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Resumen

La produccion de alimentos y su inocuidad en la industria alimentaria son un problema de
indole mundial, debido al aumento de la poblacién, existen distintas técnicas para asegurar
la inocuidad de los alimentos, pero suelen ser poco eficaces o costosas, actualmente, se ha
prestado atencion al uso potencial de las plantas en la produccidon de nanoparticulas (NPs),
las cuales permiten la inhibicién de microrganismos que provocan enfermedades transmitidas
por alimentos (ETAs). En esta investigacion se trabajé con la raiz de Croton draco como
mediador para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs). La cual se comprobd por el
viraje de color y la formacién del pico caracteristico de absorcion de las NPs en el andlisis
UV-Vis, comprobando la reduccién de los iones de plata a AgNPs. Se observo la
polidispersién de tamafos de las NP mediante una micrografia de analisis MEB, se
observaron indices de difraccion de la plata de (11 1), (20 0) y (2 2 0) en el difractograma
XRD. Para comprobar la actividad antibacteriana de las AgNP se empleé el método de
difusion en disco contra Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, llegando a la conclusion
que las AgNPs permiten la eliminacion de dichas bacterias.

Palabras clave: Nanoparticulas, actividad antimicrobiana, sintesis verde, ETA (Enfermedades
transmitidas por alimentos).

Abstract

Food production and food safety in the food industry are a global problem, due to the increase
in population, there are different techniques to ensure food safety, but they are usually not
very effective or expensive, currently, attention has been paid to the potential use of plants in
the production of nanoparticles, which allow the inhibition of microorganisms that transmit
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Sintesis verde de nanoparticulas de plata a partir de extracto de la raiz de Croton draco
para inhibir el crecimiento de microrganismos transmisores de ETAs.

ETAs. In this research, Croton draco root was used as a mediator for the synthesis of AQNps.
This was verified by the color change and the formation of the characteristic absorption peak
of the NPs in UV-Vis analysis, verifying the reduction of silver ions to AgNP. Size
polydispersion of the NPs was observed by SEM analysis micrograph, silver diffraction indices
of (1111),(200)and (222 0)were observed in XRD diffractogram. To test the potential Vs
antibacterial activity of AgNPs, the disk diffusion method was employed against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, reaching the conclusion that AGQNPs allow the
elimination of these bacteria.

Keywords: Nanopatrticles, antimicrobial activity, green synthesis, Foodborne diseases (FBI).

INTRODUCCION

| crecimiento de la poblacion en las ultimas décadas ha aumentado de manera exponencial

generando una demanda mayor en la produccién de alimentos, a la par la resistencia de los

microrganismos ante los antibiéticos ha ido incrementando, por lo cual generar alimentos que no
pongan en riesgo la salud de los consumidores por contraer alguna ETA (enfermedad transmitida por
los alimentos) como la salmonelosis, la listeriosis, el botulismo etc., se ha convertido en un reto para las
grandes industrias dedicadas a la alimentacién. De esta manera, crean asi distintos métodos que
permiten la eliminacion de los microrganismos responsables de provocar enfermedades dentro de la
poblacién, como la irradiacién, radiacion ionizante, rayos UV, betta 0 gamma, pero estos métodos suelen
ser demasiado costosos, tardados o generan contaminaciéon al ambiente, es por esto que se han
buscado nuevas opciones, actualmente se han introducido las nanoparticulas de distintos éxidos, como
la plata, el oro, cobre o zinc, dicho método promete ser eficaz para la inhibicién de microrganismos.

Problematica

Los alimentos son una de las principales fuentes de trasmisién de enfermedades para las personas, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que solo al afio 1 de cada 10
personas enferman debido a la ingesta de alimentos contaminados y mueren 420,000 por causa de
enfermedades, como la brucelosis, listeriosis, salmonelosis, etc. Aunado a esto, La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), por sus siglas en inglés estima que la
demanda de alimentos para 2050 aumentara entre un 60 a 70%. Es por ello, que la industria alimentaria
tiene un doble reto, producir mas alimentos y garantizar su inocuidad, salvaguardando asi la salud de
las personas. Por lo general las técnicas que se emplean para detectar y eliminar microrganismos son
tardadas, complicadas o costosas, es por ello que han introducido el uso de AgNPs, para su sintesis
existen métodos quimicos, fisicos y bioldgicos, sin embargo, este ultimo, es amigable con el medio
ambiente, debido a que como biorreductores se emplean plantas, algas, levaduras hongos etc.

Objetivo

Realizar la sintesis verde de AgNPs empleando extractos de la raiz de Croton draco para inhibir
microrganismos transmisores de ETAs.

