta un pocillo con resultados
inconsistentes, se debe considerar la MIC mas alta. Si se observan multiples pocillos
inconsistentes con un farmaco, no se debe reportar ese resultado.

En el caso de los bacilos Gram negativos, las MICs obtenidas por el
micrométodo suelen ser iguales o una dilucidn menor que las obtenidas por el
macrométodo (Carlos Malbran, 2012).

La microdilucion en caldo permite evaluar como los microorganismos
responden a los agentes antimicrobianos en un entorno liquido. La técnica de
microdilucién en caldo es uno de los métodos mas utilizados para evaluar la
sensibilidad de los microorganismos a los agentes antimicrobianos. Sin embargo,
existen otros métodos que también se emplean con este propdsito, algunos de ellos
se muestran en comparacion a la microdilucion en caldo en la tabla | - 1 y se
mencionan a continuacion:

- Difusion en agar (método de Kirby-Bauer): En este método, se impregna un

disco de papel con el agente antimicrobiano y se coloca sobre una placa de agar
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_“.ei"hoculada con el microorganismo. La zona de inhibicion alrededor del disco se mide
y se compara con estandares para determinar la sensibilidad.

- E-test: Similar al método de difusidén en agar, pero utiliza tiras impregnadas
con gradientes de concentraciéon del agente antimicrobiano. La concentracion
minima inhibitoria se lee en la tira.

- Dilucion en agar (método de macrodilucién): Se preparan tubos de agar con
diferentes concentraciones del agente antimicrobiano. Se inoculan con el
microorganismo y se observa el crecimiento. La MIC es la concentracién mas baja
que inhibe el crecimiento.

- Dilucion en agar (método de microdilucion): Similar al método de
microdilucién en caldo, pero se realiza en placas de agar. Se evalua el crecimiento

o la inhibicion en diferentes concentraciones (Alcaide et al., 2017).
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Microdilucidn en Caldo Dilucidn en Agar

A\ 4

Permite determinar la MIC con alta precision, También cuantitativa, pero puede ser mas laboriosa y
proporcionando datos cuantitativos exactos sobre la menos precisa en la lectura de resultados
susceptibilidad del microorganismo.

Reproducibilidad

Microdilucién en Caldo Kirby-Bauer

A

Ofrec: . alt'a’ derr(fdu;'b'"dfd ddebl'do | a Ila Aunque es reproducible, la interpretacién de las zonas
estandarizacion del metodo y el uso de microplacas, [0 4o jpphibicién puede variar ligeramente entre

q!Je facilita la co'mparacmn de resultados entre observadores
diferentes laboratorios.

Eficiencia y ahorro de recursos

Microdilucidn en Caldo Macrodilucidn en Caldo

A 4

Generalmente emplea volimenes de 1 a 2 ml por
tubo. Esto significa que puede requerir hasta 10 veces
mas volumen de medios y reactivos

Versatilidad

Microdilucidn en Caldo E-test

A 4

Puede ser utilizada para una amplia variedad de Aunque es versatil y facil de interpretar, puede ser

Utiliza volimenes de 0.1 a 0.2 ml por pocillo y
medios, lo que reduce costos y tiempo de preparacion

microorganismos y antimicrobianos, y es adaptable a mas costoso debido a las tiras especificas necesarias
sistemas automatizados. para cada antibiético.

Tabla | — 1 Comparativa de la microdilucién en caldo vs otras técnicas biologias para determinar la
sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos.
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, .f_“:.'CAPITU LO Il. METODOLOGIA

En este capitulo se describe la preparaciéon de los materiales, el uso de

reactivos y los equipos empleados. Ademas, se detallan las técnicas de

caracterizacion utilizadas y la técnica de microdilucién en caldo para determinar la

MIC de las nanoparticulas de CaO frente a las bacterias S. aureus y E. coli.

2.1 Materiales.

Nitrato de Calcio Ca(NOs), al 99.5% de pureza (Marca Fermont)
Hidréxido de sodio (NaOH) al 98% de pureza (Marca Macron)
Agua destilada (Marca Chemika)

Etanol al 99 % de pureza (Marca Hyzel)

Agar Triptona — Soja (TSA)

Caldo Triptona — Soja (TSB)

Agar Luria-Bertani (LB)

Caldo Luria-Bertani

Resazurina

2.2 Bacterias.

Staphylococcus: S. aureus ATCC 25923 y S. aureus BA977(+)
Escherichia coli: E. coli ATCC 8739EA Yy E. coli 25922.

2.3 Sintesis de o6xido de calcio

El procedimiento comenzé utilizando precursores de CaO, como el nitrato de

calcio (Ca(NOs),) y el hidroxido de sodio (NaOH). Se pesaron 2.95 gramos de

nitrato de calcio y se mezclaron con 50 mililitros de agua destilada. Posteriormente,

se pesaron 1.4 gramos de hidroxido de sodio y se mezclaron con otros 50 mililitros

de agua destilada. La solucion de nitrato de calcio se colocé en una parrilla a 50°C,

ajustando la agitacién a 7 rpm. Después de 2 minutos, se apago la temperatura de

la parrilla, manteniendo la agitacion constante. Luego, se afiadio la solucion de

hidréxido de sodio para obtener un volumen total de 100 mililitros, y se dejé reposar

la mezcla durante 15 minutos.
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Transcurrido este tiempo, se realizo el filtrado por vacio a una presion de 200

| mmHg, afiadiendo 100 mililitros de agua destilada en cuatro ocasiones, totalizando
400 mililitros de agua destilada afnadida. Antes de finalizar el proceso de filtrado, se
agregaron 25 mililitros de etanol para asegurar la completa cobertura del tamafio de
poro en el papel filtro, evitando que quedara humedo o contuviera particulas
disueltas, minimizando cualquier riesgo de contaminacion. Posteriormente, para
secar la muestra, se transfirié al horno precalentado a 60°C y se mantuvo durante
una hora y media.

Una vez seca, la muestra se coloco en una mufla Barnstead modelo
Thermolyne 6000, programada con una curva de calentamiento de 5°C por minuto
hasta alcanzar una temperatura de 650°C, manteniéndola a esta temperatura
durante una hora y media para completar el proceso de calcinacion.

Los equipos utilizados durante el procedimiento fueron: sistema para
filtracion a vacio, parrilla de calentamiento CIMAREC, agitador magnético, mufla
Barnstead modelo 6000, campana de flujo laminar VICHY modelo CFL 103, cajas
Petri, placas de Elisa, y micropipetas de 100 a 1000 microlitros y de 20 a 100
microlitros, marca Science Med.

