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Planteamiento del problema

En los ultimos afos, la resistencia bacteriana a los antibidticos ha aumentado
significativamente, representando un desafio critico para la salud publica y la seguridad
alimentaria. Escherichia coli es una de las bacterias mas comunes y puede causar
infecciones en humanos, ademas de contaminar alimentos y fuentes de agua. Por ello,
es necesario desarrollar nuevas estrategias antimicrobianas que sean eficaces y seguras.
En la actualidad la resistencia antimicrobiana a los antibi6ticos ha ido al alza gracias al
uso indiscriminado de estos. La resistencia a los antimicrobianos va en aumento y
actualmente es responsable de mas de 700,000 muertes al afio en todo el mundo segun
un informe del banco mundial de 2017, segun informes de la OMS se estima que 300 mil
personas moriran prematuramente a causa de infecciones por organismos
multirresistentes en los proximos 35 afos. E. coli. es el principal actor patégeno que
provoca infecciones de tracto urinario, del torrente sanguineo, heridas, otitis media y de
otras complicaciones en los seres humanos.

Entre las estrategias emergentes, los investigadores se han enfocado en el desarrollo de
una nueva generacion de antibidticos, lo que implica tiempo, esfuerzo y dinero. Hoy en
dia existen muchos métodos alternativos entre ellos destaca la nanotecnologia, a través
de la extraccion de nuevos agentes antibacterianos a partir de productos naturales o la
reutilizacion e ingenieria de algunos farmacos o productos quimicos seguros y aprobados
por la FDA. Las nanoparticulas de ZnO destacan por tener una alta toxicidad especifica
contra microorganismos, debido a su morfologia y tamafo. Por ello, esta investigacion se

ha centrado en la inhibicién de E. coli (DH5a) con nanoparticulas de ZnO.



Justificacion

Las nanoparticulas de oxido de zinc (ZnO) han demostrado tener propiedades
antimicrobianas prometedoras, pero aun es necesario estudiar su eficacia especifica
contra E. coli, asi como las condiciones oOptimas para su aplicacion. Este estudio
contribuira al conocimiento sobre el uso de ZnO en la inhibicién bacteriana, lo que podria
favorecer el desarrollo de nuevos desinfectantes, recubrimientos antimicrobianos y
tratamientos para aguas contaminadas.

Los resultados de esta investigacion podran beneficiar a la comunidad cientifica, al sector
salud y a la industria alimentaria, proporcionando una alternativa innovadora y sostenible
para el control de bacterias patdégenas.

Dado que el estudio es viable con los recursos de laboratorio disponibles y se basa en
metodologias probadas, su desarrollo permitira obtener datos confiables que respalden
futuras aplicaciones de las nanoparticulas de ZnO en la lucha contra bacterias

resistentes.
Hipotesis
A través del uso de las nanoparticulas de ZnO sintetizadas por sintesis coloidal y a sus

caracteristicas estructurales, tamano y morfologia se inhibird de manera eficiente el

crecimiento de bacterias de la familia E. coli.

Objetivos
Objetivo general
Replicar y aplicar las nanoparticulas coloidales de ZnO obtenidas a diferentes

concentraciones, en la inhibicion de crecimiento de microorganismos biolégicos de la
familia E. coli (DH5q).



Objetivos especificos

e Replicar y caracterizar estructural, morfolégica y 6pticamente las NP obtenidas a
diferentes concentraciones del precursor de Zn a traveés de difraccion de rayos X
(DRX), por microscopia de barrido de alta resoluciéon (HRSEM) y fotoluminiscencia
(FL).

e Aplicar y optimizar el uso del ZnO a diferentes concentraciones en la inhibicion del
crecimiento de E. coli (DHba).

e Correlacionar los resultados eficiencia de inhibicion con las concentraciones de
sintesis y respecto a las propiedades estructurales, morfologicas y Opticas de las

nanoparticulas de ZnO.

Introduccion

Desde la aparicion del ser humano moderno, desde la época en que este era nOmada
hasta pasar a ser sedentario, se ha enfrentado a grandes cambios evolutivos esto debido
a la movilidad y a la interaccion con diversos ambientes. Con ello ha generado una
estrecha relacion no solo con macroorganismos (animales de gran tamafo), sino que
también a la par le ha tocado interaccionar con microorganismos (virus, hongos y
bacterias). Algunas de las interacciones dadas con microorganismos, ha dado como
resultado una simbiosis, pero también en la posibilidad de poder tomar como huésped al
ser humano infectando y con ello ha provocado en diversos periodos geoldgicos una serie
de pandemias que en algun momento han logrado casi exterminar al ser humano por

completo.

Algunos de estos microorganismos que dia a dia han estado coexistiendo con el ser
humano desde tiempos prehistéricos son las bacterias, que pueden definirse como
organismos unicelulares que poseen vida libre y que se reproducen por fision binaria,
estas son células procariotas que de acuerdo con su morfologia dividen en cocos, bacilos

y espiraladas. Dentro de las bacterias encontramos una gran diversidad como lo es



Salmonella spp, Shigella spp, Brucella spp, Neisseria spp y Escherichia coli, por

mencionar algunos.

La familia de la Escherichia coli es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriacea, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de
flora normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y causar dafno produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea, dentro de las cepas patdogenas podemos
encontrar enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también conocidas como
productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatogeno (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia
difusa (DAEC). [1]

Como ya se menciono la Escherichia coli es un habitante comun del intestino humano y
animal, pero también se puede encontrar en el agua, el suelo y la vegetacion. Este
microorganismo, es el principal actor patégeno que provoca infecciones de tracto urinario,
del torrente sanguineo, heridas, otitis media y de otras complicaciones en los seres
humanos. A parte de ser un agente infeccioso esta bacteria es la causa mas comun de
diarrea humana transmitida por alimentos y agua en todo el mundo, cabe mencionar que
en los paises en vias de desarrollo es la causa de muchas muertes en nifos menores de
5 anos. [2] Dichas muertes han sido provocadas por la infeccion a través de esa bacteria,
aunado a ello a la falta de atencion médica y/o por el uso indiscriminado de antibiéticos

(automedicacion).

A través de la automedicacion se ha visto en los ultimos afios un aumento de la
resistencia bacteriana a los antibiéticos complicando con ello en el tratamiento de las
infecciones provocadas por ellos. Del total de las infecciones reportadas clinicamente,
hasta el 95% de los casos con sintomas graves se tratan sin investigacion bacterioldgica.
[2] Provocando con ello el uso extensivo de antibioticos tanto en el sector médico como
en el agricola para curar y prevenir infecciones bacterianas esto dando como resultado
un aumento de la resistencia antimicrobiana global (RAM) y la reduccién de la eficacia de

los antibidticos que hoy se encuentran en el mercado farmacolégico. [3]



Aunado a ello otra gran fraccion de la inefectividad de dichos antibidticos es la resistencia
adquirida la cual es provocada por la adquisicion de genes de resistencia a los antibiéticos
(ARG). Esta situacion es de particular importancia ya que se da debido a la movilidad y
transmisibilidad de la dicha resistencia adquirida entre células bacterianas de la misma
familia o incluso la transmision entre especies (animales y humanos), lo que a su vez
conduce a la rapida evolucién (mutacion) de patégenos lo cual los vuelve mas resistentes
a multiples farmacos. Esto se hace comunmente mediante la transferencia de ARG
transportados por elementos genéticos méviles (MGEs), como plasmidos, elementos
integrativos y conjugativos (ICEs) e integrones. Estos MGE se diseminan
intercelularmente mediante conjugacion, transformacion natural o transduccién, procesos
denominados colectivamente como transferencia genética horizontal o lateral (HGT) por
sus siglas en inglés. Entre los tres procesos, se considera que la conjugacion es la mas

importante y representa la mayoria de los eventos HGT. [3]

De investigaciones realizadas a las personas, no sélo se han encontrado altas
concentraciones de antibidticos durante las terapias con medicamentos, sino que también
reciben niveles bajos o trazas de antibidticos del medio ambiente como consecuencia de
la contaminacidon generalizada por medicamentos. En estos escenarios, los antibidticos
pueden desempefar un papel como un factor estresante que otorga a las bacterias
resistentes una ventaja selectiva, lo que conduce a mejores tasas de supervivencia de
las bacterias haciéndose mas resistentes, las cuales albergan genes que son
responsables de la RAM, lo que a su vez conduce a niveles mas altos de transferencia
vertical de genes (VGT). Los cuales también pueden desempenfar el papel como una
sustancia que regula positivamente los mecanismos de transferencia horizontal, o que
lleva a tasas mas altas de HGT para los genes responsables de la resistencia a los
microorganismos a nivel intercelular. En otras palabras, los antibiéticos pueden promover
tanto la VGT como la HGT, aunque a través de diferentes, usos, mecanismos,
condiciones y posiblemente a diferentes concentraciones de antibioticos. [3]

Se ha observado a través de la historia de la humanidad que las infecciones bacterianas
habian sido una de las principales causas de muerte humana antes del descubrimiento

de los antibidticos, el cual fue uno de los momentos clave de la ciencia y la medicina



modernas. Desde entonces, los antibidticos han sido uno de los medicamentos mas
importantes en todos los sectores meédicos. Pero el uso indiscriminado de ellos es la razén
por la cual el desarrollo e incremento de la resistencia a los antimicrobianos en bacterias

ha sido una preocupacion tan grave en todo el mundo. [3]

Las nanoparticulas tienen la capacidad de adentrarse a multiples bacterias e impedir su
crecimiento. [4] Las nanoparticulas de Ag2 al entrar en contacto son las bacterias,
destruyen su ADN e impiden su reproduccion, pues el numero de células dafadas es
igual al numero de células reproducidas, por tanto, muestras inhibicion bacteriana. [5]
Tenemos también a las nanoparticulas 6xido de hierro que ademas de inhibir a las
bacterias tiene propiedades magnéticas, alta absorcién y bioactividad. La nano alumina
y el nano oxido de titanio también son un ejemplo de nanoparticulas que inhiben a las
bacterias. En general se sabe que las nanoparticulas en general atacan a las bacterias
por la generacion de inestabilidad en las moléculas de las bacterias (ROS) provocando
la muerte celular. [6] Se tiene conocimiento que entre mas pequefias sean las
nanoparticulas tienen una actividad bacteriana mas eficaz, aunque dicha efectividad
también se ve afectada por otros factores estructurales o quimicos. A lo largo de los afios
se ha encontrado que las nanoparticulas de ZnO muestran una mayor actividad
antibacteriana entre todas las demas gracias a su morfologia, tamano, orientacion,

vacancia de oxigeno y demas caracteristicas. [7]



Capitulo 1: Antecedentes

En 1800 es cuando se introduce por primera vez el vocablo “biologia”, que aparece en
una oscura publicacion alemana en donde explican el estudio del hombre desde el punto
de vista morfoldgico, fisioldgico y psicologico, un par de afos mas tarde en 1802 es
nuevamente retomado ahora por el médico y naturista aleman Gottfied R. Treviranus,
ahora con un enfoque mas cercano a la actualidad. Treviranus define a la biologia como
aquella ciencia cuyo objeto de estudio tiene relacién con los diferentes fendmenos y las
diversas formas de vida, las condiciones, las leyes bajo las que ocurren y las causas que
la producen. [8]

Para comprender un poco acerca de la microbiologia es necesario familiarizarnos con
conceptos basicos es por ello que comenzaremos, desde la definicién de una célula, la
cual es la unidad mas pequena que puede vivir por si sola, que de acuerdo con Gerald
Karp las estructuras que componen a una célula, son demasiado pequefnas para verlas
a simple vista, sin embargo, son objetos de cientos de miles de publicaciones
anualmente, siendo cada vez ramas mas especializadas las que han surgido desde hace
unas décadas como lo es la biologia celular y molecular que han dado paso a realizar

nuevos descubrimientos asociados a los microorganismos. [8]

Por ultimo, cabe mencionar que la biologia celular antes llamada citologia, es una rama
reciente de la ciencia de la vida, la cual esta dedicada al estudio de la célula como una

unidad fundamental de la materia viviente. [9]

1.1 El descubrimiento de la célula

Algo remarcable que es necesario tomar en cuenta que, debido a su pequefio tamano,
las células solo pueden observarse con la ayuda de un microscopio. El descubrimiento
de estas se le atribuye a Robert Hooke, pero Anton van Leeuwenhoek fue el primero en



examinar una gota de agua de un estanque bajo el microscopio, donde observé lo que él
nombré como “animalculos” microscépicos que se movian de un lado a otro, fue el

primero en describir las diversas formas de bacterias.

No fue hasta 1839 que Theodor Shwann concluyé que las células de las plantas y
animales son estructuras similares y propuso los principios de la teoria celular: el primero
es aquel donde se establece que todos los organismos estan compuestos de una célula
0 mas células. Mientras que el segundo es aquel donde la célula es considerada como la
unidad estructural de la vida. Finalmente, en 1855 Rudolf Virchow presentd argumentos
convincentes para presentar el tercer principio: el cual considera que las células solo

pueden surgir por divisidon de una célula preexistente. [8]

En la actualidad los postulados de la teoria celular sostienen principalmente que la célula
es la unidad anatomica o estructural de los seres vivos, esta es la unidad minima de
materia capaz de tener vida. Toda célula se origina de otra existente por division la cual
es comprendida en dos etapas: mitosis (divisién nuclear), con la excepcion de las células
germinales, ya que estas se dividen por meiosis (division celular).

Hace unas décadas antes del establecimiento de la teoria celular se creia que las células
eran unidades de enfermedad, en la actualidad se tiene conocimiento que las
enfermedades también se pueden atribuir a las moléculas. Aunque las células son
definidas como entidades individuales, también es necesario aclarar que existe la
individualidad de las células, asi como la del organismo. Es importante mencionar que
las células animales y vegetales se clasifican en cuatro categorias: en primer lugar
tenemos a las independientes que se definen como aquellos seres que permanecen
aislados durante toda su vida o la mayor parte de ella como los protozoarios, bacterias,
espermatozoides o eritrocitos; en segundo lugar se encuentran a las federadas y son
aquellas que en las que se componen por tejidos animales y algunos otros vegetales,
algunos ejemplos de ellas son las células del epitelio intestinal; por otro lado tenemos a
las plasmodiales las cuales estan comunicadas a través de uniones o canales
intracitoplasmaticos ejemplo de ello son las células musculares cardiacas; y por ultimo

sin quitarles la importancia que merecen, tenemos a las células sincitiales estas



contienen una masa celular gigante con numerosos nucleos, dentro de estas tenemos a
las células lutas trofoblasticas que se encuentran en la placenta. [10]

Hoy en dia se sabe que cada célula que conforma nuestro organismo puede crecer,
reproducirse, procesar informacién, responder estimulos y llevar a cabo diversas
reacciones quimicas, dichas caracteristicas intrinsecas que definen la vida. La célula esta
definida como la unidad fundamental de la vida, y que todos los organismos vivos estan
conformados por estas, ningun organismo puede considerarse vivo si no esta al menos
constituido por una célula, es decir nada inferior a esta puede ser considerado un ser
vivo. En contraste los virus no son considerados seres vivos, puesto que no pueden
crecer ni reproducirse por si mismos. [10]

Desde el punto de vista de la quimica, una célula esta definida como un compartimento
que contiene diversas sustancias quimicas disueltas en un medio acuoso que se
encuentra limitado por una membrana. Por otro lado, desde la morfologia se le identifica

como a la unidad estructural y funcional que da origen a los organismos vivos. [9]

1.2 Propiedades de las células

Una de las propiedades fundamentales de las células es que son consideradas complejas
y organizadas, pues cada tipo de célula tiene una apariencia consistente cuando se
observa bajo un microscopio electronico de alta potencia, sus organulos tienen forma y
ubicacidén particular, los cuales varian de un individuo de una especie a otro. [8]

Ya que dichos organismos se construyen de acuerdo con informacion codificada en una
coleccion de genes que estan construidos a partir de ADN. EI ADN (acido
desoxirribonucleico) definido como la molécula encargada de transportar la informacién
genética util para el desarrollo y el funcionamiento de un organismo, es decir transmite
informacion genética de padres a hijos y codifica para la produccion de proteinas.
Los genes son mas que depdsitos de informacion, constituyen los planos para construir
estructuras celulares, las instrucciones para ejecutar las actividades celulares y el
programa para hacer mas de si mismos. La estructura molecular de los genes permite
cambios en la informacidn genética (mutaciones) que conducen a variaciones entre los
individuos. [8, 10]



Como ya se comenté anteriormente las células se reproducen por divisién, un proceso
en general donde el contenido de una célula “madre” se distribuye en dos células “hijas”.
Es importante mencionar que el material genético se duplica fielmente desde el original
de la célula madre, por ello cada célula “hija” recibe una parte completa e igual de
informacion genética. Generalmente las dos células “hijas” poseen el mismo volumen, sin
embargo, existen excepciones, como en el caso de un ovocito humano, cuando este se
divide, una de las células retiene casi todo el citoplasma, aunque solo reciba la mitad de
informacion genética. [8]

Otro de los aspectos fundamentales a considerar es el principio de funcionamiento de
las células ya que funcionan como plantas quimicas pequeiitas, pues realizan cientos de
transformaciones quimicas diferentes, la suma total de las reacciones quimicas
representa el metabolismo de esta. A través de la energia luminosa del sol se realiza el
mecanismo de fotosintesis transformando los nutrientes consumidos en energia quimica
que se almacena en forma de carbohidratos ricos en energia un ejemplo de ellos son la
sacarosa y el almidon. Es importante mencionar que las células gastan una enorme
cantidad de energia descomponiendo y reconstruyendo las macromoléculas y organulos
que lo componen. Dicha renovacion mantiene la integridad de los componentes a pesar
del desgaste y permite a la célula responder a condiciones cambiantes. [8]

En otras palabras, las células mantienen una intensa actividad para transportar
materiales de un lugar a otro, ensamblar estructuras y desmontarlas rapidamente, todos
estos cambios son mecanicos-dinamicos, estos se inician por proteinas “motoras”, uno
de los muchos tipos de “maquinas” empleadas para llevar a cabo las actividades
mecanicas en las células. Por lo general la mayoria de las células estan cubiertas de
receptores que interactuan con sustancias del medio ambiente de maneras especificas,
es decir contienen receptores de hormonas, factores de crecimiento y materiales
extracelulares, asi como de sustancias en la superficie de otras células. Asi como también
poseen la capacidad de responder a estimulos especificos alterando sus actividades
metabdlicas, moviéndose de un lugar a otro o incluso suicidandose. [8]

Es por ello que surge el interés sobre los mecanismos reguladores de una célula y que
es mas evidente cuando se descomponen; como, por ejemplo, considerando que una

célula por algun motivo no corrige un error al duplicar su ADN puede resultar en una



mutacion debilitante, o en una falla en el control del crecimiento, incluso puede
transformar la célula en una célula cancerosa con la capacidad de destruir todo el
organismo. Con ello podemos concluir que cada tipo de actividad celular requiere un

conjunto unico de herramientas y maquinas moleculares altamente complejas. [8]

1.3 Tipos de células

Algunas células se desplazan con rapidez y presentan estructuras que también cambian
velozmente. Las amibas y los gldébulos blancos, por ejemplo, pueden modificar su forma
mientras se mueven gracias a la formacion de pseuddépodos. Un ejemplo de ellos son los
espermatozoides ya que poseen un largo flagelo que les permite desplazarse. En
contraste, existen células casi inmoviles y con una estructura estable, como por ejemplo
las células epiteliales que recubren diversas cavidades, por otro lado, para mantenerse
vivas estas requieren de un medio especifico las que difieren notablemente dependiendo
de sus necesidades quimicas: algunas requieren oxigeno para sobrevivir, mientras que
para otras este medio resulta toxico. Aunado a ello, algunas células solo necesitan aire,
luz solar y agua como recursos esenciales, mientras que otras dependen de una
combinacion de moléculas complejas generadas por diferentes células (alimento). [10]
Con la invencion y el desarrollé de equipos sofisticados como lo es el microscopio
electrénico, los bidlogos lograron examinar la estructura interna de una gran variedad de
células. Gracias a esta herramienta tan util se pudo clasificar a la célula en dos clases
basicas (procariotas y eucariotas) la cual fueron distinguidas a partir de su tamarno,
estructura interna y érganos que las conforman. [8] Y con ello subclasificandolas en
células procariotas las cuales son estructuralmente mas simples, entre ellas estan las
bacterias, por el contrario, las células eucariotas estructuralmente son mas complejas,
entre ellas se encuentran los protistas, que forman parte de plantas y animales. [9]

Es importante mencionar que casi todas las células procariotas contienen un unico
cromosoma circular (bacterias) y que el material genético esta presente en el nucleoide:
una regiéon mal delimitada de la célula, que carece de membrana limitante que separa del

citoplasma circundante. [9]



Tanto las células eucariotas como las procariotas poseen ribosomas, que son particulas
no membranosas que funcionan como “bancos de trabajo” en los que se fabrican las
proteinas de la célula. Aunque los ribosomas de las células procariotas y eucariotas
tienen dimensiones considerablemente diferentes (la de las procariotas son mas
pequefios y con menos componentes), estas estructuras participan en el ensamblaje de
proteinas a través de un mecanismo similar en ambos tipos de células. [9]

En las células procariotas el ADN se duplica y las dos copias se separan con precision
mediante el crecimiento de una membrana celular intermedia. En su mayor parte, los
procariotas son organismos no sexuales. Contienen solo una copia de su unico
cromosoma y no tienen procesos comparables a la meiosis, la formacion de gametos o
la verdadera fertilizacién. Aunque los procariotas carecen de verdadera reproduccion
sexual, algunos son capaces de realizar conjugacion, en la que un fragmento de ADN
pasa de una célula a otra. Sin embargo, el receptor casi nunca recibe un cromosoma
completo del donante, y la condicidn en la que la célula receptora contiene tanto su propio
ADN como el de su pareja es fugaz. Aunque los procariotas pueden no ser tan eficientes
como los eucariotas en el intercambio de ADN con otros miembros de su propia especie,
son mas habiles que los eucariotas para recoger e incorporar ADN extraio de su entorno.
[9]

El movimiento de una célula procariota puede lograrse mediante un fino filamento
proteico, llamado flagelo, que sobresale de la célula y gira. Las rotaciones del flagelo, que
pueden exceder las 1000 veces por segundo, ejercen presidn contra el liquido
circundante, impulsando a la célula a través del medio. [9]

