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Simbologiay abreviaturas utilizadas en este manuscrito.

UE-2011/696: Comunidad europea y la Unidad europea.

nm: nanémetro.

Zr: zirconio.

ZrOz: dioxido de circonio, 6xido de circonio (IV), oxido circonico.
cm: centimetros.

msnm: metros sobre el nivel del mar.

CCD: cromatografia de capa delgada

CAPE: ester fenetilico del acido cafeico.

ZrSiOg: zircén, circon.

CaF2: fluoruro de calcio.

pUm: micrémetro.

EPA: agencia de proteccion ambiental.

Au: oro

Ag: plata

Si: silicio.

Ar/Zr0O2-5-30: nanomaterial arlomo-oxido de zinc.

Ar-90: extracto alcohdlico concentrado al 90% de la planta de arlomo.
FTIR: espectroscopia infrarroja.

SEM: espectroscopia electronica de barrido.

EDS: espectrémetro de energia dispersiva.



ACTIVIDAD DEL OXIDO DE ZIRCONIO NANOMETRICO CON EXTRACTO DE
Arlomo EN S. aureus.

I. INTRODUCCION.
1.0 Materiales.

El concepto de materiales se desarrolla del concepto de materia. La materia es un
término que se usa para referirse a aquellas cuestiones inherentes a la realidad
material objetival=.

La materia esta considerada como aquello que formara la parte sensible de los
objetos que pueden ser vistos y detectados a través de medios fisicos ya que
ocupan un espacio determinado. La materia se puede ver, tocar, sentir, medir,
entre otras posibilidades.

Dentro de las propiedades fisicas mas representativas de la materia es que ocupa
un determinado lugar en el espacio, presenta masa y tiene una duracion en el
tiempo.

Respecto a lo anterior, se puede establecer que el material, proviene del término
latino “materialis” y hace referencia a lo que tiene que ver con la materia. De todos
los conceptos de material en ciencia, un material es cualquier conglomerado de
materia 0 masa'®.

En ingenieria, un material es una sustancia (elemento o compuesto quimico) con
alguna propiedad util, sea mecanica, eléctrica, Optica, térmica 0 magnética.

Figura 1. Materiales.

1.1 Nanomateriales.

En el afio 2011, la comunidad europea y la unidad europea (UE-2011/696), se
establece que un nanomaterial, es cualquier tipo de material natural, accidental o
manufacturado que contiene particulas, en un estado unido o como un agregado o
como un aglomerado y el que el 50% o mas de las particulas en la granulometria
numeérica presente una o mas dimensiones externas esta en el rango de tamafio 1
nm a 100 nm?>,



Figura 2. Nanomateriales.

1.2 Propiedades de los nanomateriales.

1.2.1 Propiedades Fisicas de Nanomateriales.

De acuerdo con las dimensiones de la escala atomica y de las dimensiones
normales, la materia exhibe algunas caracteristicas especificas notables que son
perceptiblemente diferentes de las caracteristicas fisicas de los materiales a
granel*>,

Las caracteristicas mas comunes de los nanomateriales se relacionan con
diversos factores:

PR

Fraccion de atomos superficiales.

Presentan una gran diferencia de energia superficial.
Confinamiento espacial.

Imperfecciones reducidas.

De acuerdo a lo anterior se establece que los nanomateriales:

a)

b)

d)

Tienen una temperatura de fusion (o temperatura de transicion de fase)
significativamente mas baja que el material en bulto, gracias a la enorme
fraccion de atomos superficiales.

Las propiedades mecanicas de los materiales se ven mejoradas con la
disminucién de tamafo, incluso, son capaces de llegar a la resistencia
tedrica, gracias a la baja probabilidad de defectos a hanoescala.

Las caracteristicas Opticas de los nanomateriales pueden ser
significativamente diferentes a las de los cristales en bulto. Por ejemplo, el
maximo de la curva de absorcion Optica de las nanoparticulas
semiconductoras cambia de lugar a una longitud de onda corta y el color de
las nanoparticulas metalicas cambia en funcion del tamafio de las mismas,
debido a la resonancia del plasmén superficial.

La conductividad eléctrica disminuye en una dimensién reducida debido a la
dispersién de la superficie. Sin embargo, la conductividad eléctrica de los
nanomateriales puede también aumentar apreciablemente, debido al mejor
ordenamiento de la estructura.



e) Las caracteristicas magnéticas de materiales nanoestructurados son
diferentes a las de los materiales a granel. En algunos materiales el
ferromagnetismo desaparece al pasar a la nanoescala, y el super
paramagnetismo aparece debido a la enorme energia superficial.

f) La autopurificacion es una caracteristica termodinamica intrinseca de las
nanoestructuras y de los nanomateriales. Cualquier tratamiento térmico
aumenta la difusion de las impurezas, los defectos y las dislocaciones
estructurales, desplazandolas facilmente a la superficie mas cercana,
eliminandolas del nanomaterial.

Entre los nanomateriales, se encuentran aquellos que contienen ZrOz que es
bastante atractivo pues es quimicamente muy estable, no es toxico y presenta un
costo relativamente menor en comparacion con otros 6xidos metalicos*.

Es asi como la adicibn de nanoparticulas de ZrO: a los materiales de la
construccion, puede ayudar a la degradacion de contaminantes hallados en el aire
y en el agua, descomposicion de bacterias (efecto bactericida) y efectos de
autolimpieza que evitan que el polvo y las manchas se queden adheridas a las
superficies de las construcciones!=.
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Figura 3. algunas aplicaciones del ZrO:2 en la sociedad.

II. ANTECEDENTES.

2.1 Hierva o planta de Arlomo, Nyctaginaceae Boerhavia erecta L.

Es una planta herbacea que generalmente se le conoce como maleza o plaga
para ciertos cultivos de interés social®?, figura 4.