2.4 Evaluacion antibacterial.

En cuanto al procedimiento para la evaluaciéon de las nanoparticulas en
bacterias, se siguidé un método preestablecido de microdilucion en caldo con ligeras
modificaciones para aplicarlo en las bacterias. Se pesaron 100 miligramos de
nanoparticulas de CaO en una balanza de precisién para preparar la solucion stock.
Dentro de una campana de flujo laminar marca VICHY modelo CFL103, se
colocaron las cajas Petri con medio de cultivo PDA previamente hecho como el que
se observa en la figura Il - 1 el cual se utilizo para toda esta prueba, para sembrar
las bacterias correspondientes, manteniendo condiciones de esterilidad utilizando
una lampara de alcohol y asas para la siembra.

Se tomo una caja Petri de cada bacteria y se resembrd en una nueva caja
con medio de cultivo triptona y soja (TSA) y Luria Bertani (LB), dejandolas incubar
a 37°C durante 24 horas para obtener un cultivo de células viables. Luego, se

preparé un medio liquido para el pre-inodculo el cual es una pequefia cantidad de
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"‘microorganismos que se cultivan en un medio liquido antes de ser transferidos a un

medio de cultivo principal. Este paso se realiza para asegurar que las bacterias
estén en una fase de crecimiento activo y uniforme, lo que facilita su posterior
crecimiento y estudio en el medio principal, esto se realizd6 con 3 horas de
incubacion para medir la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis y determinar
el volumen necesario para inocular 500,000 células, basado en la densidad 6ptica
(OD) con ayuda de la “Calculadora de concentracion de cultivo celular de E. coli de
OD 600” de Agilent.

Figurall - 1 PDA (Potato Dextrose Agar) es el un medio de cultivo que se utiliza para cultivar hongos
y levaduras, y para identificarlos.

El analisis ultravioleta visible (UV-Vis) se utilizd6 para determinar
principalmente la MIC de las nanoparticulas frente a un microorganismo especifico
en este caso las bacterias a utilizar S. aureus y E. coli.

Este método permiti6 medir la absorbancia a una longitud de onda
especifica, donde se estimé la concentracion de bacterias en la muestra. Esto es
esencial para asegurar que se esta trabajando con una cantidad adecuada de
microorganismos para las pruebas de sensibilidad y en la figura Il — 2 se observan

algunas muestras analizadas en el espectrometro.
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Figura Il — 2 Muestras de las concentraciones para su andlisis en el espectrometro UV/VIS.

Se prepararon placas de elisa de 96 pozos para la técnica de microdilucion
en caldo con el siguiente orden: medio de cultivo, microorganismo, nanoparticulas
y resazurina. Y se realizaron calculos para conocer la concentracion de las
microdiluciones utilizando la formula C1V1 = C2V2. Las placas se incubaron
nuevamente durante 24 horas a 37°C para permitir la interaccion entre los
microorganismos con las nanoparticulas y la resazurina indico si el agente activo
tenia actividad inhibitoria contra las bacterias asi se observo que, se mantiene el
color azul en el pozo.

La ecuacién de dilucibn es fundamental ya que permite ajustar las
concentraciones de reactivos para obtener resultados precisos y reproducibles. En
este caso, la dilucion de las nanoparticulas de CaO es crucial para evaluar su
actividad inhibitoria y su efecto en la coloracién debido a la resazurina, un indicador
de viabilidad celular

Utilizando la formula de dilucion:

C\V, =GV,

Para calcular la cantidad de concentracidn necesaria de nanoparticulas de
CaO en cada pozo de las placas Elisa.

Siguiendo la ecuacién y despejando C,, las variables para la primera

operacion son:

Hmg
C; =100—
1 ul

Vl = 2‘[1[
CZ :?

V, = 300 ul
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Donde C; es la solucion stock de las nanoparticulas, V; es el volumen que

incrementa de 2 en 2 y V, es el volumen total que hay en el pozo.

Tomando en cuenta dichas variables y la ecuacion de dilucion, en la tabla II-

2 se puede observar la cantidad de solucién stock agregada en cada pozo Vi, la

concentracion resultante C, y las observaciones relacionadas con la actividad

inhibitoria de las nanoparticulas de CaO y el cambio de coloracion debido a la

resazurina.

OPERACIONES

CONCENTRACION EN POZO

(2]
100 ul *2 ul

300 pl

0.66 &2
ul

rg
100 ul *4 ul

300 pl

1.33 Y
ul

100‘;—‘?*6111

300 pl

2.00 £
ul

100‘;—‘?*8;11

300 pl

2.66 %2
ul

100% £10 pl

300 pl

3334
ul

ul
300 pul

10089 12

4002
ul

g
1007 + 14 pl
300 pl

46622
ul

100%* 16 ul

300 pl

5334
ul
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10047 +18 I 6.00 %
300 pul K
2] ug
10057 < 20 ul 6.66 —
300 pul K

Tabla Il — 2 . Calculo de concentraciones para conocer la cantidad de nanoparticulas a utilizar en

cada pozo para la cinética microbiana.

2.5 Técnicas de Caracterizacion.

. Para el analisis de DRX se utilizé un difractdmetro marca BRUKER
modelo 8D Discover con radiacién CuKa1 y detector ojo de lince. Se analizé en un
rango de 5-70° con tamafio de paso 0.02° y velocidad de escaneo de 0.4 segundos
por paso.

. Para el analisis EDS, se utilizé un microscopio marca JEOL modelo
JSM-6610LV con filamento de Tungsteno. Se analiz6 en alto vacio y un potencial de
20 kV. Las muestras se montaron sobre cinta de carbono y se recubrié con oro en
un tiempo de escaneo de 60 seg y amplificacion x500.

o Para el analisis de FTIR, se uso un espectrofotdmetro marca BRUKER
modelo VERTEX 70, operando en el infrarrojo medio (4000 a 400 cm™1) y se uso el
accesorio ATR.

. Para el analisis AFM se utilizé un microscopio de marca JEOL modelo
JSPM-5200 en modo contacto y punta tipo cantiléver, el tiempo de escaneo fue de
333 usy area de 1x1 ym. La muestra se montd en una oblea de silicio monocristalino
con orientacion en la direccion 100.

. Para el analisis UV/VIS, se utilizé un espectrofotometro de la marca
KALSTEIN modelo YR01857 el cual se programé en basic mode, con una

absorbancia de (-) 0.011 en un rango de longitud de onda de 630 nandmetros.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis de las nanoparticulas de éxido de calcio.
A continuacién, se presentan los resultados obtenidos mediante la sintesis
por el método de precipitacion, como se muestra en la figura lll - 1, para la obtencién

de nanoparticulas de CaO.

Figura lll - 1 Método de sintesis utilizado para la obtencién de las nanoparticulas de CaO.