Por otro lado, las células eucariotas poseen un nucleo, esta es una region limitada por
una estructura membranosa compleja mejor conocida como envoltura nuclear, contienen
mas informacidn genética que las procariotas, contienen varios cromosomas separados,
cada uno de ellos contiene una unica molécula lineal de ADN. El citoplasma de una célula
eucariota esta lleno de una gran diversidad de estructuras, como se desprende facilmente
al examinar una micrografia electronica de casi cualquier célula vegetal o animal. Incluso
la levadura, la eucariota mas simple, es estructuralmente mucho mas compleja que una
bacteria promedio. [9] Se dividen mediante un complejo proceso de mitosis en el que los

cromosomas duplicados se concentran en estructuras compactas que se segregan



mediante un elaborado aparato que contiene microtubulos. Este aparato, llamado huso
mitético, permite que cada célula hija reciba una matriz equivalente de material genético.
A diferencia de las procariotas las células eucariotas poseen una variedad de
mecanismos locomotores complejos, en algunas células eucariotas, incluidos muchos
protistas y espermatozoides, también poseen flagelos como las procariotas, pero las
versiones eucariotas son mucho mas complejas que los simples filamentos proteicos de
las bacterias. [9]

La distincion entre células procariotas y eucariotas se basa en la complejidad estructural
y no en la relacion filogenética. En particular las procariotas se dividen en dos grupos o
dominios taxondmicos principales: Archaea (arqueobacterias) y Bacteria (eubacterias).
Los miembros de Archaea estan mas estrechamente relacionados con los eucariotas que
con el otro grupo de procariotas (las bacterias). Todos los demas procariotas se clasifican
en el dominio Bacteria. Este dominio incluye las células mas pequefas conocidas, el
micro plasma (0,2 um de diametro), que son los Unicos procariotas conocidos que
carecen de pared celular y contienen un genoma con menos de 500 genes. Las bacterias
estan presentes en todos los habitats imaginables de la Tierra, desde la plataforma de
hielo permanente de la Antartida hasta los desiertos africanos mas secos. Incluso se han
encontrado bacterias viviendo en capas de rocas situadas a varios kilbmetros por debajo
de la superficie de la Tierra. Se cree que algunas de estas comunidades bacterianas han
estado aisladas de la vida en la superficie durante mas de cien millones de afios. [8, 9,
10]

Las procariotas mas complejas son las cianobacterias, ya que contienen elaboradas
matrices de membranas citoplasmaticas, que sirven como sitios de fotosintesis. Dichas
membranas, son muy similares a las membranas fotosintéticas presentes en los
cloroplastos de las células vegetales. Al igual que en las plantas eucariotas, la fotosintesis
en las cianobacterias se logra dividiendo las moléculas de agua, lo que libera oxigeno
molecular. [9] Aunque es importante recalcar que muchas cianobacterias son capaces no
sblo de realizar fotosintesis, sino también de la fijacion de nitrégeno, la conversién de
nitrogeno (N2) gas en formas reducidas de nitrégeno (como amoniaco, NH3) que las
células pueden utilizar en la sintesis de compuestos organicos que contienen nitrégeno,

incluidos aminoacidos y nucledétidos. [9]



Por ultimo, es necesario mencionar los sistemas de clasificacion, propuesto por H.
Whittaker, quien divide al mundo viviente en los siguientes 5 reinos: plantae, animalia,
protista, hongos y monera. Se considera que todos tienen un ancestro comun, esta
divisidn toma en cuenta las diferencias entre procariontes y eucariontes, asi como su
organizacion unicelular colonial o multicelular. También considera a los habitos

alimenticios como la absorcién, digestion, fotosintesis y su combinacion. [9]

1.4 Los microorganismos

Después de los términos definidos anteriormente es necesario enfocarnos en la
microbiologia la cual se encarga del estudio de los microorganismos microscopicos que
viven aislados o en grupos, también comprende a los virus, organismos que carecen de
estructuras celulares. Los microorganismos se encargan de llevar a cabo ciclos de
elementos quimicos indispensables para la vida, como el ciclo de carbono, nitrégeno,
azufre, hidrégeno y oxigeno; realizan mas fotosintesis que las plantas, se calcula que en
el planeta existen 5x103° células microbianas; excluyendo a la celulosa, estas constituyen
el 90% de la biomasa de toda la biosfera. [12]

Estos microorganismos se subdividen en cuatro grupos principalmente: virus, bacterias,
hongos y parasitos. Los virus son aquellas particulas infecciosas de menor tamano, con
un diametro aproximado de entre 18 hasta 300 nm, actualmente se han encontrado mas
de 25 familias viricas que estan compuestas por mas de 1.550 especies, la mayoria de
estas estan asociadas a enfermedades en que afectan al ser humano. Los virus estan
formados principalmente por acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN),
ademas de las proteinas necesarias para su replicacion y patogenia. Las infecciones
causadas por estos virus ocasionan una réplica rapida y destruccion celular, o dan lugar
a una relacion croénica latente en donde puede ocurrir que la informacion genética del
virus se integre al genoma del organismo infectado. Las enfermedades provocadas por
los virus pueden variar en peligrosidad que van desde un resfriado comun vy
gastroenteritis hasta cuadros clinicos mortales como la rabia, ébola, viruela y el SIDA.
[11]



En contraste por su parte las bacterias estan constituidas por una estructura simple, como
ya se menciond anteriormente, son microorganismos procariontes, sin embargo,
contienen una pared celular compleja que la rodea, esta puede ser grampositiva con una
gruesa capa de peptidoglucano o una pared gramnegativa con una delgada capa de
peptidoglucano, asi como una membrana externa. Es importante mencionar que algunas
bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia sobreviviendo al interior de
las células de su anfitridn. En general su clasificacion preliminar se basa en el tamafio,
forma y disposicion espacial; su clasificacién definitiva se da por sus propiedades
fenotipicas y genotipicas. Las enfermedades causadas por ellas pueden deberse a los
efectos toxicos de los productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasiéon de regiones
corporales que acostumbran a ser estériles. [11]

Por otro lado, los hongos poseen una estructura celular compleja, son microorganismos
eucariotas, y coexisten de manera unicelular como levaduras, replicandose de manera
asexual o en filamentos como el moho, que se reproduce de manera sexual y asexual.
Finalmente, tenemos a los parasitos, estos son microorganismos complejos, aunque la
mayoria son catalogados como eucariotas, algunos son unicelulares y otros
pluricelulares. [11, 12]

Los microbidlogos estan familiarizados con microorganismos que pueden cultivar en un
medio de cultivo. Generalmente cuando un paciente sufre una infeccion del tracto
digestivo o urinario consulta a su médico, el primer paso es cultivar el patégeno. Una vez
cultivado, se procede a identificar el organismo y prescribir el tratamiento adecuado. Han
demostrado que es sencillo cultivar la mayoria de las procariotas que causan
enfermedades, sin embargo, no ocurre lo mismo con aquellos que se encuentran libres
en la naturaleza. La situacién se complica porque las procariotas apenas son visibles en
un microscopio optico y su morfologia no es facil de distinguir. A lo largo de la historia
solo se han descubierto apenas el 1% de los millones de especies procariotas que se
cree existen en la Tierra. [8]

El estudio de los microbios ha sido de vital importancia para conocer las enfermedades
que provocan y como controlarlas. Sin embargo, esta relacién bacteria- enfermedad es
demasiado compleja. Los microorganismos no generan solo una enfermedad, la mayoria

de estos dan la aparicion de diversas de enfermedades o por el contrario diversas



bacterias producen una misma enfermedad. A decir verdad, la mayor parte de los
microorganismos solo provoca una enfermedad en condiciones bien definidas, algunas
enfermedades son producto de la exposicion de un individuo a los microorganismos por
fuentes externas, a esto se le llama infecciones exdgenas. Las enfermedades que
padecemos nosotros como seres humanos son causadas por microorganismos
presentes en la microflora que son diseminadas a locaciones del organismo en la que
proliferan como enfermedad, estas son llamadas infecciones enddgenas. [11]

La relacién entre el ser humano y los microorganismos es dificil de explicar, la interaccion
entre ellos esta determinado por la virulencia del microorganismo, el lugar de exposicion
y la capacidad de respuesta del organismo contra el microorganismo huésped. [11]
Para mejorar la capacidad de prevencién de alguna infeccidén en el cuerpo humano, se
recomienda potenciar el sistema inmunoldgico con anticuerpos controlados por medio de
las vacunas. Desafortunadamente los microorganismos modifican constantemente su
estructura genética o desarrollan resistencia ante los antibidticos mas potentes, por ello
es importante colocarse las vacunas correspondientes afio con afo. [11]

Una vez comprendida la clasificacion general de los microorganismos y su definicién, en
la siguiente seccion nos enfocaremos de manera especifica en las bacterias, ya que el
presente trabajo se enfoca en la aplicacion del 6xido de zinc y su efecto en la inhibicién

del crecimiento.

1.5 ¢ Qué son las bacterias?

Como ya se mencioné las células mas sencillas y pequefas, las mas antiguas son
conocidas como procariotas, que para la practicidad en el contenido consecutivo del
presente trabajo abordaremos como sinénimo para las bacterias que se analizaron. [11,
13]

Las bacterias son organismos celulares diminutos que miden entre 1.1 y 1.5 um de
grosor, y de 2.0 a 6.0 um de longitud. Presentan diversas formas: las cilindricas,
conocidas como bacilos, pueden encontrarse aisladas, en pares o formando cadenas; las
esféricas, llamadas cocos, pueden aparecer solas, en pares, en cadenas, racimos o

agrupadas en cubos. Algunas bacterias presentan una forma helicoidal y siempre se



encuentran aisladas; las rigidas se denominan espirilos, las flexibles espiroquetas v,
cuando son mas cortas, vibriones. Su funcion principal es regular el paso de sustancias
hacia el interior y exterior del citoplasma, manteniendo constante la composicion celular.
Ademas, puede presentar invaginaciones internas llamadas mesosomas. [13]

De manera puntual una bacteria considera al cuerpo humano como su huésped, que le
proporciona calor, humedad y alimento necesarios para su crecimiento. Por sus
caracteristicas genéticas estos organismos procariotas tienen la habilidad de invadir el
ambiente, colonizar, acceder a sus nutrientes y evitar que el organismo responda con su
sistema inmune. Debido a los mecanismos que estas utilizan para sobrevivir, alimentarse
y crecer producen dafos o problemas a su huésped. Los rasgos genéticos que los
identifican son factores de virulencia y con ello aumentan su capacidad para producir
enfermedades. Es importante enfatizar que no todas las bacterias producen
enfermedades, algunas causan enfermedad hasta que se presenta una infeccion
(oportunistas), y que nuestro cuerpo esta colonizado por diversos microorganismos,
mejor conocidos como flora normal, muchos de estos desempefian importantes
funciones, como ayudar a la digestion, producir vitaminas y proteger al organismo ante la
colonizacion de microorganismos patégenos. [11]

Pero cuando el organismo entra en interaccion con las bacterias virulentas, estas se
desarrollan a expensas de este mismo, dando como resultado una enfermedad y su
efecto es el dano directo o pérdida de la funcion de un tejido u 6rgano. [11]

En la actualidad se calcula que menos del 10% de los microorganismos patégenos que
provocan enfermedades es analizado (clasificado). Para poder clasificar a los
microorganismos es importante tener definidos tres puntos: identificacion, clasificacion y
nomenclatura. Llamamos clasificacion al esquema practico para aislar y diferenciar los
microorganismos que conforman la flora microbiana, en donde se verifica la autenticidad
y propiedades de un cultivo en un entorno clinico, posterior a ello se aisla al patogeno
causante de la enfermedad. Mientras que para la clasificacion se relaciona directamente
a su taxonomia, para ello es necesario hacer uso de técnicas experimentales y de
observacion, analizando las propiedades bioquimicas, fisiolégicas, genéticas vy
morfolégicas. Por ultimo, la nomenclatura es la denominacion final que fue establecida

por cientificos y médicos. [11] A través de estos fundamentos nos permitiremos



mencionar en la siguiente seccién de manera general los procedimientos de identificacion
de las bacterias.

Para clasificar y estudiar a las bacterias es importante considerar diversos puntos como
lo es su crecimiento a través de medios de cultivo, en general las bacterias necesitan un
medio de cultivo rico en nutrientes para poder promover su crecimiento, estos por lo
general contienen agar, fuentes de carbono y un hidrolizado acido o una fuente de
material bioloégico sometido a la degradacion enzimatica como la caseina. Los medios de
cultivo se dividen en no selectivos y selectivos. Los medios no selectivos pueden cultivar
tantos microorganismos sea posible, por lo tanto, es posible observar una gran variedad
de colonias bacterianas. Por el contrario, los medios selectivos como su nombre lo indica,
eliminan o reducen bacterias que son irrelevantes, pues utilizan sustancias para inhibir
las bacterias que no son de interés. Adicionalmente tenemos a los medios diferenciales,
en estos se identifican como zonas claras alrededor de las colonias cultivadas en
presencia de sustratos insolubles. [12] También es importante mencionar que a la par de
dichas técnicas de identificacion por decirlo “sencillas” existen métodos mas especificos
como lo es la microscopia que en la actualidad juega un papel importante en la
clasificacion, valiéndose de métodos como lo es la tincién de Gram es un método util para
la identificacion de las eubacterias, si estas son Gram positivas o Gram negativas. [12]
En primer lugar, existen dos grupos de organismos procariotas: las eubacterias y
arqueobacterias, ambos organismos unicelulares que se reproducen de manera asexual.
[12]

Dentro de las eubacterias encontramos a las eubacterias gramnegativas, grampositivas
y las que carecen de pared celular. Las eubacterias gramnegativas son aquellas bacterias
que se caracterizan por tener una cubierta celular complejo y una membrana
citoplasmatica, su forma puede ser esférica, ovalada, como bastén recto o curvo,
helicoidal o filamentosa, algunas estan recubiertas o encapsuladas, este tipo de bacterias
se reproducen por fisién binaria, y algunas otras por gemacién. Dentro de este tipo de
bacterias encontramos los fototrofos o no fotétrofos y comprenden especies aerobias,
anaerobias, anaerobias facultativas y microaerdfilos. Por otro lado, tenemos a las
eubacterias grampositivas, estas se caracterizan por tener un perfil de pared celular tipo
grampositivo, la mayoria de las células son grampositivas y se caracterizan por poseer



una cubierta celular esta compuesta por una pared celular gruesa y una membrana
citoplasmatica, pueden ser encapsuladas y tener movilidad por medio de flagelos; su
forma varia entre esférica, bacilar o filamentosa; se reproducen por fisiébn binaria la
mayoria, algunas producen esporas. Son heterétrofos quimiosintéticos que comprenden
especies aerobias, anaerobias y anaerobias facultativas. Este grupo esta conformado por
bacterias espordégenas simples y espordogenas, asi como actinomicetos complejos
estructuralmente y microorganismos relacionados. Por ultimo, tenemos a las eubacterias
sin pared celular, que como su nombre lo indica carecen de pared celular, comunmente
son conocidos como micoplasmas, dichos microorganismos se encuentran encerrados
por una membrana plasmatica. Algunas de sus caracteristicas es que son altamente
polimorfos, se reproducen por gemacioén, fragmentacién o fisién binaria. La mayoria de
las micoplasmas necesitan un medio complejo para desarrollarse y a menudo suelen
formar colonias en forma de “huevo estrellado”. Una caracteristica propia es que
necesitan colesterol para crecer. [12, 13]

Por otro lado, tenemos a las arqueobacterias, estas habitan principalmente los ambientes
terrestres y acuaticos extremos y son mejor conocidas como extremofilas, porque viven
a elevadas y muy bajas temperaturas, altas concentraciones de sal, pH muy acidos, etc.
Las arqueobacterias se diferencian de las eubacterias por la ausencia de una pared
celular de peptidoglucano, tienen formas diversas, pueden ser esféricas, espirales y como
placa o baston; pueden ser unicelulares o multicelulares en forma de filamentos o
conglomerados. Se reproducen por fisidon binaria, gemacion, constriccion, fragmentacion
o algun otro tipo de mecanismo que aun no ha sido estudiado. [12, 13]

Después de la clasificaciéon general de las bacterias también es necesario comprender
qué tipo de enfermedades son provocadas por ellas debido a la interaccién con el ser

humano.

1.6 Generalidades de la interaccion de patdégenos con el organismo

En principio antes de describir las enfermedades asociadas a los microorganismos es
importante mencionar que la microflora normal presente en el cuerpo humano

proporciona defensas contra los microorganismos patdégenos, ayuda a la digestion,



degrada toxinas y contribuye a la maduracién del sistema inmunitario. Esta microflora
esta presente tanto en los seres humanos como en los animales que en otras palabras
resulta ser benigno para el huésped. Sin embargo, algunas bacterias que también pueden
aprovechar las caracteristicas especiales en el microbiota son causantes de diversas
enfermedades como lo es Streptococus pneumoniae y Staphylococcus aureus. [12, 13]
Las bacterias desempenan un papel fundamental en los ecosistemas, ya que actuan
como descomponedores de materia organica, transformando estas moléculas en
compuestos inorganicos que permiten la continuidad de los ciclos de la materia y la
energia. Sin embargo, algunas bacterias por naturaleza provocan enfermedades a los
animales y de manera incidental infectan al ser humano como la peste bubdnica
provocada por Yersinia pestis, la faringitis estreptocécica por Streptococcus, la
tuberculosis por Mycobacterium tuberculosis, el antrax maligno por Bacillus anthracis, el
célera por Vibrio cholerae y la intoxicacion alimentaria por ciertos tipos de Escherichia
coliy Salmonella. [10, 12]

Las principales vias de entrada de las bacterias patdégenas al cuerpo humano son por
medio de la unidn de las mucosas a la piel, en el aparato respiratorio, tubo digestivo,
aparato genital y urinario. Aunque también existen muchos casos anormales como son
las quemaduras y laceraciones también son entrada de estos. La piel y las mucosas
integras juegan un papel importante en la defensa del cuerpo. [12]

La mayoria de las bacterias que generan enfermedades lo hacen al adherirse a las
células del hospedador, que casi siempre son epiteliales. Una vez que las bacterias han
establecido un sitio primario de infeccién, se multiplican y diseminan directamente a
través de los tejidos o por el sistema linfatico hasta el torrente sanguineo. Esta infeccion
(bacteriemia) puede ser transitoria o persistente. La bacteriemia permite la diseminacion
de las bacterias en el organismo hasta llegar a los tejidos que son en especial adecuados

para su multiplicacion. [12]

1.7 Bacterias de la familia E. coli

Una de las bacterias que mas interés en el ambito bioldgico y con un amplio espectro de

estudio en la son las bacterias de la familia Escherichia coli (E. coli), dicho ello por la gran



interaccién que ha tenido con el ser humano, aunado a las diversas infecciones o
enfermedades que estas provocan, asi como su resistencia en el tratamiento a través de
antibidticos, en el presente trabajo se resumen algunas de sus caracteristicas, asi como
de su clasificacion.

Para comenzar esta bacteria (Escherichia coli) es considerada como un bacilo
gramnegativo, que mide aproximadamente 1um de largo por 0.35 uym de ancho. Puede
tener flagelos para moverse en su entorno o pili en forma de pelos para adherirse a
superficies o células. Una caracteristica importante es que puede desarrollarse con o sin
oxigeno, es decir es aerobio facultativo, pero no puede crecer a temperaturas o pH
extremos, tampoco puede degradar contaminantes peligrosos, realizar fotosintesis u
otras acciones interesantes para los investigadores, forma parte de las enterobacterias,
los cuales estan relacionados con patdégenos como Salmonella, Klebsiella, Serratia y
Yersinia pestis. [14] Esta bacteria fue descrita por primera vez por Theodor Escherich en
el siglo XIX, forma parte de la familia Enterobacteriaceae, normalmente se encuentra en
el microbiota del tracto digestivo del humano y de animales de sangre caliente. [15]

Es importante mencionar que tiene un lugar especial en el mundo microbioldgico ya que
puede provocar infecciones graves en humanos y animales, pero también representa una
parte importante del microbiota autéctono de los diferentes huéspedes. [16]

La curva normal de crecimiento bacteriano de E. coli esta dividida en cuatro fases, la
primera es la fase transicién A o “lag” que es el tiempo en el que el ciclo celular se reinicia,
luego de un ayuno nutrimental, posteriormente viene la fase logaritmica o exponencial
(FE) representa el periodo en el que existen suficientes nutrientes por lo cual las bacterias
recuperan el ciclo celular y en consecuencia se reproducen de manera exponencial,
después viene la fase de transicion B, también llamada fase de crecimiento no
balanceado, sucede cuando los nutrientes se han disminuido por lo tanto la pendiente
cambia y disminuye la velocidad de sintesis de macromoléculas, la division celular es
similar a la fase anterior, pero de menor tamafio, por ultimo tenemos a la fase estacionaria
(FS) sucede cuando los nutrientes se agotan, es el momento en el que el niumero de

células en el cultivo no varia. [17]



En el acervo genético de enterobacterias la E. coli actia como donante y receptor de
genes de resistencia y, por lo tanto, puede adquirir genes de resistencia de otras
bacterias, pero también puede transmitir sus genes de resistencia a otras bacterias. [16]
Un motivo de gran preocupacion es la posible transmision de enfermedades virulentas y/
o resistentes de E. coli entre animales y humanos a través de numerosas vias, como el
contacto directo, el contacto con excreciones animales o a través de la cadena
alimentaria. E. coli representa una importante reserva de genes de resistencia que
pueden ser responsables del tratamiento. [16]

Por otro lado, la E. coli patdbgena representa uno de los problemas de salud publica mas
importantes en los paises en vias de desarrollo, sobre todo en menores de edad, por lo
gque se hace necesario hacer un diagnéstico adecuado importante para diferenciarlas de
la flora normal del tracto gastrointestinal. [18]

El caso mas reciente del que se tiene informacién es de acuerdo con Rosenbluth Teddy
de New York Times en un articulo publicado el 22 de octubre del 2024 las hamburguesas
de un cuarto de libra de la famosa cadena de comida rapida McDonald’s tuvieron como
consecuencia un muerto y 49 enfermos a causa de un brote de E. coli relacionado con la
cebolla. Los casos fueron registrados en Colorado y Nebraska, las investigaciones
iniciales sefialaban a las rodajas de cebolla de las hamburguesas. La cadena de comida
rapida detuvo la venta de las hamburguesas de cuarto de libra, que son las Unicas en su
menu que contiene rodajas de cebolla en restaurantes ubicados en Colorado, Kansas,
Utah, Wyoming, ldaho, lowa, Misuri, Montana, Nebraska, Nevada, Nuevo México y
Oklahoma. [19] De hecho la E coli. es una de las bacterias que ha permitido realizar
muchos avances en diversos campos de la medicina. Los investigadores trabajan con
ella, gracias a lo facil que es encontrarla y manipularla. Es posible aislar cepas
resistentes, patdgenas y versatiles que se desarrollan rapidamente con nutrientes que se
encuentran en el cuerpo humano. Por estas y mas razones E. coli es el pilar de

ensefianza y aprendizaje en microbiologia.

