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CAPITULO I: PROBLEMA
Planteamiento de Problema

Segun la OMS, la resistencia bacteriana es uno de los tres problemas que se enfrentan a
nivel de salud que amenaza la salud mundial. Se conoce que la industria farmacéutica no ha
mostrado gran interés por desarrollar nuevos antibioticos en las Gltimas décadas debido a su baja
rentabilidad, en comparacion con los tratamientos para patologias cronicas, por lo que una de las
pautas recomendadas por la OMS es fomentar la iniciativa de investigacion para el desarrollo de
nuevas opciones antimicrobianas (Quifiones, 2017).

La tendencia en sintesis de nanoparticulas de plata ha tenido un enfoque en emplear la
“quimica verde”, por lo que los extractos naturales han sido utilizados para sintetizar nanoparticulas
tanto de plata como de oro, las cuales han demostrado tener un gran potencial antimicrobiano contra
bacterias y patdgenos flngicos, donde el principio de la investigacion se centra en usar extractos
de desechos de frutas como las céscaras para aprovechar los recursos (Diaz, 2020).

Las aplicaciones en el campo médico de los nanomateriales han revolucionado la
preservacion de la salud, ya que se han brindado herramientas tanto para el diagndstico como para
el tratamiento de una serie de patologias. Las lineas investigativas sobre sus aplicaciones se centran
en su actividad antimicrobiana, como moduladores de la angiogénesis, el uso en la fabricacion de
vacunas, por su actividad antiinflamatoria, el uso en biosensores, la regeneracion 6sea y dental, asi
como en terapia tumoral (Gémez, 2019).

El interés en el uso de las nanoparticulas se deriva de las propiedades fisicas de su nucleo
magnético, la alta relacién entre superficie y tamafio, y la capacidad de unién molecular. Su
pequefio tamafio facilita la interaccion con las estructuras celulares, lo que ofrece una herramienta
atil para la manipulacion de distintas funciones y para interaccionar con estructuras subcelulares y
moleculares. Por esto, son investigadas como agentes de contraste en imagen de resonancia
magnética, como agentes terapéuticos que se encargan del transporte de farmacos a zonas
especificas del organismo (Ramos y Castillo, 2011).

Con base en lo expuesto anteriormente, se plantea en este trabajo la siguiente pregunta en
funcién del problema de la investigacion, ¢pueden las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir
de extractos de desechos de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale tener actividad

antimicrobiana para uso a nivel tépico?
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Objetivos

Objetivo General

Crear nanoparticulas de plata por un método de quimica verde empleando extractos de
desechos naturales de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale para el desarrollo de alternativas

antimicrobianas de uso tépico.

Objetivos especificos.

a) Definir la metodologia de extraccion mediante el disefio de experimentos para la
obtencion de los compuestos fitoquimicos que actuardn como agentes reductores en la
formacion de las nanoparticulas de plata.

b) Identificar las nanoparticulas de plata mediante la ejecucién de diversas pruebas
fisicoguimicas.

c) Evaluar la efectividad antimicrobiana de las nanoparticulas formadas a través de estudios
microbioldgicos para la identificacion de aquellas bacterias susceptibles a su accion.

Justificacion

La presente investigacion resulta conveniente debido al auge que ha tenido en las Gltimas
décadas la aplicacion de la nanotecnologia en multiples areas como agricultura, medioambiente y
farmacologia. Sin embargo, la sintesis tradicional de las nanoparticulas emplea productos quimicos
toXicos y es un proceso costoso; por lo tanto, se ha buscado un enfoque que resulte sostenible, eco-
amigable y economico para sus desarrolladores (Saravanan et al., 2020).

Los beneficios que se busca obtener con este trabajo son las propiedades antibacterianas
que presentan las nanoparticulas, esto debido al incremento de la resistencia bacteriana, por lo que
su uso biomédico podria representar una alternativa de tratamiento. Ademas, se han empleado en
terapias antitumorales por su alta permeabilidad y porque su volumen de distribucion permite
concentraciones elevadas de farmacos en el tejido tumoral (Villamor, 2020).

El uso de las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas es trascendente, ya que se
pueden aplicar por via tdpica en bajas concentraciones para tener el efecto antimicrobiano (Villa,
Becerril y Soriano, 2019). En la biosintesis de nanoparticulas metélicas se emplean metabolitos de

extractos naturales como alcaloides, fenoles, azucares y proteinas, que las llegan a estabilizar,
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ademaés de depender de factores como el tipo de extracto, pH, temperatura y disolvente empleado
(Al-Otibi et al., 2021).

Tomando en cuenta lo anterior, el valor tedrico de la investigacion es el hecho de se pueden
desarrollar agentes antimicrobianos a partir de nanoparticulas metélicas y 6xidos de metales, ya
que presentan mayor estabilidad y bioseguridad en relacion con los compuestos organicos, esto
dependiendo del tamafio de las particulas, su morfologia y propiedades tanto fisicas como
quimicas. Ademas, se requieren concentraciones mas bajas para obtener su efecto antibacteriano.
(Betancur, Hernandez y Buitargo, 2016).

Esta investigacion tiene como utilidad metodoldgica contribuir a la definicion del uso de
nanoparticulas de plata obtenidas por medio de extractos acuosos en el campo biomédico, debido
a que constituyen una alternativa antimicrobiana frente a la resistencia bacteriana que ha
aumentado con el paso de los afios, como resultado del uso inadecuado de los antibidticos o por

mutaciones de los microorganismos que los hace ser mas resistentes (Betancur et al., 2016).

Antecedentes
Antecedente Histdrico

A lo largo de la historia, se ha sefialado a la industria quimica como la mayor fuente de
liberacion tanto en variedad como en cantidad de sustancias con alta toxicidad. Por esta razon, se
han destinado estrategias con el fin de controlar su contaminacion, por lo que fue considerada la
dilucion de los quimicos en los residuos con el objetivo de alcanzar las concentraciones permitidas
por la ley. Sin embargo, el continuo crecimiento en la liberacion de estos contaminantes en el
ambiente provoca que aumente la necesidad de un mejor control en su tratamiento (Varsavsky,
2002).

Se ha pensado en la alternativa de una ciencia que a mediano y largo plazo pueda solucionar
esta problematica ambiental, partiendo de una practica de procesos gque sean amigables con el
medio ambiente y ademas tengan rentabilidad econémica para sus desarrolladores. El principio
anterior se conoce como quimica verde. El término surge con la finalidad de prevenir la
contaminacion en lugar de limpiar los residuos formados, ya sea reduciendo al maximo o
eliminando en su totalidad la causa de la contaminacion (Reyes, 2012).

El nacimiento de la quimica verde se dio en la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, por

su acrénimo en inglés), en Estados Unidos, a inicios de 1990, para constituirla como una
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herramienta que proteja al medio ambiente de la contaminacién quimica. Para lograr este fin, las
industrias se deben aduefiar del término tanto por implicaciones éticas como econdémicas. Su
aplicacion se vuelve rentable debido a la reduccion en el uso de las sustancias que son nocivas tanto
en temas de salud como ambientales, pero sin disminuir las ventajas sociales que se obtienen de la
actividad industrial (Mestres, 2013).

La quimica verde va a comprender la modificacion en la naturaleza intrinseca tanto de los
productos como de los procesos, con el fin de reducir los riesgos que estos representan para la salud
y el medio ambiente, ademéas de beneficiar a la industria en el ambito econémico; asi como
fomentar la interdisciplinaridad, incorporando la ingenieria, la biologia, la economiay la ética para
presentar un enfoque en el desarrollo del aprendizaje cientifico (Gonzélez, 2015).

El término nanotecnologia fue empleado por primera vez en 1974 por Norio Taniguchi para
definir una técnica de produccién en escala nanométrica, en la cual se involucran procesos de
separacion, consolidacion y deformacion de los materiales por medio de un solo &tomo o molécula.
Se da la produccidn de nanoparticulas a partir de algun material metalico como plata, hierro, oro 'y
oxidos metalicos; sin embargo, las méas usadas son las que se sintetizan a partir de iones de plata,

por sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (Gomez, 2018).
Antecedentes Internacionales

Los autores Robles, Rodriguez y Pataquiva (2019) describen en su publicacion “Sintesis de
nanoparticulas de magnetita a partir del extracto de cascara de papaya para la degradacion de
colorantes azoicos en soluciones acuosas” el interés que se le ha dado a las nanoparticulas metélicas
por sus propiedades fisicoquimicas y la posibilidad de emplear estas en pro de la salud. Se realiz6
una reaccion simple y ecolégica con el extracto de la cascara de papaya para llevar a cabo la sintesis
de las nanoparticulas, donde el agente reductor fue la glucosa de las cascaras. Los resultados se
evaluaron por medio de microscopia infrarroja y la prueba SEM determind el tamafio nanométrico
y su morfologia. Por lo que se determind que la cantidad de glucosa en la cascara de papaya si
permite la obtencion de las nanoparticulas.

Castro (2018), en su trabajo de tesis titulado Elaboracion de nanoparticulas de plata via
sintesis y compuestos organicos de Punica Granatum y catalisis bacteriana de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Aspergillus niger, evalla la efectividad antibacteriana por medio de la
sintesis de nanoparticulas de plata con un extracto de cascara de granada como agente reductor de
los componentes organicos. Se emplea la granada como extracto organico, debido a que en Ecuador
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(pais donde se llevé a cabo la investigacion) no se da una produccion sostenible, por lo que se
busca un cultivo razonable a causa del proyecto. La identificacion de las nanoparticulas se realizo
por medio de espectofotometria UV-Vis, y su tamafio entre 10-20nm de forma esférica se dedujo
por microscopia electrénica de barrido. Las nanoparticulas obtenidas demostraron tener actividad
catalitica antimicrobiana frente a cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Aspergillus
niger.

En el afio 2017, Travieso, Rubio y Pino, en el articulo titulado “Las nanoparticulas a partir
de plantas como base para el disefio de nuevos antimicrobianos”, desarrollaron una revision en
bases de datos abordando el conocimiento del tratamiento de problemas de salud, que son tratados
con nanoparticulas, clasificacién, morfologia, estructura, métodos de obtencidn y caracterizacion.
Se da relevancia a las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas que han sido sintetizadas
a partir de fuentes botanicas y sus aplicaciones biomédicas con la sintesis verde, por las ventajas
de ser un proceso simple, de un costo bajo, biocompatible, reproducible y de facil empleo de
précticas que son amigables con el medio ambiente; lo que a su vez representa una posible solucion
en temas de salud debido a la alta resistencia de los microorganismos. Se buscan nuevos enfoques
para el descubrimiento de alternativas que sean empleadas con fines terapéuticos.

En 2016, Mercado menciona en su investigacion “Uso de residuos organicos domiciliarios
en la obtencién de materiales Gtiles de interés ambiental y nanotecnol6gico”, que en los residuos
domiciliarios se encuentra gran nimero de biomoléculas, las cuales son aprovechadas para la
produccidn de energia térmica o eléctrica. Sin embargo, los métodos tradicionales empleados para
la produccion de nanomateriales tienden a generar subproductos téxicos, por lo que se estan
aprovechando las biomasas vegetales con la utilizacion de extractos acuosos para obtener los
productos que se desean. Al utilizar el extracto hidrosoluble de la Yerba Mate como agente reductor
y estabilizante superficial, se logré obtener las nanoparticulas de plata con geometria semiesférica,

las cuales se identificaron por medio de espectrometria de masas y espectroscopia UV-Vis.
Antecedentes Nacionales

El Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC), en conjunto con la Universidad
Privada del Norte de Peru, titulan su investigacion “Proyecto Costa Rica-Peru contra el virus
SARS-CoV-2” (2021), la cual esta centrada en el uso de nanoparticulas metalicas para mejorar las
mascarillas, porque son capaces de inhibir la replicacion de ciertos virus, entre ellos el SARS-CoV-

2, para lo cual toman cuenta la sintesis verde por el alto costo y la contaminacion que implica el
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uso de reactivos para la fabricacion de las nanoparticulas por métodos tradicionales (no se dispone
de mas informacion de la parte experimental).

Barrantes y Ortega (2020) recalcan en su articulo de revision “Nanoparticulas y
antibidticos: respuesta a la resistencia global bacteriana” que la resistencia bacteriana es una
problemaética de salud publica que se ha dado por un uso inadecuado y excesivo de los antibidticos;
por lo que la nanociencia ha permitido desarrollar nanoparticulas que posean caracteristicas
farmacocinéticas y fisicoquimicas Unicas, como su facilidad para atravesar barreras anatomicas,
ademas de sus propiedades antimicrobianas, que tienen una expectativa prometedora de superar los
mecanismos de resistencia de los microorganismos presentando una alternativa al problema. Por
lo que se concluye que en el campo farmacoldgico poseen un gran potencial antibacteriano contra
algunos de los patdgenos con mayor prevalencia mundial.

La autora Montes de Oca particip6 en dos investigaciones en los afios 2017 y 2018 sobre
biosintesis de nanoparticulas de plata a partir de extractos de Mentha piperita e llex paraguariensis
(yerba mate) respectivamente, en las cuales se destaco la importancia de llevar a cabo la sintesis
verde de nanoparticulas de plata por su interés biomeédico, ya que presentan efecto inhibitorio
contra cepas de bacterias resistentes en su aplicacion en cremas y pomadas topicas para evitar
infecciones. Su sintesis se dio por medio del uso de los respectivos extractos: menta y yerba mate;
con una solucién de nitrato de plata para luego realizar su caracterizacion. Con las investigaciones
se logro6 determinar que las nanoparticulas formadas si poseen propiedades antimicrobianas contra

bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Proyecciones

e Se pretende generar un disefio de experimentos para optimizar la obtencion de los
compuestos fitoquimicos para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de plata.

e Se desea sintetizar nanoparticulas de plata usando una alternativa de quimica verde,
que consiste en el uso de extractos acuosos a partir de desechos naturales, en este
caso, las cascaras de frutas como el rambutan o restos de jengibre, para evitar el uso
de solventes quimicos que puedan resultar toxicos en su uso en el campo
farmacoldgico.

e El proposito de esta sintesis es la posibilidad de llegar a formular una forma

farmacéutica topica a base de las nanoparticulas de plata, como tratamiento de



20

infecciones bacterianas cutaneas y evitar el uso de los antibi6ticos tradicionales,
partiendo del hecho de que las nanoparticulas de plata sintetizadas con los extractos
de los desechos naturales de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale presenten

actividad antimicrobiana.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

Disefio de Experimentos

El disefio de experimentos (DoE, por su acronimo en inglés) consiste en una técnica en la
cual se realiza una serie de experimentos en los que se inducen cambios en las variables de un
proceso, lo que permite observar e identificar las causas de los cambios en la respuesta de salida.
Esta técnica podria mejorar el rendimiento de un proceso y una reduccion en la variabilidad o los
costos de produccion. Se aplico por primera vez el disefio de experimentos en Inglaterra por R.A.
Fisher en el campo de la agricultura en los afios veinte, lo que llevo a la publicacion de su libro
Design of Experiments en 1953 (llzarbe, Tanco, Viles y Alvarez, 2007).

Los posteriores desarrollos fueron encabezados por George E. P. Box, quien desarrollé la
metodologia de superficie de respuestas, donde se incluye una nueva familia de disefios y una
estrategia para la experimentacion secuencial. Entre 1950 y 1980, DOE se convirtié en una
herramienta de aplicacién en las areas de investigacion y desarrollo. Hasta la década de los 70, su
aplicacion en procesos de manufactura no era generalizada por la falta de recursos
computacionales, y el hecho de que los ingenieros y especialistas en manufactura carecian de
formacion en el area estadistica (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

En la década de 1980, se dio un impulso al conocimiento y aplicacion del DoE por su éxito
en calidad de la industria japonesa. EI movimiento por la calidad encabezado por Deming e
Ishikawa llegé a implementar el uso de la estadistica en la calidad, por lo que el disefio de
experimentos demostro su funcionalidad para la resolucion de problemas como para el disefio de
productos mejores y procesos. El trabajo de Genichi Taguchi destaca en Japon, donde sus
conceptos del disefio robusto causaron un impacto significativo en el mundo occidental, y como
respuesta al movimiento por la calidad y mejora en procesos, la industria empezé a entrenar a los
ingenieros en la aplicacion de DOE (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

Se considera esencial el disefio de experimentos como una estrategia para planificar
experimentos, de forma que las conclusiones con mayor relevancia se puedan alcanzar de manera
econdmica y eficiente. Para la eleccion de un plan experimental especifico, va a depender del tipo
de preguntas a las cuales se busca darles respuesta, el grado que se vincula con las conclusiones y

los recursos disponibles (como el material experimental, el personal y el tiempo); por lo que, si un
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experimento que ha sido disefiado y ejecutado apropiadamente permite que se dé un analisis
estadistico e interpretacion de resultados de forma simple (Napolitano, 2006).

Los estudios experimentales de efectos fijos son empleados para el estudio del efecto de las
variables que sean controladas por el investigador, ya sea sobre una o varias variables respuesta
que representen un fenémeno de interés. La metodologia que se emplea para probar la causalidad
al fijar los niveles de las variables explicativas, se denominan factores y evaluar los cambios que
se generan sobre las variables respuesta. Una de las ventajas que representa este tipo de estudios
es el hecho de no requerir de muchas unidades muestrales (conocidas como unidades
experimentales) o réplicas, por el hecho de que la fuente de variabilidad se controla, ya que se
garantiza igualdad de condiciones en cada corrida o ejecucion del experimento (Salazar y Baena,
2009).

Segun Napolitano (2006), un adecuado disefio de experimentos debe:

e Incorporar la experiencia y el conocimiento previo para la seleccion de los factores,
niveles y la descripcion de las suposiciones.

e Pulir la informacion importante implicando la menor demanda de esfuerzo.

e Asegurar, previo al inicio del experimento, que el disefio es capaz de alcanzar el objetivo
planteado con la precision deseada.

e Especificar el arreglo y la secuencia de la parte experimental para evitar que haya
disconformidades durante el progreso del experimento.

Por su parte, Gutiérrez y De la Vara (2012) afirman que con el uso de DoE se pueden
realizar los siguientes analisis:

e Comparacién entre materiales con el propdsito de elegir al que mejor cumpla con los
requisitos.

e Comparaciéon de instrumentos de medicién para conocer si trabajan en igualdad de
condiciones de precision y exactitud.

e Determinacion de los factores que impactan el proceso del producto final.

e Reduccién del tiempo de ciclo del proceso.

e Creacion de un proceso en el cual las oscilaciones de variables ambientales no generen

afectacion.
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Conocimiento de las condiciones de operacion como el caso de la temperatura, velocidad,
humedad, entre otras; que reduzcan los defectos y se logre un mejor desempefio del
proceso.
Apoyo de la estrategia de redisefio o disefio de nuevos productos o procesos.

Asimismo, Gutiérrez y De la Vara (2012) sostienen que en todo proceso intervienen

diversos tipos de factores o variables:

Variable(s) de respuesta: que permite conocer el efecto o los resultados que se obtendran
con cada prueba experimental, por lo que puede representar una caracteristica de la calidad
del producto o alguna variable que mida el desempefio un proceso. Se pueden denotar con
la letray.

Factores controlables: representan variables de proceso o caracteristicas de los materiales
experimentales que se fijan a un nivel dado, usualmente son controlados durante la
operacion. Se pueden distinguir por el hecho de que cada uno tiene una manera o
mecanismos que permiten manipular o cambiar su nivel de operacion. Algunos de estos
factores son temperatura, velocidad, presion, tiempo de residencia, cantidad de cierto
reactivo, tipo del reactivo, modo de operacion, entre otros. También se les conoce como
las x de un proceso, variables de disefio, condiciones de proceso, parametros del proceso,
o simplemente factores.

Factores no controlables o de ruido: son variables o caracteristicas de materiales y
métodos que no se logran controlar durante el proceso. Dentro de ellos se encuentran las
variables ambientales (como la luz, humedad, temperatura, particulas, ruido), el &nimo de
los operadores, la calidad del material que brinda el proveedor. Un factor considerado no
controlable, se puede convertir en uno controlable, siempre y cuando se cuente con el
mecanismo o la tecnologia para este fin.

Factores estudiados: son variables en las que se investiga su influencia o afectacion a las
variables de respuesta. Para que un factor pueda ser estudiado se debe haber probado en,
al menos, dos niveles o condiciones durante el experimento.

Niveles y tratamientos: los niveles son los diferentes valores que se le asignan a los
factores estudiados en un disefio experimental. La combinacion de niveles de los factores
estudiados se conoce como tratamiento o punto de disefio. En el caso que se desee

experimentar con un solo factor, cada nivel corresponde a un tratamiento.
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e Error aleatorio y experimental: en un estudio experimental, el error aleatorio es la
variabilidad que se observa en la respuesta y no se puede explicar por los factores
estudiados, ya que se debe a causas comunes 0 aleatorias que van a generar variabilidad
natural en el proceso. El error experimental esta dado por el hecho de que el error aleatorio
absorbera todos los errores que el experimentador cometa durante el experimento y si tiene

mayor gravedad que el primero.

Factores controlables

X X3 Xn
Entradas Salidas
et LA Proceso eeepp. ¥
Z' ¥ z|'|

Faclores no controlables

Figura 1. Diagrama de disefio de experimentos.
Fuente: Yepes, 2013.

Tipos de disefios de experimentos.