Marco teodrico
Produccion e inocuidad de alimentos

Proporcionar alimentos a mas de siete mil millones de personas que viven en el planeta es uno de los
desafios clave para el mundo actual y uno de los Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) (Baer-
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Nawrocka & Sadowski, 2019). La FAO ha calculado que, para poder satisfacer la demanda de alimentos
en 2050, la produccion agricola y ganadera mundial anual deberia ser un 60 % mayor que en 2006
(Makkar, 2017). Aunado a este problema las enfermedades transmitidas por alimentos se presentan
con mas frecuencia en la poblaciéon, OMS estimé que en 2010 se produjeron 600 millones de casos de
enfermedades transmitidas por alimentos, con 420.000 muertes en todo el mundo (Lai et al., 2020). Los
virus, bacterias, protozoos y toxinas pueden transmitirse a través de las cadenas de suministro de
alimentos y transferirse a los consumidores. En algunos casos, pueden causar varios sintomas y
sindromes como fiebre, diarrea, sepsis, y enfermedades como infecciones del sistema nervioso central
e intoxicaciones entéricas, o también conducir a la muerte (Santeramo et al., 2021). Algunas
enfermedades transmitidas por los alimentos estan asociadas con practicas deficientes de manipulacién
en el paso de preparacion final, como almacenamiento inadecuado, coccién inadecuada o
contaminacion cruzada (Augustin et al., 2020).

Las principales medidas para controlar los patégenos, como la limpieza y desinfeccién de las
instalaciones, el equipo y las manos, o la temperatura adecuada de almacenamiento y coccion, son bien
conocidas (Augustin et al., 2020). Se han desarrollado distintas técnicas para asegurar la inocuidad de
los alimentos, una de estas es el tratamiento con ozono para la eliminacién de microrganismos
(Brodowska et al., 2018), el uso de gas amoniaco para el control de Salmonella (Mendonga et al., 2021)
y el uso de nanoparticulas (NPs) representadas en sistemas de entrega de nanoparticulas, envasado y
seguridad alimentaria (Salem & Fouda, 2020).

Nanoparticulas de plata para la inhibicion de microrganismos.

El efecto antimicrobiano de la plata frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se conoce desde
la antigiiedad (Garcia-Ruiz et al., 2018). Su accién de antibidtico proviene del hecho de que es tdéxico
no-selectivo, con capacidad biosida, matando alrededor de 650 diferentes organismos que causan
enfermedades (Naranjo, 2011). Recientemente, se ha prestado mucha atencién al estado de alerta
sobre la resistencia a los antimicrobianos (Fernandes et al, 2018), como alternativa se propone el uso
de nanoparticulas de plata (AgNPs) para incrementar su efecto antimicrobiano de este elemento. En
este sentido se ha reportado que las AgNPs presentan un amplio rango de toxicidad frente a
microorganismos como S. aureus, E. coli y otros (Fernandes et al., 2018). Existen tres métodos para la
sintesis de NP, los métodos quimicos y fisicos, sin embargo, presentan inconvenientes, incluido el uso
de disolventes toxicos, la generacion de subproductos peligrosos y un alto consumo de energia (Hanan
etal., 2018), mientras que el método verde la sintesis es mediado por plantas, hongos, virus, levaduras,
etc., (Ronavari et al., 2021).

Sintesis verde a partir de plantas

En la ultima década, se ha informado que cientos de extractos de plantas son agentes reductores
efectivos en la sintesis de Ag-NP (Escarcega-Gonzalez et al., 2018), algunos ejemplos es el uso de
extracto de hoja de Perilla frutescens mediador en la sintesis de las NP, la cual exhibe una actividad
antibacteriana efectiva contra E. coli, Bacillus subtilis y S. aureus (Reddy et al., 2021), Clinacanthus
nutanse esta otra planta que se utiliza como biorreductor de las NP contra la inhibicion de bacterias
trasmisoras de enfermedades por via alimentaria (Chiu et al., 2021).
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Resultados
Sintesis verde de AgNPs

La sintesis de AgNPs se observé mediante la resonancia de plasmones, la cual se refiere a la excitacion
de los plasmones superficiales de nonoestructuras metalicas mediante la luz, y se interpreta a simple
vista con el viraje de coloracién de transparente a café-rojizo, con ello pudimos elucidar que el extracto
actué como bioreductor y se llevé a cabo la sintesis de AQNPs mediada por el extracto de la raiz Croton
draco (Figura 1a).