Figura 4. Descripcion de la plata Arlomo.



Se extiende y se localiza desde el sur de Estados Unidos, México y América
Central.
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Figura 5. Distribucion de la planta de Arlomo en el continente Américano.

La planta Arlomo, descrita taxonémicamente por Bengt Anders Euphrasén, de
acuerdo con la tabla 1.

Tabla 1. Datos taxonémicos de la planta Arlomo.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae

Subfamilia: Gomphrenoideae

Género: Iresine

Especie: Iresine angustifolia Euphrasén

El Arlomo, se reproduce de forma anual de verano, no presentan tallo aparente;
puede crecer de 5 a 10 cm de alto, no obstante, sus raices son muy cortas
llegando a medir unos 8 centimetros como maximo, crece de 500 a 1500 msnm?6-°.

El analisis fitoquimico por cromatografia de capa delgada (CCD) de extractos
hidroalcohdlicos de las hojas de la planta, indica que contienen los siguientes
metabolitos secundarios: flavonoides, quercetina, quercitrina, 7-hidroxiflavona,
naringenina, acido cafeico y CAPE®®.

2.2 Usos y aplicacion de la planta de Arlomo.

Desde el punto tradicional, la planta de Arlomo y en particular las hojas se usan
para aliviar cualquier tipo de golpes externos inflamados leves, a través de bafios

10



o fomentos tépicos o darle al paciente de forma oral las hojas Arlomo en forma de
infusion acuosa®®.

La raiz de la planta de Arlomo se usa tradicionalmente como: laxante, antidoto,
emético, diuréticos, y expectorante, tratamiento del asma, orina escasa, edema,
ascitis, anasarca, anemia, ictericia, y para la inflamacion interna y en ciertas
ocasiones como antidoto contra el envenenamiento por la mordida de serpiente.

De acuerdo a David J. Guzman (1926), la raiz de Arlomo es utilizada como
antiasmatica y para el control de la epilepsia. El zumo de la planta es usado en
casos de indigestiones, estrefiimiento e ictericia®1°.

2.3 Zirconio.

El zirconio (Zr), en la naturaleza es un mineral cristalino no puro, en forma de
oxidos y de silicatos (silicato de zirconio), con una abundancia del 0.022% sobre la
corteza terrestre, en toda clase de rocas, pero principalmente en granitos y
sienitas.

En realidad, el zirconio es un elemento metalico representado en la tabla periddica
en el bloque d o llamado metales de transicién!!-'3. Figura 6.

Figura 6. Zirconio, metal.

El mineral de zirconio mas abundante y mas comun es el zircon, cuya formula
quimica es ZrSiOas, cristaliza en forma tetragonal, a = 6.58, ¢ = 5.93 A, con cuatro
moléculas por celda unidad. Otros minerales de circonio son zircon alterado o
compuestos muy parecidos al circon, como la alvita, auerbachita, cirtolita y
naegitall-13,

2.4 Zircén.
El zircon o circon, (ZrSiO2), es un mineral de sistema tetragonal. Presenta una

clase 09.A de los nesosilicatos, de acuerdo a Strunz. El silicato de zirconio, se
encuentra naturalmente en rocas igneas, metamoérficas y sedimentarias?416.
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La identificacion de una muestra que tenga zircon es mediante la coloracion, que
varia desde marron, marron rojizo, gris, verde o incoloro. Su densidad promedio es
de 4.65 g/cm?3, presenta habito prismatico bipiramidal, brillo adamantino y una
dureza de 7.5 en la escala de Mohs!4-16,

Por sus caracteristicas fisicas, el zircon se utiliza en joyeria, como piedra
preciosal41®,

R - ¢

Figura 7. Mineral de zircon.

Todos los minerales de zirconio que contienen del 1% al 20% de 6xido de hafnio,
son los principales precursores del metal hafnio!4'’. Tabla 2.

Tabla 2. Minerales que contienen 6xido de zirconio, precursores de hafnio.

Mineral % de HfO2 Localidad
Alvita 16 Noruega
Cirtolita 9 USA
Naegita 7 Japon
Zircén 1.3 Brasil
Idem 1.3 Carolina del norte (USA)

2.5 Oxido de Zirconio.

El 6xido de zirconio, naturalmente se presenta como Oxido de zirconio,
comunmente llamado Baddeleyita (ZrO2) y como silicato de zirconio conocido
como Zircon (ZrSiOa4).

2.6 Baddeleyita.
Es un mineral de zirconio establecido como 6xido (ZrOz). Fue descubierto en 1892

por Joseph Baddeley. También se le conoce con el nombre de reitingerita. Figura
8.
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Figura 8. Mineral de Baddeleyita.

El 6xido de zirconio se puede presentar en la naturaleza en forma transparente, de
incolora a amarilla, verde, pardo rojizo o de color negro hierro, dependiendo de la
impureza que presenta.

Presenta brillo entre graso y vitreo, siendo casi submetalico en cristales negros.
De dureza 6.5 en la escala de Mohs, su densidad esta comprendida entre 5.4 y
6.02 g/cm?3. Es un mineral pleocroico: amarillo, pardo rojizo, verde oliva (X), verde
oliva, pardo rojizo (Y) y pardo, pardo claro (Z). Con luz ultravioleta muestra catodo
luminiscencia azul-verde.