La clasificacién general de los disefios de experimentos se realiza con base en su objetivo.
Se pueden clasificar dependiendo del nimero de factores, el tipo de efectos que se pretende analizar

y las restricciones existentes (Gutiérrez y De la Vara, 2012).
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Figura 2. Clasificacion de los disefios experimentales.

Fuente: Gutiérrez y De la Vara, 2012.

Disefio factorial.

Es un disefio experimental empleado para el estudio del efecto individual y de la interaccion
de varios factores sobre una o varias respuestas cuando se tiene el mismo interés sobre todos los
factores. Su objetivo es determinar una combinacion de niveles de los factores en los que el
desempefio del proceso mejore. Los factores pueden ser cualitativos, como maquinas, tipos de
material, presencia o ausencia de una operacion previa o los operadores, y de tipo cuantitativo
como humedad, velocidad, presion o temperatura (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

Al estudiar la influencia de cada factor sobre la variable de respuesta, se debe elegir al
menos dos niveles de prueba para cada uno. Con el disefio factorial completo, se corren de manera
aleatoria todas las combinaciones posibles que se pueden formar con los niveles de los factores a
investigar (Gutiérrez y De la Vara, 2012). Sin embargo, cuando la cantidad de factores o sus niveles
permiten que el tamario del experimento sea grande, se opta por un disefio factorial completo y se
deben realizar corridas adicionales para investigar cual es la variacion en la respuesta para cada
combinacion, y poder estimar el ruido experimental (Napolitano, 2006).

El disefio factorial completo ensaya todas las posibles combinaciones de tratamientos que
se produzcan con los diversos niveles de los factores que se estén estudiando. Por ejemplo, si se

analizan dos factores, siendo a 'y b, el primero con dos niveles y el segundo con tres niveles, resulta
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ser un disefio factorial completo de 2 x 3, dando como resultado seis combinaciones de
tratamientos. Por otra parte, el disefio factorial incompleto se encarga de realizar ensayos con

algunas de las posibilidades de combinaciones que se pueden generar (Gutiérrez, 2017).
Disefio de bloques.

Si se desea comparar algunos tratamientos o realizar un estudio de un factor, se desea que
las posibles diferencias se deban principalmente al factor de interés y no a otros factores que no
son contemplados en el estudio, pero cuando esto no ocurre y hay otros factores que no son
controlados o0 que se vuelven nulos para hacer la comparacion, se podrian ver afectadas las
conclusiones de manera relevante (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

A los factores adicionales al de interés y que son incorporados explicitamente en un
experimento comparativo se les denomina “factores de bloque”. Tienen la particularidad de no ser
incluidos en el experimento por el interés de analizar su efecto, sino como un medio para estudiar
el factor de interés con mayor eficacia. Los factores de bloque se incorporan al estudio con un nivel
de relevancia secundaria en relacion con el factor de interés (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

Disefio factorial fraccionado.

Consiste en un disefio en el cual se elige de manera adecuada una fraccién de los
tratamientos de un disefio factorial completo, con el prop6sito de estudiar el efecto de los factores
usando menos corridas experimentales. La teoria de los disefios fraccionados estd basada en la
jerarquizacion de los efectos: la importancia de los efectos principales, luego las interacciones
dobles, luego las triples, y asi sucesivamente (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

Cuando se analizan muchos factores en los disefios factoriales completos, tiende a haber un
exceso de informacion, por lo que se puede “sacrificar” informacion con menor relevancia en aras
de un disefio manejable con respecto al nimero de analisis experimentales. EI aumento en la
cantidad de factores es directamente proporcional al incremento del nimero de tratamientos en los
disefios factoriales completos 2%, sin embargo, en la préctica no es posible realizar tantas corridas
experimentales, y con esto, entre mayor sea el valor de k, mayor es el grado de fraccionamiento
que se puede aplicar a la corrida. (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

La notacion 2% representa una fraccion del disefio factorial completo 2%, cuyo propésito es
fraccionar cuando el valor de k es mayor a 2. Este tipo de disefio es empleado cuando la opcién de

recursos es reducida, o en el caso de que el nimero de factores incluidos en el disefio sea grande.
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En su aplicacion practica, en lugar de la creacion de un disefio factorial completo en el cual luego
se deban eliminar factores hasta llegar a una fraccion deseada, lo que se crea es un disefio completo
con el nimero de corridas que se eligen, y posteriormente, se afiaden los factores adicionales al
disefio (Torres et al., 2020).

Cabe destacar que, segun Gutiérrez y De la Vara (2012), al reducir el nimero de corridas
experimentales por ser una fraccion del disefio factorial completo, pueden ocurrir dos hechos
inevitables:

e La pérdida de informacion debido a que habra efectos que no se podran estimar y hay
menor grado de libertad para el error. Se espera que los efectos que se pierden sean
interacciones de alto orden, las cuales se pueden ignorar con bajo riesgo de antemano.

e Los efectos que si son estimables tienen al menos un alias. Un “efecto alias” representa
que son el mismo efecto, pero con nombres distintos, por lo que, al estimar a uno de ellos,

se estima el otro al mismo tiempo.
Disefio Taguchi.

El disefio robusto tiene como origen las ideas de Genichi Taguchi, un ingeniero japonés que
desarrollo su propia filosofia y métodos de ingenieria de la calidad desde 1950. En esta filosofia se
establece que la calidad de un producto se debe medir en términos de abatir al minimo las pérdidas
que el producto le trae a la sociedad, desde el inicio de su fabricacion hasta que concluye el ciclo
de vida.

El disefio consiste en la determinacion de los niveles de los parametros o factores de
proceso, de tal manera que cada caracteristica del producto tenga la variacion minima alrededor
del valor meta. El objetivo del disefio Taguchi es lograr procesos y productos robustos frente a las
causas de la variabilidad (ruidos), que ocasionan que las caracteristicas funcionales de los
productos se desvien de los valores 6ptimos, causando asi costos de calidad (Gutiérrez y De la
Vara, 2012).

Segun la ideologia de Taguchi, se puede incorporar la calidad en los productos desde su
disefio sin realizar ningun incremento en su costo. Los inconvenientes se deben solucionar en el
laboratorio de disefio, no en la fabrica. Tomando en cuenta esta perspectiva, se necesitan desarrollar
productos robustos que sean capaces de tolerar las variaciones a lo largo del proceso de produccion
y durante el servicio de mantenimiento (Yacuzzi et al., 2004).
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La ingenieria de la calidad de Taguchi busca combinar métodos estadisticos y de ingenieria
con el fin de optimizar los procesos de disefio y fabricacion para que se incremente la calidad y se
reduzcan los costos. A su vez, el disefio de experimentos tiene un papel esencial en el disefio
Taguchi, ya que logra identificar los factores que mayor intervencion tienen en la aparicion de
problemas de calidad o los factores que contribuyen a obtener resultados positivos (Yacuzzi et al.,
2004).

Disefio compuesto de respuesta de superficie.

Con el trabajo de Box y Wilson en 1951, la técnica para superficies de respuestas ha sido
aplicada con gran éxito en areas como la agricultura, investigaciones bioldgicas, desarrollo de
productos alimenticios y la ingenieria quimica. Para poder estimar una superficie de respuesta, los
modelos lineales de orden menor o igual a tres se emplean con frecuencia por ser faciles de
interpretar. Las bases metodoldgicas para superficies de respuesta estan derivadas de la teoria del
modelo lineal general, suponiendo que existe una variable de respuesta que va a depender de
variables cuantitativas independientes por medio de una funcion que es complicada o desconocida
(Briones y Martinez, 2002).

Este disefio es empleado para el desarrollo de respuestas de superficie, para poder encontrar
las combinaciones éptimas de los factores de nivel, aunque haya presencia de interacciones y no
linealidad, y en los casos en los que se considera la no linealidad de primer orden y dos
interacciones. Estos disefios consisten en tres tipos de puntos: factoriales 2%, axiales 2k y n puntos
centrales, siendo k el numero de factores de ensayos necesarios para el disefio central completo, el
cual es: 2+ 2k + n. (Napolitano, 2006)

Disefio mezcla.

Consiste en una clase especial de experimento en el cual la respuesta va a depender
unicamente de las proporciones relativas de los factores o ingredientes y no de las cantidades
absolutas. Son aplicadas a productos que comprenden una mezcla de dos o mas factores que
optimizan el desempefio de varias combinaciones y mezclas. Este disefio esta en la forma Simplex.
Para dos componentes, el espacio de la mezcla da en linea recta, para una mezcla de tres
componentes el espacio corresponde a un triangulo equilatero, y para una mezcla de cuatro
componentes es un tetraedro (Napolitano, 2006).

Segun Gutiérrez, y De la Vara (2012), los objetivos de un experimento de mezclas son:
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e Determinar los ingredientes de la mezcla o las interacciones entre ellos que poseen méas
influencia sobre una o varias respuestas de interés.

e Modelar las respuestas que son de interés, esto en funcién de las proporciones de los
componentes de la mezcla.

e Emplear los modelos para determinar el porcentaje de participacion de cada ingrediente,
para lograr que la formula cuente con las propiedades deseadas.

En resumen, la finalidad del disefio de experimentos con mezclas es la cuantificacion de la
influencia que presentan los diversos componentes sobre la respuesta, tanto individual como en su
accion conjunta con los demas componentes. El fin es modelar la respuesta con tal de predecirla
en cualquier formulacion posible, y usar los modelos con el objetivo de encontrar la composicién
de la mezcla que mejor genere resultados (optimizar). Se deben tomar en cuenta las particularidades
de los experimentos con mezclas, ya que no son aplicables los disefios factoriales tradicionales, asi
como los polinomios estandar, debido a que algunos pardmetros careceran de sentido y las pruebas

estadisticas tradicionales pueden generar confusiones (Gutiérrez y De la Vara, 2012).
Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la rama de la ciencia referente a temas de tecnologia que
se encarga del disefio y manejo de las materias como atomos o moléculas, que son empleados para
la fabricacion de productos a microescala que seran utilizados con fines industriales, médicos, entre
otros. Por lo que los nanomateriales son sustancias que se caracterizan por encontrarse entre 1y
100nm, y gque a su vez muestran propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas que no se encuentran
en muestras de mayor volumen, incluso del mismo material (Urquilla, 2019).

A su vez, es considerada el “boom” de la nueva tecnologia que podria llegar a ser
revolucionaria y que posee un crecimiento vertiginoso, por lo que ha sido vigilada desde varias
perspectivas para que sea cumplido el principio de precaucién, siendo considerada incluso como
la protagonista de la préxima revolucién cientifica. Se puede pensar que sectores como las
telecomunicaciones, electronica, energias renovables, medicina, cosmética, alimentacion,
farmacologia, entre otros, van a obtener beneficios del desarrollo de las nanotecnologias
(Bacallado, 2018).

La nanotecnologia es el primer paso hacia la nanomedicina, y se puede definir como la
ciencia que se encarga de monitorizar, reparar, construir y controlar tanto componentes como

funciones biologicas en seres humanos con el uso de sistemas en nanoescala. La nanomedicina es
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considerada una rama que permite realizar un abordaje en patologias, ya sea en el dmbito
diagndstico, preventivo o para dar tratamiento desde el interior del organismo. Se podria mejorar
el conocimiento de las vias de sefializacion y regulacion del comportamiento de las células
normales y transformadas (Guerrero, Caicedo y Guerrero, 2017).

En los altimos afios, la nanotecnologia ha tenido un amplio desarrollo tanto en aplicaciones
como en alcances. Las propiedades unicas de los nanomateriales (nanoparticulas, nanobarras,
nanocristales, nanocapsulas, dendrimeros) han brindado particular atencion en su uso en distintas
areas como en farmacos, bioingenieria, suelos contaminados y remediacion de agua (Martinez,
Carrillo y Gonzélez, 2017). La nanotecnologia se ha empleado en la fabricacion de vehiculos para
poder aplicar principios activos en la piel, esto debido a que se puede alcanzar capas profundas de
esta, incluso es posible sintetizar sistemas de liberacidn sostenida o modificada (Blazquez, 2018).

De las aplicaciones mas extendidas de la nanotecnologia en medicina esta el area de la
farmacologia, principalmente en los sistemas de transporte y liberacion de farmacos. En este
ambito se emplean nanoparticulas que se encuentran cargadas con principios activos que necesitan
ser transportados por el organismo y que sean liberados en sitios especificos para ejercer su accion
terapéutica (Frutos, 2017).

A su vez, los sistemas de liberacion de medicamentos surgen como consecuencia de la poca
posibilidad de trasladar directamente los principios activos. Por esta razén, estos sistemas son
disefiados para lograr que la liberacion de los farmacos se dé en el sitio adecuado y en la cantidad
correcta. Estos vehiculos deben cumplir con caracteristicas como baja toxicidad, Optimas
propiedades de transporte y de liberacion, asi como una vida media larga. Los principales
nanosistemas usados con este fin son las micelas, los liposomas, los dendrimeros, las

nanoparticulas, los nanotubos y los conjugados poliméricos (Ortiz et al., 2015).
Nanoparticulas
Métodos de sintesis.

Son entidades ultrafinas cuyo tamafio es nanométrico, donde el prefijo “nano” describe la
potencia 10°m. La definicion de nanoparticulas puede variar segtn la morfologia y dimension de
los materiales y sus aplicaciones. Los nanomateriales se pueden sintetizar por varios métodos, los
cuales se clasifican en dos grandes categorias: de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba. La

primera consiste en la extraccion del material a partir de un objeto de mayor escala para la creacion
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de las nanoestructuras. La categoria de abajo hacia arriba hace referencia a que a partir de bloques
de construccion (moléculas, &omos) que son ensamblados, se hacen estructuras mas grandes, hasta

alcanzar la nanoescala (Aguilar y Rosas, 2016).
Top-down.

En la técnica de “arriba hacia abajo” se emplean formas mecanicas, quimicas y otras formas
energéticas con el fin de descomponer los materiales macroestructurados en componentes que sean
mas pequefios. Sin embargo, el mayor inconveniente de esta categoria es la imperfeccion de la
estructura superficial que podrian tener un impacto significativo en las propiedades fisicoquimicas
superficiales por su relacién con superficie-volumen (Arenas, 2017).

Segln Fu et al. (2018), los métodos de fabricacion de “arriba hacia abajo” que son usados para
la fabricacion de nanoparticulas para aplicaciones biomédicas son:

e Fotolitografia: emplea luz transfiriendo un patron geométrico de una fotoméascara a una
capa protectora fotosensible sobre el sustrato; luego, por una serie de tratamientos
quimicos, se graba el patrén en el material debajo del fotorresistente.

e Litografia de interferencia: es un método de fotolitografia en el cual no se usa mascara y
hay una sola exposicion corta de fotorresistente a las ondas de luz que crean patrones a
nanoescala de alta densidad en un &rea mayor.

e Litografia por haz de electrones: los electrones son enfocados y se aceleran hacia una capa
delgada del material que es fotorresistente que cubre el sustrato. Con la colision de los
electrones en el volumen de interaccion de los electrones incidentes se inducen las
propiedades quimicas modificadas.

e Litografia con “nanoesténcil”: se usan plantillas (mascaras de sombras) con aperturas de
tamafio nanométrico, donde el proceso es simple, paralelo y sin resistencia, pero no
implica que no haya tratamiento térmico o quimico de los sustratos.

e Litografia de nanoimpresion: se presiona un molde duro que tiene los patrones en relieve
de la superficie en una capa de polimero calentandolo sobre su temperatura de transicién
vitrea. Cuando se enfria, el polimero se solidifica y se puede separar de la plantilla,

dejando el patrén impreso.
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Litografia de nanoesferas: técnica de alto rendimiento, paralela y econdmica, que es facil
de implementar que es capaz de producir gran variedad de estructuras de nanoparticulas y

matrices de nanoparticulas 2D.
Bottom-up.

Esta técnica se centra en la construccion de estructuras a partir de componentes moleculares

y atdmicos. Esta metodologia es empleada como un enfoque principal en nanotecnologia, porque

permite el control preciso de la materia. Se ensamblan estructuras pequefias con el fin de desarrollar

estructuras mayores, por lo cual se emplea cuando se desea trabajar con materiales complejos

(Aguayo, Zarzuela 'y Lama, 2012).

Como menciona Arenas (2017), los principales procesos de esta técnica son:
Autoensamblaje: corresponde a la asociacion espontanea del conjunto de moléculas en
una o mas estructuras supramoleculares que son impulsadas por interacciones no
covalentes como enlaces de hidrdgeno, atraccion electrostética y fuerzas de Van der Waals
que son controladas por el efecto hidrofobo.

Sintesis quimica humeda: se involucra el uso de disoluciones, ya que es un método
quimico barato, no toxico, con una inversion de tiempo relativamente baja, simple por
contener pocas sustancias quimicas, y no se requieren instrumentos costosos.
Microemulsion: técnica que permite controlar las propiedades de las particulas como el
tamano, la morfologia, la homogeneidad, la geometria y la superficie.

Sol-gel: método empleado para la fabricacion de materiales a partir de una solucion
quimica que va a actuar como precursor de una red integrada de particulas discretas.
Deposicion de vapor: herramienta fundamental en la produccion de la mayoria de la
electrdnica actual. Esta técnica esté sujeta a refinamiento y expansién constante, lo que

conduce a nuevas investigaciones en nuevas direcciones.
Meétodos de caracterizacion.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas, se debe llevar a cabo la caracterizacién de estas por

medio de diversas téecnicas, dentro de las cuales se destacan: TEM (Microscopio Electronico de

Transmision), HRTEM (Microscopio Electronico de Alta Resolucion), SEM (Microscopio

Electronico de Barrido), AFM (Microscopia de Fuerza Atomica), XRD (Difraccion de Rayos X),

UV-Visible (Espectroscopia ultravioleta visible) y FT-IR. Con estas técnicas se da el
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reconocimiento del tamafio de las nanoparticulas, asi como su dispersion y estructura de los &tomos

que se unen para formarlas (Chamé, 2013).
Microscopio electrénico de transmision.

Los microscopios que han sido construidos con radiacion de electrones tienen gran utilidad
en el estudio de materiales en la actualidad, ya que los electrones por su carga y energia tienen
fuerte interaccion con los 4&tomos que conforman la muestra en estudio. Los electrones inciden
sobre la muestra interactuando a nivel atdbmico con los elementos quimicos que los conforman, y
los resultados obtenidos muestran Unicamente la zona de interaccion y sus cercanias. Su interés en
el uso con nanomateriales es por el hecho de que se puede obtener informacion de una sola

nanoparticula o solo de la zona de esta (Paraguay, 2020).
Microscopio electrénico de barrido.

El microscopio electronico de barrido emplea un haz de electrones en lugar de un haz de
luz para formar la imagen. Se encarga de producir imagenes de alta resolucion que permiten que
las caracteristicas espacialmente cercanas en la muestra se puedan examinar en alta magnitud. El
microscopio cuenta con una sonda de composicion semicuantitativa, la cual, por medio de energia
dispersiva de rayos X, puede determinar los elementos que se encuentran en la muestra y su

cantidad en el peso molecular (Duque, 2017).
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de un microscopio electrénico de barrido.
Fuente: Duque, 2017.

Su proposito es el estudio de la superficie de los materiales. La ventaja que representa en
comparacion con el microscopio optico es la utilizacion de un mayor numero de sefiales que
provienen de la interaccion de los electrones con la muestra, y con esto se brinda informacion sobre
la topografia, la composicion quimica, la orientacion cristalina y su potencial eléctrico (Rivera y
Arenas, 2019).

Microscopia de fuerza atémica.

Su principal aplicacion es crear imagenes de superficies en alta resolucién, ademas de
proporcionar informacion de las propiedades mecéanicas del material en estudio con una resolucion
atomica. Dentro de las propiedades que se pueden determinar se encuentran la adhesion, la dureza,
la rigidez, la fuerza maxima, el modulo de elasticidad, la disipacion de energia, el tiempo de
contacto y las fuerzas de largo enlace. Su funcidn es realizar un barrido sobre la superficie de la
muestra para ser evaluada, tomando datos para determinar las caracteristicas topograficas y de fase
del material (Garcia y Kikut, 2020).
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Difraccién de Rayos X.

La difraccion de rayos X representa una de las técnicas més eficaces para anélisis cuali-
cuantitativos de fases cristalinas de cualquier tipo de material, ya sea natural o sintético. Los rayos
X tienen longitudes de ondas semejantes a las distancias interatbmicas en los materiales cristalinos,
por lo que se emplea esta técnica para explorar las estructuras a escala molecular. Se emplea para
conocer con exactitud la estructura molecular de cualquier material, ya sea un mineral, un
compuesto inorganico, una proteina o un virus (Duque, 2017).

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas de la misma naturaleza de la luz, pero con
una longitud de onda mas corta. A su vez, la interaccion de los rayos X con la muestra se da por
medio de dos procesos: uno en el cual los fotones del haz incidente se desvian sin pérdida de
energia, estableciendo una radiacion dispersada con una longitud de inda igual a la radiacion
incidente; y otro en el cual fotones se dispersan con una pequefia pérdida de energia, constituyendo

una radiacion incidente ligeramente mayor (Torrontegui, 2018).
Espectroscopia infrarroja.

La espectroscopia infrarroja (IR) consiste en una técnica rapida y no destructiva que se
emplea en el analisis de muestras, en la cual se utiliza la region de infrarrojo para conocer la
informacion acerca los enlaces moleculares para dar detalles sobre el tipo de moléculas. La
absorcién molecular genera excitacion de los modos vibracionales fundamentales, asi como los

cambios en la energia rotacional (Téllez, 2019).