La sintesis de nanoparticulas de CaO mediante el método de precipitacion,
se llevo a cabo utilizando nitrato de calcio Ca(NOs), e hidroxido de sodio (NaOH)
como reactivos principales. Este método permitié obtener nanoparticulas en un
tiempo aproximado de 36 horas. Durante el proceso, se observaron dificultades
relacionadas con la naturaleza higroscépica del CaO, que reacciona facilmente con
la humedad del ambiente. Para mitigar este problema, se minimizé el tiempo entre
cada paso del proceso, evitando asi la formacién de carbonato de calcio (CaCO;)
debido a la exposicion al €0, del ambiente.

Las nanoparticulas de CaO al ser altamente reactivas en presencia de agua
como lo fue en diferentes intentos de su obtencidon en este trabajo forman
rapidamente hidréxido de calcio Ca(OH),. Esta propiedad puede ser aprovechada

en aplicaciones donde se requiere una rapida neutralizacion de acidos.
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La manipulacion de las condiciones de sintesis permite controlar el tamafio y

la forma de las nanoparticulas, o que es crucial para adaptar sus propiedades a
aplicaciones especificas.

Los resultados en la figura lll - 2 a) antes de introducirlo a la mufla y b)
después de introducirlo, pesando 3.7 gramos y dado los resultados obtenidos
indican que las nanoparticulas de CaO en futuras investigaciones deberan centrarse
en mejorar los métodos de almacenamiento y manipulacion para maximizar la

estabilidad y funcionalidad de estas nanoparticulas.

Figura lll — 2 Obtencion de nanoparticulas de CaO a) antes de calcinarlas y b) después de
introducirlas a la mufla.

Para conocer la eficiencia de nuestra sintesis por el método de precipitacion,
nos basamos en (Habte et al., 2019) para realizar los calculos, donde obtuvieron
nanoparticulas de CaO a partir de CaCO; teniendo un rendimiento de 100% con
3.91 gramos de nanoparticulas obtenidas, lo cual esta informacion se utilizd como
rendimiento tedrico.

A partir de ello, con los gramos que se obtuvieron en este trabajo (3.72
gramos) siendo el rendimiento real, se realizaron los calculos del rendimiento
porcentual.

o rendimiento real
Rendimiento porcentual = — — x 100
rendimiento teorico

El cual sustituyendo nos da:

2
Rendimiento porcentual = 391 x 100 =95.14%

Obteniendo asi un resultado de eficiencia de las nanoparticulas de 95.14%,

con lo cual confirmé un buen manejo en el proceso de sintesis.
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3.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X (DRX)

La caracterizacién de rayos X (DRX) se utilizd6 para identificar las fases
cristalinas, ademas del andlisis cuantitativo y cualitativo de las fases presentes
proporcionando informacion detallada sobre la composicidon y estructura de las
nanoparticulas de CaO.

Se realizaron 3 procesos de calcinacion a las temperaturas 650, 700 y 800°C.
Los difractogramas de las muestras proporcionaron informacién acerca de los
cambios de fase entre una y otra donde permitieron observar cémo las fases
cristalinas evolucionan con la temperatura, lo cual es crucial para aplicaciones que
requieren estabilidad térmica, teniendo en cuenta que estos cambios pueden influir
significativamente en las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas.

La muestra utilizada para el presente trabajo fue unicamente la tratada a
650°C, debido a que difractogramas mostraron que esta temperatura es éptima para
la formacion de CaO, una fase cristalina crucial para las aplicaciones deseadas, en
otros estudios, también utilizaron DRX para caracterizar nanoparticulas de CaO.
Encontraron que la temperatura de calcinacion influye significativamente en la
pureza y la estructura cristalina del CaO, asi como han demostrado que la
calcinacion a temperaturas superiores a 700°C puede resultar en la formacién de
fases secundarias como CaC05, Ca(OH), debido a la reactividad del CaO con la
humedad y el CO, del ambiente (Balazsi et al. 2007; Ibon A. et al 2014).

A esta temperatura de 650°C, se observo una evolucion favorable de las
fases cristalinas, lo cual es esencial para garantizar la estabilidad térmica de las
nanoparticulas. Esta estabilidad es particularmente importante para aplicaciones
como la evaluacion antibacteriana, donde las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoparticulas deben mantenerse constantes bajo condiciones de uso.

Los difractogramas de las nanoparticulas sintetizadas tratadas a 800, 700 y
650 °C, durante 1.5 horas, con una taza de calentamiento de 5°C por minuto
aplicando la misma programacién para todas, se presentaron compuestos de
CaCO04, Ca(OH), y CaO, donde dependiendo la temperatura del tratamiento térmico,

fue como se presentaron los diferentes picos, asi como se muestra en figura lll - 3
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”’Qa) b), c). El patrén de difraccidn de rayos X confirmé la formacién de CaO para las
3 diferentes temperaturas.
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Figura lll - 3 Difractogramas DRX de nanoparticulas de CaO sintetizadas a a) 800, b) 700 y c) 650 °C
respectivamente, por un tiempo de 1.5 horas a una taza de calentamiento de 5°C por minuto.
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Para las muestras tratadas a 800 y 700°C, el difractograma presentd picos
de difraccion correspondientes no solo al 6xido de calcio, sino también al carbonato
de calcio e inclusive en a) presentd picos que corresponden al hidroxido de sodio.
Como se ha mencionado anteriormente, al realizar sintesis por precipitacion, es
crucial tener cuidado con las condiciones del proceso.

Dado que el 6xido de calcio es higroscoépico, todo el procedimiento debe
realizarse rapidamente y con el equipo adecuado. La presencia de la mezcla se
puede justificar por el hecho de que las muestras a) y b) son lo suficientemente
reactivas y, al entrar en contacto con el H,O de la atmésfera, se favorece su
crecimiento, asi como se observa en la siguiente reaccion:

Ca0 + H,0 > Ca(OH),

Lo cual genera hidroxido de calcio sobre la superficie del CaO que se obtiene,
al igual que el hidréxido puede reaccionar con el CO2 del medio ambiente como se
muestra en la siguiente reaccion:

Ca(OH), + CO, » CaCO; + H,0

Donde se observa como se produce carbonato de calcio, tal como se observa
en los difractogramas.