Cristaliza en el sistema monoclinico, clase prismatica (2/m). Ademas de circonio
que representa el 74% en peso de este mineral, suele llevar como impurezas
calcio, hierro, hafnio, silicio y titanio, que le confieren distintas tonalidades de color.
Forma parte del grupo mineralégico que lleva su nombre, grupo de la
baddeleyita® 11,

2.7 Propiedades Quimicas y Fisicas del ZrOo..
El 6xido de zirconio finamente dividido (pulverizado), arder espontaneamente en
contacto con el aire, reaccionando con nitrégeno y oxigeno, a temperaturas arriba

de a 500°C. Es resistente a acidos a excepcion del acido fluorhidrico6-21,

Respecto a las propiedades fisicas que presenta el 6xido de zirconio, se muestran
en la tabla 3.

Tabla 3. Propiedades fisicas del ZrOo.

Simbolo ZrO2

Masa Molecular 123.22 g/mol
Sistema Cristalino Monoclinico
Estado de la materia Sélido

Punto de fusién 2715°C

Punto de ebulliciéon 4377°C
Apariencia Solido blanco
Densidad 5.8 g/cm? sélido
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De las tres formas cristalinas del éxido de zirconio: ZrO, ZrO2, ZrOs, solo el éxido
de zirconio es el mas estable en a condiciones ordinarias de temperatura y
presion. El mondéxido de zirconio se observa en el horno del arco eléctrico'®2L.

De las propiedades biologicas que presenta el Oxido de zirconio se considera
fisiologicamente inerte para las plantas y los animales, ademas presenta una
actividad anti insecticida.

De forma sintética el ZrO2, es un metal blanco grisaceo, brillante, muy resistente a
la corrosion y es mas ligero que el acero.

El ZrO2 se presenta en tres estructuras cristalinas diferentes: monoclinica
(Baddeleyita), es la méas comduan, tetragonal y cubica, sin embargo, puede
cristalizar en fluorita y ortorrémbical®-2%,

a) Cubica.

Fase cubica cristalina del mineral del ZrO2, conocida como circonita o zirconita. El
material sintetizado es duro, sin fallas épticas, y generalmente incoloro, con
diferente tipo de colores. No debe ser confundido con el zircdn, que es un silicato
de zirconio (ZrSiOa).

La circonita sintetizada tiene un bajo costo, durabilidad y muy semejante al
diamante. Su principal competencia como gema sintética es un material mas
recientemente cultivado, la moissanita sintética'®-?!. Figura 9.

———— — -

Figura 9. Estructura cristalina cubica del ZrO2 (natural y sintética)
b) Fluorita.

En la literatura es comun que se describa la celda tetragonal del 6xido de zirconio
en términos de la estructura tipo fluorita, también denominada espato fltor o
fluorina, es un mineral del grupo Il (halogenuros) segun la clasificacion de Strunz,
formado por la combinacion de los elementos calcio y fluor, de férmula CaF:2
(fluoruro de calcio)!&2L,

Este mineral se presenta con habito cubico, octaédrico, rombododecaédrico.
Desplegando una estructura cristalina en el sistema cubico. Es un mineral que
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presenta propiedades fisicas de termoluminiscencia y fluorescencia (a los rayos
ultravioleta). En la industria es empleado como fundente en la fundicion de hierro y
del acero. Se emplea igualmente como fuente de fllor y acido fluorhidrico en la
ceramica y en los vidrios 6pticos*®2!, Figura 10.

c) Ortorrombico.

La fase ortorrdmbica inestable (figura 11), también ha sido reportada a altas
presiones y temperaturas para el 6xido de zirconio. Es uno de los siete sistemas
cristalinos existentes en cristalografia. Muchos minerales cristalizan en este tipo
de red, como por ejemplo el olivino o el topacio.

El topacio es un mineral del grupo IX (silicatos), segun la clasificacion de Strunz.
Su nombre deriva, segun Plinio el Viejo, de la isla Topazos que se halla en el Mar
Rojo. Sin embargo, los yacimientos de esta isla son de olivina, frecuentemente
confundida con el topacio!8-22,

Es un aluminosilicato de formula quimica Al2SiO4 (OH, F)2, indicando el paréntesis
alrededor de OH" y F que la proporcion entre fluoruros (F) e hidréxidos (OHY)
puede variar en un amplio rango, aungue su suma siempre sera constante.

Se utiliza a menudo como piedra preciosa y algunas veces ha sido confundido con
el diamante: el llamado Diamante de Braganza, incluido como diamante en la
corona portuguesa, es un topacio®-21,

Su densidad es de 3.5 a 3.6 g/cm3, el color generalmente es amarillo-amarronado;
sin embargo, a menudo se pueden encontrar ejemplares con tonos de ocre, azul,
violeta, rojo o, incluso, incoloro. Ademas, puede ser variado facilmente con medios
artificiales: aplicando rayos gamma o haces de electrones se consiguen
tonalidades pardas o ligeramente verdosas y calentandolo se obtienen tonalidades
azules o rojizas. Desde el siglo XIX es posible calentar el topacio incoloro y darle
un color amarillo claro.

En la escala de Mohs le corresponde dureza de 8. Sin embargo, fractura
facilmente y por esta razén es dificil de trabajar. Comercialmente se intentan
vender algunas variedades de cuarzo con denominacién de topacio8-21,
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Figura 11. Estructura cristalina Ortorrémbica del ZrO».
2.8 Aplicacion del 6xido de zirconio.

En sus fases cristalinas el ZrO: se ha utilizado desde la antigiiedad como formulas
de abrasivos y pulidores; catalizadores (reacciones de esterificacion en fase
vapor), componente de aleaciones (resistencia al calor), aditivos de colores en
ceramicos, en cuerpos dieléctricos, en resistencia de hornos eléctricos revestidos
para caucho y plasticos, como agente luminoso por incandescencia, activador de
luminoforos, pigmento en esmaltes y vidriados, agente de purificacion (por
adsorcidn), sustancia radiopaca para radiografia, materia prima para la fabricacion
de circonio metalico y de compuestos de zirconio, componente de refractarios,
aislante térmico?? 23,

2.9 Nanomateriales.

Los nanomateriales son materiales con propiedades morfolégicas mas pequefnas
gue un micrémetro (um) en al menos una dimensién. A pesar del hecho de que no
hay consenso sobre el tamafio minimo o maximo de un nanomaterial, algunos
autores restringen su tamafio entre 1 a 100 nm. Una definicidn l6gica situaria la
nanoescala entre la microescala?426.