1.8 Clasificacion particular de las cepas E. coli



Es importante mencionar que las cepas que causan enfermedades son conocidas como
patotipos. Los patotipos o variantes patogénicas mas estudiados incluyen E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC). [1]
Los patotipos de E. coli asociados al tracto intestinal presentan marcadas diferencias en
la fisiopatologia, los factores de virulencia y la epidemiologia de la infeccion. La
adherencia es un paso crucial para la patogenia bacteriana. En E. coli enteropatogénica,
la unién intima a los enterocitos produce una lesion caracteristica denominada A/E (del
inglés attaching and effacing) que conduce a la disminucién de la superficie absortiva
intestinal asociada al cuadro diarreico. La patogenia de E. coli enterotoxigénica comienza
con la adherencia a los enterocitos mediante sus factores de colonizacién seguido de la
produccion de enterotoxinas (termolabil y/o termoestable) que conducen a una diarrea
secretoria. El patotipo E. coli enteroagregativa presenta una gran diversidad de factores
de virulencia. Esta variante patogénica suele formar micro colonias que subsisten en el
intestino por largos periodos dando cuadros de diarrea aguda y persistente. Por el
contrario, el principal factor de virulencia de STEC es la toxina Shiga, cuyo mecanismo
de accion es la inhibicion de la sintesis proteica celular. Dicha toxina interviene en la
destruccion de la mucosa colonica dando cuadros de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico. Por ultimo, E. coli enteroinvasiva presenta un mecanismo
de patogenia asociado a la invasién intestinal. La bacteria ingresa por las células M de la
mucosa coldnica, luego invade a los enterocitos, se multiplica en el citoplasma y produce
cuadros de diarrea disentérica. [1, 18]

La frecuencia de infeccion con E. coli diarreogénica (DEC) en la poblacion con sintomas
como diarrea ha presentado amplias variaciones, en paises de Latinoamérica como
Chile, México, Bolivia y Brasil reportaron una frecuencia de infeccion entre el 10% vy el
25%, mientras que Uruguay, Peru, Venezuela y Paraguay informaron valores mas
elevados. [15]

Para puntualizar, las E. coli diarreogénicas (DEC) son las cepas que pueden llegar a
desarrollar una infeccion, este grupo contiene patégenos que son de gran importancia
para la salud publica en el mundo. Las cepas de E. coli se clasifican de acuerdo con el

factor de virulencia y caracteristicas fenotipicas, son divididas en seis grupos:



en primer lugar, tenemos a la Enterotoxigénica (ETEC), esta es transmitida por
contaminacion fecal del agua o de los alimentos. Causa la “diarrea del viajero”, en los
meses calidos es cuando mas casos existen. Estas cepas se han asociado con la diarrea
en lactantes y nifios en paises en desarrollo, asi como la diarrea del viajero. En algunos
casos la diarrea es leve, pero puede agravarse hasta asemejarse a la coélera con
deshidratacion. [18] Tiene un periodo de incubacién de 14 a 50h. Sus sintomas
generalmente son diarrea acuosa, generalmente sin sangre, moco o pus, y en menor
medida fiebre y vomito. [1]

En segundo lugar, tenemos a la Enterohemorragica (EHEC / VTEC / STEC), la cual es
encontrada principalmente en los animales considerados como los principales
portadores, particularmente el ganado lechero y bovino. Un ejemplo es E. coli O157:H7
asociada a la colitis enterohemorragica. Se diferencia de otros patotipos porque no
fermentan sorbitol ni tienen actividad glucuronidasa. Se desarrollan entre los 30 y 42° C
y presentan una resistencia a un pH de entre 4.5 o menor. [1] Es causa de muchos brotes
epidemioldgicos asociados a la ingesta de agua y alimentos contaminados. [18]

En tercer lugar, se encuentra la Enteroinvasiva (EIEC), esta se caracteriza por que
penetra la mucosa intestinal luego de 6 a 12 horas de ingresar al organismo de manera
oral, la bacteria se adhiere, invade y destruye las células intestinales. [18] Esta cepa se
relaciona bioquimica y genéticamente con Shigella spp. Un sintoma caracteristico de esta
cepa es la diarrea acuosa que provoca la aparicion de deposiciones disentéricas escasas
con sangre y moco, pero se tiene registro de casos en los que solo se presenta diarrea.
Esta asociada a brotes de casos aislados, que se transmiten de persona a persona o por
la ingestion de alimentos y agua contaminada, dando paso a un patégeno que afecta
principalmente a nifios mayores de seis meses. [1]

Como cuarta posicion tenemos a la Enteropatégena (EPEC), la cual se diferencia por su
adherencia a las membranas de los enterocitos, sin invadir las células. [18] Es la principal
causa de diarrea en nifios menores de dos afos en paises en desarrollo. Algunos de sus
sintomas son diarrea aguda, aunque existen casos en los que también se ha presentado
diarrea cronica vy la fiebre. [1]

En quinto lugar, se encuentra la Enteroagregativa (EAEC), la cual esta directamente

ligada a la diarrea persistente en los nifios, asi como a la diarrea esporadica en paises



en desarrollo. El periodo de incubaciéon de esta cepa va desde las 8 horas hasta los 18 o
20 dias. Algunos de los sintomas son diarrea liquida con moco o con sangre, vomito y
una fiebre ligera. [1]

Finalmente tenemos a la Adherencia Difusa (DAEC), cuya cepa tiene importante
presencia en nifios de 4 a 5 afos. Algunos de los sintomas son diarrea acuosa sin sangre

y leucocitos. [1]

1.9 Generalidades de la E. coli en diversos paises en brotes y analisis de

muestras.

La cepa Escherichia coli O157:H7, esta histéricamente asociada con grandes brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos, es el serotipo de STEC prevalente en muchas
partes del mundo y uno de los mas estudiados en animales para consumo humano. En
Estados Unidos se ha estimado que las infecciones por E. coli O157:H7 son responsables
de al menos 20,000 casos de la enfermedad y 250 muertes por afo, con un costo
financiero de entre 250 y 500 millones de ddlares. [20]

Por otro lado, es necesario mencionar que las cepas de E. coli diarreogénicas (DEC)
representan la causa bacteriana principal de la diarrea pediatrica en regiones en vias de
desarrollo, transmitiéndose por alimentos y agua contaminados, siendo una causa
importante de sindromes intestinales que afectan principalmente a la nifiez.

Con frecuencia las cepas de DEC afectan a los turistas de los paises desarrollados que
viajan a México, causando la llamada "diarrea del viajero". La gran mayoria de los casos
de diarrea del viajero reportados en México estan estrechamente relacionados a la
presencia de patotipos de E. coli, presentandose en mas de 50% de los casos,
principalmente las cepas de ETEC y EAEC. Sin embargo, el area geografica, grupo de
poblacién y el tipo de clima también son factores importantes.

Las cepas de los grupos patogénicos EPEC y STEC pueden contaminar el agua a través
de las heces de los animales huéspedes, siendo ambas cepas buenas indicadoras de
contaminacion fecal reciente en agua debido a su corto periodo de vida en ésta

(aproximadamente de 4-12 semanas).



La E. coli O157:H7 se encuentra normalmente de manera asintomatica en el intestino de
animales, en especial en ganado vacuno. Por ejemplo, en 1993 hubo un brote en
Washington, Nevada, Oregon y California EE. UU. que enfermo6 a mas de 500 personas
y causo cuatro muertes por el consumo de hamburguesas. Ademas de la carne molida
de res, han estado implicados otros alimentos en los brotes, como leche cruda,
mayonesa, sidra de manzana, algunas frutas, embutidos no cocidos, salami duro
fermentado, aves de corral y ensaladas, donde en el 2006, un brote importante involucro
diversos estados de la Unibn Americana y estuvo asociado a ingesta de espinacas y
lechuga.

Otra situacion se presento en el afio 2011, donde se reporté un brote causado por E. coli
0104:H4 en Alemania. El brote se caracteriz6 por una alta prevalencia en mujeres adultas
y por un elevado indice de casos de sindrome hemolitico urémico (SHU) como
complicacion grave. En este brote estuvieron implicados dieciséis paises de Europa y
América del Norte y se estim6 que 4000 personas resultaron infectadas y causé la muerte
a 51 de ellas. Se determiné como alimento implicado fueron los germinados de fenogreco
provenientes de una huerta organica del norte de Alemania, cuyas semillas contaminadas
provenian de Egipto.

Para determinar la prevalencia de los patotipos se han realizado diversas investigaciones,
en Colombia un grupo de investigadores determinaron la presencia de E. coli
diarreogénica (DEC) en muestras clinicas y productos alimenticios de tiendas al por
menor, en 108 muestras de heces de nifios con diarrea aguda, 38 muestras de carne y
38 muestras de verduras, encontrando que el 9.8% de las muestras fueron positivas para
algun patotipo de E. coli. En este caso, cuatro diferentes patotipos fueron identificados
de muestras clinicas, incluyendo EAEC, ETEC, STEC y EPEC. Las muestras de
productos alimenticios fueron positivas para EAEC y STEC, sugiriendo que los vegetales
(espinaca y lechuga) y la carne de res pueden estar involucrados en la transmisién de
estos.

Por su parte, otro grupo de investigadores analizo muestras de diferentes alimentos
(salsa verde, col, cilantro y lechuga) de vendedores ambulantes en la ciudad de México

encontrando que 22(42%) de las muestras contenian E. coli de las cuales en 7(13%) se
detectd la presencia de E. coli diarreogénica (DEC) siendo el ETEC la de mayor



prevalencia. Asi mismo, en otra investigacion se evaluaron 130 muestras de ensaladas
mixtas (lechuga, espinacas, tomate, aguacate, pepino, cebolla y zanahoria) de diferentes
restaurantes en la ciudad de Pachuca, Hidalgo, México, encontraron que 110 fueron
positivas para E. coli, con una prevalencia del 7% de DEC, de las cuales el grupo
prevalente fue el STEC seguidas de las EIEC y en menor porcentaje las ETEC.

De la misma manera, en otra investigacion aislaron E. coli diarreogénica (DEC) a partir
del 36% de muestras de chile serrano y del 14% de muestras de chile jalapefio de México.
Las ECD fueron identificadas como STEC y ETEC. En este caso las STEC fueron
aisladas del 36% del chile serrano y el 14% de muestras de chile jalapefio y las ETEC
del 12% de muestras de chile serrano y el 2% de chile jalapefio. Concluyendo que tanto
el chile jalapefio como el serrano podrian ser un factor importante para que estas cepas
se vuelvan endémicas en nuestro pais.

En el 2013, en otro estudio en México se analizaron dos tipos de tomates (huaje y cherry),
aislando DEC del 11% de las muestras. Las DEC identificadas incluyeron STEC, ETEC,
EPEC y EIEC, siendo el grupo STEC el mas frecuente tanto en tomate huaje y cherry con
un 6 y 5% respectivamente, seguida por la ETEC (3 y 4%), la EPEC fueron aisladas de

un 2y 3% y por ultimo la EIEC unicamente en el 1% de las muestras de tomate. [21]

1.10 Uso de antibidticos en la inhibicion de microorganismos patogenos

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 y su primer uso clinico en 1941 son
hechos importantes en la era de los antibi6ticos. En la década de 1950, la OMS empezd
a asesorar a los paises sobre la produccion de antibidticos y la ampliacion del acceso a
ellos y de su uso responsable. [22]

Posteriormente en los siguientes 25 anos, la investigacion sobre los compuestos
quimioterapéuticos se centré en las sustancias de origen microbiano llamados
antibidticos. Después de aislar, concentrar, purificar y producir en masa la penicilina, se
crearon la estreptomicina, las tetraciclinas, el cloranfenicol y muchos otros farmacos.

El descubrimiento de los antibidticos se considera el logro mas significativo para la
humanidad. A pesar de tener limitaciones, contribuyeron en gran medida a salvar muchas

vidas durante la segunda guerra mundial. Sin embargo, en las ultimas décadas, las



bacterias se han vuelto resistentes a los mismos, lo cual ha llevado a una ardua
investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos a través de la modificacion sintactica de
los farmacos conocidos que requieren tiempo, esfuerzo y millones de dolares. [4, 22, 24]
A pesar de la rapidez con la que se han investigado y analizado nuevos agentes
quimioterapicos, las bacterias han demostrado una capacidad audaz para desarrollar
resistencia a los farmacos. [22] Algunos microorganismos pierden su sitio de accion
especifico para un farmaco y por consiguiente se hacen resistentes, otros infectan al
hospedador en sitios donde los antibiéticos no penetran o no son activos. La mayoria de
los microorganismos farmacorresistentes emerge del resultado de algun cambio genético
o de los procesos de seleccion ulteriores gracias a los antibioticos. [23]

Algunos factores que modifican la actividad antimicrobiana in vitro es el pH, puesto que
algunos farmacos son mas activos a un pH &acido y otros a un pH alcalino como los
aminoglucoésidos; los componentes del medio también juegan un papel importante como
la adicién de NaCl al medio de cultivo facilita la deteccion de resistencia de S. aureus a
meticilina; la estabilidad del farmaco también es un factor importante, a temperatura de
incubacion varios antibidticos pierden su actividad, por ejemplo las ampicilinas se
inactivan con lentitud, mientras que los aminoglucésidos son estables durante un largo
periodo; el tamafo de la siembra también es un factor importante, entre mayor sea la
siembra bacteriana, menor es la sensibilidad aparente del microorganismo, el intervalo
de incubacion entre mas prolongado, mayor probabilidad de que surjan mutaciones
resistentes o los miembros menos sensibles podrian multiplicarse conforme el farmaco
se degrada; la actividad metabdlica de los microorganismos es importante, pues los
microorganismos que proliferan de forma rapida y activa son mas sensibles a la accion

farmacoldgica que los que se encuentran en reposo. [4, 12, 23]

1.11 Métodos de medicion de la actividad antimicrobiana

Para la medicion de la actividad antimicrobiana se utilizan dos métodos: dilucion o
difusion. El método de dilucion, en este método se anaden cantidades escalonadas de
antibiéticos a un medio bacterioldgico liquido o sdlido, posteriormente los medios se

inoculan con bacterias de prueba y se incuban. El objetivo es encontrar la cantidad de



antibiotico necesaria para inhibir el crecimiento de la bacteria o su muerte. Una ventaja
significativa de este método es que permite el sefialamiento de un resultado cuantitativo,
es decir la cantidad de un farmaco necesario para inhibir o destruir los microorganismos
en el estudio, conocida como concentracion bactericida minima (MBC). [12, 24, 25]

El método de difusion es mas utilizado, consiste en colocar un disco de papel filtro que
contiene una cantidad determinada de un farmaco en la superficie de un medio sdlido
donde se ha sembrado el microorganismo a estudiar, posterior a la incubacion, se mide
el diametro de la zona transparente de inhibicion que rodea al disco como medida del
poder de inhibicion que tiene el farmaco contra el microorganismo investigado. Los
resultados de esta prueba se interpretan con una comparacion entre el método de dilucion
y difusion, pues esto ha creado referencias estandar en investigaciones anteriores. Las
curvas de regresion lineal muestran la relacion entre el logaritmo de la concentracion
inhibidora minima en las pruebas de dilucidn y el diametro de las zonas de inhibicion en
los analisis de difusion. Si se utiliza un solo disco para cada antibiético con
estandarizacion cuidadosa de las condiciones de la prueba, es posible establecer si un
microorganismo es sensible o resistente al comparar el tamafio de la zona de inhibicion
con un valor estandar del mismo farmaco. [12, 24]

Es importante mencionar que la inhibicién alrededor de un disco que contiene cierta
cantidad de un antibiético no significa que el microorganismo sea sensible a esa misma
concentracion por mililitro de medio de cultivo, sangre u orina. [12]

Algunos de los riesgos a los que el ser humano se expone por el uso indiscriminado de
los antibidticos son causados por la sensibilidad generalizada de la poblacion, que
conlleva a la hipersensibilidad, anafilaxia, eritema, fiebre, trastornos hematoldgicos,
hepatitis colestasica y tal vez incluso conjuntivopatias y vasculopatias; también puede
desarrollarse cambios en la microbiota normal del organismo, donde una enfermedad
puede ser resultado de una “superinfeccion” por la proliferacion excesiva de
microorganismos resistentes a los farmacos; puede presentarse un ocultamiento de una
infeccion grave sin poder erradicarla; puede suscitarse un toxicidad directa del
medicamento o desarrollarse una farmacorresistencia en poblaciones microbianas, al
eliminar los microorganismos sensibles a los farmacos del ambiente saturado de

antibidticos y su sustitucidon por microorganismos farmacorresistentes. [12]



1.12 La gentamicina y su papel en el tratamiento de enfermedades

provocadas por patégenos

Los aminoglucésidos se utilizan principalmente contra bacterias gramnegativas del tubo
digestivo o cuando se sospecha septicemia. En el tratamiento de la bacteriemia o la
endocarditis causadas por estreptococos, enterococos o algunas bacterias
gramnegativas, el aminoglucésido se administra junto con una penicilina que facilita su
penetracion en la célula. [12]

Los aminoglucosidos son antimicrobianos bactericidas que se utilizan en el tratamiento
de numerosas infecciones graves por bacilos gramnegativos y algunos microorganismos
grampositivos. El tratamiento requiere de una administracion conjunta de un
aminoglucosido y un inhibidor de sintesis de la pared celular como lo es la penicilina,
ampicilina y la vancomicina. Los aminoglucésidos mas utilizados son la amikacina,
gentamicina y tobramicina, estos tres son empleados en el tratamiento de infecciones
sistémicas producidas por bacterias gramnegativas sensibles. [11]

Los antibidticos aminoglucdsidos se componen de amino-azucares unidos mediante
enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol. Los antibiéticos estreptomicina, neomicina,
kanamicina y tobramicina se aislaron inicialmente a partir del género Streptomyces,
mientras que gentamicina y sisomicina se obtuvieron a partir del género Micromonospora.
Los aminoglucésidos son antimicrobianos bactericidas tienen la habilidad para unirse
irreversiblemente a los ribosomas y por lo general se utilizan en el tratamiento de
numerosas infecciones graves por bacilos gramnegativos y algunos microorganismos
grampositivos. [11]

La gentamicina a una concentracion desde 0.5 a 5 uyg/mL es bactericida para la mayoria
de las bacterias grampositivas y gramnegativas, incluidos Proteus, Serratia y
Pseudomonas, sin embargo, es ineficaz para estreptococos y bacteroides. Este
antibiético se ha utilizado en infecciones graves por bacterias gramnegativas resistentes
a otros farmacos. La gentamicina puede resultar toxica si existe una funcién renal
deficiente. [12]



1.13 La resistencia a los antimicrobianos (RAM) y nuevas alternativas de

inhibicion

Como ya se mencion6 de manera general en el apartado de la introduccién estas
bacterias han incrementado su resistencia, esto debido a factores como es el abuso del
uso irresponsable de los antibidticos, o también por otros factores como lo es la
diseminacion de la RAM la cual tiene lugar a través de una gran variedad de medios, que
incluyen plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas superficiales, instalaciones
médicas y finalmente a través de los microbiomas humanos presentes en el tracto
intestinal. Debido a la amenaza inminente de la RAM para la salud humana, la
diseminacion que tiene lugar dentro de los seres humanos es la mas perjudicial,
particularmente en escenarios en los que la RAM se disemina por infecciones bacterianas
que estan siendo tratadas con antibioticos. [3]

Otro factor que contribuye en la resistencia bacteriana es la contaminaciéon ambiental por
antibioticos y que actualmente ha sido considerado como un problema universal y que se
ha incrementado de manera exponencial en las ultimas décadas debido al uso agresivo
de antibioticos tanto en el sector médico como en el agricola. Es por ello por lo que se
ha observado que dicha contaminacion es persistente en una variedad de ambientes
como lo son, alimentos, rios y agua potable comunmente contaminadas por las heces
humanas. Debido al uso indiscriminado en el consumo de antibiéticos, y con ello la
contaminacién provocada por los mismos pueda ocasionar un aumento de la resistencia
a los microbios y bacterias. [3]

Las infecciones provocadas por bacterias farmacorresistentes han aumentado la
morbilidad y mortalidad, la duracidn de las hospitalizaciones y los costos de la asistencia
meédica. La resistencia a los antimicrobianos va en aumento y actualmente es
responsable de mas de 700000 muertes al afio en todo el mundo segun un informe del
banco mundial de 2017, segun informes de la OMS se estima que 300 mil personas
moriran prematuramente a causa de infecciones por organismos multirresistentes en los
proximos 35 anos.

En la actualidad existen muchos métodos alternativos como la nanotecnologia, la

extraccidon de nuevos agentes antibacterianos a partir de productos naturales o la



reutilizacion de algunos farmacos o productos quimicos seguros y aprobados por la FDA.
[4, 23]

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las principales amenazas para la
salud publica y el desarrollo a nivel mundial. Se estima que la RAM bacteriana fue
directamente responsable de 1,27 millones de muertes en todo el mundo en 2019 y
contribuyo a 4,95 millones de muertes. Las prioridades para abordar la RAM en la salud
humana incluyen la prevencion de todas las infecciones que pueden dar lugar a un uso
inadecuado de antimicrobianos; garantizar el acceso universal a un diagndstico de
calidad y al tratamiento adecuado de las infecciones; e informacion estratégica e
innovacion, por ejemplo, la vigilancia de la RAM y el consumo/uso de antimicrobianos, y
la investigacion y el desarrollo de nuevas vacunas, diagnosticos y medicamentos

La resistencia a los antimicrobianos es un proceso natural que se produce con el tiempo
a través de cambios genéticos en los patdgenos. Su aparicién y propagacion se aceleran
por la actividad humana, principalmente el uso indebido y excesivo de antimicrobianos
para tratar, prevenir o controlar infecciones en humanos, animales y plantas.

En el 2022 el informe Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System
(GLASS) resalta las tasas de resistencia entre los patégenos bacterianos. Las tasas
medias notificadas en 76 paises del 42 % para E. coli resistente a las cefalosporinas de
tercera generacién y del 35 % para Staphylococcus aureus resistente a la meticilina son
una preocupaciéon importante. En el caso de las infecciones del tracto urinario causadas
por E. coli, 1 de cada 5 casos mostré una susceptibilidad reducida a los antibi6ticos
estandar como la ampicilina, el cotrimoxazol y las fluoroquinolonas en 2020. Esto esta
dificultando el tratamiento eficaz de las infecciones comunes. La Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) prevé un aumento del doble de la
resistencia a los antibiéticos de ultimo recurso para 2035, en comparacién con los niveles
de 2005, enfoca la necesidad urgente de practicas solidas de gestion de antimicrobianos
y una cobertura de vigilancia mejorada en todo el mundo.

Para abordar la RAM a nivel mundial, los paises adoptaron el Plan de accién mundial
(PAM) sobre la resistencia a los antimicrobianos durante la Asamblea Mundial de la Salud
de 2015 y se comprometieron a desarrollar e implementar planes de accion nacionales
multisectoriales para abordar la resistencia a los antimicrobianos. EI PAM fue
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posteriormente aprobado por los 6rganos rectores de la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente.