Las nanoparticulas de CaO se miden a lo largo del angulo de difraccion 26.
La presencia de sefiales muy intensas y multiples indican que el producto esta
cristalizado, estos picos de difraccion visibles en la figura lll - 3 ¢), en la posicion 26=
32.1°, 37.5°, 54.2°,64.7°, y 67.5, que corresponderian a los indices de Miller (111),
(200), (220) y (311) del CaO con estructura cubica simple (JCPDS-82-1691) La
proporcion de las fases obtenidas de acuerdo a un analisis semicuantitativo fue CaO
91% y CaCO3 9% en peso, siendo favorable como resultado de obtencién de CaO.
(Balazsi et al., 2007)

Enlafiguralll - 3 en a) y b) se observan picos en la posicion 26 = 18.2°, 29.1°,
34°,560.7 y 57.7° pertenecientes a Calcita. La existencia de estos picos de fase
impura de CaC05; puede deberse a la presencia de humedad contenida en las
nanoparticulas sintetizadas ya que es el resultado de una exposicion al medio

ambiente.
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3.3 Caracterizacion por espectroscopia de energia dispersiva

(EDS).

Se utilizé la técnica de espectroscopia de dispersién de energia (EDS) para

el andlisis elemental de las nanoparticulas y conocer los elementos presentes. Esta
técnica es fundamental para determinar la composicion quimica de las muestras a
nivel microscopico, proporcionando informacion precisa sobre los elementos y su
distribucion.

En el analisis de nanoparticulas de éxido de calcio (CaO) mediante EDS, se
obtuvieron los siguientes valores de porcentaje en peso: Carbono (C)
10.32%, Calcio (Ca) 52.84% y Oxigeno (O) 36.83%, sumando un total de 100%.

La figura lll - 4 a) muestra la superficie morfolégica de las nanoparticulas,
donde se observa que estan estrechamente empaquetadas en disposiciones
porosas. Las nanoparticulas se presentan desarrolladas y dispersas, con
dimensiones no uniformes. Ademas, la distribucién de las particulas indica una
homogeneidad significativa, lo cual es crucial para aplicaciones que requieren una
distribucion uniforme de los materiales.

El espectro EDS en la figura lll - 4 b) de las nanoparticulas de CaO indica que
los elementos Ca y O estan presentes en la muestra, con un porcentaje en peso de
52.84% y 36.83% respectivamente. Esta relacion es consistente con la composicién
esperada para el 6xido de calcio, aunque la presencia de carbono al 10.32% sugiere
una posible contaminacion o adsorcion de CO,.

También se observan los picos prominentes del calcio, aunque existe un
ligero exceso de oxigeno en la muestra en comparacion con el calcio. Este exceso
de oxigeno podria deberse a la presencia de pequenas cantidades de compuestos
oxigenados adicionales o a la adsorcion de oxigeno en la superficie de las

nanoparticulas.
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Spectrum 3
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Figura lll — 4 a) Micrografia de nanoparticulas de CaO a una escala de 700 nm y b) su respectivo
espectro.

Tedricamente, el 6xido de calcio tiene una relacién 1:1 entre Cay O, lo que
implicaria que, en un compuesto puro, las proporciones deberian ser cercanas al
50% para ambos elementos. Sin embargo, en la practica, las proporciones pueden
variar debido a la presencia de impurezas y la adsorcion de gases del ambiente.

En el analisis, el calcio tiene un porcentaje en peso mayor que el oxigeno, lo
cual es consistente con la formacién de CaO, pero la presencia de carbono y otros
factores pueden alterar esta relacion. A pesar de la relacién atdmica ligeramente
mas alta para el oxigeno, las nanoparticulas de CaO tienen una alta relacion
superficie-volumen lo que aumenta su interaccion con bacterias.

Esta alta superficie permite una mayor liberacion de especies reactivas de
oxigeno, que son toxicas para las bacterias.

En estudios similares, se ha observado que la sintesis de nanoparticulas de
oxido de calcio a partir de carbonatos de calcio puede resultar en la presencia de
carbono residual. Por ejemplo, un estudio sobre la sintesis de nanoparticulas de
CaO a partir de subproductos alimentarios ricos en carbonato de calcio reporto la
presencia de carbono debido a la descomposicion incompleta de los precursores
organicos (Ramirez et al., 2019).

Otro estudio sobre la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita y alumina
también encontré que la presencia de carbono puede ser un desafio significativo en

la obtencion de materiales de alta pureza (Esquivias, a. 2018).
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3.4 Caracterizacion por microscopia de fuerza atobmica (AFM)

La AFM utiliza una sonda (Cantilever) extremadamente afilada que se
desplaza sobre la superficie de la muestra. Las interacciones entre la punta de la
sonda y la superficie de la muestra generan fuerzas que se registran para crear una
imagen topografica de alta resolucion. Esto es crucial para estudiar nanoparticulas,
ya que permite visualizar su morfologia y tamafio con gran precision.

Las imagenes realizadas con AFM sobre la superficie de las nanoparticulas
de CaO indicaron detalles sobre la topografia, como la rugosidad, la forma e incluso
el tamano de las caracteristicas. Estas propiedades son importantes para
aplicaciones en las que se requiere una alta durabilidad y resistencia al desgaste.

La figura Ill - 5 obtenida por AFM, muestra una topografia tridimensional de

una superficie con nanoparticulas de CaO.

— 905
CaO 1 um g.0onm
1.00x1.00 um x 9.05 nm

7.24nm

543nm

362nm

181nm

0.00nm
Figura lll - 5 Topografia de nanoparticulas de CaO obtenida mediante microscopia de fuerza
atomica, donde a) se muestra la medida del area escaneada y b) se muestran 5 nanoparticulas.

El area escaneada es de 1.00 x 1.00 micrédmetros, con una escala de altura
de hasta 9.05 nanometros. Las areas mas altas y bajas se pueden identificar
facilmente por los cambios de color.

La uniformidad en la altura de estas particulas sugiere un proceso de sintesis
controlado, lo cual es crucial para aplicaciones donde la consistencia en el tamafio
de las particulas es importante. Esta heterogeneidad puede influir en las

propiedades fisicas y quimicas del material, como la reactividad y la estabilidad.
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cuales se muestran en la tabla lll - 1.

Color Ra [nm] Rg [nm] Rz [nm]
Rojo 1.35 1.63 5.42
Verde 1.37 1.53 4.6
Morado 1.59 1.82 6.64
Azul 1.47 1.83 6.46
Amarillo 1.8 1.83 6.09

Tabla lll - 1. Medidas de las nanoparticulas visualizadas en AFM.

Los parametros de rugosidad que se muestran en la tabla lll - 1 como Ra, Rq
y Rz proporcionan informacion cuantitativa sobre la textura de la superficie:

e Ra (Rugosidad media): Es el promedio de las desviaciones absolutas de la
altura respecto a la linea media. En la figura 3.5 b) Ra es 0.705 nm, lo que
indica una superficie relativamente lisa.

e Rq (Rugosidad cuadratica media): Es la raiz cuadrada de la media de las
desviaciones al cuadrado de la altura respecto a la linea media. En la figura
3.5Rqgb)es 1.03 nm.

e Rz (Rugosidad maxima): Es la diferencia entre el pico mas alto y el valle mas
profundo en la superficie. En la figura 3.5 b) Rz es 9.05 nm
Las medidas de Ra y Rqg son relativamente cercanas entre las

nanoparticulas, lo que sugiere que todas tienen una textura similar, pero la
variabilidad en Rz indica que algunas nanoparticulas tienen caracteristicas de

superficie mas complejas.