Ranura de entrada
FuenteIR

> il \l{spc_m
— . o E—

Muestra |
y Detector | Ordenador | Imprimir
Rejilla o

prisma

Ranura
de salida

Figura 4. Espectrofotdmetro infrarrojo y las partes fundamentales.
Fuente: Téllez, 2019.

Este método es empleado con el fin de estudiar la absorcion o emision de energia radiante

que es producida por la interaccion entre la radiacion electromagnética y la muestra que se esta
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analizando. El IR se basa en la posibilidad de rotacion de las moléculas y las vibraciones a
diferentes frecuencias (modos normales vibracionales). Las moléculas absorben la energia de los
fotones en el rango energético del IR en el caso de que haya una diferencia en el momento bipolar
de la molécula cuando ocurre un movimiento vibracional rotacional y cuando la frecuencia se
encuentra asociada a la radiacion resuena con el movimiento vibracional (Piqué y Vasquez, 2012).

Existen modos vibracionales que se encargan de inducir las oscilaciones para entrar en
resonancia con un haz de IR, lo que genera un intercambio de energia entre el haz y las moléculas
de la muestra. Se presenta un movimiento caracteristico para un enlace con un tipo atdbmico, un
entorno quimico y una concentracién determinada de enlaces. En el espectro infrarrojo se
manifiestan bandas asociadas a los compuestos moleculares, y cada una de estas bandas
corresponden a un movimiento vibracional de uno de los enlaces que se encuentran en la molécula,
por lo que se puede decir que su conjunto representa la “huella dactilar” del compuesto (Piqué y
Vasquez, 2012).

Espectroscopia ultravioleta visible.

El espectro ultravioleta visible se asocia con la transicion electronica entre los diferentes
niveles energéticos de los diferentes grupos de &tomos o moléculas. El principio en el que se basa
la espectroscopia ultravioleta visible es involucrar la absorcién de radiacion ultravioleta, que
corresponde a la region visible del espectro electromagnético por una molécula, lo que causa una
transicion de un electrén de su estado base a un estado energético denominado estado excitado. El
fundamento consiste en la medicion de la intensidad del color o de la radiacion absorbida a una
longitud de onda especifica que se compara con otras soluciones de concentracién conocidas, las
cuales se conocen como soluciones estandar, y contienen la misma especie absorbente (Duque,
2017).
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Figura 5. Esquema de funcionamiento del espectrofotometro UV-visible.
Fuente: Duque, 2017.

Uso de las nanoparticulas.

Desde la antigiedad se ha empleado la plata como un agente para el tratamiento de
enfermedades, incluso desde antes del desarrollo de los antibidticos era conocida su actividad
antiséptica en el tratamiento de heridas y quemaduras. La potente accion antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas, su baja toxicidad para las células y la posibilidad de
crear una nueva generacion de antibidticos, convierten a las nanoparticulas de plata en una
alternativa que contribuye a superar la resistencia a antibiéticos (Fernandez, 2017).

Las nanoparticulas de plata destacan por su versatilidad y potencial para poder ser aplicadas
en optoelectronica, catalisis y procesos de remediacion ambiental. Para las aplicaciones
biomédicas, se saca provecho de sus propiedades eléctricas, dpticas, estructurales y mecanicas. De
la familia de las nanoparticulas metalicas, las de mayor interés son las de plata, por su alta actividad
antimicrobiana (Sanchez, 2017).

En los siglos XVII y XVIII se usaba el nitrato de plata como tratamiento de Ulceras, y en
1960 se introduce su uso como tratamiento de quemaduras. Alrededor de 1940 se produce una
disminucion de su uso, sin embargo, la creciente resistencia bacteriana ha optado por una mejora
en la tecnologia aplicada en el uso de polimeros que ha implementado su uso nuevamente. La plata

se ha empleado por cientos de afios como agente antimicrobiano para el cuidado de heridas,
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prevenir o manejar infecciones en estado solido y recientemente en cremas o0 ungiientos. Segln

Cardoso (2016), algunas de las formulaciones con plata para uso externo segun el vademécum del

Reino Unido son:

Preparaciones

Usos

Acetato de plata, Borato de plata,
alantoinato de plata, Alantoinato de plata y
Zinc, Carbonato de plata, Cloruro de plata,
Cromato de plata, Glicerolato de plata,
loduro de plata colloidal, Lactato de plata,
Manganita de plata, Polimeros de nylon
con plata

Antiséptico (uso similar al nitrato de plata).

Mitrato de plata (12)

Frofilaxis de oftalmia gonococcica
neonatal (conjuntivitis necnatal) verrugas,
granulomas umbilicales, tejido de
sobregranulacion y cauterizacion.

Frotelna de plata
Plata coloidal

Antisepsia; gotas para los ojos y
membranas mucosas.

Sulfadiazina de plata (12:)

Profilaxis y tratamiento de heridas por
quemadura, su utilizacidn como un
adyuvante en el tratamiento de corto plazo
de las infecciones de dlceras en piernas y
llceras de decibito, y también comao
adjunto en la profilaxis de las infecciones en
sitios donantes de injertos de piel y en
abrasiones extensivas. Pravencién y
tratamiento de infecciones en quemaduras
severas

Tratamiento ocular de infecciones por
Aspergillus

Figura 6. Lista de preparaciones con plata segiin la Farmacopea Britanica.

Fuente: Cardoso, 2016.

Mecanismo de accion antimicrobiano.

Se ha informado que las nanoparticulas de plata pueden llegar a dafiar las membranas

celulares y provocar asi cambios estructurales que aumentan la permeabilidad de las bacterias. Este

efecto se ve influenciado por la forma, el tamafio y la concentracion de las nanoparticulas. Se

confirma que la acumulacion de nanoparticulas en la célula de la membrana puede crear “huecos”

en la integridad de la bicapa, lo que predispone al incremento de la permeabilidad y causa la muerte

celular de la bacteria (Franci et al., 2015).

Se menciona en estudios que la actividad de las nanoparticulas de plata esta relacionada con

el tamafo de estas, por lo que las interacciones con las membranas y cualquier dafio resultante que
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conduzca a la muerte celular, es més notorio en casos donde el didmetro de las nanoparticulas es
menor y su potencial zeta positivo. Las fuerzas electrostaticas desarrolladas cuando las
nanoparticulas tienen un potencial zeta positivo logran encontrar bacterias con carga superficial
negativa, lo que promueve una interaccion y atraccion mas cercanas entre dos entidades y es posible
que penetre las membranas bacterianas (Franci et al., 2015).

Las nanoparticulas poseen mayor actividad antibacteriana que los iones libres de plata, por
lo que le atribuyen las propiedades antibacterianas tanto a las caracteristicas fisicas de las
nanoparticulas como a la elucion de los iones de plata. Es posible que el efecto combinado de la
actividad de las nanoparticulas y los iones libres favorezca una fuerte actividad antibacteriana de
amplio espectro (Franci et al., 2015).

Los iones de plata se unen a la proteina como al acido nucleico cargado negativamente, lo
que provoca cambios estructurales y deformaciones en la pared, en las membranas y en los acidos
nucleicos de la célula bacteriana. Los iones de plata interacttan con grupos funcionales como tioles,
hidroxilos, indoles, imidazoles y fosfatos, los cuales son donadores de electrones. Las
nanoparticulas de plata dafian las membranas, lo que induce la liberacion de especies reactivas de
oxigeno y se forman radicales libres con potente accion bactericida (Franci et al., 2015).

Las nanoparticulas de plata o los iones de plata tienen la capacidad de entrar con facilidad
al cuerpo microbiano y con esto dafar las estructuras intracelulares. La consecuencia de esto es la
desnaturalizacion de los ribosomas debido a la inhibicion de la sintesis de proteinas, asi como el
bloqueo de la traduccion y la transcripcion por medio de la union con el material genético de la
celula bacteriana (Franci et al., 2015).

Segin Bazén, Monjaras, Balderas y Molina (2020), se han descrito cuatro posibles
mecanismos de accidn bactericida de las nanoparticulas de plata, los cuales son:

e EI primer mecanismo es el cual los iones de plata inhiben las enzimas de la célula
bacteriana, en el citocromo b y en el citocromo d especificamente; entre el sitio de entrada
del sustrato en la cadena respiratoria y la flavoproteina, en las regiones NADH y succinato
deshidrogenasa, y la plata se une al aminoacido cisteina causando la muerte bacteriana.

e En el segundo mecanismo se produce una ruptura de la pared celular causada por la plata
i0nica, lo que inhibe el movimiento de la bacteria y el paso de nutrientes a esta, por lo que

causa su muerte.
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e El tercer mecanismo es la interaccion del ADN de la bacteria con la plata idnica, lo que
resulta en una mutacién de su ADN y produce la muerte celular.

e El cuarto mecanismo es la unién de la plata con los radicales libres que se forman por el
metabolismo aerdbico celular, y al acumularse los radicales libres dentro de la bacteria, se

rompe la membrana celular y la bacteria muere.
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Figura 7. Representacion de las respuestas celulares a los mecanismos de toxicidad inducidos por nanoparticulas de
plata.

Fuente: Franci et al., 2015.
Toxicidad.

La creciente prevalencia de las nanoparticulas de plata en productos para consumo
desencadena un desafio internacional por garantizar la seguridad de estas y comprender el
mecanismo de accidn antimicrobiano. Ciertos estudios han demostrado que los efectos sobre las
celulas y microbios se deben al bajo nivel de liberacion de los iones de plata de la nanoparticula
superficie; y a su vez la tasa de liberacion va en funcion del tamafio de las nanoparticulas, la
temperatura, la exposicién al oxigeno y la luz (Portillo, 2015).

Sin embargo, no se cuenta con gran cantidad de informacion sobre la toxicidad. El hecho

de que cuenten con pequefias dimensiones y propiedades especificas se pueden relacionar con un
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riesgo potencial para organismos mayores. Los nanomateriales que se encuentren en dimensiones
entre 50 y 70nm pueden llegar a penetrar las células y pulmones, asi como las que corresponden a
30nm podrian llegar hasta el cerebro (Portillo, 2015).

Se desconoce el mecanismo preciso de entrada, el lugar de bioacumulacién, el metabolismo
y la via de eliminacion, por lo que se han realizado estudios en ratones y ratas en los cuales se
expone que, independientemente de la via de exposicion y absorcion, logran acceder a circulacion
sanguinea, acumularse en macrofagos y distribuirse sisttmicamente, accediendo a 6rganos como
higado, rifion, piel, corazon, bazo e incluso cerebro. En humanos, las fuentes de exposicion de
nanoparticulas de plata son los alimentos, el aire y sustancias en contacto con la piel,
principalmente; asi que los efectos toxicos van a depender de la exposicion y de la via de entrada
(Coutifio, Avila y Arrollo, 2017).

La via de exposicion dérmica causa controversia. A pesar de que el estrato de la capa cornea
de la epidermis consiste en una barrera que limita la penetracion de particulas, los apésitos que
contienen derivados de nanoparticulas de plata permiten el contacto directo con la piel y se puede
presentar argiria (Coutifio, Avilay Arrollo, 2017). La argiria se define como cambios pigmentarios
que se producen por exposicion directa a sales de plata o a la proteina coloidal del metal por fuentes
industriales 0 médicas. Se caracteriza por manchas color gris-azulado en piel, mucosas y la forma
sistémica cualquier 6rgano. Debe haber una exposicion total de 6g por via oral 0 6.3g por via
intravenosa (Arenas, 2019).

Se cita que la concentracion toxica de la plata metalica es de 1 a 10mg/L, pero se indican
administraciones en forma de nanoparticulas con concentraciones entre 10 y 100mg/L sin presentar
efectos toxicos. El uso en forma de nanoparticulas tiene como ventaja que se puede administrar
una concentracién mayor por dosis. La toxicidad intrinseca es menor si son de mayor tamafio, ya
que penetran menos en el organismo. Al estar mas compactas es menor el area superficial que
presentan para interaccionar, asi como una forma esférica hace que sean menos reactivas al
presentar menos caras y deben ser insolubles (Gonzalez, 2018).

Los indicadores toxicoldgicos de las nanoparticulas de plata se clasifican segun la
exposicion que sufra el organismo. La exposicidn aguda se caracteriza por presentar en un periodo
corto a dosis altas, lo que puede causar la muerte 0 una incapacidad grave. La exposicion
subcrénica se presenta al estar en contacto con un xenobiotico en varias ocasiones a lo largo de su

vida (alrededor de un 10%), y en la exposicion cronica se presentan efectos adversos como



42

resultado de dosis repetidas de la sustancia quimica o por contacto la mayor parte de la vida
(generalmente un 50%) (Torres, 2017).

A pesar de la toxicidad que presenta la plata, se puede encontrar en la dieta diaria entre 0.4
a 27ug/dia, y el ser humano en condiciones normales presenta de 1 a 5mg de plata en el cuerpo. El
efecto bactericida de la plata es superior al efecto citotoxico, el dafio que produce a nivel celular es
menor al que ocasiona en las bacterias, ya que las células humanas presentan un nicleo que protege
el ADN de la accién de la plata y enzimas como la catalasa y la superéxido dismutasa, que

neutralizan las especies reactivas de oxigeno (Gonzélez, 2018).
Quimica Verde

Ainicios de los afios setenta se comenz0 a asociar la palabra verde con el ambiente, creando
un antecedente de filosofia ambiental, el cual llegd a cuestionar si habia posibilidad de que la
quimica fuera verde, ya que se asocia quimica con toxicidad, contaminacion y riesgo; por otro lado,
se cree que sera la ciencia que pueda llegar a resolver la crisis ambiental. Previo al concepto de
quimica verde se valoraba como el éxito de una reaccion o proceso, usando casi exclusivamente el
concepto de rendimiento (Sierra et al., 2014).

El término de “quimica verde” esta relacionado con el disefio de procesos y productos
quimicos que vayan a reducir o eliminar el uso y la creacién de sustancias peligrosas. EI concepto
fue introducido por Paul Anastas junto a John Warner, los cuales, en su libro titulado Green
Chemistry: Theory and Practice en 1998, postulan los doce principios de la quimica verde, los
cuales son criterios que buscan valor a una reaccion, proceso o producto quimico con el medio
ambiente Sierra et al., 2014).

Los doce principios de la quimica verde, segun Mascarell y Vilches (2016), son los
siguientes:

e Evitar los residuos como insumos no empleados o fluidos reactivos gastados.

e Maximizar la incorporacion de todos los materiales del proceso en el producto terminado.
e Usar y generar sustancias que tengan poca o nula toxicidad.

e Preservar la eficacia funcional mientras hay reduccion de la toxicidad.

e Minimizar las sustancias auxiliares como solventes y agentes de separacion.

e Minimizar los insumos de energia.

o Preferir el uso de materiales que sean renovables frente a los que no lo son.
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e Evitar las derivaciones innecesarias como grupos de blogqueo, pasos de proteccion y
desproteccion.

e Preferir el uso de reactivos cataliticos en vez de reactivos estequiométricos.

e Disefiar productos que se descompongan de manera natural después de su uso.

e Vigilar y controlar todo el proceso para evitar la formacion de sustancias peligrosas.

e Seleccionar procesos Yy sustancias con el fin de minimizar el potencial de siniestralidad.
Importancia ambiental.

La sustentabilidad de la civilizacion se encuentra en dependencia del hecho de si se pueden
suministrar fuentes de energia, alimentos y productos quimicos en el incremento poblacional, que
no comprometan la salud a largo plazo. Por lo que el desarrollo de nuevas herramientas que logren
este objetivo es un reto cientifico, tecnoldgico y social (Doria, 2009).

La quimica verde se centra en el uso de la quimica para prevenir la contaminacion por
medio del disefio de productos y procesos quimicos que resulten benignos para el ambiente, la cual
ha crecido de manera sustancial desde su aparicion a principios de los afios 90. Se parte del
principio de disefiar productos nuevos que resulten utiles y viables para su comercio, pero que a su
vez la toxicidad que representen sea minima; o del disefio de pasos sintéticos alternativos para
productos preexistentes, los cuales no requieran de solventes ni generen productos téxicos
(Varsavsky, 2002).

Aplicaciones.

El gran desafio que presenta la quimica es la mejora en procesos que reduzcan el consumo
de energia y la generacion de diéxido de carbono, asi como la emision de metales toxicos a la
atmosfera. EI impulso de la quimica verde se debe al conocimiento progresivo de la toxicidad de
las sustancias y de los efectos que tienen estas sobre en medio ambiente. A pesar de que la quimica
verde se encuentra en una etapa inicial de descubrimiento y aplicacion a nivel industrial, se
encuentran iniciativas de investigacion y desarrollo, donde la estrategia empresarial es aplicar y
desarrollar productos que sean ambientalmente seguros (Velazquez, 2016).

Mas del 50% de los materiales que se usan en los procesos farmacéuticos son solventes
organicos, de los cuales la mayoria son incinerados como método para su disposicion final, lo que
causa un impacto ambiental y econdmico. Por otro lado, el desarrollo de nuevos medicamentos y

la sintesis de moléculas bioactivas implican procesos muy costosos, asi que la industria
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farmacéutica necesita de rutas de sintesis eco amigables con el fin de seguir cumpliendo con la
demanda econdmica, las especificaciones del producto, reducir el tiempo de produccion y

disminuir la cantidad de residuos peligrosos (Pajaro y Olivero, 2011).
Compuestos Fitoquimicos

Desde tiempos remotos, las plantas medicinales han representado un recurso de gran
importancia, con el proposito de cubrir las necesidades terapéuticas. Las propiedades curativas que
se le atribuyen a las plantas se deben a la presencia de un principio activo, el cual se encarga de
producir el efecto fisioldgico. A pesar del avance en la medicina moderna, las plantas medicinales
no han perdido su importancia, por el contrario, se han aprovechado de manera mas compleja como
materia para los medicamentos modernos (Blas, 2017).

Se considera que, en el mundo, la vegetacion contempla medio millén de especies. Se ha
reconocido recientemente que la region occidental es la que posee la mayor biodiversidad y
complejidad de estas.

La disciplina que se encarga del estudio de las materias primas y de las sustancias con fines
terapéuticos cuyo origen es bioldgico es la Farmacognosia. Con esta disciplina se logra definir la
identidad de la planta, donde se describe su morfologia, anatomia, origen, forma de produccion y
composicion quimica (Enriquez y Prieto, 2007).

La farmacognosia se dedica a estudiar los fitomedicamentos. Este término se introdujo por
primera vez en 1815, por Seydler. El término esta compuesto por dos palabras: “pharmakon”, cuyo
significado es droga, y “gnosis”, que tiene referencia con conocimiento. El estudio
farmacognostico se constituye de una serie de procesos, los cuales permiten la descripcion
boténica, asi como la clasificacion taxondémica de las plantas, que tiene como principal utilidad la
identificacion de la actividad farmacoldgica para su uso en la farmacologia (Cedefio y Ganchozo,
2018).

Los componentes de una planta se pueden subdividir en dos grandes grupos: los metabolitos
primarios y los metabolitos secundarios o productos naturales. Los primarios corresponden a
carbohidratos, lipidos, proteinas y &cidos nucleicos, los cuales se encuentran distribuidos de manera
universal y participan en la actividad celular de todo ser vivo. Los metabolitos secundarios, por su
parte, comprenden los principios activos, los cuales son compuestos quimicos con una estructura
relativamente compleja, su distribucion es mas restringida y su predominio se da en fuentes

boténicas (Enriquez y Prieto, 2007).
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Se considera que los metabolitos secundarios son “articulos de lujo” en las plantas, ya que
no se consideran indispensables, debido a que ain no se conoce que intervengan en alguna funcién
metabolica. Sin embargo, su aislamiento y conocimiento estructural han permitido el disefio de
reacciones que produzcan derivados semisintéticos con gran utilidad terapéutica (Enriquez y
Prieto, 2007).

Nephelium lappaceum.

El rambutan es una fruta exdtica que proviene del continente asiatico. Debido a su escasa
produccién no tiene alta comercializacion, pero segun estudios realizados, posee un potencial
nutritivo y contenido sustancial para avances cientificos medicinales. Nephelium lappaceum es
originario del archipiélago malasio, y se cultiva en climas tropicales como los predominantes en
Latinoamérica y el Caribe, por ser zonas humedas (Cedefio y Ganchozo, 2018).

El rambutan se describe como una fruta tropical con un sabor dulce agradable al paladar.
Se caracteriza por tener un aspecto de erizo con coloracion variable entre amarillo hasta rojo, el
cual se consume en su forma fresca. El fruto proviene de un arbol perenne y con ciclo corto. Dentro
de los nombres comunes de como se le conoce al Nephelium lappaceum alrededor del mundo se
encuentra el rambutan, achotillo o mamon chino (Cedefio y Ganchozo, 2018).

El arbol de rambutan tiene una altura promedio entre 10y 12 metros. Los frutos que produce
son del género hembra durante la etapa adulta, la cual se da a partir de los cuatro afios en adelante.
Las hojas son alternas y pinnadas, cuyas flores son pequefias, de 2 a 3mm con coloracién rosada,
blanca o verdosa, de los cuales brotan racimos de 10 a 20 frutos caracteristicos (Cedefio y
Ganchozo, 2018).
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Figura 8. Arbol de Nephelium lappaceum.
Fuente: Cedefio y Ganchozo, 2018.