De esta forma, muchas de las propiedades de los materiales dependen de como
se comporten los electrones que se mueven en su seno o de coOmo estén
ordenados los atomos en la materia.

En un material nanométrico, el movimiento de los electrones estd muy limitado por
las dimensiones del propio material (confinamiento cuantico). Ademas, la
proporcion de atomos en la superficie con respecto al interior es con mucho, mas
alta que en materiales de tamafio mas elevado?*26,

Por consiguiente, si se reducen las dimensiones de un material, se modifican sus
propiedades y en consecuencia se pueden diseflar nanomateriales con
propiedades fisicoquimicas adecuadas para cualquier aplicacion tecnolégica del
mismo, dichas propiedades son superiores a las del bulto del material?*-26,
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Los nanomateriales se clasifican de acuerdo a la Agencia del Medio Ambiente
(EPA):

a) Basados en carbono.

Estos nanomateriales estan compuestos mayoritariamente por carbono y suelen
adoptar formas como esferas huecas, elipsoides o tubos. Los nanomateriales de
carbono con forma elipsoidal o esférica se conocen como fullerenos, mientras que
los cilindricos reciben el nombre de nanotubos (figura 12).

Estas particulas tienen muchas aplicaciones posibles, incluido el desarrollo de
recubrimientos y peliculas mejoradas, materiales mas ligeros y resistentes y
diversas aplicaciones en el campo de la electrénica.

Figura 12. Nanotubos de carbono.
b) Basados en metales.
Estos nanomateriales incluyen puntos cuanticos, nanoparticulas de oro (Au) y

plata (Ag) y 6xidos metdlicos como el diéxido de titanio u 6xido de zirconio?*26,
figura 13.

Figura 13. Soporte nanométrico con particulas de SiOa.

c) Dendrimeros.

Estos nanomateriales son polimeros de tamafio nanométrico construidos a partir
de unidades ramificadas (figura 14). La superficie de un dendrimero tiene
numerosos extremos de cadena, que se pueden adaptar para desempeiar
funciones quimicas especificas.
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Esta propiedad se podria utilizar también para la catalisis. Ademas, debido a que
los dendrimeros tridimensionales contienen cavidades interiores en las que se
pueden introducir otras moléculas, pueden ser Utiles para la administracion de
farmacos?4-2¢,

d) Compuestos.

Los compuestos combinan las nanoparticulas con otras nanoparticulas o con
materiales de mayor tamafio (figura 15). Las nanoparticulas, como arcilla a nano
escala, ya se estan afiadiendo a numerosos productos, desde piezas de
automoéviles a materiales de empaquetado, para mejorar sus propiedades
mecanicas, térmicas, protectoras, etc.?426,

CNT on Si(001)
Figura 15. Nanocompuesto de tubo de carbono sobre Si.

2.10 Staphylococcus aureus.

Los estafilococos son bacterias grampositivas; el nombre staphylococcus deriva
de la palabra griega staphyle (racimo de uvas) y fue impuesto por un cirujano
escocés, Sir Alexander Ogdson, debido al caracteristico ordenamiento
microscopico ordenamiento en racimos?’-30,

Staphylococcus aureus, conocido comunmente como estafilococo dorado, es una
bacteria anaerobia grampositiva productora de coagulasa y catalasa. Es el
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patbgeno humano mas importante que coloniza la piel de la mayoria de los seres
humanos?’-30,

Figurai 16. Bacteria de Sta'phylococ‘cjus aureus.

La ruptura de la piel o de las mucosas por traumatismos u operaciones puede dar
origen a infecciones localizadas de la piel y de los tejidos blandos; en ocasiones
los microorganismos invaden los linfaticos y la sangre y producen bacteriemia e
infecciones diseminadas como la endocarditis, artritis, neumonia y abscesos
profundos.

Este microorganismo puede afectar tanto a pacientes inmunocompetentes (en los
que produce infecciones de la piel y tejidos blandos), como a individuos con una
disminucién de las defensas a causa de operaciones, quemaduras, adiccion a
drogas intravenosas o dispositivos médicos, como por ejemplo catéteres
intravenosos?’-30,

Tres toxinas producidas por S. aureus pueden causar tres sindromes clinicos:
intoxicacion alimentaria estafilocécico, sindrome de la piel escaldada estafilococica
y sindrome del shock téxico.

La intoxicacidon alimentaria estafilocécica se debe a la ingestion de alimentos que
contienen enterotoxina B termoestable preformada. La toxina no se produce en el
tracto gastrointestinal.

Entre 2 y 8 horas después de la ingestion el paciente comienza a presentar
nauseas, vomitos y diarrea. La caracteristica es que el paciente no presenta fiebre
y la infeccién se autolimita.