Longitud [nm]
173

108

105
Tabla lll - 2 Longitud de las nanoparticulas marcadas en la figura 3.5 b)

Las longitudes mostradas en la tabla lll — 2 de las nanoparticulas mas grandes
equivalen a 223 nm, 101 nm, 121 nm, 108 nm, y 105 nm respectivamente estas

medidas estan en la escala de nanémetros (nm), algunas de ellas estan justo en el
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el enfoque suele estar en la escala de las caracteristicas superficiales.

Para determinar las longitudes de las nanoparticulas menos apreciables, a
partir de grafico lll - 3, se empled la aplicacion Imaged para medir aquellas particulas
mas pequefas donde también se realizé un histograma para observar el numero de
nanoparticulas que hay entre un rango menor a 100 nm, obteniendo un promedio
de 68-78 nm.

Nanoparticulas

- —
=
I

14-24 25-35 36-46 47-57 68-78 79-89  90-100 >100

14
12
1

Numero de nanoparticulas
o

o N B OO 00

Tamanio de nanoparticulas (nm)

Grafico lll - 3. Longitud de todas las nanoparticulas apreciables en la figura lll-5

Estos resultados indican que solo algunas nanoparticulas exceden el limite
superior de la escala de 1 a 100 nanémetros. Por lo tanto, podemos concluir que el
rango obtenido es altamente aceptable para el proceso de sintesis de
nanoparticulas de CaO.

En un estudio, se sintetizaron nanoparticulas esféricas de oro mediante
quitosano y se evaluaron sus propiedades utilizando AFM. Este estudio mostré que
las nanoparticulas tenian una morfologia esférica y una distribucién de tamano
uniforme, similar a las observaciones realizadas en las nanoparticulas de CaO. La
rugosidad media (Ra) y la rugosidad cuadratica media (Rq) también fueron
parametros clave en la caracterizacion de la superficie, proporcionando informacion

sobre la textura y la estabilidad de las nanoparticulas.
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Los estudios comparativos muestran que las nanoparticulas de CaO, oro
tienen caracteristicas similares en términos de morfologia y rugosidad cuando se
analizan mediante AFM. La uniformidad en el tamafio y la superficie lisa son
caracteristicas comunes donde la consistencia en las propiedades de las
nanoparticulas puede influir en su comportamiento y eficacia (Martinez, 2021).

Otro estudio sobre la sintesis de nanoparticulas de ZnO/CaO dopadas con
urea también utilizo6 AFM para evaluar la morfologia y el tamafio de las
nanoparticulas. Los resultados mostraron que las nanoparticulas tenian una
distribucion de tamafo uniforme y una superficie lisa, lo cual es consistente con los
hallazgos en las nanoparticulas de CaO (Valencia, 2020).

3.5 Caracterizacion por espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier.

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) se utilizd
para analizar las nanoparticulas de CaO sintetizadas, proporcionando informacion
crucial sobre los grupos funcionales presentes.

Los resultados de FTIR confirman la sintesis exitosa de nanoparticulas de
CaO con una pureza aceptable y una minima contaminacioén por carbonato. Esta
técnica ha demostrado ser una herramienta eficaz para la caracterizacion de las
nanoparticulas, proporcionando informacién detallada sobre los grupos funcionales
presentes y la composicion superficial del material.

En la figura lll - 6 las nanoparticulas de CaO mostraron picos en 1444 .42
cm~1, el cual este pico se atribuye al enlace C-O. Este tipo de vibracion es
generalmente una vibracién de tension. En 863.95 c¢m™!que también esta
relacionado al enlace C-O, corresponde a una vibracién de flexion, lo cual en ambos
picos indica la carbonatacién de las nanoparticulas de CaO y la banda fuerte en 505
cm~! se identifica como una vibracion de tensién del enlace Ca-O en las

nanoparticulas de CaO.
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Figura lll — 6 Espectro FTIR de las nanoparticulas obtenidas y sus respectivos enlaces.

El tamano de las nanoparticulas influye en las posiciones y las intensidades
de las bandas en el espectro FTIR. Las nanoparticulas mas pequefias tienden a
mostrar un ensanchamiento de las bandas debido a efectos de confinamiento
cuantico. Este fendbmeno se observa en las bandas de estiramiento Ca-O, que
pueden desplazarse ligeramente hacia frecuencias mas altas a medida que
disminuye el tamafo de las particulas (Liu et al., 2010).

Las nanoparticulas de CaO pueden interactuar con diversos compuestos, y
estas interacciones se reflejan en el espectro FTIR. Por ejemplo, si las
nanoparticulas estan funcionalizadas con acidos grasos, se observaran bandas
adicionales en el rango de 2800 - 3000 cm™! correspondientes a los estiramientos
C-H. Estas bandas confirman la modificacién superficial de las nanoparticulas, lo
cual es esencial para aplicaciones especificas como la catalisis o la biomedicina
(Mirghiasi et al., 2013).

3.6 Efecto antibacterial de las nanoparticulas de CaO en S.
aereus y E. coli.

Las actividades antibacterianas de las nanoparticulas de CaO fueron
evaluadas en diferentes concentraciones contra varias cepas bacterianas. Los
resultados indican que la MIC varia segun la cepa bacteriana y la longitud de onda

utilizada fue de 630 nm como se muestra en la figura lll — 7.

34| Pagina



Figura lll - 7 Rango de lectura utilizado para la espectroscopia Uv/Vis.

La espectroscopia Uv/Vis sirvié para ver cuanta luz refractaba con la cantidad
de muestra, es decir que cantidad de luz pasé a través de la muestra lo cual en este
caso se indico mediante calculos la concentracion de bacterias presentes en la
muestra para ambas cepas teniendo 0.66 pg/ul, 1.33 pg/ul, 2.00 ug/ul, 2.66 pg/ul,
3.33 pg/ul 4.00 pg/ul, 4.66 pg/ul, 5.33 pg/ul, 6.00 pg/ul, 6.66 pg/ul.

Observar el cambio de coloracidon en el proceso de inhibicion es crucial, y por
ende utilizar la resazurina como la mostrada en la figura lll - 8 facilito este proceso
el cambio de coloracién es muy importante.

La resazurina experimenta un cambio de color notable cuando se utiliza para
detectar la actividad bacteriana. Inicialmente, la resazurina es de color azul y no
fluorescente. Cuando las bacterias viables estan presentes y metabdlicamente
activas, reducen la resazurina a resorufina, que es de color rosa y altamente

fluorescente.