Figura 9. Fruto de Nephelium lappaceum.
Fuente: Cedefio y Ganchozo, 2018.

El fruto posee espinas suaves en la cascara cuyo color es marrén rojizo con una pulpa
blanquecina translucida, tiene similitud con la consistencia de la uva y una semilla color café con
un tamarfio de 1 a 2 cm que no se consume. Es posible su desarrollo hasta los 1200 metros sobre el
nivel de mar; sin embargo, la altura 6ptima para su crecimiento es entre 300 y 600 msnm. La

humedad relativa debe ser mayor al 80%, una temperatura promedio de 25 a 32°C. Los suelos
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adecuados para su desarrollo son los profundos, areno-limosos, francos con tendencia acida y muy
ricos en materia organica (Cedefio y Ganchozo, 2018).

Clasificacion taxondémica.

Reino Plantae
Divisidn Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Nephelium
Especie lappaceum

Figura 10. Clasificacion taxonémica de Nephelium lappaceum.

Fuente: Farias y Olaya, 2018.

En Costa Rica, el desarrollo de rambutan ha sido bueno debido al clima tropical himedo
similar a su sitio de origen. Una de las areas mas sembradas es el canton de Corredores, donde se
da una distribucion de las lluvias, que no muestran cuatro meses secos con precipitaciones que no
superan los 10 mm mensuales, lo que contribuye a una buena floracion y que se dé una buena

cosecha (Ministerio de Agricultura 'y Ganaderia, 2007).
Actividad farmacoldgica.

El rambutan tiene una composicién nutritiva y nutricional, representada por una
composicion de minerales y vitaminas. Dentro de los nutrientes que se presentan estan la vitamina
A, B1, B2 y B3, ademas de calcio, hierro, sodio y potasio, cuya accion favorece la eliminacién de
radicales libres por sus propiedades antioxidantes, antisépticas, antiviricas, tener efecto calmante y
mejorar el sistema nervioso (Cedefio y Ganchozo, 2018).

De manera tradicional, se suele emplear la pulpa para el tratamiento de la fiebre; por su
parte, la fruta es empleada para aliviar la disenteria, la dispepsia y la diarrea. Las hojas se han
empleado como cataplasma para el alivio del dolor de cabeza o en caso de migrafia, asi como para
el cuidado del cabello. La decoccion de la corteza es utilizada para el tratamiento de la candidiasis
bucal (Macias, 2019).



48

La céscara del rambutdn es considerada una fuente potencial de antioxidantes debido
principalmente a los compuestos polifendlicos como la geranina, corilagina y &cido elégico. Estos
poseen gran variedad de propiedades bioldgicas, incluyendo actividad antioxidante,
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigenas y anti-hiperglucémicas (Palomino y Salazar,
2020).

paReyd

Creranina Cornilagna

Acido elagico|

Figura 11. Estructuras quimicas de los principales compuestos en la cascara de rambutan.
Fuente: Hernandez et al., 2019.

A su vez, son empleados los desechos del rambutan para la sintesis de nanocristales de
Oxido de zinc y niquel, con el fin de probarlos contra bacterias como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, con la finalidad de conocer su actividad antibacteriana. La industria
cosmética busca innovar en el desarrollo de nuevas formulaciones para poder reemplazar las
materias primas de origen sintético, con el fin de aprovechar las grasas provenientes de las semillas
de rambutan y transformarlas en material ecolégico sostenible, particularmente en productos para
la higiene personal como cremas, champu o jabones (Farias y Olaya, 2018).

Se ha informado que la cascara de rambutan es una fuente potencial de antioxidantes en los
productos alimenticios, farmaceuticos y cosméticos, y esto se debe al contenido de compuestos
bioactivos y la capacidad no toxica para las celulas normales. A diferencia de la pupay la semilla,

la cascara de rambutan posee mayor proporcién de antioxidantes, debido a sus compuestos
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polifendlicos (geranina, corilagina y &cido eldgico), que son conocidos por sus actividades
biologicas (Hernandez et al., 2019).

Zingiber officinale.

El jengibre (Zingiber officinale Roscoe) es una planta medicinal originaria de las zonas
tropicales del sureste de Asia. Se puede encontrar en zonas tropicales de Africa, Australia, India
occidental, Nigeria, Indonesia, Jamaica, México, Brasil, Ecuador y Perd. Es una hierba perenne
que puede llegar a medir un metro de altura, con rizomas horizontales gruesos y tuberosos, los
cuales son muy aromaticos, con sabor picante y de coloracion amarillo-verdoso. Sus hojas son
alternas, sésiles, envainadas de color verde pélido, lanceoladas, de 15 a 30 cm de longitudy 2 a 3
cm de ancho (Vera, 2018).

Las flores son asimétricas, sus inflorescencias apretadas, basales en el extremo de cortos
escapos, presentan una coloracion verdosa y manchas purpuras en espigas radicales de 7 cm de
largo. Poseen pedunculos de 30 cm de largo, un céliz tubuloso y una corola con color amarillo
anaranjado. Aunque rara vez fructifica, posee una forma capsular. Su reproduccion se da mediante
fragmentos que son obtenidos de los rizomas de 2 a 5 cm que contengan una yema (Vera, 2018).
Los suelos Gptimos para su siembra deben estar bien drenados y ligeros, no deben ser arcillosos;
se requiere que tengan gran cantidad de materia organica (Morcillo y Pefiafiel, 2017).

Es un tubérculo cuya forma es de mano articulada, lo cual le otorga el nombre de rizoma,
por lo que esta parte se considera la mas importante de la planta; ademas de que contiene almiddn,
fosforo, hierro y acido ascorbico en cantidades apreciables.

El jengibre posee una reproduccion asexual, por lo que no hay gran cantidad de variedades.
Se conoce la existencia de dos clases, el jengibre comun, o cientificamente conocido como Zingiber
officinale, y el jengibre silvestre o Zingiber serumber, cuya caracteristica es ser mas amargo y
oscuro que el comdn, y se puede encontrar en el Sudeste de Asiay en la India (Morcillo y Pefiafiel,
2017).

El rizoma contiene el aceite esencial, el cual estd compuesto por monoterpenos como
canfeno, neral, citronelol, 1,8-cineol, B-felandreno, alcanfor, geranial, borneol y linalol; asi como
por sesquiterpenos, los cuales son los responsables del aroma, como zingibereno, zingiberol, -
eudesmol, a-curcumeno, [-bisaboleno, (EE)-a-farneseno, elemol, p-sesquifelandreno vy

furanogermenona. Los compuestos no volatiles como gingeroles y shogaoles, los cuales son



50

componentes de las oleorresinas, son los que le otorgan propiedades picantes a la droga (Morcillo
y Pefiafiel, 2017).

Figura 12. Morfologia de la planta de Zingiber officinale.
Fuente: Vera, 2018.

Figura 13. Rizoma de Zingiber officinale.
Fuente: Siedentopp, 2008.
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Clasificacion taxondmica.

A continuacion, se presenta la clasificacion taxondémica del Zingiber officinale.
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae
Subfamilia: Zingiberoideae
Tribu: Zingibereae
Género: Zingiber
Especie: Zingiber officinale R

Figura 14. Clasificacion taxonémica de Zingiber officinale.
Fuente: Vera, 2018.

En Costa Rica, el cultivo de jengibre es conocido principalmente en la Zona Norte, aunque
a partir del 2004 se inici6 la siembra en areas pequefias de la Region Brunca. Para el afio 2006 se
empezo con el cultivo en mayor volumen en el cantdén de Pérez Zeledon, en la provincia de San
José, y en Buenos Aires, en la provincia de Puntarenas. Al ser de origen tropical, se logra adaptar
a temperaturas de entre 25y 30°C, con precipitaciones anuales que alcancen un minimo de 2000 a
4000nm (Morales, 2007).

Actividad farmacoldgica.

La importancia nutricional de la planta se debe a su amplio espectro de aceites esenciales
(entre 2,5-3%) y las sustancias picantes no volatiles. Los componentes principales de las sustancias
picantes son los gingeroles en un 25%. La sefial de frescura y calidad se debe al alto contenido de
gingeroles, los cuales, por su estructura quimica y accion, tienen semejanza con el &cido
acetilsalicilico, presentando un efecto analgésico (Siedentopp, 2008).

Junto a los gingeroles, los shogaoles son las sustancias picantes que, incluso durante la
coccion experimentada, presentan poca evaporacion. Estimulan la secrecion de jugos gastricos y
del flujo de saliva, esto porque estimulan los receptores térmicos del estbmago, generando una

sensacion ardiente. Los componentes de los aceites esenciales son los sesquiterpenos, como el
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alfafarneseno y curcumeno. El aroma distintivo se debe a la mezcla de isébmeros cis y trans del
betaeudesmol y a los alcoholes sesquiterpenicos zingiberol y betasesquifelandrol (Siedentopp,
2008).

HO gingerols

OCH, (n=0,2,3,4.57.9

H, CH CH 0
\ CH,

n

HO shogaols

Zinglberene OCH, n=4,5,79,10

Figura 15. Estructura quimica de gingeroles, zingibereno y shogaoles.
Fuente: Bergesio y Ligorria, 2016.

Los gingeroles son antioxidantes, e inhiben la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, lo que le
atribuye propiedades antiinflamatorias. Ademas, algunos de los componentes de la oleorresina de
jengibre han logrado mostrar un potente efecto inhibidor de la sintesis de prostaglandinas, asi como
una inhibicién de la sintesis de prostaglandinas (Bergesio y Ligorria, 2016).

Dentro de los principales fitoquimicos que se han encontrado gingeroles, shogaoles, diaril-
heptanoides, mono-terpenoides y compuestos fenolicos que presentan propiedades antioxidantes.
Estos compuestos volatiles son los que le atribuyen el aroma caracteristico y el sabor al jengibre.
Los gingeroles son cetoalcoholes que se diferencian por la longitud de sus cadenas alquilo no
ramificados, los cuales se identificaron como los principales componentes activos en el rizoma
fresco. Asi como los shogaoles, los cuales representan la forma deshidratada de los gingeroles, son
los constituyentes picantes que predominan en el jengibre seco (Blas, 2017).

El rizoma es la parte que se emplea de manera tradicional, porque es la que presenta
propiedades carminativas, antiulcerosa, colagoga, de proteccion hepatica, antiespasmadica,
antitusiva, laxante y expectorante. Ademaés, se ha logrado demostrar que tiene propiedad

cardioprotectora, antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana y anticancerigena. Los efectos
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antitumorales y antiproliferativos se deben a dos componentes picantes, el 6-gingerol y el 6-paradol
(Blas, 2017).

Se ha descrito actividad antimicrobiana en ensayos experimentales para los extractos de
rizoma. El extracto etandlico ha demostrado tener actividad frente E. coli y Salmonella typhi con
una concentracion de 1000mg/mL, presentando halos de inhibicion de 9mm. Por otro lado, se ha
demostrado inhibicion a una concentracion de 25ug/mL frente Staphylococcus aureus. La potencia
antimicrobiana se debe principalmente a la presencia de terpenos monooxigenados, sesquiterpenos
y compuestos fendlicos como shogaol y gingerol (Navarro, 2017).

En estudios cientificos que se han realizado, se documenta informacion sobre el uso de
jengibre para tratar las nduseas y vomitos durante el primer trimestre de gestacién. Su uso es eficaz
y seguro cuando se emplea en las dosis recomendadas. Segun el Instituto Nacional para la Salud y
la Excelencia Clinica de Reino Unido, el jengibre es considerado como una terapia aceptable para
el tratamiento de las nauseas y vomitos durante el embarazo (Garcia, 2016).

Se debe tener precaucion en su uso para pacientes que tengan tratamiento con
anticoagulantes orales o antiagregantes plaquetarios, ya que la administracion de preparados a base
de jengibre podria representar un incremento en el riesgo de hemorragias. Es importante que
realicen la consulta con su médico. Las personas que presentan calculos biliares deben realizar la
consulta médica antes de ingerir algin producto preparado con jengibre. Se contraindica el uso en

pacientes que presentan Ulceras pépticas (Condor, 2014).
Bacterias

Las bacterias mas antiguas se registran gracias a la evidencia de restos fosiles, que se
remontan a hace 3500 millones de afios. Durante la evolucion de la Tierra, las bacterias no fueron
la excepcion a sufrir cambios y adaptaciones que requerian las nuevas condiciones del planeta.
Gran cantidad de esos cambios se mantienen hoy dia, lo que genera hipétesis sobre las razones que
pudieron dar origen a estos. Se encuentra la presencia de una doble membrana en algunas bacterias,
mencionando una caracteristica predominante, la cual ha sido util para la clasificacion de las
bacterias y ha generado interés sobre su formacion (Castillo, 2016).

Las células con vida independiente son las bacterias, las cuales se encuentran entre 0-1 a
10um. Poseen una membrana citoplasmatica que se encuentra rodeada por una pared celular; el
peptidoglucano es el polimero que hace que la pared sea rigida. Las bacterias no poseen ndcleo,

pero tienen los elementos quimicos para los &cidos nucleicos y la sintesis de proteinas. Su
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citoplasma contiene Unicamente ribosomas y un solo cromosoma de DNA de doble hebra. Los
requisitos nutricionales son variados, aunque casi todas viven de manera libre si cuentan con una
fuente de energia adecuada (Ryan y Ray, 2017).

La reproduccion de las bacterias se da mediante fision binaria, siendo un proceso de division
celular que da como resultado dos células hijas de igual tamafio y la replicacién del ADN, donde
cada célula hija tendré el mismo genoma (Hernandez, 2017). Las bacterias se presentan en tres
formas basicas: esféricas o cocos, alargadas o bacilos y curvadas o espirilos. Para determinar la
forma de las bacterias, el factor de mayor importancia es la rigidez de la pared celular (Vargas y
Kuno, 2014).

Clasificacion segun tincion de Gram.

En la década de 1880, se desarrolld la técnica de tincion, la cual observaba las bacterias en
tejido pulmonar en pacientes que morian a causa de la neumonia, por parte del médico Hans
Christian Gram. Con la tincion de Gram se logra diferenciar las bacterias Gram positivas a las que
presentan una retencion de tincién azul-violeta, y las reconocidas como Gram negativas a las que
se decoloran y luego se tifien con safranina. Esta variacion de tinciones se debe a la estructura que
presentan las paredes celulares de ambos tipos de bacterias (Rodriguez y Arenas, 2018).

Es de gran utilidad para la microbiologia clinica, ya que se parte de muestras clinicas
directas que provienen de sitios estériles, y se logra conocer las caracteristicas de la muestra y
lograr realizar una diferencia entre los potenciales microorganismos que puedan ser causantes de
la infeccion. Los principios de la tincion de Gram se basan en las caracteristicas de la pared celular,

ya que le da propiedades determinantes a cada bacteria en especifico (Lopez et al., 2014).

Color con la tincion de Gram Vicleta Rojo
Pared celular Gruesa Delgada
Presencia de lipopolisacaridos Ausente Presente

en pared celular

Presencia de acidos Presente Ausente
ipoteicoicos y teicoicos

en pared celular

Figura 16. Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Fuente: Rodriguez y Arenas, 2018.



Tabla 1.

Clasificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas
Bacillus Haemophilus Enterobacter
Listeria Klebsiella Salmonella
Staphylococcus Legionella Pasteurella
Streptococcus Pseudomonas Bordetella
Enterococcus Escherichia coli Riemerella
Clostridium Proteus

Fuente: Elaboracion propia, 2021, con base en Mora, 2012.

Tabla 2.

Antibidticos eficaces contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Antibiéticos contra Gram positivos

Antibioticos contra Gram negativos

Penicilinas, amoxicilina, ampicilina, cefalosporinas

Neomicina, gentamicina, estreptomicina

Bacitracina

Enrofloxacina

Enrofloxacina

Sulfamidas

Sulfamidas

Tetraciclinas

Tetraciclinas

Colistina

Fuente: Elaboracion propia, con base en Mora, 2012,

Clasificacion segun morfologia.

Segun Vargas y Kuno (2014), las bacterias, al ser vistas al microscopio, se presentan en las

siguientes formas:

e Cocos: presentan forma esférica y se agrupan de forma homogénea. Pueden tomar formar

dependiendo de la tendencia que tienen las células por mantenerse unidas luego de la

division. Se pueden agrupar en diplococos, tétradas, sarcinas y estreptococos.

e Bacilos: se agrupan de forma heterogénea por la variedad de subtipos morfoldgicos que
pueden ser cilindricos, en bastones largos y delgados, pequefios y gruesos, ser afilados,
rectos o redondeados. Se pueden presentar en varias formas segln su tendencia a tener

células hijas para mantenerse unidas en agrupaciones como diplobacilos, estreptobacilos,

empalizado y formas filamentosas.
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e Egspirilos: se presentan con una 0 mas curvaturas y otras pueden tener hélices. Se

encuentran dentro de este grupo los vibriones, espirilos y espiroquetas.
Concentracion Minima Inhibitoria

El uso de medicamentos a dosis subterapéuticas 0 mayores a las requeridas representa un
desafio a nivel hospitalario, ya que, al prescribirlos, en la mayoria de las ocasiones no se cuenta los
parametros relacionados o la funcion renal del paciente. Estas caracteristicas son determinantes
para que el tratamiento sea viable y se pueda garantizar que las concentraciones que alcanza el
farmaco son las idoneas para cumplir su accion farmacolégica, lo que evitaria la disminucion de
opciones terapéuticas, aumentos de toxicidad y el incremento de la resistencia bacteriana
(Martinez, Pacheco y Rada, 2013).

Se evalla la actividad in vitro de los antimicrobianos por medio de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), la cual se define como la minima concentracion de un antimicrobiano
en pug/mL que es capaz de inhibir el crecimiento visible de un microorganismo luego de 24 horas
de incubacion a 37°C. Se establece a la CMI como “gold Standard” en comparacion con otros
métodos que puedan evaluar la susceptibilidad antimicrobiana, porque ademas de confirmar las
resistencias inusuales, brinda respuestas definitivas cuando se tiene otro resultado por otros
métodos con menor determinacién (Horna et al., 2005).

Se interpreta la sensibilidad para cada antibi6tico analizado por medio de tres resultados,
“sensible” cuando se inhibe el crecimiento microbiano con la concentracion sérica del farmaco con
la dosis habitual; “sensibilidad intermedia” representa una inhibicion del crecimiento usando la
dosis maxima recomendada, y “resistente” significa que el microorganismo es resistente a los

niveles séricos que alcanza normalmente el medicamento (IDEXX Laboratories, 2018).
Ensayos de sensibilidad en extractos.

Se encuentran diversos métodos de laboratorio que se emplean in vitro para determinar la
susceptibilidad de los organismos a los agentes antimicrobianos; sin embargo, las sensibilidades
son diferentes o0 no se basan en los mismos principios, por lo que el resultado que se va a obtener
se ve influenciado directamente por el método que se elija, los microorganismos empleados y el

grado de solubilidad de cada compuesto que es evaluado (Navarro, 2017).
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Métodos de difusion.

La técnica se encuentra fundamentada en el método que fue descrito por Bauer y esté basada
en larelacion que hay entre la concentracion de la sustancia que es analizada, y el halo de inhibicion
de crecimiento que se da en la superficie de una placa de agar. Esta placa se encuentra en un
reservorio, el cual contiene el extracto de la planta que se va a estudiar y se pone en contacto con
el medio inoculado; posteriormente, se incuba y se mide el diametro del halo de inhibicion que se
logra ver alrededor de los reservorios. Los medios mas empleados en esta técnica son el agar
Mueller Hinton y agar tripticasa soya, porque sus componentes favorecen el crecimiento de algunas
cepas bacterianas (Navarro, 2017).

Este método tiene como ventaja ser cualitativo, lo que representa mayor facilidad de
estandarizacion, y se indica en casos de microorganismos no exigentes de crecimiento rapido. Se
parte de una muestra a la cual se le desea realizar un cultivo para iniciar el estudio de sensibilidad
antimicrobiana. En si, el fundamento se basa en el depdsito, en la superficie de una placa de agar
Mueller Hinton la cual estd inoculada con el microorganismo, de discos de papel de filtro
impregnados con el agente antimicrobiano, los cuales se colocan en la superficie hUmeda del agar
infundiéndolo en el agar, formando un gradiente de concentracion. Al cabo de 18 a 24 horas de
incubacion, puede haber una zona de inhibicion de crecimiento bacteriano alrededor de los discos
(Taroco, Seija y Vignoli, 2006).

Para estandarizar la densidad del indculo, se emplea una suspensién de sulfato de bario
como un estandar de turbidez, el cual corresponde a un 0.5 del nefelometro de Mc Farkand.
Preparado el patron de turbidez se distribuyen en tubos de ensayo (aproximadamente 5mL por
tubo) y se almacenan a temperatura ambiente, protegidos de la luz. Esta turbidez representa
1.5x108UFC/mL.

Segun Taroco, Sejia'y Vignoli (2006), para preparar el indculo se puede realizar por medio
de dos formas, las cuales son:

e Meétodo del medio de cultivo liquido o de Kirby-Bauer: se tocan cuatro o cinco colonias
aisladas de igual morfologia con un asa bacteriologica, se inocula en 4 a 5mL de caldo
apropiado. Los cultivos de caldo se incuban a 35°C hasta que aparezca una turbidez
ligeramente visible (entre dos a cinco horas). La turbidez se ajusta con suero fisiologico

estéril o caldo para lograr una turbidez que se pueda comparar visualmente con un estandar
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preparado previamente (llamado 0.5 de Mc Farland). Este método se recomienda en casos

de cultivos que tienen mas de 24 horas de incubacion.