A ud

Figura 1. Sintesis Verde Mediada por la raiz de Croton Draco (1a) andlisis de plasmones
1b) anélisis UV-Vis muestra el pico caracteristico de absorcion de las AGNPs

Cacterizacion de las AgNPs

La caracterizacion de las AgNPs se llevo acabo de manera inicial con un analisis UV-Vis, el cual mostro
el pico caracteristico de absorcion de las AgNPs (figura 1b), con este indicio las AgNPs se analizaron
mediante el microscopio electronico de barrido (MEB), en el cual se comprobé la existencia de NPs y
se observé la polidispersion de tamafios de las AgNPs (figura 2a). Posteriormente se realizé una
difraccion de rayos X'y se observaron los indices de difraccion de la plata (11 1) (2 0 0) (2 2 0), con ello
se comprobd que las NPs s que se observaron en el MEB son de plata (figura 2b).
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Figura 2. Caracterizacién de tamafio y composicién de las NPs a) Micrografia De Analisis MEB
(Microscopio Electrénico De Barrido) b) Difracto Grama XRD (Difraccién De Rayos X), a) Difraccion
de la muestra original b) Difraccién de la muestra original eliminando el ruido c) Calculo de los
posibles picos de difraccion del difactograma d) Difactograma correspondiente a la Ag

Actividad antimicrobiana de las AgNPs

Para analizar la actividad antimicrobiana de las AgNPs, se empled una bacteria Gram (+)
Staphylococcus aureus y otra Gram (-) Escherichia coli, se utilizaron por ser de las principales bacterias
trasmisoras de ETAs, los analisis se evaluaron 24 h post inoculacion y se pudo observar que en ambos
casos las AgNPs presentan un efecto antimicrobiano, debido a la presencia del halo de inhibicion que
se observa (Figura 3), el cual difirié en tamafio respeto de una bacteria a otra, para E. coli se presentaron
halos con un diametro entre 13. 5 mm y 14.1 mm, en el caso de S. aureus los halos alcanzaron halos

REMAI, Revista Multidisciplinaria de Avances de Investigacion, ISSN: 2448-5772 vol. 8 nim. 1, enero-abril 2022, México 29



Paulina Elisabeth Aranda Montejano, Dr. Ahuitzolt de Jesus Joaquin Ramos, Dr. Miguel Angel Guzman Altamirano, Dra. Maria Guadalupe Gémez Espinoza

de entre 9.1 y 9.5 mm, dando por hecho que las AgNPs presentan una mayor actividad antimicrobiana
frente a E. coli. Todos los experimentos se realizaron por triplicado

E. coli

S.aureus

Figura 3. Actividad antimicrobiana de las AgQNPs Vs S. aureus (gram -) y E. coli (gram
+), al, b1) E. coliy S. aureus a2, b2) E. coli y S. aureus inoculados con extracto de la
raiz de Croton Draco a3, b3) AgNPs Vs E. coli y S. aureus a4, b4) Ampicilina Vs E. coli
y S. aureus

Discusion de resultados

De acuerdo a los resultados de la sintesis y UV-VIS fue evidente la formacion de AgNPs, por el cambio
de coloracion en las soluciones, el cual viro a un color café-rojizo, esto concuerda con lo reportado por
Masooleh et al., (2018) ellos indican que las nanoparticulas de plata exhiben diferentes colores,
dependiendo del pH y el tamafo de las NPs, estos colores surgen debido a la excitacién de la resonancia
de plasmoén superficial (SPR) en las NP de Ag. Con el analisis UV-Vis se comprobé la presencia de las
NP, se observo la formacion del pico hiperbdlico de entre 480 y 500 nm. Reddy et al., (2021) obtuvieron
datos muy similares utilizando extracto de hoja de Perilla frutescens, los cuales obtuvieron un pico de
absorciéon de entre 400 y 480 nm. Lo anterior concuerda con la teoria de Mie, que enuncia que el
resultado de la interaccion de la luz con electrones metalicos finos genera una barra de absorcion
(Chylek & Zhan, 1990). En nuestro caso este pico se engrosa debido a la polidispersion de las AgNPs,
esto concuerda con lo visto en la microfotografia del MEB, mientras que el patrén XRD muestra picos
de difraccibn mayores a 37, 44 y 64° indexados a (111), (200), (220) planos de difraccién,
respectivamente, Reddy et al., (2021) obtuvieron resultados similares con el extracto de Perrilla
frutaescens, obteniendo picos de difraccion de 38.11, 44.29, 64.39 y 77.32°, indexados a (111), (200),
(220) y (311) planos de difraccion, ademas mencionan que dichos resultados fueron consistentes
usando Tithonia diversifolia, Artemisia turcomanica, y Ziziphus Jujuba.