Figura Il - 8 Resazurina utilizada para las pruebas de indicacion bacteriologica de las nanoparticulas

y sus propiedades de inhibicion.

Las nanoparticulas de CaO ejercen su actividad antibacteriana

principalmente a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
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»»en su superficie. Estas ROS pueden dafiar componentes celulares esenciales como

lipidos, proteinas y ADN, lo que lleva a la muerte bacteriana. La alta relacion
superficie-volumen de las nanoparticulas de CaO también facilita una mayor

interaccién con las bacterias, potenciando su efecto antibacteriano. En la figura lll -

9 muestra la bacteria S. aureus que se utilizé para la prueba de microdilucion.

i e .

Figura lll - 9 Placas de TSA con la bacteria S. aureus.

Las nanoparticulas de CaO muestran una actividad antibacteriana efectiva
contra las cepas de S. aureus evaluadas, con una variabilidad en la MIC que
destaca la importancia de considerar las caracteristicas especificas de cada cepa
al desarrollar tratamientos antibacterianos y el cambio caracteristico de color de la

resazurina debido a la reduccién de células viables como se muestra en la figura lll

-10.
Figura Il — 10 Imagen visual de a) el control de viabilidad donde las bacterias estan vivas y
b) el control de inhibicion de estas
Para S. aureus ATCC 25923, la MIC fue de 6.00 mg/ml, como se observa en
la figura Il = 11 lo que sugiere que esta cepa requiere una mayor concentracion de

nanoparticulas de CaO para inhibir su crecimiento. En contraste, S. aureus ATCC

BAA977 (+) mostré una MIC de 5.33 mg/ml, indicando que esta cepa es mas
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g.:éusceptible a las nanoparticulas de CaO, ya que se necesita una menor
~ concentracion para lograr la inhibicion total.

Este cambio de color de azul a rosa es indicativo de la presencia de células
viables y activas. La intensidad del color rosa o la fluorescencia generada es
proporcional al numero de bacterias vivas en la muestra. Este método es muy util
en ensayos de viabilidad bacteriana y en la evaluacion de la eficacia de agentes
antimicrobianos.

mg/ml

Control de Control de
viabilidad 016 066 1.33 200 266 333 466 533 6.00 6.66 iypipicion

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

Staphylococcus
aureus ATCC
BAA977(+)

Figura Ill — 11 Concentracion minima inhibitoria de nanoparticulas de oxido de calcio frente a las
bacterias S. aureus ATCC 25923 y S. aureus ATCC BAA977(+).

Los resultados que se muestran son significativos porque demuestran que,
aunque ambas cepas de S. aureus son sensibles a las nanoparticulas de CaO, hay
diferencias en la concentracion necesaria para inhibir su crecimiento. Esto podria
deberse a variaciones en la resistencia intrinseca de cada cepa al agente
antibacteriano.

Realizar un ensayo por triplicado como lo permite esta técnica, hace que se
pueda obtener resultados mas fiables y precisos, reduciendo la variabilidad y los
errores experimentales, y proporcionar una base estadistica solida para el analisis

de datos. Esto es crucial para asegurar la validez y reproducibilidad del experimento.
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Ademas, la superficie y el tamafio de las nanoparticulas de CaO también
juegan un papel crucial en su actividad antibacteriana. Nanoparticulas con una
mayor area superficial tienden a ser mas efectivas, ya que proporcionan mas sitios
activos para interactuar con las bacterias. La funcionalizacién de la superficie de las
nanoparticulas, como la adicion de recubrimientos especificos, puede mejorar aun
mas su eficacia al facilitar una mejor adhesion a las células bacterianas.

Un estudio evalud la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de CaO
sobre S.aureus y E.colimediante el método de microdilucion en caldo, los resultados
mostraron que las nanoparticulas de CaO eran efectivas contra ambas cepas
bacterianas, con MIC similares a las observadas en este trabajo. Y también se
destacé la importancia de la generacion de ROS en la actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas de CaO (P. Ramirez et al., 2020)

En lafiguralll — 12 se muestra el medio de cultivo que se utilizé para mantener

cepas bacterianas en este caso de E.coli.

Figura lll - 12 Medio de cultivo Luria Bertani (LB), utilizado para cultivar y mantener cepas

principalmente de Escherichia coli (E. coli).

Tanto en la bacteria S. aureus como en E. coli, es evidentemente el
mecanismo de las propiedades antibacterianas de las nanoparticulas donde el
rango de inhibicion depende de la concentracion utilizada, donde también factores
como el tamano de las nanoparticulas y el hecho de que las nanoparticulas de CaO

tienen el potencial de producir especies reactivas de oxigeno, por lo tanto, estas
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‘especies pueden provocar estrés oxidativo, que en ultima instancia provoca la
| muerte de las células bacterianas.

En la figura lll - 13 Se probaron dos cepas diferentes de la misma bacteria
que igualmente son consideradas como agentes benignos para el cuerpo humano,
E. coli ATCC 8739EA donde el control de inhibicién es a partir de 5.33 mg/ml y para
la E. coliATCC 25922 la MIC es de 3.33 mg/ml dando como resultado que se inhibe
su crecimiento con totalidad.

Otro estudio sobre la biosintesis de nanoparticulas de plata (NPs-Ag)
utilizando Pseudomonas aeruginosa evalud la actividad antibacteriana mediante
ensayos de microdilucion en caldo. Las nanoparticulas de Ag mostraron actividad
contra bacterias Gram positivas y negativas, con MIC de 1 a 2 yg/ml y concentracion
minima bactericida (CMB) de 2 a 4 pg/ml. Aunque las nanoparticulas Ag mostraron
una gran eficacia a concentraciones bajas, ambos estudios subrayan la importancia
de las nanoparticulas como agentes antimicrobianos efectivos (Rosales, 2008).

Aunque se utilicen las mismas cepas bacterianas, las diferencias en la
susceptibilidad pueden deberse a variaciones en la resistencia intrinseca de las
cepas. Las cepas pueden desarrollar mecanismos de resistencia especificos que
afectan su respuesta a las nanoparticulas de CaO. Ademas, las diferencias en la
preparacion y el manejo de las cepas bacterianas entre estudios pueden influir en

los resultados.
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Figura lll - 13 Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) para las cepas E. coli ATCC
8739EA y E. coli ATCC 25922.

Se observan los resultados de las concentraciones de inhibicion en este caso
de las nanoparticulas de CaO contra la E. coli, dando resultados no muy similares
entre una cepa y otra, ya que se puede observar la cantidad de concentracién
necesaria para inhibir una cepa con otra. Aunque lo interesante aqui y lo cual
sugiere un resultado favorecedor de las nanoparticulas es que, la cantidad
necesaria para inhibir estas bacterias se reduce bastante en comparacion con otros
articulos de investigacion.