En marzo de 2022, la Asamblea General de las Naciones Unidas establecié una segunda
Reunion de Alto Nivel sobre la Resistencia a los Antimicrobianos que se celebraria en
2024, en colaboracion con las Organizaciones Cuatripartitas y con el apoyo del Grupo de
Lideres Mundiales. En octubre de 2023, el Presidente de la Asamblea General nombro a
los Representantes Permanentes de Barbados y Malta para que facilitaran la reunion de
alto nivel, una oportunidad importante para que los paises asuman compromisos
ambiciosos y acuerden objetivos, y la Secretaria Conjunta Cuatripartita esta trabajando
en estrecha colaboracién con los facilitadores y el Grupo de Lideres Mundiales para
garantizar una participacion y aportaciones optimas de los sectores humano, animal,

agroalimentario y ambiental. [23]

1.13.1 Los nanomateriales y su papel como inhibidores de la actividad

bacteriana

Una de las alternativas emergentes en cuanto a la inhibicion bacteriana son las
nanoparticulas las cuales se definen como un tipo de particula diminuta con un tamano
de particula entre 1 y 100 nm, con estructura unidimensional (nanotubos o nano barras),
bidimensional (peliculas delgadas) y estructuras tridimensionales (compuestos o0 nano
fibras, etc.). [26]

La nanotecnologia se basa en que minusculas nanoparticulas puedan tener la capacidad
de adentrarse a las multiples estructuras de las bacterias impidiendo su desarrollo o
aniquilandolas totalmente. Estudios recientes se han enfocado en las nanoparticulas
solas o combinadas con otros elementos para desarrollar formulas eficaces y seguras
para el medio ambiente y el ser humano. [4, 6]

Con la creciente tasa de infecciones causadas por las diversas bacterias daninas que
existen en el mundo y con el aumento de su resistencia a los antibiéticos, los tratamientos
emergentes antibacterianos han sido de bastante interés ultimamente. Por ello se han

desarrollado diversas estrategias como el uso de temperaturas altas, luz ultravioleta,



fotocatalisis, quimicos y otras técnicas de esterilizacién. Las técnicas quimicas
antibacterianas alternativas han atraido el interés de los cientificos gracias al bajo costo
y una alta eficiencia.

Ultimamente, los nanomateriales se han convertido en candidatos prometedores para
aplicaciones antibacterianas gracias a su alta superficie especifica, asi como a sus
propiedades quimicas y fisicas unicas. Algunos nanomateriales como ZnO, CuO, TiO2 y
Ag20 han dado resultados con un alto rendimiento como antibacterianos. [5]

Debido a que los nanomateriales tienen una gran superficie especifica, alta reactividad
quimica y biolégica, ademas de que estan ganando importancia en la salud humana, los
procesos biologicos y las aplicaciones medioambientales debido a su baja toxicidad, bajo
coste de produccion y reproducibilidad aunado a ello su demostrada efectividad en la
disminucién de la actividad bacteriana. [6]

Las infecciones causadas por las bacterias como ya se menciond provocan
enfermedades dificiles de tratar, puesto que en la actualidad son mas resistentes a la
mayoria de los antibidticos existentes. Por ello, es importante desarrollar nuevas
estrategias para combatir las infecciones, de ahi nace la idea de utilizar la

nanotecnologia. [23]

1.14 Algunos nanomateriales y su uso como inhibidores del crecimiento de

microorganismos

De acuerdo con Dangqing Li y colaboradores se infiri6 que cuando las nanoparticulas de
Ag2 entran en contacto con las células bacterianas, la destruccion del ADN y puede
debilitar efectivamente la capacidad reproductiva de las bacterias. EI numero de células
dafadas es igual al numero de células reproducidas, lo que se define como inhibicién
antibacteriana. Sin embargo, después de un periodo de contacto continuo, la capacidad
reproductiva de Escherichia coli cae dramaticamente, incluso las células bacterianas
recién reproducidas comienzan a ser destruidas, por lo que la curva de crecimiento
muestra una fuerte tendencia a la baja dando paso a la etapa que se conoce como

esterilizacion. [5]



Otro de los materiales propuestos como farmaco terapéutico es el selenio puesto que
este se encuentra presente en nuestro organismo como oligoelemento y tiene activos
biolégicos bastante interesantes, como ser considerado anticancerigeno y poseer
propiedades antibacterianas, ademas de pertenecer a la familia del oxigeno, por lo tanto,
no se oxida en el aire y es insoluble en agua. Por otro lado, tenemos a la plata que
también tiene excelentes propiedades antibacterianas, pero como no esta presente de
forma natural en el cuerpo humano, su toxicidad de dichas nanoparticulas hacia las
bacterias y a las células humanas es similar. [27, 29]

Ademas de ellos también se han propuesto el uso de las nanoparticulas de oxido de
hierro en la ingenieria biomeédica debido a sus propiedades magnéticas unicas, alta
absorcioén y bioactividad.

Es por estas razones que hoy en dia los nanomateriales tienen gran potencial de
aplicacion en el ambito de los procesos bioldgicos, aunque se ha visto que algunos de
estos nanomateriales tienen efectos adversos sobre la salud humana y el ambiente. Por
ejemplo, se ha visto que las nanoparticulas de plata, alumina y 6xido de titanio han
demostrado efectos antimicrobianos. Actualmente se tiene conocimiento de que las
nanoparticulas ejercen efectos biolégicos por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que inducen al dafio de la membrana y altera la estructura celular
bacteriana provocando la muerte de la célula. [6]

Las nanoparticulas de silicio mesoporosas (MSN) son materiales nano portadores de
silicio inorganico con tamarfos de poro ajustables de 2 a 50 nm. Algunas de las ventajas
que ofrecen estas nanoparticulas son: que poseen una alta estabilidad, gran superficie,
gran biocompatibilidad y funcionalizacién versatil, atrayendo atencién en el campo de la
medicina, especificamente en los farmacos, ya que mejora su eficacia y reduce la
toxicidad. Debido a las caracteristicas destacadas de los MSN dan oportunidad de ser
aplicados en el area de inhibicidn bacteriana. [28]

De los estudios que se encuentran reportados en la literatura se ha observado que las
nanoparticulas mas pequefas tienen la actividad antimicrobiana mas potente, pero se
vuelven mas citotéxicos, por ello, para el caso del reporte referente a las nanoparticulas
de plata se propone que estas pueden combinarse con otros agentes para mejorar la

eficacia y reducir la citotoxicidad. Existen diversas investigaciones que muestran la



eficacia antibacteriana de Nps Ag con agentes de proteccién donde la concentracién
inhibitoria minina (MIC) es menor. Las nanoparticulas pueden tener diferentes grados de
actividad antibacteriana de acuerdo con los factores estructurales o quimicos. Se tiene
conocimiento de que la aglomeracion de Nps Ag puede convertirlos en sustancias menos
téxicas a las bacterias debido a que se presenta una menor relacion superficie-volumen.
[29]

Con ello se ha observado que el tamafio y la forma de las nanoparticulas también afectan
directamente a la actividad antibacteriana. Es decir que las nanoparticulas mas pequefas
pueden atravesar la membrana celular, por el contrario, las nanoparticulas mas grandes
no. Generalmente, se ha reportado que las nanoparticulas mas efectivas tienen un
tamano igual o inferior a 30 nm. [29]

A todo esto, uno de los materiales en forma nanométrica que se ha empleado en la
inhibicion del crecimiento bacteriano es el 6xido de zinc obtenido a través de diversas

técnicas de sintesis.

1.15 El 6xido de zinc

El Oxido de Zinc (ZnO) es un material semiconductor multifuncional con una banda
prohibida amplia de (3,37 eV) y una gran energia de enlace de excitacién (60 mV) a
temperatura ambiente. Es un semiconductor con una estructura cristalina tipo wurtzita,
debido a sus propiedades cataliticas, eléctricas y Opticas la hacen un material singular
entre los demas nanomateriales como lo es SnOz2, TiO2, y el NiO. es por ello que en
diversos reportes encontrados en la literatura se ha propuesto su uso en multiples
aplicaciones que van desde la fabricacion industrial al campo biolégico. [26, 30]

Las propiedades del ZnO estan influenciadas en gran medida por su estructura, como lo
es la morfologia, la relacion de aspecto, asi como el tamano, la orientacion y la densidad
cristalina. Estos factores estructurales son de suma importancia en muchas aplicaciones
optoelectronicas, fotocataliticas y antibacterianas. Por lo tanto, resulta fundamental
desarrollar métodos de sintesis de ZnO para aprovechar eficazmente el potencial del ZnO

como fuente de materiales inteligentes y funcionales. [30]



Cuando el tamafio de particula del ZnO se reduce a escala nanométrica, adquiere
propiedades antimicrobianas destacadas, ya que puede interactuar con la superficie
bacteriana y/o con el interior de la célula bacteriana, donde ingresa y posteriormente
manifiesta mecanismos bactericidas especificos. Dichas interacciones entre las
nanoparticulas y las bacterias suelen ser toxicas, lo que ha sido aprovechado en
aplicaciones antimicrobianas, como en la industria alimentaria. Resulta particularmente
importante mencionar que diversos estudios han reportado que las nanoparticulas de
Zn0O no presentan toxicidad hacia las células humanas, lo que ha impulsado su uso como
agente antibacteriano eficaz contra microorganismos. [31]

Debido a caracteristicas especiales que se dan en este material como lo son los altos
niveles de produccion de ROS, la inhibicién de la liberacion de factores inflamatorios y la
interferencia de la liberacién de granulos por los mastocitos, convierten al ZnO como un
candidato prometedor para el desarrollo de farmacos antibacterianos y antiinflamatorios.
Ademas, sumado a ello debido a su destacada eficacia antibacteriana le permite ser
utilizado de manera eficiente en aplicaciones de envasado de alimentos, y cuentan con
el respaldo por parte de la Administracion de Alimentos y

Medicamentos (FDA). [26]

1.16 Generalidades de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Dentro del campo de los nanomateriales las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) se ha
observado que son muy prometedoras en muchas areas de aplicacion. Debido a sus
caracteristicas como lo es el tamafio nanométrico y las diversas morfologias en que se
ha logrado obtener, contribuyen fuertemente en sus propiedades Opticas, eléctricas,
estructurales y de composicién del ZnO. Ademas de la morfologia, y del tamafio, otros
factores tales como la orientacién y la vacancia de oxigeno, asi como las condiciones de
exposicion del ZnO juegan un papel importante en la actividad superficial y éptica del
material. [7, 30]

El tamano y la morfologia de las nanoparticulas van de la mano con sus propiedades
antibacterianas, esto a su vez va directamente ligado al mecanismo de sintesis. Por lo

general, cuando el tamafio de particula disminuye, confiere a las nanoparticulas de ZnO



la capacidad de penetrar mas facilmente en las bacterias (mayor reactividad) y, por lo
tanto, su actividad antibacteriana es mas fuerte. [26]

El ZnO es uno de los fotocatalizadores mas estudiados, por su estabilidad fisica y
quimica, su inocuidad es decir su baja toxicidad con el medio ambiente y en el ser
humano, finalmente por su alta actividad catalitica entre otras caracteristicas. Destaca
por sus posibles aplicaciones en diversos dispositivos electronicos, pigmentos,
absorbentes de UV y catalizadores. Como ya se menciono debido a que este material no
es toéxico, es bioseguro y biocompatible. Tiene diversas aplicaciones como lo es en los
revestimientos de latas de alimentos para carne, pescado y verduras. Al no ser toxico, y
de bajo costo de produccién, también se utiliza en el tratamiento avanzado de aguas
residuales. [7, 31]

Aunado a lo anteriormente mencionado, debido a la actividad antibacteriana demostrada
de las nanoparticulas de ZnO lo hace util como un potente desinfectante, para esterilizar
equipos y contenedores de la industria alimentaria contra el ataque y la contaminacién
por bacterias patogenas transmitidas por los alimentos. [26]

El ZnO a escala nanométrica cuenta con la capacidad de dispersar y reflejar la luz, una
propiedad que ha dado pie a su uso en productos de proteccion solar dentro de la
industria farmacéutica. En resumen, las caracteristicas estructurales uUnicas de las
nanoparticulas de ZnO son responsables de su rendimiento multifuncional, lo cual le
otorga también un gran potencial para diversas aplicaciones biologicas. [26]

Desde hace un par de décadas se ha observado que las Nps de ZnO muestran una buena
actividad antibacteriana y antifungica. En un estudio de Y. Wang et al., se informé que la
forma prismatica del Y203 influyd en la actividad antibacteriana, debido a la interaccién
directa entre las nanoparticulas de Y203 prismaticas y la superficie de la membrana
celular bacteriana, lo cual lleva a una rotura de la membrana celular bacteriana. De
manera similar en un estudio de nanoparticulas de ZnO basados en caseina
antibacteriana, los resultados mostraron que la actividad antibacteriana de la

caprolactama caseina (CC) mejoré al introducirse ZnO. [7]



1.17 Métodos de sintesis de nanoparticulas de ZnO

En la actualidad, se han propuesto un sin numero de métodos de preparacion de
nanoparticulas de ZnO, desde la sintesis fisicoquimica hasta la sintesis biogenética
verde, las cuales desglosamos a continuacion.

La sintesis fisicoquimica es la mas comun, pues incluye principalmente métodos de
precipitacion, depdsito electroquimico, sintesis hidrotérmica, proceso sol-gel, reaccion en
estado solido, sintesis quimica en fase vapor, combustion de gel, micro emulsion, sintesis
solvotérmico, pirdlisis por pulverizacion, pulverizacion catddica, zonificacién, microondas,
evaporacién térmica, y coloidal entre otros. Cada uno de estos métodos tiene sus propias
ventajas. Por lo general, el método de precipitacion se controla de forma sintética y no
requiere equipos complicados ni materias primas costosas, por lo que es de bajo costo y
adecuado para la produccion a gran escala. El pirdlisis por aspersion es adecuado para
la preparacion de grandes cantidades en un corto periodo de tiempo y su instrumentacion
es sencilla. El método solvotérmico es de bajo costo, simple y sin catalizador. Mientras
que en el método de microondas tiene un tiempo de reaccion corto, un calentamiento
rapido del volumen y es energéticamente eficiente. EI método sol-gel por su parte se
diferencia por su simpleza, repetibilidad y la confiabilidad, cabe destacar que los
productos del método sol-gel presentan las caracteristicas de alta pureza, tamafio de
particula bajo y area de superficie especifica alta asemejando con los resultados que se
obtienen a través de la sintesis coloidal. Mientras que en la sintesis hidrotérmica es
sencilla y puede funcionar de manera controlada, lo que resulta util para adaptar la
morfologia de las particulas mediante el control de las velocidades de reaccion de
hidrdlisis y condensacion. Finalmente, del método electroquimico podremos mencionar
que también es rentable y tiene una alta pureza de los productos finales, es un proceso
de operacién a baja temperatura. A pesar de las ventajas de estos métodos, también
existen desventajas. Por ejemplo, los métodos fisicos comunes de pulverizacion catédica
y evaporacion térmica son costosos y consumen grandes cantidades de energia. Las
sintesis quimio génicas tradicionales, como la sintesis hidrotermal, el proceso sol-gel, la
sintesis quimica en vapor, la combustidon en gel, la sintesis solvotérmica y la sintesis

coloidal, suelen necesitar una atmosfera de alta temperatura y algunas de ellas incluso



deben llevarse a cabo en un costoso entorno de inercia. Mas grave aun, la mayoria de
ellas necesitan reactivos o aditivos toxicos en el proceso de reaccién. Como resultado, la
alta temperatura, la complejidad y la toxicidad de estos métodos limitan su aplicacion
generalizada. [26, 31]

Ultimamente, el concepto de sintesis ecolégica o sintesis verde ha sido altamente
preferido debido a sus ventajas de biocompatibilidad, bioseguridad, respeto al medio
ambiente, rentabilidad y facilidad de sintesis a gran escala en comparacion con los
meétodos fisicoquimicos. La sintesis verde de nanoparticulas de ZnO utiliza componentes
biolégicos como materias primas, extractos de plantas, microorganismos y otros
materiales bioregenerables, que se consideran excelentes fuentes renovables. Ademas,
el mecanismo clave de estas, es que las biomoléculas derivadas de componentes
biolégicos son compuestos activos que sirven como agentes reductores y de
recubrimiento. [26]

Los extractos de plantas tienen mayor atencion en la sintesis de nanoparticulas porque
ofrecen las siguientes ventajas: los extractos de plantas son muy baratos, estables y
permiten una produccién a gran escala, ademas de que tienen un bajo riesgo de
contaminacion y pueden ser facilmente preparados. [32]

Los investigadores descubrieron que la sintesis de nanoparticulas de ZnO asociadas con
extractos de plantas puede obtener materiales con efectos antibacterianos ideales, donde
las sintesis verdes de ZnO mediadas por plantas, como Psidium guajava (extracto de
hoja de guayabo), Pedalium murex (extracto de planta Pedalium), Artemisia haussknechti
(extracto de hoja de Artemisa), Parthenium histerophorus (extracto de hoja de escoba),
Gymnema silvestre (extracto de hoja), extracto de la planta de Aloe vera e Hibisco
sabdariffa (extracto de la flor de Jamaica). Ademas, el método sintético de las
nanoparticulas de ZnO también estd estrechamente relacionado con su actividad
antibacteriana. Un ejemplo tipico es aquel trabajo reportado por Mahendiran et al.
demostraron que, entre todas las nanoparticulas de ZnO que prepararon, la mejor
actividad bactericida se obtuvo con las nanoparticulas de ZnO sintetizadas con métodos

bioldgicos en lugar de métodos quimicos. [26]



1.18 Aplicaciones de las nanoparticulas de ZnO

El ZnO es fotoactivo en luz ultravioleta y visible. A la luz del sol, las nanoparticulas de
ZnO podrian producir una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que
puede ser el principal requisito previo para el desarrollo de NP de ZnO como biofungicida.
[33]

Las investigaciones avalan que las nanoparticulas de ZnO se pueden utilizar como
fungicida. Por ejemplo, Khan et al. informaron sobre nanoparticulas de ZnO con forma de
espina mediante sintesis sol-gel, que mostraron un efecto antifungico eficaz contra
Candida albicans. Sharma et al. prepararon nanoparticulas de ZnO mediante un método
de precipitacion homogénea simple sin agregar ningun agente quelante, tensioactivo o
gelatinizante. Se descubrié que la actividad antifungica contra Candida albicans mejoro
con la mayor concentracion de nanoparticulas de ZnO. Por su parte Ahmed et al.
prepararon nanoparticulas de ZnO utilizando Azadirachta indica (extracto de hojas) para
el control biolégico de frutos de lichi enfermos. Los patégenos causantes de la
enfermedad se identificaron como Aspergillus niger. Los resultados in vitro indicaron que
la inhibicidn maxima del crecimiento micelial fue del 70,5 % bajo las nanoparticulas de
ZnO (1.0 mg/mL). [26]

Es importante mencionar que se ha observado que las nanoparticulas de ZnO poseen
una amplia superficie especifica, alta capacidad de carga de farmacos, elevada
selectividad y baja toxicidad, se presentan como sistemas ideales para la administracion
de farmacos en tratamientos contra el cancer. Ademas, su capacidad para absorber
grandes cantidades de luz ultravioleta las ha llevado a ser ampliamente utilizadas en
productos de proteccion solar. Asimismo, su rendimiento en fotoluminiscencia las hace
valiosas en las imagenes meédicas, proporcionando nuevas herramientas para el
diagnostico médico. En consecuencia, las nanoparticulas de ZnO parecen estar ya
profundamente integradas en la vida cotidiana. [26]

Otro de los beneficios de las nanoparticulas de ZnO es que aportan a la fertilidad del
suelo y el crecimiento de las plantas. Las nanoparticulas de ZnO mas pequefas tienen
una mayor relacion superficie-volumen, mayor solubilidad en agua y mejor penetracion

en las hojas. Al ser fotoactivos, a la luz del sol generan ROS, como aniones superoxido



e hidroxilo, que, a su vez, aumentan la resistencia al estrés de las plantas y promueven
la penetracion de agua y oxigeno necesarios para un crecimiento mas intensivo. [33]
Informes recientes han descrito los altos efectos citotdxicos de las nanoparticulas contra
una amplia gama de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluidas E. Coli,
Salmonella enteritis, Estreptococos pyogenes, Aeromonas hydrophila, Bacillos subtilis,
S. aureus, L. monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, S.
Typhimurium, Enterococcus faecalis, etc. [32, 34]

Evaluaron la eficacia de varias nanoparticulas (NP) de ZnO disefiadas para inactivar
algunos patdgenos comunes transmitidos por alimentos, como Salmonella, S. aureus, L
monocytogenes y E. coli. en un rango de concentraciones entre 0.1 y 1.5 gl-1. Se logro
determinar que para el caso de las bacterias Gram negativas S. enterica subsp. entérica
y E. colifueron mas sensibles a las nanoparticulas de ZnO, ya que mostraron claros halos
de inhibicion y dificultades para adaptarse a las nanoparticulas. [34]

El efecto antimicrobiano de ZnO dependia no solo del tamafio de las particulas como
informdé Wanget al. (2017), sino también a la composicidén del 6xido metalico y al tipo de
células de microorganismos objetivo. Un aumento en el area de superficie de las
nanoparticulas aumenta la cantidad de iones que interactuan, lo que lleva a una mayor
reactividad y un alto nivel de iones antibacterianos. [34]

Varios estudios indicaron una alta toxicidad especifica de las NP de ZnO contra
microorganismos patdgenos, y solo se han observado efectos minimos en las células
humanas. [33]

El potencial anti-candidiasis y anti-virulencia dependiente de la dosis de las NP de ZnO
sintetizadas por métodos verdes frente a aislados clinicos de especies candidas sugiere
que las NP de ZnO podrian usarse como agentes prometedores para inhibir la adherencia
de la candida a dispositivos médicos y para prevenir infecciones fungicas relacionadas
con los catéteres mediante el recubrimiento de catéteres con NP de ZnO para
aplicaciones biomédicas. [35]