Método de suspensidn directa de colonias o Kirby-Bauer modificado: se coloca 4-5mL de

suero fisiolégico estéril en un tubo de ensayo. Se toma con un asa bacterioldgica tres o

cuatro colonias similares en morfologia y se suspenden en el tubo hasta alcanzar la

turbidez comparable con la solucién de Mc Farland 0.5. Preparado el inoculo bacteriano

con la cepa en andlisis, se siguen los siguientes pasos:

1.

Se introduce el hisopo estéril al indculo bacteriano preparado. Antes de retirarlo, se
escurre sobre las paredes del tubo con el fin de retirar el exceso de liquido de este.
Se siembra la placa de Mueller Hinton para obtener un crecimiento confluente. Para
esto se usa el hisopo, para estriar de forma paralela y compacta, de forma que se
abarque toda la superficie. Se repite el proceso rotando la placa 60° dos veces mas.
Se extrema el cuidado de sembrar las placas de borde a borde, ya que de lo contrario
puede haber dificultad para hacer las lecturas.

Se deja secar de tres a cinco minutos antes de colocar los discos.

Los discos se colocan con un dispensador o pinza estéril. Al estar en el agar, se
presionan los discos levemente para que se adhieran. Deben estar a mas de 15mm
del borde de la placa y estar distribuidos de forma gque no se sobrepongan los halos
de inhibicion.

Ya colocados los discos, se incuban las placas a 35-37°C en grupos de no méas de
cinco placas por 18h. Las placas se deben colocar de forma invertida para que la
condensacion del agua no caiga encima del agar, lo que podria ocasionar un cambio

en las condiciones del medio e invalidaria la lectura de los halos.



59

Figura 17. Antibiograma efectuado con el método de Kirby-Bauer.
Fuente: Cona, 2002.

Método de dilucién en agar.

La dilucion en agar es el método cualitativo establecido para determinar la sensibilidad a
los antimicrobianos. Se incorpora el antimicrobiano dentro del medio con agar, de manera que cada
placa tenga una concentracion de extracto distinto para evaluar. Asi se examina si el
microorganismo presenta crecimiento o no en la placa. Sin embargo, una desventaja del método es
la cantidad de muestra necesaria para el analisis (Navarro, 2017).

En esta técnica se preparan los tubos con una concentracion definida del antimicrobiano y
se le adiciona a cada tubo una cantidad que es conocida de agar Mueller Hinton, el tubo se
homogeniza y se vierte en la placa de Petri vacia, con lo que se logra obtener una placa de agar
Mueller Hinton con el antimicrobiano diluido a una concentracion conocida. Se inicia,
generalmente, con una concentracion de 129ug/mL, y se realizan diluciones dobles hasta lograr un

gradiente decreciente de la concentracion de antimicrobiano (Herrera, 1999).
Macrodilucion en caldo.

En este método se emplean tubos de hemolisis estériles, en los cuales se preparan diluciones
sucesivas al medio del extracto en caldo. Para cada tubo se requiere un volumen minimo de 1mL.
La concentracion minima inhibitoria se logra determinar posterior a la incubacion, ya que es la
menor concentracion de extracto que es capaz de inhibir de manera completa el crecimiento
bacteriano en el tubo. El punto final se define a simple vista, por la falta de turbidez en el caldo
(Navarro, 2017).
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En los procedimientos iniciales se empleaban tubos de ensayo grandes con volimenes de

caldo de minimo 1mL. En la década de los 70, el método fue estandarizado por el Estudio

Cooperativo Internacional, y luego se publico un método estandar disefiado por el National

Commitee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS). Su fundamento se basa en exponer a las

cepas a diversas concentraciones de antimicrobianos, para observar si hay crecimiento bacteriano

y asi definir la CIM (Taroco, Seijay Vignoli, 2006).

Para su calculo, se va a partir de tubos sin crecimiento del organismo al cual se le analiza

su CMI, y de estos se parte a una escala doble de menor a mayor concentracion del agente

antimicrobiano. Segun Picazo (2001), se siguen los siguientes pasos para desarrollarlo:

1.
2.

Determinar la CMI la CMI y tomar los tubos sembrados.

Agitar los tubos sin crecimiento, ya sea usando Vortex u homogenizando con la
micropipeta o vaciando de 6 a 10 veces.

Depositar 100uL de cada tubo en el medio de cultivo y extenderlo con un sembrador. Asi
se diluye la concentracion del antimicrobiano vehiculado, neutralizando el efecto, lo que
favorece el recuento.

Incubar a una temperatura de 35°C y realizar lecturas a las 24, 48 y 72 horas.

Realizar el recuento de las colonias que han crecido en las placas en las cuales se sembré
el inoculo original.

Recontar las colonias que crecieron en los tubos sin crecimiento.

Para el control de calidad se emplean las mismas cepas que las que fueron referidas en la

técnica del céalculo de la concentracion minima inhibitoria por dilucion de caldo.
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Figura 18. Esquema sugerido para macrodilucién en caldo por NCCLS.
Fuente: Navarro, 2017.

Microdilucion en caldo.

Se emplean microplacas que contienen concentraciones en forma creciente del extracto
vegetal. EI microorganismo el cual se estd analizando es inoculado en diversos pozos de las
microplacas, y la concentracion minima inhibitoria se logra determinar posterior a la incubacion
(Navarro, 2017).

Para el método, asi como el criterio de control de calidad, se sigue el descrito en la
macrodilucién en caldo, a diferencia de que no se emplea el Vortex, y que una vez que se lee la
concentracion minima inhibitoria, se procede a homogenizar el contenido de los pocillos, ya sea
con agitador, micropipeta o manualmente, y se siembran 100uL de los pocillos donde no hubo
crecimiento (Picazo, 2001).

La prueba se realiza en una placa de poliestireno que contiene 96 celdillas
aproximadamente. La placa puede tener entre siete y ocho diluciones de 12 agentes antimicrobianos
diferentes. Una de las celdillas tiene como funcion ser el control positivo (caldo mas indculo) y
otra celdilla es el control negativo (solo caldo). Generalmente, cada pocillo tiene capacidad para
0.1mL. El caldo de Mueller Hinton es el medio recomendado para pruebas de susceptibilidad de
microorganismo que se aislan comunmente. El caldo debe contener el contenido apropiado de

cationes que son suministrados por el fabricante como Ca?* y Mg?* (Cavalieri et al., 2005).
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Figura 19. Placa de microdilucion de CIM.

Fuente: Cavalieri et al., 2005.

Resistencia Bacteriana

A partir de 1928, cuando se dio el descubrimiento de la penicilina por Fleming, inicié la
denominada época de los antibidticos. En décadas siguientes, se dio un crecimiento exponencial
en la creacion de nuevas clases de antibidticos. Sin embargo, en los ultimos afios el desarrollo de
nuevos antibidticos ha disminuido, por lo que ha surgido una impredecible resistencia por el
surgimiento de virus, bacterias, hongos y protozoarios con mecanismos de defensa que evaden la
accion destructiva de estos agentes (Fernandez et al., 2003).

La resistencia bacteriana representa un gran problema de salud mundial, el cual requiere
del mayor esfuerzo y atencion por parte de las instituciones gubernamentales que garanticen su
control. Este fendmeno implica, como consecuencia, el fracaso terapéutico de los antimicrobianos,
asi como el aumento de la morbimortalidad, ademéas de un incremento considerable en los costos
por atencion médica (Garcia, Castillo y Salazar, 2014).

La resistencia es un proceso natural que se conserva con la evolucién, por lo que un factor
que influye en la capacidad de adaptacion es el hecho de que las bacterias tienen acceso a un gran
grupo de genes que se movilizan por transferencia vertical y horizontal, y se van extendiendo en
las demas poblaciones bacterianas en elementos genéticos moviles como plasmidos y trasposones.
Se cuantifica la resistencia como la concentracion minima que se necesita para que se produzca el

efecto deseado (Acevedo, Severiche y Jaimes, 2015).
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La resistencia es el mecanismo por el cual el microorganismo es capaz de disminuir la

accion de los agentes antimicrobianos, donde una concentracion por debajo de la concentracion

minima inhibitoria clasifica a la bacteria como resistente, y valores intermedios representan una

sensibilidad moderada. Los terminos de resistencia y sensibilidad son relativos, van a depender del

valor de la localizacion de la infeccion, asi como la via de administracion y la dosis del antibiotico

que es empleado (Ferndndez et al., 2003).

Segun Cabrera, GOmez y Zufiga (2007), algunos factores que pueden contribuir con el

desarrollo de la resistencia bacteriana son:

Los centros hospitalarios tienen medidas ineficientes para el control de las infecciones.
La falta de campafias educativas para un uso correcto de los medicamentos, por
condiciones econémicas e ignorancia en prescripciones.

La severidad de las patologias, asi como el manejo de los pacientes cuando se encuentran
en unidad de cuidados intensivos.

La colonizacion previa de microorganismos resistentes.

Los procedimientos invasivos como dialisis o cateterizacion.

El uso de antibioticos en agricultura puede generar residuos en la carne de los animales, y
las bacterias resistentes llevan a una exposicion directa a los consumidores. Se pueden
encontrar organismos resistentes provenientes de los alimentos de origen vegetal por la
irrigacion con aguas residuales, o si se aplican antibidticos a los cultivos.

Se ha documentado la presencia de bacterias resistentes en nacimientos de agua.

El uso de elementos de limpieza ha incrementado con los afios, por lo que se le afiaden
sustancias antibacterianas, las cuales son semejantes en accion a los antibidticos y puede

Ilegar a acelerar la resistencia.
Mecanismos de resistencia.

Segun Calderony Aguilar (2016), la resistencia antimicrobiana se puede dar por mutaciones

cromosomales y el intercambio de material genético de otras bacterias o fagos (virus se desarrollan

y reproducen empleando bacterias), por medio de los mecanismos:

Transduccion: representa la transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano,
cuando un fago atemperado (el cual es genoma del virus que esta inserto en el ADN

bacteriano) durante la fase de ensamblaje encapsula este material. Se denomina
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transduccion generalizada si el fragmento de ADN que queda envuelto es completamente
bacteriano, pero si solo se encapsula una parte del genoma bacteriano conservando el
genoma viral, es transduccion especializada (Cabrera, Gomez y Zuiiiga, 2007).
Transformacion: se da la transferencia de genes desde el ADN desnudo de una bacteria
que previamente ha sido lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma (Cabrera,
Gbmez y Zuhiga, 2007).
Conjugacion: corresponde a la transferencia del material genético que se encuentra en
plasmidos de una bacteria a otra por medio de una hebra sexual; usualmente, estos
plasmidos presentan genes que le confieren resistencia a drogas, antisépticos y
desinfectantes (Cabrera, Gomez y Zufiga, 2007).
Transposicion: se da por el movimiento de una seccion del ADN (transposon), el cual
puede tener genes para la resistencia a diversos antibioticos y otros genes casete que se
encuentran unidos para la expresion de un promotor en particular (Cabrera, Gomez y
Zuhiga, 2007).

Segun Moreno, Gonzalez y Beltran (2009), los mecanismos de resistencia antimicrobiana

desarrollados por las bacterias son diversos, y entre ellos se encuentran cuatro mecanismos

principales:

Enzimas hidroliticas: las bacterias sintetizan enzimas que pueden hidrolizar al
antimicrobiano, lo que destruye su accion antibacteriana, imposibilitando su accién sobre
el microorganismo. La produccién de betalactamasas es el mecanismo con mayor
frecuencia de resistencia antibidtica, por lo que se emplea un inhibidor enzimético con
méas afinidad a la enzima, para impedir su destruccion y pueda realizar su accion

(clavulanato y sulbactam).
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Figura 20. Produccién de enzimas inactivantes de antibiéticos.

Fuente: Fernandez et al., 2003.
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Modificacion, 20 del sitio activo: se presenta una modificacion en un aminoacido que

genera un blanco distinto, lo que disminuye la afinidad de unién por el antimicrobiano.
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Figura 21. Modificacién de la proteina.

Fuente: Fernandez et al., 2003.

Disminucion de la permeabilidad de la pared celular al ingreso del antimicrobiano: se

presentan cambios en el didmetro o el nimero de porinas que bloguean el ingreso a la

bacteria del antimicrobiano.
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Figura 21. Pérdida o modificacidn de los canales de entrada (porinas).

Fuente: Fernandez et al., 2003.

Bombas de eflujo: se encargan de transportar al farmaco al exterior de la célula sin
modificaciones, pero al mismo tiempo sin accion antimicrobiana. Para tratar de combatir
este mecanismo de resistencia esta en estudio, la asociacion de inhibidores de bombas de

eflujo junto al antimicrobiano.

Figura 22. Sistema de expulsidn activo del antimicrobiano por bombas expulsora.

Fuente: Feranes et al., 2013.
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Staphylococcus Aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) se descubrié en 1880 por un cirujano escoceés, quien
encontrd pus en las heridas quirargicas al observar un absceso de un paciente al microscopio. El
patdgeno se caracteriza por producir infecciones en piel y tejido blando como musculos, tendones,
tejidos grasos y vasos sanguineos. En Latinoamerica, se considera como la principal causa de
bacteriemia nosocomial y la segunda en Europa. Los factores de riesgo son nifios menores de dos
afios, diabéticos, personas que usan drogas inyectadas, pacientes con infecciones pulmonares o
cutaneas recientes, aunque cualquier persona puede adquirir una infeccion por este
microorganismo (Pasachova, Ramirez y Mufioz, 2019).

Staphylococcus aureus se ha reconocido como uno de los principales patégenos humanos
que son responsables de gran namero de infecciones tanto comunitarias como nosocomiales.
Gracias a la diversidad de factores de virulencia que lo caracterizan, tanto bioquimicos como
estructurales, lo hacen un patogeno “perfecto” para colonizar, invadir y diseminarse, siendo
responsable de un amplio espectro de manifestaciones clinicas (Jiménez y Correa, 2009).

El género Staphylococcus se encuentra formado por cocos Gram positivos que tienen un
diametro de 0.5 a 1.5um, los cuales se agrupan como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas. Son bacterias no moviles, no esporuladas, sin capsula y
anaerobias facultativas. La mayoria de estafilococos son productores de catalasa (enzima que
desdobla el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre), lo cual es empleado como
caracteristica diferencial con los géneros Streptococcus y Enterococcus (Cervantes, Garcia y
Salazar, 2014).
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Figura 23. Tincién de Gram de Staphylococcus aureus.
Fuente: Riedel et al., 2020.
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En este género se encuentran 32 especies, de las cuales 16 forman parte de la microbiota de
piel y mucosas en humanos. Algunas de ellas son patdgenas cuando hay predisposicion e
inmunosupresion en el huésped. Los medios de cultivo se incuban durante 18 a 24 horas, formando
colonias lisas, elevadas, brillantes y con bordes enteros que tienen una consistencia cremosa y
pigmentacion de amarillo a dorado por la formacion de carotenoides. S. aureus crece bien en
medios no selectivos como agar sangre, agar chocolate y agar infusién cerebro corazon (Cervantes,
Garcia y Salazar, 2014).

Para identificar el patdgeno se utiliza microscopia, donde se logran observar cocos Gram
positivos, y con el fin de confirmar la especie se realiza la prueba de la enzima coagulasa, ya que
S. aureus, a diferencia de las demas especies de Staphylococcus, es coagulasa positiva. En la prueba
de catalasa, esta especie produce oxigeno al interactuar con el perdxido de hidrdgeno. Se considera
como medio de cultivo el agar salado manitol, ya que al presentar agentes inhibidores para que se
dé solo el crecimiento de las especies de Staphylococcus, las colonias que producen fermentacion
manitol como S. aureus son de color amarillo, y las especies coagulasa negativa producen colonias

rojas (Pasachova, Ramirez y Mufioz, 2019).
Resistencia antimicrobiana.

El descubrimiento del primer mecanismo de resistencia de Staphylococcus aureus se
documenta en los afios 40 del siglo XX, debido a la introduccion de la penicilina como antibiético
para el tratamiento de las infecciones causadas por este patdgeno. Desde ese momento, surgieron
cepas resistentes productoras de penicilinasas. En los afios 50, se disponen los primeros f-
lactamicos estables a la accion de las penicilinasas, como las cefalosporinas de primera generacion
y la meticilina semisintética. Sin embargo, tiempo después en Inglaterra, surgieron cepas de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA, por su acrénimo en inglés) en aislamientos de origen
nosocomial, y se han logrado diseminar a nivel mundial con el paso de los afios, especialmente en
instituciones que brindan atencién especializada (Jiménez y Correa, 2009).

La resistencia a meticilina esta dada por la presencia de una proteina alterada de union a la
penicilina que es codificada por el gen mecA. Esta proteina esta caracterizada por una afinidad
reducida para los antibioticos B-lactamicos y por la presencia de un solo dominio transpeptidasa,
por lo que lo obliga a apoyarse en la actividad de transglicosilacion de la proteina normal (PBP2)

para transformar el peptidoglicano en pared celular (Jiménez y Correa, 2009).
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Produccién de toxinas.

Esta bacteria es capaz de producir componentes superficiales denominados toxinas, asi
como producir enzimas extracelulares. Estos componentes tienen la capacidad de producir severas
intoxicaciones alimentarias en dependencia de la cantidad ingerida de alimento. Las toxinas se
dividen segun los efectos bioldgicos que producen en las células, asi como la localizacién dentro
de la célula bacteriana (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Staphylococcus aureus puede producir gran variedad de toxinas citoliticas identificadas (a,
B, 8, v). La toxina o representa la mas importante y es denominada a-hemolisina, es una proteina
que casi todas las cepas secretan. Esta citotoxina forma poros que lisan la membrana citoplasmatica
mediante una insercion directa en la bicapa lipidica para la formacion de poros transmembranales
(Ryan y Ray, 2017).

La a-hemolisina una vez que es liberada al medio, esta se puede asociar con su célula
blanco, por medio de un mecanismo dependiente de receptores especificos o favorecidos por la
presencia de colesterol. Esta toxina es particularmente citotdxica para una gran variedad de células
eucariotas, particularmente las células del sistema inmune, por lo que constituye un factor
importante de virulencia (Castafion, 2012).

Las enfermedades que son transmitidas por los alimentos se originan por el consumo de
alimentos que se encuentran contaminados con toxinas microbianas. Dicha contaminacion se puede
presentar por el contacto del alimento por los encargados de producirlos o que estan en contacto
directo con estos. En el caso de la mayoria de los brotes por intoxicacion, son causados por
Staphylococcus aureus coagulasa positiva, ya que hay pocas cepas coagulasa negativa con la
capacidad de producir enterotoxinas (Zendejas, Avalos y Soto, 2014).

Se conoce la capacidad que tienen las enterotoxinas de S. aureus para la estimulacién de
sintomas gastrointestinales, principalmente vomitos, en humanos y animales. Estas toxinas, una
vez formadas, son estables y mantienen su actividad incluso después de la ebullicion o a la
exposicion con enzimas gastricas y del yeyuno. Las acciones superantigénicas parecen actuar por
la estimulacion de los reflejos viscerales abdominales, los cuales son transmitidos a los centros
eméticos bulbares localizados en el tronco encefélico por medio del nervio vago (Ryan y Ray,
2017).
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Patogenia.

De los estafilococos, el que muestra mayor relevancia es Staphylococcus aureus coagulasa
positivo, debido a que aproximadamente un 20% de los individuos sanos son portadores
permanentes de esta bacteria en las fosas nasales. Este porcentaje se incrementa en pacientes con
virus de la inmunodeficiencia humana, hemodializados, y en casos de dermatitis atopica donde se
alcanza un valor de hasta el 85% (Araglés y Gonzélez, 2007).

Desde el sitio nasal, las bacterias son eliminadas hacia la piel expuesta, ropa del portador y
demas personas con las que entren en contacto, y se propagan al tocarse la cara o rascarse la nariz.
Una vez en la piel, S. aureus puede tener acceso profundo en casos de traumatismos. De manera
comun, la fuente de la infeccion va a ser endégena a partir de las narinas anteriores colonizadas o
en caso de contacto directo con un portador de la bacteria. En ciertos casos se puede presentar que
la cepa produzca una exotoxina circulante similar a los superantigenos estafilococicos (StaphSAQ),

lo que puede llevar a ocasionar sindrome de choque toxico asociado a una infeccion local.

Eliminacion nasal

Figura 24. Fuente de infeccion enddgena.

Fuente Ryan y Ray, 2017.

Este microorganismo es uno de los causantes principales de infecciones adquiridas en la
comunidad e intrahospitalarias. Las infecciones nosocomiales pueden provocar bacteriemias y
provocar afecciones en piel, tejidos blandos y el tracto respiratorio inferior. Las bacteriemias
asociadas son con catéter venoso central y neumonia asociada a ventilacion mecanica, esto debido

a que los pacientes hospitalizados tienen un sistema inmune comprometido y estan particularmente
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expuestos a infecciones. S. aureus es responsable de enfermedades mediadas por toxinas, como el

sindrome de choque tdxico, sindrome de la piel escaldada y enfermedades que son transmitidas por

los alimentos (Castafion, 2012).