Los resultados del trabajo presente son consistentes con los hallazgos de
otros estudios que utilizaron el método de microdilucion en caldo para evaluar la
actividad antimicrobiana de nanoparticulas. La generacion de ROS y la alta relacidon
superficie-volumen son factores clave que contribuyen a la eficacia antimicrobiana
de las nanoparticulas de CaO.

Estudios previos como en “Antibacterial activity and in vitro cytotoxicity

studies of Ag-doped CaO nanoparticles”, “Synthesis and structural characterization
of Ag doped CaO for reduction of 2-Nitrophenol”, han demostrado que las

nanoparticulas de CaO tienen una actividad antimicrobiana significativa contra
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dopadas con plata (Ag) muestran una actividad antimicrobiana mejorada debido a

la sinergia entre el CaO y la Ag. Ademas, la modificacién de la superficie de las
nanoparticulas de CaO puede aumentar su eficacia antibacteriana (Lopez-Badillo
et al., 2020 & Nivetha et al., 2024).

3.7 Eficacia antibacterial de las nanoparticulas de 6xido de
calcio vs otros agentes bacterianos.

Existen diversos articulos donde se han probado las nanoparticulas CaO
contra otras bacterias para comprobar su propiedad antibacteriana para inhibir su
crecimiento, dependiendo la cepa es como el porcentaje de concentracién para

inhibirla puede variar.

. Antimicrobial Activity of CaO Nanoparticles (Roy et al., 2013):

Las nanoparticulas de CaO se obtuvieron por el método de
irradiacion por microondas, donde mostraron una amplia actividad
antibacteriana contra la Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) y
Staphylococcus epidermis (MTCC 435) donde el rango de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) fue entre 2 — 8 Mm para todas
las cepas probadas.

Las nanoparticulas de CaO fueron efectivas contra bacterias
gramnegativas y grampositivas, asi como contra levaduras patégenas,
de igual forma estas nanoparticulas generan especies reactivas de
oxigeno (ROS) que dafian las membranas celulares de los
microorganismos, que los lleva a eliminarlos.

También se menciona que estas nanoparticulas demuestran ser
estables y duraderas en condiciones de almacenamiento normales,
manteniendo su actividad antimicrobiana y aunque relativamente son
baratas de producir y no son toxicas, lo que las hace adecuadas para

aplicaciones antimicrobianas.
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. Structural, Optical and Antibacterial Response of CaO

Nanoparticles Synthesized via Direct Precipitation Technique (Kumar et al.,
2021).

Se obtuvieron nanoparticulas de CaO mediante precipitacion
directa y mostraron zonas de inhibicién contra cepas bacterianas
gramnegativas  (Escherichia coli 'y Vibrio Cholerae), las
concentraciones oscilaron en 5,10,15,20 y 25 mg/ml. Mostrando
efectividad antibacteriana en ambas, donde el grado de la zona de
inhibicion es mayor contra la cepa E.coli (28 = 0.15 mm) en
comparacién con V. Cholerae (25 = 0.10 mm) entre las
concentraciones de nanoparticulas.

. Antibacterial and Antibiofilm Activity of Ficus carica-Mediated
Calcium Oxide (CaONPs) Phyto-Nanoparticles

Para obtener los resultados del potencial antibacteriano que
tienen las nanoparticulas de CaO, se pusieron a prueba frente a
diversas bacterias (P. aeruginosa, S. Aureus, K. pneumoniae, P.
vulgaris y E. coli) en donde se observaron zonas de inhibicién de 28 +
0.10,23+£0.3,18+0.9,13 £ 1.6 y 11 £ 0.5 mg/ml demostrando que
las nanoparticulas inhiben considerablemente la formacion de biofilm,
proporcionando y confirmando su importante actividad antibacteriana.
Utilizando agua desionizada como control negativo, mientras que
utilizan ciprofloxacina como control positivo. Y la cantidad de
nanoparticulas de CaO utilizadas durante el analisis antibacteriano fue
el mismo para todas las cepas bacterianas. La estabilidad de las
nanoparticulas se atribuye también a la presencia de compuestos
bioactivos de Ficus carica que actuan como agentes estabilizantes. Lo
que demuestra que la combinacién de diferentes agentes puede
ayudar a superar la resistencia bacteriana y proporcionar un
tratamiento mas efectivo y mejor aun las nanoparticulas de CaO
mediadas por ficus carica son relativamente baratas de producir

debido al uso de una estrategia de quimica verde que emplea
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extractos de plantas como agentes reductores y estabilizantes. Este

método no solo es econdmico, sino también ecoldgico, ya que evita el

uso de productos quimicos toxicos.

o Biosynthesis and Characterization of Calcium Oxide
Nanoparticles from Citrullus colocynthis Fruit Extracts; Their
Biocompatibility and Bioactivities (Mazher et al., 2023)

La actividad antimicrobiana probada en este articulo se evalud
junto con extractos de frutos de C. colocynthis, mostrando una
actividad antimicrobiana muy efectiva contra tres microbios, donde la
zona de inhibicion se midié contra varios patdégenos cutaneos, para M.
luteus fue (25.6 + 1.1), el cual fue ligeramente mayor que la
estreptomicina (24.8 £ 1.6) con un indice de actividad de 1.03. Esta
MIC de las nanoparticulas de CaO se determiné mediante ensayos de
dilucion en caldo. Indicando que la MIC de las nanoparticulas es baja,
lo que sugiere una alta eficacia antibacteriana en concentraciones
minimas, mostrando un amplio espectro de accién, siendo efectivas
contra bacterias gram-positivas y gran-negativas.

La adsorcion de fitoquimicos se puede atribuir a los iones de
calcio que se reducen a nanoparticulas de CaO e interfieren en los
procesos celulares bacterianos.

Su estabilidad igualmente se mostré alta en diversas
condiciones ambientales y mantuvieron su actividad antibacteriana
durante periodos prolongados.

La sinergia con otros agentes antibacterianos se observo,
mediante la combinacion de las nanoparticulas de CaO vy otros
agentes como por ejemplo con extractos de Citrullus colocynthis el
cual mejord la eficacia antibacteriana en comparacion con el uso
individual de cada agente.

Asimismo, en esta sintesis de nanoparticulas utilizando

extractos de Citrullus colocynthis es un método ecoldgico y de bajo
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costo. La aplicabilidad de estas nanoparticulas se extiende a diversas

areas debido a su eficacia y biocompatibilidad.