Por otro lado, el dopaje de nanoparticulas de ZnO con algunos elementos como la plata
(Ag) y el cobre (Cu) se han utilizado para aumentar el rendimiento de la actividad

antimicrobiana del ZnO. Muchos investigadores se han centrado en los efectos del



tamano, la forma y los parametros de dopaje, como los efectos del tipo de dopante y la
actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de ZnO. [36]
Cuando el ZnO se excita con luz (por ejemplo, UV) se genera un electrén(e—) y un hueco
(h+), donde el electron excitado saltara a la banda de conduccién (CB) y el hueco queda
en la banda de valencia (VB). Posteriormente, los radicales libres se generan
continuamente tanto a partir de la via reductora (e-) como de la via oxidativa (h+), donde
el e— se transfiere a un aceptor (a menudo O2) para producir Oz y el h+ se transfiere a un
donante (a menudo H20) para producir «OH. Tanto el *O2 como el *OH son ROS téxicos
fisiol6gicamente relevantes, que pueden atacar bio-macromoléculas (p. €j., ADN) y
componentes celulares. [26] Esta propiedad proporciona a las nanoparticulas de ZnO la
capacidad de tener aplicaciones biomédicas antibacterianas y anticancerigenas, etc. Por
otro lado, la recombinacién del hueco (h+) y el electrén (e-) emite fotones, lo que permite
que las nanoparticulas de ZnO se apliquen en las imagenes médicas (bioimagenes). [26,
37] ElI ZnO como 6xido metalico, libera de forma gradual el ion metalico Zn?+, el cual
puede interactuar con proteinas, inhibiendo la actividad enzimatica y provocando
disfuncidn fisiologica que eventualmente conduce a la muerte celular. Por otro lado, sus
caracteristicas estructurales, como el tamafio, la carga superficial y su alta area de
superficie especifica, confiere a las nanoparticulas de ZnO multiples capacidades, entre
ellas la facil internalizacion celular, la identificacién precisa de objetivos y la eficiente
administracién de farmacos. [26]
El ZnO puede causar la muerte bacteriana a través del dafio directo a las células o la
generacion indirecta de especies reactivas de oxigeno (ROS) para inhibir la funcién de
las proteinas, destruir el acido nucleico y producir peroxidacion lipidica dafiina en las
bacterias. Los principales mecanismos antibacterianos de las nanoparticulas de ZnO (ver
figura 1.1) de la siguiente manera:

e Lainteraccion directa de las nanoparticulas con la membrana bacteriana conduce

a la destruccion y ruptura de la integridad de la membrana.
e Generar ROS en la célula para destruir las bacterias.
e Liberacion de Zn toxico?* iones para matar bacterias, Zn?* tiene una afinidad
especial con los grupos sulfhidrilo bacterianos. Puede unirse y oxidar los grupos

para inhibir la actividad de la enzima glucolitica y, por lo tanto, inhibir la via



glucolitica. Por lo tanto, puede inhibir la accion de las enzimas respiratorias
bacterianas y, finalmente, provocar la muerte celular. Lo que cabe destacar es que,
para los diferentes tipos de bacterias, los nanomateriales de ZnO ingresan a las
bacterias de diferentes maneras. Para las bacterias Grampositivas, el Zn?* los
nanomateriales de ZnO pueden ser quelados por el acido teicoico y el acido
lipoteicoico de la célula y translocarse a la célula. En el caso de las bacterias
gramnegativas, tiene porinas que actuan como canales idnicos para promover la
difusion pasiva en la célula.

e Alteracién de la bomba de eflujo y del potencial de membrana en la membrana
celular.

e La internalizacion de ZnO conduce al dafio del ADN intracelular. [26]
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Figura 1.1 Los principales mecanismos antibacterianos de las nanoparticulas de
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1.19 Bioseguridad de las nanoparticulas de ZnO

El ZnO, un material ampliamente documentado y aprobado por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA), ha sido utilizado en numerosas aplicaciones
biomédicas gracias a su biocompatibilidad, estabilidad y bajo costo. [37]

La evaluacion de la bioseguridad o toxicidad de los nanomateriales es un paso muy
importante antes de su aplicacién practica. En los ultimos afos, se han reportado
numerosos estudios sobre la toxicidad de las nanoparticulas de ZnO en distintas especies
como lo son animales, plantas y algas.

Por ejemplo, Sarkar et al. estudiaron la bioseguridad de las nanoparticulas de ZnO mico-
sintetizadas (7515 nm) mediante pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad en células de
linfocitos humanos. El analisis de la integridad de la membrana y la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial mostro que la citotoxicidad resulto significativa en dosis de
tratamiento de 500ug/ml y superiores.

Por su parte Yu et al. analizaron la toxicidad aguda oral de las nanoparticulas de ZnO en
ratas. No observaron signos de toxicidad después de la administracion oral de
nanoparticulas de ZnO (86,3+23,8 nm, 100 mg/kg) durante 14 dias.

Por otro lado, Jung et al. estudiaron el efecto de la interaccion entre nanoparticulas de
ZnO y matrices alimentarias sobre la toxicidad oral. Los resultados mostraron que
después de la administracion oral de nanoparticulas de ZnO (78126 nm, 100 mg/kg)
interactuando con glucosa (5%) o albumina (5%) durante 14 dias consecutivos, no se
evidencio toxicidad aguda en las ratas de acuerdo con los analisis histopatoldgicos,

hematoldgicos y bioquimicos séricos, confirmando asi su baja toxicidad oral. [26]



Capitulo 2: Métodos de caracterizacion

2.1 Caracterizacion de nanoparticulas de ZnO

2.1.1 Caracterizacion estructural por Difraccion de rayos X (DRX)

La historia comienza con su descubrimiento en 1885 por el fisico aleman Wilhelm Conrad
Rontgen, quien los llamé rayos X porque su naturaleza era una incognita. Posteriormente
en 1912, Max von Laue descubrid que los materiales cristalinos dispersan los rayos X
(difraccion), lo que le valié el Premio Nobel de Fisica de 1914. Desde el descubrimiento
de Laue, la difraccion de rayos X (DRX) se ha convertido en una de las técnicas mas
utiles para revelar la estructura de los materiales cristalinos. La comprension de la técnica
de DRX ha facilitado el avance y desarrollo en varios campos, incluida la ciencia de
polimeros, la metalurgia, la biologia estructural y la ciencia farmacéutica, la ciencia del
vidrio y la ceramica, la geologia/mineralogia y el en el area de materiales. [38]

Los rayos X (RX) se han convertido en una de las herramientas fundamentales para la
investigacion en la determinacion de las propiedades de los materiales. Por otro lado,
luego del descubrimiento de los efectos de la difraccion e interferencia de rayos X, se han
desarrollado métodos basados en este fendmeno con éxito durante mas de cien afos
todo ello enfocado en la determinacién de la estructura de materiales cristalinos y
amorfos, asi como para determinar el tamano y la forma de particulas microscépicas y
submicroscoépicas contenidas en estados sélidos y liquidos. [39]

Este fendmeno es explicado a través de la interaccién de un haz de electrones de alta
energia con un solido cristalino dando como resultado un haz de rayos X difractados en
muchas direcciones. Al medir los angulos e intensidades resultantes de estos haces
difractados, se puede dibujar una imagen tridimensional de la densidad de electrones
dentro de la muestra cristalina. A su vez, a partir de este mapa de densidad electrénica,
también se pueden determinar las posiciones medias de los atomos en el sélido cristalino.
[38]

La difraccion la definimos como la dispersion elastica que experimentan los rayos x

cuando los electrones interactuan con los atomos en un solido cristalino. La dispersion



elastica se lleva a cabo cuando una onda plana interactua con un obstaculo o una rendija
cuyo tamario es aproximadamente el de la longitud de onda (0,5-2,5 A). [38]

De una manera mas sencilla, en cualquier experimento de difraccion de rayos X, un haz
de electrones incide en la muestra y la intensidad de los rayos dispersos se mide en
funcién del angulo de dispersiéon. A medida que multiples rayos X se dispersan en varias
direcciones al interactuar con multiples planos dentro del sélido cristalino, se produce
interferencia constructiva y destructiva en los rayos X dispersos debido a la interferencia.
Cuando ocurre interferencia constructiva, la intensidad de los rayos dispersos es mayor
que la de los rayos incidentes, y cuando ocurre interferencia destructiva, la intensidad es
menor (a menudo insignificante). La interferencia constructiva solo ocurre cuando se
cumple una condicion especifica, que fue descrita por los fisicos ingleses Sir WH Bragg
y su hijo Sir WL Bragg en 1913. La ley de Bragg, indica que la interferencia constructiva
ocurre cuando:

nA = 2d sen 6

Donde n es un numero entero que describe el orden de reflexion, A es la longitud de onda
de los rayos X incidentes, d es el espaciamiento entre los planos que dispersan los rayos

X'y 8, es el angulo de incidencia (ver figura 2.1).

FG+GH=nA : FG=GH : sen0=FG/d
2dsenO=nAi

Figura 2.1 Ley de Bragg




Un difractograma de rayos X es como la "huella digital" de un sélido cristalino, ya que
revela informacion crucial, como la celda unitaria, el grupo espacial, el tamafio de los
cristalitos y la deformacion dentro del sélido. Idealmente, un pico en el difractograma (es
decir, donde se cumple la ley de Bragg y se produce la interferencia constructiva de los
rayos X dispersos) deberia ser una linea nitida. Sin embargo, en la practica, los picos de
difraccion de rayos X dificilmente son estrechos y presentan una anchura apreciable. Es
bastante comun encontrar picos con una anchura finita, es decir, ensanchandose, lo que
puede revelar otro dato crucial sobre el sélido cristalino: el tamafio de su dominio de
dispersion coherente (tamafio de cristal). [38]

El método de Scherrer se utiliza ampliamente para estimar el tamafio promedio de los
cristalitos de materiales nano cristalinos basandose en datos de difraccion de rayos X
(DRX). Este método relaciona el ensanchamiento de un pico de difraccion con el tamafio
de los cristalitos del material de forma inversa; es decir, un mayor ensanchamiento
significa un tamafio de cristalito menor y viceversa. El ancho del pico esta asociado con
el instrumento y el material. Por lo tanto, el ensanchamiento del instrumento debe restarse
de los patrones de DRX para obtener unicamente el ensanchamiento preciso debido al
material.

La ecuacion de Scherrer es util para calcular el dominio de dispersion coherente en un
solido cristalino, es decir, su tamano de cristalito, que puede ser menor que el tamano de
particula real. El tamano del cristalito se define como el tamano dentro del cual se retiene
la periodicidad tridimensional en una estructura atbmica, lo que puede no ser el caso si
una particula esta compuesta de multiples cristales donde el tamario del cristalito siempre
sera menor que el tamafo de particula. [38]

Es importante tener precaucion con respecto a la aplicacién de la ecuacidén de Scherrer
a los resultados de DRX para calcular el tamaro. El tamafio del cristalito no es el unico
factor que puede conducir al ensanchamiento de pico en un difractograma, y diversos
otros factores también pueden contribuir potencialmente al ensanchamiento del pico de
difraccion. Algunos de los factores secundarios también pueden causar ensanchamiento
de pico, por ejemplo, la deformaciéon no homogénea (compresién o traccion) y la tension
dentro de una red, imperfecciones de la red como dislocaciones, fallas de apilamiento,



maclado, vacantes, heterogeneidades quimicas y la forma anisotropica del cristalito
donde una dimension es significativamente menor que la otra, como es el caso de las

nano barras. [38]

2.1.2 Microscopia de barrido de alta resolucion (HRSEM)

En 1965 la microscopia electronica dio un gran salto en cuanto al analisis de materiales
esto fue fuertemente impulsado con el microscopio electronico de barrido (SEM) la cual
dio posibilidad de poder observar imagenes integras y en tres dimensiones de escala
micrométrica. Sin embargo, los conceptos basicos para que esto sucediera fueron
propuestos en 1935 por Knoll, 3 afos después de que Ruska y Knoll desarrollaran la
informacion necesaria para el microscopio electronico de transmision (TEM).

En 1938, Manfred von Ardenne adiciond bobinas de barrido a un TEM y desarroll6 el
primer STEM (Scanning Transmission Electron Microscope). La primera micrografia por
STEM fue de un cristal de ZnO tomada a un voltaje de 23 Kv, aumento de 8,000x y con
una resolucion espacial de entre 50 y 100 nm. [40]

La microscopia de barrido tuvo que esperar hasta que, en 1965, la Cambridge Instrument
Co. lanzod el primer SEM. Desde entonces hasta la fecha, este tipo de microscopia ha
avanzado rapidamente constituyéndose en una técnica imprescindible en distintos tipos
de estudio, tanto sobre material biolégico como en el campo inorganico. [41]

Es importante mencionar que la aparicidon del microscopio electronico de barrido
comercial (SEM) se remonta al afilo de 1965, varios afios después de que Siemens y
Halske comercializaran el primer microscopio electronico de transmision en 1939 (TEM)
como ya se menciono anteriormente.

El principio basico de un microscopio electronico es el uso de electrones en lugar de
fotones o luz visible (como lo hace el microscopio 6ptico) para la formacion de las
imagenes de la muestra. En un SEM un haz de electrones focalizado recorre la superficie
de la muestra, produciéndose asi varias sefiales que pueden ser colectadas por diversos
detectores y que contienen informacion acerca de la topografia de la superficie y de la

composiciéon de la muestra.



Actualmente, los nuevos SEM pueden conseguir una resolucion menor a 1 nanémetro
(nm), siendo 1 nanémetro la millonésima parte de un milimetro, por lo que son llamados
“microscopios electronicos de barrido de alta resolucion” (HR-SEM). Para obtener una
alta resolucion, el haz de electrones del microscopio debe ser uniforme, coherente y muy
fino. Entre mas pequefo sea el diametro del haz de electrones, mayor sera la resoluciéon
espacial, por lo que podemos obtener mayor y mejores detalles de la superficie de las
muestras.

Por lo tanto, una de las partes esenciales del microscopio electronico es la fuente emisora
del haz de electrones. Un SEM convencional utiliza una fuente de electrones con un
filamento de tungsteno, lo cual origina que el diametro del haz sea igual o mayor a 200
nm, limitando su resolucion. En cambio, un HR-SEM utiliza como fuente de electrones un
caidén de emision de campo que proporciona un haz muy focalizado con un diametro
entre 10 y 25 nm, lo que mejora notablemente la resolucion espacial. Esto, ademas,
permite trabajar a voltajes muy bajos, que en el caso de un SEM convencional no es
posible; lo que ayuda a minimizar el efecto de la carga en las muestras que no son
conductoras y a evitar dafos en muestras que son sensibles al haz. Otra forma de
aumentar la resolucién es utilizando una fuente de electrones llamado “catodo frio”. Este
canon de emision de campo permite que el haz tenga un diametro entre 3 y 5 nm, lo que
significa un aumento considerable en la resolucion espacial de las imagenes, ademas de
una resolucion mejorada a bajos voltajes de aceleracién para reducir el dafio de la
muestra. En los ultimos afos, el uso de bajos voltajes de aceleracion en el SEM ha hecho
posible observar las capas superficiales mas externas de las muestras mientras se
utilizan simultaneamente uno o mas detectores adicionales para adquirir varios tipos de
informacion sobre la muestra.

Una de las ventajas que ofrecen los microscopios electrénicos y en especifico un SEM
es poder obtener la composicion quimica de los elementos presentes en la muestra
mediante el detector de rayos X de energia dispersiva (EDS).

Algunos microscopios SEM de emisidon de campo vienen equipados con tecnologia de
desaceleracién del haz de electrones. En muestras sensibles al haz de electrones o
muestras no conductoras, la tecnologia de desaceleracion de haz logra una mayor

resoluciéon y un mayor detalle de la superficie.
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Figura 2.2. Microscopio electronico de barrido

La microscopia electronica de barrido permite la caracterizacidon y observacion de
muestras solidas mediante imagenes obtenidas con electrones secundarios y retro
dispersados. Se pueden analizar una amplia gama de materiales como metales,
ceramicos, poliméricos, hibridos, compuestos y bioldgicos. El uso de bajos voltajes nos
permite obtener mas informacién sobre la superficie de los materiales analizados. Se
puede determinar el tipo y la cantidad respectiva de los elementos quimicos de la
muestra, ademas de mostrar como se distribuyen en la superficie mediante el analisis por
EDS. La tecnologia de aceleracion del haz de electrones nos permite analizar muestras
sensibles al haz de electrones sin destruirlas. [42]



2.1.3 Fotoluminiscencia

Esta técnica en el area de materiales es comunmente utilizada para identificar
propiedades opticas intrinsecas. Tales como vacancias de oxigeno o Zn, intersticios, y
transiciones relativas a estados doblemente excitados. Todos estos defectos estan

directamente relacionados a la promocién del electron desde la banda de valencia hacia

la banda de conduccion. [43]
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Figura 2.3 Defectos intrinsecos del ZnO

2.2 Caracterizacion de la inhibicion bacteriana

Por su parte, para la evaluacion de la actividad antimicrobiana con las nanoparticulas de

ZnO se utilizan los siguientes métodos:



2.2.1 Difusién en disco

Esta prueba ha sido util por mas de 70 afos en los laboratorios de microbiologia. Un
ejemplo de ello es Alexander Fleming quien utilizé una variante de esta técnica cuando
trabajaba con la penicilina en los afios cincuenta. Por su parte los doctores Bauer, Kirby,
Sherris y Turck probaron minuciosamente todas las variables involucradas en el proceso,
tales como los medios de cultivo, la temperatura y el espesor del agar. Posteriormente
en 1966, ellos publicaron su estudio sobresaliente describiendo la prueba que se usa en
la actualidad. EIl NCCLS adopté los pasos basicos del procedimiento descritos en el
estudio de Bauer y colaboradores como el método de referencia para difusion por disco.
Estos pasos se quedaron como la base a seguir en forma minuciosa para obtener
resultados precisos. [25]

Este método consiste en depositar en una caja Petri agar que previamente fue inoculado
con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes
antibioticos. Una vez el disco impregnado de antibiético se pone en contacto con la
superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico se esparce al agar. El
antibidtico se expande radialmente a través del espesor del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los
discos se muestran rodeados por una zona de inhibicion. [44]

El antibiograma es util cuando se aisla una bacteria responsable de un proceso infeccioso
y no puede predecirse su sensibilidad, especialmente si se sabe que este tipo de bacteria
puede presentar resistencia a los antimicrobianos mas habituales. El método de disco-
placa es facil de realizar, rapido y barato. Es una metodologia aplicable a una amplia
variedad de bacterias, especialmente en bacterias aerobias no exigentes de crecimiento
rapido como Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas maltophilia,
Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp., Staphylococcus spp. y Enterococcus spp.
Ademas, con ligeras modificaciones, puede ser aplicado a Haemophilus spp., Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus spp. [44]
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Figura 2.4 Difusion en disco

2.2.2 Siembra (inoculacion) en medios liquidos (tubo)

Esta es la otra alternativa propuesta para la siembra de bacterias en un medio liquido
(tubos), mejor conocida como dilucién que consiste en tomar un tubo de ensayo con
medio liquido, en donde el material a diluir se siembra en el tubo con el uso de un asa
cargada con el material bacteriolégico, se agita, con movimientos moderados. [45]

En este tipo de siembra el medio de cultivo a inocular liquidos o caldos, estan distribuidos
en tubos, o Erlenmeyer. El cultivo de procedencia puede estar en una caja Petri, en tubos
0 en pico de flauta. Para transferir las colonias desarrolladas en un medio sélido, ya sea
en placas o tubos, se toma el cultivo con un ansa aguja u ojal, extrayendo una parte de
este cuidando las condiciones de esterilidad. Se procede a quitar el tapén del tubo a
inocular y se procede a inclinar el tubo a un angulo aproximado a 30° y se acerca el asa
con el material a inocular, a la superficie del interior del vidrio, justo sobre el punto en el
que la superficie del liquido forma un angulo agudo. Posteriormente realizar movimientos
sobre el vidrio para esparcir el cultivo. Cuando el tubo de cultivo se regresa a la posicion
vertical, el area de inoculaciéon queda sumergida debajo de la superficie.

Cuando se inicia a partir de un medio liquido, se recomienda quitar el tapon de algodén

con el dedo menique de la mano derecha, tomando el tubo con el cultivo en la mano



izquierda, elevando el mismo hacia la llama del mechero, para flamear su boca, tratando
de mantenerlo inclinado. Introducir el ansa previamente esterilizada, en el tubo, y tomar
la muestra sumergiendo el ansa en el cultivo. Se siembra a un medio de cultivo liquido,
introduciendo la aguja o anillo cargada y agitando luego con la misma dentro del tubo
para producir homogeneizacion de la carga microbiana aplicada, y desprendimiento total

de los gérmenes del ansa. Posteriormente tapar el tubo y llevar a incubar. [46]

Puncién
limpia

Ansa recta

-

‘ " Y

Muestra  Medio (agar en columna)

Figura 2.5 Siembra en medio liquido (tubo)

2.2.3 Siembra por diseminacion en supetrficie (inoculacion en medios

solidos)

Al extender una mezcla de células sobre una superficie de agar, cada célula aislada se
multiplicara formando wuna colonia independiente, formaciobn o agrupacion
macroscopicamente visible de microorganismos sobre un medio solido, misma que
representa un cultivo puro. La siembra por extension es una manera directa y facil de
conseguir este resultado.

Este método consiste en pasar un volumen pequefio de una mezcla microbiana diluida,
al centro de una placa de agar y extender uniformemente sobre la superficie con una
varilla acodada de vidrio estéril o asa de Digralsky. EI numero de colonias debe ser igual

al numero de organismos viables de la muestra.



Siembra en superficie 0 masiva consiste en verter sobre una caja de Petri el medio de
cultivo fundido, se deja solidificar y se coloca sobre la superficie el indculo. Se utiliza una
espatula de Digralsky, una varilla de vidrio con un angulo de 90° o un hisopo estéril, este
se extiende el indculo hasta su absorcion total por el medio de cultivo. [45]

La diseminacion en superficie consiste en distribuir la muestra de manera uniforme sobre
la superficie del medio de cultivo contenido en la placa. Se utiliza para ello la espatula de
Digralsky, hisopo o ansa ojal. Cuando se utiliza una espatula de Digralsky se coloca el
in6culo primario con una pipeta graduada o micropipeta en el centro de la placa y luego
se disemina el inéculo en la superficie del medio sdlido, mediante: 20 movimientos
concéntricos, girando la placa en el sentido de las agujas del reloj; movimientos de vaivén
que cubran toda la placa. Las espatulas de Digralsky se disponen en un vaso de
precipitado conteniendo etanol y se esterilizan por flameado. Es el método adecuado para
el recuento de colonias y para la realizacion del antibiograma por el método de difusién

(utilizando ansas calibradas y espatula de Digralsky). [46]

Figura 2.6 Siembra por diseminacion en superficie




Capitulo 3: Desarrollo experimental

En esta seccion se detalla el desarrollo experimental el cual fue optimizado a razén de
los experimentos propuestos. Para ello es importante mencionar que los experimentos
se disefiaron y modificaron con el objetivo de obtener resultados reproducibles y
confiables, por lo que se realizd el analisis de inhibicion del crecimiento de las bacterias
en cada uno de los procesos propuestos, con la finalidad de tener un control especifico
de todas las etapas del proceso experimental.