El sindrome de la piel escaldada estafilocdcico afecta con mas frecuencia a los
lactantes y a los nifilos pequefios. Suele comenzar con un eritema perioral y un
rash sensible al tacto, similar a un eritema solar que se disemina por todo el
cuerpo por dos a tres dias?’-%,

La enfermedad es causada por cepas S. aureus productora de toxina (exfoliatina)

y comienza con una infeccion cutanea localizada. La fiebre y la leucocitosis suelen
ser leves y habitualmente hay recuperacion.
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El sindrome del shock téxico es un trastorno multisistémico producido por cepas
de S. aureus productora de toxina. La gran mayoria de los casos se observa en
mujeres durante la menstruacion y se asocian con el uso de tampones y un
aumento del desarrollo de S. aureus intravaginal con produccion aumentada de
toxinas?’-20,

20% de los casos se presenta en mujeres que no estdn menstruando, en hombres
y en nifios y ha sido relacionado con infecciones localizadas por S. aureus tales
como abscesos, osteomielitis, infecciones posquirdrgicas y neumonia pos
influenza?’-3°,

[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El Staphylococcus aureus, es una bacteria muy peligrosa para el ser humano y su
entorno. Un ser humano que se infecte de Staphylococcus aureus si no tiene los
cuidados requeridos, puede morir.

Ademas, el patégeno ha ido desarrollando mdltiple resistencia contra los
antibiéticos, propiciando que cada vez sea mucho mas dificil el tratamiento y la
curacion de las enfermedades ocasionadas por esta bacteria.

IV JUSTIFICACION.

Se ha demostrado que la bacteria de Staphylococcus aureus, a desarrollando
multiple resistencia contra los antibiéticos y ha incrementado su resistencia ante
ellos, se propone inhibir dicha bacteria utilizando la actividad que presenta el
nanomaterial Ar/ZrO2-5-30.

V. HIPOTESIS.

El 6xido de zirconio presenta una actividad importante en la inhibicién de la
bacteria Staphyloccus aureus (S. aureus).

VI. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Inhibir la bacteria del Staphyloccus aureus.
6.2 Objetivo particular.

1. Obtener el extracto alcohdlico concentrado al 90% de la planta de
Arlomo por el método Soxhlet, a partir de las hojas, (Ar-90).

2. Realizar la sintesis del ZrO2z por el proceso sol-gel a 303.15 K, (ZrO2-
40).
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3. Encapsular el extracto alcohdlico concentrado al 90% de la planta
Arlomo en la matriz del 6xido de zirconio a 303.15 K, (Ar/ZrO2-5-30).

4. Caracterizar el extracto alcohdlico concentrado de Arlomo por FTIR.

5. Caracterizar los nanomateriales de ZrO2-30 y Ar/ZrO2-5-30, por FTIR,
SEMy EDS.

6. Demostrar que el extracto alcohdlico concentrado al 90% de Arlomo se
localiza en la malla del 6xido de zirconio.

7. Estudiar la actividad inhibidora que presenta el nanomaterial Ar/ZrO2-5-
30, sobre la bacteria de Staphyloccus aureus.

VII. PARTE EXPERIMENTAL.
7.1 Obtencién del extracto alcoholico concentrado al 90% de Arlomo.

Las hojas de la planta de Arlomo, se enjuagan con 10 mL de una solucion de
hipoclorito de sodio al 1%, para limpiarlas de polvo y otras sustancias no
deseadas. Las hojas se secan a temperatura ambiente por 0.5 h.

Las hojas limpias se pesan y se colocan en un cartucho de papel filtro (5 cm x 10.5
cm). Se instala el sistema Soxhlet, con agitacion constante. En el matraz de bola
(matraz colector), se colocan 80 mL de etanol anhidro y se eleva la temperatura
hasta ebullicién del solvente.

Figura 17. Obtencion del extracto alcoholico concentrado de Ar-90
7.2 Sintesis del nanocatalizador de ZrOo..

Se realiza las sintesis de nanocatalizador de 6xido de zirconio a una temperatura
de 303.15 K, a partir del alcoxido: n-butdxido de zirconio (80% Sigma-Aldrich),
alcohol etilico anhidro (Sigma-Aldrich), agua destilada y PVP (360000 D, Sigma-
Aldrich).
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El equipo consiste en un sistema a reflujo a 303.15 K con una parrilla de
calentamiento con agitacion integrada, como se muestra en la figura 18.

‘!

Figura 18. Esquema del equipo de sintesis de los nhanomateriales a 303.15 K.
7.3 Nanocatalizador de ZrOo..

La obtencion del nanomaterial de ZrO2 a 303.15 K, consiste en la instalacion del
reactor de sintesis por el método sol-gel.

El procedimiento empleado, consiste en la adicion por goteo (2 gotas por minuto
en 3 horas) de 19.0 mL de n-butoxido de zirconio, como precursor de ZrOz en un
sistema de reflujo a 303.15 K, a una solucion previamente elaborada contenida en
un reactor de vidrio de tres vias.

La solucién acuosa esta preparada por 80.0 mL de etanol anhidro, 10.0 mL agua
destilada y 2.0 g de polivinilpirrolidona (PVP-360000 D, Sigma-Aldrich).

Cuando el reactor de tres bocas alcanza una temperatura de 303.15 K con una
agitacion constante, se adicionan 19.0 mL de la solucién del alcoxido de zirconio
durante 3 horas.

Figura 19. Sintesis del nanomaterial Ar/ZrO2-5-30

Posteriormente, el reactor de tres vias que contiene el nhanomaterial gelificado se
introduce en un recipiente que contiene agua fria (T = 276.15 K) por media hora.
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La eliminacion del solvente (agua y alcohol) se procede por extraccion del solvente
a presion reducida, en un rotavapor marca D402-2 de ESEVE Prendo, figura 20.

El nanocatalizador obtenido se etiqueta como ZrO2-40. Figura 20.

b
Figura 20. Extraccion del solvente del nanocatalizador.
7.4 Obtencion del Nanomaterial de Ar/ZrO2-5-30.

Los nanomateriales de Ar/ZrO2-5-30 se realiza de forma similar al redactado en el
punto 7.3 (sintesis del nanoreservorio de ZrO2-30). La diferencia es la adicion de 5
mL del extracto alcohdlico concentrado al 90% de Arlomo a la solucién. Se
siguieron los mismos pasos del punto 7.4

El nanomaterial obtenido se etiqueta como Ar/ZrO2-5-30. Figura 21.