En estos articulos a pesar de la viabilidad tanto de la sintesis utilizada, como
del procedimiento y resultados de inhibicidn, presentan algunas desventajas tanto
a corto como a largo plazo.

En el estudio de Mazher et al. (2023) sobre la biosintesis y caracterizacion
de nanoparticulas de CaO a partir de extractos de Citrullus colocynthis, se
identifican varias desventajas. A corto plazo, la sintesis verde utilizando extractos
de frutas puede presentar variabilidad en la calidad y tamafo de las nanoparticulas
debido a las diferencias en la composicion quimica de los extractos. A largo plazo,
la estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas biolégicamente puede ser un
problema, ya que los componentes organicos pueden degradarse con el tiempo.

En cuanto al estudio sobre la actividad antibacteriana y antibiofilm de las
nanoparticulas de CaO mediadas por Ficus carica, se observan desventajas
similares. A corto plazo, la sintesis utilizando extractos de Ficus carica puede ser
costosa y requerir un control preciso de las condiciones de reaccion para obtener
nanoparticulas uniformes. A largo plazo, la eficacia antibacteriana puede disminuir
debido a la posible aglomeracion de las nanoparticulas y la degradacién de los
componentes organicos.

El estudio de Kumar et al. (2021) sobre la respuesta estructural, éptica y
antibacteriana de las nanoparticulas de CaO sintetizadas mediante la técnica de
precipitacion directa también presenta desafios. A corto plazo, esta técnica puede
producir nanoparticulas con una distribucion de tamafo amplia, lo que puede afectar
su eficacia antibacteriana. A largo plazo, la estabilidad de las nanoparticulas puede
verse comprometida debido a la posible aglomeracion y cambios en las propiedades
superficiales con el tiempo.

Y en el estudio de Roy et al. (2013) sobre la actividad antimicrobiana de las
nanoparticulas de CaO sintetizadas mediante irradiacion de microondas destaca
algunas desventajas. A corto plazo, esta sintesis puede requerir equipos

especializados y condiciones de reaccion precisas. A largo plazo, la eficacia
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_“_séntimicrobiana puede disminuir debido a la posible formacién de aglomerados y la
degradacion de las nanoparticulas.

En el presente trabajo se ha enfocado en utilizar técnicas que ayuden a
controlar tanto el tamafio de las nanoparticulas como la sintesis por precipitacion,
ademas que es un procedimiento simple y econémico, ya que no requiere equipos
sofisticados ni condiciones extremas de reaccion, lo cual lo hace accesible para
muchos laboratorios y adecuado para la produccion a gran escala, también permite
un buen control sobre el tamafo y la morfologia de las nanoparticulas mediante la
manipulacion de parametros como la concentracion de reactivos y la temperatura.

Esta técnica de precipitacion es conocida por su alta reproducibilidad, lo que
significa que se pueden obtener nanoparticulas con caracteristicas consistentes en
diferentes lotes de produccion. Puede ser utilizada para sintetizar una amplia
variedad de nanoparticulas, incluyendo 6xidos metalicos como el CaO, lo que la
hace muy versatil. Esto es crucial para aplicaciones donde el tamafo de las
nanoparticulas influye en sus propiedades.

En comparacion con los métodos de sintesis verde y otras técnicas
mencionadas anteriormente, la sintesis por precipitacion ofrece una mayor
simplicidad y control sobre el tamano de las nanoparticulas, lo que puede mejorar

su eficacia antibacteriana.
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CAPITULO IV. CONCLUSION

Con base en los resultados de este trabajo de investigacion, se concluye con

lo siguiente:

1. Las nanoparticulas obtenidas presentan una morfologia controlada y una
distribucion homogénea, caracteristicas confirmadas por analisis como
DRX, EDS, y AFM. Estas propiedades son cruciales para aplicaciones
especificas, incluidas las antimicrobianas.

2. El método de precipitacién utilizado para sintetizar nanoparticulas de
oxido de calcio (CaO) mostré una alta eficiencia, con un rendimiento del
95.14%. Esto indica un control adecuado del proceso y un manejo preciso
de los reactivos.

3. La calcinacion a 650 °C resulté en nanoparticulas con una composicion
cristalina mayor de CaO, reduciendo la formacién de fases secundarias
como CaCOs;. Esta temperatura es 6ptima para asegurar la pureza mayor
de CaO hasta un 91% en peso.

4. El analisis por EDS mostré la presencia mayormente de Cay O en una
proporcion atomica de 1:1. Ademas la presencia de C es debido a la
reactividad que presenta en CaO con el CO, del ambiente.

5. Los resultados obtenidos mediante microscopia de fuerza atémica (AFM)
fueron muy Uutiles para observar la morfologia de las nanoparticulas
mostrando uniformidad en la altura y confirmaron su alta calidad al ser
sintetizadas y se obtuvo una rugosidad media (Ra) de 0.705 nm, una
rugosidad cuadratica media (Rq) aceptable de 1.03 nm y una rugosidad
maxima (Rz) de 9.05 nm. El analisis a partir de la micrografia por el
software imagedJ permitié determinara un intervalo en el tamafio promedio
de particula de 68-78 nm.

6. En el cultivo de las bacterias durante 24 hrs. A 37°C en un horno resulto
con un crecimiento adecuado para continuar sin ningun problema con el
resembrado de las bacterias en cajas petri de 96 pozos.

7. El ensayo realizado por triplicado, como se observa en los resultados de

microdilucién en caldo, demostré una alta reproducibilidad en las tres
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pruebas realizadas para las diferentes cepas en S. aureus y E. coli,

obteniendo tres confirmaciones consistentes en los tres ensayos.

8. Las nanoparticulas de CaO demostraron una actividad antibacterial
significativa contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) fueron menores en
comparacion con otros estudios realizados donde la MIC era de 28 £ 0.10,
23+£03,18+£0.9,13+£1.6y 11 £ 0.5 mg/ml, contra agentes como: P,
aeruginosa, S. Aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris y E. coli, indicando una
alta eficiencia de 95.14% en nuestro proceso realizado.

9. La coloracién observada tras las pruebas de la MIC indica un control
efectivo de las bacterias, para S. aureus ATCC 25923 fue de 6.00 mg/ml
y para ATCC BAA977+ fue de 5.33 y para E. coli ATCC 8739EA, ATCC
25922 fue de 4.00 y 2.66 mg/ml respectivamente.

10.EIl proceso completo, desde la sintesis de las nanoparticulas hasta la
obtenciéon de resultados sobre su actividad antibacteriana, tomo
aproximadamente 72 horas por lo que el método de sintesis por
precipitacion y la microdilucién en caldo, son una alternativa a la obtencién
y evaluacion de nanoparticulas de CaO, para aplicaciones a micro y gran

escala por su alta reproducibilidad.
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