Pero para conseguir dicha optimizacidon es necesario reducir los errores experimentales
debido al instrumental usado durante el proceso, dicho esto es necesario llevar a cabo la

esterilizacion de todo el material a utilizar el cual se enlistan en la tabla 3.1:

Tabla 3.1 Materiales usados para la preparaciéon de soluciones de nanoparticulas a

diferentes concentraciones.

Material

4 viales de 5 mL

4 pastillas de agitacion

Espatula de metal

Discos de papel filtro de 1 cm de didmetro

Tabla 3.2 Material utilizado para la siembra de las bacterias.

Material

Asa digralsky

Micropipeta
Puntas de capacidad variable (20, 200 y 1000 pl)

Mechero

Cajas de Petri desechables




Tubos de cultivo
Matraces (250 y 500 mL)

Procedimiento para esterilizar

El método de esterilizacion consta de colocar agua en la autoclave hasta el borde de la
rejilla sin que se moje el material, posterior a ello se ingresa todo el instrumental que va
a ser utilizado durante todo el experimento (ver listado anterior), una vez hecho esto se
sella de manera correcta. La autoclave que se mantiene a una presién de 15 1b a 121°C,
manteniendo estas condiciones durante 20 minutos a fin de controlar y mantener
constantes estos valores. Pasado dicho tiempo, esperar a que la presion baje a 0 para

poder abrir la autoclave.

Tabla 3.3 Material utilizado para la preparacién del medio de cultivo.

Reactivos

Peptona de caseina (MCD LAB)
Extracto de levadura (BD Bioxon)
Cloruro de sodio (J.T. Baker)

Agar bacteriologico (BD Bioxon)

Procedimiento para medir pH

Para medir el pH del medio Lb o de cualquier otra solucion con el conductimetro primero
debemos calibrarlo. Por lo tanto, iniciamos encendiendo el equipo y colocando el
electrodo en la solucién de referencia 7, se deja dentro hasta que el equipo nos marque
que esta registrado, procedemos a enjuagar el electrodo con agua destilada y secar
cuidadosamente. Ahora colocamos el electrodo en la solucion de referencia 4 y se retira

hasta después de que el equipo nos indique que se encuentra registrado, enjuagamos



con agua destilada y secamos. Finalmente colocamos el electrodo en el medio Lb, si el
pH es menor a 7 afiadir gotas de NaOH hasta obtener el pH deseado, en caso contrario

se ajusta con HCI.

Proceso de preparacion del caldo de cultivo

Iniciamos calculando la cantidad de medio Lb a preparar, es importante recordar que por
cada litro de medio Lb se necesitan 10 g de peptona, 5 g de extracto de lavadura, 10 g
de cloruro de sodio y 15 g de agar, dependiendo de la cantidad a preparar se hacen las
operaciones necesarias para calcular las cantidades correspondientes. Dependiendo de
la cantidad a preparar, primero procedimos a medir aproximadamente 50 mL menos de
los mililitros que deseamos preparar de agua tridestilada en un vaso de precipitados de
1 litro y le anadimos la peptona, extracto de levadura y NaCl pesados anteriormente en
una balanza analitica, y colocamos en agitacion magnética. Una vez que la mezcla se
observa homogénea procedemos a medir el pH con el conductimetro, ajustandolo con
gotas de NaOH hasta que el pH fuera de 7. Teniendo el medio con el pH deseado se
procedio a verter en una probeta de 1 litro y se aforo a los mililitros con agua tridestilada
que inicialmente queriamos preparar.

Si el medio Lb es para placas: para esterilizar el medio Lb se divide en los matraces
Erlenmeyer necesarios respetando la regla de no colocarle mas de la tercera parte de su
capacidad, calculamos los g de agar a agregar a cada matraz. Finalmente le colocamos
un tapon y aluminio para esterilizar en limpio como se explicoé en los métodos. Una vez
que el medio Lb es esterilizado esperamos el tiempo suficiente para poder verter en las
cajas Petri, en la campana y con el mechero encendido. Vertido el medio las
acomodamos alrededor del mechero y con el suficiente cuidado las abrimos para que el
agar realizara su trabajo y gelatinizara el medio Lb. Una vez frias procedimos a cerrarlas,
asegurarlas con cinta y etiquetarlas con la leyenda “Lb s/ab fecha”. Las ingresamos a la
prueba de esterilidad que consistié en poner las placas en un horno a 37 °C por 12 horas,
pasado ese tiempo las observamos cuidadosamente y si no existia crecimiento
bacteriano eran utiles para el experimento, en caso contrario tendriamos que desecharlas

y realizar mas placas. Se recomienda refrigerarlas a 4°C hasta que se utilicen.



Si el medio Lb es para tubos: con una pipeta graduada se colocé 5 mL de medio Lb a
cada tubo previamente etiquetado con la leyenda “Lb s/ab fecha”, al colocarles la tapa no
se cerraron por completo para que se esterilizaran de manera correcta a 120°C y 15 Ib
de presion. Después de esterilizar se ingresaron a la prueba de esterilidad, después de
ese tiempo analizamos los tubos y corroboramos que no existiera crecimiento bacteriano

para poder utilizarlos en el experimento.

Procedimiento detallado del cultivo de bacterias

De un cultivo de bacterias de E. coli (cepa DH5a) se tomaron 30 ul y se adicionaron en
un tubo con medio Lb sin antibiético y se colocé en incubacion a 30°C y 150 rpm, durante
12 horas. A partir de ese tubo se tomaron 100 pl y se afadieron a un tubo nuevo con
medio Lb sin antibiético nuevamente a incubaciéon por 12 horas a 30°C y 150 rpm,
pasadas las 12 horas ya tenemos las bacterias en crecimiento, es decir son aptas para

utilizarse en la experimentacion.

Propuestas de ensayos y proceso de optimizacion de los experimentos

de inhibicion.

Experimento 1: Cajas Petri y circulos de papel filtro con 15 ug/mL de Np

Para llevar a cabo el primer experimento fue necesario preparar el material para trabajar,
en primer lugar, las cajas Petri que es donde sembramos las bacterias y analizamos el
crecimiento bacteriano, por lo tanto, calculamos la cantidad de medio Lb a preparar para
las cajas Petri, en este caso 600 mL. Para preparar 600 mL de medio Lb pesamos 6 g de
peptona, 3 g de levadura y 6 g de NaCl en la balanza analitica. Procedimos a medir 500
mL de agua tridestilada en un vaso de precipitados de 1 litro y le afiadimos la peptona,
extracto de levadura y NaCl pesados anteriormente, y colocamos en agitacion magnética.
Una vez que la mezcla se observa homogénea procedemos a medir el pH con el
conductimetro, ajustandolo con gotas de NaOH hasta que el pH fuera de 7. Teniendo el

medio con el pH deseado se procedié a verter en una probeta de 1 litro y se aforo a 600



mL con agua tridestilada. Para esterilizar el medio Lb se dividi6 en dos matraces
Erlenmeyer de 500 mL colocandole 300 mL y 4.5 g de agar a cada uno, le colocamos un
tapdn y aluminio para esterilizar en limpio durante 15 minutos a 15 1b a 120 °C.

Una vez que el medio Lb es esterilizado esperamos el tiempo suficiente para poder verter
en las cajas Petri, en la campana y con el mechero encendido. Vertido el medio las
acomodamos alrededor del mechero y con el suficiente cuidado las abrimos para que el
agar realizara su trabajo y gelatinizara el medio Lb. Una vez frias procedimos a cerrarlas,
asegurarlas con cinta y etiquetarlas con la leyenda “Lb s/ab SRC 25.03.24". Las
ingresamos a la prueba de esterilidad que consistioé en poner las placas en un horno a 37
°C por 12 horas, pasado ese tiempo las observamos cuidadosamente y si no existia
crecimiento bacteriano eran utiles para el experimento, en caso contrario tendriamos que
desecharlas y realizar mas placas. Se recomienda refrigerarlas a 4°C hasta que se
utilicen.

Por otro lado, para la preparacion del papel filtro, se propuso utilizar papel filtro de
porosidad media, del cual se recortaron 30 circulos de 1 cm de diametro con guantes y
tijeras debidamente desinfectadas en un area estéril, se procedié a colocarlos en una
caja Petri para su esterilizacion a 120 °C y 15 Ib de presion.

Para la preparaciéon de la solucién de las nanoparticulas (NP) de ZnO las cuales se
sintetizaron en el laboratorio de sintesis y depdsito de nanomateriales, se pesaron 0.050
g de cada tipo de Np de ZnO (D1R, D2R, D3R y D4R) y se afadieron a cada vial
previamente esterilizado y con la pastilla de agitacion dentro, se anadieron 5 mL de agua
estéril y se colocd en agitacidn magnética durante 1 hora, posteriormente se coloco en
ultrasonido a bafio maria durante una hora mas.

A cada placa se le coloco un nombre distintivo. De los 4 tipos de NP de ZnO hicimos 3
repeticiones, ademas de otras 3 con agua (control negativo), 3 con Gentamicina (control
positivo), 1 con la cepa DH5a y una mas con el papel filtro.

El procedimiento propuesto para sembrar las bacterias fue el siguiente, en una campana
y en un medio estéril abrimos el tubo de ensayo con las bacterias DH5a y con una
micropipeta se toman 100 ul y se colocan en el centro de una caja Petri, que se

esparcieron con un asa digralsky previamente esterilizada.



Para la colocacion de las nanoparticulas se tomé una alicuota de 15 pl de la solucion de
nanoparticulas preparada previamente y se colocé en un disco de papel filtro previamente
esterilizado que se coloco con cuidado en medio de la caja Petri. Se hizo el mismo
procedimiento con agua (control negativo) y gentamicina (control positivo). Una vez
sembradas las nanoparticulas y los controles (positivo y negativo) se incubaron en un
horno a 37°C durante 12 horas. Pasadas las 12 horas observamos los resultados que

analizaremos en el siguiente capitulo.

Experimento 2: Tubos de ensayo con 5 mL de medio Lb y Np en solucién a 10 ug/mL

Debido a que en el experimento anterior no se observd inhibicion, procedimos a
experimentar con tubos con medio Lb sin antibiético como se describe a continuacion.
Para este experimento preparamos medio Lb para 50 tubos de ensayo (cada uno con 5
mL de medio Lb), realizando las operaciones necesarias pesamos en la balanza analitica
2.5 g de peptona, 1.75 g de extracto de levadura y 2.5 g de NaCl. Se midié 200 mL de
agua tridestilada y se anadié a un vaso de precipitados con capacidad de 500 mL,
posteriormente se le agrego la peptona, el extracto de levadura y NaCl pesados para
posteriormente colocarle una pastilla de agitacion y poner la mezcla en agitacion
magnética. Una vez que la mezcla se observa homogénea se procedié a medir el pH con
el conductimetro y ajustalo a 7 con gotas de NaOH. Se procedi6 a verter la mezcla en
una probeta graduada y se aforo a 250 mL. Con una pipeta graduada se colocé 5 mL de
medio Lb a cada tubo, al colocarles la tapa no se cerraron por completo para que se
esterilizaran de manera correcta a 120°C y 15 Ib de presién. Después de esterilizar se
ingresaron a la prueba de esterilidad en donde se ingresan a un horno a 37°C por 12
horas, después de ese tiempo analizamos los tubos y corroboramos que no existiera
crecimiento bacteriano para poder utilizarlos en el experimento.

Para la preparacion de la solucion de las NP de ZnO utilizamos 4 viales con capacidad
de 5 mL y 4 pastillas de agitacién previamente esterilizados que etiquetamos como D1R,
D2R, D3R y D4R respectivamente a cada vial. Pesamos de cada tipo de Np 0.050 g en

la balanza analitica y en la campana en un medio estéril los afadimos a cada vial



correspondiente, posteriormente ainadimos 5 mL de agua estéril y colocamos en agitacion
magnética durante 24 horas.

El método para sembrar las bacterias consistié en abrir el tubo de ensaye con las
bacterias en la campana en un medio estéril, del cual se tomaron 100 pl de DH5a y se
colocaron a cada uno de los 18 tubos con medio Lb sin antibi6tico que se utilizaron en el
experimento.

El procedimiento que se siguié para colocar las nanoparticulas en los tubos con medio
Lb sin antibidtico consistié en colocar con una micropipeta 50 pl de la solucion de las
nanoparticulas previamente preparadas por triplicado, es decir 3 tubos con
nanoparticulas de D1R, 3 tubos con nanoparticulas de D2R, y asi sucesivamente con las
nanoparticulas D3R y D4R, ademas del triplicado con 2.5 pl de gentamicina (control
positivo) y 3 tubos mas sin antibiotico, solo con los 100 yl de DH5a (control negativo).
Todos los tubos se etiquetaron debidamente y se incubaron por 14 horas a 37°C y 150

rom. Posteriormente se observaron los resultados.

Experimento 3: Tubos de ensayo con 5 mL de medio Lb y Np en solucién a 15 pg/mL

En el experimento anterior no se observo inhibicion por el hecho de que los ul agregados
de nanoparticulas no tomaban en cuenta los 5 mL de medio Lb, por lo cual se procedio
calcular los mililitros necesarios para tener una concentracién de 15 pg/mL en un tubo
con 5 mL de medio Lb, de acuerdo con los calculos realizados se encontré que era
necesario agregar 0.375 mL (375 ul) de un stock de 200 pg/mL.

En este experimento para la preparacion de las soluciones de las nanoparticulas se
pesaron en la balanza analitica 0.4 g de cada tipo de nanoparticula (D1R, D2R, D3R y
D4R) y se agregaron a cada vial que previamente fue esterilizado y etiquetado, se le
afadié 2 mL de agua estéril y se colocaron en agitacién magnética durante 24 horas.

En la siembra de las bacterias (DH50a) se realiz6 en la campana en un medio estéril,
donde se tomaron 100 ul del cultivo de baterias y se anadié a un tubo con medio Lb sin
antibidtico que previamente fue esterilizado, se prepararon 18 tubos en total.

Para la colocacion de las nanoparticulas se tomé de cada vial 375 uyl con una micropipeta
y se coloco a el tubo con 5 mL de medio Lb al que previamente se le colocaron las



bacterias, esto por triplicado, es decir 3 tubos con D1R, 3 tubos con D2R y asi
consecutivamente para D3R y D4R. Para el control positivo se colocd 2.5 pl de
gentamicina por triplicado y no se colocé el control negativo (3 tubos con solo las
bacterias). Cada tubo fue debidamente etiquetado y se ingresaron a incubacién por 14

horas a 37°C a 150 rpm, posteriormente se fotografiaron los resultados.

Experimento 4: Tubos de ensayo con 5 mL de medio Lb y Np en solucién a15 pg/mL

En el experimento anterior no fue posible observar solo en los tubos si existia inhibicion
0 no, por lo tanto, se decidié plaquear 100 pl de cada tubo para poder observar
claramente si las nanoparticulas funcionaban como inhibidor o no.

Para este experimento en primera instancia se preparo el material a utilizar, que son
placas y tubos con medio Lb, para ello calculamos los g de peptona, extracto de levadura
y NaCl necesarios para 50 tubos y 18 placas aproximadamente. Calculamos que
aproximadamente preparariamos 750 mL de medio Lb por lo cual pesamos en la balanza
analitica 7.5 g de peptona, 3.75 g de extracto de levadura y 7.5 g de NaCl. En un vaso
de precipitados de 1 litro se midié aproximadamente 600 mL y colocamos la peptona,
extracto de levadura y NaCl, para posteriormente colocar la mezcla en agitacion
magnética. Una vez que se observo una mezcla homogénea procedimos a medir el pH
con el conductimetro, si es menor a 7 ajustamos con unas gotas de NaOH
cuidadosamente. Con una probeta graduada aforamos la mezcla a 750 mL,
posteriormente vertimos en un matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad 250 mL de
medio Lb, en otro matraz de 250 mL le colocamos 150 mL de medio Lb y en otro matraz
de 200 mL le vertimos 100 mL de medio. Calculamos para la cantidad contenida en cada
matraz los g de agar a adicionar, por lo cual pesamos 3.75 g, 2.25 gy 1.5 g de agar
respectivamente para cada matraz. Finalmente, se le coloco un tapon y se cubrié con
aluminio para esterilizar a 15 Ib de presién a 120°C.

Con el restante de medio Lb (250 mL) haciendo uso de una pipeta graduada colocamos
5 mL de medio Lb en cada tubo de ensayo, hasta tener los 50 tubos. Cada tubo no lo

cerramos por completo para que puedan esterilizarse correctamente a 15 Ib de presién y



120°C. Una vez esterilizados los ingresamos a la prueba de esterilidad por 12 horas,
pasado el tiempo los ingresamos a refrigeracion a 4°C hasta que se utilizaron.

El medio Lb esterilizado y a temperatura caliente pudiendo ser manipulado en una
campana y en medio estéril se vertio cuidadosamente en las cajas Petri, solo al matraz
de 100 mL se le agrego 25 ul de gentamicina (para las placas de control negativo) y se
dejo por unos minutos enfriar hasta que el agar gelatinizara, hecho esto se procedié a
cerrarlas, asegurarlas con cinta y etiquetarlas de manera correcta con fecha y nombre
respectivamente. Por ultimo, se ingresaron a la prueba de esterilidad que consiste en
ingresarlas a un horno a 37°C durante 12 horas, pasado el tiempo se observa con
detenimiento placa por placa para corroborar que no existi¢ crecimiento bacteriano, de lo
contrario se desecharian, se procedieron a refrigerar a 4°C hasta que se utilizaran.

El método utilizado para la preparacion de las soluciones de las nanoparticulas de ZnO
fue utilizar los viales y pastillas de agitacion previamente esterilizados y etiquetados como
D1R, D2R, D3R y D4R, para cada tipo de nanoparticula pesamos 0.4 g en la balanza
analitica y con cuidado se vertieron en los viales respectivamente, se le afiadieron 2 mL
de agua estéril a cada uno y se cerraron para posteriormente colocarlos en agitacion
magnética por 24 horas.

El experimento consistid en 4 fases descritas a continuacion:

Primera fase (precultivo): en la campana y en medio estéril a un tubo con medio Lb sin
antibidtico se le colocaron 30 pl de la cepa DHSa y se coloco en incubacién a 30°C a 150
rom durante 14 horas.

Segunda fase (cultivo): transcurridas las 14 horas del precultivo en la campana en un
medio estéril con una micropipeta se tomaron 100 pl y se colocaron en un tubo nuevo
con medio Lb sin antibiético, que posteriormente fue colocado en incubacién a 30°C, 150
rom durante 12 horas. Transcurrido el tiempo del tubo con el precultivo se tomaron 100
Ml 'y se colocaron a un nuevo tubo con medio Lb sin antibidtico, este procedimiento se
repitio 18 veces en los tubos que previamente se prepararon para el experimento, a 3
tubos se le afiadieron 375 pl a cada uno de la solucion previamente preparada D1R, a
otros 3 tubos se le afiadieron 375 pl a cada uno de la solucién D2R y asi sucesivamente
se prepararon 3 tubos para la solucién de D3R y D4R. Para el control negativo se les
afadieron a 3 tubos 2.5 pl de gentamicina a cada uno y para el control positivo los 3 tubos



solo se quedaron con los 100 pl de la cepa DH5a que se afadieron previamente (observar
figura 3.1).

‘ 100 pl DH5a ‘ 100 pl DH5a Control negativo
i M
100 pul DH5a
375 ulD1R 375 ulD3R 2.5 ul Gentamicina
\ \ \
‘ 100 pl DH5a ‘ 100 I DH5a Control positivo
375 ul D2R 375 I D4R 100 ul DH5a
\ \ \
Figura 3.1. Contenido de los tubos de ensaye que se prepararon por triplicado para el
experimento.

Todos los tubos debidamente etiquetados se ingresaron a la incubadora a 30°C a 150
rom durante 12-14 horas.

Tercera fase: transcurridas las 12 horas, sacamos los tubos de la incubadora y
fotografiamos. Procedimos sembrar 100 pl de cada tubo a una caja Petri, teniendo 18
cajas Petri, formamos grupos por triplicado del control positivo, control negativo, D1R,
D2R, D3R y D4R. Las ingresamos a incubacion a un horno a 37°C por 24 horas.

Cuarta fase: pasadas las 24 horas sacamos las placas del horno y las evaluamos,
tomando fotografias de cada una.

El experimento lo realizamos 3 veces mas para comprobar que es replicable.



Capitulo 4: Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion de las Nps de ZnO

Para la caracterizacion estructural del material obtenido a través de la sintesis coloidal
fue mediante la técnica de difraccidén de rayos X utilizando un difractémetro Bruker D8-
Discover con una radiacion CuKa (A = 0.15418 nm) desde 20- < 20 < 80-, operado a 40
mA y 40 kV. Por otro lado, para la obtencion de las micrografias de HRSEM, se utilizé un
microscopio de barrido de alta resolucion Carl Zeiss, mientras que para la

fotoluminiscencia se us6 un espectrofotdmetro Sciencetech modelo 6040.
4.1.1Caracterizacion estructural por difraccion de rayos X (DRX)

De la caracterizaciéon de las nanoparticulas a través de la técnica de XRD se pudo
identificar de manera concreta los picos relacionados a los planos cristalograficos 100,
002, 101, 102, 110, 103, 200, 112, 201, 004, y 202 correspondientes al ZnO hexagonal
tipo wurtzita los cuales fueron comparados con la ficha cristalografica PDF JCPDS 36—
145, con ello también podemos observar que no existe ningun pico en el patron de
difraccion que nos pudiese predecir la presencia de subproductos de reaccidén que
hubiesen co-precipitado con nuestro material de interés en cada una de las

concentraciones propuestas en este trabajo .
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Figura 4.1. Patrones de difraccion de rayos-X de a) D1R, b) D2R, c) D3R y d) D4R

respectivamente.

De igual manera con ayuda de los patrones de difraccion se lograron obtener los tamafios
de cristal para cada una de las muestras obtenidas para el presente trabajo de tesis.
La tabla 4.1 resume los datos correspondientes los cuales fueron obtenidos a través del

uso de la férmula de Sherrer.
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Donde D, es el tamafio de cristal promedio, K es la constante de Sherrer (0.9), A es la
longitud de onda de los rayos X (1.54056 A°), B es el ancho medio del pico de difraccion
0 por sus siglas en inglés conocido como FWHM y por ultimo 8, se define como el angulo

de difraccion de Bragg.




Tabla 4.1 Tamanos de cristal promedio calculados para cada una de las muestras.

Muestra Tamanio de cristal promedio (nm)
D1R 27
D2R 18.2
D3R 25
D4R 20.4

Una vez obtenida la informacién fundamental de la estructura, cristalinidad y tamafio de
cristal para cada una de las muestras, y con ello saber si el material es 6ptimo en tamaro
y morfologia se propone su analisis topografico a través de microscopia electronica de

alta resolucion.