" AnZrO,-5-30

Ymd

Figura 21. Nanomaterial de Ar/ZrO2-5-30, obtenido por sol-gel.

7.5 Método de inhibicion del Staphylococcus aureus, (S. a aureus).

El método Kirby-Bauer, llamado comunmente método de difusion en agar, se
emplea para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a un
antibiético o quimioterapico3-33,

Este método se basa en una prueba de susceptibilidad bacteriana frente a drogas
especificas 0 un antibiograma.
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El método de Kirby-Bauer, consiste en que sobre la superficie de una caja Petri, se
coloca una placa de polisacarido compuesto por galactosa (azucar simple) en
forma de agar Muller-Hinton31-33,

La placa de agar es el medio de cultivo rico, utilizado especialmente para hacer
ensayos de sensibilidad, posteriormente se inocula una cantidad estandarizada de
bacterias, sembrandolas de forma uniforme para obtener después de la
inoculacioén un "césped” bacteriano.

A continuacién, se colocan discos de papel de filtro impregnados con
concentraciones conocidas de los diferentes antibidticos. La eleccion de los
antibiéticos a probar depende del germen y del foco de infeccion3!-33,

La figura 22, muestra algunos ejemplos del método de Kirby-Bauer.

Figura 22. Método de Kirby-Bauer o método de difusién en agar.

El antibidtico difundira desde el papel filtro al agar de forma radial. Se incuba la
placa durante 18 h a 24 h a una temperatura promedio de 37°C, y después de
cierto lapso, se miden los halos de inhibicion de desarrollo, interpretandose de
acuerdo a tablas confeccionadas previamente.

Los resultados se expresan como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente
sensible (1) y Resistente (R).

El método de Kirby-Bauer, es un método cualitativo, orientado al tratamiento. No
es aplicable a microorganismos de crecimiento lento ni a microorganismos
anaerobios, como la polimixina o la vancomicina, porque no tienen buena difusion
en agars!-33,

7.6 Medio de cultivo.
El crecimiento de los microorganismos esta ligado a la presencia de agua y de
sustancias disueltas en ellas a partir de las cuales los microorganismos formaran

su material celular y obtendran energia34-36.

Se pueden notar 11 macroelementos principales para el crecimiento de
microorganismos: Carbono (C), Oxigeno (O), Hidroégeno (H), Nitrégeno (N), Azufre
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(S), Fésforo (P), Potasio (K), Sodio (Na), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro(Fe)
los cuales estan contenidos en todos los microorganismos.

Como parte de su nutricion muchos microorganismos requieren de suplementos
ademas a los minerales, fuentes de carbono y energia, estas son sustancias
pertenecientes a los componentes basicos de la célula y que no pueden
sintetizarse a partir de componentes mas sencillos, es decir aminoacidos, purinas
y pirimidnas asi como las vitaminas.

Los aminoacidos, purinas y pirimidinas son componentes de proteinas y los acidos
nucleicos, las vitaminas son componentes de coenzimas 0 grupos prostéticos,
necesaria en cantidades muy pequefias34-36,

Para los microorganismos exigentes en los que no se conoce lo suficiente sus
requerimientos nutritivos se cultivan en disoluciones que contienen extracto de
levadura, autolisado de levadura, peptona o extracto de carne entre otros, a este
tipo de medio de cultivo se denomina complejo o no definido. Para obtener medios
de cultivo solido se afiade a los caldos de cultivo sustancias solidificantes.

La gelatina la cual se licua a 26-30 °C y muchos microorganismos son capaces de
licuara es usada en pocas situaciones. En 1883 Fanny Hesse, quien conocia las
propiedades del agar (extracto de algas usado para solidificar jaleas y espesar
caldos en clima calido) propuso la introduccién de este en la elaboracion de los
medios de cultivo s6lido34-36,

El agar es un polisacarido de composicibn compleja, se afiade a disoluciones
acuosas en una concentraciéon de 15 a 20 g/L y se funde a 100°C, pero se
mantiene liquido al enfriarse hasta 15°C. Cuando los medios sin medios organicos
son necesarios, se utiliza el gel silice como solidificante.

La temperatura optima de incubacion para la mayoria de las bacterias se
encuentra entre los 20 a 40°C, los minerales y los nutrientes organicos pueden
permanecen en el cultivo a concentraciones suficientes para que estas crezcan
por horas o incluso dias3436.

El esquema 1, representa la sintesis de los nanomateriales de ZrOz y Ar/ZrO2-3-
30.
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Solucion:
80.0 mL EtOH + 10.0 mL H,O desionizada + 2.0 g PVP

| 5.0 mL Ar-90

Reflujo a 303.15Ky
Agitacién constante

19.0 mL Zr(nBut),

l l

Ar/ZrO,-5-30 (gel)

Zr0,-30 (gel) l

| |
1

‘24 h de reaccién ||

A 4

Eliminacion del solvente l

Obtencion At/ZrO,-5-30

' Obtencién de Zr0,-30 l

Esquema 1. Sintesis de los nanomateriales de ZrO2 y Ar/ZrO2-5-30.

VIII RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FTIR).

En la figura 23, se presentan los espectros de infrarrojo con Transformadas de
Fourier del extracto alcohodlico concentrado al 90% de Arlomo (Ar-90) y de los
nanoreservorios de 6xido de zirconio (ZrO2-30) y del 6xido de zirconio conteniendo
el extracto de alcoholico concentrado al 90% de Arlomo (ArL/ZrO2-5-30).
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Figura 23. Espectros de FTIR del extracto Ar-90 y de los nanomateriales de ZrO2-
30y Ar/ZrO2-5-30.