Staphylococcus aureus tiene en su superficie proteinas denominadas “moléculas adhesivas

de matriz que reconocen componentes de superficie microbiana”, las cuales se encargan de mediar

la adherencia a los tejidos del hospedero para inicial la colonizacion que lleva a establecer la

infeccion. Las proteinas A y B de union a fibronectina (FnbpA y FnbpB) favorecen la union de la

bacteria a los componentes de la matriz extracelular como la fibronectina. La proteina Cna es

responsable de la adhesion a coladgena de la matriz. Asi, las proteinas CIfA y CIfB (factor

aglutinante A y B) son las encargadas de aglutinar y adherir la bacteria al fibrindgeno (Castafion,

2012).
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Figura 25. Mecanismos patogénicos de Staphylococcus aureus.

Fuente: Fadndes et al., 2019.

Determinantes de patogenicidad.

*  Meningitis
* Endocarditis

Las enfermedades infecciosas son el resultado de la interaccion que hay entre el

microorganismo causal y el huésped. Se pueden dividir los factores de patogenicidad que posee

Staphylococcus aureus en tres grupos: los componentes de la pared celular, las enzimas y toxinas.
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Figura 26. Determinantes de patogenicidad de S. aureus.
Fuente: Seija, 2006.

La pared celular se compone por una capa gruesa de peptidoglicano, se trata de un polimero
polisacarido que se estd formado por cadenas con uniones de tipo B (1,4) no ramificadas, que
contienen subunidades alternantes de acido N-acetil murdmico y N-acetil glucosamina. Las
cadenas laterales de pentapéptido se encuentran conectadas al residuo de &cido muramico, el cual
posee una unién cruzada por un puente pentaglicina que esta fijado a la L-lisina de una cadenay la
D-alanina de la otra cadena, y tiene como funcién mantener la rigidez de la pared bacteriana y la
resistencia osmatica, que a su vez contribuye con la patogenia porque desencadena la inflamacion
por activacion del complemento. Es capaz de atraer leucocitos polimorfonucleares (PMN) y
estimula la produccion de anticuerpos opsonizantes (Seija, 2006).

Los acidos teicoicos son el mayor componente de la pared, representan un 40% del peso de
la pared. Son polimeros de glicerol o ribitol fosfato, azicares y D-alanina (algunas veces). Se
encuentran unidos de forma covalente al peptidoglicano. Cuando estan unidos a la membrana
citoplasmatica, se denominan acidos lipoteicoicos. Staphylococcus aureus posee acido de ribitol
fosfato en predominancia, mientras que en los estafilococos coagulasa negativos predomina el
glicerol fosfato (Seija, 2006).

La presencia de capsula es variable, pero su importancia a nivel patogénico se debe a las

propiedades antifagociticas; las cepas de S. aureus que tienen capsula son mas virulentas. No hay
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claridad sobre si esta capsula juega un papel importante en la adherencia, pero si se conoce que la
adherencia de la bacteria a las valvulas cardiacas y cuerpos extrafios es mediada por receptores de
fibronectina (glicoproteina importante en varias funciones de adherencia) en su superficie. Cuando
las cepas de S. aureus poseen gran cantidad de receptores de fibronectina, suelen ser mas invasivas
y con mayor habilidad para adherirse (Seija, 2006).

En la pared celular de S. aureus se encuentra la proteina A, la cual posee la habilidad de
unirse a la porcion Fc de las moléculas de inmunoglobulina G (1gG), por lo que va a llegar a
funcionar como un factor de virulencia, debido a que interfiere con la opsonizacion y con la
ingestion de los microorganismos por parte de los leucocitos polimorfonucleares, ya que activan el
complemento y dan lugar a reacciones de hipersensibilidad tanto inmediata como tardia (Seija,
2006).

Segun Sejia (2006), las enzimas que contribuyen con los factores de patogenicidad de este
patégeno son:

e Catalasas: pueden actuar inactivando algunos sistemas de ingestion de los PMN.

e Coagulasas: cubren a la célula de fibrina, lo que la vuelve mas resistente a la opsonizacion
y a la fagocitosis.

e Estafiloquinasas: degradan la fibrina y contribuyen con la invasion de tejidos vecinos.

e Hialuronidasas: hidrolizan la matriz intracelular de mucopolisacaridos de los tejidos y asi
contribuyen con la diseminacion a tejidos subyacentes.

e Lipasas: las cepas productoras de forunculosis cronica son productoras potentes de lipasas,
lo que ayuda al microorganismo a diseminarse al tejido cutaneo y subcutaneo.

e Fosfolipasa C: se asocia con cepas recuperadas de pacientes con distrés respiratorio del
adulto y coagulacion intravascular diseminada (eventos que se dan durante la sepsis). Los
tejidos afectados por esta enzima son mas susceptibles al dafio y a la destruccién por
componentes bioactivos del complemento y sus productos durante su activacion.

e DNAsas, proteasas y fosfatasas: estas colaboran con el proceso infeccioso y con la
produccién de las lesiones.

Las toxinas que puede producir Staphylococcus aureus de accion general son las
hemoliticas (a, B, vy 8) y la leucocidina, y las toxinas especializadas como las exfoliatinas, toxina
del shock toxico y enterotoxinas. Las hemolisinas son toxinas citoliticas importantes sobre una

variedad de células. Segun Sejia (2006), las toxinas son las siguientes:
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a hemolisina 0 o toxina: posee efecto letal en una variedad de membranas celulares
eucariotas, incluyendo la PMN humanos, y la de eritrocitos de diferentes especies
animales si son administradas via intravenosa. Es la causante de la zona de hemolisis que
se observa alrededor de las colonias de S. aureus.

B hemolisina: corresponde a una esfingomielinasa activa sobre diferentes células como
leucocitos, eritrocitos y fibroblastos.

vy v & hemolisinas: se presentan en ciertas cepas de S. aureus y lisan una variedad de
celulas.

Leucocidina: exotoxina que posee efecto toxico directo sobre las membranas de los PMN
humanos, lo que causa degranulacion del citoplasma, hinchamiento celular y lisis. Su
modo de accion es la formacion de poros que alteran la permeabilidad celular para el
potasio y otros cationes.

Exfoliatina o toxinas epidermoliticas: ciertas cepas de S. aureus las producen y consisten
en dos proteinas, que son bioquimica e inmunoldégicamente diferentes, pero algunas de
sus funciones biologicas son similares. La exfoliatina A es producto de genes
cromosomicos, termoestable y se inactiva por EDTA, y la exfoliatina B tiene origen
plasmidico, se inactiva con el calor y es estable frente al EDTA. Ambas tienen actividad
proteolitica, pueden actuar como superantigenos y logran disolver la matriz
mucopolisacarida de la epidermis, lo que resulta en la separacién intraepitelial de las
uniones en el estrato granuloso. Las cepas que son productoras de estas toxinas son
responsables del sindrome de piel escaldada.

Enterotoxinas: son moléculas termoestables que son responsables de la intoxicacion
alimentaria que es producida por ciertas cepas de S. aureus. Su modo de accion es
desconocido, pero se sabe que aumentan el peristaltismo.

Toxina del shock toxico: también denominada enterotoxina F. Se implica en la patogenia
del sindrome del shock toxico. Aunque el rol es poco claro, tiene gran cantidad de

actividades bioldgicas.
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Cuadro clinico.
Infeccion primaria.

Las infecciones se caracterizan por lesiones agudas, purulentas y destructivas localmente.
La mas familiar es el foranculo comun, el cual es un ndédulo doloroso en la piel, que cuenta con un
centro necrotico y con una cubierta fibrosa reactiva. El forinculo o divieso representa una infeccion
primaria, la cual es un absceso, y prototipo de lesiones purulentas que pueden ser causadas por

otras bacterias (Ryan y Ray, 2017).

Figura 27. Naturaleza de la lesion.

Fuente: Ryan y Ray, 2017.

El forunculo es una infeccion superficial cutanea que se puede desarrollar en un foliculo
piloso, glandula sebécea o glandula sudoripara. Se da un blogueo del conducto glandular, en el cual
se da la condensacion del contenido, causando una predisposicion a la infeccion. Generalmente, el
curso de la infeccidn es benigno, sin embargo, se puede extender a partir del forinculo a través de
abscesos en los tejidos subcutaneos adjuntos, esta lesion se conoce como antrax. Es mas frecuente
que ocurra en la parte trasera del cuello, pero puede comprometer otras localizaciones cutaneas
(Ryan y Ray, 2017).

Los abscesos locales se producen cuando el microorganismo se inocula en la piel desde el

sitio de transporte. EI S. aureus puede difundirse a nivel local o tener acceso al torrente sanguineo;
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una vez en sangre, se propaga a sitios periféricos en 6rganos distantes y esta diseminacion puede
provocar las infecciones. Si no hay invasion, hay posibilidad de que se presenten sindromes
especificos que son provocados por el efecto de toxinas de accién local o sistémica (Castafion,
2012).

Segun el nivel de intensidad de la reaccion inflamatoria y de afectacion, se presenta una
foliculitis. Es una piodermitis que afecta principalmente al foliculo. Generalmente es superficial y
se localiza en el cuero cabelludo, zona de la barba, en extremidades y gluteos. Se debe realizar

diagnostico diferencial con acné, tifia y pseudofolicilitis de la barba (Aragués y Gonzalez, 2007).

Figura 28. Foliculitis.

Fuente: Aragués y Gonzélez, 2007.
Sindrome estafilocdcico de piel escaldada.

El sindrome estafilocdcico de la piel escaldada se presenta como el resultado de la
produccion de exfoliatina en una lesion estafilocdcica. Se caracteriza por presentar eritema y
descamacion intraepidérmica en sitios en los cuales no se puede aislar S. aureus. Se presenta con
mayor frecuencia en neonatos y nifios menores a los cinco afios. El rostro, las axilas y la ingle son
las primeras zonas en verse afectadas, pero puede extenderse en todo el cuerpo. Se puede presentar
en adultos, especialmente en aquellos que se encuentran inmunocomprometidos (Ryan y Ray,
2017).
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Figura 29. Sindrome estafilocécico de piel escaldada en un neonato.

Fuente: Ryan y Ray, 2017.

El tiempo de incubacion puede variar entre una a 10 dias desde la infeccion y hasta la
posible expresion del sindrome estafilocdcico de piel escaldada. Se presenta un cuadro inicial con
prédromo, el cual se caracteriza por malestar general, fiebre, seguido por un exantema eritematoso
de manera generalizada y con un inicio abrupto. En el segundo dia de evolucion, se presenta
exantema escarlatiniforme, e hiperestesia cutanea con ampollas con signo de Nikolski positivo (se
da la facil ruptura de la bula frente a la presion tangencial suave). Alrededor del tercer y quinto dia
de evolucion se da una exfoliacidn cutanea generalizada, lo que da paso a parches eritematosos
bien definidos, se pueden extender a areas mayores y se acompafian de fiebre y alteracion de la
consciencia (Faundes et al., 2019).

Su inicio se da a partir de un foco séptico en mucosas (como oido medio, faringe,
conjuntiva) o en piel, y generalmente es adquirido por portadores asintomaticos, los cuales
representan entre un 15% y 40%, como las madres, enfermeras o nifieras. Se da una reaccion
exfoliativa que es producida por dos exotoxinas epidermoliticas (exfoliatinas Ay B). Estas toxinas
producen epidermolisis subgranular y por la accion proteolitica dan lugar a la pérdida de adherencia
celular en la parte alta de la epidermis (Arenas, 2019).

Su diagnéstico principalmente es clinico. La sospecha se da en caso de presentar lesiones
vesiculo-bulosas, con signo de Nikolsky positivo y una apariencia de piel escaldada. Puede haber

similitud con trastornos como la necrdlisis epidérmica toxica, reaccion inmunologica a farmacos o



78

infeccion; y son clinicamente diferenciables por la ausencia de afeccion de mucosas, la
descamacion mas superficial y la ausencia de antecedentes de farmacos. Se puede hacer un
hemocultivo para intentar aislar el microorganismo, pero el rendimiento es bajo; ademas de que el
cultivo de las lesiones no es recomendado, ya que se emplea solamente con fines académicos
(Faundes et al., 2019).

Tratamiento.

La mayoria de los abscesos estafilococicos superficiales y forinculos se logran resolver de
manera espontanea, sin necesidad del uso de terapias antimicrobianas. Las lesiones méas extensas,
profundas o que se localizan en 6rganos pueden requerir del drenaje quirirgico y agentes
antimicrobianos para su resolucién. La penicilina G es el tratamiento de eleccién. Las penicilinas
resistentes a la penicilinasa (meticilina, oxacilina y nafcilina), asi como las cefalosporinas de
primera generacion se emplean mayoritariamente por la elevada resistencia a la penicilina (Ryan t
Ray, 2017).

Mas del 90% de los aislamientos de Staphylococcus aureus producen betalactamasas que
inactivan a la penicilina. Las penicilinas resistentes a penicilinasas son los betalactamicos que
poseen mayor actividad intrinseca frente a las cepas productoras de betalactamasas, como la
meticilina, nafcilina y penicilinas isoxazoélicas; asi como las asociaciones de una penicilina con un
inhibidor de betalactamasas, las cefalosporinas principalmente de primera generacion y los
carbapenems (Mensa et al., 2013).

Al limitar los aspectos farmacocinéticos con mayor importancia clinica sobre los
betalactamicos usados para el tratamiento de la infeccion estafiloc6cica por via intravenosa se
encuentran cloxacilina y cefazolina, y como alternativa de tratamiento por via oral se encuentra
cefalexina y cefadroxilo (Mensa et al., 2013).

El tratamiento empirico adecuado corresponde a un factor predictor de supervivencia.
Cuando es identificado el microorganismo y se ha analizado su perfil de sensibilidad, se debe
adecuar el tratamiento a estos resultados con el antibidtico correcto. Los antibioticos presentan
diferencias en la actividad intrinseca frente Staphylococcus aureus, y su eleccion va a depender del
antibiograma, asi como de la condicién clinica del paciente, sus comorbilidades, la funcion renal y
el foco de la infeccion (Carmona y Del Pozo, 2018).

Actualmente, la oxaciclina es el medicamento de eleccion para el tratamiento de las

infecciones causadas por S. aureus; sin embargo, el panorama no es del todo alentador por el nivel
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de resistencia que se ha reportado para la meticilina, considerando que en 1996 se dio el
surgimiento de las primeras cepas que presentaron sensibilidad disminuida a los glicopéptidos
(vancomicina), que eran los antibioticos considerados de eleccidon para el control de MRSA
(Jiménez y Correa, 2009).
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CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se expondré la metodologia que rige la elaboracion de este trabajo
de investigacion, la cual estd conformada por criterios de inclusion y exclusion de los articulos que
se analizaran, asi como el detalle de las fuentes de informacion de los articulos que han sido

tomadas como una base de apoyo y las categorias de anélisis.
Enfoque

El enfoque en el cual se desarrolla la investigacion es cuantitativo. Para Hernandez,
Fernandez y Baptista (2014) en su libro titulado Metodologia de la Investigacion, se define el
enfoque cuantitativo como secuencial y probatorio, en el que cada etapa va precedida por otra en
la cual hay un orden de pasos a seguir. Por lo que, partiendo de una idea que se encuentre
delimitada, se pueden llegar a derivar objetivos y preguntas de investigacion.

Se selecciona este enfoque dado que se busca sintetizar nanoparticulas de plata por medio
de quimica verde usando las céscaras de rambutan y desechos de jengibre como agentes
catalizadores, para luego evaluar la efectividad como antimicrobianos frente a cepas de

Staphylococcus aureus.
Disefio

Segun Hernandez, Ferndndez y Baptista (2014), el disefio de la presente investigacion es
experimental, en el cual se da la manipulacion de manera intencional de una o mas variables que
son independientes. La variable independiente representa la causa en relacion entre variables, y el
efecto que provoque se denomina variable dependiente.

A su vez, el subtipo es experimento puro, como lo explican Hernandez et al. (2014), en el
cual se rednen los requisitos para obtener el control y la validez interna por medio de grupos de
comparacion en los cuales se da la manipulacion de las variables independientes, asi como la

equivalencia de los grupos.
Fuentes de Informacién

En este trabajo de investigacion se analizaran trabajos de tesis y articulos cientificos que

hayan sido publicados, con el fin de sustentar la parte experimental, los cuales se encuentran
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disponibles en Google Académico, ScienceDirect, PubMed, MDPI, Taylor & Francis, Web of
Science, la biblioteca de la Universidad Internacional de las Américas y la biblioteca de la

Universidad de Costa Rica.
Criterios de Inclusién

Se tomarén en cuenta los articulos y trabajos finales de graduacidn que se encuentren en el
idioma de espafiol o inglés, cuya antigliedad no sobrepase seis afios de publicacion y los cuales
hagan referencia al tema para esta investigacion. La busqueda se llevara a cabo con la busqueda de
las siguientes palabras claves: “caracterizacion de nanoparticulas”, “sintesis verde de

nanoparticulas”, “aplicaciones de nanoparticulas”.
Criterios de Exclusion

Se descartaran los articulos o trabajos de investigacion que tengan mas de seis afios de
publicacidn, asi como otro idioma distinto a los descritos en el criterio de inclusion, y que el tema
abordado no permita brindar apoyo al problema planteado. Ademas de todos los recursos que no

se encuentren en revistas o bases de datos indexadas.



Tabla 3.

Variables de la Investigacion

Operacionalizacion de variables de la investigacion.

82

de extraccion
mediante el
disefio de
experimentos
para la

obtencién de

fitoquimicos.

por medio del

uso de plantas y

sus extractos
como agentes
reductores y
estabilizantes

al interactuar
con la solucién
de nitrato de
plata.

jengibre.

Extracto de
las cascaras

de rambutan.

Objetivo Variable Definicion Indicador Definicion Instrumento
especifico conceptual operacional

Definir la Extraccion de | Laformacion de | Formacion de | Extracto del | Sistema de
metodologia compuestos nanoparticulas nanoparticulas | desecho de | extraccion en

medio acuoso.

ejecucion de
diversas
pruebas

fisicoquimicas.

Opticas,
bioldgicas,
magnéticas,
electrénicas y
cataliticas que
van en funcién

del tamario, la

los prolongan la Soluciéon de
compuestos vida util de las nitrato de
fitoquimicos nanoparticulas plata.
gue actuaran metélicas y evita
como agentes efectos no Agitador
reductores en deseados por el magnético.
la formacion uso de
de las solventes
nanoparticulas organicos.
de plata. (Hernandez,
2013).
Identificar las Propiedades Las Espectro de Espectrofo- Andlisis de
nanoparticulas | fisicoquimicas | nanoparticulas absorcién tébmetro Uv- espectroscopia
de plata de las metalicas tienen | ultravioleta Vis. de ultravioleta
mediante la nanoparticulas | propiedades visible. visible.
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composicién, la
forma, la
cristalinidad y la
estructura
(Sanchez,
2017).

Evaluar la
efectividad
antimicrobiana
de las
nanoparticulas
formadas a
través de
estudios
microbiol6gi-
cos para la
identificacién
de aquellas
bacterias
susceptibles a

Su accion.

Efectividad Concentracion

antimicrobiana

La efectividad

de las Minima

de las nanoparticulas Inhibitoria para
nanoparticulas | en aplicaciones | Staphylococcu
para materiales | s aureus.

antimicrobianos
va a depender
del tamafio de
particula,
morfologia,
estabilidad y sus
propiedades
quimicas y
fisicas
(Betancur,
Hernadndez y
Buitargo, 2016).

de
Staphylococc

Cepas

us aureus.

Técnica de

microplaca.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Materiales

Instrumentos y Técnicas

Céscaras de Nephelium lappaceum.
Raiz de Zingiber officinale.
Beakers de varios tamafios.
Pastillas de agitacion.

Pizeta.

Probetas de varios tamafios.

Microespatula.



Balo6n aforado.
Embudos.
Goteros.

Papel filtro.
Papel aluminio.
Pipeta graduada.
Pera.

Termodmetro.

Equipos y Condiciones

Reactivos

Espectofotometro Uv-Vis.

e Blanco: Nitrato de plata 1x103M.

e Cubetas de cuarzo.
e Longitud de onda: 240 a 740nm.
Balanza granataria.
Centrifuga.
Velocidad: 5000 rpm.
Tiempo: 15 minutos.
Espectroscopia Infrarrojo.
FTIR serie 5500 Agilent.

e Temperatura: 25°C.

e Rango: 600 a 4000cm-1.

e Humedad relativa: 30%.

e Escaneos por réplica: 200.

e Tresréplicas.

Nitrato de plata.
Agua destilada.
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Procedimiento de Recoleccidon y Andlisis de Datos
Elaboracion del Extracto de Nephelium Lappaceum y Zingiber Officinale

Se pesé aproximadamente 10g de macerado de las cascaras Nephelium lappaceum y de raiz
de Zingiber officinale en beakers de 150mL. A cada uno de los beaker se les agregé 100mL de
agua y se puso en agitacion constante con una pastilla de agitacion a 500rpm a 60°C durante una
hora.

Los extractos anteriores se filtraron con papel filtro Wattman N2 hasta su completa
filtracion. El filtrado obtenido se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos. Se trasvaso el

contenido filtrado y los sedimentos se descartaron. Se volvio a filtrar con Millipore 0,45um.