4.1.2Caracterizacion morfolégica por microscopia de barrido de alta
resolucion (HRSEM)

Con el uso de un microscopio de alta resoluciéon, se realizaron las caracterizaciones
correspondientes para cada una de las muestras obtenidas a diferentes concentraciones,
obteniéndose las siguientes micrografias donde se puede observar que de alguna
manera el cambio en la concentracién en el precursor de Zn (0.1-0.4M) influye en las

caracteristicas morfoldgicas y de tamafio de las nanoparticulas de ZnO.



Figura 4.2 Micrografias SEM de a) D1R, b) D2R, c) D3R y d) D4R

En la figura 4.2 se puede observar las diferencias entre morfologias entre las muestras
D1RyDZ2R (figura4.2ay b), se ve una distribucién de tamafio de las nanoparticulas cuasi
similar, pero en la muestra 4.2a existe una mezcla de particulas con forma triangular y
con otras elongadas en comparacion con la muestra 4.2b donde solo la forma elongada
es observada con particulas de mayor tamafio. En comparacion de la muestra D3R
(figura 4.2c) donde se logra apreciar que las particulas son mas grandes, es decir hay
una mezcla de tamafios nanométricos con micrométricos y no se logré notar la presencia
de las particulas con formas triangulares. Por ultimo, al analizar la figura 4.2d
correspondiente a la muestra D4R, se logra ver que existe una mayor presencia de
particulas triangulares y una menor cantidad de nanoparticulas elongadas; este cambio



en la distribucion morfolégica podria estar asociada al incremento en la concentracion del
precursor de Zn.

De los resultados obtenidos a través de RX'y de HRSEM se pudo observar que el material
posee buenas caracteristicas para poder ser aplicadas en la inhibicién microbiologica los
cuales podrian complementarse con los analisis de las propiedades opticas del material

las cuales se detallan a continuacion.

4.1.3 Caracterizacion optica por fotoluminiscencia (FL)

Una de las técnicas que nos permite identificar de manera especifica las propiedades
Opticas del material es la técnica de fotoluminiscencia, a través de ella podemos identificar
los defectos intrinsecos de las nanoparticulas, los cuales estan asociadas a los
fendmenos de absorcion-emisién de la materia con la luz. Como ya se ha mencionado
en la literatura el ZnO muestra dos emisiones principales una de ellas aparece
usualmente en la regién del ultravioleta (UV), mientras que la otra aparece en la regién
del visible (Vis) del espectro electromagnético.

Por ejemplo, la emision banda-banda esta localizada en ~380 nm y se relaciona con la
recombinacion de los excitones libres, mientras que la emisién en la region del visible que
va de (440-850) es correlacionado a las recombinaciones radiactivas debido a los
defectos nativos, esos defectos asociados a niveles localizados dentro de la banda
prohibida se han asociado con vacancias sencillas de oxigeno y vacancias doblemente
ionizados de oxigeno (V*o, V**0), , vacancias de zinc (Vzn), oxigenos intersticiales (Oi),
zincs intersticiales (Zni), anti-sitios de oxigeno (Ozn) y anti-sitios de zinc (Zno), asi como
también los clusteres nativos de VoZni [43].

De los espectros obtenidos a partir de la técnica de FL de la figura 4.3 a, b, cy d con su
respectiva deconvolucion se pudieron identificar los defectos que contribuyen a cada una
de esas emisiones, como lo es la emision banda a band, las transiciones CB — Vo,

complejos de VoZni, Vo, los cuales se resumen en la tabla 4.2.
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Figura 4.3 Espectros de fotoluminiscencia obtenidos para las muestras: a) D1R, b) D2R, ¢)
D3R and d) D4R




Tabla 4.2 Defectos intrinsecos de ZnO obtenidos a través del espectro deconvolucionado
de PL para D1R, D2R, D3R y D4R respectivamente.

Defectos de transiciéon D1R (nm) D2R (nm) D3R (nm) D4R (nm)
NBE (emision banda-banda) 378 381 383 380

Vo - - 487 -

CB—Vo 507, 586 509 - -

CB-Vo or CB-O* O** - - 523 -

VoZni complejos - 572 - -

Vo recombinacion de excitones | - - 586 595

Vo 639,674 653, 751 665 675

A partir de lo reportado en la literatura es importante mencionar que a través de la
determinacion de los defectos y su contribucion en el pico maximo de emision se podria
hipotetizar si las muestras son viables en su aplicacién en actividades fotocataliticas o
antibacterianas ya que la presencia de los defectos nativos asociados al oxigeno

contribuye fuertemente a dichas actividades.

4.2 Inhibicion bacteriana

Con los resultados obtenidos a través de la estructura, morfologia y las propiedades
Opticas del material sintetizado a diferentes concentraciones del precursor de Zinc, se
plantea la aplicacion de estos en su estudio como inhibidores bacterianos.

Por ello en el presente trabajo de investigacion se propusieron y estandarizaron varios
experimentos, con la finalidad de poder determinar si las nanoparticulas eran eficientes
para esta aplicacion.

Cada uno de esos experimentos se detallan a continuacion.



4.2.1 Experimento 1 (difusién en disco)

De la literatura y de las técnicas utilizadas en el grupo de trabajo en primer lugar se
propone el método de difusion en disco utilizando el procedimiento que se discutié en el

capitulo 3 denominado desarrollo experimental.

4.2.1.1 Cajas Petri y circulos de papel filtro con control positivo (gentamicina) a 15

Mg/mL

Con el objetivo de validar los resultados de la inhibicion de las nanoparticulas es
imprescindible tener un control positivo (antibiotico), para este trabajo de investigacion se
usé gentamicina. Algo que es importante mencionar, para que los experimentos se
consideren validos es necesario que se reporte en ftriplicado (ver figura 4.4), a fin de
evaluar la reproducibilidad a través de un halo de inhibicion que se busca sea
representativo y replicable como se muestra en la figura 4.4. En este caso, el halo es mas
notable en la placa 4.4b, seguido de la 4.4c, sin embargo, en la placa 4.4a no se logra

observar.

Figura 4.4 Triplicado de placas del control positivo (gentamicina).




Aunque era de esperarse que en las 3 se notara, en este caso no se logré debido a que
el procedimiento de inmersién del disco no fue optimo.

Continuando con el procedimiento experimental, también es imprescindible durante el
proceso de optimizacion el realizar un complemento de esta serie de experimentos a

través de un control negativo con los discos, como se detalla a continuacion.

4.2.1.2 Cajas Petri y circulos de papel filtro con control negativo (agua estéril)

Para analizar los resultados de la inhibicion también es fundamental tener un control
negativo, es decir un experimento disefiado donde las bacterias no son inhibidas y crecen
deliberadamente. En el experimento utilizamos agua estéril como control negativo, con
ello poder demostrar que el agua utilizada en la preparacion de la solucién de la
dispersion de las nanoparticulas no jugaba un papel fundamental en el efecto de

inhibicion como se observa en la figura 4.5

Figura 4.5 Triplicado de placas del control negativo (agua estéril).

Como era de esperarse las bacterias no forman ningun halo de inhibicién alrededor de
los circulos de papel los cuales solo fueron sumergidos en agua unicamente, sin

embargo, se logran observar pequefos espacios en donde carece de crecimiento



bacteriano dentro de la placa de cultivo, pero este efecto se puede atribuir a la dispersion
de las bacterias con el asa de drigalsky.

Una vez garantizado la optimizacién del control positivo y control negativo es necesario
también realizar una prueba sin la presencia de ellos con el fin de observar y analizar si
no existen otro tipo de interferencias asociadas a los materiales utilizados (discos). Lo

cual se detalla a continuacion.

4.2.1.3 Cajas Petri sin control positivo y negativo

Por otro lado, también se analiza uUnicamente el papel filtro, para corroborar que no tiene
interferencia alguna en el estudio (ver figura 4.6a) se colocd en una placa un circulo de
papel filtro seco y estéril. Una vez sumergido en el caldo de cultivo y pasado el tiempo de
crecimiento bacteriano, se pudo observar que no hubo crecimiento bacteriano, es decir
el papel filtro es inocuo y altamente estéril. De manera simultanea, en otra caja Petri (ver
figura 4.6b) se plaquearon bacterias sin el papel filtro, logrando observar un crecimiento

de bacterias con un comportamiento muy similar al del control negativo (agua).

Figura 4.6 Cajas representativas del Triplicado de placas sin control positivo (a) y

negativo (b).




Una vez validado y analizado el método se procede a la aplicacion de las nanoparticulas
de ZnO obtenidas a través de diferentes concentraciones del precursor de Zn. Se propone
utilizar una concentracién de particulas dispersas en agua similar a la concentracién del

antibiotico (15 pg/mL).

4.2.1.4 Cajas Petri con las Nps de ZnO D1R, D2R, D3R y D4R a una concentracién
de 15 pg/ml.

Siguiendo el procedimiento experimental propuesto (difusion en disco) se toman las
alicuotas correspondientes de la solucion dispersa de nanoparticulas y se colocan en los
discos de papel filtro. Una vez realizado ello se siembran las bacterias y se incuban.
Terminado el periodo de incubacion y crecimiento se analizaron los resultados del
triplicado de placas de las nanoparticulas de ZnO y su inhibicion. De la muestra D1R 1a),
1b)y 1c) (ver figura 4.7), no se logré observar ningun efecto de inhibicion de las bacterias,
ya que no se observa en ninguna de ellas un halo de inhibicion como se esperaria, si bien
se logra observar espacios sin crecimiento bacteriano estos se atribuyen a la dispersion
de las bacterias en la siembra con el asa digralsky. De igual manera al observar el
triplicado de placas de las nanoparticulas de ZnO para las muestras D2R y D3R no se
observa ningun halo de inhibicion. Situacion que se repite al observar las placas de las
nanoparticulas de ZnO etiquetadas como D4R 4a) y 4c), aunque en la figura 4b) logramos
ver espacios en la placa en las cuales no tuvimos crecimiento bacteriano, observando
con ello un halo de inhibicidn mas marcado, desafortunadamente este resultado no fue

reproducible en las 2 placas restantes del triplicado.



Figura 4.7 Triplicado de placas con Nps de ZnO (15 pg/ml) D1R (1), D2R (2), D3R (3) y|
D4R (4).




Es importante mencionar que bajo estas condiciones experimentales no se logré observar
de manera clara y especifica si las nanoparticulas eran eficaces, por ello se propone otro
método alternativo al de difusién en disco.

Para ello se plantea el método de turbidez que se detalla a continuacién.

4.2.2 Experimento 2 (turbidez): Tubos de ensayo con Lb y Np en solucion a
10 pg/mL.

Con el objetivo de comprobar la efectividad de las nanoparticulas a través de una
estrategia alternativa, ya que como se mencioné anteriormente esta no fue clara a través
de la difusion en disco, se propuso a realizar el experimento por turbidez en tubo de
ensaye siguiendo una metodologia similar a la de placa detallado en el apartado anterior

repitiendo el triplicado.

4.2.2.1 Control positivo (gentamicina).

De igual manera en este experimento también se considera el control positivo como se
muestra en la figura 4.8.1(a-c), como era de esperarse en el triplicado se notd una
transparencia notable, lo que nos asegura que nuestro antibidtico inhibe en su totalidad
el crecimiento exponencial de las bacterias E. coli DH5a lo cual nos servira de

comparacion con las a las muestras de nanoparticulas de ZnO.

4.2.2.2 Control negativo (caldo de cultivo mas bacterias).

De igual forma nos ayudamos del control negativo con el fin de analizar que no tengamos
una interferencia o error experimental en el procedimiento. En contraste con el control
positivo, en nuestro control negativo esperabamos que las bacterias se desarrollaran
exponencialmente, lo cual se puede confirmar visualmente en los tubos de ensaye

correspondientes (ver figura 4.8.2a-c) confirmando nuestra hipotesis.



De manera simultanea a los experimentos con control negativo y positivo se realizan los
correspondientes ensayos utilizando las nanoparticulas a diferentes concentraciones

dispersas en agua estéril.

4.2.2.3 Tubos de ensayo con medio Lb y Nps de ZnO en una solucién a 10 pg/mL
de las muestras D1R, D2R, D3R y D4R.

Al no obtener los resultados deseados por difusion en disco se optd por cambiarlo con el
proceso de siembra en medio liquido (inoculacién en tubo de ensaye) (ver seccion 2.2.2
del procedimiento experimental), como ya se comentd anteriormente. Al analizar los
resultados obtenidos del triplicado en tubos de ensaye con las nanoparticulas de ZnO
D1R (fig.4.8.3 a-c), se puede observar a primera vista una turbidez similar a las muestras
del control negativo (fig.4.8.2 a-c), lo que nos lleva a la conclusién subjetiva de que no
hubo una inhibicion pero es importante mencionar que esto puede ser un falso negativo,
en otras palabras puede ser por el apantallamiento debido a las particulas disueltas en el
medio, ya que se vio que existe el mismo comportamiento con las muestras D2R, D3R y
D4R.

Es necesario mencionar que, al analizar el procedimiento utilizado, la concentracidon de
la solucion de nuestras nanoparticulas estaba a una concentracién de 10 uyg/mL y a cada
tubo de ensaye se le colocaron respectivamente 50 ul sin tomar en cuenta que cada tubo
tenia 5 mL de medio Lb, es decir nuestra solucion de nanoparticulas estaba mas diluida
(tabla 4.3) respecto al medio de crecimiento, esta es la razén posible por la cual no

observamos ningun efecto de inhibicién.



SH AmA AN Aba AT awa

I S (A N 5 U (I S w15 S S e o S VRN SR W N Y |

- N SN N e e

7

/

Ti T

Figura 4.8. Triplicado de tubos con medio Lb y 100 ul de E. coli (DH5a) con el control
positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibiético) (2), Nps de ZnO (10 pg/mL)
D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

Tabla 4.3 Identificacion de la concentracion adecuada de Nps para los ensayos de

inhibicién de cultivo en liquido (tubos).

(s mi) (10 £2)

10 X9
ml

(5 ml) (10 %) s

=5ml

100 X9
ml

(smp) (10 £9)

)
1000 mi

= 0.050ml = 50ul

10 % = concentracidn final de las disoluciones de Nps de ZnO

5 ml = cantidad de disolucion (stock)

10,100,1000 % = concentracion hipotetica de stock de Nps




Es por ello, que se considera realizar unos cambios respecto a esta nueva propuesta, asi

como se detalla a continuacion.

4.2.3 Experimento 3: Tubos de ensayo con Lb y Np en solucion a 15 ug/mL

Como en el ensayo anterior no se tomaron en cuenta los 5 mL de medio Lb, como
consecuencia la concentracion en los tubos no era la deseada, por consiguiente, se
calculé nuevamente los microlitros a anadir a cada tubo de ensaye para obtener una
concentracion de 15 pg/mL acorde al procedimiento experimental, estos calculos se

resumen en la tabla 4.4.

Tabla 4.4 Datos finales del calculo de la concentracion de las Nps.

(15 pg/mL)(5 mL)
200pug/mL

= 0.375mL = 375 ul

15 ug/mL= concentracion de las Nps
5 mL= mililitros del medio Lb en cada tubo

200ug /mL= concentracidn de las Nps en el stock

Una vez corrigiendo las concentraciones se replicaron los experimentos, los resultados
de este ensayo fueron los siguientes (ver fig.4.9): en el triplicado de tubos de la muestra
D1R (fig.4.9.2a y 4.9.2b) se observa una precipitacion de las nanoparticulas, por ello se
puede notar que mostraban una ligera transparencia similar a el control positivo
(gentamicina), en comparacién con la muestra 4.9.2c donde no se logra observar si
existid6 una inhibicion debido a la alta turbidez de la muestra (alta dispersion de las
nanoparticulas). Este mismo comportamiento se presenté en el resto de los triplicados

de las muestras etiquetadas como D2R, D3R y D4R.
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Figura 4.9. Triplicado de tubos con medio Lb y 100 ul de E. coli (DH5a) con el control
positivo (gentamicina) (1), Nps de ZnO (15 ug/mL) D1R (2), D2R (3), D3R (4) y D4R (5).

A partir del analisis del experimento realizado (fig.4.9), es complejo llegar a una
conclusiéon definitiva de los resultados obtenidos ya que no es clara si existe o0 no un
efecto inhibitorio y por ello se plantea un segundo ensayo que precede al ya realizado el
cual consiste en sembrar 100 pl de dichas soluciones (turbidez) en cajas Petri y

someterlas a incubacion.

4.2.4 Experimento 4a: Tubos de ensayo con Lb y Np en solucion a 15 ug/mL

(incubacion post-turbidez) con correccion de concentracion de Nps.

Como ya se menciond, debido a que en el anterior experimento no se mostré de manera
clara el efecto de las nanoparticulas, se opté por plaquear 100 pyl de muestra de cada
tubo de ensaye.

En primera instancia los resultados en los tubos de ensaye fueron los siguientes (ver
figura 4.10): en el triplicado de tubos de ensaye con el control positivo (fig.4.10. 1a-c) es
notable la transparencia que se logra apreciar a comparacion del control negativo (fig.
4.10.2a-c) donde se nota una turbidez. Realizando la comparacion contra los tubos de
ensaye con las nanoparticulas observamos en el primer triplicado con nanoparticulas
D1R (fig.4.10. 3a-c) una turbidez blanquecina debida a la dispersién de nanoparticulas,

para el triplicado de tubos de las nanoparticulas D2R (fig.4.10. 4a-c) observamos lo



mismo para 4a y 4b, siendo solo el tubo de ensaye 4c quien muestra una precipitacion
de estas, por lo tanto, presenta menos turbidez. Mientras que para el triplicado de tubos
de ensaye con nanoparticulas D3R (fig.4.10. 5a-c) observamos que solo presento
turbidez blanquecina la muestra 5a), en cuanto en las muestras 5b) y 5c) se observa que
las nanoparticulas se precipitaron. Finalmente, en el triplicado de tubos de ensaye con
nanoparticulas D4R (fig.4.10. 6a-c) se observa sin excepcién alguna la precipitacion de
todas las nanoparticulas en cada uno de los tubos.

La precipitacion de las nanoparticulas en algunos tubos de ensaye y la turbidez
blanquecina se le atribuye a la posicion durante el proceso de incubacion de los tubos,
como se menciond el método experimental estos se sometieron a 150 rpm a 30°C durante

aproximadamente 12 a 14 horas.

unn--nn o pl
JLLOL Jll} IIJ
' .»7«‘4 _..t, S e

KIMA

MR W.l
wsacm L n; f’.‘ o

Figura 4.10 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 pl de E. coli (DH50) con el control
positivo (gentamicina) (1), sin antibitico (2), Nps de ZnO (15 pyg/mL) D1R (3), D2R (4),
D3R (5) y D4R (6).

Después de realizar el plaqueo de los tubos de ensaye y transcurridas 24 horas de
incubacion a 37°C obtuvimos lo siguiente (ver figura 4.11).

En las placas del control positivo (fig.4.11. 1a-c) como era de esperarse no observamos
absolutamente nada de crecimiento bacteriano, es decir el antibidtico si inhibié la

proliferacion de E. coli DH5a. Para el triplicado de placas sin antibiético (fig.4.11. 2a-c)



observamos la proliferacion de las bacterias, solo teniendo algunas marcas que
atribuimos al plaqueo con el asa drigalsky.

En cuanto al triplicado de placas de los tubos de ensaye con nanoparticulas D1R
(fig.4.11.3a-c) no observamos absolutamente nada de crecimiento bacteriano, es decir
las nanoparticulas impidieron la proliferacién de las bacterias este efecto se puede deber
a la alta pureza de las nanoparticulas del ZnO policristalinas como se logré observar en
el patron de difraccion de rayos X asi como por el efecto de la dispersion de tamafo
observado en HRSEM. En el caso del triplicado de placas con nanoparticulas D2R
(fig.4.11.4a-c) observamos de manera general un crecimiento bacteriano que se le
atribuye a los puntos que se observan en las placas, como se observa la placa 4a es la
que mas crecimiento bacteriano muestra con aproximadamente 76 UFC a comparaciéon
de la placa 4b que solo presenta 10 UFC, por el contrario, la placa 4c en la que solo se
observaron 6 UFC aunque se ve un pequefio incremento en cuanto a la cantidad de UFC
no es tan significativo lo cual puede ser atribuible a la dispersion no homogénea en cuanto
a la forma y tamafio de las nanoparticulas ya que por rayos X se logra observar el mismo
comportamiento que la D1R. Para las placas de los tubos de ensaye con nanoparticulas
D3R (fig.4.11.5a-c) en la placa 5a observamos 9 colonias, en la placa 5b contabilizamos
131 UFC y finalmente en la placa 5¢ 37 UFC de bacterias de E. coli DH5a comportamiento
similar con las dos primeras muestras. Finalmente, para el triplicado de placas con
nanoparticulas D4R (fig.4.11.6a-c) observamos en la placa 6a 4 UFC, en la placa 6b 412

UFC y en la placa 6¢ 22 UFC. Los datos se resumen en la tabla 4.5.



Figura 4.11 Triplicado de placas con 100 ul de las muestras de los tubos de ensaye
con el control positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibidtico) (2), las
nanoparticulas de ZnO D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).




Como se observa en la tabla 8 los datos de las placas 5b y 6b (fig.4.11.5b y 4.11.6b) con
nanoparticulas D3R y D4R se encuentran fuera del rango de datos.

Para esta concentracion de nanoparticulas podemos observar que existe una gran
inhibicion bacteriana la cual es comparable con la efectividad del antibidtico para el caso
especifico de la muestra D1R, como ya se ha mencionado en la literatura (26) esto puede
ser debido a varios factores entre los que tenemos son los mecanismos ROS y o de
superficie como lo es la actividad del Zn u oxigeno. Aunque también podria ser la suma
de todos ellos. También se ha mencionado que la forma y tamafo juegan un papel
fundamental en la inhibicién del crecimiento bacteriano. Si podemos observar a través de
la difraccion de RX se garantiza que estas particulas son altamente cristalinas al igual
que su tamano esta alrededor de 30 nm. Debido a que estas particulas son policristalinas
(ver seccion 4.1.1), es decir crecen en varias direcciones cristalograficas lo cual nos
permite obtener terminaciones ya sea en Zn o en O, lo cual podriamos deducir que la
caracteristica policristalina sumaria a la inhibicion, aunado a los resultados obtenidos de
SEM, podemos ver que existen diferentes morfologias donde la D1R y D4R son casi
similares mientras que la D2R es mas homogénea en cuanto a dispersion de tamafio y

que cambia respecto a D3R

Tabla 4.5 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4a.