El extracto alcohdlico concentrado al 90% de Arlomo (Ar-90), presenta los modos
de vibracién (von y vcH) de tipo alargamiento en 3364.0 cm™ y los modos de
vibracion flexion, deformacion (vc=c, vx-c, vcHs, vc-o, vc-0-0, dH20), representando a
las moléculas de flavonoides como: quercetina, acido cafeico, naringenina
hidroxiflavona y rutina. Los modos de vibracion tipo flexién, deformacion (vcsp2-H Yy
dchs), ubicados en el nimero de onda igual a 2972.4 cm? y 2878.8 cmY,
identifican los grupos metil y metilenos del extracto alcohdlico concentrado de Ar-
90.
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Los numeros de onda desde el 1382.5 cm™ al 1085.4 cm, corresponden a los
modos de vibracién de alargamiento simétrico, de doblaje de deformacion fuera de
fase degenerado, deformacion del agua, del tipo balanceo y de tension
deformacion (v®c.o-o, 8%5cHs, dH20, VSc-0-0, VCH2, Vo-c-c, Yo-H), de los metabdlicos
secundarios contenidos en el extracto alcohélico concentrado de Ar-90.

Las bandas absorciéon ubicadas en 881.0 cm™ hasta 430.4 cm 1, se identifican con
los modos de vibracion tipo doblaje fuera del plano (yc-1), de tension y deformacion
(yo-n), asi como de las interacciones metal-oxigeno (vme-o) de microelementos
contenidos en el extracto alcohélico concentrado de Ar-90.

El espectro de infrarrojo del 6xido de zirconio a 30°C (ZrO2-30), presenta los
modos de vibraciéon von de tipo alargamiento (3349.6 cm™) y de tipo flexién, asi
como el modo de deformacién del agua (1646.7 cm™), que identifican a los grupos
oxhidrilo presentes en el ZrO2 y trazas remanentes de los solventes.

En 2972.4 cm? y 2878.0 cm™, se presentan los modos de vibracion (vch,
degenerando y vc-H) de los grupos metil y etileno del remanente del alcoxido. La
banda de Absorcion ubicada en 2022.6 cm™, corresponde a los modos de
vibracion (vcoz y vc-o), de la molécula del anhidrido carbonico.

Del nimero de onda 1555.0 cm™ hasta el 1279.6 cm™ se ubican los modos de
vibracion de alargamiento asimeétrico (vcoo-) de os carboxilatos del alcoxido; tijera
y flexion (8cws; ve-H; vec; ve-o), del remanente del alcoxido

La banda mostrada en la regién de baja energia del espectro electromagnético
(562.2 cm™?) corresponde al modo de vibraciéon vzro de tipo flexion, de la
interacciéon metal-oxigeno (Zr-0).

Al encapsular el extracto alcohdélico concentrado al 90% de la planta de Arlomo en
el nanomaterial de ZrO2-30, se observan los mismos modos de flexion y de
alargamiento que corresponden al nanomaterial de ZrO2-30 y al extracto
alcohdlico de Ar-90.

Las bandas del espectro de FTIR del nanomaterial Ar/ZrO2-5-30, disminuyen de
intensidad porque, el extracto de Ar-90 se encuentra encapsulado en la malla del
Zr02-30.

8.2 Espectroscopia Electronica de Barrido (SEM).

La micrografia del nanomaterial de ZrO2-30, representada en la figura 24, muestra
aglomerados de particulas amorfas, con un promedio de la particula de 15 nm.
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Figura 24. Micrografia de SEM del ZrO2-30.

Al encapsular el extracto alcohdlico concentrado al 90% en el material de ZrO2-5-
30, se observa una morfologia de aglomerados cristalinos semiesféricos de tipo

baddeleyita, monoclinica, presentando un diametro promedio de particula de 29
nm.

%ﬂk‘ 20KV DAOmm WSs39

Y x1oﬁr-mun ——
Figura 25. i\/licbgrﬁa de SEM del Ar/ZrO2-5-30.

La baddeleyita tiene la simetria de grupo P21/c con cuatro ZrOz en la celda
unitaria.

Figura 26. Estructura cristalina baddeleyita, monoclinica de ZrO-.
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El incremento en el didmetro promedio de la particula en le nanomaterial de
Ar/ZrO2-5-30, puede deberse al encapsulamiento del extracto alcoholico
concentrado de Ar-90 en los poros del nanomaterial de ZrO2-30.

8.3 Espectrometro de energia dispersiva (EDS).

Los resultados por SEM-DES muestran de forma semicuantitativa el porcentaje de
cada elemento (atomos) presente en los nanoreservorios sintetizados a 30°C
(Z2rO2 -30 y Ar/ZrO2-5-30).

La tabla 4. muestra los resultados del estudio de EDS del nanoreservorio de ZrO2-
30. El nanomaterial de ZrO2, muestra un porcentaje en masa del zirconio de
47.62% y del oxigeno de 31.56%. El porcentaje en peso de cada atomo que forma
el 6xido de zirconio origina una formula empirica. Esta férmula empirica concuerda
con el nanomaterial de 6xido de zirconio hidratado.

Tabla 4. Resultados del estudio de EDS del ZrO2-30.

Elemento Masa (%) en peso
Carbono (C) 20.81
Oxigeno (0O) 31.56
Zirconio (Zr) 47.62

Total 100.00 %

La presencia de carbono en el nanomaterial de ZnO2, es debido a las
caracteristicas del estudio de EDS. El porta muestras del equipo presenta una tira
de carbono para ser procesada.