Figura 30. Macerado de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 31. Macerado de Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Estudio Preliminar de la Sintesis Verde de Nanoparticulas de Plata

Se peso exactamente 17 mg de nitrato de plata en un bal6n aforado de 100,00mL, y se llevd
a aforo con agua destilada para lograr una concentracion final de 1x103M. Se tomaron 20mL de
esta solucion y se colocaron en 8 beakers de 50mL. Para la sintesis en ambos casos, se afiadieron
alicuotas de 0,50mL, 0,75mL, 1,00mL y 2,00mL del extracto a una velocidad constante gota a gota.
Seguidamente, se mantuvo en agitacion a 500rpm y se evalu6 la formacion de nanoparticulas
mediante espectroscopio ultravioleta visible a las 1, 3 y 24 horas en un rango de longitud de onda
de 200 a 900nm.

3 1,0x10~*mol

= 1x10~3M
0.1L *10
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Disefio de Experimentos para Zingiber Officinale

Tabla 4.

Condiciones para elaboracion de extractos.

Extracto de Zingiber officinale
] Temperatura )
Tratamiento . Tiempo (h)
(°C)
1 60 2
2 80 2
3 60 1
4 80 1

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Los extractos se realizaron por triplicado, se filtraron con papel filtro Wattman N2 hasta su
completa filtracion. El filtrado obtenido se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos. Se trasvasé
el contenido filtrado y los sedimentos se descartaron. Se volvid a filtrar con Millipore 0,45 pm.
Los extractos obtenidos fueron utilizados para el estudio confirmatorio de la sintesis verde de

nanoparticulas de plata.

Figura 32. Tratamiento 1 Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.



Figura 33. Tratamiento 2 Zingiber officinale.

Nota: Elaboracidn propia, 2021.

Figura 34. Tratamiento 3 Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 35. Tratamiento 4 Zingiber officinale.
Fuente: Elaboracidn propia, 2021.
Estudio Confirmatorio de la Sintesis Verde de Nanoparticulas de Plata a Partir del Extracto

de Zingiber Officinale

Se tomd una alicuota de 2,5mL que se afiadié a 20mL de nitrato de plata extracto a una
velocidad constante gota a gota. Seguidamente, se mantuvo en agitacion a 400 rpm y se evalud la
formacion de nanoparticulas mediante espectroscopio ultravioleta visible a las 1, 3 y 24 horas en

un rango de longitud de onda de 200 a 900nm.

Figura 36. Agitacion de 2,5mL de extracto de Zingiber officinale con nitrato de plata.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Caracterizacion Fisicoquimica de las Nanoparticulas
Espectroscopia ultravioleta visible.

Se usé una cubeta de cuarzo con la solucion blanco de nitrato de plata 1x103M y se coloco
en la primera celda del espectroscopio para establecer la linea base. La segunda cubeta de cuarzo
contenia la solucién obtenida en la sintesis verde y se colocé en la segunda celda para realizar el
barrido de absorcion. Se leyeron las absorbancias en un rango de longitud de onda de 200 a 900nm,

haciendo lecturas cada 1nm.

Figura 37. Muestra de nanoparticulas de plata a partir del extracto de Nephelium lappaceum en le cubeta de cuarzo
para su lectura en el espectroscopio UV-visible.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Espectroscopia infrarroja.

Se colocaron tres gotas de la muestra en el visor de muestreo de diamante, de manera que
cubriera toda el area superficial del cristal de diamante. Se gird la tuerca estriada hasta que llegara
a la posicion de bloqueo. En el software MicroLab se dio clic a “Siguiente” para continuar con el

analisis y se obtuvo el espectro.



Figura 38. Espectro infrarrojo marca Agilent.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Evaluacion Antimicrobiana

Materiales y equipo.

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Medio antibidtico #11

Medio antibidtico #1

Fosfato monobaésico de potasio
Fosfato dibasico de potasio
Cloruro de sodio (NaCl)
Acido fosforico 18N
Hidrdxido de potasio 10N
Agua destilada

1 beaker 3000mL

1 probeta 1000mL

1 micropipeta 1000uL

1 micropipeta 200uL

1 probeta 250mL

1 probeta 50mL

16 placas Petri

91



92

e 3 gasas estériles

e Pinzas

e 96 penicilindros de acero inoxidable de 8 mm de diametro externo, 6 mm diametro
interno, 0,1 mm de altura

e pHmetro

e Balanza analitica

e Incubadora

e Autoclave

e Vernier

e Refrigerador

e Espectrofotometro UV-VIS

e Dispensador penicilindros

e Agitador magnético

e Pastilla de agitacion

e TermOmetro infrarrojo
Solucion buffer estéril 0.1M pH 8,0.

Se pesaron 16,73g de fosfato dibasico de potasio y 0,523g de fosfato monobasico de potasio
en un beaker de 2000mL y se disolvié en 1000mL de agua purificada medida con probeta. Se ajusto
el pH con H2PO4 18 N 0 KOH 10N a pH 8,0 £ 0,1. Se esterilizd en autoclave a 121°C por 15

minutos.
Solucion salina estéril 0,9% plv.

Se disolvieron 0,9 g de cloruro de socio (NaCl) en 100mL de agua destilada. Se dispensé
en tubos de ensayo, en los cuales se coloco alrededor de 10mL por tubo. Se esterilizd en autoclave

a 121°C durante 15 minutos.

Preparacion de las muestras.

Se emplearon como muestras las soluciones resultantes de los tratamientos para la
formacion de las nanoparticulas de plata con los extractos de Nephelium lappaceum y Zingiber
officinale.
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Solucion de trabajo de estandar.
El estandar que se emple6 para la prueba fue la solucion de nitrato de plata 1x10°3M.
Preparacion del indculo.

Se subcultivo el microorganismo de prueba en medio #1, se incub6 a 35°C durante 24 horas.
El microorganismo se uso en un pasaje no mayor a 5. Se suspendio el microorganismo obtenido de
un cultivo en su fase exponencial (obtenido del subcultivo del microorganismo 24 horas antes de
realizar el analisis) en 3mL de solucion salinay se transfirio la solucién a un frasco de vidrio estéril.
Se diluy6 una cantidad de la solucion del microorganismo con solucidn salina estéril hasta que se
obtuvo una transmitancia de 25% + 2. Se realiz6 las mediciones de transmitancia en el
espectrofotdmetro UV-visible a 580nm.

Se tomo una alicuota de 800uL de la solucion de microorganismo y se coloco en 200mL de
medio antibiotico #11 que se ha autoclavado previamente con una pastilla de agitacion dentro a
45°C, monitoreado con termometro infrarrojo a bafio Maria en el agitador magnético con

movimiento continuo para una distribucion del calor uniforme. Este medio se usé de capa semilla.
Desarrollo de la prueba.

Se prepararon 16 placas Petri con 21mL de medio antibidtico # 11 cada una,
correspondiente a la capa base. Se dej6 solidificar a temperatura ambiente y se agregaron 4mL de
medio capa semilla. Con la capa semilla solidificada, se colocaron seis penicilindros a cada placa,
se encontraba a 25°C medida con termdmetro infrarrojo. Para la curva estandar, se prepard por
triplicado para cada dilucion estandar (S1, S2, S3, S4, S5), y se llend en cada placa penicilindros

alternos con 200pL de la dilucién estandar (S3) y 200uL de la dilucién estandar (S1).
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Figura 39. Distribucion de las soluciones estandar en los penicilindros.

Fuente: Elaboracién propia, 2021.

Para realizar las muestras, se tomo una placa para cada muestra preparada. Se llené en cada
placa penicilindros alternos con 200uL de la solucién de prueba. Se colocé un papel filtro 125mm
celulosa en cada placa y se tapd. Se incubaron todas las placas Petri por 16 a 18 horas a una

temperatura de 35°C.

Figura 40. Preparacion de ensayos microbiolégicos.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Estudios Preliminares

Al realizar los estudios preliminares para determinar la posible formacion de las
nanoparticulas de plata, a partir de los extractos de desechos naturales de Nephelium lappaceum y
Zingiber officinale, se logra demostrar que con el extracto de rambutan si se da su sintesis a las 24
horas, ya que se observan las nanoparticulas en la siguiente curva de color gris obtenida con las

lecturas de las absorbancias en un rango de longitud de onda de 200 a 900nm.

3,000

2,500

2,000

1,500
1 hora
3 horas

1,000
24 horas

Absorbancia / UA

0,500

0,000 —
0 200 400 600 800 1000

-0,500
Longitud de onda / nm

Figura 41. Estudio preliminar del extracto de Nephelium lappaceum.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Nota: Léase como la curva color azul el muestreo hecho a una hora, la curva anaranjada la lectura a las 3 horas y

la curva color gris representa el muestreo pasadas 24 horas de agitacion.

En este estudio preliminar se emple6 una alicuota del extracto de 0,5mL y sus respectivas
evaluaciones a 1h, 3h y 24h de agitacién constante. Con la figura anterior se ratifica que para este
extracto no es necesario el desarrollo de un disefio de experimentos, debido a que se observa

claramente la formacion de las nanoparticulas de plata con este extracto como agente reductor y
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estabilizador. Sin embargo, se evallan tres alicuotas distintas con el propésito de conocer si se
puede obtener una curva mas pronunciada a las 24 horas.

En el caso del jengibre, el grafico resultante de las lecturas de las absorbancias en el rango
de longitud de onda no muestra una clara sintesis de nanoparticulas de plata, debido a que no se
logra definir una curva (como se muestra en la figura 43), lo que no permite determinar con
exactitud si hay presencia de nanoparticulas o la curva representa al extracto. Por esta razon, se
hace el disefio de experimentos para este extracto para evaluar condiciones de extracto distintas, y
si esto llega a influir directamente en la formacion de las nanoparticulas de plata.

Figura 42. Estudio preliminar del extracto de Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Con base en el articulo “Fabrication of silver nanoplates using Nephelium lappaceum
(Rambutan) peel: A sustainable approach”, se logra demostrar que, a partir del extracto de la piel
del rambutan, el cual tiene funcién de reductor y estabilizador, permite la sintesis de nanoplacas de
plata, por su evaluacion en el espectro UV-visible en una longitud de onda de 370 a 495nm. Las
curvas evaluadas se realizaron en distintos tiempos, para determinar si la formacion de
nanoparticulas es dependiente del tiempo de agitacion del extracto con el nitrato de plata (Kumar,
Smita, Cumbal y Angulo, 2015).
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Figura 43. Espectro de nanoparticulas de plata con el extracto de la piel del rambutan.

Fuente: Kumar, Smita, Cumbal y Angulo, 2015.

La seccion de las ultimas tres curvas sefialadas en el circulo rojo evidencia la presencia de
las nanoparticulas de plata, lo que demuestra que conforme mayor tiempo de agitacion tiene el
extracto de la cascara de rambutén con la solucion de nitrato de plata, més nanoparticulas se van a
formar, y por lo tanto, la curva va a ser mas pronunciada. A su vez, se usa como referencia la curva
roja, la cual se encuentra sobrepuesta a la curva verde, representando el espectro del extracto de
piel de rambutan y la primera hora agitacion con AgNOs, respectivamente.

Al analizar la curva formada en la figura 43, no se logra diferenciar con claridad si hay
formacion de nanoparticulas, ya que la segunda elevacion que se logra observar en el grafico puede
representar el extracto de jengibre por si solo, y que la alicuota tomada de este para la sintesis junto
con el AgNO3z pudo haber sido insuficiente para dicha formacion. Dado lo anterior, se procede a

realizar un disefio de experimentos con el cual se pueda lograr un resultado distinto al obtenido.
Sintesis de Nanoparticulas de Plata a Partir del Extracto de Nephelium Lappaceum

Para la formacién de las nanoparticulas a partir de los tratamientos de rambutan, se realizan
cuatro tratamientos: tratamiento A, tomando una alicuota de 0,5mL del extracto; tratamiento B,
con una alicuota 0,75mL; tratamiento C, con 1mL de extracto; y el tratamiento D, con una alicuota
de 2mL. Las lecturas en el espectro UV-visible se realizaron a 1h, 3h y 24h en un rango de longitud

de onda de 200 a 900nm, haciendo lecturas cada 5nm.
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Figura 44. Andlisis por Espectroscopia UV-visible de la formacion de nanoparticulas a partir de una
alicuota de 0,5mL del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase como la curva color azul el muestreo realizado a una hora, la curva anaranjada la lectura a las

3 horas y la curva color gris representa el muestreo transcurridas 24 horas.
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Figura 45. Andlisis por Espectroscopia UV-visible de la formacién de nanoparticulas a partir de una alicuota de
0,75mL del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase como la curva color azul el muestreo realizado a una hora, la curva anaranjada la lectura a las 3 horas y

la curva color gris representa el muestreo transcurridas 24 horas.
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Figura 46. Andlisis por Espectroscopia UV-visible de la formacién de nanoparticulas a partir de una alicuota de 1mL
del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Nota: Ver la curva color azul como el muestreo realizado a una hora, la curva anaranjada como la lectura a las 3 horas

y la curva color gris representa el muestreo transcurridas 24 horas.
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Figura 47. Analisis por Espectroscopia UV-visible de la formacion de nanoparticulas a partir de una alicuota de 2mL
del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase como la curva color azul el muestreo realizado a una hora, la curva anaranjada la lectura a las 3 horas y la

curva color gris representa el muestreo transcurridas 24 horas.
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En las figuras 45, 46, 47 y 48 se logra observar que las curvas que representan la evaluacion
de los cuatro tratamientos a 1h y 3h, representadas con el color azul y anaranjado respectivamente,
evidencian que la formacion de las nanoparticulas de plata en esos tiempos esta iniciando, porque
se empieza a percibir una pequefia curva, por lo que se vuelven a evaluar transcurridas 24 horas.
En la curva de especificamente este tiempo, representada por el color gris, se logra identificar la
presencia de las nanoparticulas por los “picos” formados entre los 350 y 500nm aproximadamente.
Sin embargo, la curva obtenida con la alicuota de 0,75mL de extracto es la que tiene mejor
definicion de la sintesis, a diferencia de las otras tres en las cuales se muestra una influencia en
muestra de las nanoparticulas de plata de la curva del extracto.

Al realizar una comparacion de los cuatro tratamientos de manera simultanea, tomando
como criterio de evaluacion los tiempos a los cuales se realizaron las lecturas en el
espectrofotometro UV-visible, se pretende determinar la presencia de nanoparticulas por medio de

las curvas que se logran determinar.

4,000
3,500
3,000
2,500
2,000

1,500

Absorbancia / UA
o 0O @ >

1,000

0,500

0,000 e -
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

-0,500
Longitud de onda / nm

Figura 48. Comparacion de lectura de los cuatro tratamientos a 1h de sintesis de nanoparticulas de plata a partir del
extracto de Nephelium lappaceum.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Nota: Léase como la curva azul el tratamiento A, el cual corresponde a la alicuota de 0,5mL de extracto; la curva
anaranjada es el tratamiento B, representando a la alicuota de 0,75mL de extracto; la curva gris tiene una alicuota de
1mL de extracto y es el tratamiento C; y la curva amarilla es el tratamiento D, el cual tiene una alicuota de 2mL de

extracto.
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La figura anterior permite detallar si hay formacion de las nanoparticulas en la primera hora
de la agitacion para su sintesis. Se puede observar que, en el caso de los cuatro tratamientos, no se
distingue una elevacion marcada alrededor de los 350 y 400nm, el cual es el rango de longitud de
onda en el cual se percibe la presencia de las nanoparticulas. Lo que sugiere es el inicio de la
formacion de estas, ya que son apenas detectables por las lecturas en el espectro. Dado lo anterior,
se define una lectura cuando han transcurrido 3h de agitacion, con el fin de determinar si en ese

tiempo de muestreo se percibe la sintesis.
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Figura 49. Comparacion de lectura de los cuatro tratamientos a las 3h de sintesis de nanoparticulas de plata a partir
del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase como la curva azul el tratamiento A, el cual corresponde a la alicuota de 0,5mL de extracto; la curva
anaranjada es el tratamiento B, representando a la alicuota de 0,75mL de extracto; la curva gris tiene una alicuota de
1mL de extracto, y es el tratamiento C; asi como la curva amarilla es el tratamiento D, con una alicuota de 2mL de

extracto.



102

Con la figura 50 se sigue notando que la formacion de las nanoparticulas de plata sigue
siendo poco perceptible en los cuatro tratamientos. La curva que se logra detectar puede representar
la lectura se puede ver influenciada por el extracto de Nephelium lappaceum. Se mantienen en

agitacion constante para realizar las nuevas lecturas de absorbancia transcurridas 24 horas.
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Figura 50. Comparacion de lectura de tratamientos a las 24h de sintesis de nanoparticulas de plata a partir del extracto
de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase como la curva azul el tratamiento A, el cual corresponde a la alicuota de 0,5mL de extracto; la curva
anaranjada es el tratamiento B, con una alicuota de 0,75mL de extracto; la curva gris es el tratamiento C, y tiene una

alicuota de 1mL de extracto; y la curva amarilla es el tratamiento D, el cual tiene una alicuota de 2mL de extracto.

Transcurridas las 24 horas de agitacion y al notar que en las comparaciones de las figuras
49y 50, que representan los graficos en los cuales se empieza la formacion de las nanoparticulas
de plata, se verifican los resultados en la figura 51. La curva que se ve con mayor definicion entre
350 y 450nm demuestra que si se dio la sintesis de las nanoparticulas de plata usando el extracto

de Nephelium lappaceum con agente reductor.
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Estudio Preliminar de Formacion de Nanoparticulas de Plata a Partir del Extracto de
Zingiber Officinale

0,5

0,4

0,3
<
2
8 02 1 hora
';:’ 7 horas
©
'E 0,1 24 horas
o
0
<

0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
-0,1
-0,2

Longitud de onda/nm

Figura 51. Andlisis preliminar de la formacion de nanoparticulas de plata con 0,5mL extracto de Zingiber officinale
mediante espectroscopia UV-visible.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Interpretar la curva azul como la lectura realizada a 1 hora de agitacion, la curva anaranjada representa la lectura

hecha pasadas tres horas de agitacion, y la curva gris es el muestreo transcurridas 24 horas.

En la figura 52 se puede detectar una sefial de presencia de nanoparticulas de plata en la
curva que representa el muestreo transcurridas 24 horas. La elevacion que se presenta, a pesar de
no ser tan elevada, si es indicativa de la presencia de las nanoparticulas; a diferencia de las curvas
obtenidas en los muestreos de 1y 3 horas, en las cuales no hay algin cambio que indique la sintesis
de las nanoparticulas. Por ende, se podria asumir que, en el caso de esta muestra, si se dejara en

agitacion por mas tiempo, se podria llegar a ver una curva de nanoparticulas mas marcada.
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Figura 52. Andlisis preliminar de la formacién de nanoparticulas de plata con 0,75mL extracto de Zingiber officinale
mediante espectroscopia UV-visible.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Léase la curva azul como la lectura realizada a 1 hora de agitacion, la curva anaranjada representa la lectura

hecha pasadas tres horas de agitacion, y la curva gris es el muestreo transcurridas 24 horas.
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Figura 53. Andlisis preliminar de la formacion de nanoparticulas de plata con 1mL extracto de Zingiber officinale
mediante espectroscopia UV-visible.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Interpretar la curva azul como la lectura realizada a 1 hora de agitacion, la curva anaranjada representa la lectura

hecha pasadas tres horas de agitacidn, y la curva gris es el muestreo transcurridas 24 horas.
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Figura 54. Analisis preliminar de la formacion de nanoparticulas de plata con 2mL extracto de Zingiber officinale
mediante espectroscopia UV-visible.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Ver la curva azul como la lectura hecha a 1 hora de agitacion, la curva anaranjada es la lectura hecha a las tres

horas de agitacién, y la curva gris es el muestreo a las 24 horas.

Caso contrario a la explicacion anterior sucede en las figuras 53, 54 y 55, en las cuales en
ninguno de los tres muestreos a distintas horas se evidencia que se haya dado la formacién de las
nanoparticulas. Tampoco se observa el inicio de la formacion, por esta razon se realiza el disefio
de experimentos para el extracto de Zingiber officinale, con el proposito de conocer si se da la

sintesis de las nanoparticulas partiendo de tratamiento diferentes en la extraccion.

Disefio de Experimentos

En los estudios experimentales se tiene como objetivo encontrar una relacion entre las
variables independientes (factores) y las variables dependientes (resultados), que tienen influencia
en un determinado proceso y su producto final, por lo que el disefio de experimentos se ha empleado
con el fin de organizar, conducir e interpretar los resultados de los experimentos, de manera que se
garantice que la recopilacién de informacion util se dé por medio de la ejecucion de pocos ensayos.
Asi que la eleccion de un disefio experimental va a depender de la naturaleza del problema y del

nivel de informacion que se quiera obtener a partir de él (Djuris, Ibric y Djuric, 2013).
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Estos disefios son empleados en lugar de emplear el concepto que se conoce popularmente
como “prueba y error”, donde el investigador usa el conocimiento que tiene sobre el proceso o el
producto, siendo definido por el espacio de disefio, el cual corresponde a una combinacién e
interaccion multidimensional entre las variables de entrada y los parametros del proceso que
brindan garantia de calidad (Djuris, Ibric y Djuric, 2013).

Cada operacion unitaria posee gran cantidad de variables tanto de entrada como de salida,
asi como parametros de proceso, lo que hace casi imposible investigarlas de manera experimental.
Con los resultados del disefio de experimentos se puede identificar las condiciones optimas, los
factores criticos que tienen influencia y los que no, en los atributos de calidad criticos, y se detalla
si existen interacciones y sinergias entre los factores (Patel, Parmar y Patel, 2013).