Respecto a la actividad antimicrobiana se observa la formacion del halo de inhibicion con ambos
microorganismos S. aureus 'y E. coli, comparando con el halo inhibicion formado por ampicilina, se deja
ver claramente que las AgNPs mediadas por la raiz de Croton draco tiene efectos sobre dos de los
principales microrganismos transmisores de ETAs. Chiu et al., (2021) realizaron una investigacién de
sintesis de AgNPs mediadas por Clinacanthus nutans, en su investigacion utilizaron S. aureus, y E.
coli, en sus resultados mencionan que las actividades mas altas fueron contra S. aureus con 11,35 mm
y 11,52 mm, respectivamente, pero mas bajas contra la E. coli, con zonas de inhibicion a 9.22 mmy 9
mm. Reddy et al., (2021) obtuvieron tuvo zonas de inhibicién de 14,4, y 10,3 mm contra E. coli, y S.
aureus, respectivamente, comparando ambos resultados se observa una diferencia en la actividad
antimicrobiana, esto se puede deber al tamafio de las NP o la actividad antimicrobiana de la plata. Aun
asi en los tres casos es evidente que la AgQNPs mediada por distintas materiales bioldgicos son eficaces
para la inhibicién de microorganismos como el S. aureus que tiene la capacidad para producir la toxina
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estafilocécica, siendo asi uno de los microorganismos patégenos causantes de enfermedades de
origen alimentario (Zendejas-Manzo et al, 2014), y E. coli, bacteria causante de enfermedades
intestinales en la poblacién, debido a esto la importancia de eliminarlos representa una gran ventaja
para la industria alimentaria (CDC, 2021), puesto que garantiza alimentos inocuos y seguros para las
personas.

Conclusiones

En el presente estudio, se informo sobre la biorreduccion de iones de plata en nanoparticulas de plata
utilizando extracto de la raiz de Croton draco, de la cual se llevé una sintesis correcta indicada por el
viraje en la coloracion, asi como el pico de absorcion obtenido en el andlisis UV-vis, asi mismo se logré
observar las polidispersion de tamafos, se comprobd que la concentracién empleada del extracto con
AgNPs fue suficiente para las formacion del halo de inhibiciéon, contra dos de los principales
microrganismos transmisores de ETAs (E. coli, y S. aureus), cabe mencionar que la concentracion
minima inhibitoria es distinta para cada microrganismos y varia dependiendo el tipo de antibiético
empleado. Esta actividad antimicrobiana se debe a los mecanismos a nivel molecular que ocurren por
la accion de las AgNPs, iniciando cuando estas atraviesan la membrana y comienzan a afectar procesos
como; el transporte de electrones, la interrupcién de la cadena respiratoria, procesos de transcripcion y
traduccién en el ADN, valga la redundancia se tiene perspectivitas para la eliminacién de mas
microrganismos transmisores de ETAs, como Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar agona, B. subtilis etc., presentes en productos como los
carnicos, lacteos y enlatados. Por lo anterior se concluye que se logré cumplir con el objetivo de la
presente investigacion, el cual fue: Realizar la sintesis verde de AgQNPs empleando extractos de la raiz
de Croton draco para inhibir microrganismos transmisores de ETAs.

Apéndices
Método
Preparacién de bioextractos y sintesis verde de AgNPs

Material biologico deshidratado de Croton draco, se emple6 para preparar un extracto etandlico.
Posteriormente para la sintesis de NPs se emple6 el método de reduccién verde (Masooleh et al., 2018),
para ello se colocaron 89 mL de H20 destilada, 10 ml del extracto y 1ml de AQNO3 0.05 M en un matraz,
se dejo en agitacién suave durante 20 h protegiendo de la luz, posterior a ello se analiz6 la resonancia
de plasmones como indicio de la sintesis.

Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé utilizando el UV-Vis JEMWAY 3050, y al observar la
curva caracteristica se realizdé una micrografia de analisis MEB (Microscopio electronico de barrido), en
la cual se muestran los tamafios de las NPs y, por ultimo, se realizé un difractograma XRD (Difraccion
de rayos X) para observar los indices de difraccion de la plata.

Actividad antimicrobiana de las AgNPs mediadas por la raiz de Croton draco

La actividad antibacteriana de las AgNPs se realizé utilizando el método de difusién en disco contra
Staphylococcus aureus (Gram +) y Escherichia coli (Gram-). Los cultivos bacterianos frescos, se
plaquearon durante la noche y se empled el método de difusién en disco (kirby-Bauer), para analizar el
efecto de las AgNPs, las placas se mantuvieron en incubacioén a 37 ° C durante 24 h. Para el desarrollo
del experimento se colocaron como controles cepas de S. aureus y E. coli, las cepas inoculadas con el
disco adicionado del extracto de raiz de Croton draco y las placas adicionadas con ampicilina a 25 mg/L
y ademas las placas adicionadas con el disco con AgNPs. Después de 24 h post inoculacion, se observo
el halo de inhibicién, para ello todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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