Experimento 4a

D1R 0 0 0 0
D2R 74 10 6 30
D3R 9 131 37 27

D4R 4 412 22 15




4.2.5 Experimento 4b: Tubos de ensayo con Lb y Np en solucién a 15 ug/mL

Al querer replicar el experimento anterior, como se observa en la figura 4.12 debido a un
error en la agitacion magnética y a que posiblemente no se cerraron de forma correcta
los viales, gran parte de la cantidad de nanoparticulas de las soluciones quedaron
pegadas y no formaron parte de la solucion. Por lo tanto, consideramos pesar los viales
sucios (con las nanoparticulas pegadas) (ver tabla 4.6) y limpios (después de recuperar
las nanoparticulas pegadas en los viales) (ver tabla 4.7), con los datos recabados en las
tablas, encontramos que la cantidad real aproximada de nanoparticulas que quedaron
pegadas en los viales (ver tabla 4.8) fueron 0.168 g de D1R, 0.337 g de D2R, 0.213 g de
D3R y finalmente 0.275 g de D4R. Finalmente, (ver tabla 4.9) obtenemos que
aproximadamente las nanoparticulas presentes en las soluciones son 0.232 g de D1R,
0.063 g de D2R, 0.187 g de D3R y 0.125 g de D4R. Siendo la solucion de nanoparticulas
de D2R la que menos cantidad tenia, por lo tanto, este experimento se invalida por este

error, sin embargo, a continuacién, analizaremos los resultados obtenidos.

Figura 4.12 Viales en los que se prepararon las soluciones de nanoparticulas de ZnO
D1R(a), D2R (b), D3R (c) y D4R (d).




Tabla 4.6 Cantidad de nanoparticulas de D1R, D2R, D3R y D4R pegadas en los viales.

- Vial con Np [ Tapas con Np

D1R 24347 g 1.218 g
D2R 24.224 g 1.379 g
D3R 24510 ¢ 1.212 ¢
D4R 24322 ¢ 1.250 g

Tabla 4.7 Peso de los viales y tapas limpios (sin las nanoparticulas pegadas en las

- Vial sin Np | Tapas sin Np

paredes).

DIR  24.188¢ 1.209 g
D2R  23.946 g 1320 g
D3R  24.311g 1.198 g
D4R 24.086g 1211g

Tabla 4.8 Cantidad total en gramos de las nanoparticulas pegadas en los viales.

Diferencia en Diferencia en

Total de Np
el vial la tapa
D1R 0.159 g 0.009 g 0.168 g
D2R 0.278 g 0.059 g 0.337 g

D3R 0.199 g 0.014 g 0.213 g




D4R 0.236 g 0.039 g 0.275 g

Tabla 4.9 Cantidad calculada de nanoparticulas en los viales y en las soluciones.

Np en Np en la
viales solucién
D1R 0.168 g 0.232 g
D2R 0.337g 0.063 g
D3R 0.213 g 0.187 g
D4R 0.275¢g 0.125¢g

Analizando los resultados obtenidos en los tubos de ensaye (ver figura 4.13), en cuanto
al triplicado con el control positivo (fig.4.13.1a-c) podemos observar claramente que se
torna un liquido transparentoso, a diferencia del triplicado del control negativo
(fig.4.13.2a-c) en donde observamos una turbidez. En cuanto al triplicado de las
nanoparticulas, en D1R (fig.4.13.3a-c) observamos una turbidez similar a las del control
negativo, pero con las nanoparticulas precipitadas al fondo del tubo, este suceso se repite
en los demas triplicados de las nanoparticulas D2R, D3R y D4R (fig.4.13.4a-c,
fig.4.13.5a-c fig.4.13.6a-c), teniendo una unica excepcién en el tubo 5b en donde
observamos una turbidez blanquecina lo que nos indica que en este tubo las

nanoparticulas no se precipitaron.
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Figura 4.13 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 ul de E. coli (DH5a) con el control
positivo (gentamicina) (1), sin antibiotico (2), Nps de ZnO (15 ug/mL) D1R (3), D2R (4),
D3R (5) y D4R (6).

En cuanto a los resultados obtenidos después de plaquear 100 ul de muestra de cada
uno de los tubos de ensaye y colocarlos en incubacion durante 24 horas a 37°C
encontramos que el crecimiento de colonias de E. coli DH5a fue nulo en el triplicado de
placas con el control positivo (gentamicina) (fig.4.14.1a-c) lo que nos valida a la
gentamicina como antibiético, por otro lado en el triplicado de placas del control negativo
(sin antibidtico) (fig.4.14.2a-c) observamos bastante crecimiento de colonias al grado de
no poder contabilizarlas, lo que nos avala que en el experimento si tenemos crecimiento
bacteriano de E. coli DH5a. En cuanto al triplicado de placas con nanoparticulas D1R
(fig.4.14.3a-c) observamos crecimiento de colonias que contabilizandolas (ver tabla 4.10)
obtenemos un promedio de 130 UFC por placa, en el ftriplicado de placas con
nanoparticulas D2R (fig.4.14.4a-c) a primera vista observamos bastante crecimiento
bacteriano teniendo en promedio 1056 UFC, en el triplicado de placas con nanoparticulas
D3R (fig.4.14.5a-c) observamos en dos placas presencia de aproximadamente 516 UFC,
pero en la placa 5b solo tenemos 22 UFC resultado que coincide con el tubo de ensaye

que observamos con una turbiedad blanquecina, finalmente en el triplicado de placas con



nanoparticulas D4R (fig.4.14.6a-c)  contabilizamos un promedio de 485 UFC
aproximadamente.

Teniendo en cuenta que las soluciones de las nanoparticulas fueron utilizadas con una
menor concentracion en este experimento, aunado a ello las nanoparticulas si logran

inhibir el crecimiento de la bacteria E. coli DH5a.



Figura 4.14 Triplicado de placas con 100 ul de las muestras de los tubos de ensaye con
el control positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibiético) (2), las
nanoparticulas de ZnO D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).




Tabla 4.10 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4b.

Experimento 4b

D1R 117 112 160 130
D2R 1064 1052 1053 1056
D3R 659 22 373 516
D4R 425 444 587 485

4.2.6 Experimento 4c: Tubos de ensayo con Lb y Np en solucion a 15 ug/mL

Como parte del proceso experimental, debiamos replicar el experimento 4a teniendo mas
cuidado en la concentracion de las soluciones como nos sucedié en el experimento 4b.
En esta tercera corrida en la preparacion de las soluciones con nanoparticulas no tuvimos
ningun inconveniente.

Los resultados en los tubos de ensaye fueron los siguientes (ver figura 4.15): en el
triplicado de tubos de ensaye con el control positivo (fig.4.15. 1a-c) es notable la
transparencia que se logra apreciar a comparacion del control negativo (fig.4.15. 2a-c)
donde se nota una turbidez. Realizando la comparacién contra los tubos de ensaye con
las nanoparticulas observamos en el primer triplicado con nanoparticulas D1R
(fig.4.15.3a-c) una transparencia similar al triplicado de tubos del control positivo con una
precipitacion muy notable de las nanoparticulas, para el triplicado de tubos de las
nanoparticulas D2R (fig.4.15.4a-c) observamos una turbidez un poco menos nitida que
los tubos con nanoparticulas D1R y de igual manera se observa la precipitacién de las
nanoparticulas en el fondo del tubo de ensaye. Para el triplicado de tubos de ensaye con
nanoparticulas D3R (fig.4.15. 5a-c) observamos que solo presente la turbidez
blanquecina 5c similar al triplicado de tubos con nanoparticulas D2R, en cuanto en las
muestras 5a y 5b se observa una transparencia similar al control positivo. Finalmente, en

el triplicado de tubos de ensaye con nanoparticulas D4R (fig.4.15. 6a-c) se observa sin



excepcion alguna la precipitacion de las nanoparticulas y una transparencia muy similar
a las de los tubos del control positivo.

La precipitacion de las nanoparticulas se le atribuye a la posicidn en la incubacion de los
tubos que como se menciond el método experimental se sometieron a 150 rpm a 30°C
durante aproximadamente 12 a 14 horas. En esta corrida se observd sin excepcion
alguna en todos los tubos la precipitacion de las nanoparticulas, dado estos resultados
en los tubos se esperaria una mejor inhibicion en los tubos con nanoparticulas D1R y
D4R por tener una transparencia muy similar a los tubos de ensaye del control positivo

(gentamicina).

Figura 4.15 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 ul de E. coli (DH5a) con el control
positivo (gentamicina) (1), sin antibiotico (2), Nps de ZnO (15 pg/mL) D1R (3), D2R (4),
D3R (5) y D4R (6).

Posteriormente a la incubacion, los resultados obtenidos después de plaquear 100 pl de
muestra de cada uno de los tubos de ensaye y colocarlos en incubacion durante 24 horas
a 37°C encontramos que el crecimiento de colonias de E. coli DH5a fue nulo en el
triplicado de placas con el control positivo (gentamicina) (fig.4.16.1a-c) lo que nos valida
a la gentamicina como antibiotico, por otro lado en el triplicado de placas del control

negativo (sin antibiotico) (fig.4.16.2a-c) observamos bastante crecimiento de colonias lo



que nos avala que en el presente experimento si tenemos crecimiento bacteriano de E.
coli DH5a. En cuanto al triplicado de placas con nanoparticulas D1R (fig.4.16.3a-c)
observamos un crecimiento de colonias muy notable que contabilizandolas (ver tabla
4.11) obtenemos un promedio de 2291 UFC por placa, por el contrario en el triplicado de
placas con nanoparticulas D2R (fig.4.16.4a-c) observamos un menor crecimiento
bacteriano teniendo en promedio 249 UFC, mientras que en el triplicado de placas con
nanoparticulas D3R (fig.4.16.5a-c) contabilizamos aproximadamente 1557 UFC en
promedio en cada placa, finalmente en el triplicado de placas con nanoparticulas D4R
(fig.4.16.6a-c) contabilizamos un promedio de 2117 UFC aproximadamente.

A través del analisis del experimento se pudo observar que las nanoparticulas si inhiben
a E. coli DHba, sin embargo, a comparacion del experimento 4a en esta ocasion
observamos mayor crecimiento de bacterias, destacandose la inhibicidn con las
nanoparticulas D2R, pues de todos los experimentos en este tipo de nanoparticula
observamos menor crecimiento de bacterias. ldentificamos también que existe un falso
positivo en los tubos que eran muy similares a nuestro control negativo, pues lejos a lo

gque se esperaria observamos mayor crecimiento de colonias.



Figura 4.16 Triplicado de placas con 100 ul de las muestras de los tubos de ensaye con

el control positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibidtico) (2),
nanoparticulas de ZnO D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

las




Tabla 4.11 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4c.

Experimento 4c

D1R 2894 2156 1822 2291
D2R 174 126 447 249

D3R 1564 1707 1399 1557
D4R 1871 2531 1949 2117

Con todo esto podemos decir que, gracias a las propiedades estructurales, morfolégicas
y 6pticas como lo son aquellas mencionadas en la seccion de fotoluminiscencia y que
contribuyen de manera fuerte en la generacién del par electrén hueco ya que como se
puede observar en la imagen 4.3 muchos de estos defectos se encuentran localizados
dentro del ancho de banda del material y de igual manera se puede observar dentro de
los espectros obtenidos y deconvolucionados en la seccion experimental estos
contribuyen fuertemente al pico maximo de emisién pero es importante mencionar que
dicha contribucion esta desplazado hacia la parte visible del espectro electromagnético,
sumado a ello se pudo observar que las 4 muestras obtenidas a diferentes
concentraciones las cuales son cuasi similares estas provén de las caracteristicas
necesarias a las nanoparticulas para ser aplicadas en los mecanismos inhibitorios.

Con ello a través de los fundamentos encontrados en la literatura podemos decir que,
para este tipo de particula, su naturaleza policristalina, su cristalinidad, pureza, tamafo y
sumado a ello los defectos intrinsecos localizados en el visible contribuyen de manera
eficiente en la inhibicion. Con todo lo anterior mencionado podriamos suponer que no
solo el mecanismo ROS participa fuertemente, sino que también se podria atribuir que el
factor del tamano, aunque no en gran medida suma a esta eficiencia, sin dejar de lado
los iones Zn y oxigeno liberados en el medio los cuales modifican en gran medida el pH

del medio de crecimiento.



4.2.7 Experimento 4d: Tubos de ensayo con Lb y Np en solucién a 15 ug/mL

Finalmente, para corroborar nuestro método experimental realizamos una tercera corrida
(experimento 4d), donde se pretendio replicar el experimento 4a teniendo cuidado
particularmente en la concentracién de las soluciones, pues como observamos en el
experimento 4b es un factor muy importante dentro del proceso de inhibicién. En este
caso en particular no se presento problema alguno en la preparacién de las soluciones
de las nanoparticulas.

Los resultados de turbidez se presentan en la figura 4.17, donde observamos que el
triplicado con el control positivo (fig.4.17.1a-c) como es de esperarse presenta una
notable transparencia, similar a los tubos con el control positivo en los experimentos
anteriores, en cuanto a el control negativo nuevamente observamos turbidez, o que nos
indica en primer lugar que si tenemos bacterias en el experimento y en segundo lugar
que estas si proliferaron (fig.4.17.2a-c). En cuanto a los tubos con nanoparticulas, del
triplicado de tubos de ensaye con nanoparticulas D1R (fig.4.17.3a-c) observamos en el
tubo 3a una turbidez similar a los tubos del control negativo, pero con una precipitacion
de las nanoparticulas, en cuanto a los tubos 3b y 3c se nota una turbidez blanquecina
aunada a las nanoparticulas, es decir en estos dos tubos las nanoparticulas no se
precipitaron; para el triplicado de tubos de las nanoparticulas D2R (fig.4.17.4a-c)
observamos que el tubo 4a presenta una turbidez blanquecina y en este caso los tubos
restantes 4b y 4c se lograr ver con una turbidez similar al control negativo; en el triplicado
de tubos de ensaye con nanoparticulas D3R (fig.4.17.5a-c) observamos sin excepcion
alguna en los tres tubos de ensaye la turbidez blanquecina, lo mismo observamos para
el triplicado de con nanoparticulas D4R (fig.4.17.6a-c). En esta corrida se esperaria
observar la diferencia entre los tubos que tuvieron o no una precipitacion de las

nanoparticulas.
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Figura 4.17 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 ul de E. coli (DH5a) con el control
positivo (gentamicina) (1), sin antibiotico (2), Nps de ZnO (15 ug/mL) D1R (3), D2R (4),
D3R (5) y D4R (6).

Transcurridas las 24 horas de incubacién de las placas a 37°C, observamos nuevamente
como en los experimentos anteriores un nulo crecimiento de colonias en las placas con
el control positivo (fig.4.18.1a-c), en cuanto al triplicado con el control negativo
(fig.4.18.2a-c) nuevamente logramos observar un crecimiento de colonias exuberante
qgue no es posible contabilizar, recordemos que estos resultados no avala en primer lugar
que la gentamicina si inhibe el crecimiento bacteriano, y en cuanto al control negativo nos
indica que en este experimento si tenemos bacterias presentes.

Mientras que para el triplicado de placas con nanoparticulas D1R (fig.4.18.3a-c)
mostraron un mayor crecimiento de colonias en la placa 3b a comparacion de las placas
3a y 3c. Se atribuyd esta diferencia a un posible sesgo debido al procedimiento
experimental en la placa 3b pues, como se logra observar en la tabla 4.12 la diferencia
cuantitativa es enorme por lo cual omitimos dicho dato y se obtuvo un promedio entre la
placa 3a y 3c de aproximadamente 29 UFC ya que estas guardan correlacién en cuanto
a la cantidad de UFC. De los resultados obtenidos para el triplicado de placas con

nanoparticulas D2R (fig.4.18.4a-c) se logré observar una buena inhibicién bacteriana en



todas las placas, pues se obtuvo un promedio aproximado de 27 UFC. Por otro lado, para
el ftriplicado de placas de la muestra D3R (fig.4.18.5a-c) se contabilizaron
aproximadamente 24 colonias en promedio en cada placa, finalmente en el triplicado de
placas con nanoparticulas D4R (fig.4.18.6a-c) observamos mayor crecimiento en la placa
6¢ en donde se contabilizaron 68 UFC aproximadamente a comparacion de las placas 6a
y 6b donde se observaron 27 y 32 UFC respectivamente, obteniendo un promedio de 29
UFC aproximadamente.

Con este experimento en el cual se tuvo un alto control en las interferencias y de
parametros experimentales se logré determinar que las nanoparticulas si inhiben de
manera eficiente el crecimiento de las bacterias E. coli DH5a, y los resultados son muy
similares a los del experimento 4a. Es importante destacar la inhibicion con las
nanoparticulas D3R, pues en este caso, este tipo de nanoparticula mostr6 menor
crecimiento de bacterias, aunque es importante aclarar que la diferencia no es muy
grande. Identificamos también un punto importante en la turbidez pues si el tubo mostraba
una turbidez blanquecina, es decir que las nanoparticulas no se habian precipitado los

resultados en cuanto a la inhibicion mostraron mayor efectividad.



Figura 4.18 Triplicado de placas con 100 pl de las muestras de los tubos de ensaye con

el control positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibidtico) (2),
nanoparticulas de ZnO D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

las




Tabla 4.12 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4d.

Experimento 4d

D1R 31 1669 27 29
D2R 26 23 32 27
D3R 21 17 35 24
D4R 27 32 68 29

Con todo ello y con la reproducibilidad de los experimentos podemos decir que las 4
muestras probadas y obtenidas a diferentes concentraciones y debido a que ellas
guardan una similitud en cuanto a caracteristicas fisicas y quimicas estas funcionan de

forma eficiente en la inhibicion del crecimiento de la cepa E. coli DH5aq.



Capitulo 5: Conclusiones

5.1 Sintesis

Con la propuesta de sintesis planteada a diferentes concentraciones del precursor de Zn

se logro sintetizar ZnO con excelentes caracteristicas estructurales, morfolégicas vy

Opticas como se detalla a continuacion.

A través de la difraccion de rayos X (DRX) se pudo determinar que el tamafio de
cristal y la estructura de ZnO, concluyendo que esta posee una estructura
hexagonal tipo wurtzita, con caracteristicas policristalinas y un tamafo de cristal
que va desde los 18 a los 27 nm.

Por otro lado, mediante la técnica de HRSEM se observé claramente que las
particulas poseian una morfologia nanométrica, y que estas variaban en cuanto a
la dispersion, ya que algunas solo eran nanoparticulas elongadas, mientras que
otras eran una mezcla con particulas tipo hojuela de forma triangulares.

Sumado a ello al realizarles una caracterizaciébn optica como Ilo es
fotoluminiscencia se logré determinar a través de la de convolucién de los
espectros la presencia de defectos intrinsecos como lo son las vacancias de
oxigeno (Vo), oxigenos ionizados (O*), oxigenos doblemente ionizados (O**) y

complejos de vacancias de oxigeno con zinc intersticiales (VoZni).

5.2 Aplicacién

Una vez determinado las caracteristicas anteriores se plantea su aplicacion como agente
inhibidor de la bacteria E. coli DHba.

De acuerdo con la bibliografia consultada para este trabajo de investigacion en
primer lugar se plante6 utilizar el método de difusion en disco. Después de realizar
el procedimiento experimental y del analisis de resultados por difusién en disco;
desafortunadamente no se logré notar un efecto de inhibicion, esto es debido a
que el método de depdsito de las particulas de todas las muestras en el disco no

es efectivo como se describidé en la seccidon de resultados.



Posterior a ello se propone el método de turbidez conservando las
concentraciones propuestas al inicio de la dispersion (10 pgr/ml),
desafortunadamente dicha concentracion no era 6ptima para la inhibicion, por ello
a primera instancia los resultados se observaron similares a el control negativo.
Realizando los calculos pertinentes y habiendo calculado de manera correcta la
concentracion (15 pgr/ml) nuevamente no observamos de manera clara una
inhibicion ahora porque los tubos se tornaban blanquecinos (lo cual podria
ocasionar que se diese un falso positivo o un falso negativo) y a fin de optimizar
estos experimentos y ser concluyentes se procedid a plaquear una alicuota
derivado de dichas muestras.

Finalmente, posterior a el método de inoculacion en medio liquido se procedi6é a
plaquear una alicuota de cada una de las muestras de ZnO para observar de
manera clara la inhibicién, este método demostrd ser factible y reproducible, de
los resultados se observo que todas las nanoparticulas (D1R, D2R, D3R y D4R)
presentan una fuerte actividad ante la E. coli DH5a.

Para poder tener una alta reproducibilidad, es necesario tener en cuenta 2 factores
y eliminarlos a fin de que no interfieran en ello; la preparacion de la dispersion de
Nps y mantener una alta dispersion en el proceso de incubacion.

Podemos concluir que esta alta eficiencia en el mecanismo de inhibicién puede
ser debido el mecanismo ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) o la reactividad
de los iones Zn y Oxigeno presentes en el medio dado a las caracteristicas de las
Nps que se pudieron observar a través de DRX, HRSEM y de FL.

Comparando los resultados de inhibicion de las nanoparticulas es dificil mencionar
que una destaca ya que todas comparten caracteristicas fisicas, quimicas y

Opticas similares.
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D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

4.15 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 pl de E. coli (DH5a) con el control positivo
(gentamicina) (1), sin antibiotico (2), Nps de ZnO (15 ug/mL) D1R (3), D2R (4), D3R (5) y
D4R (6).

4.16 Triplicado de placas con 100 pl de las muestras de los tubos de ensaye con el control
positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibidtico) (2), las nanoparticulas de ZnO
D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

4.17 Triplicado de tubos con medio Lb y 100 pl de E. coli (DH5a) con el control positivo
(gentamicina) (1), sin antibiotico (2), Nps de ZnO D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).
4.18 Triplicado de placas con 100 pl de las muestras de los tubos de ensaye con el control
positivo (gentamicina) (1), control negativo (sin antibiético) (2), las nanoparticulas de ZnO
D1R (3), D2R (4), D3R (5) y D4R (6).

Anexo B: indice de Tablas

3.1 Materiales usados para la preparaciéon de soluciones de nanoparticulas a diferentes
concentraciones.

3.2 Material utilizado para la siembra de las bacterias.

3.3 Material utilizado para la preparacién del medio de cultivo

4.1 Tamanos de cristal promedio calculados para cada una de las muestras.



4.2 Defectos intrinsecos de ZnO obtenidos a través del espectro deconvolucionado de
PL para D1R, D2R, D3R y D4R respectivamente.

4.3 |dentificacion de la concentracion adecuada de Nps para los ensayos de inhibicion de
cultivo en liquido (tubos)

4.4 Datos finales del calculo de la concentracion de las Nps

4.5 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4a.

4.6 Cantidad de nanoparticulas de D1R, D2R, D3R y D4R pegadas en los viales.

4.7 Peso de los viales y tapas limpios (sin las nanoparticulas pegadas en las paredes).
4.8 Cantidad total en gramos de las nanoparticulas pegadas en los viales.

4.9 Cantidad calculada de nanoparticulas en los viales y en las soluciones.

4.10 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4b.

4.11 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4c.

4.12 Conteo de colonias en el triplicado de placas del experimento 4d.
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