El disefio de experimentos que se ajusta al tipo de investigacion es el disefio factorial, ya
que se necesita conocer el efecto que tiene cada forma de tratamiento del extracto de jengibre para
la formacion de las nanoparticulas de plata de manera individual. En este caso, los factores
cuantitativos que se busca analizar en los diferentes tratamientos son la temperatura y el tiempo al
cual se realiza la extraccion. Cada factor estad conformado por dos niveles, siendo 60°C y 80°C para
el factor temperatura, y para el tiempo son una hora y dos horas, por lo que resulta en un disefio
factorial completo de 22, obteniendo cuatro posibles combinaciones de tratamientos.

La técnica estadistica central en los analisis de los experimentos es la conocida como
Analisis de Varianza (ANOVA). La validez de estos resultados se encuentra sujeta a que los
supuestos del modelo se cumplan, y estos deben estar constituidos por normalidad, varianza
constante e independencia. Para la comprobacidn, se deben implicar pruebas tanto analiticas como
graficas (Djuris, Ibric y Djuric, 2013).
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Resumen del disefio de experimentos.
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Factores: 2 Réplicas: 3

Corridas base: 4 Corridas totales: 12

Bloques base: 1 Bloques totales: 3

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Tabla 6.
Ejecucion del disefio de experimentos.
Tiempo
Orden Orden de Tiempo de | requerido para
estandar analisis Bloque Temperatura extraccion la sintesis de
nanoparticulas

6 1 2 60°C 2 horas 24
8 2 2 80°C 2 horas 12
7 3 2 80°C 1 hora 24
5 4 2 60°C 1 hora 24
12 5 3 80°C 2 horas 12
10 6 3 60°C 2 horas 24
9 7 3 60°C 1 hora 24
11 8 3 80°C 1 hora 24
2 9 1 60°C 2 horas 24
4 10 1 80°C 2 horas 12
1 11 1 60°C 1 hora 24
3 12 1 80°C 1 hora 24

Fuente: Elaboracion propia, 2021.



Tabla 7.
ANOVA de un factor para el disefio de experimentos.

Fuente de variacion DF Adj SS Adj MS Valor p
Modelo 5 2916,00 583,20 0,000
Bloques 2 0,00 0,00 0,689

Lineal 2 2808,00 1404,00
Temperatura 1 2700,00 2700,00 0,001
Tiempo de extraccion 1 108,00 108,00 0,683
Interacciones
o 1 108,00 108,00 0,001
bidireccionales
Temperatura *
) y 1 108,00 108,00 0,001
Tiempo de extraccion
Error 6 0,00
Total 11 2916,00

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Tabla 8.

Ecuacion de regresion. Ecuacion promediada sobre bloques.
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Respuesta = 33,00 + 15,00 Temperatura_60 °C — 15,00 Temperatura_80 °C

+ 3,000 Tiempo extraccion_lhora — 3,000 Tiempo extraccion_2 horas
-3,000 Temperatura*Tiempo extraccion_60 °C 1 hora

+3,000 Temperatura*Tiempo extraccién_60 °C 2 horas

+3,000 Temperatura*Tiempo extraccién_80 °C 1 hora

-3,000 Temperatura*Tiempo extraccion_80 °C 2 horas

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Tukey Simultaneous 95% Cls
Differences of Means for Tiempo de sintesis

If on interval does not contoin zero, the corresponding means are significontly different.

Figura 55. Estudio Tukey.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

En la prueba de Tukey se representa una diferencia siempre y cuando el rango que esta en
estudio no contenga el 0. Este método es utilizado en ANOVA con el fin de crear intervalos de
confianza para las diferencias en parejas entre las medias de los factores, y a su vez se controla la
tasa de error por un nivel especifico.

La prueba Tukey es la mas aplicada y la que prefieren los estadisticos, ya que con ella se
controlan de una mejor manera los dos errores ampliamente conocidos en la estadistica, los a. y B.
Con esta prueba se pueden llevar a cabo todas las posibles comparaciones de los tratamientos, de
dos en dos, por lo que es considerada una de las pruebas mas completas (Wong, 2010).

Si los tratamientos no contienen el 0, por ende, no lo comparten, refiere a que ambos son
grupos distintos, por lo que el tratamiento 3 y el tratamiento 4 muestran resultados distintos entre
ellos. En el caso de los tratamientos 1 y 2 estan descartados porque no se dio la formacion de
nanoparticulas en la lectura realizada a las 24 horas. Es usado como un complemento al ANOVA,
para indicar la existencia de diferencias significativas entre ellos por medio de la comparacion de

medias, y a partir de esto se puede llegar a elegir cual es la mejor opcién como tratamiento.
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Main Effects Plot for Response
Fitted Means
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Figura 56. Diagrama de efectos principales para la respuesta.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

El grafico anterior permite conocer cudl es el factor que tiene mayor relevancia en la
respuesta del experimento. El efecto principal es la respuesta promedio que se observa en el nivel
alto de un factor, menos la respuesta promedio en el nivel bajo. En este caso, hay gran diferencia
entre las medias, ya que al evaluar el valor medio que da a 60°C y el que da a 80°C, la diferencia
es mayor gue al analizar la diferencia que hay entre trabajar a 1 y a 2 horas, por lo que hace que el

efecto principal del experimento sea la temperatura.
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Interaction Plot for Response
Fitted Means
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Figura 57. Gréfico de interaccion para la respuesta.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Las interacciones de los factores son significativas sobre la variable de respuesta cuando el
efecto de uno depende del nivel en el que se encuentra el otro. Esta situacién se representa de
manera grafica al colocar en el eje vertical una escala que sea representativa de la magnitud de la
variable de respuesta, y luego uno de los dos factores es representado con sus dos niveles en el eje
horizontal (Gutiérrez y De la Vara, 2012).

En la direccion vertical de cada nivel se anota un punto que identifique la respuesta
promedio en cada nivel del otro factor, y al final, cada punto al lado izquierdo se va a unir con su
respectivo punto del lado derecho por medio de una linea recta. En caso de que no haya interaccion,
las lineas que se obtienen son en forma de pendiente, similar como si fueran acomodadas de manera
paralela, mientras que, si se da una interaccion, las pendientes sean distintas (Gutiérrez y De la
Vara, 2012).

En la figura 58 se observa un cruce de las lineas, lo que representa que si hay una interaccién
significativa entre los factores. En este caso, la interaccion es la que domina el proceso, por lo que
se le presta mayor importancia. El factor que es parte de la interaccion no es relevante, lo que

importa es la interaccion “Temperatura-Tiempo”. Al analizar los factores por separado, se
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determina que la temperatura es lo que permite la obtencidn de las nanoparticulas, pero si hay
influencia del tiempo.

Al detallar los resultados obtenidos, se da la formacion de las nanoparticulas de plata a con
los tratamientos del extracto de Zingiber officinale realizados a 80°C; sin embargo, la extraccion
realizada a 1 hora permite la formacién de las nanoparticulas transcurridas 24 horas de la agitacion,
mientras que en la extraccion hecha en 2 horas se logra observar la presencia de las nanoparticulas
a las 12 horas.

Dado lo anterior, se confirma que la interaccion “Temperatura-Tiempo” de sintesis es la
que tiene el predominio de la formacion de las nanoparticulas. Si no fuera el caso de que el factor
influyente fuese solamente la temperatura, planteando ambos tratamientos a 80°C,
independientemente del tiempo de extraccion, se hubiera presentado en el mismo tiempo de lectura
para detectar la presencia de las nanoparticulas.

Si se trata de elegir el mejor tratamiento basado en los resultados del disefio de
experimentos, seria el que se llevo a cabo una extraccion de Zingiber officinale a 80°C durante dos
horas, principalmente porque se obtienen con mayor rapidez, asi como que 80°C es una temperatura
importante; ademas la interaccion que se da entre ambos factores es lo que promueve la obtencion

de las nanoparticulas de plata.
Interpretacion de los Espectros Infrarrojos

Se analizan los extractos de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale por espectroscopia
infrarroja para determinar los compuestos organicos que los conforman. Se realiza el espectro de
los extractos por si solos y luego a la solucién con nanoparticulas de plata formadas, con el objetivo
de conocer si hay diferencia significativa entre los espectros obtenidos.
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Figura 58. Muestra a evaluar en el espectroscopio IR de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.
Nota: Interpretar la solucion color marrén como el extracto de Nephelium lappaceum y la solucién color amarillenta

como el extracto de Zingiber officinale.
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Figura 59. Espectro IR del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 60. Espectro IR del extracto de Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracién propia, 2021.
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Figura 61. Frecuencia de absorcidn de infrarrojo.
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Para la interpretacion de las figuras 60 y 61, se debe analizar por secciones segun las sefiales
que se encuentran en las diversas frecuencias de absorcion. La sefial con mayor predominio en
ambos espectros es la que se encuentra entre los 3000-3500cm™, la cual hace referencia al
estiramiento de enlaces sencillos de OH. Al analizar las estructuras quimicas de los principales
componentes dele rambutén, predominan el &cido elagico, la geranina y la corilagina, y en el caso
de los compuestos del jengibre son gingeroles y shogaoles. En ambos casos se consideran
polifenoles.

Los fenoles son compuestos que estan formados por un grupo hidroxilo unido directamente
a un anillo de benceno. Debido a esto, en los espectros infrarrojos de los fenoles se encuentra una
combinacién de las propiedades de los alcoholes, asi como de los compuestos aromaticos. La
absorbancia del hidroxilo, la cual representa el alargamiento del O-H, se logra observar alrededor
de 3600cm™, y la sefial detectada por el alargamiento de C-O se produce en la region de 1200 a
1250cm™ (Carey y Giuliano, 2014).

% T

20 O—H C C—0
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Figura 62. Espectro IR de un fenol.
Fuente: Carey y Giuliano, 2014.

Al tomar como espectro referencia la figura anterior para hacer la comparacion de las
figuras 60 y 61, se identifica la sefial correspondiente, en ambos casos, al alargamiento del grupo
hidroxilo alrededor de los 3250cm™, y para las sefiales que se encuentran a 1630cm™
aproximadamente. Por ende, se afirma la presencia de los compuestos polifenélicos en los extractos
de rambutan y de jengibre.

Los gingeroles son los compuestos pungentes del Zingiber officinale, los cuales se

encuentran en la oleorresina en una proporcion del 5% a 8%, y a los cuales se les atribuye las
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propiedades medicinales de la planta. EI mayor compuesto de la oleorresina es el 6-gingerol, el
cual quimicamente es un decano no ciclico que tiene un grupo 4-hidroxi-3-metoxifenil en el
carbono uno (C1), en el carbono 3 (C3) tiene un grupo carbonilo y un grupo hidroxilo en el carbono
cinco (C5) (Vargas, 2014).

Figura 63. Estructura de 6-gingerol.
Fuente: National Center for Biotechnology Information, 2021.

Por otro lado, los taninos se encuentran dentro del grupo de compuestos polifendlicos. Estos
se clasifican quimicamente como taninos hidrolizables o hidrosolubles, taninos condensados y
pseudotaninos (Hernandez, Garcia, Rojo y Olivares, 2003). A diferencia de la pulpa y la semilla,
la cascara del rambutan posee mayor cantidad de compuestos antioxidantes, entre ellos predominan
los compuestos fendlicos, los cuales son conocidos por sus actividades biolégicas; dentro de ellos
se encuentran la corilagina, el &cido elagico y la geranina, siendo esta Gltima el compuesto principal
(Hernéndez et al., 2019).

Cuando ya se han sintetizado las nanoparticulas de plata con uno de los extractos de
Nephelium lappaceum y Zingiber officinale, ya que los componentes organicos e inorganicos van

a ser los mismos en todos los tratamientos, se analiza los espectros IR de estas soluciones.
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Figura 64. Espectro IR de la sintesis de nanoparticulas de plata a partir del extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 65. Espectro IR de la sintesis de nanoparticulas de plata a partir del extracto de Zingber officinale.
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Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Se puede decir que hay probabilidad de que se encuentren residuos sélidos de AgNOsz en el

espectro, que pueden provenir de la interaccion que puede tener con alguna otra molécula presente

en el extracto. Se puede reconocer a los 1560cm™, aproximadamente (Saavedra et al., 2010).
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Analizando las figuras 65 y 66, se logra identificar una sefial a los 1509cm™, que podria ser
representativa a la plata, y las demés sefiales que se observan pueden deberse a interacciones que
se registran. Por lo que se confirma la presencia de la sefial de la plata de las nanoparticulas
identificada en el espectro infrarrojo, ya que en el espectro UV-visible se logran detectar éstas en

las curvas.

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

Para conocer si los tratamientos de los extractos tanto de los obtenidos con Nephelium
lappaceum como de Zingiber officinale, se realiza la prueba antimicrobiana, con el fin de
determinar la concentracion minima inhibitoria de cada tratamiento. Se realiza una placa Petri por
cada uno de los tratamientos, en las cuales se encuentra inoculada la cepa de Staphylococcus

aureus.

Figura 66. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 0,5mL de extracto
de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 67. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 0,75mL de
extracto de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Figura 68. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 1mL de extracto
de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 69. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 2mL de extracto
de Nephelium lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Figura 70. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 0,5mL de extracto
de Zingiber officinale.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 71. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 0,75mL de
extracto de Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Figura 72. Evaluacidn antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 1mL de extracto
de Zingiber officinale.

Fuente: Elaboracién propia, 2021.
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Figura 73. Evaluacion antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con una alicuota de 2mL de extracto
de Zingiber officinale.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Transcurrido el tiempo de incubacion de las placas Petri, se procede a realizar el anélisis y
la interpretacion de los resultados obtenidos con el propdsito de conocer cuél de los extractos y en
cual concentracidn se presenta una inhibicion en el crecimiento de la cepa de Staphylococcus
aureus. En las figuras, se denota la solucion denominada “blanco”, que representa el nitrato de
plata (AgNO3) 1x10°M con “B” y/o “X”.
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Figura 74. Anélisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 0,5mL de extracto de Nephelium
lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 75. Andlisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 0,75mL de extracto de Nephelium
lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 76. Analisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 1mL de extracto de Nephelium
lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 77. Andlisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata formada a partir de 2mL de extracto de Nephelium
lappaceum.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.

En las figuras 75, 76, 77 y 78 se presentan las placas en las cuales se realizo el analisis de
efectividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas con el extracto de las cascaras
de Nephelium lappaceum. En los cuatro tratamientos no se logra ver un halo de inhibicion de

crecimiento bacteriano. Esto puede deberse al hecho de que las alicuotas tomadas del extracto para
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Ilevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de plata no fueron lo suficientemente representativas
como para causar la inhibicién del crecimiento de S. aureus.

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata sintetizadas a partir de quimica
verde esta dada tanto por la actividad intrinseca de estas, asi como por la accion del extracto, ya
que se ha logrado demostrar con los extractos etéreo, metanodlico y acuoso una concentracion de
polifenoles con actividad tanto antioxidante como antimicrobiana frente a bacterias patdgenas
(Macias, 2019).

Ademas, se exhibe la actividad antimicrobiana del extracto obtenido con la cascara de
rambutan y se consigui6 actividad antibacteriana frente Staphylococcus aureus 344 ATCC6538,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) DMST20645 y Streptococcus mutans
ATCC25175T. Sin embargo, la actividad antimicrobiana fue negativa para las cepas de Gram
negativas como Escherichia coli ATCC25922 y Candida albicans ATCC 10231. A su vez, se
determina que la concentracion minima inhibitoria con contra S. aureus y MRSA es de 2 y
0,4mg/mL respectivamente (Tadrong et al., 2011).
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Figura 78. Andlisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 0,5mL de extracto de Zingiber
officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 79. Andlisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 0,75mL de extracto de Zingiber
officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 80. Analisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 1mL de extracto de Zingiber
officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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Figura 81. Analisis antimicrobiano de las nanoparticulas de plata sintetizadas con 2mL de extracto de Zingiber
officinale.

Fuente: Elaboracion propia, 2021.
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En la evaluacion antimicrobiana que se realiz6 con las cuatro soluciones de nanoparticulas
de plata sintetizadas a partir de los tratamientos de extraccion de Zingiber officinale, se demuestra
que en ninguna hubo inhibicion de crecimiento bacteriano. Como se muestra en las figuras 79, 80,
81y 82, no se identifica un halo de inhibicion que se pueda medir con el proposito de conocer la
concentracion minima inhibitoria de estas nanoparticulas evaluadas.

Sin embargo, al analizar el extracto de Zingiber officinale por si solo, se ha descrito que
este tiene potencial antimicrobiano. Los resultados evidenciaron que los extractos acuoso y
etanolico del jengibre si poseen accion bactericida. La inhibicion en el crecimiento de los
aislamientos bacterianos que fueron realizados con la solucién madre de los extractos era buena,
pero al realizar diluciones de estas soluciones, la eficacia antimicrobiana se veia disminuida
(Navarro, 2017).

Al ser los extractos tanto de las cascaras de Nephelium lappaceum como de la raiz de
Zingiber officinale, por si solos si presentan actividad antimicrobiana. Al tomar su accion como
agentes reductores para la formacién de las nanoparticulas de plata, no se mantiene esta accion
bactericida. El enfogque se basa en determinar si se da la formacion de las nanoparticulas de plata
empleando concentraciones bajas de los extractos, porque si se emplearan cantidades muy altas de
los extractos, este puede llegar a enmascarar la formacion de las nanoparticulas.

Primero se buscé verificar que si hubo sintesis de nanoparticulas, pero se puede llevar a
cabo una investigacion en la cual se siga concentrando el extracto y que se sigan identificando bien
las nanoparticulas. Las nanoparticulas que se obtuvieron en esta investigacion no eran muy fuertes
0 no tenian los suficientes componentes propios de los extractos que le brindaran la actividad
antimicrobiana, aunque si se dio la formacion de estas, porque si se lograron detectar por medio

del espectro UV-visible y se logré ver un sedimento caracteristico en las muestras.
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Figura 82. Ejemplo de sedimento confirmatorio de la presencia de las nanoparticulas.
Fuente: Elaboracion propia, 2021.

Nota: Sedimento sefialado con el circulo color rojo.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al ejecutar y finalizar los resultados de la investigacion, se determinan las siguientes

conclusiones:

Conclusién del primer objetivo especifico

Con los resultados de los ensayos preliminares realizados, se determind que con el extracto
de Nephelium lappaceum a cualquier concentracion se daba la sintesis de nanoparticulas
de plata. Sin embargo, con el extracto de Zingiber officinale, el proceso de extraccion
preliminar era critico, por lo que se desarrollo el disefio de experimentos, siendo las

mejores condiciones de extracciéon a 80°C durante 2 horas con una alicuota de 2,5mL.

Conclusion del segundo objetivo especifico

Se logré detectar la formacion de las nanoparticulas de plata a partir de ambos extractos
por medio de los espectros UV-visible, en los cuales se observo la curva caracteristica de
estas en un rango de longitud de onda entre 350 y 450nm. A su vez, se confirma con los
espectros IR, en los cuales se notaron los grupos funcionales caracteristicos.

Conclusion del tercer objetivo especifico

Se determin6 que ninguno de los tratamientos de nanoparticulas de plata que se evaluaron
en la cepa de Staphylococcus aureus con una concentracion aproximada de 5,6x107ufc
medidos a una transmitancia de 580nm, no presentaron inhibicidn, por lo que no presentan
actividad antimicrobiana usando 200pL de nitrato de plata 1x103M como blanco y 200pL

de las soluciones de prueba a cultivar por 18 horas a 35°C.

Conclusion del objetivo general

Se concluye que si se lograron desarrollar las nanoparticulas de plata a partir de los
extractos de desechos naturales de Nephelium lappaceum y Zingiber officinale; sin
embargo, no presentaron efectividad como inhibidoras del crecimiento bacteriano frente
la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en las condiciones en las cuales se

realizaron las pruebas microbiologicas.
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Recomendaciones

Se recomienda a los estudiantes llevar a cabo futuras investigaciones en las que se
desarrollen méas sintesis de nanoparticulas basadas en el principio de quimica verde,
empleando extractos naturales como agentes reductores.

Fomentar la investigacion en los profesionales de salud de nuevas alternativas
antimicrobianas frente al crecimiento de la resistencia bacteriana, provenientes de
metabolitos secundarios de extractos naturales.

Se motiva a la Universidad Internacional de las Américas a la creacion de un laboratorio
microbiologico como equipos quimicos para el fortalecimiento del laboratorio de quimica,

con el fin brindar facilidad a las futuras investigaciones.
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ANEXOS

EZ-PEC™
Catalog Mo. 0360-PEC

Staphylococcus aureus subsp. aureus derived from ATCC® 25923™*

Please log in to see price or purchase this item

o 1Kit
+ In Stock

Details

20 pellets of a microorganism delivering a final concentration of 1.0E+05 to 1.0E+06 CFU
per 1.0 ml, and 10 vials (2.0 ml each) of hydrating fluid.

General Information Documentation All Product Formats

Biosafety Level 2
Product Format EZ-PEC™

Strain mecA negative
Characteristics

Test Method Antimicrobial Effectiveness/Preservation Efficacy
Testing, Disinfectant Qualification Testing

WDCM Number 00034
Catalog number 0360

Standards and  U.S. Pharmacopeia (USP)
Guidelines

Taxonomy Bacteria

Industry Type Medical Devices, Personal Care Products/Cosmetics,
Pharmaceutical