Se identifica la presencia del extracto concentrado de Ar-90 en el nanoreservorio
de 6xido de zirconio, sintetizado a 30°C, de acuerdo con el incremento en el
porcentaje de masa de oxigeno, respecto al nanomaterial de ZrO2-30 de la tabla 4;
como lo muestran los resultados plasmados en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados del estudio de EDS del Ar/ZrO2-5-30.

Elemento Masa (% en peso)
Carbono (C) 16.85
Oxigeno (O) 35.23
Zirconio (Zr) 47.91

Total 100.00 %

En la tabla 5, se observa un incremento del 3.7% del porcentaje en masa para el
atomo de oxigeno, indicando la presencia del extracto concentrado de Ar-90.

El notable aumento en el porcentaje en masa para el atomo de oxigeno, respecto
al estudio de EDS del nanoreservorio de ZrO2-30, se debe a la interaccion del
extracto concentrado de Ar-90, sobre los grupos funcionales presentes en la
superficie de las cavidades del ZrO2-30 y el aumento en el porcentaje en masa
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para los &tomos zirconio respecto al estudio de EDS del nanoreservorio ZrO2-30,
se puede explicar por la poca interaccion fisica de los atomos de zirconio en la
superficie del nanoreservorio (ZrOz), con los grupos funcionales del extracto
concentrado de Ar-90.

La figura 27. presenta la interaccion de tipo fisico de los grupos funcionales
presentes en el extracto concentrado Ar-90 y los grupos funcionales presentes en
la superficie del nanoreservorio de ZrO2-30.
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Figura 27. Posible interaccion fisica del extracto concentrado de Ar-90 con el
nanoreservorio de ZrOz2 -30.

8.4 Inhibiciébn de la Staphylococcus aureus con el nanoreservorio de
Ar/Zn20-5-30.

8.4.1 METODO DE DIFUSION DE DISCO

Por medio del método de difusion de disco en Agar Muller-Hilton se muestra que el
nanomaterial Ar/ZrO2-5-30, inhibe la bacteria S. Aureus, muy poco, presentando
un aro de inhibicion de apenas 1 milimetro de circunferencia; esto puede deberse
a la liberacion gradual y lenta del extracto alcohdlico concentrado de Ar-90, de la
malla del nanomaterial de ZrO2-30, como se muestra en la figura 28.
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Figura 28. Método de difusion de disco en Agar Muller-Hilton de los
nanomateriales ZrO2-30 (izquierda) y Ar/ ZrO2-5-30 (derecha).

Sin embargo, el extracto alcohdlico concentrado al 90% de la planta Arlomo, inhibe
la bacteria S. Aureus. El aro de inhibicién presenta un promedio de diametro de
aproximadamente 1.0 cm, como se observa en la figura 29.

Figura 29. Método de difusion de disco en Agar Muller-Hilton del extracto
alcohdlico concentrado de Ar-90.

La ventaja que presenta el nanomaterial Ar/ZrO2-5-30, respecto al nanomaterial
Zr02-30 y al extracto alcohdlico concentrado al 90%, de la planta de Arlomo, es:

El nanomaterial Ar/ZrO2-5-30 respecto al nanomaterial de ZrO2-30, presenta
mayor porcentaje de inhibicion de la bacteria S. Aureus, porque, el ZrO2-30,
contiende al extracto alcohdlico concentrado al 90% de Arlomo en sus cavidades.

El nanomaterial Ar/ZrO2-5-30, respecto al extracto alcohdlico concentrado al 90%
de Arlomo, presenta una inhibicion de la bacteria S. Aureus muy poco, pero a
medida que transcurre el tiempo, la actividad de inhibicién del extracto alcohdlico
concentrado al 90% de Arlomo disminuye, mientras la actividad del nanomaterial
Ar/ZrO2-5-30, se mantiene inalterable, porque el extracto alcohélico concentrado al
90% de Arlomo, se va liberando de forma gradual del nanomaterial.
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IX. CONCLUSIONES.

X

1. Se obtuvo el extracto alcohdlico concentrado al 90% de la planta de Arlomo.

2. Se sintetizaron los nanomateriales de ZrO2-30 y de Ar/ZrO2-5-30, a partir de
la hidrolisis del n-butéxido de zirconio y del extracto alcohodlico Ar-90, a
303.15 K

3. Se identificaron los grupos funcionales del nanomaterial de ZrO2-30 y del
extracto alcohdlico concentrado de Ar-90, por FTIR.

4. Se obtienen nanomateriales de Ar/ZrO2-5-30 y de ZrOz, de acuerdo con el
estudio de SEM.

5. Se comprueba la existencia del extracto alcohélico concentrado de Ar-90,
en la malla del ZrO2, de acuerdo con el estudio de EDS.

6. Se comprueba la inhibicibn de la bacteria Staphyloccus aureus, por la
actividad que presenta el nanomaterial de Ar/ZrO2-5-30.

. PERSPECTIVAS.

Realizar pruebas fitoquimicas del extracto alcohdlico concentrado Ar-90 para la
identificacion de las sustancias activas

Realizar el estudio de cromatografia liquida (HPLC), para la cuantificacién e
identificacion de las sustancias activas del extracto alcohdlico concentrado Ar-
90.

Realizar pruebas a diferentes concentraciones del extracto alcohdlico
concentrado Ar-90, sobre distintos tipos de bacterias.

Realizar pruebas a diferentes concentraciones del nanomaterial en distintos
tipos de bacterias.

Determinar la minima concentracion inhibidora para el extracto alcohdlico
concentrado Ar-90.

Determinar la minima concentracion inhibidora para el nanomaterial Ar/ZrO2-5-
30.

Determinar la eficacia del nanomaterial Ar/ZrO2-5-30, para infecciones
producidas por bacterias nosocomiales y de la piel.
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